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I. INTRODUCTION

Les cancers de I'oropharynx induits par les papillomavirus oncogenes représentent une
pathologie distincte des autres cancers des voies aéro-digestives supérieures liés a
I'intoxication alcoolo-tabagique chronique. Ces cancers ont un pronostic extrémement
favorable comparativement a leurs homologues HPV-négatifs avec un risque de décesa 5
ans réduit de moitié [1]. Cet avantage significatif conduit naturellement a nous interroger
sur nos stratégies thérapeutiques qui sont probablement trop agressives pour traiter une
maladie dont la majorité des patients va guérir au prix de séquelles notables. Ainsi de
nombreux essais de déflation thérapeutique sont en cours [2]. Néanmoins, plusieurs
investigateurs ont suggéré que le pronostic des patients HPV-positifs n’était pas homogene,
certains facteurs dont la consommation de tabac pouvant avoir un impact négatif sur le
contréle oncologique [3, 4, 5]. Il s’agit |a d’une problématique essentielle dans la mesure ou
une part significative des patients HPV-positifs a un antécédent de tabagisme [6]. A ce jour,
peu d'études ont évalué de maniere exhaustive I'impact du tabagisme sur les résultats
oncologiques des patients ayant un cancer de I'oropharynx HPV-induit [3, 4, 5] et des
données contradictoires ont été rapportées par certains [7, 8]. Par conséquent, nous avons
mené cette étude pour mieux comprendre l'interaction entre la consommation de tabac et
les résultats oncologiques. Dans la premiere partie de ce travail nous ferons un rappel sur les
cancers des voies aéro-digestives supérieures, les papillomavirus humains et le tabagisme.
Dans la seconde partie nous exposerons la méthodologie de notre étude et nos résultats que

nous confronterons aux données de la littérature.
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Premiere partie
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1. Cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS) :
épidémiologie

Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) concernent la cavité buccale, le
larynx et le pharynx, ce dernier comprenant trois zones anatomiques distinctes (rhino, oro et
hypopharynx) [9]. A I’échelle mondiale, plus de 500 000 nouveaux cas sont diagnostiqués
tous les ans [10]. En France, selon le recueil effectué par I'institut national du cancer en
2017, 12 044 nouveaux cas de cancers « leévre-bouche-pharynx » ont été diagnostiqués, et
2925 déces causés par ce groupe de cancer ont été enregistrés. Concernant les cancers du
larynx, 3220 nouveaux cas ont été diagnostiqués en 2017 et 698 déces [11].
Les principaux facteurs de risque de développer un cancer des VADS sont avant tout la
consommation d’alcool et de tabac. D’autres facteurs de risque ont également été identifiés,
notamment I'anémie associée au syndrome de Plummer-Vinson [12], la chique de Betel [13]
ou I'exposition professionnelle a I'amiante, au nickel, au radium, aux produits intervenants
dans le tannage du cuir et le travail du bois [9]. Plus récemment, I'implication des virus a été
mise en évidence : le virus Epstein Barr (EBV) pour le cancer indifférencié du nasopharynx
[14] et surtout les Papillomavirus (HPV) oncogénes pour les cancers de I'oropharynx. Au
cours des dernieres décennies, les cancers du larynx, de I’hypopharynx et de la cavité
buccale liés au tabagisme ont vu leur incidence diminuer dans la plupart des pays
occidentaux, alors que les cancers de I'oropharynx (COP) sont de plus en plus fréquents,
notamment chez les patients jeunes [15]. L'augmentation de leur incidence a été attribuée

aux virus HPV a haut risque oncogéne et plus particulierement au génotype 16 (HPV16) [16].
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2. Papillomavirus

a. Les origines

Les verrues ont été mises en évidence initialement en 1933 chez les lapins par Shope [17].
Par la suite, I’étude des verrues cutanées humaine a permis de démontrer leur caractére
transmissible [18]. De cette constatation sont nées de nombreuses études recherchant
I’agent en cause dans cette transmission. Progressivement, I’hypothése d’une étiologie virale
a émergé et c’est Strauss et al. en 1950 qui ont découvert I'existence, au sein des verrues, de

particules virales en microscopie électronique [19].

Figure 2 : particules virales au
sein de matériel de verrue
cutanée.
Microscopie électronique
grossissement x 40 000
[19].

En 1976, Gissmann et Zur Hausen démontrent I’"hétérogénéité des virus HPV sur le plan

génétique, suggérant I'existence de plusieurs sous-types de papillomavirus humains [20]. Ce
n’est que dans les années 90 que va émerger la notion de HPV a haut risque avec des études
identifiant les sous-types de HPV plus a risque d’induire le développement d’un cancer : HPV

16 et 18 notamment [21].
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b. Structure des Papillomavirus

Les papillomavirus sont des virus a acide désoxiribonucléique "

(ADN) appartenant a la famille des Papillomaviridiae [22].

s’agit d’'une espéce variée de virus affectant aussi bien

Figure 3 : icosaédre [23]

I’'homme que I'animal. Chez I'homme, plus d’une centaine de
papillomavirus différents ont été identifiés et séquencés, il s’agit des HPV. Ce sont des virus
non encapsulés a ADN de petite taille (55 nm) [24]. Ils possédent une capsule en forme
d’icosaédre (fig.3), construite par les protéines de capside L1 et L2. L1, appelée protéine
majeur de capside, est responsable de I'assemblage de la capside. L2, protéine mineure de
capside, se lie a I’ADN viral pour permettre |'encapsidation [25].
Le génome de I’'HPV contient environ 8000 paires de bases [24] et peut étre divisé en trois
parties :
- Une région codant pour les protéines dites « précoces », désignées par la lettre E
(pour « early »), numérotées de 1 a 7, intervenant dans la régulation. (Tableau 1)
- Une région codant pour les protéines dites « tardives », désignées par la lettre L
(pour « late »), L1 et L2, protéines de structure.
- Une troisieme région appelée Long Control Region, non codante, intervenant

dans la régulation de la réplication et de la transcription virales.
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Immortalisation et
transformation cellulaire

Régulation /
réplication et

transcription p53
\ T /vab
LCR 0 oE7

E1

\ Réplication de

L2 - / I'ADN

EGFR

PDGFR
el

Prolifération Oncoprotéine E4
cellulaire

Transcription
virale

Assemblage et
maturation

Figure 4 : représentation simplifiée du génome d’HPV [26]
P53 : protéine 53 ; pRb : protéine du rétinoblastome

Protéine Role

E1 Réplication virale, maintien de I’ADN sous forme épisomale

E2 Réplication virale, régulation de la transcription

E4 Encapsulation du génome, maturation des particules virales

E5 Oncoprotéine, interaction avec EGFR et PDGFR, réle dans la prolifération et retarde
la différenciation des cellules hbtes

E6 Oncoprotéine majeure, inactive p53 et inhibe I'apoptose, interaction avec de
nombreuses protéines de I’hote

E7 Oncoprotéine majeure, inactive pRb et favorise la synthese d’ADN et Ia

prolifération cellulaire, interaction avec de nombreuses protéines de I’h6te

Tableau 1 : réles des différentes protéines précoces d’HPV
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c. Papillomavirus classification

Les HPV sont regroupés en 5 principaux genres : a-papillomavirus, B-papillomavirus, y-
papillomavirus, mu-papillomavirus and nu-papillomavirus [27, 28].

Cette classification est basée sur la séquence codant pour la protéine de capside L1, tres
conservée entre les différents types d’HPV [29].

Les types de virus appartenant a des genres différents ont moins de 60% de similarités sur
leur portion génomique L1. Différentes espéeces au sein d’'un méme genre partagent 60 a
70% de similarité. Un nouveau type a moins de 90% de similarité par rapport a n’importe
quel autre type [27, 28].

L’'HPV 16 appartient au genre des a-papillomavirus, dans I'espece 9.

Alpha-papilimavirus

Mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus
cutaneous

Nu-papiiomavirus

cutoneous

‘Gamma-papillomavirus
culaneous

culaneous

Figure 5 : relation entre les différents genres
d’HPV d’apres Doorbar et al. 2012 [30].
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d. Papillomavirus et pathogénicité

Les HPV infectent les épithéliums et sont responsables de pathologies variées [31]. lls
peuvent se transmettre par contact cutané et infecter la peau (verrues vulgaires) ou par
contact sexuel et affecter les muqueuses (condylomes) ; trés souvent ils sont
asymptomatiques [32]. Environ 80 a 90% des lésions cutanées et muqueuses régressent
naturellement [33]. Cependant, on distingue deux groupes sur le plan clinique : les HPV a bas
risque, responsables des lésions de type verrue vulgaire ; et les HPV a haut risque ayant un
potentiel oncogénique [34]. Ces HPV a haut risque sont notamment responsables du cancer
du col de I'utérus ou ils sont en cause dans presque 100% des cas [35]. lls sont également
impliqués dans les carcinomes épidermoides du canal anal, de la vulve du pénis et de

I’oropharynx.

i. Cycle cellulaire et HPV

Cycle cellulaire normal :

Le cycle cellulaire est composé de

deux grandes phases : I'interphase it

croissance, préparation
de la réplication

et la phase M pour mitose.

L'interphase comprend elle-méme

trois phases : la phase G1, la phase S et |a Figure 6 : Les phases du cycle cellulaire [36].

phase G2. La mitose est la phase de division cellulaire en deux cellules filles identiques. La

phase S, pour synthese, est la phase de réplication de I’ADN. Les phases G1 et G2, pour le
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mot anglais « gap » (intervalle), sont des phases de préparation respectivement a la phase S
et a la phase M.
Le cycle cellulaire est régulé par plusieurs points de controle :
- Le point de restriction (point R) : controle la présence de facteurs de croissance et
de nutriments et permet le passage de la phase G1 a la phase S
- Le point de contréle G2->M : contréle la bonne réplication de I’ADN avant la
mitose.
- Le point de controle de métaphase : contréle le bon alignement des

chromosomes sur la plaque métaphasique avant séparation en cellules filles.

La protéine p53 et la protéine

pRb sont impliquées dans la

régulation du point R (figure 7). (?
®
Al'état de base, pRb est liée au \ p ? ‘/ » 3
, PRD
: _ o
o P b’

facteur E2F et I'inhibe. Si pRb est

phosphorylée par le complexe

Cycline D/CDK4, E2F est libéré 4 ,
€
c’ 3
permettant le passage en phase s ‘
)
S. p53 peut également controler
le point R en provoguant une Figure 7 : controle du pOint de restriction [37]

apoptose en cas de passage anormal de la phase G1 vers la phase S [37].
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ii. Cycle viral des papillomavirus

Les papillomavirus infectent les cellules de la couche basale des épithéliums malpighiens,
cela nécessite la présence d’une solution de continuité de I'épithélium afin que le virus
accede a la lame basale [31].

La protéine L1 se lie a la membrane basale via des protéoglycanes héparines sulfates [38],
puis des changements de structure de la capside permettent I'internalisation des virus dans
la cellule puis le transfert du génome viral dans le noyau.

Initialement les protéines E1 et E2 sont responsables du maintien du génome viral sous
forme épisomale, chaque cellules contient 10 a 200 copies [39].

Par la suite, une cellule non infectée quitte la couche basale et arréte sa division pour
réaliser une différenciation terminale. Dans le cas des cellules infectées, les protéines virales
E6 et E7 permettent de poursuivre la prolifération cellulaire en perpétuant leur remise en
cycle. Les protéines E6 et E7 vont respectivement inhiber p53 et pRb permettant
I'augmentation du nombre de cellules infectées [39].

Apres la phase de prolifération, les virions sont encapsidés puis libérés par desquamation de

la couche cornée superficielle.
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Desguamation

‘ Libération des virions

L1, L2

- Encapsidation des virions

E6, E7

‘ Prolifération cellulaire

Figure 8 : cycle viral du papillomavirus [37].

3. Les carcinomes épidermoides HPV-induits

a. Historique

L’association HPV et cancer a initialement été décrite en gynécologie, I’'HPV étant

fréquemment associé aux dysplasies et aux carcinomes épidermoides du col utérin [40, 41].
En 1975, Newell et al. avaient noté une augmentation du nombre de cancers oraux chez les
patientes traitées pour cancer du col de 'utérus [42]. Syrjanen et al. ont trouvé en 1983 des

preuves morphologiques et immunohistochimiques de I'implication de I'HPV dans les
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carcinomes épidermoides oraux [43], puis en 1985 Loning et al. ont mis en évidence la
présence d’ADN HPV dans les leucoplasies et les carcinomes invasifs oraux [44]. A noter que
les auteurs de I'époque regroupaient volontiers sous I'appellation carcinomes oraux a la fois

les carcinomes de I'oropharynx et de la cavité buccale.

b. Caractéristiques des carcinomes HPV-induits

i. Caractéristiques épidémiologiques

Contrairement aux autres COP dont lI'incidence régresse, les COP HPV induits sont en hausse
depuis les derniéres décennies. En effet, les COP HPV induits sont passés de 20% dans les
années 80-90 a plus de 80% actuellement en Amérique du Nord et notamment aux USA [45].
En Europe, la proportion de ces cancers est variable mais des données récentes de plusieurs
pays Scandinaves ont montré que plus des 2/3 des COP sont liés aux HPV oncogénes avec
une incidence en hausse (de 35.3% avant 2000 a 73.1 % apres 2005 [46]).

Leurs facteurs de risque sont également différents : en effet les COP non HPV induits sont
principalement dus au tabagisme et a la consommation d’alcool, alors que les COP HPV

induits sont reliés aux pratiques sexuelles [47].

ii. Caractéristiques cliniques

Les COP HPV induits touchent une population différentes des COP classiques : en effet sont
concernés essentiellement des patients jeunes, blancs, de sexe masculin [48] et avec un bon
niveau socio-économique [47].
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Les COP dus a I'alcoolo-tabagisme peuvent affecter toutes les VADS alors que les COP HPV-
induits se situent pratiguement exclusivement au niveau des amygdales palatines et
linguales [49].

Concernant le stade, la grande majorité des patients atteints d’'un COP HPV induit
présentent un stade T peu évolué, mais un stade N avancé au moment du diagnostic [48] et
les adénopathies sont volontiers kystiques [50].

Sur le plan des métastases, I'incidence est la méme pour les COP non HPV induits que pour
les COP HPV induits, avec cependant pour ces derniers une survenue plus tardive et

I’atteinte de sites atypiques (dure-mére, peau, etc.).

iii. Caractéristiques anatomopathologiques

Au contraire des COP non HPV induits qui se
développent sur I'épithélium de surface, les
COP HPV induits proviennent généralement
des cryptes amygdaliennes (fig. 1). Ces

cryptes présentent un épithélium spécialisé

avec un infiltrait lymphoide dense : il s’agit

Figure 1 : marquage

de I'épithélium réticulé [51]. Il se caractérise immunohistochimique de p16 dans
un COP HPV induit : |a lésion cible les
par une population cellulaire spécifique, cryptes amygdaliennes

préférentiellement [51].

ainsi qu’une membrane basale discontinue

facilitant les interactions entre antigenes extérieurs et cellules immunitaires [52]. Les

caractéristiques de ce revétement pourraient expliquer le tropisme amygdalien des COP HPV
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induits. Pour certains, les cryptes amygdaliennes formeraient des réservoirs de virions et
I'infection des cellules basales de I'épithélium serait facilitée par la discontinuité de la
membrane [49]. Il est également possible que le micro-environnement immunitaire des
cryptes soit plus favorable a I'infection persistante par les HPV oncogenes, notamment en
raison de |'expression physiologique de molécules régulant négativement I'immunité
cellulaire [53].

Au niveau cytologique, les cellules tumorales sont d’aspect basaloide avec un rapport

noyau/cytoplasme élevé et une kératinisation cytoplasmique faible voire absente [51].

iv. Caractéristiques pronostiques

Le statut HPV induit d’'un COP est un facteur pronostique de survie puissant et indépendant
[54]. En effet, sa présence réduit le risque de mortalité de 28 a 58% selon les études [54, 55].
Une des explications potentielle est que la consommation de tabac, nettement moindre chez
les patients porteurs d’'un COP HPV induit, entraine une diminution des plus fréquentes
causes de mortalité non liées au cancer : pathologies vasculaires, pathologies pulmonaires et
deuxiéme localisation cancéreuse [56].

Cependant, d’autres facteurs entrent en compte, notamment la meilleure sensibilité des
cellules des COP HPV induits aux rayons ionisants [57, 58]. Jung et al. ont souligné le role de
I'immunité a médiation cellulaire dans les COP HPV induits. En effet, dans ces derniers, une
augmentation de la réponse cytotoxique anti-tumorale des cellules T a été observée,
influencant positivement le pronostique de ces tumeurs [59]. De plus, I'étude de Ward et al.
en 2014 suggere que le taux de lymphocytes intra-tumoraux est plus important dans les COP
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HPV induits en comparaison avec leurs homologues HPV-négatifs et joue un réle dans le

meilleur pronostique de ces COP [60].

4. Tabagisme, carcinogénése et immunité

a. Tabac et carcinogénes

Le tabagisme est le principal facteur de risque des cancers ORL, bien plus fort que la

consommation d’alcool [61]. La fumée de cigarette contient des centaines de composés

chimiques produits par le réchauffement ou la combustion des feuilles de tabac [62].

Actuellement plus de soixante carcinogénes ont été formellement identifiés dans la fumée

de cigarettes [63] :

Classe chimique Nombre de Carcinogenes principaux Quantité moyenne par
composés cigarette (ng)
HAP 14 Benzopyrene 9
Dibenz[a,h]anthracéne 4
Nitrosamines 8 NNK 123
NNN 179
Amines aromatiques 12 4-Aminobiphenyl 1.4
2-Naphthylamine 10
Aldéhydes 2 Formaldéhyde 16,000
Acétaldéhyde 819,000
Phénols 2 Catechol 60,000
Hydrocarbures volatils 3 Benzene 59,000
1,3-Butadiene 52,000
Composés nitrés 3 Nitromethane 500
Autres composés 8 Ethylene oxide 7,000
organiques Acrylonitrile 10,000
Composés non 9 Cadmium 132
organiques
Total 61

Tableau 2 : principaux carcinogenes de la fumée de tabac ayant été évalués par I'International
Agency for Research on Cancer. NNK = 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone; NNN =
N’-nitrosonornicotine; HAP = hydrocarbure aromatiques cycliques.
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Parmi ces carcinogénes identifiés, ceux habituellement impliqués dans les cancers ORL sont
les Hydrocarbures aromatiques cycliques (HAP), le 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone (NNK) et le N'-nitrosonornicotine (NNN).

Le Benzopyréne est le principal agent carcinogéne de la classe des hydrocarbures
aromatiques cycliques, c’est le premier agent carcinogene de la fumée de tabac a avoir été
mis en évidence. Son mécanisme d’action consiste principalement a provoquer des
mutations Guanine vers Thymine notamment au niveau du gene de la protéine p53 [64]
régulateur du cycle cellulaire et de I'apoptose.

NNN et NNK sont de puissants carcinogenes, les plus représentés dans le tabac a I’état basal,
avant réchauffement ou combustion [63]. Ces composés, une fois métaboliquement activés
par des cytochromes, induisent des mutations déléteres au niveau d’oncogenes et de genes
suppresseurs de tumeur, provoquant I'initiation tumorale [65]. En parallele, NNN et NNK se
lient aux récepteurs nicotiniques provoquant une dérégulation des mécanismes de

prolifération, survie et migration cellulaire, favorisant ainsi le développement tumoral [65].

b. Tabac et immunité

L’organisme possede deux lignes de défense : 'immunité innée et |'immunité acquise
(Annexe 1).
En parallele de ses propriétés carcinogenes, la fumée de tabac joue également un réle dans
le domaine de I'immunité. En effet, elle affecte I'immunité de I’hote a deux niveaux :

- Au niveau du mucus des voies respiratoires, elle impact I'immunité innée

- Au niveau systémique, elle modifie I'immunité acquise [62].
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Figure 9 : Représentation schématique de I'immunité d’apres Abbas et
Lichtman : Basic Immunology, 3¢™ édition. 2008 [66].

Impact du tabac sur I'immunité :

Les effets du tabagisme sur I'immunité ont commencé a étre montrés dans les années 70,

initialement sur des modeles animaux puis sur le modele humain [67]. Depuis, de

nombreuses études ont prouvé I'implication du tabagisme sur la production de divers

composants de I'immunité et de I'inflammation avec a la fois des cytokines pro et anti-

inflammatoires. Ces études ont été menées sur des liquides broncho-alvéolaires [68, 69]

mais aussi sur des biopsies de muqueuses gingivales [70].

D’autres études ont également démontré le r6le du tabagisme dans le développement de

nombreuses pathologies auto-immunes [71].

Impact sur I'immunité innée :

Cellules dendritiques : les résultats des diverses études menées sur les cellules

dendritiques sont contradictoires avec parfois une augmentation de leur nombre

26



et fonction, et parfois l'inverse. Cependant, la majorité des auteurs s’accorde sur
le fait qu’en comparaison avec des non-fumeurs, les cellules dendritiques des
fumeurs sont altérées en nombre et en fonction [72].

Cellules « Natural Killer » (NK) : la fumée de cigarette a sur les cellules NK un effet
variable d’une étude a I'autre : leur nombre peut étre augmenté ou diminué ainsi
gue leur sécrétion d’interféron (IFN) gamma. Cependant chez les fumeurs, les
taux d’interleukine (IL) 17, de « tumor necrosis factor alpha » (TNF a) et de
Perforine (protéine cytolytique) produits par les cellules NK sont diminués [72].
Macrophages : la fumée de cigarette augmente le nombre de macrophages et
stimule la libération d’IL8, entrainant une augmentation de la réponse
inflammatoire. En parallele, elle entraine une diminution de I'activité de

phagocytose des macrophages [72].

Impact sur I'immunité adaptative :

Lymphocytes T « helpers » : Concernant les cellules Thl et Th17, le tabagisme
augmente leur nombre et activité sauf dans le cadre des maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin, pour lesquelles le tabac provoque une diminution de
production de leurs cytokines. Concernant les cellules Th2, la fumée de cigarette
augmente leur activité dans la réponse inflammatoire et allergique dans le
modele animal [72].

Lymphocytes T cytotoxiques : le tabagisme provoque une augmentation du
nombre de lymphocytes T cytotoxiques, ainsi que de leur production de cytokines
IL17 et IL21, augmentant ainsi I'activité des protéines Perforine et Granzyme B,

responsables de la destruction des cellules infectées ou endommagées [72].
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- Lymphocytes T régulateurs : 'impact du tabagisme sur les lymphocytes T
régulateurs n’est pas encore clairement défini, il est responsable d’une franche
altération de leur activité mais les résultats des diverses études sont
contradictoires quant au caractére activateur ou inhibiteur de I'effet du tabac
[72].

- Lymphocytes B : la fumée de cigarette provoque une augmentation de la
production d’IgE et de lymphocytes mémoires tandis qu’elle provoque une

diminution de la production d'Immunoglobuline (Ig) A, d’lIgG et d’IgM [72].

Les effets du tabac sur I'immunité ne sont pas encore completement caractérisés mais il

semblerait que |'effet principal soit délétere.

N\

{ | |
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Immunité innée Immunité adaptative

Lymphocy‘les B:
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v N lymphocytes B mémoire
Hausse nombre de . e
Thi: Baisse IgA, 1gM, 1gG
cellules et IL8 Hausse nombre
Baisse phagocytose de cellules
Baisse cytokines [
(Mici)
Th2:
. ™ Hausse IL4 et IL13 LT reg :
. . . F g (modeles animaux) - Altération nombre de
B ) T i cellules et activité
Cellules dendritiques : Thi7 : immunosuppressive
Cellules NK : Altération nombre de ) . LTC:
Atération nombre de cellules cellules et fonction Hausse cytokines et Hausse nombre de
et IFN gamma nombre de cellules cellules, IL17, 1L21,
Hausse IL17 sauf dans les MICI activité Perforine

Baisse TNF alpha, perforine (baisse cytokines) Granzyme B

Figure 10 : schématisation de I'impact de la fumée de cigarette sur I'immunité.
D’aprés Qiu et al. [72].
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5. Tabagisme et Papillomavirus : état des lieux

a. Tabagisme et infection a HPV

L’association tabac et papillomavirus a initialement été étudiée dans le cadre du cancer du
col de l'utérus. En 2005, I'International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical
Cancer a montré que les fumeuses actives comparativement aux non fumeuses, ont un
risque plus élevé de développer un carcinome épidermoide du col de I'utérus, et ce risque
augmente avec le nombre de cigarettes consommées par jour. En paralléle, le tabagisme
n’influence pas le risque de développer un adénocarcinome du col utérin [73].

L’étude du carcinome épidermoide du col de I'utérus a clairement permis d’établir
I'implication du tabac sur I'infection a HPV au niveau génital. Giuliano et al. en 2002
démontraient que les patientes fumeuses contractaient des infections génitales a HPV plus
prolongées et avaient plus de difficulté a en guérir que les patientes non fumeuses [74]. En
2008, Vaccarella et al. montraient I'association entre le tabagisme actif et un risque
significativement plus élevé d’infection génitale a HPV génital [75]. En 2009, Xi et al.
retrouvaient une charge virale HPV 16 et HPV 18 au niveau génital plus importante chez les

patientes infectées et fumeuses que chez les patientes infectées non fumeuses [76].

En 2013, Kreimer et al. ont étudié les facteurs de risque d’infection orale a HPV dans une
population d’hommes sains. Le risque d’infection est environ 3 fois supérieur chez les
patients tabagiques actifs et 2 fois supérieur chez les anciens tabagiques en comparaison de

ceux n’ayant jamais fumé [77]. En 2014, Haukioja et al. ont étudié les facteurs de risque
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dans une population féminine : contrairement a la consommation d’alcool et a la pratique
du sexe oral pour lesquels les résultats ne sont pas significatifs, la consommation de tabac
augmente significativement le risque d’infection orale persistante a HPV (plusieurs
génotypes confondus). Les auteurs définissent comme « persistante » la présence d’au
moins deux prélevements oraux positifs a HPV au cours d’un suivi sur 6 ans composé de
consultations espacées d’au minimum 3 mois [78]. Comme exposé précédemment, la fumée
de tabac possede des effets proinflammatoires et immunosuppressifs qui peuvent étre en
cause a la fois dans I'augmentation de I'incidence de I'infection a HPV mais aussi dans la

persistance de ses infections.

b. Impact pronostique du tabagisme sur le carcinome épidermoide

HPV induit

Contrairement au cancer du col utérin pour lequel un effet synergique a clairement été
décrit entre le tabagisme actif et le statut HPV 16 pour le développement du carcinome in
situ [79], le tabagisme n’apparait pas clairement comme un facteur de risque de
développement de carcinome épidermoide de I'oropharynx HPV induit [47, 80].

Les COP HPV-induits ont un pronostic clairement meilleur que leurs homologues non HPV-
induits cependant, plusieurs études ont montré une influence négative du tabac dans le
cadre de ces tumeurs [4, 5, 7].

Les mécanismes responsables de I'impact du tabagisme sur le pronostique des COP HPV
induits sont encore a I’état d’étude. Plusieurs hypothéses ont été étudiées dans la

littérature :
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- Le tabagisme augmente le taux de carboxyhémoglobine, diminuant ainsi la pression
partielle sanguine en oxygene, ce qui pourrait étre a I'origine d’'une augmentation des
cellules hypoxiques au sein de la tumeur [81]. L’hypoxie tumorale a déja été identifiée
comme facteur de mauvais pronostic [82] et comme facteur de résistance a la radiothérapie
dans les cancers de la téte et du cou [83].

- Le tabac pourrait induire des modifications génétiques rendant la tumeur plus
agressive et/ou plus résistante au traitement [84].

Une autre hypothese serait que le tabagisme provoque une augmentation de toxicité et une
moins bonne tolérance au traitement. Peu d’études exhaustives existent a ce jour
concernant I'impact du tabagisme sur le pronostique des COP HPV induits, c’est pourquoi
non avons décidé d’analyser les caractéristiques cliniques et les résultats oncologiques chez

des patients atteints de COP HPV-induits en fonction de leur consommation de tabac.
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SECONDE PARTIE
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1. Problématique et objectif

Les patients atteints d'un cancer de I'oropharynx lié au HPV se caractérisent par un meilleur
pronostic que leurs homologues HPV-négatifs, avec un taux de mortalité a 5 ans réduit de
moitié [54, 55]. Cependant, cet avantage significatif de survie n'est pas homogene et
plusieurs études ont suggéré que parmi les patients HPV positifs, ceux ayant des
antécédents de tabagisme avaient des résultats oncologiques moins bons et un risque
significativement accru de déceés [54, 85, 3, 4, 5, 86, 87]. Par exemple, Huang et al. ont
rapporté que la survie globale médiane a 5 ans était de 89% chez les patients atteints d'une
maladie de stade I-Il (IC a 95%: 85-93%) et fumant moins de 20 paquets-années contre 64%
(ICa95% 56% -73%) chez ceux fumant plus que 20 paquet-années [87]. Cette question est
essentielle car une grande proportion de patients HPV-positifs sont anciens fumeurs ou
fumeurs au moment du diagnostic [5, 88, 89]. L'identification précise de différents groupes
pronostiques au sein des patients HPV-positifs est essentielle pour permettre la mise en

ceuvre de stratégies de déflation thérapeutique sans danger [90].

Bien que la consommation de tabac induise de multiples autres pathologies pouvant affecter
la survie globale (par exemple cardiaques, respiratoires ou cancers) [91], la raison pour
laquelle le tabagisme a un impact négatif sur le pronostic spécifique des patients HPV-positif
est encore évasive. Le tabac pourrait induire des altérations génétiques supplémentaires
menant a un phénotype plus agressif, mais pourrait également compromettre la tolérance
et/ou I'administration du traitement en raison des comorbidités causées par I'intoxication

tabagique chronique.
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A ce jour, peu d'études ont évalué de maniére exhaustive |'impact du tabagisme sur les
résultats oncologiques des patients ayant un cancer de I'oropharynx HPV-induit [3, 4, 5] et
des données contradictoires ont été rapportées par certains [7, 8]. Par conséquent, nous
avons mené cette étude pour mieux comprendre |'interaction entre la consommation de

tabac, les caractéristiques du patient et de la maladie, et les résultats oncologiques.
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2. Matériel et méthodes

a. Population de patients

La population de I’étude est constituée de tous les patients traités a I'institut Gustave Roussy
pour un cancer de I'oropharynx p16 positif de 2011 a 2016 (n = 230) et de 2007 a 2009 (n =
63) sur un total de 801 cancers oropharyngés pris en charge durant la méme période. Ces
deux périodes ont été sélectionnées parce que :

1) la détermination du statut HPV a été introduite comme mesure systématique dans notre
établissement depuis 2011,

2) le statut HPV des patients atteints de cancer de I'oropharynx traités entre 2007 et 2009 a
été évalué dans une étude antérieure [90].

Parmi ces 293 patients, 11 patients ont été exclus en raison de la présence de métastases au
diagnostic (n = 8) ou parce qu'ils ont été traités uniquement par chirurgie (n = 3), laissant 282

patients pour I'analyse.

b. Données collectées

Les dossiers médicaux électroniques de tous les patients ont été examinés
rétrospectivement afin de déterminer les caractéristiques cliniques et pathologiques avant le
traitement, les détails de la prise en charge et les résultats oncologiques. Le statut de p16 et
I'identification de ’ADN HPV ont été déterminés prospectivement depuis 2011 et
rétrospectivement avant. Le statut tabagique a été recueilli sous forme quantitative en

paguets-années (nombre de paquets de cigarettes fumées par jour multiplié par le nombre
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d'années fumées) et selon le statut tabagique actif ou non au moment du diagnostic. Les
patients ont été divisés en trois groupes:

1) Les non-fumeurs (ceux qui n'ont jamais consommé de tabac a chiquer, de cigares ou de
pipes au cours de leur vie et ceux qui ont fumé moins d'un paquet-année au cours de leur
vie)

2) Les anciens fumeurs (ceux ayant sevré leur consommation tabagique avant le diagnostic
de cancer).

3) les fumeurs actuels (fumeurs actifs au moment du diagnostic).

Le systeme de classification de |'état de santé de I'American Society of Anesthesiology [93]
(score ASA) a été utilisé comme indicateur de I'évaluation des comorbidités. Les tumeurs ont

été classées selon la 8eme édition du TNM [94].

c. Expression de p16 et identification de ’ADN HPV

La quantification de I'expression de la protéine p16 a été déterminée par
immunohistochimie (kit d'histologie CINtec p16, Roche mtm laboratories AG, Heidelberg,
Allemagne) et la détection de I’ADN d’HPV par hybridation in situ (Ventana HPV Ill Famille
16, systéme médical Ventana) selon les instructions du fabricant. Les protocoles détaillés
sont décrits dans I'annexe 2.

L'immunohistochimie p16 a été considérée comme positive s'il y avait une coloration
nucléaire et cytoplasmique forte et diffuse présente dans> 70% des cellules malignes. Tous
les autres modeles de coloration ont été considérés comme négatifs.

Le statut HPV a été défini en fonction de |'expression de la protéine p16.
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d. Traitement et suivi

Tous les patients ont été traités selon notre prise en charge standard. Aprés une premiéere
consultation avec un chirurgien ORL, les patients ont bénéficié d’explorations
complémentaires comprenant un examen sous anesthésie avec une laryngoscopie directe et
une imagerie de la téte, du cou et du thorax. Chaque patient a ensuite été vu en comité
carcinologique multidisciplinaire, comprenant au moins un chirurgien ORL, un
radiothérapeute, un oncologue médical et un radiologue. Un nouvel examen clinique a été
effectué lors du comité et les options thérapeutiques ont alors été discutées avec le patient.
Les patients atteints de cancer de |'oropharynx sont majoritairement traités par
radiothérapie dans notre établissement, initialement avec une radiothérapie
conformationnelle 3D et depuis 2008 avec une radiothérapie a modulation d'intensité. La
dose prescrite est de 70 Gy en 33 fractions, avec une dose prophylactique de 54-60 Gy dans
les zones environnantes a risque de rechute. Une chimiothérapie concomitante, utilisant soit
le cisplatine, soit le cetuximab hebdomadaire, a été administrée en routine aux patients
atteints d’'une maladie localement avancée. La chirurgie de rattrapage a été réalisée en
routine en cas de maladie résiduelle clinique, ou sur PET-CT a trois mois apres |'achevement
de la radiothérapie, aprés confirmation par biopsie ou cytoponction. Les patients ont été vus
six semaines apres le traitement, tous les trois mois pendant deux ans, puis tous les six mois

jusqu'a 5 ans et chaque année apres.
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e. Analyses statistiques

Les résultats ont été comparés en utilisant le test exact de Fisher. Le suivi a été estimé a
I'aide de la méthode inverse de Kaplan-Meier [91]. La survie globale (SG), la survie sans
progression (SSP), les taux de contréle locaux, régionaux et a distance ont été estimés a
I'aide de la méthode de Kaplan-Meier. Le taux de survie a été défini comme étant le temps
écoulé entre la réunion multidisciplinaire et le premier événement, les événements étant la
mort de n'importe quelle cause pour la survie globale, et la mort ou la progression tumorale
pour la SSP. Les courbes de survie ont été comparées en utilisant le test de log-rank pour
I'analyse univariée et une régression multivariée ascendante de Cox pour |'analyse
multivariée (MVA). Les variables associées a une survie sans maladie ou globale avec une
valeur p <0,20 ont été incluses dans la MVA. Dans le modele de Cox, les variables continues
ont été dichotomisées. Toutes les valeurs p rapportées sont bilatérales, et les valeurs p
inférieures a 0,05 ont été considérées comme significatives. Les analyses ont été

effectuées en utilisant SAS version 9.3.

3. Résultats

a. Caractéristiques des patients

Les caractéristiques des patients et des tumeurs, en général et en fonction du tabagisme,
sont présentées dans le tableau 1. L'dge moyen était de 60,3 ans, 73% des patients étaient

des hommes et 56% (n = 157) avaient des antécédents de consommation de tabac, dont

38



23,8% fumaient au moment du diagnostic et 37,6% avaient une consommation de tabac
supérieure a 20 paquets-années. 108 patients (38,3%) n'avaient jamais fumé. Parmi tous les
patients p16 positifs, I'ADN HPV a été recherché dans 92,9% des cas (analyse manquante
pour 20 patients, 7,1%), et le test était positif chez 230 patients (87,8% des patients
analysés). Le taux de faux positifs de p16, c'est-a-dire le pourcentage de patients positifs
pour p16 sans ADN d’HPV détectable, était de 12,2%. Les stades T et N les plus représentés
étaient T1-T2 (n = 148 ; 52,5%) et N1-N2b (n =157 ; 55,7%). Il y avait 117 patients de stade |
(41,5%), 80 patients de stade Il (28,4%) et 85 de stade Il (30,1%) selon la 8&me TNM. Les
tumeurs étaient principalement situées dans la région amygdalienne (n =177 ; 62,8%). Tous
les patients ont recu une radiothérapie et 235 (83,3%) ont recu un traitement systémique
concomitant, la plupart utilisant du cisplatine (80,4%). 30 patients (10,6%) ont subi une
chirurgie ganglionnaire ou tumorale dans le cadre de leur traitement.

Lorsque I'on compare les caractéristiques des patients et des tumeurs entre les fumeurs et
les non-fumeurs, seuls I'dge et le sexe montrent une association significative avec le
tabagisme. Les fumeurs avaient tendance a étre plus jeunes (p = 0,002) et plus souvent des
hommes (p = 0,0003) que les non-fumeurs. Cependant, il n'y avait pas de différence en
termes de score d'ASA (p = 0,32), de traitement concomitant (p = 0,42) ou de durée de
radiothérapie (durée médiane de 49 jours dans les deux groupes, p = 0,93). La durée de la

radiothérapie était similaire dans les trois groupes ASA (p = 0,89).
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Age moyen, ans (DS) 60.3 (9.8) 62.3 (10.4) 58.7 (8.3) 0.002
Genre, n(%) Femme 76 (27%) 47 (37.6%) 29 (18.5%) 0.0003
Homme 206 (73%) 78 (62.4%) 128 (81.5%)
Score ASA 1 40 (14.2%) 22 (17.6%) 18 (11.5%) 0.32
2 224 (79.4%) 96 (76.8%) 128 (81.5%)
3 18 (6.4%) 7 (5.6%) 11 (7.0%)
Tabagisme, n(%) Jamais 108 (38.3%) - -
Moins de 10 PA 19 (6.7%) - -
10a 20 PA 30 (10.6%) - -
220 PA 106 (37.6%) - -
Donnée manquante 19 (6.7%) - -
Actif au diagnostic de cancer 67 (23.8%) - -
ADN HPV, n(%) Positif 230 (81.6%) 106 (84.8%) 124 (79.0%) 0.34
Négatif 32 (11.3%) 13 (10.4%) 19 (12.1%)
Non cherché 20 (7.1%) 6 (4.8%) 14 (8.9%)
Stade T, n(%) T1-T2 148 (52.6%) 72 (57.6%) 76 (48.4%) 0.30
73 74 (26.2%) 30 (24.0%) 44 (28.0%)
T4 60 (21.2%) 23 (18.4%) 37 (23.6%)
Stade N, n(%) NO 59 (20.9%) 25 (20%) 34 (21.7%) 0.84
N1-N2b 157 (55.7%) 72 (57.6%) 85 (54.1%)
N2c-N3 63 (23.4%) 28 (22.4%) 38 (24.2%)
stade (8éme TNM) / 117 (41.5%) 55 (44.7%) 58 (37.4%) 0.44
n(%) 1l 80 (28.4%) 34 (27.6%) 46 (29.7%)
11 85 (30.1%) 34 (27.6%) 51 (32.9%)
Localisation tumorale, Amygdale 177 (62.8%) 87 (69.6%) 90 (57.3%) 0.10
n(%) Base de langue 81 (28.7%) 29 (23.2%) 52 (33.1%)
Sillon amygdalo-glosse 24 (8.5%) 9(7.2%) 15 (9.6%)
Traitement, n(%) Radiothérapie 47 (16.7%) 25 (20%) 22 (14.0%) 0.18
Chimiothérapie 235 (83.3%) 100 (80%) 135 (86.0%)

Tableau 1 : Caractéristiques des patients pour la population entiére et selon le statut vis-a-vis du tabac. DS : déviation standard

40




b. Survie globale

Le suivi médian était de 37 mois et 40 patients sont décédés au cours du suivi. Les taux de
survie globale a deux et quatre ans sont respectivement de 90,4% et 85,7% (figure 1). En
analyse univariée (Tableau 2), I'age avancé, I'absence d’ADN HPV, un antécédent de
tabagisme, un stade T avancé ou un stade TNM avancé étaient des facteurs pronostiques
significatifs pour la survie globale. En analyse multivariée, le facteur pronostique le plus fort
pour la survie était la consommation de tabac lors du diagnostic du cancer, avec un taux de
risque (HR) pour les non-fumeurs comparé aux fumeurs de 0,25 [0,12 - 0,50], p = 0,0001.
L'age supérieur a 60 ans était I'autre facteur significatif (p = 0,05) tandis que I'absence d'ADN
HPV et le stade avancé du N étaient tres proches de la significativité (p = 0,08 et 0,07

respectivement).
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Figure 1 : Survie globale (A), Survie sans progression (B), absence de récidive loco-régionale (C), absence de récidive a distance (D) selon le
statut tabagique.
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Analyse univariée Analyse multivariée

Facteur pronostique HR [95% IC] p HR [95% IC] p
Age > 60 ans vs < 60 ans 1.89 [0.99, 3.62] 0.05 2.03 [1.01, 4.10] 0.05
Genre Femme vs Homme 1.15 [0.59, 2.24] 0.68 - -
ADN HPV Oui vs Non 0.34[0.16, 0.72] 0.005 0.48[0.21, 1.12] 0.09
Fumeur actif au diagnostic Non vs Oui 0.34 [0.18, 0.65] 0.001 0.25[0.12, 0.50] 0.0001
Tabagisme>10PA Non vs Oui 0.43[0.21, 0.90] 0.02 - -
Tabagisme220PA Non vs Oui 0.38[0.19, 0.78] 0.008 - -
Stade T T3vsT1-2 0.78[0.32,1.90] 0.59 - -
T4vs T1-2 3.25[1.62, 6.55] 0.001 - -
Stade N N1-N2b vs NO 0.7210.30, 1.71] 0.6 0.54[0.21, 1.41] 0.21
N2c-N3 vs NO 2.280.97, 5.36] 0.06 2.29[0.93, 5.65] 0.07
Stade 8éme TNM Ilvs | 1.04 [0.41, 2.63] 0.94 - -
1 vs | 3.78[1.78, 8.05] 0.0006 - -

Tableau 2 : Analyse pronostique pour la survie globale

HR : Hazard Ratio
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c. Critéres secondaires

Cinquante-quatre événements relatifs a la Survie sans progression (SSP) ont été observés.
Les taux de survie sans progression a deux et quatre ans étaient de 87,6% et de 80,4%. Les
facteurs pronostiques significatifs dans I'analyse univariée (Tableau 3) étaient: le statut ADN
HPV, le statut tabagique, le stade T ou N avancé et le stade Il TNM. En analyse multivariée,
seul le test HPV reste significativement associé a la SSP, avec un HR de 0,47 [0,22 - 1,00] pour
les patients positifs par rapport aux patients négatifs.

En ce qui concerne les échecs thérapeutiques, il y avait respectivement 26 échecs locaux, 18
échecs régionaux et 12 métastases a distance sur 36 patients. Les facteurs pronostiques pour
chaque critere dans I'analyse multivariée sont résumés dans le tableau 4. Les antécédents de
tabagisme, soit plus de 20 paquets-années ou le fait de fumer au moment du diagnostic,
étaient associés a une rechute locale et a une rechute a distance. Le stade Il était associé a
une rechute locale et le stade N avancé était associé a une rechute régionale. Les courbes de
survie en fonction du statut tabagique et du test ADN HPV sont présentées sur les figures 1

et2

44



Analyse univariée

Analyse multivarée

Facteur Pronostique

HR [95% IC] p HR [95% IC] ¢}
Age > 60 ans vs < 60 years 1.44[0.83, 2.48] 0.19 1.480.81, 2.68] 0.20
Genre Femme vs Homme 0.93[0.51, 1.69] 0.82 - -
ADN HPV Oui vs Non 0.38[0.19, 0.75] 0.005 0.47 [0.22, 1.00] 0.05
Fumeur actif au diagnostic Non vs Oui 0.43[0.24, 0.76] 0.004 0.59[0.27, 1.28] 0.18
Tabagisme>10PA Non vs Oui 0.53[0.29, 0.96] 0.04 - -
Tabagisme=20PA Non vs Oui 0.43[0.24, 0.77] 0.004 0.51 [0.24, 1.10] 0.08
Stade T T3vsT1-2 0.98 [0.47, 2.02] 0.95 1.26 [0.57, 2.77] 0.54
T4vsT1-2 3.34[1.81, 6.17] 0.0001 2.41[1.21, 4.82] 0.013
Stade N N1-N2b vs NO 0.71[0.34, 1.48] 0.36 0.53[0.24, 1.18] 0.12
N2c-N3 vs NO 2.09 [1.01, 4.35] 0.05 1.94 [0.89, 4.24] 0.1
Stade 8éme TNM sl 1.22 [0.57,2.61] 0.60 - -
Ivs| 3.32[1.73, 6.35] 0.0003 - -

Tableau 3 : Analyse pronostique de la survie sans progression

HR : Hazard Ratio
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Figure 2 : Survie globale (A), Survie sans progression (B), absence de récidive loco-régionale (C), absence de récidive a distance (D) selon le
résultat de 'analyse d’ADN HPV.
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4. Discussion

L'interaction entre le tabac, I'histoire naturelle de l'infection par HPV et la cancérogeneése est
complexe. Plusieurs études ont souligné que le tabagisme augmente le risque d'infection
oral a HPV [95, 96] alors que d'autres ont suggéré que le tabagisme pourrait aggraver le
pronostic des COP HPV induits [3, 4, 5, 54, 85, 86]. Hafkamp et al. [86] ont été les premiers a
remarquer des différences majeures entre les taux de survie des patients atteints de
carcinomes amygdaliens HPV induits selon I'exposition au tabac. Cette observation initiale,
qui a été obtenue a partir d'une petite série de 33 patients, a ensuite été renforcée par
plusieurs études plus importantes [3, 4, 5, 54, 85, 87]. Cependant, certains chercheurs n'ont
pas confirmé cette association [7, 8]. Par exemple, Hong et al. [7] ont examiné 185 COP HPV
induits dont 53 (28,6%) non-fumeurs, 76 (41,1%) ex-fumeurs et 56 (30,3%) fumeurs actuels
et n'ont pas trouvé de différences significatives en termes de survie globale, survie

spécifiqgue ou de récurrence loco-régionale.

Dans notre étude, nous avons analysé les caractéristiques cliniques et les résultats
oncologiques de 282 patients atteints de cancer HPV-positif en fonction de leur
consommation de tabac pour clarifier davantage cette problématique. Nous avons constaté
que les fumeurs étaient plus souvent des hommes, ce qui n'était pas surprenant compte
tenu de la consommation de tabac dans la population générale [97]. Nous n'avons trouvé
aucune différence en termes de taille de la tumeur, d'atteinte ganglionnaire et de stade
tumoral global entre les fumeurs et les non-fumeurs, bien que 2 études antérieures aient
rapporté que les tumeurs étaient plus petites chez les non-fumeurs [5, 86]. Plus intéressant

encore, nous avons noté que les fumeurs étaient significativement plus jeunes que les non-
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fumeurs au moment du diagnostic. A notre connaissance, c'est la premiére fois qu'une telle
association est soulignée et cela souléve la question de savoir si l'infection HPV et le tabac
agissent de maniere synergique en favorisant la cancérogenése.

Pres de 60% de notre cohorte étaient des fumeurs actuels ou anciens, chiffre en accord avec
de précédentes études [5, 88, 89]. Contrairement a ce que I'on pourrait penser, le tabagisme
est fréquent chez les patients HPV-positifs, bien que le niveau de consommation globale en
termes de paquet-année soit significativement plus faible que chez les patients atteints de
cancer HPV-négatifs. Il était cependant frappant d'observer que 37,6% des patients fumaient
plus de 20 paquets-années ce qui représente un niveau d'exposition élevé. Ce taux contraste
avec ceux rapportés par plusieurs études d'Amérique du Nord et d'Europe du Nord [54, 94].
Par exemple, le nombre médian de paquets-années chez les 1907 patients HPV positifs
utilisés pour développer et valider la 8¢me édition de la classification TNM était de 8
(intervalle interquartile: 0-30). Ceci met en évidence |'existence de variation significative en
terme d'exposition au tabac chez les patients HPV-positifs selon la zone géographique.

Nous avons trouvé que le statut tabagique au diagnostic de cancer était le facteur
pronostique le plus fort pour la survie globale en analyse multivariée avec un Hazard Ratio
(HR) pour les non-fumeurs comparé aux fumeurs de 0,25 ([0.12 - 0.50], p = 0,0001). En ce qui
concerne la SSP, un antécédent de tabagisme > 20 paquets-années et une consommation
active de tabac au moment du diagnostic étaient significativement associés a la progression
de la maladie en analyse univariée. Cependant uniguement une forte tendance a été
observée en analyse multivariée. En utilisant ce seuil pour stratifier notre population, les
taux de SSP a 3 ans étaient de 92% [85.7 - 95.7] chez les patients qui fumaient moins de 20

PA contre 81,8% [72.1 - 88.6] chez ceux qui déclaraient une exposition plus importante.
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Enfin, nous avons également observé un risque significativement plus élevé de rechute
locale et a distance avec ce seuil de tabagisme. Ainsi, nos données confirment les
conclusions de plusieurs études antérieures qui ont montré que le tabagisme avait un impact
négatif sur la survie [3, 4, 5, 54, 85, 86] et corroborent les quelques rapports notifiant que le

tabagisme augmentait le risque de progression du cancer et de récurrence [3, 4, 5].

Les divergences rapportées dans la littérature concernant I'impact du tabagisme pourraient
s'expliquer par plusieurs facteurs dont les différences de définition du statut HPV, le manque
de puissance statistique (petites séries, faible nombre d'événements oncologiques) et la
variation dans |'évaluation de la consommation de tabac. En effet, le tabac peut étre
considéré comme une variable continue (nombre de paquet-année) et / ou une variable
catégorique (jamais, ancienne et actuelle). Les deux approches ont des avantages et des
inconvénients. Les études sans données sur les paquets-années ne permettent pas d'évaluer
correctement I'effet de la dose de tabac sur les résultats, ce qui constitue une limitation
évidente. Inversement, pour certains chercheurs, le statut tabagique au moment du
diagnostic est plus pertinent que I'exposition totale au tabac, en particulier en raison du
risque accru de toxicité et de la diminution de compliance pendant le traitement. Enfin, en
pratique clinique, I'évaluation du tabagisme est autodéclarée par les patients ce qui présente

un risque important de sous-déclaration, comme le soulignent plusieurs études [98, 99].

Les raisons pour lesquelles le tabagisme a un impact négatif sur la survie et augmente le
risque de progression de la maladie et de récurrence chez les patients HPV-positifs reste

évasive. Une hypothese est que I'effet néfaste du tabagisme sur la santé peut compromettre
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la tolérance et la délivrance du traitement et pourrait également augmenter le risque de
déces par d'autres maladies, en particulier les maladies cardio-vasculaires et pulmonaires.
Dans notre série, nous n'avons pas noté de différences significatives concernant la santé
physique globale, sur la base du score ASA, entre les fumeurs et les non-fumeurs. Bien que
ce score ait été spécifiguement développé et validé pour |'évaluation des risques
anesthésiques, il reste un moyen acceptable pour évaluer I'état de santé général des

patients et leurs comorbidités potentielles.

De plus, nous n'avons pas trouvé de variation significative en terme de durée de la
radiothérapie en fonction de la consommation de tabac - méme chez les fumeurs actifs au
moment du diagnostic - ce qui aurait pu refléter des ruptures de traitement dues a des

toxicités (mucite...) .

Le tabagisme et les constituants du tabac pourraient également augmenter I'agressivité
tumorale en stimulant la prolifération, I'angiogenése, la migration et en modifiant la réponse
immunitaire anti-tumorale de I'h6te. D’autre part, les effets mutagenes de I'exposition au
tabac pourraient induire des altérations génétiques supplémentaires chez les patients
fumant HPV-positifs conduisant a un phénotype plus agressif et a une probabilité accrue de
résistance au traitement. A ce jour, peu d'études ont spécifiquement évalué cette question
et les résultats sont contradictoires [54, 55]. En ce qui concerne l'immunité antitumorale, on
sait que le tabagisme et en particulier la nicotine alterent la réactivité des cellules T a Ia
stimulation antigénique qui pourrait a la fois interférer avec |'agressivité tumorale et les

résultats du traitement [56, 57].
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Notre étude présente plusieurs avantages, notamment la taille de la cohorte et
I'homogénéité du traitement, cependant certaines limites doivent étre soulignées. En effet,
bien que les données aient été collectées prospectivement, leur analyse était rétrospective
et la quantification du tabagisme est sujette a la subjectivité du patient. De plus, un suivi
plus long aurait été souhaitable pour évaluer plus précisément I'effet a long terme du

tabagisme.
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5. Conclusion

La consommation de tabac est fréquente chez les patients atteints de COP HPV induits et
augmente le risque de déces et d'échec oncologique. Cela devrait étre pris en compte dans
les stratégies de désescalade des traitements qui pourraient faire partie des pratiques
cliniques dans un avenir proche. L'arrét du tabac reste une priorité en oncologie cervico-

faciale.
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7. Annexes

Annexe 1 : rappels sur le systeme immunitaire

L'immunité innée :

Encore appelée immunité naturelle, il s’agit d’'une réponse d’action rapide, non spécifique de
I’agent pathogéne. Elle provoque une défense immédiate en attendant que I'immunité
adaptative devienne efficace. L'immunité innée repose a la fois sur des mécanismes
humoraux via les cytokines, le complément ; et sur des mécanismes cellulaires via les
macrophages, les cellules « Natural Killer » (cellules NK). L’activation de I'immunité innée
correspond a la réponse inflammatoire [100].
Les principaux acteurs de cette phase immunitaire sont :

- Les macrophages :
Ce sont des cellules dérivant de la lignée myéloide. Avant différenciation ils circulent dans le
sang sous forme de monocytes. Ils se différencient en macrophages lorsqu’ils migrent dans
les tissus. Ils sont responsables de la sécrétion de cytokines qui augmentent la perméabilité
des vaisseaux permettant le passage de protéines et cellules dans les tissus. lls sécrétent
également des chémokines dont le role est d’attirer les neutrophiles sur le lieu de I'infection.
Enfin, les macrophages sont les principaux acteurs de la phagocytose et de la digestion des
pathogenes [66].

- Les cellules dendritiques :
Elles dérivent également de la lignée myéloide. Elles sont spécialisées dans la captation
d’antigenes et leur présentation aux lymphocytes. Les cellules dendritiques immatures

migrent du sang aux tissus, lorsqu’elles rencontrent un pathogene, elles le phagocytent puis
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réalisent leur maturation et migrent vers les ganglions lymphatiques afin d’y réaliser leur
activité de cellule présentatrice d’antigénes aux lymphocytes [66].

- Lescellules NK:
Ce sont des cellules issues de la lignée lymphoides, elles circulent dans le sang sous forme de
larges cellules lymphocytes-like dont le cytoplasme est riche en granulations cytotoxiques.
Elles sont capables de repérer et détruire des cellules tumorales ou des cellules infectées.
Elles sont donc des acteurs importants de I'immunité innée dirigée contre les pathogenes

intracellulaires [66].

L'immunité adaptative :

L'immunité adaptative ou acquise est apparue il y a environ 500 millions d'années chez les
premiers vertébrés. C'est une réponse spécifique de I'antigéne dont les acteurs principaux
sont les lymphocytes [100].

Lymphocytes T :

Les lymphocytes T sont des cellules capables de reconnaitre les antigenes a la surface des
cellules. Les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) sont responsables de
la présentation de ces antigenes en surface. Les antigénes des pathogénes
intracytoplasmiques sont présentés par les protéines du CMH 1, qui seront reconnus par les
lymphocytes T CD8. Les antigenes des pathogenes intravesiculaires ou extracellulaires sont
présentés par les protéines CMH 2 qui se lient aux lymphocytes T CD4.

Les lymphocytes T CD8 activés se transforment alors en lymphocytes T cytotoxiques,

responsables de la destruction des cellules infectées ou endommagées.
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Les lymphocytes T CD4 peuvent se différencier en plusieurs types de lymphocytes T
« helper » (Th) dont les plus représentés sont les Th1, Th2 et Th17. Ces sous-types se
distinguent par les différentes cytokines gu’ils produisent :

- Les lymphocytes Th1 produisent principalement de l'interféron gamma, de
I'interleukine (IL) 2 et sont responsables de I'activation de I'immunité a
médiation cellulaire [66].

- Les lymphocytes Th2 produisent principalement de I'lL4, de I'IL5 et de I'lL13 et
sont responsables de I'activation de I'immunité humorale via la production
d’'immunoglobulines par les lymphocytes B [66].

- Les lymphocytes Th17 produisent principalement I'interleukine 17 et ont un réle
pro-inflammatoire par les cytokines qu’ils sécretent. lls ont un réle dans les
pathologies auto-immunes et dans la lutte contre les pathogenes extracellulaires
[101].

- Les Lymphocytes T CD4 peuvent également se différencier en lymphocytes T
régulateurs. Ces derniers sont impliqués dans le maintien de ’homéostasie
immunologique. lls régulent également les réponses immunologiques dans le

cadre des allergies, des greffes, des cancers et des pathologies infectieuses [102].

Lymphocytes B :

Les lymphocytes B sont responsables de I'immunité humorale. lls sont activés par les
antigenes se liant a leur surface et par les lymphocytes T « helper ». Ils peuvent se
différencier en deux catégories :

- Plasmocytes : producteurs d’anticorps. Ces derniers participent a I'immunité via

trois mécanismes :
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0 La neutralisation qui consiste a inhiber la toxicité des pathogenes par
liaison directe
0 L’opsonisation : les anticorps facilitent la phagocytose des pathogénes en
les englobant
0 L’activation du complément, autre acteur de I'immunité
- Les lymphocytes B mémoires : ce sont des cellules spécifiques d’un antigéne qui
permettent une réponse immunitaire plus rapide, plus longue et plus intense en

cas de deuxiéme infection par le méme pathogene [66].

Annexe 2 :

Immunohistochimie p16 :

L'immunohistochimie p16 a été réalisée sur un Ventana Benchmark Ultra (Ventana Medical
Systems Inc., Tucson, AZ) a I'aide d’un CINtec p16 Histology Kit (Ref. 9511, Roche mtm
laboratories AG, Heidelberg, Germany), en accord avec les recommandations des deux
fabricants.

Des prélévements de tumeur avaient été préparés précédemment sous forme de tissus

« formalin-fixed paraffin-embedded » (FFPE) de 4um. Ces échantillons ont été déparaffinés,
et exposés pendant 30 min a I'antigéne d’intérét, utilisant le tampon CC1. Par la suite, ils ont
été incubés en présence de I'anticorps primaire CINtec p16 prédilué (clone E6H4) pendant 20
minutes a température ambiante et révélés avec le kit de détection DAB Ultra View
Universal. Les lames ont finalement été colorées avec de I'hématoxyline Il pendant 8

minutes (Ventana) et le réactif Bluing pendant 4 minutes, puis lavées.
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Détection de I’AND HPV a haut risque par hybridation in situ (HIS) :

L'HIS a été réalisée sur des sections représentatives de 4um de tissus FFPE de tumeur de
chaque cas en utilisant le ISH | View Blue Plus Detection Kit (Ventana Medical System, Inc.,
Tucson, AZ) en accord avec les recommandations du constructeur. L’essai a

nécessité I'utilisation de « Ventana HPV Ill Family 16, Probe B » une solution permettant la
mise en évidence des HPV a haut-risque, types 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
et 70. “Ventana Red Counterstain II” (Ventana Medical System, Inc., Tucson, AZ) a été
utilisé. Les controéles pour chaque manipulation comprenaient un échantillon de tumeur
HPV-16 identifié (controle positif) et un échantillon d’amygdale saine (controle négatif). Un
résultat positif consistait en la présence de points nucléaires bleus. Toute coloration
nucléaire définitive dans les cellules tumorales était considérée comme positive. Les cas ont

été classés de fagon binaire : positifs ou négatifs.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Introduction: HPV-driven oropharyngeal cancer (OPC) patients have a better prognosis than their HPV-negative counterparts
but several studies have suggested that among HPV-positive patients those with a smoking history had worse oncological
outcomes. The aim of our study is to characterize the interplay between tobacco con-sumption, patient and disease

Keywords:
Human papillomavirus (HPV)
Smoking/tobacco

Cancer characteristics, and disease control.
(F?rr:I/r«]a;Zizharynx/ oropharyngeal Materials and methods: All patients diagnosed with HPV-driven OPC and treated with curative intent between 2007 and 2009
Out?:omes and 2011-2016 at Gustave Roussy cancer center were included (n = 282). Demographic, clin-ical, morphological and tobacco
Survival consumption were correlated with oncologic outcomes.
Results: 157 (56%) patients had a positive smoking history, including 23.8% who were smoking at the time of diagnosis and
37.6% who had a tobacco consumption exceeding 20 pack-years. In multivariate analysis, the strongest prognostic factor for
survival was smoking status at cancer diagnosis, with a hazard ratio (HR) for non-smokers compared to smokers of 0.25
([0.12, 0.50], p = 0.0001). Smoking history, either more than 20 pack-years or smoking at diagnosis, was associated with local
relapse and distant relapse. There was no difference in terms of comorbidity (p = 0.32) and radiotherapy duration (p = 0.93)
according to tobacco consumption.
Discussion: Smoking is frequent among patients with HPV-driven OPC and increases the risk of death and on-cologic failure.
Introduction implemented [11].

Although tobacco consumption induces multiple other disorders (e.g.

HPV-driven oropharyngeal cancer (OPC) patients are characterized by a
better prognosis than their HPV-negative counterparts with a 5 year mortality
rate cut in half [1,2]. However this significant survival advantage is not
homogeneous and several studies have suggested that among HPV-positive
patients those with a smoking history had worse oncological outcomes and a
significantly increased risk of death [2—8]. For instance, Huang et al. reported
that the 5-year median overall survival was 89% in patients with stage I-11
disease (95% CI 85-93%) and a tobacco consumption <20 pack year (PY)
versus 64% (95% CI 56—73%) in those who smoked more [8]. This issue is
critical because a large proportion of HPV-positive patients are current or
former smokers at the time of diagnosis [7,9,10]. The proper identification of
prog-nostic groups is essential to allow safe de-escalation strategies to be
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cardiac, respiratory diseases or cancers) that can affect overall survival [12],
the reason why smoking impacts negatively cancer spe-cific prognosis is still
elusive. Tobacco could induce additional genetic alterations leading to a more
aggressive phenotype but might also compromise treatment tolerance and
delivery due to tobacco related comorbidities.

To date few studies have comprehensively assessed the impact of
smoking on the oncologic outcomes of patients with HPV-driven OPC [4,5,7]
and conflicting data have been reported by some investigators [13,14].
Therefore, we conducted this study to further characterize the interplay
between tobacco consumption, patient and disease char-acteristics, disease
control and survival.
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Material and methods
Patient population

The present patient population consists of all p16 positive or-opharyngeal
cancer patients treated at Gustave Roussy Cancer Center from 2011 to 2016
(n = 230) and from 2007 to 2009 (n = 63) out of 801 oropharyngeal cancer
patients treated during these 9 years.

These 2 periods were selected because (1) HPV status determination has
been introduced as a systematic measure in our institution since 2011, and (2)
HPV status of oropharyngeal cancer patients treated between 2007 and 2009
was assessed in a prior study [15].

Of these 293 patients, 11 patients were excluded due to the presence of
metastases at diagnosis (n = 8) or because they were treated with surgery only
(n = 3), leaving 282 patients for analysis.

Data collected

The electronic medical records of all patients were reviewed retro-
spectively to determine pretreatment clinical and disease character-istics,
management details and outcomes. P16 status and HPV DNA were
determined prospectively since 2011 and retrospectively before. Smoking
status was collected as quantity in pack-years (number of packs of cigarettes
smoked per day multiplied by the number of years smoked) and whether
patients were smoking at diagnosis. Patients were divided into 3 groups: (1)
Never-smokers (those who never used chewing tobacco, cigars, or pipes in
their lifetime and those who smoked less than the equivalent of one pack-year
in their lifetime.), (2) Former smokers (those who stopped smoking before
cancer diagnosis) and (3) Current smokers (active tobacco users at the time of
diagnosis) The American Society of Anesthesiology physical status
classification system [16] (ASA score) was used as a proxy for comorbidity
assess-ment as it was recorded in all patients. Tumors were classified ac-
cording to the 8th TNM staging edition [17].

p16 expression and identification of HPV DNA

p16 expression was determined by immunohistochemistry (CINtec

p16 Histology Kit, Roche mtm laboratories AG, Heidelberg, Germany) and
HPV DNA by situ hybridization (Ventana HPV IlI Family 16, Ventana
medical system) according to the manufacturer instructions. The detailed
protocols are described in the Supplementary data (sup-plementary data file
n°1). p16 immunohistochemistry was scored as positive if there was strong
and diffuse nuclear and cytoplasmic staining present in > 70% of the
malignant cells. All other staining patterns were scored as negative. p16 was
used as a surrogate marker of HPV-infection.

Treatment and follow-up

All patients were treated according to our standardized workflow. After an
initial consultation with a staff head and neck surgeon, patients underwent
additional workup, including an exam under anesthesia with a direct
laryngoscopy and imaging of the head and neck and chest. Each patient was
then seen in a multidisciplinary tumor board, con-sisting of at least a head and
neck surgeon, a radiation oncologist, a medical oncologist, and a radiologist.
Clinical exam was performed again at this stage and the therapeutic options
discussed with the pa-tient. Oropharyngeal cancer patients are in majority
treated with radiotherapy at our institution, initially with 3D conformal radio-
therapy and since 2008 with intensity modulate radiotherapy. The prescribed
dose is 70 Gy in 33 fractions to the gross disease, with a prophylactic dose of
54-60 Gy to uninvolved areas at risk of relapse administered as a
simultaneous integrated boost. Concomitant che-motherapy, either using
bolus cisplatin or weekly cetuximab, was routinely administered to these
locally advanced patients. Surgery was routinely performed in case of residual
disease either clinical or on PET-
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CT at three months after the completion of radiotherapy. Patients are seen six
weeks following treatment, and then every three months for two years, every
six months for until 5 years and yearly afterwards.

Statistical analysis

Proportions were compared using the Fisher exact test. Follow-up was
estimated using the reverse Kaplan—Meier method [12]. Overall survival
(OS), progression-free survival (PFS), local, regional and dis-tant control
rates were estimated using the Kaplan—Meier method. Survival times were
defined as the time between the multidisciplinary meeting and the first event.
Events were death from any cause for overall survival (OS) and death or
tumor progression for PFS. Survival curves were compared using the log-rank
test for the univariate analysis and in a multivariate ascending stepwise Cox
regression for the multi-variate analysis (MVA). Variables associated with
disease-free or overall survival with a p-value < 0.20 were included in the
MVA. In the Cox model, continuous variables were dichotomized. All
reported p values are two-sided, and p-values lower than 0.05 were
considered sig-nificant. Analyses were conducted using SAS version 9.3.

Results
Patient characteristics

Patient and tumor characteristics, overall and according to smoking status,
are presented in Table 1. Mean age was 60.3 years, 73% of the patients were
male, and 56% (n = 157) had a positive smoking history, including 23.8%
who were smoking at the time of diagnosis and 37.6% who had a tobacco
consumption exceeding 20 pack-years. 108 patients (38.3%) were never
smokers. Among all patients, who were all pl6 positive, HPV DNA was
analyzed in 92.9% (missing analysis for 20 patients, 7.1%), and the test was
positive in 230 patients (87.8% of the analyzed patients). The false positive
rate of pl6 detection, i.e. the percent of pl6 positive patients with negative
HPV DNA, was 12.2%. The most represented T and N stages were T1-T2 (n
= 148, 52.5%) and N1-N2b (n = 157, 55.7%). There was 117 ICON-S stage |
patients (41.5%), 80 stage Il patients (28.4%) and 85 stage Il (30.1%).
Tumors were mostly located in the tonsillar region (n = 177, 62.8%). All pa-
tients received radiotherapy, and 235 (83.3%) received concomitant systemic
treatment, mostly using cisplatin (80.4%). Thirty patients (10.6%) had nodal
or tumor surgery as part of their treatment.

When comparing patient and tumor characteristics between never and
ever smokers, only age and gender showed a significant association with
smoking status. Smokers tended to be younger (p = 0.002) and more
frequently male (p = 0.0003) than non-smokers. However, there was no
difference in terms of ASA score (p = 0.32), concomitant treatment (p = 0.42)
or radiotherapy duration (median duration of 49 days in both groups, p =
0.93). Radiotherapy duration was similar in all three ASA groups (p = 0.89).

Overall survival

Median follow-up was 37 months, and 40 patients have died during the
course of follow-up. Two and four-years survival rates are respec-tively
90.4% and 85.7% (Fig. 1). In univariate analysis (Table 2), older age, the
negativity of HPV DNA, a positive smoking history, advanced T-stage or
advanced ICON-S stage were significant prognostic factors for overall
survival. In multivariate analysis, the strongest prognostic factor for survival
was smoking status at cancer diagnosis, with a ha-zard ratio (HR) for non-
smokers compared to smokers of 0.25 [0.12, 0.50], p = 0.0001. Age older
than 60 years was the other significant factor (p = 0.05) while HPV DNA
testing and advanced N stage were close to significance (p = 0.08 and 0.07
respectively).
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Table 1
Patients characteristics for the entire population and according to tobacco status.
Characteristic Entire population Never-smokers Smokers p-value
(n=282) (n=125) (n=157)
Mean age, years (SD) 60.3 (9.8) 62 3(10.4) 58.7 (8.3) 0.002
Gender, n (%) Female 76 (27%) 7 (37.6%) 29 (18.5%) 0.0003
Male 206 (73%) 8 (62.4%) 128 (81.5%)
ASA score 1 40 (14.2%) 2 (17.6%) 18 (11.5%) 0.32
2 224 (79.4%) 6 (76.8%) 128 (81.5%)
3 18 (6.4%) (5 6%) 11 (7.0%)

Smoking status, n (%)

HPV DNA, n (%)

T-stage, n (%)

N-stage, n (%)

ICON-S stage, n (%)

Tumor location, n (%)

Treatment, n (%)

Never smokers

Less than 10 PY

10-20 PY

220 PY

Missing

Smoker at cancer diagnosis
Positive

Negative

Not performed

T1-T2
T3
T4

NO
N1-N2b
N2c-N3

Tonsil
Base of tongue
Glossotonsillar sulcus

Radiotherapy
Chemoradiotherapy

108 (38.3%)
19 (6.7%)
30 (10.6%)
106 (37.6%)
19 (6.7%)
67 (23.8%)

230 (81.6%)
32 (11.3%)
20 (7.1%)

148 (52.6%)
74 (26.2%)
60 (21.2%)

59 (20.9%)
157 (55.7%)
63 (23.4%)

117 (41.5%)
80 (28.4%)
85 (30.1%)

177 (62.8%)
81 (28.7%)
24 (8.5%)

47 (16.7%)
235 (83.3%)

106 (84.8%)
13 (10.4%)

124 (79.0%) 0.34
19 (12.1%)

6 (4.8%) 14 (8.9%)
2 (57.6%) 76 (48.4%) 0.30
0 (24.0%) 44 (28.0%)
3 (18.4%) 37 (23.6%)
5 (20%) 34 (21.7%) 0.84
2 (57.6%) 85 (54.1%)
8 (22.4%) 38 (24.2%)
5 (44.7%) 58 (37.4%) 0.44
4 (27.6%) 46 (29.7%)
4 (27.6%) 51 (32.9%)
7 (69.6%) 90 (57.3%) 0.10
9 (23.2%) 52 (33.1%)
(7 29%) 15 (9.6%)
25 (20%) 22 (14.0%) 0.18
100 (80%) 135 (86.0%)

Secondary endpoints

Fifty-four PFS events were observed. Two and four-years PFS rates were

87.6% and 80.4%. Significant prognostic factors in univariate analysis (Table
3) were: HPV DNA testing, smoking status, advanced T or N stage and
ICON-S stage Ill. In multivariate analysis, only HPV testing remained
significantly associated with PFS, with a HR of 0.47 [0.22, 1.00] for positive
patients compared to negative ones.

Regarding patterns of failure, there were respectively 26 local fail-ures,
18 regional failures, and 12 distant metastases in 36 patients. Prognostic
factors for each endpoint in multivariate analysis are sum-marized in Table 4.
Smoking history, either more than 20 pack-years or smoking at diagnosis, was
associated with local relapse and distant relapse. Icon-S stage Il was
associated with local relapse, and advanced N stage was associated with
regional relapse. The survival curves ac-cording to smoking status and HPV
DNA testing are presented in Figs. 1 and 2.

Discussion

The interplay between tobacco and the natural history of HPV in-fection
and carcinogenesis is complex. Several studies have emphasized that smoking
increases the risk of oral HPV infection [18,19] while others have suggested
that smoking may worsen the prognosis of HPV-driven OPCs [2-8].
Hafkamp et al. [6] were the first to notice marked differences in the survival
rates of patients with HPV-driven tonsillar carcinomas according to tobacco
exposure. This initial observation, which was obtained from a small series of
33 patients, was subsequently strengthened by several larger studies [2—
5,7,8]. On the other hand, some investigators did not confirm this association
[13,14]. For in-stance, Hong et al. [13] examined 185 HPV-driven tonsillar
cancers including 53 (28.6%) never smokers, 76 (41.1%) ex-smokers and 56

3
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(30.3%) current smokers and did not find any significant differences in terms
of overall survival, disease specific survival and loco-regional recurrence.

In the current study, we have analyzed the clinical features and
oncological outcomes of 282 HPV-positive cancer patients according to their
tobacco consumption to further clarify this issue. We found that smokers were
more frequently men, which was not surprising in regards to tobacco
consumption in the general population [20]. We did not find any difference in
terms of tumor size, nodal involvement and overall tumor stage between
smokers and non-smokers although 2 previous studies reported smaller
primaries in non-smokers [6,7]. More inter-estingly we noted that smokers
were significantly younger than non-smokers at the time of diagnosis. To the
best of our knowledge this is the first time that such an association is
emphasized and this raises the question whether HPV-infection and tobacco
act synergically in a way that promotes carcinogenesis. In accordance with
previous studies, al-most 60% of our cohort was current or former smokers
[7,9,10]. Con-trarily to what one might think, smoking is frequent among
HPV-po-sitive patients although consumption level in terms of pack years is
significantly lower than in HPV-negative cancer patients. It was how-ever
striking to observe that 37.6% of patients smoked more that 20 pack-year
which represents a high exposure level. This rate contrasts with those reported
by several studies from North America and Northern Europe [2,17]. For
instance, the median number of smoking pack year among the 1907 HPV-
positive patients used to develop and validated the ICON-S classification was
8 (interquartile range: 0-30). This highlights the existence of significant
changes in term of tobacco exposure within HPV-positive patients according
to geographic area.

We found that smoking status at cancer diagnosis was the strongest
prognostic factor for overall survival in multivariate analysis with a HR for
non-smokers compared to smokers of 0.25 ([0.12, 0.50], p = 0.0001). With
regards to PFS, a smoking history > 20 PY and



H. Mirghani et al.

Oral Oncology 82 (2018) 131-137

A 100% - B 100% -
90% 90% +
80% A _—
70% A 0%
60% s |
50% A oy
40% —Less than 20PY ao |
——20 PY or more . ey
0% 7 20% < =—Less than
20% 1 20% ——20 PY or more
10% A 10%
o , ' ' . ' : J ' 0% . . . . . . ,
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
At risk Months after diagnosis Atrisk Meonths after diagnosis
—157 153 141 123 104 86 72 59 48 -— 157 153 141 123 104 86 72 59 48
-~ 106 101 92 76 64 56 43 37 29 ——106 101 92 76 64 56 43 37 29
D1
C 100% - 00% =;—_‘_‘—
wi] %]
80% o 80%
70% A 70% -
60%
60% A
50% - —Less than 20 PY
50%
—20 PY
40% A ——Less than 20 PY 40% < or more
30% - ——20PY or more 30% 9
20% A 20% 4
10% 1 10%
0% 0% ’ " . ] . _ _
0 6 12 24 30 36 42 48
0 6 12 18 24 30 36 42 48 _ g
At risk Months after diagnosis At risk Meonths after diagnosis
—157 153 141 123 104 8 72 59 48 —157 153 141 123 104 8 72 59 A48
- 106 101 92 76 64 56 43 37 29 —106 101 92 76 64 56 43 37 2c

Fig. 1. Overall survival (A), Progression free survival (B), freedom from locoregional recurrence (C) or freedom from distant metastases (D) according to smoking history, defined as
less or more than 20 pack-years, among 263 patients with smoking duration data.

active tobacco use at diagnosis were significantly associated with dis-ease
progression in univariate analysis although only a strong trend was observed
in multivariate analysis when smoking level was above 20 PY. Using this
threshold to stratify our population, the 3 year PFS rates was 92% [85.7, 95.7]
in patients who smoked less than 20 PY versus 81.8% [72.1, 88.6] in those

who reported a higher exposure. Finally, we also

Table 2

Prognostic analysis for overall survival.

observed a significantly higher risk of local and distant relapse with this
tobacco threshold. Thus our data confirm the conclusions of several previous
studies that showed that smoking negatively impact survival [2-8] and
corroborate the few reports that notified that smoking in-creases the risk of
cancer progression and recurrence [4,5,7].

Discrepancies reported in the literature regarding the impact of

Univariate analysis

Multivariate analysis

Prognostic factor HR [95% ClI] p HR [95% ClI] P
Age > 60 years vs <60 years 1.89[0.99, 3.62] 0.05 2.03[1.01, 4.10] 0.05
Gender Female vs Male 1.15[0.59, 2.24] 0.68 - -
HPV DNA Yes vs No 0.34[0.16, 0.72] 0.005 0.4810.21, 1.12] 0.09
Active smoker at diagnosis No vs Yes 0.34 [0.18, 0.65] 0.001 0.25[0.12, 0.50] 0.0001
Smoking history > 10PY No vs Yes 0.43[0.21, 0.90] 0.02 - -
Smoking history = 20PY No vs Yes 0.38 [0.19, 0.78] 0.008 - -
T-stage T3vs T1-2 0.78 [0.32, 1.90] 0.59 - -
T4vs T1-2 3.25[1.62, 6.55] 0.001 - -
N-stage N1-N2b vs NO 0.72[0.30, 1.71] 0.6 0.54[0.21, 1.41] 0.21
N2c¢-N3 vs NO 2.28[0.97, 5.36] 0.06 2.29[0.93, 5.65] 0.07
ICON stage vs | 1.04 [0.41, 2.63] 0.94 - -
vs | 3.78 [1.78, 8.05] 0.0006 - -

A sensitivity analysis was conducted not including HPV DNA as a covariate (to include the 30 patients with missing HPV DNA status) and yielded the same results, i.e.
the inclusion of only Age, Active smoking at diagnosis, and N-stage in the multivariate model.
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Table 3
Prognostic analysis for progression free survival.
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Univariate analysis

Multivariate analysis

Prognostic factor HR [95% ClI] p HR [95% CI] P
Age > 60 years vs <60 years 1.44[0.83, 2.48] 0.19 1.48[0.81, 2.68] 0.20
Gender Female vs Male 0.93 [0.51, 1.69] 0.82 - -
HPV DNA Yes vs No 0.38[0.19, 0.75] 0.005 0.47 [0.22, 1.00] 0.05
Active smoker at diagnosis No vs Yes 0.43[0.24, 0.76] 0.004 0.59 [0.27, 1.28] 0.18
Smoking history > 10PY No vs Yes 0.53[0.29, 0.96] 0.04 - -
Smoking history = 20PY No vs Yes 0.43[0.24,0.77] 0.004 0.51[0.24,1.10] 0.08
T-stage T3vs T1-2 0.98[0.47, 2.02] 0.95 1.26 [0.57, 2.77] 0.54
T4vs T1-2 3.34[1.81,6.17] 0.0001 2.41[1.21,4.82] 0.013
N-stage N1-N2b vs NO 0.71[0.34,1.48] 0.36 0.53[0.24,1.18] 0.12
N2c-N3 vs NO 2.09[1.01, 4.35] 0.05 1.94[0.89, 4.24] 0.1
ICON stage sl 1.22[0.57, 2.61] 0.60 - -
s | 3.32[1.73,6.35] 0.0003 - -

smoking might be explained by several factors including differences in HPV
status definition, lack of statistical power (small series, low number of
oncological events) and variation in tobacco consumption assessment. Indeed
tobacco can be considered as a continuous (number of pack year) and/or a
categorical (never, former and current) variable. Both approaches have
advantages and drawbacks. Studies without data on pack year can't assess
properly the effect of smoking dose on out-comes, which is an obvious
limitation. Conversely, for some in-vestigators smoking status at diagnosis is
more relevant than lifetime tobacco exposure especially because of the
increased risk of toxicity and reduced compliance during treatment. Finally,
in clinical practice to-bacco assessment is self reported by patients with a
substantial risk of underreporting as highlighted by several studies [21,22].

The reasons why smoking impact negatively survival and increases the
risk of disease progression and recurrence in HPV-positive patients remains
elusive. One assumption is that the detrimental effect of smoking on health
may compromise treatment tolerance and delivery and could also increase the
risk of death from other conditions and particularly cardio-vascular and
pulmonary diseases. In our series we did not note any significant differences in
overall physical health, on the basis of the ASA-score, between smokers and
non-smokers. Although this score has been specifically developed and
validated for anaesthetic risk assessment, it is still an acceptable mean to
evaluate patients overall health status.

Additionally we didn’t found significant variation in radiotherapy duration
according to tobacco consumption — even in active smokers at diagnosis -
which could have reflected treatment breaks due to

Table 4
Multivariate analysis for local, regional and distant relapses.

toxicities. Smoking and constituents of tobacco could also increase tumor
aggressiveness by stimulating proliferation, angiogenesis, mi-gration and
altering the host anti-tumor immune response. For instance, the mutagenic
effects of tobacco exposure might induce additional ge-netic alterations in
HPV-positive smoker patients leading to a more aggressive phenotype and an
increased likelihood of resistance to therapy. To date few studies have
specifically assessed this issue and outcomes are conflicting [23,24].
Regarding anti-tumor immunity, to-bacco smoking and in particular nicotine
is known to impair the re-sponsiveness of T-cells to antigenic stimulation that
could both interfere with tumor aggressiveness and treatment outcomes
[25,26].

Although our study has several clear advantages including the size of the
cohort and treatment homogeneity some limitations must be highlighted.
Although the data were prospectively collected their ana-lysis was
retrospective and smoking quantification is subject to patient’s disclosure.
Moreover, a longer follow up would have been desirable to assess more
precisely smoking long-term effect.

Conclusion

Tobacco consumption is frequent among patients with HPV-driven OPC
and increases the risk of death and oncologic failure. This should be taken
into account in treatment de-escalation strategies that could become part of
the clinical practices in the near future. Smoking ces-sation remains a priority
in head and neck oncology.

Local relapse

Regional relapse Distant relapse

Prognostic factor HR [95% CI] P HR [95% CI] p HR [95% ClI] P
Age > 60 years vs <60 years
Gender Female vs Male
HPV DNA Yes vs No 0.47 [0.16 1.42] 0.18
Active smoker at diagnosis No vs Yes 0.37[0.13, 1.05] 0.06
Smoking history > 10PY No vs Yes
Smoking history = 20PY No vs Yes 0.40 [0.17,0.91] 0.03 0.17 [0.04, 0.78] 0.02
T-stage T3 vs T1-2
T4vs T1-2
N-stage N1-N2b vs NO 0.21[0.03, 1.28] 0.09
N2c-N3 vs NO 9.17 [2.93, 28.8]° 0.0001% 1.92 [0.46, 8.07] 0.37
ICON stage Ivs1 1.57 [0.42,5.94] 0.50
s | 5.67 [1.86,17.22] 0.002

2 This HR and p-value actually compares regional relapses among N2c-N3 versus N1-N2b. As there were no regional relapses among NO patients, they could not be used as reference

group for this endpoint.
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Fig. 2. Overall survival (A), Progression free survival (B), freedom from locoregional recurrence (C) or freedom from distant metastases (D) according to the result of HPV DNA
analysis, among 262 patients with HPV DNA data.
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Résumé :

Introduction:

Les patients atteints d'un cancer de I'oropharynx (COP) HPV-induits ont un meilleur
pronostic que leurs homologues HPV-négatifs. Plusieurs études ont suggéré que parmi les
patients HPV-positifs, ceux qui ont un antécédent de tabagisme ont des résultats
oncologiques moins favorables. Le but de notre étude est de confirmer I'impact négatif du
tabagisme sur le pronostic, et d’évaluer si cet effet est causé par une augmentation des
comorbidités liées au tabac ou a une efficacité moindre de la radiothérapie.

Matériels et Méthode:

Les patients traités a visée curative d’un COP HPV-induit a I'institut Gustave Roussy entre
2007-2009 et 2011-2016 ont été inclus (n = 282). Les données cliniques et morphologiques
ont été analysées en corrélation avec les résultats oncologiques et la consommation de
tabac.

Résultats:

157 (56%) patients ont rapporté un antécédent de tabagisme, dont 67 (23,8%) fumaient
activement au moment du diagnostic et 106 (37,6%) avaient une consommation dépassant
20 paquets-années (PA). En analyse multivariée, le facteur pronostique le plus fort pour la
survie était le tabagisme actif au moment du diagnostic. Une consommation supérieure a 20
PA était associée a une augmentation significative du risque de rechute locale (p = 0,03) ou a
distance (p = 0,02). Aucune différence en termes de comorbidité (p = 0,32) et de durée de
radiothérapie (p = 0,93) n’a été observée entre fumeurs et non-fumeurs.

Discussion:

Le tabagisme est fréquent chez les patients HPV-positifs et augmente significativement le
risque de déceés et d'échec oncologique. Ce « sur »-risque ne s’explique ni par la présence de
comorbidités ni par I'allongement de la durée de radiothérapie.

Mots clés :

Cancer de 'oropharynx
Papillomavirus humain
Tabagisme
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	Thèse Charlotte V5



