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Résumé

Les papillomavirus humains (HPVs) sont des virus a ADN double brin non enveloppés. Le groupe d’"HPVs
le plus largement étudié est le groupe des a-HPVs. Séparés des a-HPVs de bas risque par leur pouvoir
oncogene, les a-HPVs de haut risque sont connus depuis longtemps comme agents étiologiques de
certains cancers diagnostiqués dans le tractus ano-génital et la sphére oropharyngée. Alors que le lien
« HPV-cancer » est bien établi dans le col de I'utérus (>90%), la vulve (=40%), le vagin (=70%), le pénis
(=50%), I'anus (=85%) et les voies aérodigestives supérieures (=30%), I'implication des infections a HPV
dans la cancérisation cesophagienne (tant épidermoides que glandulaires) reste trés controversée. Ce
constat est également vrai pour les différents sous-types d’adénocarcinome du col utérin. L’objectif de
cette thése est double: d’'une part, caractériser histopathologiquement les cancers cesophagiens
(épidermoide et glandulaire) et mieux comprendre le potentiel réle des a-HPVs dans la cancérisation
de ces derniers ; d’autre part, réaliser une revue systématique et méta-analyse afin d’obtenir une vue
d’ensemble de la potentielle implication d’"HPV dans les différents sous-types d’adénocarcinome du
col utérin.

Dans la premiere partie de cette étude, en collaboration avec des biobanques belges et européennes,
une cohorte de 230 patients atteints d’un carcinome épidermoide et 119 patients atteints d’un
adénocarcinome de I'cesophage a été collectée. Le statut HPV de chaque échantillon a été analysé par
génotypage et confirmé en Hybridation in situ. L’activité transcriptionnelle du virus a également été
vérifiée via RT-gPCR et RNAscope. Cette procédure a permis de classer les échantillons en 3 catégories
: HPV négatif, HPV ADN+/ARN- et HPV ADN+/ARN+. Ces trois sous-groupes ont ensuite été comparés
selon différents criteres : le degré de différenciation des tumeurs, le statut p53, I'index de prolifération
(Ki67), la positivité pour p16™“4?ainsi que la densité en cellules immunitaires CD8* et PD1*. Les données
cliniques des patients ont également été récoltées et une analyse de la survie de ces patients a été
réalisée. Malgré un taux de 26% d’infection par HPV (ADN+/ARN+) retrouvé dans la cohorte
d’adénocarcinomes (31/119, 26%), HPV ne semble pas étre impliqué dans la carcinogenése de ces
derniers au vu du faible pourcentage de cellules infectées par le virus (observé via la technique de
RNAscope) et la survie des patients inchangée avec le statut HPV positif. Au contraire, I'étude sur les
carcinomes épidermoides montre une implication du virus HPV dans 14% des tumeurs (32/230, 14%)
et cette catégorie (HPV ADN+/ARN+) présente des caractéristiques similaires aux tumeurs HPV+ de la
sphere oropharyngée prouvant I'implication de ce virus dans la carcinogenése de ces derniers : 100%
des cellules tumorales infectées par HPV (RNAscope), validation par le biomarqueur indirect d’HPV
(p16™42) dans plus de 90% des cas et survie des patients sans récidive de la maladie significativement
améliorée lors d’une infection par HPV (p=0.0365).

La seconde partie de ce projet s’est focalisée sur la prévalence et la distribution des génotypes d’HPV
dans les différents sous-types d’adénocarcinome du col utérin. Pour pallier le manque de
compréhension globale de I'implication d’HPV dans ce groupe hétérogene de tumeurs, une revue
systématique et méta-analyse a été réalisée. 379 études comprenant 17 129 cas d’adénocarcinome
cervical ont permis de mettre en évidence une prévalence globale d’"HPV de 78.4% dans ces tumeurs
avec une hétérogénéité significative entre les régions géographiques (ex : 72.5% en Asie versus 86.8%
en Océanie) et les sous-types histologiques de cancers étudiés (ex : 9.8% dans les sous-types gastriques
versus 85% dans les « classiques »). Cette analyse met en évidence I'implication d’"HPV dans I’'ensemble
des sous-types d’adénocarcinome mais a un degré variable. La réalisation d’un systéme de
classification de ces tumeurs, basé sur des aspects morphologiques et viraux précis, pourrait étre une
évolution intéressante a la classification actuellement peu précise (OMS 2020).
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Abstract

Human Papillomaviruses (HPVs) are non-enveloped double-stranded DNA viruses. The most
extensively studied group of HPVs is the a-HPV group. Distinguished from low-risk a-HPVs by their
oncogenic potential, high-risk a-HPVs are well-know for being the etiological agents of certain cancers
diagnosed in the anogenital tract and oropharyngeal region. While the link between HPV and cancer is
established in the cervix (>90%), vulva (=40%), vagina (=70%), penis (=50%), anus (=85%), and upper
aerodigestive tract (=30%), the involvement of HPV infections in esophageal carcinogenesis (both
squamous and glandular) remains highly controversial. This observation is also true for the different
subtypes of cervical adenocarcinoma. The objectives of this thesis are : 1) to histopathologically
characterize esophageal cancers (squamous and glandular) and gain a better understanding of the
potential involvement of a-HPVs in their initiation/progression ; 2) to conduct a systematic review and
meta-analysis in order to comprehensively assess HPV positivity in various subtypes of cervical
adenocarcinoma.

In the first part of this study, in collaboration with Belgian and European biobanks, a cohort of 230
patients with squamous carcinoma and 119 patients diagnosed with esophageal adenocarcinoma was
collected. The HPV status of each sample was analyzed through genotyping and confirmed using In Situ
Hybridization. Viral transcriptional activity was also verified using both RT-qPCR and RNAscope. This
process allowed us to classify the samples into three categories: HPV-negative, HPV DNA+/RNA-, and
HPV DNA+/RNA+. These three subgroups were then compared based on various criteria: tumor
differentiation, p53 status, proliferation index (Ki67), positivity for p16™4?, as well as the density of
CD8+ and PD1+ cells. Clinical data was also collected and patient survival analyses were conducted.
Despite a 26% HPV infection rate (DNA+/RNA+) found in the adenocarcinoma cohort (31/119, 26%),
HPV does not appear to be implicated in their carcinogenesis given the low percentage of virus-
infected cells (as seen in RNAscope) and the unchanged patient survival with a positive HPV status.
Conversely, the study focusing on squamous carcinomas shows HPV involvement in 14% of tumors
(32/230, 14%), and this HPV DNA+/RNA+ category presents close characteristics with HPV+ tumors
located in the oropharyngeal region. Furthermore, several features support the causal role of HPV in
this subset of tumor: 100% of tumor cells are infected (RNAscope), validation of these latter results
using the indirect HPV biomarker (p16™“?), and the significantly improvement of patient disease-free
survival in case of HPV positivity (p=0.0365).

The second part of this project focused on the prevalence and distribution of HPV genotypes in
different subtypes of cervical adenocarcinoma. To address the lack of a comprehensive understanding
of HPV involvement in this heterogeneous tumor group, a systematic review and meta-analysis was
conducted. A total of 379 studies comprising 17 129 cases of cervical adenocarcinoma were collected.
An HPV prevalence of 78.4% in these tumors was highlighted, with significant heterogeneity between
geographical regions (72.5% in Asia versus 86.8% in Oceania) and studied histological subtypes of
cancer (9.8% in the gastric subtype versus 85% in the classic/usual subtype). This analysis demonstrates
the presence of HPV across all subtypes of adenocarcinoma but to a varying degree. Developing a
classification system for these tumors based on precise morphological and viral features could be an
interesting evolution of the current "mutually exclusive" WHO 2020 classification.
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1. Le papillomavirus humain (HPV)

1.1 Généralités
Les papillomavirus humains (HPVs) sont des petits virus a ADN double brin circulaire d’'une
longueur d’environ 8 kb. Ces virus sont non enveloppés mais possédent une capside
icosaédrique composée de 72 pentameres (H. P. Nguyen, Ramirez-Fort, and Rady 2014).

Dans un premier temps, les papillomavirus humains (HPVs) ont été regroupés avec les
polyomavirus dans la famille des Papovaviridae. La découverte des mécanismes de
transcription distincts entre les deux groupes de virus a permis de les séparer en deux familles.
Les HPVs font maintenant partie de la famille des Papillomaviridae (Bernard et al. 2010).

1.2 Classification des HPVs

Figure 1 : Arbre phylogénétique des différents HPVs. La classification est basée sur la séquence nucléotidique de L1. Les a-
HPVs sont représentés en rouge, les Beta en bleu, les Gamma en vert et les Mu et Nu en mauve (McBride 2017b).

La classification des HPVs est basée sur la séquence de leur génome et permet de catégoriser
les HPVs en fonction de leur genre, espéce, type, variant et sous variant. L’attribution du type
est réalisée sur base d’une différence de plus de 10% dans la séquence du géne L1. Tandis
gu’une différence entre 2 a 10% dans cette séquence définira un sous-type d’HPV (de Villiers
et al. 2004). La classification des variants est réalisée en comparant les séquences des paires
nucléotidiques (génome entier) d’un méme type d’HPV. Par exemple, le génotype HPV16 peut
étre séparé en quatre variants (A, B, C et D) eux-mémes divisés en sous-variants (A1-4, B1-4,
C1-4 et D1-4) (Z. Chen et al. 2018; Clifford et al. 2019).

Plus de 400 types d’HPVs ont été identifiés a ce jour et ces HPVs sont assignés a cing genres
différents : les Alpha, Beta, Gamma, Mu et Nu- papillomavirus (Source : Papillomavirus
Episteme) (Figure 1). Ces cinq genres peuvent étre classés en fonction de leur tropisme et des
maladies associées. En effet, les Beta, Gamma, Mu et Nu-HPVs ont un tropisme plutot cutané
tandis que les a-HPVs ont un tropisme a la fois cutané et muqueux (Doorbar et al. 2012). Les
catégories contenant le plus grand nombre d’HPV sont les Beta et Gamma-HPV. Considérés
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comme « inoffensifs », il s'avere que chez certains patients immunodéprimés, ces HPVs
peuvent intervenir dans l'initiation des lésions précancéreuses de la peau UV-dépendantes
(Lambert et al. 2020).

Les a-HPVs restent, a ce jour, les plus largement étudiés. Les HPVs au tropisme muqueux sont
séparés en deux types : les HPVs dits de bas risque (LR-HPVs) ou non oncogéniques tels que
HPV6 et HPV11 et les HPVs dits de haut risque (HR-HPVs) ou oncogéniques comme HPV16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 et 59. Les LR-HPVs sont associés a des Iésions bénignes (tels
gue des verrues génitales) tandis que les HR-HPVs peuvent induire des lésions pouvant
progresser vers un cancer invasif (Chow, Broker, and Steinberg 2010). Quelques différences
majeures (entre les HR et LR-HPVs) existent au niveau de la fonction des protéines E6 et E7.
En effet, dans les HR-HPVs, ces protéines ménent a une dégradation de leur cible tandis que
chez les LR-HPVs, elles ne jouent qu’un réle de « séquestration ». Les HR-HPVs induisent la
transformation et I'immortalisation des cellules, ce qui n’est pas le cas pour les LR-HPVs
(Doorbar et al. 2012).

Au cours de cette thése, nous allons nous focaliser sur les a-HPVs de haut risque.

1.3 Structure d’HPV

Le génome d’HPV comprend trois régions fonctionnelles. Une région dite précoce codant pour
6 protéines impliquées notamment dans la transcription et la réplication du virus, une région
tardive codant pour les protéines de la capside (L1 et L2) ainsi qu’une région intermédiaire
comprenant l'origine de réplication ainsi que les sites de liaison des facteurs de transcription.
Ces trois régions sont séparées par des sites de polyadénylation, le site précoce (Ag) et le site
tardif (A.) (Van Doorslaer et al. 2018) (Figure 2).

Le génome d’HPV contient deux promoteurs majeurs responsables de |'expression des génes
précoces (p97 pour HPV16 et p105 pour HPV18) et des génes tardifs (p670 pour HPV16 et
p811 pour HPV18) (Scarth et al. 2021).

\ Alpha-HPV

\T\’ A
pAE <\'r,

Figure 2 : Représentation de la structure du génome des a-HPVs. Les génes précoces sont représentés en mauve et vert. Les
génes tardifs en bleu et la partie non codante en gris (Della Fera et al. 2021).
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La transcription des genes viraux est unidirectionnelle et est produite a partir d’'un seul des
deux brins du génome. L'ensemble des ORF (Open Reading Frame) se trouve sur un unique
brin. Les HPVs ne codent pas pour leur propre ARN polymérase, ils sont dépendants de leur
hote. Les ARNm des HR-HPVs sont polycistroniques et ils subissent un ensemble de
mécanismes tels que I'épissage alternatif et la polyadénylation alternative afin d’exprimer
I’ensemble des protéines du virus a partir des promoteurs. La polyadénylation est réalisée au
niveau du site précoce (Ae) ou du site tardif (AL) a I'aide de la machinerie de polyadénylation
de I'h6te (Figure 3) (Schwartz 2013; Bergvall, Melendy, and Archambault 2013; L. Yu,
Majerciak, and Zheng 2022).
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Figure 3 : Représentation du génome viral d’HPV16 de fagon linéaire et des ARNm produits. Au-dessus : les génes précoces
(E6, E7, E1, E2, E4 et E5) sont en beige et les génes tardifs (L2 et L1) en mauve. Les deux promoteurs (p97 et p670) ainsi que
I’Ori et la partie LCR sont également représentés. Les deux sites de polyadénylation (pAE et pAL) sont présents ainsi que

plusieurs sites d’épissage (SD et SA). En dessous : les ARNm dérivants des deux promoteurs sont illustrés. Image provenant de
I'article (Johansson and Schwartz 2013).

1.3.1 Région non codante

La région non codante appelée LCR (long control region) ou URR (non-coding upstream
regulatory region) est une région du génome viral qui ne code pour aucune protéine. Elle est
située entre L1 et 'ORF de E6. Cette région contient les sites de liaison pour les protéines E1
et E2, impliquées dans la régulation de la réplication virale, ainsi qu’une origine de réplication
(Ori). Elle contient également le promoteur précoce qui est responsable de la transcription
des génes E6 et E7 impliqués dans la transformation cellulaire. De plus, la région URR contient
des sites de liaison pour certains facteurs de transcription cellulaire comme NF1, Oct1, TEF-2,
AP-1 et SP1. Ces facteurs régulent (en stimulant ou inhibant) I'activité du promoteur précoce
et par conséquent I'expression des génes viraux (Chong et al. 1991; Rho et al. 1997; Lace et al.
2009; Van Doorslaer et al. 2017; R. C. O. Silva et al. 2020).
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1.3.2 Protéines de capside
La capside virale est composée de deux protéines bien conservées : la protéine de capside
majeure (L1) et la protéine mineure (L2). Ces deux protéines sont synthétisées tardivement
(lorsque le génome a été amplifié) (Doorbar 2007).

1.3.2.1 L1
La protéine L1 (55KDa) est la protéine majeure de la capside virale. Il faut 360 protéines L1
organisées en pentameéres pour pouvoir former la structure icosaédrique de la capside. Cette
protéine joue un réle essentiel dans I'infection virale. En effet, elle permet I'ancrage de la
capside virale aux récepteurs (protéoglycanes héparine sulfate) qui se trouvent au niveau de
la membrane cellulaire. Ce processus conduit a I’entrée du virus dans sa cellule héte (Knappe
et al. 2007).

L'assemblage de ces protéines L1 (sans le génome viral) forme ce qu’on appelle une VLP (virus-
like particle) (Buck, Day, and Trus 2013). Les VLPs n’ont pas de pouvoir infectieux mais sont
trés immunogenes et sont utilisées depuis longtemps comme élément clé des vaccins anti-
HPV (Gardasil® et Cervarix®) (J. W. Wang and Roden 2013).

1.3.2.2 L2

La protéine L2 est une protéine mineure de la capside car il ne faut que 12 a 72 protéines L2
par capside. En plus de son réle dans la formation de la capside, d’autres réles sont attribués
a cette protéine comme sa capacité a empaqueter I’ADN viral et a « conduire » le génome du
virus a l'intérieur du noyau cellulaire. C'est plus précisément la partie N-terminale de la
protéine L2 qui se lie a I’ADN. Le complexe L2/ADN serait stabilisé par quelques protéines L1
(J. Zhou et al. 1994; Buck et al. 2008; DiGiuseppe et al. 2017). La protéine L2 est également
impliquée dans I'entrée du virus dans sa cellule h6te (Morante et al. 2022).

1.3.3 Protéines de réplication et d’amplification
Les protéines E1 et E2 sont impliquées dans la réplication de I’ADN ainsi que dans la régulation
de la transcription. Afin de se répliquer, le virus a besoin d’interagir avec la machinerie
cellulaire de sa cellule héte (L. Yu, Majerciak, and Zheng 2022).

1.3.3.1 El
La séquence du géne E1 est une séquence bien conservée et code pour une protéine
enzymatique (la seule du virus). Afin d’étre enzymatiquement active, la protéine doit se
trouver sous forme de doubles hexaméres. La protéine E1 est composée de trois domaines
fonctionnels (Deng et al. 2004; Fradet-Turcotte et al. 2010; Bergvall, Melendy, and
Archambault 2013; Schuck and Stenlund 2015) :

1) larégion régulatrice N-terminale contient un motif de liaison aux cyclines qui interagit
avec la cycline A/E en complexe avec Cdk2 (Cyclin-dependent kinase 2). Cette région
contient également un site de phosphorylation pour Cdk2.

2) la partie centrale ou domaine de liaison a I’ADN (DBD) permet la formation du
complexe E1-E2 qui se lie a I'origine de réplication virale (ori) présente dans la partie
LCR. Elle induit le recrutement de protéines impliquées dans la réplication comme la
topoisomérase |, I’ADN polymérase a et la RPA (Replication Protein A).

3) la partie C-terminale joue le role d’hélicase ATP-dépendante lorsque celle-ci est sous
forme dimérique. Elle permet la séparation des brins d’ADN.
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La protéine E1 n’a pas seulement un réle dans la réplication de I’ADN viral. En effet, bien que
le mécanisme sous-jacent ne soit pas élucidé, Castro-Munoz et al. ont montré (par des
analyses d’'RNA-seq) que la protéine E1 peut aussi réduire I'expression de I'IFNB1 et I'[FNAL et
ainsi contribuer a I'inhibition de la réponse immunitaire antivirale (Castro-Muioz et al. 2019).

1.3.3.2 E2

La protéine E2 est une protéine modulatrice composée d’un domaine C-terminal (domaine de
liaison a ’ADN) et N-terminal (domaine de transactivation) impliqué dans la régulation
(positive et négative) de la production d’ARNn, viral et de la réplication virale. Cette protéine
supporte le role de E1 dans l'initiation de la réplication et permet la formation des foyers de
réplications nucléaires (Sakakibara, Mitra, and McBride 2011). De plus, E2 peut lier des
protéines essentielles pour l'initiation de la réplication comme TopBP1 (Topoisomerase II-
binding protein 1), une protéine de I’héte impliquée dans la réplication de I’ADN cellulaire et
la réparation des dommages a ’ADN. De méme, E2 peut interagir avec BrD4 (bromodomain-
containing protein 4), une protéine qui possede une activité histone acétyltransférase
permettant de réaliser le lien entre le génome viral et les chromosomes de I'hote
(Kanginakudru et al. 2015; McKinney et al. 2016). Parmi les nombreuses interactions possibles
de cette protéine virale, E2 a la capacité d’induire I'apoptose par liaison directe au domaine
DED (Death effector domain) de la caspase 8 (Thierry and Demeret 2008).

Enfin, E2 est une protéine régulatrice de la transcription de E6 et E7. E2 réprime le promoteur
des oncogenes ce qui induit une diminution de I'expression de E6 et E7. Lorsque le génome
d’HPV s’integre dans le génome de I'héGte, la cassure se réalise généralement au niveau du
géne E2 ce qui conduit a une augmentation de la transcription de E6 et E7 contribuant a la
progression vers un cancer (Nishimura et al. 2000; Wallace and Galloway 2014; Araldi et al.
2017).

1.3.4 Protéines de fusion
Les protéines E4 et E8 proviennent toutes les deux de genes fusionnés E1ME4 et ES8ME2. Ce
sont des protéines moins essentielles pour la survie du virus, bien qu’elles participent au cycle
viral (Doorbar 2013; Straub et al. 2014).

1.3.4.1 E4

La protéine E4 résulte d’'un épissage alternatif d’ARNy au départ d’une fusion entre les
premiers codons du géne E1 avec le cadre de lecture ouvert (ORF) du géne E4. Cette protéine
E4 est I'une des protéines virales la moins étudiée et est probablement impliquée dans le
relargage des virions par cassure des filaments de kératine au niveau de la couche supérieure
des kératinocytes. Elle joue également un role dans I'amplification du génome viral durant la
différenciation des kératinocytes (Wilson, Fehrmann, and Laimins 2005). En effet, E4 peut
induire I'arrét du cycle cellulaire en phase G2 en séquestrant le complexe CyclinB/CDK1
(Doorbar 2013).

La protéine E4 a tendance a se déposer sous forme de « fibres amyloides » ce qui permet
d’utiliser cette protéine (en combinaison ou non avec le biomarqueur p16™*?) comme
biomarqueur d’une infection virale active (Damgaard et al. 2022).
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1.3.4.2 ES

La protéine E8 est également une protéine de fusion provenant d’une fusion entre le gene E2
et des résidus du gene E8. La protéine E8"E2 a la capacité de réprimer la transcription et la
réplication virale afin de maintenir une infection latente. Cette répression est réalisée en
agissant sur les oncoprotéines E6 et E7 ainsi que les protéines de réplications E1 et E2. La
protéine E8ME2 a également la capacité d’interagir avec des facteurs de répression de la
transcription cellulaire comme CHD6 (chromodomain helicase DNA binding domain 6) afin de
renforcer son role d’inhibiteur viral. Cette répression de la réplication se fait aussi bien dans
les kératinocytes indifférenciés que dans les cellules en différenciation démontrant que la
protéine E8 joue un réle tout le long du cycle viral (Fertey et al. 2010; Straub et al. 2014; 2015;
Dreer, Van De Poel, and Stubenrauch 2017).

1.3.5 Oncoprotéines
Il existe 3 oncoprotéines différentes : E5, E6 et E7. Chacune de ces protéines joue un réle bien
particulier, seule ou en collaboration avec les autres. L’'ensemble des mécanismes induits par
ces protéines oncogenes conduit a I'immortalisation cellulaire et a la progression vers un
cancer (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation des interactions entre les oncoprotéines des HR-a-HPVs et les voies de signalisation ou protéines de
I’héte. En orange : cibles de E5, en rouge : cibles de E6, en vert : cibles de E7, en mauve : cibles de plusieurs oncoprotéines.
L’ensemble de ces interactions conduit a I'immortalisation des cellules. Figure réalisée a partir de BioRender.

1.3.5.1 E5
La protéine E5 est I'oncoprotéine la moins étudiée, elle ne joue qu’un réle mineur dans
I'immortalisation et la transformation cellulaire. Cette protéine est exprimée chez les a-HPVs
mais pas chez les B-HPVs. Bien que la fonction de la protéine E5 dans la carcinogenése n’est
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pas totalement définie, certaines études montrent des interactions de cette derniéere avec des
protéines de I'hote (L. Yu, Majerciak, and Zheng 2022).

HPV E5 joue son role d’oncoprotéine seule ou en soutien avec E6 et E7. Cet effet est méme
plus important lors d’une synergie de ces trois oncoprotéines (Maufort et al. 2007; 2010).
Cette protéine contient trois domaines transmembranaires et elle est localisée principalement
dans la membrane intracellulaire du réticulum endoplasmique et au niveau de I'appareil de
Golgi. HPV E5 contribue a la transformation de la cellule héte en agissant sur la prolifération
cellulaire, I'apoptose et I’échappement immunitaire (Fehrmann, Klumpp, and Laimins 2003;
Wasson et al. 2017).

Une prolifération cellulaire accrue est I'une des caractéristiques les plus importantes lors du
développement d’un cancer. Il s’avére que E5 a la capacité de lier des protéines de I’hote
jouant un réle dans la prolifération et la transformation cellulaire conduisant a un
déréglement cellulaire. Une des premiéres observations a été celle de I'interaction entre la
protéine E5 du BPV-1 (bovine papillomavirus-1) et EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor).
Bien que le BPV et HPV n’aient pas une analogie compléete, une interaction similaire a été
observée entre HPV16 E5 et EGFR. Le mécanisme résultant de cette activation n’est pas clair
mais une des hypotheéses est que E5 pourrait interférer dans I'interaction entre c-Cbl (une E3
ubiquitine ligase) et EGFR, ce qui préviendrait 'ubiquitination et la dégradation de cette
derniére protéine. Cette interaction E5-EGFR a comme conséquence de stimuler la
prolifération cellulaire et ainsi de contribuer a un environnement adéquat pour le cycle du
virus (Straight et al. 1993; Benyue Zhang et al. 2005; Wechsler et al. 2018). De plus, E5 peut
interagir avec des protéines d’autres voies de signalisation et notamment avec le récepteur
tyrosine kinase Met. Met est impliqué dans la survie et la migration des cellules épithéliales.
Une interaction entre E5 et Met conduit a une augmentation de la motilité cellulaire et donc
au développement cancéreux (Scott et al. 2018). D’autres interactions ont été identifiées
pouvant moduler la prolifération cellulaire comme la liaison de E5 avec ErbB4 (récepteur
tyrosine-kinase) ou directement avec le facteur de transcription oncogénique c-Jun (S. -L. Chen
et al. 1996; S-L Chen et al. 2007).

En ce qui concerne la mort cellulaire, les virus induisent un stress au niveau des cellules
infectées, ce qui conduit a un déréglement du cycle cellulaire et donc a I'apoptose. Cependant,
HPV via ses oncoprotéines, a développé des mécanismes afin de contourner cette mort
cellulaire. Un des mécanismes d’inhibition de I'apoptose utilisés par HPV est la stimulation E5-
dépendante de la dégradation de la protéine BAX (protéine pro-apoptotique) par le
protéasome (Oh et al. 2010). E5 peut également prévenir I'apoptose en diminuant I’expression
du récepteur Fas et inhiber le recrutement de FADD (Fas-associated protein with death
domain) (Kabsch et al. 2004).

En plus de jouer un role sur la prolifération cellulaire et I'inhibition de I'apoptose,
I'oncoprotéine E5 peut médier I'échappement immunitaire. Lorsqu’une cellule est infectée
par un virus, elle présente a sa surface des épitopes de protéines étrangéres. Le rble de
I'immunité adaptative est de reconnaitre ces épitopes. Un des mécanismes utilisés par E5 est
d’inhiber I'expression des récepteurs CMH/HLA-I empéchant la reconnaissance des cellules
infectées par les lymphocytes T (Gruener et al. 2007; Campo et al. 2010). La dérégulation de
CD1d (une protéine ayant un réle similaire a celui du CMH-1) par E5 permet également
I’échappement immunitaire des cellules infectées (Miura et al. 2010). Enfin, il s’avere que E5
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est aussi capable d’altérer la voie de signalisation de I'lFN (composant clé de la réponse
immunitaire innée antivirale), précisément IFNk (IFN spécifique des kératinocytes), en
abrogeant I'expression des ISG (/IFN-stimulated genes) (Scott et al. 2020) (Figure 4).

1.3.5.2 E6
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Figure 5: Représentation schématique de la structure de I'oncoprotéine E6 (HR-HPV). Les deux domaines en doigt de zinc ainsi
que le motif PBM dans la partie C-terminale sont représentés. Image modifiée et provenant de I’article (Chitsike and Duerksen-
Hughes 2021).

Chez les HR-HPVs, I'oncoprotéine E6 est depuis longtemps considérée comme possédant un
pouvoir intrinseque de transformation. Ceci n’est pas le cas pour les LR-HPVs. Une
collaboration entre E6 et E7 conduit a la formation de (pré)cancers (S. Song et al. 2000). Cette
protéine E6 est composée d’environ 150 acides aminés et contient deux domaines de liaison
en doigt de zinc avec chacun deux motifs C-X-X-C. Contrairement aux LR-HPVs, les HR-HPVs
possedent un motif PBM (motif de liaison PDZ) dans leur partie C-terminale (Figure 5). Ce
motif est important par son interaction avec un grand nombre de protéines possédant un
domaine PDZ. Les deux protéines les plus étudiées contenant un domaine PDZ et ciblées par
E6 sont 'homologue humain de DLG et SCRIB, deux protéines suppresseur de tumeur
impliquées dans la polarité cellulaire. L’interaction de ces protéines avec E6 a pour
conséquence leur dégradation par le protéasome (Ganti et al. 2015). Une étude récente a
également montré que E6 (dépendant de son motif PBM) est responsable de la
phosphorylation de JNK1/2 (c-Jun N-terminal kinase 1/2) conduisant a I'augmentation de la
prolifération cellulaire. Ce mécanisme n’est pas clair mais la phosphorylation de JNK1/2 serait
une conséquence secondaire a la dégradation de SCRIB et DLG (apres liaison au motif PBM de
E6) (E. L. Morgan et al. 2021).

HPV E6 est capable de lier une multitude de protéines de I’héte impliquées dans la
prolifération, 'apoptose et I'immunité (Y. Liu et al. 2009).

La principale fonction de E6, mais aussi la fonction la plus étudiée, est la dégradation de p53
(protéine suppresseur de tumeur). p53 permet la régulation d’une série de génes impliqués
dans I'arrét du cycle cellulaire, la réparation des dommages a I’ADN et I'apoptose cellulaire.
Dans plus de 50% des cancers, p53 est inactivée ce qui démontre le rble essentiel de cette
protéine dans le fonctionnement cellulaire. Dans le contexte du virus HPV, la premiére étape
consiste en la liaison de la protéine E6 au motif LxxLL de E6AP (E6 association protein). EGAP
est une ubiquitine ligase E3 indispensable a la dégradation de p53. Un hétérotrimere
E6/E6AP/p53 peut alors se former et s’en suit la dégradation de p53 par le protéasome via
son ubiquitination (Martinez-Zapien et al. 2016; L. Li et al. 2022). Hormis la dégradation de
p53, E6 peut interagir avec d’autres protéines impliquées dans la voie de I'apoptose. C'est le
cas pour les protéines BAK (protéines pro-apoptotiques), FADD et procaspase-8. Ces protéines
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sont alors dégradées a la suite de leur liaison au complexe E6/E6AP (Thomas and Banks 1998;
Garnett, Filippova, and Duerksen-Hughes 2006; Filippova et al. 2007).

HPV E6 peut également prévenir la sénescence, un processus au cours duquel les cellules
somatiques normales entrent en mort cellulaire en raison du raccourcissement des télomeres
a la suite de nombreux cycles de réplication. En effet, E6 promeut I'immortalisation cellulaire
par I'activation du complexe télomérase (enzyme de type transcriptase inverse qui synthétise
des séquences d’ADN a I'extrémité des téloméres). Ce complexe enzymatique est composé
d’une sous-unité catalytique hTERT (human telomerase reverse transcriptase) et d’un
composant ARN (hTERC). Il a été mis en évidence que E6 induit la transcription du gene hTERT.
Cependant, le mécanisme découlant de cette activation demeure complexe. L’action de E6
dépend de I'activité de Myc, un proto-oncogene impliqué dans l'activité télomérase. Le
complexe E6/Myc se lie au promoteur du gene hTERT et ainsi induit sa transcription. Notons
gue ce mécanisme n’est pas présent chez les LR-HPVs. (Veldman et al. 2003; Y. Zhang et al.
2017).

De nombreuses voies de signalisation peuvent étre impactées par I'oncoprotéine E6. C'est le
cas des voies Wnt, PI3K/AKT/mTOR et JAK/STAT.

1) La voie de signalisation Wnt

La voie Wnt est une voie de signalisation impliquée dans I’'homéostasie tissulaire et le
développement. L'effecteur principal de cette voie est la B-caténine. Il a été montré
que le complexe E6/E6AP peut stabiliser la B-caténine évitant sa dégradation par le
protéasome et conduisant a une prolifération accrue et une différenciation cellulaire.
Le mécanisme par lequel la stabilisation est effectuée n’est pas clair mais le complexe
E6/E6AP pourrait participer a la séquestration d’un régulateur négatif de la voie Wnt :
NHERF1 (NA+/H+ Exchanger Regulatory Factor). Ce régulateur posséde un domaine
PDZ. (Sominsky et al. 2014; Muioz Bello et al. 2015).

2) La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR

Cette voie de signalisation est impliquée dans la régulation de la prolifération et du
métabolisme et est altérée dans certains cancers. Certaines études ont montré que E6
peut induire 'augmentation de la phosphorylation de PI3K (Phosphatidy! Inositol 3-
kinase) et AKT (Serine/threonine kinase/Protein kinase B). Plusieurs hypothéses sont
présentes a ce sujet. En plus de jouer un réle dans la régulation de la voie Wnt, NHERF1
peut aussi inhiber le signal de PI3K en recrutant PTEN (inhibiteur de la voie PI3K/AKT).
Par la séquestration de NHERF1, E6 contribuerait a la dérégulation de cette voie de
signalisation. Une autre hypothése est que E6 lie le domaine PDZ de hDLG qui est
connue pour réguler PTEN (Contreras-Paredes et al. 2009; Accardi et al. 2011).

3) La voie de signalisation JAK/STAT
La voie de signalisation JAK/STAT est une voie impliquée dans la régulation de la
réponse de l'immunité innée mais aussi dans la différenciation et prolifération
cellulaire ainsi que dans la migration et apoptose. Dans le contexte d’HPV, une étude
a montré que I'oncoprotéine E6 peut augmenter la phosphorylation de STAT3 et ainsi
déréguler la voie de signalisation JAK/STAT. Cette activation est réalisée par
I'intermédiaire d’un axe Racl-NFkB-IL-6. Les membres de la famille de cytokines IL-6
sont connues pour induire la phosphorylation de STAT3. La production d’IL6 est
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contrblée par I'activation (RAC1 GTPase dépendante) de la voie NFkB. Cependant, le
mécanisme par lequel 'oncoprotéine E6 active cette voie Rac1-NFkB-IL6-STAT3 n’est
pas encore élucidé (E. L. Morgan et al. 2018; E. L. Morgan and Macdonald 2019).

L'oncoprotéine E6 participe également a I'échappement immunitaire. Physiologiquement, la
voie de signalisation de I'IFN produit des cytokines capables de jouer un role antiviral.
Cependant, lors d’'une infection par HPV, le role des acteurs de la réponse antivirale peut étre
modifié par le virus pour lui permettre de compléter son cycle viral ou encore produire une
infection importante. E6 affecte la réponse immunitaire en dérégulant des protéines
impliquées dans la voie de I'IFN. C’'est le cas pour IRF3 (Interferon regulatory factor 3). E6 de
HPV16 est capable d’interagir avec IRF3 par un lien direct a son motif LxxLL. Au contraire, E6
de HPV18 n'est pas capable de lier cette protéine. Cette interaction spécifique pourrait
expliquer, en partie, la haute prévalence d’"HPV16 dans les cancers HPV-induits (Nees et al.
2001; Poirson et al. 2022).

Enfin, E6 a le pouvoir d’induire des altérations épigénétiques comme des méthylations de
I’ADN et des histones. En effet, E6 peut augmenter I'expression de la méthyltransférase
DNMT1 par le biais de la dégradation de p53. Cette derniére protéine en liaison avec Sp1,
régule négativement le promoteur de DNMT1 mais lorsque p53 est dégradé, Sp1 agit comme
activateur de DNMT1. Ce qui conduit a une hyperméthylation de I’ADN. Pour ce qui est des
modifications au niveau des histones, une étude a montré que la partie C-terminale de E6
(d’HPV16) interagit avec I’histone déméthylase KDM5C, qui, en présence de E6AP, est
dégradée par le protéasome apres ubiquitination. Le résultat de cette dégradation augmente
I'activation de EGFR et Met conduisant, in fine, a la transformation cellulaire (X. Chen et al.
2018; Sen, Ganguly, and Ganguly 2018).

Ces observations montrent la capacité d’"HPV E6 a interagir avec certains acteurs clés de la vie
cellulaire et a induire un déréglement conduisant a I'immortalisation des cellules (Figure 4).

1.3.5.3 E7
CD3
(C\ AO
N co1 | cp2 | o/ C
LxCxE 58-61 91-94

Figure 6: Représentation schématique de E7 des HR-HPVs (Tomaic¢ 2016).

La 3¢ oncoprotéine du virus HPV est E7. Cette oncoprotéine est composée de plus ou moins
100 acides aminés avec 3 régions conservées CD1, CD2 et CD3. La région CD2 contient un motif
LXCxE et la partie CD3 posséde une configuration en doigt de zinc (McLaughlin-Drubin and
Minger 2009) (Figure 6).

La cible principale de E7 est la protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome (pRB). pRB
est une protéine importante impliquée dans le cycle cellulaire et la prolifération et plus
précisément dans la régulation de la transition de la phase G1 a la phase S. Dans une cellule
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normale, pRB se lie au facteur de transcription E2F et le régule. En effet, lors de la phase G1
du cycle cellulaire, les kinases dépendantes des cyclines (complexe Cyclines D-CDK4/CDK®6)
inhibent pRB par phosphorylation ce qui dissocie la protéine de E2F. E2F peut alors induire
I'expression de genes impliqués dans la progression en phase S du cycle cellulaire. Le
rétrocontrdle négatif de cette activation du cycle cellulaire est exercé par la protéine p16nk+
(protéine suppresseur de tumeur). p16™4 peut inhiber I'activité des kinases et ainsi
empécher la dégradation de pRB, ce qui entraine I'arrét du cycle cellulaire (Giacinti and
Giordano 2006). Lors d’une infection par HPV, E7 s’associe a la protéine pRB grace a son motif
LXCXE présent au niveau de sa région CR2. Cette association entraine la dégradation par le
protéasome de pRB et ainsi la libération de E2F qui peut alors jouer son réle d’activateur du
cycle cellulaire. A terme, ce mécanisme entraine une prolifération cellulaire ainsi qu’une
augmentation exacerbée de p16"*? (utilisée comme biomarqueur indirect des infections par
HPV) (Dyson and Howley 1989; Boyer, Wazer, and Band 1996; McLaughlin-Drubin and Miinger
2009). Outre le role joué sur pRB, I'oncoprotéine E7 peut également affecter le cycle cellulaire
en se liant directement aux complexes cyclines A/CDK2 et cyclines E/CDK2, complexes
impliqués dans I'entrée et la progression de la phase S (C. L. Nguyen and Miinger 2008).

En plus de I'impact sur le cycle cellulaire, E7 peut affecter la différenciation et transformation
cellulaire. En effet, HPV E7 peut se lier a PTPN14 (protéine tyrosine phosphatase non-
réceptrice mutée dans certains cancers) et induire sa dégradation par le protéasome sous
I'effet de I"'ubiquitine ligase UBR4. Les régions CR1 et C-terminale sont indispensables pour la
formation du complexe E7/PTPN14/UBR4 (White, Miinger, and Howley 2016).

En outre, HPV E7, tout comme les deux autres oncoprotéines, joue un role sur I’échappement
immunitaire en ciblant plusieurs réponses antivirales. Les acteurs principaux de la réponse
antivirale sont les IFN (Interférons) et la voie JAK/STAT qui en découle. Malgré la capacité des
cellules a contréler les infections virales, le virus HPV peut déréguler certains composants de
la voie de I'IFN afin de compléter son cycle viral et de permettre une infection persistante. En
effet, E7 peut inhiber la translocation du facteur de transcription p48, qui en synergie avec
d’autres protéines (comme STAT1 et STAT2) permet la production d’IFN-a (Barnard and
McMillan 1999). Un autre composant important de la réponse immunitaire innée antivirale
est la voie cGAS-STING (cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)-stimulator of interferon genes
(STING) pathway) qui permet la transcription de I'lFN-I. E7 d’HPV16 et d’"HPV18 interagissent
avec cette voie mais de facon différente. En effet, E7 d’"HPV16 ne lie pas directement STING.
Elle augmente la dégradation (par autophagie) de STING via NLRX1, membre de la famille des
NLR (NOD-like receptor). Ce mécanisme d’inhibition de la production de I'IFN-I est également
connu chez le virus HIV-1 et HSV-1 (Herpes Simplex Virus). Contrairement a E7 d’"HPV16, E7
d’HPV18 interagit directement avec STING par son motif LXCXE (interaction similaire
retrouvée pour la protéine E1A de I'adénovirus) (Lau et al. 2015; Guo et al. 2016; Luo et al.
2020). Parallélement aux voies cGAS-STING et de I'IFN, E7 peut également diminuer
I’expression de cytokines pro-inflammatoires en altérant la voie NFkB. En effet, E7 interféere
avec des composants cruciaux de cette voie comme TRAF3, TRAF6 et NEMO, ce qui a comme
conséquence d’inhiber la translocation nucléaire de p65, altérant, in fine, la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B, IL6) (Karim et al. 2011; Vandermark et al. 2012; K.
H. Richards et al. 2015).
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De la méme facon que E6, E7 a la capacité d’'induire des altérations épigénétiques. A titre
d’exemple, E7 régule la méme cible que E6, ’ADN méthyltransférase : DNMT1. L'interaction
se fait de fagon directe par le domaine en doigt de zinc (CR3) de E7 (Burgers et al. 2007).

Finalement, HPV E7 peut causer un stress réplicatif ainsi qu’une instabilité génomique dans la
cellule. Effectivement, 'oncoprotéine E7 a la capacité d’activer les voies ATM et ATR-DDR
(DNA Damage Response), voies de réparation a I’ADN. Lorsque E7 interagit avec pRB, le
facteur E2F relaché peut augmenter I'expression de protéines de la voie DDR (ATM, Chk2). E7
d’HPV31 est également connu pour interagir directement avec les protéines de la voie DDR
(ATM, Chk2, Chk1, Rad50, BRCA1) grace au méme domaine de liaison utilisé pour pRB (C. A.
Moody and Laimins 2009; Johnson, Aloor, and Moody 2017; Mehta and Laimins 2018). Au sein
de notre laboratoire, une étude récente a montré des interactions importantes entre
I’oncoprotéine E7 d’"HPV16 (mais aussi d’'HPV18, 33 et 39) et 11 protéines impliquées dans les
mécanismes de dommage et réparation de ’ADN. Grace a I'utilisation de la technique de GPCA
(Gaussia Princeps Luciferase Complementation Assay) et une confirmation par la technique de
co-immunoprécipitation, les protéines suivantes ont pu étre mises en évidence : ALKBH2,
CHEK2, DNA2, DUT, ENDOV, ERCC3, PARP3, PMS1, PNKP, POLDIP2 et RBBP8. Des interactions
similaires avec d’autres protéines sont également mentionnées pour I'oncoprotéine E6
(Bruyere et al. 2023). Le virus n’utilise pas les protéines impliquées dans les voies de
réparation a I'’ADN uniquement pour induire une instabilité génétique dans la cellule, il les
recrute aussi pour son propre cycle viral. L'amplification du génome et la réplication virale
d’HPV requiérent, bien évidemment, 'utilisation de protéines de I'hote (Nilsson, Wu, and
Schwartz 2018) (Figure 4).

Toutes ces observations prouvent que ces 3 oncoprotéines (E5, E6 et E7) jouent un role
multifonctionnel a la fois dans le cycle viral mais aussi dans la transformation des cellules hotes
ainsi que I'échappement immunitaire. Les cellules infectées par HPV deviennent alors
immortelles (Figure 4).

1.4 Cycle viral

Comme discuté précédemment, les HPVs peuvent avoir un tropisme cutané et muqueux. Les
virus ont donc des cellules hotes de prédilection comme les kératinocytes de la couche basale
de I'épithélium. Afin que le virus puisse atteindre ces cellules hétes, une microlésion ou un
dommage plus important a I'épithélium est nécessaire. Le virus peut alors entamer sa
réplication. Par la suite, il bénéficie de la capacité de division et de différenciation de sa cellule
hote pour se multiplier a son tour et finir par étre relargué (Doorbar 2007; Kines et al. 2009)
(Figure 7). Bien que le kératinocyte ait été décrit pendant longtemps comme 'unique cellule
hote d’HPV, d’autres cellules peuvent aussi étre infectées. Au niveau du col, une population
de cellules de jonction au phénotype glandulaire ainsi que les cellules glandulaires
endocervicales sembleraient pouvoir jouer le réle d’héte pour le virus HPV (Herfs et al. 2012;
Egawa et al. 2015).
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Figure 7: Représentation du cycle d'infection d'HPV au niveau de I'épithélium épidermoide du col. 1) Entrée du virus dans les
cellules de la couche basale. 2) Amplification du génome viral et maintien d’un nombre de copies contrélé dans les
kératinocytes de la couche basale. 3) Phase d’amplification accrue du génome d’HPV et répartition dans les kératinocytes des
couches supérieures. 4) Formation et relargage des virus (McBride 2022).
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Figure 8: Représentation de I'entrée du virus HPV dans un kératinocyte de la couche basale d’un épithélium. Apres avoir subi
des transformations au niveau de la capside virale (changement de conformation de L1 et clivage par de la furine pour L2),
HPV se lie a des récepteurs membranaires comme les protéoglycanes héparines sulfates (HSPG) puis a l'intégrine et
tetraspanine. Le virus est alors internalisé par endocytose et lorsque I'endosome est devenu mature et tardif, les protéines L1
se détachent du complexe génome viral/L2. Ce complexe poursuit son chemin dans I'appareil de Golgi et le réticulum
endoplasmique avant de rejoindre le noyau cellulaire. Adapté a partir de (Aksoy, Gottschalk, and Meneses 2017).

Pour qu'un cycle viral complet et productif ait lieu, il est essentiel que la cellule hote et le
microenvironnement offrent les conditions adéquates (Doorbar et al. 2012). Avant méme que
les virions n'entrent en interaction directe avec les kératinocytes de la couche basale, il se
pourrait que les virions établissent un contact préliminaire avec la membrane basale. La
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laminine 5, composante de la matrice extracellulaire sécrétée par les kératinocytes, peut jouer
un role de « transrécepteur extracellulaire » liant la capside virale de fagon transitoire (Culp
et al. 2006; Kines et al. 2009). L’entrée du virus dans sa cellule héte nécessite plusieurs étapes.

Tout d’abord, le virion se dirige vers les kératinocytes de la couche basale, ou la protéine L1
établit une liaison avec des récepteurs présents a la surface de la membrane cellulaire, connus
sous le nom de protéoglycanes héparine sulfate (Giroglou et al. 2001). Cette interaction
initiale induit une modification de la conformation de la capside virale, facilitée par le clivage
de la protéine L2 par une enzyme appelée furine (proprotéine convertase). Une étude a
d’ailleurs montré que L2 est plus facilement accessible grace au clivage des protéines L1 par
la sérine protéase Kallikreine-8 (KLK8) (Cerqueira et al. 2015). Ce changement
conformationnel prépare la capside pour son attachement a un deuxiéme récepteur, une
étape cruciale pour l'internalisation du virion (R. M. Richards et al. 2006; Aksoy, Gottschalk,
and Meneses 2017). Bien que le deuxiéme récepteur demeure a ce jour inconnu, beaucoup
d’études ont mis en évidence le réle probable de I'a-intégrine et de la tétraspanine en tant
gue seconds récepteurs impliqués dans l'internalisation du virus (Mikuli¢i¢ and Florin 2019).

Ensuite, le processus d'entrée du virus dans la cellule se fait par endocytose. La littérature
décrit plusieurs voies d’endocytoses selon les différents HPVs mais les plus étudiées sont celles
médiées par les protéines de structure clathrine et cavéoline. Par exemple, I'endocytose
d’HPV16 semble dépendre de la clathrine, tandis que le transport d’"HPV31 serait réalisé par
la cavéoline (Day, Lowy, and Schiller 2003; Smith et al. 2008).

Enfin, dans 'endosome mature tardif, la capside se désassemble afin d’exposer le génome
viral. Ce processus de désassemblage est favorisé par une diminution du pH ainsi que par des
protéines de I'hote telles que la cyclophiline (protéine chaperonne) (Bienkowska-Haba et al.
2012). Le complexe génome viral/L2 est transporté dans I"appareil de Golgi puis le réticulum
endoplasmique avant de rejoindre le noyau cellulaire. Afin de transiter plus facilement par
I’appareil de Golgi, L2 se lie a COPI (coat protein complex I), une protéine impliquée dans le
transport cellulaire (Harwood et al. 2023). Ce transit est également médié par des protéines
comme la y-sécrétase (W. Zhang et al. 2014) (Figure 8).

1.4.2 Phases de réplication et d’amplification du virus
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Figure 9: Représentation des phases de réplication et d’amplification du virus. Aprés I'entrée du virus, une premiere phase
permet I'amplification contrélée du génome. La deuxieme phase a pour but de maintenir un certain nombre de copies virales
et permet la liaison du génome viral a I'ADN chromosomique, afin de profiter de la division cellulaire pour se répartir dans les
cellules filles. La derniere phase permet I'amplification finale avant 'empaquetage du génome (McBride 2017a).
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Lorsque le génome viral (sous forme épisomale) est entré dans le noyau cellulaire des
kératinocytes de la couche basale, il s’ensuit I'établissement d’'une longue et persistante
infection de ces cellules. Le génome viral peut alors se répliquer et étre amplifié. Il y a trois
phases de réplication dans le cycle viral : une phase d’amplification limitée de I’ADN, une
phase de maintenance de la réplication et une phase d’amplification importante dépendant
de la différenciation cellulaire (McBride 2017b) (Figure 9).

1.4.2.1 Phase d’amplification initiale

Le début de la phase d’amplification est initié par la liaison du complexe L2/génome viral aux
chromosomes cellulaires, ce qui permet de maintenir ’ADN viral dans le noyau. Un endroit clé
pour débuter la réplication est ND10 (nuclear domain 10 bodies). Les ND10 sont des corps
nucléaires qui recrutent des protéines impliquées dans la défense antivirale, I'apoptose, la
réparation de '’ADN et la régulation de I'expression des génes. Toutefois, dans ce contexte-ci,
ils servent de sites exploités par le complexe L2/génome viral pour favoriser la réplication et
la transcription virale, contrecarrant la défense antivirale (Florin et al. 2002; Kieback and
Miller 2006).

Comme discuté précédemment, les principaux acteurs de la réplication virale sont les
protéines E1 et E2 qui recrutent notamment la polymérase. Lorsque celles-ci se lient a I'origine
de réplication, tout le processus d’amplification est lancé mais un faible nombre de copies
d’ADN (environ 20 copies par cellules) est d’abord maintenu dans les kératinocytes basaux. Ce
controle est réalisé par la protéine ESAE2 (Zwolinska et al. 2023).

1.4.2.2 Phase de maintenance
Afin d’induire une infection dite persistante et de maintenir une réplication, I’ADN viral doit
étre localisé dans une région du noyau qui lui sera bénéfique par la suite. C'est-a-dire accroché
aux chromosomes de la cellule pour pouvoir étre transféré aux cellules filles lors de la mitose.
Cette liaison est stabilisée grace a I'interaction de E2 avec BrD4 (McKinney et al. 2016). Le virus
va échapper aux mécanismes antiviraux en recrutant, par exemple, les protéines TOPBP1
impliquées dans la réparation de I’ADN (Kanginakudru et al. 2015).

Les oncoprotéines E5, E6 et E7 jouent leur réle en recrutant un ensemble de protéines de
I’h6te impliquées dans la différenciation, prolifération cellulaire mais aussi dans I'immunité.
L'ensemble de ces interactions crée un environnement propice au développement du virus et
a I'échappement immunitaire (Scarth et al. 2021).

1.4.2.3 Phase d’amplification finale

Au cours de leur cycle cellulaire, les kératinocytes se différencient et deviennent matures. Les
copies de génome viral suivent cette différenciation et sont transmises dans les kératinocytes
de la couche supérieure de I'épithélium. A ce moment-Ia, une derniére amplification virale
importante a lieu. Cette amplification est concomitante avec une augmentation des protéines
El et E2 ainsi que I'expression du promoteur tardif afin de produire les protéines L1, L2 pour
I’encapsidation du génome mais aussi E4 impliquée dans le relargage des virions et I'arrét du
cycle cellulaire en phase G2 (Doorbar 2013; McBride 2017a).

Les oncoprotéines sont également produites de facon accrue dans cette derniére phase
d’amplification et peuvent recruter des protéines de I’hote impliquées dans les voies de
réparation a I’ADN afin d’améliorer la réplication virale (Sakakibara, Chen, and McBride 2013).
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Une des voies les plus utilisées par HPV est |la voie DDR médiée par ATM ou ATR (C. A. Moody
and Laimins 2009; Gillespie et al. 2012).

1.4.3 Formation et relargage du virus
La derniere étape du cycle viral d’HPV est I’encapsidation du génome viral et le relargage des
particules. Les protéines impliquées dans cette encapsidation sont les protéines L1 et L2
provenant de I'activation du promoteur tardif. L’association des 360 protéines L1 arrangées
en 72 capsomeres pentamériques et quelques protéines L2 formeront une capside dans le
noyau de la cellule. La stabilisation de la capside est réalisée par des ponts disulfures entre les
protéines L1 (Buck et al. 2005).

La maturation du virus est réalisée dans les kératinocytes de la couche supérieure parfois en
desquamation et est favorisée par un gradient d’oxydoréduction présent dans le tissu
(Conway et al. 2009). Lorsque les particules virales sont formées, la protéine E4 peut
désassembler la structure de kératine et interagir avec I'enveloppe cornée cellulaire pour
permettre le relargage de ces dernieres (Brown et al. 2006). Les virus ainsi libérés peuvent
infecter d’autres cellules.

1.4.4 Intégration du virus

L'intégration virale est considérée depuis longtemps comme une étape importante pour la
cancérisation viro-induite bien que cette étape soit un événement déclenché par inadvertance
lors de la réplication. Les sites d’intégration du virus peuvent étre aléatoires méme si certaines
régions restent préférentielles comme les régions actives transcriptionnellement et les sites
fragiles soumis a des stress réplicatifs (Christiansen et al. 2015). Lors de l'intégration du
génome viral, le plus souvent, une cassure du gene E2 (répresseur des oncogenes E6 et E7)
survient, ce qui entraine une dérégulation de I'expression des oncogénes conduisant a un
déréglement du cycle cellulaire (Jeon, Allen-Hoffmann, and Lambert 1995). La linéarisation du
génome viral ne se fait pas exclusivement au niveau du géne E2. En effet, d’autres endroits
comme le gene E1 peuvent étre rompus et permettre d’intégrer le génome cellulaire
(Sakakibara, Mitra, and McBride 2011).

Cependant, tous les cancers HPV-dépendant ne contiennent pas de I’ADN viral intégré. En
effet, le génome viral peut se retrouver sous forme intégrée mais aussi sous forme épisomale
ou mixte (a la fois intégrée et épisomale). La dérégulation des oncogenes E6 et E7 ne se fait
pas uniquement lorsque I’ADN viral est intégré. Le génome viral épisomal peut acquérir des
changements génétiques et épigénétiques (comme une méthylation dans les sites de liaison
de E2) induisant une dérégulation de ces genes et conférant ainsi I'immortalité a la cellule
(Chaiwongkot et al. 2013; Olthof et al. 2014). Ceci est vrai notamment pour les cancers de la
sphere ORL ou l'intégration du génome viral est moins fréquente (environ 40%) par rapport
aux cancers du col de I'utérus ou HPV est intégré dans environ 70-80% des cas (Vojtechova et
al. 2015).
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2.HPV et cancers

2.1 Généralités

2.1.1 De l'infection par HPV au cancer

Les virus sont des parasites obligatoires, ce qui signifie qu’ils dépendent entierement de leur
hote pour accomplir leur cycle viral complet (Mesri, Feitelson, and Munger 2014). Prenons le
cas du virus HPV : il produit seulement 6 protéines précoces et 2 protéines tardives. A elles
seules, ces protéines virales ne sont pas suffisantes pour accomplir le cycle viral. Poury arriver,
le virus doit interagir et détourner a son avantage des protéines spécifiques de I'héte,
essentielles a sa survie. Dés lors, le virus parvient a exploiter les mécanismes de la cellule hote
pour créer un environnement favorable a sa propre réplication. Il met en ceuvre divers
processus, tels que I'arrét de I'apoptose et la stimulation de la prolifération cellulaire afin de
favoriser la réplication de son propre matériel génétique. De plus, il détourne les mécanismes
de réparation de I’ADN pour garantir la stabilité de son propre génome, tout en évitant d’étre
reconnu et éliminé par le systeme immunitaire via l'altération de certaines voies de
signalisation immunitaire (ex : IFN, NFkB,...) (Mesri, Feitelson, and Munger 2014; Doorbar et
al. 2015; Della Fera et al. 2021).

La plupart des infections par HPV sont transitoires et régressent au bout de quelques mois
grace a l'intervention du systéme immunitaire (Schiffman et al. 2016). Cependant, lorsque
I'infection persiste et que les détournements des mécanismes cellulaires deviennent
chroniques (ce qui se produit dans environ 5-10% des infections), cela peut causer des
« problemes » pour la cellule hote. L'accumulation d’altérations génétiques de plus en plus
nombreuses favorise la progression d’un pré-cancer vers un cancer. Ce processus de
cancérisation est long et se manifeste plusieurs années (>5 ans) apres l'infection initiale
(Gravitt 2011; McBride 2017b).

Les infections persistantes par les a-HPVs sont maintenant bien reconnues comme
responsables d’un grand nombre de |ésions (pré)cancéreuses se développant dans les régions
ano-génitales et aéro-digestives supérieures (Bruni et al. 2023).

2.1.2 Facteurs de risques associés a HPV
Certains facteurs favorisent la persistance de l'infection par HPV et la progression vers la
formation d’un cancer. Ces facteurs sont classés en trois types : les facteurs viraux, les facteurs
de I'hbte et les facteurs comportementaux :

1) le génotype du virus influence le risque de développer un cancer. En effet, une
infection par HPV16 est plus susceptible de progresser vers un cancer du col de I'utérus
alors que d’autres HPVs carcinogenes sont moins liés a ce type de cancer. Une charge
virale importante et des variants particuliers d’'HPV (par exemple les variants D, A3 et
A4 de HPV16) sont aussi des facteurs de risques plus importants. Bien que les raisons
pour lesquelles certains variants viraux sont associés a un risque cancéreux plus
important reste peu connus (zur Hausen 2002; Skamperle et al. 2013; Clifford et al.
2019).

2) la réponse immunitaire de I’h6te est un facteur de risque associé. Une personne
immunodéprimée (notamment par la présence du virus HIV ou une personne greffée)
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est plus susceptible de développer un cancer a la suite d’'une infection par HPV qu’une
personne possédant une bonne immunité (Aziz et al. 2023).

3) certains facteurs comportementaux peuvent favoriser le développement de cancer
HPV-induit. Le tabac et I'alcool sont les cofacteurs les plus importants (Madathil et al.
2020; Lai et al. 2022). Des études auraient également montré un lien entre le
microbiote vaginal et la persistance d’une infection par HPV au niveau du col utérin
(taniewski et al. 2018; Lebeau et al. 2022). Un nombre élevé de partenaires sexuels
ainsi qu’une prise de contraception hormonale sont également des facteurs de risque
(Kasamatsu et al. 2019).

2.1.3 Epidémiologie
Environ 5% des cancers humains dans le monde sont causés par une infection par HPV ce qui
représente globalement 690 000 cancers par année (Mesri, Feitelson, and Munger 2014; de
Martel et al. 2020). Les a-HPVs de haut risque sont impliqués dans 99.9% des carcinomes
épidermoides du col de I'utérus. Mais ces cancers ne sont pas les seuls. En effet, HPV peut
causer des cancers de la vulve (=40%), du vagin (=70%), du pénis (=50%), de I'anus (=85%) et
de la téte et du cou (=30%) (Bruni et al. 2023).

La plupart des cancers attribués a HPV se retrouvent dans les régions en voie de
développement comme I'Afrique subsaharienne, I’Asie du Sud-Est, I’Amérique du Sud et
I’'Europe de I'Est (de Martel et al. 2020) (Figure 10).

Au niveau des génotypes d’HPV, HPV16 est le génotype le plus fréquemment lié au
développement de cancers suivi par HPV18 et HPV45 (Kombe Kombe et al. 2021).

Age-standardized rates (worldwide) per 100 000 individual in 2018
attributable to infections (Human papillomavirus), by country

ASR (world) per 100,000
Oto<1.0

B 1.0to =50

B 5.0t0 <100

=100

B Not applicable
No data

Figure 10: Représentation de I'incidence des cancers HPV-induits dans le monde pour 100 000 individus (GLOBOCAN 2018).
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2.2 Cancers du col de 'utérus

Le cancer du col de I'utérus est le 4¢ cancer le plus fréquent chez la femme avec une estimation
de 604 000 nouveaux cas en 2020 et plus de 342 000 cas de déces. Plus de 90% des cancers
du col sont causés par HPV. Les génotypes HPV16 et HPV18 sont responsables de 70% de ces
cancers. Ces cancers sont principalement présents dans le sud de I'Afrique et en Amérique
latine (Sung et al. 2021) (Figure 11). Etant donné que les cancers du col de 'utérus constituent
entre 80 et 85% de tous les cancers HPV-induits, il n’est pas surprenant d’observer une forte
similarité entre les cartes représentant les taux de cancers du col de I'utérus (Figure 11) et
celle illustrant les taux de cancers HPV-induits a travers le monde (Figure 10).

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, cervix uteri, females, all ages

ASR (World) per 100 000

2252
16.7-25.2
11.7-16.7

7.0-11.7 B notapplicable
<7.0 No data

Figure 11: Représentation de I'incidence des cancers du col de I'utérus dans le monde pour 100 000 individus (GLOBOCAN
2020).

Cervix Anatomy

Endocervical

Squamo-
columnar
junction

Figure 12: Représentation anatomique d'un col de I'utérus sain. Ce col est composé d'une partie endocervicale (du cété de
'utérus) et d'une partie exocervicale (du cété du vagin). Les deux parties sont séparées par la jonction pavimento-cylindrique
(Source : National Cancer Institute, https://www.cancer.gov/types/cervical).
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Le terme « cancer du col de I'utérus » englobe 2 principaux types de cancers pouvant se
développer au niveau du col. Le carcinome épidermoide (SCC) (environ 85 a 90% des cancers
du col) se développe au niveau de la zone de jonction et de I’exocol. Le deuxiéme cancer est
I’adénocarcinome (ADC) (environ 10 a 15% des cancers) se développant également au niveau
de la zone de jonction mais aussi au niveau de I'endocol. En effet, la zone de jonction endo-
exocol aussi appelée jonction pavimento-cylindrique ou zone de transformation, est connue
depuis longtemps pour présenter une forte prédisposition au développement de ces cancers.
Cette zone est en réalité une zone de métaplasie dynamique ou la transformation d’un
épithélium en un autre se produit (Prendiville and Sankaranarayanan 2017) (Figure 12). Avant
les années 2010, on considérait les kératinocytes de la couche basale comme unique cellule
hote d’HPV pouvant conduire a un carcinome épidermoide. Pourtant, d’autres théories sur
I'origine cellulaire des cancers du col de I'utérus ont aujourd’hui été proposées. En effet, la
jonction pavimento-cylindrique contient des cellules cuboides qui expriment des marqueurs
spécifiques tels que la cytokératine7 et la MMP7 retrouvés dans plus 90% des lésions
(pré)cancéreuses. Ces cellules cuboides pourraient se différencier a la fois en cellules
épidermoides et en cellules glandulaires. Ces cellules infectées par HPV pourraient, dés lors,
étre a 'origine tant des carcinomes épidermoides que des adénocarcinomes du col utérin
(Herfs et al. 2012) (Figure 13).
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Endocervix Transformation Zone Ectocervix
Figure 13: Représentation schématique de I’hypothese sur les différentes cellules h6tes pouvant étre infectées par HPV au
niveau du col utérin. Le virus HPV pourrait infecter les kératinocytes de la couche basale de I’épithélium mais aussi les cellules
cuboides (en jaune) de la zone de jonction ou encore directement les cellules glandulaires. Les cellules cuboides infectées au

niveau de la zone de jonction pourraient étre a l'origine des carcinomes épidermoides et des adénocarcinomes. Adapté a partir
de (Egawa et al. 2015).

Une considération importante a faire connaissant la capacité d’"HPV a induire les deux types
de cancers (SCC et ADC) est qu’une infection par HPV peut progresser de fagcon dynamique
entre deux formes: une forme productive et une forme transformante. Une infection
productive ne peut pas se produire dans un épithélium glandulaire car elle est considérée
comme liée a la différenciation épidermoide. La plupart des infections productives régressent
mais une partie peut devenir transformante. Tandis qu’une infection transformante peut se
produire dans un épithélium glandulaire et mener a un adénocarcinome étant donné que ce
type d’infection induit les lésions précancéreuses. Dans le cas de la lésion de bas grade (CIN
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1), ces deux phases coexistent. En effet, I'infection est productive jusqu’a ce que le virus
s’'integre et que les altérations cellulaires deviennent trop importantes pour permettre au
cycle viral complet de se réaliser. C'est a ce stade que I'infection devient transformante (IARC
2022) (Figure 14).

Productive infection Transforming infection

Infection

Clearance

Figure 14: Représentation schématique d'une infection productive et transformante au niveau du col de I'utérus (IARC 2022).

D’autres types de cancers peuvent se développer au niveau de |'épithélium du col de I'utérus
mais ceux-ci sont assez rares : le carcinome adénosquameux (comprenant des caractéristiques
du carcinome épidermoide et de I'adénocarcinome) et le carcinome a cellules vitreuses
(Glassy cell carcinoma) considéré comme sous-catégorie du carcinome adénosquameux. Il
existe également des cancers neuroendocrines. Ces cancers peuvent également étre associés
a une infection par HPV (Q. Wang et al. 2020; Stolnicu, Talia, and McCluggage 2020; Yordanov
et al. 2021). Ceux-ci ne seront pas abordés dans la suite de ce travail.

2.2.1 Le carcinome épidermoide
2.2.1.1 Lésions précancéreuses

Stromal
papilla

Basement membrane g ~M§q§5§\ Stroma

Figure 15: Représentation histologique de I'épithélium épidermoide normal de I’exocol (Prendiville and Sankaranarayanan
2017).

Le carcinome épidermoide est un cancer présentant des caractéristiques proches de celles
d’un épithélium pluristratifié (Figure 15). Avant d’arriver au stade de cancer, des lésions
précancéreuses ou dysplasies (transformation architecturale du tissu) sont formées. Ces
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Iésions sont classées (d’un point de vue histologique) selon deux nomenclatures : le systéme
LAST (adaptation du systéme de Bethesda) et le systéme CIN. La lésion de bas grade (LSIL :
low-grade squamous intraepithelial lesion) ou anciennement appelée CIN1 (cervical
intraepithelial neoplasia) correspond a la « transformation » des cellules de la base de
I’épithélium. Ces lésions, causées par une infection par HPV, régressent spontanément dans
90% des cas endéans les deux ans. Cependant, dans 10% des cas, 'infection peut persister et
progresser vers une dysplasie de haut grade (HSIL: high-grade squamous intraepithelial
lesion) ou CIN2-CIN3 correspondant a la « transformation » des cellules des couches plus
différenciées de I'épithélium. Si ces Iésions sont non traitées, environ 50% peut progresser
vers un cancer dans les années a venir (Vink et al. 2013; Pangarkar 2022; IARC 2022) (Figure
16).

LSIL HSIL

nvasive

Normal CIN1 CIN 2 CIN 3 O _
carcinoma

Mild Moderate Severe Carcinoma
dysplasia dysplasia dysplasia in situ

Figure 16: Représentation des lésions précancéreuses cervicales et comparaison entre la classification LAST et le systeme CIN
(Image provenant du site : https://www.amboss.com/us/knowledge/cervical-cancer).

En cytologie, le systéme de classification des lésions (pré)cancéreuses le plus fréquemment
utilisé (et maintenant recommandé) est le systeme de Bethesda revu en 2014. |l permet de
classer les atypies cellulaires retrouvées lors de la réalisation d’un frottis cervico-vaginal (PAP
test). Pour les cellules épidermoides, la classification établie est la suivante (Pangarkar 2022):

- ASC-US (Atypical squamous cell - undetermined significance)
- ASC-H (Atypical squamous cell — cannot rule out HSIL)

- LSIL

- HSIL

- Carcinome épidermoide

D’un point de vue cytologique, une cellule est considérée comme anormale lorsqu’on peut y
voir un élargissement du noyau, une structure de chromatine irréguliére, une variation dans
la taille et la forme de la cellule. L'atypie la plus représentative d’une infection par HPV
persistante est la formation de koilocytes (cellules composées de noyaux larges et de
cytoplasmes vacuolisés). La formation des koilocytes correspondrait a la phase de relargage
des virions dans les kératinocytes différenciés (Krawczyk et al. 2008) (Figure 17).
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D’un point de vue histologique, les Iésions sont représentées par une prolifération de cellules
anormales, une maturation cellulaire anormale et des figures mitotiques persistantes. Dans
les LSIL, des koilocytes sont présents dans les couches superficielles de I'épithélium mais les
cellules indifférenciées sont limitées au tiers inférieur de I'épithélium (Prendiville and
Sankaranarayanan 2017) (Figure 17).

Figure 17: Représentation de koilocytes (fleches) en cytologie (a gauche) et histologie (a droite) (coloration hématoxyline et
éosine) (Fischer 2014; Prendiville and Sankaranarayanan 2017).

2.2.1.2 Classification des carcinomes épidermoides

Classés initialement par I'OMS (2014) comme associés a une dépendance a HPV, quelques
rares cas de carcinomes épidermoides peuvent se révéler indépendants au virus. C'est
pourquoi la nouvelle classification de 'OMS (2020) prend en compte cette deuxieme
catégorie. Cependant, jusqu’a présent, aucun traitement spécifique n’a été établi pour cette
catégorie particuliére. Une troisieme catégorie de carcinome épidermoide a été établie
comme NOS (Not otherwise specified) lorsque les tests HPV et 'immunomarquage p16™*2 ne
peuvent pas étre effectués (Casey et al. 2015; Hohn et al. 2021; McCluggage, Singh, and Gilks
2022).

La classification utilisée pour déterminer le stade tumoral est le stade FIGO (Federation of
Gynecology and Obstetrics). Cette classification a été remise a jour en 2018 (Tableau 1) et
permet d’adapter au mieux le traitement du patient (voir section 2.2.3) (Devine et al. 2019).
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Tahle 1 FIGO Staging of Cancer of the Cervix Uteri (2018)

Stage Description

I The carcinoma is strictly confined to the cervix (extension to the uterine corpus should be disregarded)

1A Invasive carcinoma that can be diagnosed only by microscopy, with maximum depth of invasion <5 mm*

IA1 Measured stromal invasion <3 mm in depth

1A2 Measured stromal invasion =3 mm and <5 mm in depth

1B Invasive carcinoma with measured deepest invasion =5 mm (greater than Stage IA), lesion limited to
the cervix uteri”

IB1 Invasive carcinoma =5 mm depth of stromal invasion, and <2 cm in greatest dimension

IB2 Invasive carcinoma >2 cm and <4 cm in greatest dimension

IB3 Invasive carcinoma >4 cm in greatest dimension

I The carcinoma invades beyond the uterus, but has not extended onto the lower third of the vagina or to
the pelvic wall

A Involvement limited to the upper two—thirds of the vagina without parametrial involvement

A1 Invasive carcinoma <4 cm in greatest dimension

A2 Invasive carcinoma >4 cm in greatest dimension

1B With parametrial involvement but not up to the pelvic wall

11l The carcinoma involves the lower third of the vagina and/or extends to the pelvic wall and/or causes
hydronephrosis or nonfunctioning kidney and/or involves pelvic and/or para—aortic lymph nodes’

A The carcinoma involves the lower third of the vagina, with no extension to the pelvic wall

1B Extension to the pelvic wall and/or hydronephrosis or nonfunctioning kidney (unless known to be due to
another cause)

nc Involvement of pelvic and/or para—aortic lymph nodes, irrespective of tumor size and extent (with r and
p notations)®

Hic1 Pelvic lymph node metastasis only

nca2 Para—aortic lymph node metastasis

1\ The carcinoma has extended beyond the true pelvis or has involved (biopsy proven) the mucosa of the
bladder or rectum. (A bullous edema, as such, does not permit a case to be allotted to Stage IV}

IVA Spread to adjacent pelvic organs

IVB Spread to distant organs

When in doubt, the lower staging should be assigned.

“Imaging and pathology can be used, where available, to supplement clinical findings with respect to tumor size and extent, in all stages.

*The involvement of vascular/lymphatic spaces does not change the staging. The lateral extent of the lesion is no longer considered.

! Adding notation of r (imaging) and p (pathology) to indicate the findings that are used to allocate the case to Stage IlIC. Example: If imaging indi-
cates pelvic lymph node metastasis, the stage allocation would be Stage llIC1r, and if confirmed by pathologic findings, it would be Stage
lIC1p. The type of imaging modality or pathology technique used should always be documented.

Tableau 1: Tableau expliquant les différents stades du cancer épidermoide (Stade FIGO 2018) (Devine et al. 2019).

2.2.2 'adénocarcinome
2.2.2.1 Lésions précancéreuses

Columnar cells

Stroma

Basement membrane

Figure 18: Représentation histologique d'un épithélium glandulaire normal au niveau de I’endocol (Prendiville and
Sankaranarayanan 2017).

L'adénocarcinome est un cancer présentant des caractéristiques qui « imitent » celles d’un
épithélium monostratifié glandulaire (Figure 18). Au niveau du col de I'utérus, il se forme a
partir de cellules glandulaires de I'endocol ou de la zone de transformation. D’un point de vue
cytologique, de la méme facon que pour les atypies épidermoides, les atypies glandulaires
sont déterminées par la classification de Bethesda (2014) comme suit (Pangarkar 2022) :

- AGC- NOS (Atypical glandular cell- Not otherwise specified)
- AEC-NOS (Atypical endocervical cell- Not otherwise specified)
- AGC en faveur d’une néoplasie
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- AEC en faveur d’'une néoplasie
- AIS (Adénocarcinome in situ)
- Adénocarcinome

L’adénocarcinome in situ (AlS) est le précurseur non invasif de I'adénocarcinome. Cette lésion
est souvent asymptomatique et est généralement découverte lors d’une analyse par frottis
cervico-vaginal ou lors d’une biopsie initialement prévue pour une lésion épidermoide. Il
existe plusieurs sous-types d’AIS mais la plupart du temps ils sont difficilement distinguables.
Histologiquement, les AIS sont identifiés comme des glandes de I’endocol avec une
architecture normale mais composées de cellules présentant des noyaux élargis et
hyperchromatiques (Figure 19). Il est possible de retrouver une différenciation intestinale
(avec la présence de cellules caliciformes) ou encore (plus rarement) une différenciation
gastrique (présence d’un épithélium riche en mucine avec des cellules claires) (Pirog 2017;
Stolnicu, Talia, and McCluggage 2020).

Figure 19: Coupe histologique hématoxyline-éosine (200x) représentant un adénocarcinome in situ (fléche noir) comparé a un
épithélium endocervical normal (fléche rouge). Image provenant de (Pirog 2017).

2.2.2.2 Sous-types d’adénocarcinome
Les adénocarcinomes représentent 10 a 15% des cancers du col de I'utérus. Bien que moins
nombreux que les carcinomes épidermoides, leur incidence a augmenté durant ces derniéeres
décennies (S. S. Wang et al. 2004). lls représentent un groupe hétérogéne de tumeurs
distinguables histologiquement (Pirog 2017) (Figure 20, tableau 2).

Intestinal

Figure 20: Représentation des différents sous-types d'adénocarcinome du col utérin (Hématoxyline et éosine). Image
provenant de Reynders et al. 2023 (under review).
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Sous-types d’adénocarcinome

Classique (Usual-type)

Villoglandulaire

Mucineuy, intestinal

Mucineux, cellules en bague a
chaton (Signet-ring cell)

Mucineux, gastrique

Endométrioide

A cellules claires (Clear cell)

Mésonéphrique

Séreux

Caractéristiques

75 - 80% des ADC

Morphologie : glandes cystiques, tubulaires,
cribriformes irrégulieres, parfois présence de mucus
IHC : p16™™*2 souvent positif et diffus, Ki67 supérieur a
25%, p53 rarement muté

3-6% des ADC

Morphologie : croissances papillaires exophytiques
avec des cellules cylindriques atypiques, peu de
mucus

IHC : p16™“42 souvent positif, p53 rarement muté
~8% des ADC

Morphologie : présence de cellules caliciformes

IHC : p16™“2 souvent positif, 75% sont MUC6 positif
Tumeur rare

Morphologie : présence de cellules en bague a chaton
IHC : p16™™*2 souvent positif, MUC6 positif

5-25% des ADC

Morphologie : glandes irréguliéres, présence de
cellules a mucus de type gastrique

Potentiel précurseur : LEGH (Lobular endocervical
glandular hyperplasia)

IHC : p16™"<42 généralement négatif, MUC6 ou
HIK1083 positif, 50% de mutation p53

Tumeur rare

Morphologie : ressemble a I'épithélium de
I'endometre, peu de mucus, glandes tubulaires

IHC : p16™“2 parfois positif et diffus

2-7% des ADC

Morphologie : présence de caractéristiques
tubulocystiques, papillaires et solides

IHC : p16™42 parfois positif diffus ou focalisé, p53
rarement muté

Tumeur rare

Morphologie : présence d’architecture tubulaire,
canalaire, papillaire, solide, rétiforme, sarcomatoide
en proportion variable dans une méme tumeur

IHC : p16™*2 parfois « patchy »

Tumeur rare

Morphologie : structure papillaire ou glandulaire
IHC : p16™™42 parfois positif, 50% de p53 muté

Tableau 2: Caractéristiques des différents sous-types d'adénocarcinome. Informations provenant des articles suivants: (Young
and Clement 2002; Tekin et al. 2015, Pirog 2017; Stolnicu, Hoang, and Soslow 2019; Stolnicu et al. 2021).
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2.2.2.3 Classification des adénocarcinomes et implication d’"HPV

En 2014, I'OMS réalise une classification des adénocarcinomes en fonction de leur
morphologie, architecture et présence en mucines intracytoplasmiques. Bien que le réle
étiologique d’HPV soit connu depuis longtemps pour un certain pourcentage
d’adénocarcinomes du col de I'utérus, ’'OMS n’a inclus HPV dans le systeme de classification
gu’en 2020. La nouvelle classification de I’'OMS se base alors sur la classification préétablie de
I"lECC (International Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification). Cette
classification distingue les adénocarcinomes en tumeurs dépendantes ou indépendantes
d’HPV. Les adénocarcinomes ne pouvant pas étre classés sont assignés a la catégorie NOS (Not
otherwise specified). Cependant, la dépendance a HPV est uniquement basée sur la
morphologie cellulaire (présence ou absence de figures mitotiques et de corps apoptotiques)
et non sur la réalisation d’un test HPV sensible (Stolnicu et al. 2018; Hodgson et al. 2019; Hohn
et al. 2021; Stolnicu et al. 2021) (Figure 21). Bien que les éventuels faux négatifs du
biomarqueur indirect d’HPV, p16M™43, soient reconnus (ex: lorsqu’une délétion ou une
méthylation du promoteur se produit) (Stolnicu, Hoang, and Soslow 2019), les pathologistes
continuent a utiliser ce biomarqueur pour catégoriser les adénocarcinomes en tant qu’HPV-
dépendants ou indépendants. Les adénocarcinomes HPV-indépendants sont le plus souvent
pl6k4 négatif ou présentent une expression focalisée de cette protéine. Toutefois, il faut
savoir que ces lésions peuvent également présenter un marquage anti-p16™“? diffus
(rarement), ce qui complique l'utilisation de ce biomarqueur comme unique test HPV
(McCluggage, Singh, and Gilks 2022).

Endocervical adenocarcinoma classifications
according to the WHO 2014 and IECC 2018/WHO 2020
classification systems

WHO 2014 IECC 2018/WHO 2020

Endocervical HPV-associated endocervical
adenocarcinoma, usual type adenocarcinoma

Mucinous carcinoma NOS Usual type

Mucinous carcinoma, gastric Mucinous (NOS, intestinal,
type signet ring cell, ISMC)

Mucinous carcinoma, Adenocarcinoma NOS
intestinal type

Mucinous carcinoma, HPV-independent endocervical
signet-ring cell type adenocarcinoma

Villoglandular carcinoma Gastric type

Mesonephric carcinoma Mesonephric type

Serous carcinoma Endometrioid type

Clear cell carcinoma Clear cell type

Endometrioid carcinoma Adenocarcinoma NOS

Adenocarcinoma NOS

HPV indicates human papillomavirus; IECC, International Endocervical
Adenocarcinoma Criteria and Classification; ISMC, invasive stratified
mucinous carcinoma; NOS, not otherwise specified; WHO, World Health
Organization.

Figure 21: Comparaison entre la classification des adénocarcinomes de 2014 et la classification de 2020 de I'OMS. Les
différents adénocarcinomes sont maintenant classés en fonction de leur dépendance a HPV (Stolnicu et al. 2021).

La nouvelle classification de I’'OMS datant de 2020 constitue une avancée vers une meilleure
compréhension de la dépendance a HPV des adénocarcinomes du col utérin. Néanmoins,
cette classification demeure relativement « rigide » en ce qui concerne I’association entre un
sous-type spécifique d’adénocarcinome et la présence ou non d’HPV. Pourtant, la prévalence
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d’HPV dans ces cancers varie fortement en fonction de la région géographique, du sous-type
d’adénocarcinome et/ou de la méthode de détection d’HPV (voir les résultats de la méta-
analyse réalisée dans le cadre de cette these). De plus, certains adénocarcinomes dits « HPV-
indépendants » (comme les adénocarcinomes a cellules claires et les endométrioides),
pourraient parfois présenter un lien direct avec une infection par HPV (Hadisejdi and Kra 2007;
Matsubara et al. 2014; Holl et al. 2015; W. Chen et al. 2016). Ces observations prouvent le
coOté « restrictif » de cette nouvelle classification (OMS 2020). Enfin, une étude récente a mis
en évidence que le statut HPV de ces adénocarcinomes influence significativement la survie
des patients (observations connues au niveau des cancers provenant de I'anus et de la sphére
oropharyngée) (Cho et al. 2023). En conclusion, une classification plus nuancée qui intégre a
la fois un test HPV fiable et le diagnostic histologique, pourrait ouvrir la voie a une
personnalisation du traitement en fonction du sous-type de cancer.

Pour ce qui est du stade tumoral, il est établi de la méme fagon que pour les carcinomes
épidermoides par la classification FIGO (2018). A noter qu’une autre classification pour les
adénocarcinomes classiques (Usual-types) appelée « Pattern Classification » existe. Celle-ci se
base sur I'étendue de l'invasion du stroma et des vaisseaux lymphatiques plutét que sur la
taille de la tumeur (comme la classification FIGO). Cette approche permet d’identifier plus
précisément les tumeurs avec un risque métastatique (Turashvili and Park 2019).

2.2.3 Dépistage et traitement des cancers du col utérin

Le dépistage des lésions (pré)cancéreuses cervicales est essentiel dans le programme de
prévention. Les tests les plus utilisés sont un test HPV (immunomarquage p16™“* et/ou test
HPV direct), un co-test HPV/cytologie, un test cytologique (frottis cervico-vaginal) et une
inspection visuelle. Si un frottis cellulaire est considéré comme anormal, la patiente doit subir
un ensemble de nouveaux tests. Une colposcopie (examen du col a I'aide d’un microscope)
ainsi qu’une biopsie de la Iésion seront réalisées afin de déterminer la gravité de cette derniére
(Schiffman et al. 2016). Pendant des années, le test cytologique était la méthode standard de
dépistage des lésions (pré)cancéreuses se développant dans le col de I'utérus. Cependant, la
sensibilité de ce test est limitée. Actuellement, 'OMS préconise aux pays d’adopter les tests
HPV (tests basés sur la détection de I’ADN d’HPV) plut6t que les tests visuels ou cytologiques
pour le dépistage des Iésions cervicales. Selon les directives de I'OMS, ce type de dépistage
devrait débuter a partir de 30 ans pour la population générale des femmes et a partir de 25
ans pour les femmes vivant avec le VIH (OMS 2021). En Belgique, il est recommandé
d’effectuer un frottis cervico-vaginal entre 25 et 65 ans. Ce frottis est remboursé a raison
d’une fois tous les 3 ans. Pour les femmes agées de plus de 30 ans, le test HPV est recommandé
mais celui-ci n’est pas remboursé (hpvinfo.be).

Différents types de traitement existent en fonction de la gravité des lésions (pré)cancéreuses
et du stade tumoral. Pour les lésions précancéreuses, le premier traitement utilisé est la
chirurgie par conisation. Cette procédure consiste en une ablation chirurgicale en forme de
cone reprenant une partie de I'endocol et de I'exocol. Si les Iésions sont plus importantes et
avancées, une trachélectomie (suppression du col, de la partie supérieure du vagin et certains
ganglions pelviens) ou une hystérectomie (suppression de I'entiéreté de I'utérus ainsi que le
col) seront réalisées. Les cancers plus avancés sont traités par radiothérapie (en externe ou en
interne) et/ou chimiothérapie (Cisplatine, Carboplatine, Paclitaxel...). Les recommandations
pour le traitement des adénocarcinomes sont actuellement les mémes que pour les
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carcinomes épidermoides (Marth et al. 2017; IARC 2022). Malgré les progres réalisés dans le
domaine des thérapies contre les cancers du col de l'utérus, le pronostic des patients atteints
de formes avancées ou métastatiques reste insatisfaisant. C'est pourquoi, les agents
immunothérapeutiques suscitent un fort intérét. L'un des agents immunothérapeutique les
plus prometteurs est le pembrolizumab, un anticorps anti-PD1. En 2018, la FDA a accordé son
approbation pour l'utilisation de ce traitement pour les patients présentant des métastases et
ayant déja recu une chimiothérapie en premiere ligne. D’autres essais cliniques ont été menés
dans le but d’intégrer I'immunothérapie dans la prise en charge des patients. Par exemple,
une combinaison d’ipilimumab (anti-CTL4) et du nivolumab (anti-PD1) ont été testée en phase
clinique pour traiter les patients présentant des métastases et ayant déja recu une thérapie
ultérieure (Sherer et al. 2022; Schmidt et al. 2022).

2.3 Autres cancers HPV induits

2.3.1 Cancers du canal anal

Avec une estimation de 50 865 nouveaux cas diagnostiqués dans le monde en 2020,
I'incidence du cancer du canal anal a fortement augmenté depuis les années 80 (Sung et al.
2021). Le canal anal est un organe composé d’une partie proximale recouverte d’un
épithélium glandulaire, d’'une jonction anorectale et d’une partie distale caractérisée par un
épithélium de type épidermoide. Deux principaux types de cancers peuvent s’y développer :
le carcinome épidermoide (le plus commun) et I'adénocarcinome (trés rare) (Sundel et al.
2019).

Les facteurs de risque du carcinome épidermoide du canal anal sont le nombre de partenaires
sexuels, le virus HIV, le tabac et le virus HPV (=85% des cas). De la méme fagon que pour le
col de l'utérus, la zone de jonction est un endroit vulnérable aux infections par HPV
(principalement pour HPV16 et HPV18). De méme, le cycle viral et la progression tumorale se
déroulent de facon similaire (Roveda and Smith 2019). Une petite proportion (<15%) de
carcinomes épidermoides sont HPV négatifs. Ces cancers présentent des mutations p53 plus
fréquentes (environ 50%) que les HPV positifs (Zhu et al. 2021). Le statut HPV/p16"%42 négatif
ainsi que les mutations p53 sont des facteurs de mauvais pronostic pour la survie des patients
atteints d’un carcinome épidermoide du canal anal (Bruyére et al. 2021). Pour ce qui est du
traitement de ces tumeurs, les stades précoces sont excisés chirurgicalement alors que la
plupart des autres stades tumoraux sont traités par radio/chimiothérapie. La chimiothérapie
la plus utilisée est le 5-FU (5-Fluorouracil) en combinaison avec un autre agent cytotoxique
comme le MMC (Mitomycin C). Bien que les tumeurs HPV positives répondent clairement
mieux aux traitements radio/chimiothérapeutiques que les tumeurs HPV négatives (Bruyere
et al. 2021), le statut HPV n’influence toujours pas la prise en charge des patients (Rao et al.
2021; Turchan and Liauw 2021).

Bien moins étudiés que les carcinomes épidermoides, les adénocarcinomes du canal anal sont
des tumeurs agressives. Le pouvoir pathogene d’HPV dans ce type de tumeur reste peu clair
méme si plusieurs études démontrent la présence de ce virus dans une proportion des
adénocarcinomes (environ 40%) (Herfs et al. 2018; Silva Dalla Libera et al. 2019). Du fait de
leur rareté, aucune recommandation pour la gestion de ces cancers n’a été définie et ces
tumeurs sont généralement traitées comme les adénocarcinomes du rectum (Rao et al. 2021).
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2.3.2 Cancers du pénis

Le cancer du pénis compte 35 000 nouveaux cas diagnostiqués chaque année dans le monde.
La plus grande majorité de ces cancers sont des carcinomes épidermoides (dans 95% des cas)
et les facteurs de risque associés sont le tabac, le phimosis (rétrécissement de I'extrémité du
prépuce) avec inflammation chronique ainsi que le virus HPV (dans 50% des cas) (Hakenberg
et al. 2018). Depuis 2016, 'OMS a adapté la classification des carcinomes épidermoides du
pénis en fonction de leur statut HPV (basé sur 'utilisation de p16™*2 comme biomarqueur).
Cette classification était auparavant uniquement basée sur la morphologie de la tumeur
(Moch et al. 2022). Les cancers péniens HPV négatifs sont caractérisés par des mutations p53
et sont, au méme titre que les cancers HPV négatifs de I’anus, associés a un pronostic
défavorable (Kashofer et al. 2017; Hrudka et al. 2023). Au niveau des traitements utilisés, la
radiothérapie, la chimiothérapie (5-FU) et I'excision restent les traitements de choix. Les
techniques utilisées visent a préserver au maximum le pénis pour la qualité de vie du patient
(Van Poppel et al. 2013). Parallelement, des essais cliniques explorant I'immunothérapie en
tant que traitement complémentaire pour les patients présentant des tumeurs a un stade
avancé sont en cours. Ces thérapies utilisent des anti-PD1 tels que le Pembrolizumab et le
nivolumab (Chahoud, Kohli, and Spiess 2021). Bien que 'OMS prenne en considération le
statut HPV des tumeurs péniennes, les traitements ne sont pas adaptés en fonction de la
présence ou non du virus. Cependant, il est intéressant de souligner que des études et des
essais cliniques récents ont exploré le ciblage des protéines E6 ou E7 d’HPV en tant
gu’approche thérapeutique potentielle (ex: la thérapie par lymphocytes T adoptifs)
(Chahoud, Kohli, and Spiess 2021).

2.3.3 Cancers de la vulve et du vagin

2.3.3.1 Cancers du vagin

Les tumeurs primaires du vagin sont assez rares et constituent 1 a 2% des cancers de |'appareil
génital chez la femme. Dans ces tumeurs primaires, on observe que 90% d’entre elles sont des
carcinomes épidermoides, tandis que les 10% restants sont des adénocarcinomes (Adam:s,
Rogers, and Cuello 2021). Les facteurs de risques associés aux carcinomes épidermoides du
vagin sont comparables a ceux des cancers du col de I'utérus. HPV joue un réle étiologique
dans ces cancers, contribuant a environ 70% des cas (Daling et al. 2002). Pour les
adénocarcinomes, certains sous-types (comme I'adénocarcinome a cellules claires) sont
associés a une exposition in utero au DES (Diéthylstilbestrol) (Keller et al. 2001). Une
implication du virus HPV dans les adénocarcinomes a également été décrite (Shibata et al.
2013). De maniére similaire aux patients atteints d’un cancer de I'anus ou du pénis, une
étiologie virale est associée a un meilleur pronostic des patients (Christina L. Rasmussen et al.
2021).

Au niveau du traitement des cancers du vagin, celui-ci dépend du stade tumoral et de I'adge de
la patiente, car les fonctions sexuelles et reproductives sont impactées. La chirurgie est assez
limitée, la radiothérapie et brachythérapie (radiothérapie en interne) sont préférées pour les
tumeurs avancées. La radio/chimiothérapie et la chimiothérapie seule sont également
utilisées pour certains cas (Adams, Rogers, and Cuello 2021; Jhingran 2022).

2.3.3.2 Cancers de la vulve
De facon similaire aux cancers du vagin, les cancers de la vulve sont rares et n’excédent pas
4% de 'entiéreté des cancers de I'appareil génital féminin. La plupart des cancers de la vulve
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surviennent principalement au niveau des levres. Plus de 80% des cas de cancer de la vulve se
manifestent sous la forme de carcinomes épidermoides, tandis que les autres types de cancers
comprennent des mélanomes, des carcinomes basocellulaires et des carcinomes verruqueux
(Olawaiye, Cuello, and Rogers 2021). Depuis 2020, I'OMS classe les carcinomes épidermoides
de la vulve comme dépendants ou indépendants a une infection par HPV. Les lésions HPV
dépendantes sont détectées chez les jeunes patientes (40% des cas). Tandis que chez les
patientes ménopausées, les carcinomes épidermoides sont plus souvent HPV-indépendants
et dans ce cas-ci, le facteur de risque le plus commun est le lichen scléreux (Ueda et al. 2011).
A noter qu’en prenant le statut p53 en considération, les tumeurs HPV-indépendantes
peuvent étre divisées en p53 normal ou muté (Christina Louise Rasmussen et al. 2018;
Carreras-Dieguez et al. 2023).

Le traitement le plus utilisé pour les carcinomes épidermoides vulvaires est I'excision
chirurgicale. Une radio/chimiothérapie est également utilisée pour les stades avancés (Merlo
2020).

2.3.4 Cancers de la téte et du cou
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Figure 22: Anatomie de la sphére ORL. Ensemble des régions sous I’appellation téte et cou. Image provenant du site NIH : Head
and Neck Cancers (https://www.cancer.gov/types/head-and-neck/head-neck-fact-sheet).

L'appellation « cancers de la téte et du cou » reprend en réalité les carcinomes épidermoides
de la cavité orale, du pharynx, du larynx, des sinus paranasaux, de la cavité nasale et des
glandes salivaires (Figure 22). Les cancers de la téte et du cou sont assez fréquents et
représentent plus de 660 000 nouveaux cas et 325 000 déces annuellement dans le monde.
Les principaux facteurs de risque de ces cancers sont le tabac et I'alcool. Toutefois, une
tendance alarmante émerge au cours des derniéres années : I'augmentation des cas liés a
I'infection par HPV. Le virus est désormais identifié comme un contributeur majeur, étant
impliqué dans 10 a 30% des cas de cancers de la téte et du cou et ce pourcentage peut
atteindre 50% dans le cas spécifique des cancers de I'oropharynx. De facon intéressante, la
diversité des génotypes d’'HPV retrouvés dans les cancers de la téte et du cou est beaucoup
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plus faible gu’au niveau des cancers du col. En effet, 90 a 95% des cancers HPV-induits de la
sphére oropharyngée, sont causé spécifiquement par HPV16 (Fakhry et al. 2020; Gormley et
al. 2022).

De facon similaire aux cancers de I'anus, les carcinomes de I'oropharynx HPV-positifs sont de
meilleur pronostic par rapport aux cancers HPV-négatifs (Ang et al. 2010). Par cette
observation, la 8¢ édition de I’AJCC (American Joint Committee on Cancer) Staging Manual a
été mise a jour, intégrant le statut HPV des tumeurs. Cette considération joue un role essentiel
dans la distinction des stades tumoraux. La méthode de détection d’HPV utilisé est le
biomarqueur p16™42 (Lydiatt et al. 2017; Tanaka and Alawi 2018). Comme observé pour les
cancers de la vulve ou de I'anus, les cancers HPV-négatifs de I'oropharynx sont fréquemment
mutés pour le géne TP53, ce qui est associé a un pronostic moins favorable (Shinohara et al.
2014).

En ce qui concerne les traitements de ces types de cancers (selon les recommandations
ESMO), leur approche dépend étroitement de la localisation anatomique de la tumeur, des
facteurs de risque associés et du stade tumoral. L’ajout du statut HPV des tumeurs dans leur
classification joue un réle clé dans I'adaptation des traitements recommandés. La plupart des
stades précoces sont traités par chirurgie conservatrice ou radiothérapie. Pour les tumeurs de
stades avancés, une radio et/ou chimiothérapie sont réalisées post-chirurgie. Au vu du
pronostic plus favorable des tumeurs HPV-induites, il y a une tendance a réduire l'intensité
des traitements administrés, ce qui se traduit par une diminution des doses de radiothérapies
et chimiothérapies. En paralléle aux approches thérapeutiques conventionnelles, le
pembrolizumab (anti-PD1), a recu I'approbation de la FDA en 2016 pour son utilisation en tant
gue traitement, soit en monothérapie soit en association avec d’autres thérapies, chez les
patients métastatiques dont la tumeur (primaire ou métastase) exprime PD-L1. Le nivolumab,
un inhibiteur de PD1, a également été approuvé par la FDA pour les patients avec des
métastases et initialement sous traitement au Platinium (Hay and Nixon 2018; Machiels et al.
2020; Huang et al. 2022; Gribb, Wheelock, and Park 2023).

2.4 Vaccins HPV et prévention

Prévenir les infections par HPV par I'utilisation d’un vaccin prophylactique est la stratégie la
plus efficace adoptée depuis quelques années. Les vaccins anti-HPV (approuvés par la FDA)
actuels utilisent la technologie des VLPs (Virus-like particles), c’est-a-dire I'ensemble des
protéines L1 formant une capside virale (sans ADN) et donc sans pouvoir infectieux mais
hautement immunogéne. Trois vaccins HPV prophylactiques sont approuvés: le vaccin
bivalent Cervarix® depuis 2006 (GlaxoSmithKline (GSK), London, UK), le quadrivalent Gardasil®
(depuis 2009) qui est maintenant remplacé par le nonavalent Gardasil9® depuis 2014 (Merck,
Kenilworth, New Jersey, USA). Ces trois vaccins sont différents dans le nombre de génotypes
d’HPV qu’ils peuvent couvrir. Le Cervarix® couvre les souches HPV16 et HPV18, le Gardasil®
fournissait une protection contre HPV6, HPV11, HPV16 et HPV18 et le Gardasil9® permet la
protection de I'h6te contre les quatre souches du Gardasil® quadrivalent et protege
également d’'HPV31, HPV33, HPV45, HPV52 et HPV58. Ces vaccins ont démontré leur efficacité
a la fois contre les infections provoquant des verrues anogénitales mais aussi contre les
infections conduisant au développement de cancers anogénitaux et autres cancers HPV-
induits (comme les cancers oropharyngés) (Villa et al. 2005; Garland et al. 2007; Paavonen et
al. 2007; Joura et al. 2015; Castellsagué et al. 2015; Chaturvedi et al. 2018).
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Dans un premier temps, ces vaccins étaient destinés aux adolescentes entre 9 et 13 ans.
Pourtant I'efficacité de ces derniers contre les infections et maladies associées chez ’lhomme
a été largement prouvée (Giuliano et al. 2011; Castellsagué et al. 2015). Les recommandations
actuelles sont destinées a toutes personnes (filles et garcons) agées de 9 a 26 ans. La
vaccination pour les adultes entre 27 et 45 ans n’est pas recommandée (non remboursée) car
celle-ci est moins efficace due a une plus grande probabilité d’avoir déja été exposé au virus
(Meites et al. 2019). Des études ont également révélé une réduction de la prévalence des
génotypes d’HPV inclus dans les vaccins, a la fois dans les populations vaccinées et non
vaccinées, ce qui témoigne de I’'émergence d’une immunité collective (Markowitz et al. 2019).

En 2022, 125 pays ont mis en place la vaccination anti-HPV pour les filles et 47 pays le font
également pour les gargons (source : OMS). La couverture vaccinale a I'échelle mondiale est
estimée a seulement 13%. Alors que la plupart des pays développés ont mis en place un
programme de vaccination, cette initiative n’a pas encore été adoptée dans de nombreux pays
en voie de développement. Cette disparité continue d’engendrer une couverture vaccinale
mondiale insuffisante, une réalité qui persiste a ce jour. En Belgique, 66.8% des femmes ont
une immunisation compléte contre HPV en 2018. La stratégie de 'OMS pour I'élimination du
cancer du col est d’adopter une couverture vaccinale de 90% pour 2030 (Spayne and Hesketh
2021).
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3. L'cesophage et sa cancérisation
3.1 Anatomie et histologie

¥ Esophagus

Liver

Stpm:
e

Small intestine
Large intestine

Figure 23: Représentation anatomique et histologique d'un cesophage normal. A gauche : coupe histologique transversale
d’un cesophage. (A) la muqueuse (B) la sous-muqueuse et (C) la musculeuse. A droite : coupe histologique au niveau de la
jonction gastro-cesophagienne. Image adaptée de www.cancer.gov et medcell.org.

Appartenant au systeme digestif, I'cesophage est un tube musculaire d’une longueur de plus
ou moins 25cm. Il contient 2 sphincters : le sphincter supérieur (situé entre le pharynx et le
début du tube cesophagien) et le sphincter gastro-cesophagien (a I’'embouchure de I'estomac).
Le role de I'cesophage est de transporter les liquides et la nourriture jusqu’a I'estomac ainsi
qgue de prévenir les reflux gastro-cesophagiens (Goyal and Chaudhury 2008).

Anatomiquement parlant, I'cesophage peut étre séparé en 3 tiers: le tiers supérieur, dit
ocesophage cervical, le tiers médian (cesophage thoracique) et le tiers inférieur appelé
cesophage abdominal. La fin de I'cesophage contient une jonction gastro-cesophagienne
représentée macroscopiquement comme une ligne en zigzag (Ugalde, Pereira, and Araujo
2011; Oezcelik and DeMeester 2011).

D’un point de vue histologique, la structure de I'cesophage se compose de plusieurs couches
distinctes. La muqueuse, qui englobe I'épithélium, la lamina propria et la muscularis mucosae,
est suivie par la sous-muqueuse, constituée de tissu conjonctif, la musculeuse (interne et
externe) et de I'adventice. La muqueuse de I'cesophage contient un épithélium pluristratifié
de type épidermoide. A noter que la muscularis mucosae est absente dans le tiers supérieur
de I'cesophage (DeNardi and Riddell 1991). La jonction gastro-cesophagienne représente la
limite entre I'épithélium épidermoide et I'épithélium gastrique (Nakanishi 2006) (Figure 23).

3.2 Cancers de I'cesophage

3.2.1 Epidémiologie
Le cancer de I'cesophage est le 7¢ cancer le plus diagnostiqué dans le monde et comptait en
2020, 604 000 nouveaux cas et 544 000 déces. Les régions les plus impactées par ce cancer
sont I'Asie et I’Afrique du Sud-Est (GLOBOCAN 2020) (Figure 24). Au niveau de la répartition
par sexe, environ 70% des cas de cancer détectés sont retrouvés chez ’homme. Toutefois, ce
pourcentage varie en fonction des régions géographiques (C.-Q. Liu et al. 2023).
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Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, oesophagus, both sexes, all ages
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Figure 24: Représentation de I'incidence des cancers de I'cesophage dans le monde pour 100 000 individus (GLOBOCAN 2020).

Deux principaux types de cancers peuvent étre observés au niveau de |'cesophage: le
carcinome épidermoide (ESCC) et I'adénocarcinome (EAC). L'ESCC est la forme de cancer la
plus prédominante dans le monde notamment en Asie et dans le sud de I’Afrique. Tandis que
I'EAC est moins fréquent, bien que son incidence ait fortement augmenté au cours des
derniéres années dans les régions développées comme les Etats-Unis et I’Europe (E. Morgan
et al. 2022) (Figure 25). D’autres types de cancers (rares) peuvent se développer au niveau de
I’cesophage comme des sarcomes, des carcinomes a petites cellules ou encore des lymphomes
ou mélanomes (C.-Q. Liu et al. 2023). Ces cancers ne seront pas discutés dans la suite de ce
travail.
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Figure 25: Représentation de I'incidence des adénocarcinomes de I'cesophage (en haut) et des carcinomes épidermoides de
I'cesophage (en bas) dans le monde pour 100 000 individus en 2020 (E. Morgan et al. 2022).
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3.2.2 Le carcinome épidermoide de I'cesophage

3.2.2.1 Facteurs de risque

Le carcinome épidermoide est le cancer le plus fréquent (environ 80% des cas) au niveau de
I’cesophage. Il se localise principalement dans les tiers supérieurs et médians de I'cesophage
(Obermannova et al. 2022). Cette maladie multifactorielle a deux principaux facteurs de
risques associés : I'alcool et le tabac. D’autres facteurs comme la consommation de viandes
rouges, la consommation de boissons trés chaudes en grande quantité, la faible
consommation de fruits et légumes, la déficience en vitamines (A,B et C), le statut
socioéconomique pauvre ainsi qu’'une mauvaise hygiene buccale pourraient également
augmenter le risque de développer un carcinome épidermoide de I'cesophage (Qu, Ben, and
Jiang 2013; C. Yu et al. 2018; Businello et al. 2020).

3.2.2.2 Lésions précancéreuses et carcinogenése

Malgré une détection souvent tardive, les |ésions précancéreuses de carcinome épidermoide
peuvent étre diagnostiquées par endoscopie. De fagon similaire au carcinome épidermoide
du col utérin, I'ESCC se développe a partir d’'une séquence progressive : hyperplasie, dysplasie
de bas grade, dysplasie de haut grade (comprenant le carcinome in situ) et finalement
carcinome épidermoide invasif (Alfred King-yin Lam 2021). Lors d’une dysplasie de bas grade,
des atypies nucléaires (hyperchromatisme, pléomorphisme) et des atypies architecturales
(maturation anormale de I'épithélium) sont présentes et limitées a la partie inférieure de
I’épithélium. Pour une dysplasie de haut grade, ces atypies s’étendent dans la partie
supérieure de I'épithélium (G.-Q. Wang et al. 2005)(Figure 26).

Figure 26: Coupes histologiques (Hématoxyline et éosine) d'une dysplasie de bas grade (A) et d'une dysplasie de haut grade
(B) de I'eesophage. Image adaptée a partir de (Alfred King-yin Lam 2021).

La carcinogenese de I'ESCC a partir d’'un épithélium épidermoide hyperplasique est
caractérisée par des altérations génomiques, épigénétiques et post-transcriptionnelles
induites par le tabac et la consommation d’alcool. Le géne TP53 est tres souvent muté dans
ce type de cancer (entre 60 et 80% des cas). C'est également le cas pour d’autres genes
contrélant le cycle cellulaire (environ 20-30% des ESCC) comme CDKN2A (géne codant pour la
protéine p16™™4?), CDK4/CDK6, PIK3CA et PTEN. Les génes NOTCH1 et 3 de la voie NOTCH
contr6lant notamment la différenciation cellulaire apparaissent mutés dans 30% des ESCC. En
plus des mutations, 'amplification de génes causant 'activation de certains proto-oncogenes
est un phénomeéne courant dans la carcinogenése de I'ESCC. L'amplification de EGFR, SOX2,
TP63 ou encore MYC sont des altérations génétiques retrouvées (Taghavi et al. 2010; Y. Song
et al. 2014; The Cancer Genome Atlas Research Network 2017; X. C. Li et al. 2018; Businello et
al. 2020; S. Moody et al. 2021; Jin et al. 2023).
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Au niveau des changements épigénétiques et post-transcriptionnels, la méthylation d’ADN,
les modifications d’histones et I'altération des miRNAs (ARN non codant régulant I’expression
de genes par modifications post-transcriptionnelles) sont des mécanismes souvent retrouvés
dans ce type de cancer. Les promoteurs de CDKN2A et d’APC sont hyperméthylés dans environ
50% et 30% des ESCC respectivement (Zare et al. 2009; Taghavi et al. 2010). Parallelement, les
modifications d’histones telles qu’une dérégulation de la méthylation des histones
(dérégulation de H3K4me3, H3K9me3 et H4K20me3) sont associées au processus de
cancérisation (M. Zhou et al. 2019). En ce qui concerne les miRNAs, leur dérégulation peut
entrainer soit des surexpressions soit des sous-expressions protéiques. En fonction du type de
miRNA dérégulé, les genes qu’ils régulent seront impactés et, par conséquent, un impact sur
une fonction cellulaire associée. Par exemple, le déréglement de miR-21 impactera la
prolifération cellulaire en modulant le niveau d’expression de PTEN (P. Li et al. 2013).
L'ensemble de ces altérations génétiques, épigénétiques et post-transcriptionnelles
conduisent a la formation d’un carcinome épidermoide de I'cesophage (Figure 27).
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Figure 27: Représentation des dérégulations génétiques, épigénétiques et des miRNAs retrouvées lors de la carcinogenése du
carcinome épidermoide de I'cesophage. Image réalisée a partir de BioRender.

3.2.2.3 Sous-types et différenciations des carcinomes épidermoides
Au niveau des carcinomes épidermoides, trois sous-types assez rares existent en plus du type
« conventionnel » (Alfred King-yin Lam 2021):

- Lecarcinome épidermoide basaloide représente 1a 11% des carcinomes épidermoides
et est considéré comme un variant d'un carcinome épidermoide faiblement
différencié. Son apparence ressemble aux cellules basales d’un épithélium
épidermoide. Ce type de cancer pourrait étre associé a un mauvais pronostic (H. Song
et al. 2021).

- Le carcinome épidermoide a cellules fusiformes (Spindle cell carcinoma) est une
tumeur rare aussi appelée carcinome sarcomatoide ou carcinosarcome. Cette tumeur
comprend des composantes épithéliales et mésenchymateuses (Baihua Zhang et al.
2016).
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- Lecarcinome verruqueux est défini comme un carcinome épidermoide bien différencié
avec des projections papillaires a la surface d’un bulbe. Cette tumeur est extrémement
rare (Alfred K. Lam 2020).

Ces deux derniers sous-types de tumeur ne seront pas abordés dans la suite de ce travail.

Les carcinomes épidermoides peuvent se trouver sous différents degrés de différenciation.
Ces différenciations dépendent de caractéristiques cytologiques (atypies cellulaires, activité
mitotique et étendue de la kératinisation) ainsi que de la ressemblance avec I'épithélium
normal épidermoide. La tumeur peut étre définie comme bien différenciée (well-
differentiated) lorsque la tumeur ressemble a la muqueuse épidermoide normale et présente
une forte kératinisation ainsi que peu d’activité mitotique. Elle peut étre moyennement
différenciée (moderately-differentiated) lorsque la tumeur est moins kératinisée avec des
activités mitotiques plus importantes et que l'architecture normale de la muqueuse
commence a se perdre. Finalement, la tumeur peut étre définie comme faiblement
différenciée (poorly-differentiated) lorsque celle-ci présente des activités mitotiques
importantes, trées peu de kératinisation et que I'architecture normale est complétement
perdue (Alfred K. Lam 2020) (pour des illustrations, voir la partie résultat 1.1.2).

3.2.3 L'adénocarcinome de I'cesophage

3.2.3.1 Facteurs de risque

L'adénocarcinome est le deuxieme cancer le plus présent au niveau de I'cesophage. Ce type
de cancer se retrouve dans la partie inférieure et plus précisément au niveau de la jonction
gastro-cesophagienne. L’'augmentation de l'incidence de ce type de cancer dans les pays
développés, tels que les Etats-Unis, est directement liée a des facteurs de risque associés : le
reflux gastro-cesophagien chronique (GERD : gastroesophageal reflux disease) et a I'obésité
(Schlottmann, Dreifuss, and Patti 2020). Le reflux gastro-oesophagien peut étre favorisé par
plusieurs facteurs tels que I'obésité, le tabac et la consommation d’aliments épicés et chauds.
Ces facteurs contribuent au développement d’'une hernie hiatale, a une relaxation du
sphincter inférieur de I'cesophage et a une augmentation de I'acidité gastrique entrainant
ainsi un reflux chronique (X.-Q. Ma et al. 2009; Katzka and Kahrilas 2020). Malgré une
controverse importante, I'infection par Helicobacter pylori (agent pathogéne causant le cancer
de l'estomac) semble étre associée a une diminution du risque de développement
d’adénocarcinome (Xie et al. 2013; Gao et al. 2019).

Une modification du mode de vie tels qu’une réduction de la consommation alimentaire
susceptible de déclencher le reflux gastrique, une perte de poids et I'utilisation de traitement
antiacide peut contribuer a réduire le reflux gastro-cesophagien et diminuer le risque de
développer un cesophage de Barrett pouvant progresser en cancer (Katzka and Kahrilas 2020).

3.2.3.2 (Esophage de Barrett
L’adénocarcinome trouve son origine dans la transformation d’un cesophage de Barrett (BE)
lui-méme provoqué par un reflux gastro-oesophagien chronique. L'cesophage de Barrett
constitue une métaplasie : processus de transformation de I'épithélium épidermoide de
I’cesophage en un épithélium glandulaire. D’un point de vue macroscopique, la muqueuse de
I’cesophage de Barrett contient des patchs de couleur « rose saumon » qui proviennent de la
jonction gastro-cesophagienne (Figure 28). D’un point de vue histologique, le BE est composé
de glandes avec des cellules mucineuses (de I'estomac) et des cellules intestinales (cellules
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caliciformes, parfois des entérocytes, cellules endocrines et de Paneth). Les muqueuses
peuvent étre de type intestinal, cardiaque et fundique. La proportion de ces cellules et des
types de muqueuses est variable mais une prédominance de la muqueuse intestinale et des
cellules caliciformes est généralement présente. Cependant, le diagnostic histologique peut
présenter des variations, étant tributaire de I'institut qui le détermine ainsi que du niveau de
risque associé a la progression vers un cancer. L’ACG (American College of Gastroenterology)
définit I'cesophage de Barrett comme un épithélium cylindrique métaplasique uniquement de
type intestinal (avec des cellules caliciformes) qui recouvre un épithélium stratifié squameux.
Il considére que la métaplasie intestinale est le seul type de métaplasie a étre prédisposé a la
formation d’un cancer. Alors que la BSG (British Society of Gastroenterology) suggére que la
présence d’une métaplasie de type intestinal avec des cellules caliciformes n’est pas exclusive
et que I'cesophage de Barrett représente tout remplacement de I’épithélium squameux distal
normal par un épithélium cylindrique métaplasique visible par endoscopie et confirmé par
biopsie. Quant a I'ESGE (European Society of Gastrointestinal Endoscopy), elle considére
également la présence de métaplasie intestinale dans le diagnostic de I'cesophage de Barrett
(Fitzgerald et al. 2014; Shaheen et al. 2016; Naini, Souza, and Odze 2016; Weusten et al. 2017;
L. Zhang et al. 2021) (Figure 28).
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Figure 28: Représentation de I'cesophage de Barrett. (A gauche) Apparence anatomique du BE : transition entre la partie rose
clair (épithélium épidermoide) et la partie rose saumon (épithélium glandulaire). (A droite) Représentation histologique du BE
(hématoxyline et éosine) : épithélium de type glandulaire composé de cellules caliciformes et d’autres cellules glandulaires.
Images provenant des articles suivants : (Naini, Souza, and Odze 2016; Januszewicz and Fitzgerald 2019).

L’'origine cellulaire de la formation de I'cesophage de Barrett reste un sujet controversé,
malgré I'existence de nombreuses hypothéses. Par conséquent, plusieurs explications ont été
avancées quant a l'origine potentielle du BE (Figure 29) :

1. une transdifférenciation directe des cellules épidermoides natives en cellules
glandulaires. Cependant, trés peu de données expérimentales expliquent ce concept
(W.-Y. Yu, Slack, and Tosh 2005; Que et al. 2019).

2. une reprogrammation de cellules souches épidermoides de I'cesophage en cellules
glandulaires. Cette reprogrammation serait médiée par Cdx1 et Cdx2 (Caudal-related
homeobox), deux facteurs de transcription important dans le développement, la
différenciation et le maintien du phénotype de I'épithélium intestinal normal. Ces
facteurs ne sont pas présents dans I'épithélium ocesophagien normal. Cependant,
I’environnement inflammatoire causé par le reflux gastro-cesophagien activerait ces
deux facteurs via la voie NFkB et permettrait la formation de métaplasie intestinale. La

52



SCJY

protéine BMP4 (bone morphogenetic protein 4) jouerait également un role dans la
transformation de I'épithélium épidermoide en épithélium glandulaire (Milano et al.
2007; Souza, Krishnan, and Spechler 2008; Herfs, Hubert, and Delvenne 2009;
Poehlmann et al. 2012).

une invasion de cellules souches pluripotentes circulantes provenant de la moelle
osseuse. Ces cellules seraient recrutées dans I'cesophage et contribueraient a sa
régénération et a la formation de la métaplasie (Sarosi et al. 2008). Cette théorie est
toutefois tres peu probable.

la présence de cellules souches dans les glandes sous muqueuses et canaux excréteurs
capables de servir de cellules progénitrices et d’étre activées lorsque I'épithélium de
I’cesophage est agressé par le reflux gastrique (Lérinc and Oberg 2012).

la présence d’une population de cellules progénitrices embryonnaires (exprimant le
marqueur glandulaire kératine 7 mais pas les marqueurs squameux kératine 14 et p63)
résidant dans la jonction gastro-oesophagienne capable de migrer dans la zone
soumise au reflux et d’initier la métaplasie de Barrett (X. Wang et al. 2011). D’autres
cellules progénitrices de jonction appelée « cellules basales transitionnelles »
exprimant a la fois les marqueurs squameux kératine 5 et p63 et le marqueur
glandulaire kératine 7 ont aussi été mentionnées comme étant a l'origine de la
formation de I'cesophage de Barrett (Jiang et al. 2017).

une migration de cellules souches provenant de I'épithélium gastrique. La métaplasie
peut contenir des cellules gastriques mais cette hypothése n’expliquerait pas la
présence de cellules caliciformes (Quante et al. 2012).
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Figure 29: Représentation des différentes hypothéses sur l'origine cellulaire de ['cesophage de Barrett. (1) La
transdifférenciation des cellules épidermoides matures en cellules glandulaires. (2) La reprogrammation des cellules souches
épidermoides en cellules glandulaires. (3) L’invasion de cellules souches pluripotentes circulantes provenant de la moelle
osseuse. (4) Les cellules souches des glandes sous muqueuse et canaux excréteurs. (5) Les cellules embryonnaires résiduelles
dans la jonction gastro-cesophagienne. (6) La migration des cellules souches de I’épithélium gastrique. Image adaptée a partir
de (Kapoor, Agrawal, and Mittal 2015).
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3.2.33 Lésions précancéreuses et carcinogenese

La métaplasie est un processus réversible pour autant que le reflux chronique s’arréte. Si celui-
ci persiste, la métaplasie est un endroit préférentiel pour le développement de dysplasies et
la formation d’un cancer (processus connu au niveau du col utérin). Les dysplasies
comprennent des changements architecturaux comme une distorsion des glandes, des
extensions papillaires dans la lumiere des glandes et des changements cytologiques tels
gu’une augmentation du ratio nucléo-cytoplasmique et des anomalies mitotiques. En fonction
du degré des anomalies, on parlera de dysplasie de bas grade et de haut grade. Les dysplasies
seront réséquées par endoscopie (Fléjou 2005; Alfred King-yin Lam 2021) (Figure 30).

Figure 30: Coupes histologiques (Hématoxyline et éosine) d'une dysplasie de bas grade (A) et d'une dysplasie de haut grade
(B) de I';esophage. Image adaptée a partir de (Alfred King-yin Lam 2021).

L'inflammation joue un réle important dans le processus de transformation cancéreux de
I’cesophage de Barrett en dysplasies et adénocarcinome. En effet, le reflux gastro-cesophagien
et I'acide biliaire induisent une inflammation chronique par le relargage de cytokines pro-
inflammatoires comme TNF-a, IL1B, IL6, IL8 mais aussi IL33. Certaines cytokines (TNF-a, IL1
et IL8) peuvent activer la voie NFkB, ce qui induit une dérégulation cellulaire et une altération
de I'immunité, une diminution de I'apoptose, une augmentation de la prolifération épithéliale
et, in fine, une transformation tumorale (O’Riordan et al. 2005; Dvorak et al. 2007; J. Liu et al.
2022). Cette voie NFkB peut également étre directement activée par le reflux gastro-
cesophagien chronique et I'acide biliaire (Abdel-Latif et al. 2004). De plus, I'inflammation et le
reflux peuvent participer a la formation de ROS ce qui induit d’'importants dommages a I’ADN
(Sihvo et al. 2002).

Un grand nombre d’altérations génomiques, épigénétiques et post-transcriptionnelles
surviennent dans le processus de cancérisation de I'cesophage de Barrett. La mutation
génétique la plus fréquente est celle du gene TP53. En effet, celle-ci survient dans plus de 70%
des adénocarcinomes (S. M. Chung et al. 2007). Cette mutation peut entrainer un doublement
du génome, une instabilité chromosomique ainsi que des phénomenes catastrophiques tels
gue des chromothripsis (réarrangements chromosomiques importants et simultanés causant
I'activation d’oncogenes et I'inactivation de genes suppresseurs de tumeur), des kataegis
(modéles d’hypermutation avec des changements C>T et/ou C>G dans les dinucléotides TpC
résultant d’activités des protéines APOBEC) et des cycles de BFB (Breakage-fusion-bridge
cycles) c’est-a-dire une perte des télomeres avec une fusion des bouts des chromosomes ou
fusion des chromatides soeurs (Nones et al. 2014; Stachler et al. 2015; Maslyonkina et al. 2022;
Maslenkina et al. 2023). D’autres genes peuvent également étre fréquemment mutés dans les
adénocarcinomes ocesophagiens : c’est le cas pour SMAD4 et CDKN2A (Hardie et al. 2005;
Gotovac et al. 2021). Les modifications épigénétiques jouent également un role trés important
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dans la carcinogenése. L'une des modifications épigénétiques les plus retrouvées dans ces
cancers est I'hyperméthylation du promoteur de CDKN2A dans 85% des adénocarcinomes et
plus de 70% dans les cesophages de Barrett (Hardie et al. 2005). Le promoteur d’APC est
également fréquemment hyperméthylé (dans 70% des adénocarcinomes) ce qui entraine
I’'accumulation de B-caténine et l'initiation de la voie WNT (B. Wang et al. 2018). A c6té des
altérations épigénétiques, les miRNAs peuvent jouer un role dans la prolifération et
différenciation cellulaire dans le contexte de ce cancer. Certains miRNAs (comme miR215 et
miR192) sont dérégulés suggérant un réle dans la progression cancéreuse du BE (Fassan et al.
2011). L'ensemble de ces événements est lié au processus de cancérisation de I'cesophage de
Barrett vers un adénocarcinome (Figure 31).
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Figure 31: Représentation des événements génétiques et épigénétiques les plus fréquemment retrouvés lors du
développement d’un adénocarcinome de I'cesophage. Image provenant de I’article (Maslyonkina et al. 2022).

3.2.34 Sous-types et différenciations des adénocarcinomes

L'adénocarcinome peut avoir des caractéristiques histologiques différentes : intestinal,
mucineux et en bague a chaton. Ces deux derniéres morphologies sont assez rares et plus de
75% des adénocarcinomes sont de type intestinal. A c6té de I’adénocarcinome
« conventionnel », d’autres rares types d’adénocarcinome peuvent étre présents au niveau
de Il'cesophage. C'est le cas pour le carcinome kystique adénoide, le carcinome
adénosquameux et le carcinome mucoépidermoide. De par leur forme mixte (présence d’une
partie épidermoide et une partie glandulaire), ceux-ci ne seront pas abordés dans le reste de
ce travail (Chirieac et al. 2005; Alfred K. Lam 2018b).

En ce qui concerne la différenciation tumorale, I'adénocarcinome « conventionnel » peut se
retrouver sous une forme bien, moyennement ou faiblement différenciée. Cela dépend de
I'architecture glandulaire présente et de la facilité a l'identifier. L'adénocarcinome bien
différencié contient plus de 95% de glandes correctement formées alors que
I’adénocarcinome faiblement différencié a perdu cette architecture glandulaire (Alfred K. Lam
2018a) (pour des illustrations, voir la partie résultat 2.1.2).

3.2.4 Diagnostic et évaluation du stade tumoral des cancers de |I'cesophage
La plupart du temps, le cancer est asymptomatique et est détecté tardivement. Bien que non
spécifique, une dysphagie, un saignement gastro-intestinal, une perte de poids et une perte
d’appétit doivent alerter le patient. Le diagnostic des lésions (pré)cancéreuses est réalisé
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initialement par endoscopie. Si une lésion est suspectée, une biopsie ou un brossage
cytologique est effectué (Short, Burgers, and Fry 2017). L'utilisation d’'une échographie
endoscopique (EUS, Endoscopic ultrasound), d’'un CT (Computed-tomography) et/ou d’un
FDG-PET (fluorodeoxyglucose-positron emission tomography) permet d’affiner le diagnostic et
d’établir le stade de la tumeur (Rice, Patil, and Blackstone 2017; Ajani et al. 2023).

Les stades tumoraux des carcinomes épidermoides et des adénocarcinomes de I'cesophage
sont évalués par la 8° édition du manuel de I’AJCC/UICC (American Joint Committee on
Cancer/Union for International Cancer Control). Ce systéme utilise la classification TNM afin
de déterminer le stade de la tumeur. La classification TNM peut étre divisée en 3 catégories :
le TNM clinique (cTNM) basé sur une analyse d’images, le TNM pathologique (pTNM) basé sur
une analyse de biopsies par les pathologistes et le TNM post thérapie néoadjuvante (ypTNM).
En plus des données T (invasion de la tumeur) ; N (infiltration des ganglions lymphatiques) et
M (présence de métastases a distance) utilisées pour le cTNM, d’autres critéres (spécifiques
aux deux types de tumeurs) sont ajoutés afin de déterminer le pTNM. En effet, le critere G
détermine la différenciation de la tumeur (bien, moyennement ou faiblement différenciée).
Le critere L permet d’identifier la localisation des carcinomes épidermoides (Figure 32). Le
stade de la tumeur est ensuite évalué en se basant sur ces informations, ce qui permet
d’orienter la prise en charge du patient vers un traitement approprié, correspondant au stade
spécifique de la tumeur (Rice, Patil, and Blackstone 2017) (Figure 33).

Category Critena
T catsgory
™ Tumor cannot be assessed
To Mo evidence of primary fumor
Tis High-grade dysplasia, defined as malignant cells confined by the basement membrane
T Tumar imvades the lamina propria, muscularis mucosas, or submucosa
Tia* Tumar invades the lamina propria or musculars mucosas
Tib® Tumar invades the submucosa
T2 Tumor invades the muscularis propria
T3 Tumar invades adventitia
T4 Tumor invades adjiacent strucilures
Taa* Tumor invades the pleura, peri . azygos vein, di aor peri
Tab* Tumor invades other adjacent structures, such as sorts, vertabral bady, or trachea
N category
MK Regional lymph nodes cannot be assessed
ND Mo regicnal ymph node metastasia
N1 Metastasis in 1-2 regional lymph nodes
N2 Metastasis in 3-6 regional ymph nodes
N3 Mstastasis in 7 or mare regional ymph nodes
M catagory
L] Mo distant matastasis
M1 Distant metastasis
Adenocarcinoma G Category
GX Diffarantiation cannot be assessed
G1 Well differentiated. »05% of tumor is composed of welk-formed glands
G2 Moderately differentiated. 50% to 85% of tumor shows gland formation
ast Poorly differentiated. Tumors composed of nest and sheets of cells with <50% of tumor demonstrating glandular
formation
Squamous cell carcinoma G category
GX Diffarantiation cannot be assessed
G1 el i Prominent inization with pearl formation and a minor component of nonkeratinizing basal-like:
celis. Tumor cells are amanged in sheets, and mitotic counts ane low
G2 Moderataly diffierentiated. Variable histologic features, ranging from parekeratotic to poorly keratinizing lesions.
Gensrally, pearl fommation is absent
ast Poorly differentisted. Consists predominantly of basal-ike cells forming large and small nests with frequent central

necrosis. The nests consist of shests or pavemant-like amangements of tumar cells, and occasionally are punctustad
by small numbers of parskeratotic or keratinzing cells

Squamous cell carcinoma L category™

Lx Location unknown

Upper Cervical esophagus to lower border of azygos vein
Middie Lower border of azygos vein to lower border of inferior pulmonary vein
Lower Lower border of infirior pulmonary vein to stomach, including ssophagogastric |unct|m
*_ subcategories: !, if further testing of “undifferentiated” cancers reveals a glandular i Ga:4 i
further testing of mdrﬂeranha.lad ancers reveals a squamous cell campensat, or f sfiar ﬁnhe( testing me,r remain undifisrentiated,
as csll G3; **_ location is defined by epicenter of asophagesl tum

Figure 32: Catégories et critéres associés pour |'établissement des stades des cancers de I'cesophage (TNM) (Rice, Patil, and
Blackstone 2017).
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cStage group cT cM cM

Squamous cell carcinoma

0 Tis NO MO
1 T1 NO-1 MO
Il T2 NO-1 MO

T3 NO MO
1] T3 N1 MO

T1-3 N2 MO
VA T4 NO-2 MO

T1-4 N3 MO
VB T1-4 NO-3 M1

Adenocarcinoma

0 Tis NO MO
I T1 NO MO
na T1 N1 MO
nB T2 NO MO
m T2 N1 MO

T3-4a NO-1 MO
VA T1-4a N2 MO

T4b NO-2 MO

T1-4 N3 MO
vB T1-4 NO-3 M1

Figure 33: Ensemble des différents stades tumoraux basé sur le cTNM pour les carcinomes épidermoides (en haut) et les
adénocarcinomes (en bas) de I'cesophage (Rice, Patil, and Blackstone 2017).

3.2.5 Traitement des cancers de I'cesophage

Le traitement des cancers est déterminé en fonction du type histologique, du stade tumoral
clinique et de la localisation de la tumeur. Basé sur les recommandations de pratique clinique
ESMO (European Society for Medical Oncology), le traitement de choix pour les tumeurs (ESCC
et EAC) précoces (cT1 NO MO) est la chirurgie par résection endoscopique. Les tumeurs
avancées localement (cT2-T4 ou cN1-3 MO) seront traitées différemment en fonction du type
histologique. Pour les carcinomes épidermoides, une radiochimiothérapie est recommandée
avant une chirurgie. La chimiothérapie préconisée est la Carboplatine/Paclitaxel ou le FOLFOX
(Acid-5FU-Oxaliplatine). Pour les adénocarcinomes, le traitement de choix préopératoire est
la combinaison appelée FLOT (5-FU-Leucovorine-Oxaliplatine-Docetaxel) mais la
radiochimiothérapie peut également étre utilisée dans certains cas. Un traitement au
Nivolumab (anti-PD1) peut étre administré (pour les deux types histologiques) aprés chirurgie
si des résidus de la maladie sont présents apres I'évaluation du ypTNM (Figure 34). Pour les
carcinomes épidermoides présentant des métastases ou qui ne sont pas résécables, les
dérivés platinés et la fluoropyrimidine seront les traitements chimiothérapeutiques de choix.
Les adénocarcinomes, eux, seront traités comme une tumeur gastrique (Platinium-
fluoropyrimidine puis un anti-PD1 (nivolumab ou pembrolizumab)) (Lagergren et al. 2017;
Kato et al. 2019; Obermannova et al. 2022; Lordick et al. 2022).
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Functional assessment (symptoms, comorbidity, nutritional status, patient preferences)

E i

[ ¢TNM staging (endoscopy, EUS, MS-CT, FOG-PET) ]

-

Early disease
(cT1 cNO MO)

Locally advanced disease
(cT2-T4 or cN1-3 MO)

AC and 0GJ cancer®

Neoadjuvant CRT Definitive CRT Neoadjuvant FLOT Neoadjuvant CRT
1A} {11,8] {1, A MCBS A)* {1, 4]

RN W N N
Restaging Follow-up Restaging Restaging
(exclusion of M1) (avery 3 months) (exclusion of M1) (exclusion of M1)

Resection
(v.C]

Adjuvant nivolumab?
[, A; MCBS A}t

Adjuvant FLOT Adjuvant nivolumab?
[I. A; MCBS A)* [l A; MCBS AJ*

Figure 34: Recommandations ESMO des traitements pour les carcinomes épidermoides et adénocarcinomes de |'cesophage
(Obermannovd et al. 2022).

3.3 HPV et cancers de 'cesophage
L'implication du virus HPV dans les cancers de I'cesophage aussi bien le carcinome
épidermoide que I'adénocarcinome est une source de débat. En effet, en 2007, I'|ARC déclare
gu’HPV ne joue pas de role étiologique dans la carcinogenése cesophagienne (IARC 2007).
Pourtant, au fil des années, le nombre d’articles montrant un lien potentiel entre HPV et les
cancers de |'cesophage a augmenté (Rajendra et al. 2017; Wong et al. 2018; Petrelli et al.
2021).

Connaissant le role étiologique d’HPV dans une partie des carcinomes épidermoides de la téte
et du cou, il est fort possible qu’HPV participe également a la carcinogenése d’une fraction
des carcinomes épidermoides de I'cesophage. En effet, suggéré depuis 1982 par Syrjanen, une
méta-analyse récente a rapporté qu’HPV serait détecté dans 1 cas sur 5 d’ESCC (20%)
(Syrjanen et al. 1982; Petrelli et al. 2021; Gormley et al. 2022). Cependant, contrairement a
ces affirmations, certaines études voisines ont contesté la présence d’HPV dans ce type de
cancer (Georgantis 2015; Antonsson, Knight, and Whiteman 2016; Kanaan et al. 2020). Cette
prévalence serait étroitement dépendante de la région géographique dans laquelle les cancers
sont diagnostiqués. Une haute prévalence d’HPV est détectée en Asie contrairement a une
faible prévalence en Australie (ou la campagne de vaccination est importante) (Petrelli et al.
2021). Le marqueur p16™Mk42 est également source de débat quant a son utilisation comme
biomarqueur indirect d’"HPV dans les ESCC vu le haut taux de méthylation (50%) retrouvé au
niveau de son promoteur (Michaelsen, Larsen, and von Buchwald 2014; Kumar et al. 2015).
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De la méme fagon que pour les carcinomes épidermoides de |'cesophage, le role d’"HPV dans
le développement des adénocarcinomes est trés controversé. En effet, une équipe
australienne (Rajendra et al.) a démontré la présence d’HPV dans 68.6% des dysplasies de
Barrett et 66.7% des adénocarcinomes, suggérant un réle d’HPV dans la carcinogenése
cesophagien (Rajendra et al. 2013). Cependant, d’autres études montrent une prévalence plus
faible (entre 10 et 35%) voire réfutent le role étiologique d’HPV dans I'cesophage de Barrett
et 'adénocarcinome. De plus, le biomarqueur p16"“? ne semble pas é&tre exclusivement
corrélé a une infection par HPV (lyer et al. 2011; El-Serag et al. 2013; X. Li et al. 2014;
Antonsson, Knight, and Whiteman 2016; Kunzmann et al. 2017).

HPV a été clairement démontré comme un facteur de bon pronostique chez les patients
atteints de cancers de I'anus ou méme de I'oropharynx (Ang et al. 2010; Jhaveri et al. 2017
Wu et al. 2021; Bruyere et al. 2021). Cependant, cette observation est également conflictuelle
au niveau des cancers de I'cesophage. En effet, certaines études démontrent que les cancers
de I'cesophage (ESCC et EAC) HPV positifs présentent un pronostic amélioré et manifestent
une réponse plus favorable aux traitements par rapport aux cancers HPV négatifs (W.-L. Wang
et al. 2015; Rajendra et al. 2018). Au contraire, d’autres études contredisent ces conclusions
allant jusqu’a associer les infections par HPV a une réduction de la survie des patients (Dreilich
et al. 2006; Da Costa et al. 2017; Bognar et al. 2018).

Ces cancers sont des maladies multifactorielles, il est donc essentiel de ne pas considérer HPV
comme unique agent carcinogene. Le débat sur I'implication d’HPV dans les cancers de
I’cesophage reste ainsi ouvert. Cette controverse est principalement due aux limitations et au
manque de « gold standard » des méthodes de détection d’HPV utilisées. En effet, les
méthodes incluent souvent lutilisation exclusive du biomarqueur indirect p16™4, Ia
détection de 'ADN d’HPV par hybridation in situ ou par PCR avec des amorces parfois
différentes. D’autres facteurs entrent également en jeu, tels que le nombre restreint de
patients inclus dans la plupart des études, les types de tissus examinés (tissus en paraffine ou
congelés), ainsi que les différentes régions géographiques et populations considérées (X. Li et
al. 2014; Rajendra et al. 2020; Petrelli et al. 2021).

Ces résultats controversés empéchent I'OMS de faire des déclarations concluantes sur la
relation entre HPV et les cancers de I'cesophage (ESCC et EAC), contrairement a I'adaptation
faite pour d’autres types de cancers (exemple : les cancers de I'oropharynx) en fonction de
leur statut HPV (voir section 2.3.4 cancers de la téte et du cou) (EI-Naggar et al. 2017; Alfred
King-yin Lam 2021).
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BUT DU PROJET



Les papillomavirus humains (HPVs) sont des virus a ADN double brin non enveloppés. Le
groupe d’HPVs le plus largement étudié est le groupe des a-HPVs. Séparés des a-HPVs de bas
risque par leur pouvoir oncogéne, les a-HPVs de haut risque sont connus depuis longtemps
comme agents étiologiques de certains cancers diagnostiqués dans le tractus ano-génitale et
la sphere oropharyngée. En effet, ils sont la cause de plus de 690 000 cancers humains dans
le monde chaque année. Les cancers les plus fréquemment associés a une infection par HPV
(dans > 90% des cas) sont les cancers se développant dans le col de I'utérus. Mais ces virus
peuvent également étre impliqués dans une partie des cancers de la vulve (=40%), du vagin
(=70%), du pénis (=50%), de I'anus (=85%) et de la téte et du cou (=30%). Alors que le lien
« HPV-cancer » est bien décrit dans le tractus ano-génital, I'implication potentielle des
infections a HPV dans la cancérisation cesophagienne (tant épidermoide que glandulaire) reste
trés controversée. Ce constat est également vrai pour les différents sous-types
d’adénocarcinome du col utérin.

La premiere partie de ce projet se focalise sur I'cesophage et la potentielle implication d’"HPV
dans la cancérisation. Etant proche des cancers de la téte et du cou ou HPV joue un réle
étiologique bien connu, il est spéculé depuis longtemps qu’une partie des carcinomes
épidermoides de I'cesophage pourrait également étre liée a une infection par HPV. De plus,
retrouvés au niveau de la jonction muqueuse gastro-cesophagienne, une fraction des
adénocarcinomes sont également suspectés d’étre HPV-dépendants. Cependant, ces
observations ne font pas I'unanimité chez les chercheurs et cliniciens et I'idée d’intégrer le
statut viral dans le systeme de classification reste encore hypothétique. Ce projet vise a
caractériser histopathologiquement les cancers cesophagiens (épidermoide et glandulaire) et
a mieux comprendre le potentiel réle des a-HPVs dans la cancérisation de ces derniers.

La deuxieme partie de ce projet concerne I'implication d’"HPV dans les différents sous-types
d’adénocarcinome du col utérin. Représentant 10 a 15% des cancers du col de 'utérus, les
adénocarcinomes sont un groupe hétérogene de tumeur ou le réle étiologique d’HPV est
également trés certainement hétérogene. Bien que reclassés par 'OMS en 2020 comme
dépendants ou indépendants d’"HPV, certains sous-types d’adénocarcinome sont rares, ce qui
rend leur caractérisation précise trés complexe. De plus, certaines questions restent en
suspens comme les génotypes d’"HPV associés a chaque sous-type de tumeur ou encore les
différences géographiques potentielles. Ce projet vise donc a la réalisation d’une revue
systématique et méta-analyse afin d’obtenir une vue d’ensemble compléte sur I'implication
d’HPV dans les différents sous-types d’adénocarcinome du col utérin.
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1. Récolte des échantillons et données cliniques

Afin d’étudier la potentielle implication d’HPV dans les cancers de I'cesophage, un ensemble
d’échantillons inclus en bloc de paraffine ont été récoltés : 230 carcinomes épidermoides et
119 adénocarcinomes de I'cesophage. Ces blocs ont été coupés au microtome afin d’obtenir
des coupes histologiques de 5um sur lame Superfrost Plus (Thermo Scientific) pour réaliser
des immunomarquages, RNAscope et Hybridation in situ. Des copeaux disposés dans des
Eppendorfs ont également été récoltés afin de tester la présence d’HPV (aprés extraction
d’ADN/ARN). Les échantillons de carcinome épidermoide proviennent des biobanques du CHU
de Liege (Belgique), CHU de Besangon (France), CHU de Lausanne (Suisse) ainsi que de
I"'université de Tours (France). Les échantillons d’adénocarcinome proviennent du CHU de
Liege (Belgique) et de l'institut Bordet (Bruxelles, Belgique). Les données cliniques de
I’ensemble des échantillons anonymisés ont été récoltées. Le comité d’éthique a été accordé
le 24/03/2020 sous la référence 2020/76.

Pour I'ensemble de ces échantillons, le statut HPV a été déterminé (ADN et ARN). Les
échantillons ont ensuite été classés en 3 catégories : HPV négatif, HPV ADN+/ARN- et HPV
ADN+/ARN+. Ces catégories ont été comparées entre elles sur base de diverses
caractéristiques immunohistochimiques et clinico-pathologiques.

2. Détermination du statut HPV

Pour pouvoir déterminer le plus précisément possible le statut HPV des échantillons, nous
avons réalisé un ensemble de tests précis et spécifiques.

2.1 Génotypage
La premiére étape a été d’analyser la présence de I’ADN viral au sein des échantillons
tissulaires.

2.1.1 Extraction ADN

Pour cela, une extraction d’ADN a partir des copeaux disposés dans les Eppendorfs a été
réalisée. Le kit utilisé est le NucleoSpin DNA FFPE XS Macherey-Nagel (Ref : 740980.250) selon
les recommandations du fournisseur. Premierement, I’échantillon est déparaffiné 3min a 60°C
a I'aide de « Paraffin Dissolver » fournit dans le kit. Ensuite, le tissu est digéré toute la nuit a
56°C par de la protéinase K (22.4mg/ml) afin de libérer I’ADN dans la solution. Avant de
récupérer I’ADN, une incubation de 30min a 90°C dans du « D-Link Buffer » (solution
contenant des sels inorganiques pH 4.5-5) est réalisée. Cela permet d’éliminer les liens croisés
de I’ADN causés par I'étape précédente. L’ADN est ensuite récupéré sur colonne de silice et
centrifugé 30 sec a 2000g. La colonne est lavée 2 fois avec du tampon contenant de I'éthanol
suivi d’une centrifugation (2x11 000g) afin d’éliminer les métabolites et macromolécules
présents dans I"échantillon. Finalement, ’ADN est élué (centrifugation 11 000g, 30 sec) avec
un tampon d’élution (5mM Tris/HCI, pH8). Les échantillons sont alors dosés au
spectrophotométre [NanoDrop ND-1000 (Isogen Life Science)]. L’ADN est ensuite stocké a -
20°C.
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2.1.2 Luminex HPV Assay, Real Time High Risk HPV Assay (Abbott) et Cobas

6800 HPV Assay (Roche)
Apreés extraction de I’ADN, un génotypage HPV a été réalisé en utilisant, soit le Luminex HPV
Assay, le Real Time HR HPV Assay (Machine Abbott) ou le Cobas 6800 HPV Assay (Roche). Ces
trois méthodes, trés sensibles et spécifiques, ont permis de déterminer le statut HPV (ADN)
de nos échantillons.

Les machines Abbott et Cobas utilisent la méme technologie basée sur une PCR quantitative
pouvant mettre en évidence 14 HPVs (de haut risque) différents : HPV16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 et 68. Les amorces utilisées ciblent la région L1 conservée d’HPV.
L'utilisation d’un systeme de détection multicolore permet de différencier le signal des sondes
ciblant HPV16, HPV18 et les autres HPVs dans une méme réaction. Un contréle interne (la B-
globine) est utilisé pour valider I’ADN présent dans |'échantillon et [Iefficacité de
I’'amplification (informations provenant des sites : Roche diagnostics et Abbott molecular). Les
techniques de génotypage sur les machines Abbott et Cobas, ont été réalisées par le
laboratoire (accrédité) de biologie moléculaire du département d’Anatomie et Cytologie
pathologiques du CHU de Liége.

La technigue Luminex est une technique couplant une PCR multiplexe et I'utilisation de billes
couplées a la fois avec une sonde et un fluorochrome. L’ADN est d’abord amplifié par PCR
(ciblant E7 d’"HPV et utilisant des amorces biotinylées) puis le produit est dénaturé. Le produit
s’hybride a une sonde spécifique couplée a une bille dans une plaque 96 puits. Aprés lavage
et élimination des sondes non couplées, le complexe (produit PCR-sondes-bille-fluorochrome)
est analysé par deux lasers : un laser révele la fluorescence émise par le fluorochrome et le
deuxiéme laser révele la fluorescence émise par le complexe Biotine-Streptavidine-
Phycoérythrine. Chaque bille a un code couleur et est identifiée individuellement (Figure 35).
Cette technique permet de mettre en évidence 21 a-HPVs : HPV 6 et 11 (HPVs de bas risque)
ainsi que HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 et 82 (HPVs
de haut risque). La B-globine est utilisée comme controle interne (Di Bonito et al. 2017). La
technique Luminex HPV Assay a été réalisée par I'’équipe du Dr. Tarik Gheit a I'lARC-WHO,
Lyon, France.

Phycoérythrine
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Figure 35: Représentation de la technique Luminex. Couplage du produit amplifié par PCR (biotinylée) a une sonde spécifique.
Deux lasers détecteront la fluorescence émise d’une part par le fluorochrome présent sur la bille couplée a la sonde et d’autre
part par la phycoérythrine couplée au complexe streptavidine-biotine-produit PCR. Image provenant de I'article (Moalic,
Mercier, and Ferec 2004).
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2.2 Hybridation in situ
Nous avons confirmé les résultats du génotypage par la technique d’Hybridation in situ
(Ventana INFORM HPV Il family 16 probe) de la firme Ventana Medical Systems réalisée par
le département d’Anatomie et Cytologie pathologiques du CHU de Liege.

La technique d’hybridation in situ permet de mettre en évidence et de localiser des séquences
d’ADN dans un tissu. Le principe se base sur I’hybridation d’'une sonde simple brin avec une
séquence d’ADN complémentaire. Le systeme de détection utilisé est enzymatique
(phosphatase alcaline) et chromogénique (BlueMap®). Ici le kit Ventana INFORM HPV Il family
16 probe contient un cocktail de sondes ciblant les HPVs de haut risque les plus commun (HPV
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 et 66).

2.3 RT-qPCR

La deuxieme étape a été de déterminer si les infections virales étaient transcriptionnellement
actives.

2.3.1 Extraction d’ARN

L’extraction d’ARN des échantillons (copeaux de paraffine dans un Eppendorf) a été réalisée
grace au kit ReliaPrep FFPE Total RNA Miniprep System Promega (Ref: Z1002) selon les
recommandations du fournisseur. Premierement, I’échantillon est déparaffiné (a I'aide d’huile
minérale 1 min a 80°C) puis le tissu est digéré par de la protéinase K (20mg/ml) (15min a 56°C
puis 1 heure a 80°C) afin de libérer I’ARN dans la solution. Ensuite, un traitement de 15 min a
température ambiante contenant du MnCl, 0.09M, un tampon pour la DNAse et I'enzyme
DNAse (1U/pl) permet d’éliminer I’ADN présent dans I'échantillon. De I'isopropanol 100% est
ajouté avant centrifugation 10 000g pendant 15 sec. L’ARN est ensuite récupéré sur colonne
puis centrifugé 30 sec a 10 000g. La colonne est lavée (2 fois avec une solution contenant de
I’éthanol) et centrifugée (2x10 000g) afin d’éliminer les métabolites et macromolécules
présents dans I’échantillon. Finalement, la colonne est séchée par centrifugation (16 000g,
3min) avant que I’ARN ne soit élué avec de I'eau déionisée. Le dosage d’ARN a été réalisé a
I'aide d’un spectrophotométre [NanoDrop ND-1000 (Isogen Life Science)]. L'ARN est ensuite
stocké a -80°C.

232 Synthese d’ADN complémentaire
Afin de réaliser une PCR, nos échantillons d’ARN ont été synthétisés en ADNcomplémentaire @ I'aide
du kit FastGene Scriptase Il cDNA Synthesis 5x ReadyMix (Nippon LS64) selon les
recommandations du fournisseur. Dans un Eppendorf, 4uL de 5x FastGene Scriptase Il sont
mélangés avec 250ng d’échantillon d’ARN puis complétés en eau stérile afin d’atteindre 20ulL
au total. Le mix est alors incubé 10 min a 25°C puis 1 heure a 42°C et enfin 5 min a 85°C avant
d’étre stocké a -20°C.

2.3.3 Quantitative PCR
La PCR est réalisée dans une plaque 96 puits (Thermo Scientific). Chaque puits de réaction
contient 30ng/5uL d’ADN. ainsi que 15uL de mix d’amorces. Le mix d’amorces contient :
300nM d’amorce sens + amorce antisens (concentration de travail : 10uM), 10uL de FastStart
Universal SYBR Green Master (ROX) (Roche)?! ainsi que de I'eau « RNAse free ». Les résultats

1 Composé de : FastStart Tag ADN Polymérase, tampon de réaction, dNTPs, SYBR Green |
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sont obtenus a I'aide de la machine gPCR QuantStudio3 Appliedbiosystems (Thermo Fisher
Scientific). Le 18S a été utilisé comme « housekeeping gene ».

Les amorces (Eurogentec) utilisées sont les suivantes :

- HPV16 E6 sens : GTT-ACT-GCG-ACG-TGA-GGT-ATA-TG

- HPV16 E6 antisens : CAT-TTA-TCA-CAT-ACA-GCA-TAT-GGA-TTC
- HPV18 E6 sens : CAG-AGG-TAT-TTG-AAT-TTG-CAT-TT

- HPV18 E6 antisens : AAT-CTA-TAC-ATT-TAT-GGC-ATG-CAG

- 18Ssens: AGT-CCC-TGC-CCT-TTG-TAC-ACA

- 18S antisens : GAT-CCG-AGG-GCC-TCA-CTA-AAC

2.4 RNAscope

Le RNAscope est une méthode (similaire a I’'hybridation in situ) permettant la visualisation de
molécules d’ARN au sein d’un tissu. Nous avons utilisé cette technique pour confirmer la RT-
gPCR mais aussi pour visualiser I’ARN viral.

Afin d’obtenir un signal, il faut 2 sondes en Z. L'utilisation d’'une sonde en Z permet de lier
d’un c6té une séquence spécifique d’ARN et de I'autre c6té d’avoir un site de liaison pour les
différents amplificateurs du signal. L'importance d’avoir deux sondes est que les liaisons
aspécifiques sont limitées. Le préamplificateur lie les deux sondes par complémentarité.
Ensuite, un ensemble d’amplificateurs viennent s’ajouter sur la structure. Enfin, des sondes
marquées par une enzyme chromogene se fixent sur I'ensemble des sites prévus sur les
amplificateurs permettant une visualisation intense du marquage (Figure 36).
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Figure 36: Représentation de la technique RNAscope. Aprés un prétraitement, 2 sondes en Z viennent s'hybrider a une
séquence spécifique d'ARN. Un ensemble d'amplificateurs de signal puis des sondes marquées permettent la visualisation de
I’ARN d'intérét sur lame (F. Wang et al. 2012).

La technique de RNAscope a été réalisée grace au kit RNAscope® 2.5 HD Duplex Detection kit
(ACD biotechne brand) selon les recommandations du fournisseur. Cette technique se déroule
en deux grandes étapes : le prétraitement et le traitement. L'entiéreté des solutions est
fournie par la firme (sauf le SSC 20x préparé manuellement).

2.4.1 Le prétraitement
Tout d’abord, les lames sont déparaffinées a I'aide de xylene 100% (2x5min a température
ambiante) puis passées dans deux bains successifs d’éthanol 100% (2x1min a température
ambiante) pour enfin étre séchées 5min. Ensuite, du peroxyde d’hydrogéne (fourni par la
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firme) est appliqué sur le tissu afin de bloquer les peroxydases endogénes pendant 10min a
température ambiante. Le démasquage des épitopes est réalisé par le « target retrieval »
(dilué 10 fois) au bain-marie (95°C) pendant 15min. Enfin, une solution de « protéase plus »
est appliquée 30min a 40°C. Entre chaque étape, les lames sont lavées a I'eau déionisée
(3x1min). Les lames seront gardées toute la nuit dans une solution de SSC 5x pH7 préparée a
partir d’une solution SSC 20X a pH=7 et autoclavée (composée de 175.3g de NaCl, 88.2g de
citrate de sodium et 1L d’eau déionisée).

2.4.2 Le traitement

Le traitement des lames débute par I’hybridation des sondes spécifiques (ici ciblant I’ARNm
de HPV16 et/ou HPV18) pendant deux heures a 42°C. Ensuite s’ensuit une cascade de 10
amplificateurs de signal utilisés a température ambiante ou a 42°C pendant 15 ou 30min selon
I’'amplificateur. Entre chaque étape, les lames sont lavées (3x1min) avec une solution de
tampon de lavage (fournie par la firme). Le systeme de détection utilisé est la peroxydase de
Raifort (HRP) pour HPV16 (couleur verte) et la phosphatase alcaline pour HPV18 (couleur
rouge). Ces étapes sont réalisées pendant 10min a température ambiante. Enfin,
I’hnématoxyline de Gill | (25%) (Sigma-Aldrich) est utilisée comme contre coloration (15sec).
Les lames sont montées avec une lamelle couvre objet a l'aide du kit « VectaMount
mounting ». La détection du signal est réalisée visuellement au microscope.

3. Comparaison des catégories

L’ensemble des échantillons a été assigné a une catégorie : HPV négatif ; HPV ADN+/ARN- et
HPV ADN+/ARN+. Ces catégories ont ensuite été comparées entre elles selon diverses
caractéristiqgues immunohistochimiques et histologiques.

3.1 Immunohistochimie
Afin de détecter les protéines d’intéréts au sein des échantillons tumoraux, la technique
d’immunohistochimie a été utilisée. Tout d’abord, les coupes en paraffine sont déparaffinées
a I'aide de xylene 100% (2x5min) puis réhydratées par des bains successifs d’éthanol aux
concentrations décroissantes: 100% (2x2min), 95% (1x1min) et 70% (1x2min). Les
peroxydases endogénes sont bloquées 5min a I'aide de méthanol 100% + 4.5% H.0; (Acros
Organics). Les lames sont plongées 2x2min dans de I'’eau déionisée avant de passer aux étapes
suivantes. Le démasquage des épitopes est réalisé a I'aide d’'un micro-onde (23min) ou d’'une
marmite a pression (11min) dans du citrate pH6 (Sigma Aldrich), du citrate + détergent (Target
Retrieval solution : Dako) ou de I'EDTA pH9 (Invitrogen). Apres le démasquage, les sites
aspécifiques sont bloqués par du bloquant « Animal-Free Blocking Solution » (Cell Signaling)
pendant 20min. Les anticorps primaires puis secondaires (couplés au systéme streptavidine-
HRP) sont successivement ajoutés (tableau 3). Entre chaque étape, les lames sont lavées au
PBS 1x. Enfin, la révélation est réalisée a I'aide du chromogene DAB (Signal Strain; Cell
Signaling) pendant 10min puis les lames sont contre colorées a I’hématoxyline durant 30 sec.
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Cible Référence Firme Clone Dilution Temps Spécimen Conditions de
d’Ac d’incubation démasquage
plenkia ENZz- Enzo Monoclonal 1/100 1h Souris Citrate/micro-onde
ABS377
p53 800-2912 @ Ventana DO-7 Prét a 1h Souris Citrate/marmite a
I'emploi pression
Ki67 79 Ventana 30-9 Prét a 1h Lapin EDTA/micro-onde
0-4286 I’emploi
Ker7 790-4462 @ Ventana SP52 Préta 1h Lapin EDTA/marmite a
I’emploi pression
PD1 Ab52587 Abcam NAT105 1/200 1h Souris Target
retrieval/marmite a
pression
CD8 790-4460 Ventana SP57 Prét a 1h Lapin EDTA/marmite a
I’emploi pression
Anti- K4003 Dako EnVision+System- / 30min Chévre /
lapin HRP
Anti- K4001 Dako EnVision+System- / 30min Chevre /
souris HRP

Tableau 3: Informations concernant I'ensemble des anticorps utilisés lors des marquages immunohistochimiques.

3.2 Attribution de score
Un score a été attribué de facon visuelle pour les marqueurs p16™42, Kératine 7, Ki67 et p53.
L’analyse de ces marquages a été réalisée indépendamment par 2 évaluateurs. Les résultats
ont été ensuite comparés et les éventuelles discordances ont été résolues par consensus. Une
guantification précise a été réalisée pour les marquages PD1 et CD8 par le logiciel QuPath-
0.3.0.

3.2.1 Visuellement
Pour évaluer les marqueurs Kératine 7 (marquage cytoplasmique) et Ki67 (marquage
nucléaire), nous avons utilisé des scores basés sur I'étendue du marquage dans la zone
tumorale, attribuant les scores comme suit :

e score 0: pas de marquage

e scorel:1a25% de cellules tumorales positives
e score 2:26a50% de cellules tumorales positives
e score 3:51a75% de cellules tumorales positives
e score 4 :>75% de cellules tumorales positives

En ce qui concerne le marqueur p16 "k42 |es expressions cytoplasmiques et nucléaires de la
protéine ont été regroupées pour I'analyse. Un seuil de positivité, fixé a 50% de marquage
diffus (en bloc) et intense, a été choisi afin de concilier sensibilité et spécificité. Un statut
négatif est attribué lorsque I'étendue de cellules tumorales marquées est en dessous de 50%
ou non diffuse (« patchy »).

Pour le marqueur p53 (marquage nucléaire), nous avons utilisé une classification préétablie
pour les cancers de I'ovaire (Yemelyanova et al. 2011). Le marquage p53 est considéré comme
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aberrant en cas d’absence totale de marquage ou lorsque plus de 50% de cellules tumorales
sont positives (expression forte et diffuse de p53). Au contraire, si les tumeurs présentent un
marquage p53 d’intensité faible et une étendue limitée (entre 1 et 49% de cellules tumorales
positives), un statut non aberrant est attribué.

La différenciation tumorale a également été analysée visuellement (2 évaluateurs) sur base
de caractéristiques morphologiques (histologiques). En effet, les tumeurs peuvent présenter
différents degrés de différenciation en fonction de leur similitude avec le tissu normal dont
elles dérivent. Concernant les adénocarcinomes, une tumeur est dite bien différenciée lorsque
celle-ci est constituée de structures glandulaires irrégulieres, moyennement différenciée
lorsque ces structures glandulaires sont plus compactes et moins évidentes a distinguer et
faiblement différenciée lorsque I'architecture glandulaire est totalement perdue. En ce qui
concerne les carcinomes épidermoides, une tumeur est bien différenciée lorsque la tumeur
est composée d’amas de cellules épithéliales kératinisées disposées de maniéere similaire a un
« bulbe d’oignon » avec une accumulation de kératine au centre (globe corné). Une tumeur
est moyennement différenciée lorsque cette architecture « typique » commence a se perdre
et faiblement différenciée lorsque I'architecture est entierement perdue. La tumeur peut
également étre de type basaloide, lorsque I'architecture tumorale ressemble a la couche
basale de I'épithélium épidermoide.

Des images représentatives sont disponibles dans les sections 1.1 et 2.1 de la partie 1 des
résultats.

3.2.2 QuPath-0.3.0

Digital pathology image analysis (QuPath)

High-resolution whole slide image Tissue area detection and delimitation Cell detection

Figure 37: Représentation de la délimitation de la tumeur et de la quantification des cellules positives par le logiciel QuPath-
0.3.0 (Herfs et al. 2018).

Les marquages ciblant les cellules immunitaires ont été analysés par I'intermédiaire du logiciel
QuPath-0.3.0 afin d’évaluer l'infiltration immunitaire intra-tumorale.

Dans un premier temps, les lames ont été scannées a I'aide du scanner Pannoramic 250
(Sysmex). Ensuite, la tumeur est délimitée manuellement et le logiciel permet la détection des
cellules positives parmi 'ensemble des cellules. Les valeurs sont alors exprimées en nombre
de cellules positives par mm? (un exemple représentatif est montré dans la figure 37).
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4. Analyse des données clinico-pathologiques

Les données clinico-pathologiques de chaque patient ont été récoltées sous forme de tableau
anonymisé. Ce tableau reprend les informations suivantes : age ; genre ; statut TNM ; stade
tumoral ; consommation tabac/alcool ; traitements radio et chimio thérapeutiques ; statut
HPV ; différenciation tumorale; score p53; score Ki67 ; score p16™*; score Kératine 7,
cellules PD1+/mm?; cellules CD8+/mm?; statut « décédé ou vivant » ; 1 ére date du diagnostic
ou du prélevement ; date de la derniere visite ou du déces ; récidive ou non.

5. Analyses statistiques
Les tests statistiques utilisés pour comparer les données clinico-pathologiques entre chaque
groupe sont le test exact de Fisher et le test du x*> en fonction du nombre de variables a
comparer.

Des analyses de risque ont ensuite été réalisées en analyse univariée (logiciel Prism 8.3.0) et
multivariée (logiciel R). Afin de réaliser des analyses de survie globale (OS : overall survival) et
de survie sans récidive de la maladie (PFS : progression-free survival), nous avons attribué un
score a chaque patient. Un score de 1= décédé ou présentant une récidive et un score 0=
vivant ou ne présentant pas de récidive. Nous avons également calculé le nombre de mois
entre la date du diagnostic ou du premier prélévement et la date du déces (ou de la derniere
visite si le patient est toujours vivant) pour I'OS. Pour la PFS, le nombre de mois est calculé
entre la date du diagnostic ou du premier préléevement et la date de la récidive (ou de la
derniére visite si le patient ne présente pas de récidive).

La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour obtenir les courbes OS et PFS. La distribution
des courbes de survie entre les groupes a été comparée par le test statistique non
paramétrique du Log-Rank. Les différences sont considérées comme significatives lorsque la
p-value est inférieure a 0.05.

Les analyses multivariées sont basées sur le modele de régression CoxPH. Ce modele vise a
guantifier |'effet des covariables sur la survie en fournissant des estimations des rapports de
taux de risque (Hazard Ratios) associés a chaque covariable. Il permet également de prendre
en compte plusieurs covariables simultanément. Afin de définir une différence significative
entre les groupes, le test du Log-Rank a été utilisé.
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RESULTATS



Partie 1 : Implication des infections par HPV de haut
risque dans la carcinogenése cesophagienne

1. Caractérisation clinico-pathologique des carcinomes
épidermoides ocesophagiens et analyse de la

potentielle implication d’"HPV dans ces cancers

1.1 Description de |la population étudiée
1.1.1 Caractéristiques cliniques et démographiques

A 3 Localisation B Gender . c Age at diagnosis
Netherlands
i i (41-91 years)
oois @
s
Belgium: 127 patients
Paris 7 8 ) P . 265 years <65 years
/ France: 83 patients 539% 47%
/q;:.’,h\?ﬁ Switzerland: 20 patients n=123 n=107
France ':':A‘/\,\ Total: 230 patients
Bay of Biscay
o
L i Female:30% Male: 70%
o, — n=69 n=161
D <¢TNM - Stage 0
cT 1O cN ™M E segewvs Clinical stage e
1% 8% =3
n=3 n=17
M+ Stage IVA
10% Stage |
7% e
n=17 39
N+ N-
51% 49%
=106 n=102 M-
Stagell
93% 37%
n=213 n=78
n total= 209 n total= 208 n total= 230 n total= 209

Figure 38: Description des caractéristiques démographiques et cliniques de la cohorte étudiée (n=230). (A) Pays participant a
cette étude. (B) Pourcentage des carcinomes épidermoides de I'cesophage réparti en fonction du sexe des patients. (C)
Répartition démographique entre les individus de moins de 65 ans et ceux dgés de 65 ans et plus. (D) Distribution des tumeurs
des patients en corrélation avec leur classification cTNM. (E) Répartition des tumeurs en fonction de leur stade clinique
déterminé par la 8¢ édition de I’AJCC.

Deux cent trente patients souffrant d’'un carcinome épidermoide de I'cesophage ont été inclus
dans cette étude. Parmi eux, 127 patients sont originaires de Belgique (région liégeoise), 83
patients résident dans les régions de Besancon et Tours en France tandis que les 20 derniers
patients proviennent de la région de Lausanne en Suisse. Cette cohorte englobe 70%
d’hommes (161/230, 70%) et 30% de femmes (69/230, 30%). L’age des patients varie entre 41
et 91 ans, dont 53% ont dépassé le seuil des 65 ans (123/230, 53%) (Figure 38 A, B et C). Les
données TNM et le stade clinique ont pu étre obtenus pour 209 patients (pour le cT et le stade
clinique) et 208 patients pour le cN. Parmi les 209 patients, on observe une répartition des
tumeurs de la maniére suivante : 45% présentent une tumeur ayant envahi I'adventice (T3 :
95/209, 45%). Les 55% restants sont répartis comme suit : 1% présentent des tumeurs in situ
(TO:3/209) ; 21% ont des tumeurs envahissant la lamina propria, la muscularis mucosae ou la
sous-mugqueuse (T1 : 44/209) ; 22% montrent des tumeurs envahissant la musculeuse (T2 :
45/209) ; enfin, 11% ont des tumeurs ayant envahi les structures adjacentes (T4 : 22/209).
Lors du diagnostic, 51% des patients étudiés (106/208, 51%) présentent une atteinte
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ganglionnaire par les cellules tumorales tandis que 7% des patients (17/230, 7%) présentent
des métastases. Déterminés par la 8¢ édition de I’AJCC, les stades cliniques des tumeurs sont
répartis de la maniére suivante : stade 0 : 3/209, 1% ; stade | : 39/209, 19% ; stade Il : 78/209,
37% ; stade Il : 52/209, 25% ; stade IVA : 20/209, 10% et stade IVB : 17/209, 8% (Figure 38 D

et E).
1.1.2 Caractérisation clinico-pathologique

A Tumor differentiation  well differentiated

n total=227

= Well-differentiated
= Moderately differentiated
m Poorly differentiated

= Basaloid

B p53 status

Non
aberrant
48%
n=109
|

»

n total=229 ;

C Proliferative index (Ki67)
2%
n=4

Ki67 score 2

n total=229
Score 0 Scorel = Score2 mScore3 mScore4d

Figure 39: Caractéristiques (immuno)histologiques de la cohorte de patients atteints d’un carcinome épidermoide de
I'cesophage. (A) Représentation graphique et illustrations des différents degrés de différenciation retrouvés : bien différencié
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(BD), moyennement différencié (MD), faiblement différencié (FD) et basaloide [la barre d’échelle représente 200um (BD, MD
et FD) ou 100um (Basaloide)]. (B) Représentation graphique et illustrations du statut p53 (la barre d’échelle représente
100um). La catégorie p53 aberrant contient les tumeurs ne présentant pas de marquage p53 et les tumeurs présentant plus
de 50% de cellules positives. La catégorie p53 non aberrant reprend les tumeurs avec un marquage compris entre 1 et 49%.
(C) Représentation graphique et illustrations de la prolifération cellulaire (marquage Ki67) (la barre d’échelle représente
100um). Score 0= pas de marquage ; score 1= 1-25% de marquage ; score 2= 26-50% de marquage ; score 3= 51-75% de
marquage et score 4= >75% de marquage.

Diverses variables histopathologiques ont été analysées par immunohistochimie (IHC) et par
coloration hématoxyline-éosine pour I'ensemble de la cohorte de carcinomes épidermoides.
Les caractéristiques étudiées incluent la différenciation tumorale, le statut p53, la
prolifération cellulaire (Ki67) et l'infiltration tumorale par les cellules immunitaires CD8* et
PD1* (Figures 39 et 40). En raison de problemes techniques (absence de lames résiduelles,
détachement du tissu lors du déparaffinage), la différenciation tumorale et le nombre de
cellules positives pour PD1 n‘ont pas pu étre déterminés pour 3 patients. Le statut p53 et
I'indice de prolifération n’ont également pas pu étre évalués pour un patient, tout comme le
nombre de cellules CD8* qui n’a pas pu étre déterminé pour 5 patients.

La premiére caractéristique étudiée est la différenciation tumorale (déterminée a partir d’une
« simple » coloration hématoxyline-éosine). Les tumeurs peuvent présenter différents degrés
de différenciation (bien, moyennement ou faiblement différencié) ou peuvent étre de type
basaloide (voir section 3.2.2.3 de I'introduction). Au sein de notre cohorte, un peu moins de
la moitié des tumeurs, 48%, sont moyennement différenciées (110/227, 48%). Le reste des
tumeurs sont bien différenciées dans 22% des cas (49/227, 22%), faiblement différenciées
dans 17% des cas (38/227, 17%) et les 13% restants sont de type basaloide (30/227, 13%)
(Figure 39 A). Le deuxieme parametre étudié (en IHC) concerne p53. Corrélé a une
mutation/délétion du géne TP53, le statut p53 est considéré comme aberrant lorsqu’aucun
marquage n’est observé ou lorsque plus de 50% des cellules sont positives. Un statut p53 non
aberrant est déterminé lorsque 1 a 49% des cellules tumorales sont marquées positivement
(Murnyak and Hortobdgyi 2016). Dans notre cohorte, on recense autant de tumeurs
présentant un statut p53 non aberrant (109/229, 48%) que de tumeurs avec un statut p53
aberrant (120/229, 52%) (Figure 39 B). Afin d’étudier la prolifération cellulaire, un
immunomarquage Ki67 a été réalisé sur I’'ensemble des échantillons. Les tumeurs sont ainsi
séparées en fonction du pourcentage de cellules tumorales Ki67 positives (voir section 3.2.1
du matériel et méthodes). 2% des tumeurs (4/229, 2%) ne présentent pas de prolifération
cellulaire et seulement 14% ont un score 1 (31/229, 14%). Plus de 80% des tumeurs présentent
au moins un score 2 montrant une prolifération cellulaire importante [score 2 (26-50% de
cellules positives) : 58/229, 25% ; score 3 (51-75% de cellules positives) : 72/229, 31% et score
4 (>75% de cellules positives) : 64/229, 28%] (Figure 39 C).
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Figure 40: Représentation graphique et illustrations de linfiltration immunitaire (la barre d’échelle représente 100um). (A)
Nombre de cellules CD8+ par mm?Z. Chaque point sur le graphique représente un patient (médiane : 323 cellules/mm?2). (B)
Nombre de cellules PD1+ par mm?Z. Chaque point sur le graphique représente un patient (médiane : 213.5 cellules/mm?2).

Enfin, l'infiltration immunitaire intra-tumorale a été analysée a I'aide des marqueurs CD8 et
PD1 et évaluée grace au logiciel QuPath 0.3.0 (voir section 3.2.2 du matériel et méthodes).
Malgré une variation inter-individus considérable, la plupart des tumeurs présentent une
haute densité intra-tumorale de lymphocytes T CD8* (médiane: 323 cellules/mm?).
Concernant le nombre de cellules PD1%, il est moins abondant dans le microenvironnement
tumoral de facon générale (médiane : 213.5 cellules/ mm?) (Figure 40 A et B).
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1.1.2.1 Statut HPV des carcinomes épidermoides

A HPV status HIS episomal HIS integrated
VO o0l 0 TN

n total= 230

B pi6nk4astatus

P16nk4a score O P16ink42 score 4

[
/

n total= 228

Figure 41: Représentation graphique et illustrations du statut HPV et p16'"4a des carcinomes épidermoides. (A) Répartition
des tumeurs en fonction de leur statut HPV : HPV négatif et HPV ADN+/ARN+. HIS montrant un profil d’infection épisomale et
intégrée (points mauves) (la barre d’échelle représente 20um). RNAscope montrant I’ARN d’HPV16 (points verts) (la barre
d’échelle représente 10um). (B) Répartition des tumeurs en fonction de leur statut p16™4e, [ g catégorie négative reprend les
scores 0 @ 2 (0 a 50% de marquage), la catégorie positive reprend les scores 3 et 4 (plus de 50% de marquage) (la barre
d’échelle représente 100um).
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Basé sur un ensemble de tests précis et spécifiques, le statut HPV (ADN et ARN) de I'ensemble
des échantillons de la cohorte a été déterminé. Le génotypage effectué via les méthodes
Abbott RealTime assay, Cobas 6800 assay ou Luminex assay a permis d’identifier la présence
d’une infection par HPV16 chez 14% des patients (32/230, 14%). Aucun autre génotype d’HPV
n’a été identifié. Ces résultats ont été confirmés par la technique d’Hybridation in situ (HIS).
L'HIS a également permis d’observer des profils d’infection soit épisomale soit intégrée,
comme illustrée dans la figure 41 A. En ce qui concerne I'activité transcriptionnelle du virus,
celle-ci a été déterminée par RT-gPCR et confirmée en RNAscope. Ces techniques ont mis en
évidence la présence d’ARN d’HPV16 dans toutes les tumeurs infectées par le virus (ADN+)
(32/230, 14%). Les images obtenues grace a la technique de RNAscope démontrent de
maniére concluante que la totalité des cellules tumorales sont infectées par le virus (Figure 41
A). De plus, 'immunomarquage p16™“? (biomarqueur indirect d’une infection par HPV)
présente une trés bonne corrélation avec le statut HPV des tumeurs. 29 tumeurs HPV
ADN+/ARN+ affichent, en effet, une forte positivité pour p16™<*2 avec plus de 50% des cellules
marquées dans chaque tumeur. Quant aux tumeurs HPV négatives, 186 montrent moins de
50% de cellules tumorales positives et sont donc catégorisées comme négatives pour p16nk42
(186/196, 95%). Il est toutefois important de mentionner que, bien que le statut p16™“2 de 2
tumeurs n’a pas pu étre évalué, 10 lésions HPV- présentent un marquage positif pour p16™42,
La catégorie p16™“?positive comprend donc 39 tumeurs (39/228, 17%) (Figure 41 B).

1.2 Comparaison des caractéristiques clinico-pathologiques des
patients en fonction de leur statut HPV

Characteristics HPV negative (n=198) (86.09%) HPV positive (n=32) (13.91%) p value
Age at diagnosis n=198 n=32
(41-91 years) p=0.1811
<65 96 (48.48%) 11 (34.38%)
>65 102 (51.52%) 21 (65.62%)
Gender n=198 n=32 p=0.2111
Male 142 (71.72%) 19 (59.38%)
Female 56 (28.28%) 13 (40.62%)
cTNM
cT n=178 n=31 p =0.0491*
TO-T2 73 (41.01%) 19 (61.29%)
T3-T4 105 (58.99%) 12 (38.71%)
cN n=180 n=28 p=0.2243
N- 85 (47.22%) 17 (60.71%)
N+ 95 (52.78%) 11 (39.29%)
cMm n=198 n=32 p =0.0685
M- 186 (93.94%) 27 (84.38%)
M+ 12 (6.06%) 5(15.62%)
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Clinical stage (AJCC 8th edition) n=178 n=31 p=0.2412
Stage O-I 99 (55.62%) 21 (67.74%)
Stage IlI-IVB 79 (44.38%) 10 (32.26%)
p16™e status n=196 n=32 p < 0.0001****
Negative (0-50%) 186 (94.90%) 3 (9.37%)
Positive (51-100%) 10 (5.10%) 29 (90.63%)
Tumor differentiation n=195 n=32 p =0.041*
Well differentiated 45 (23.08%) 4 (12.5%)
Moderately differentiated 92 (47.18%) 18 (56.25%)
Poorly differentiated 36 (18.46%) 2 (6.25%)
Basaloid 22 (11.28%) 8 (25%)
p53 status n=197 n=32 p =0.5689
Aberrant (0 or >50%) 105 (53.3%) 15 (46.88%)
Non aberrant 92 (46.7%) 17 (53.12%)
Proliferative index (Ki67) n=197 n=32 p =0.8465
0-50% 81 (41.12%) 12 (37.5%)
51-100% 116 (58.88%) 20 (62.5%)
CD8cells n=195 n=30 p =0.6953
(median: 323 cells/mm?)
<323 cells/mm? 93 (47.69%) 16 (53.33%)
>323 cells/mm? 102 (52.31%) 14 (46.67%)
PD1*cells n=196 n=31
(median: 213.5 cells/mm?) p=0.1222
<213.5 cells/mm? 101 (51.53%) 11 (35.48%)
>213.5 cells/mm? 95 (48.47%) 20 (64.52%)

Tableau 4: Caractéristiques clinico-pathologiques des patients atteints d’un carcinome épidermoide de I'cesophage en fonction
de leur statut HPV (négatif ou positif). Le test statistique utilisé est le test du Fisher Exact. La p-value est déterminée comme
significative lorsque celle-ci est inférieure a 0.05.

Aprés détermination du statut HPV de I'ensemble des patients, ceux-ci ont été séparés en
deux catégories : HPV négatif et HPV positif (ADN+/ARN+). Ces deux catégories ont été
comparées selon diverses caractéristiques clinico-pathologiques listées dans le tableau 4 ci-
dessus. Certaines informations sont manquantes pour un nombre réduit de patients. Le
nombre précis de patients inclus dans les deux catégories est spécifié pour chaque critére sous
la forme n=x. Certaines données relatives au cT, au stade clinique et a I'indice de prolifération
ont été regroupées pour permettre le calcul de la p-value a I'aide du test statistique de Fisher
Exact.
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L'age (p=0.1811), le sexe (p=0.2111), l'infiltration ganglionnaire (cN) (p=0.2243), la présence
de métastase (cM) (p=0.0685), le stade tumoral clinique (p=0.2412), le statut p53 (p=0.5689),
la prolifération cellulaire (Ki67) (p=0.8465), I'infiltration immunitaire en terme de cellules CD8*
(p=0.6953) et PD1* (p= 0.1222) ne sont pas des caractéristiques statistiquement différentes
entre les deux catégories de patients (HPV négatif versus HPV positif). Cependant, certaines
différences significatives existent entre les deux catégories. Les patients de la catégorie HPV+
présentent une différence significative en terme de taille tumorale, avec une prédominance
de tumeurs plus petites (TO-T2 : 61.29%) en comparaison aux patients de la catégorie HPV-
chez qui I'on observe une plus grande proportion de tumeurs de plus grande taille (T3-T4 :
58.99%) (p= 0.0491). En ce qui concerne la différenciation tumorale, il est notable qu'il y a
deux fois plus de tumeurs de type basaloide dans la catégorie HPV+ (25%) par rapport a la
catégorie HPV- (11.28%). De plus, la catégorie HPV+ présente un pourcentage inférieur de
tumeurs bien différenciées (12.5%) par rapport a la catégorie HPV- (23.08%) (p=0.041). Enfin,
en accord avec le statut HPV défini, les patients de la catégorie HPV+ possédent
significativement plus de tumeurs p16"<42 positives (90.63%) par rapport aux patients de la
catégorie HPV- (p16™“2 positives : 5.10%) (p<0.0001).

1.3 Analyse des facteurs pronostiques associés a la survie des

patients

Des analyses de survie sans récidive (PFS : Progression free survival) et globale (OS : Overall
survival) univariées et multivariées ont été réalisées sur la cohorte de patients atteints d’un
carcinome épidermoide de I'cesophage. 17 patients présentant des métastases ont été exclus
de ces analyses. Les p-values sont déterminées par le test statistique non paramétrique du
Log-rank. Le modeéle de régression CoxPH est utilisé pour les analyses multivariées. Les
données de différenciation tumorale ont été regroupées en deux groupes: bien et
moyennement différenciées versus faiblement différenciées et basaloides.
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1.3.1 Facteurs de risque prédictifs de la récidive/ progression de la maladie
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Figure 42: Analyse univariée de la survie des patients sans récidive (Progression free survival). Le test statistique utilisé est le
Log-rank. Les p-values sont considérées comme significatives lorsque p<0.05. Le « number at risk » représente le nombre de
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patients en vie apres 0, 12, 24, 36, 48 et 60 mois. La PFS est étudiée en fonction (A) de I’'dge au diagnostic ; (B) du sexe ; (C) de
la taille de la tumeur (cT) ; (D) de I'infiltration ganglionnaire par les cellules tumorales (cN) ; (E) du stade clinique ; (F) de la
différenciation tumorale ; (G) de la prolifération cellulaire (marquage Ki67) ; (H) du statut p53; (I) de l'infiltration tumorale
par les cellules immunitaires CD8+ ; (J) de l'infiltration tumorales par les cellules immunitaires PD1+; (K) du statut HPV et (L)
de 'expression de la protéine p16™k4A,

La survie des patients sans récidive de la maladie (PFS) a été étudiée en fonction des différents
parameétres repris dans le tableau précédent (Tableau 4 ; section 1.2 des résultats). Les
courbes de survie et les analyses univariées associées sont montrées dans la figure 42. De
maniére notable, I’dge avancé lors du diagnostic ne semble pas avoir d’'impact sur la PFS par
rapport a un age plus jeune (<65ans) (p=0.9697). Le taux de survie sans récidive apres 5 ans
(5-year PFS) se maintient globalement a des niveaux comparables pour les deux catégories de
patients étudiées. De plus, aucune différence significative n’a été observée entre les sexes
(p=0.2116) (Figure 42 A et B).

Contrairement aux deux parametres précédents, le TNM et le stade clinique sont deux
facteurs pronostiques importants. En effet, une tumeur de grande taille (T3-T4) (p=0.0002), la
présence d’'une atteinte ganglionnaire (N+) (p=0.0059) ainsi qu’un stade tumoral avancé (llI-
IVA) (p=0.0015) sont significativement associés a une réduction de la PFS (Figure 42 C, D et E).
La différenciation tumorale (p=0.3396), la prolifération cellulaire (p=0.4862), le statut p53
(p=0.6566) et l'infiltration tumorale par les cellules immunitaires CD8* (p=0.7276) et PD1*
(p=0.1332) ne présentent, quant a eux, pas de capacité prédictive significative en ce qui
concerne le risque de récidive de la maladie (Figure 42 F a J).

Finalement, de facon intéressante, les patients HPV- affichent une survie sans récidive
significativement réduite (p=0.0365) en comparaison avec les patients infectés par HPV, qui
eux présentent une PFS de 70.24% apres 5 ans. Une tendance similaire se manifeste
également pour le paramétre p16"k*2 (p=0.0544) (Figure 42 K et L).
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Figure 43: Représentation des paramétres clinico-pathologiques étudiés en analyse multivariée pour la survie des patients
sans récidive. (A gauche de la figure) Les différents paramétres ont été annotés comme ceci : Sexe : F (femme)/M (homme) ;
HPV : négatif/positif ; dge : less (< de 65ans)/more (>de 65ans) ; cT : high (T3-T4)/ low (TO-T2) ; cN : neg (N-)/pos (N+) ; stade
tumoral (stage) : high (11I-IVA)/low (0-11) ; différenciation tumorale (tumordiff) : bad (faiblement différencié et basaloide)/good
(bien et moyennement différencié) ; p53 : AB (aberrant)/NAB (non aberrant) ; Ki67 : high (51-100% de marquage)/low (0-50%
de marquage) ; p16 : neg (0-50% de marquage)/pos (51-100% de marquage) ; PD1 : less (<213.5 cellules/mm?)/more (>213.5
cellules/mm?2) et CD8 : less (<323 cellules/mm?2)/more (>323 cellules/mm?Z). (Au milieu) Les risques relatifs (Hazard Ratio) et
les intervalles de confiance 95%. (A droite de la figure) Les p-values ont été calculées par le test statistique du Log-rank a I'aide
du logiciel R. Le test statistique utilisé est le modéle de régression CoxPH.

A la suite de ces analyses univariées, une analyse multivariée a été réalisée. Les résultats de
cette analyse, illustrés dans la figure 43, comprennent le risque relatif (HR : Hazard Ratio) pour
chaque parametre clinico-pathologique étudié repris dans un intervalle de confiance de 95%
ainsi que la p-value associée. Cette analyse multivariée met en évidence que la taille de la
tumeur (T3-T4) constitue, au sein de cette cohorte, I'unique facteur pronostique indépendant
prédisant une réduction de la PFS (p= 0.033).
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1.3.2 Facteurs pronostiques de la survie globale des patients
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Figure 44 : Analyse univariée de la survie globale des patients (Overall survival). Le test statistique utilisé est le Log-rank. Les
p-values sont considérées comme significatives lorsque p<0.05. Le « number at risk » représente le nombre de patients en vie
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apres 0, 12, 24, 36, 48 et 60 mois. L’OS est étudiée en fonction (A) de I’dge au diagnostic ; (B) du sexe ; (C) de la taille de la
tumeur (cT) ; (D) de l'infiltration ganglionnaire par les cellules tumorales (cN) ; (E) du stade clinique ; (F) de la différenciation
tumorale ; (G) de la prolifération cellulaire (marquage Ki67) ; (H) du statut p53; (I) de l'infiltration tumorale par les cellules
immunitaires CD8+ ; (J) de Il'infiltration tumorale par les cellules immunitaires PD1+ ; (K) du statut HPV et (L) de I'expression
de la protéine p16k4A,

Durant la période de suivi, 109 patients sur 213 sont décédés (51.17%) a la suite de leur
carcinome épidermoide de I'cesophage ou d’une autre cause (non mentionnée). La survie
globale (OS) des patients a été décomposée via des analyses univariées et multivariées.

Dans I'analyse univariée (Figure 44), la survie globale des patients est significativement réduite
(p=0.0051) lorsque le diagnostic a été réalisé a un age avancé (> 65 ans). Le paramétre homme
présente également une tendance a diminuer I'OS (p=0.0912) par rapport au parametre
femme (Figure 44 A et B). Parallelement a ce qui a été observé pour la PFS, une tumeur
importante (T3-T4) (p=0.0007), une infiltration ganglionnaire (N+) (p=0.0120) ainsi qu’un
stade tumoral avancé (lll-IVA) (p=0.0024) engendre une réduction significative de la survie
globale des patients (Figure 44 C, D et E). En revanche, les paramétres clinico-pathologiques
suivants n’ont pas influencé significativement la survie globale des patients : la différenciation
tumorale (p=0.1193) ; la prolifération cellulaire (Ki67) (p=0.0973) ; le statut p53 (p=0.6168) et
I'infiltration par des lymphocytes T CD8* (p=0.6904) (Figure 44 F a |). A noter qu’une faible
infiltration par des cellules immunitaires PD1* est associée a une diminution significative de la
survie globale des patients (p=0.0029) (Figure 44 J). Enfin, la survie globale des patients n’est
pas significativement améliorée par un statut HPV/p16™*? positif (p=0.1955 et p=0.8293
respectivement) contrairement a ce qui a été observé pour la PFS (tel que décrit dans la
section 1.3.1 des résultats) (Figure 44 K et L).
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Figure 45: Représentation des paramétres clinico-pathologiques étudiés en analyse multivariée pour la survie globale des
patients. (A gauche de la figure) Les différents paramétres ont été annotés comme ceci : Sexe : F (femme)/M (homme) ; HPV :
négatif/positif ; Gge : less (< de 65ans)/more (>de 65ans) ; cT : high (T3-T4)/low (TO-T2) ; cN : neg (N-)/pos (N+) ; stade tumoral
(stage) : high (llI-IVA)/low (0-11) ; différenciation tumorale (tumordiff) : bad (faiblement différencié et basaloide)/good (bien
et moyennement différencié) ; p53 : AB (aberrant)/NAB (non aberrant) ; Ki67 : high (51-100% de marquage)/low (0-50% de
marquage) ; p16 : neg (0-50% de marquage)/pos (51-100% de marquage) ; PD1 : less (<213.5 cellules/mm?2)/more (>213.5
cellules/mm?2) et CD8 : less (<323 cellules/mm?2)/more (>323 cellules/mm?Z). (Au milieu) Les risques relatifs (Hazard Ratio) et
les intervalles de confiance 95%. (A droite de la figure) Les p-values ont été calculées par le test statistique du Log-rank a I'aide
du logiciel R. Le test statistique utilisé est le modéle de régression CoxPH.

Une analyse multivariée (Figure 45) a également été réalisée pour examiner |'effet de
I'ensemble des parametres clinico-pathologiques sur la survie globale des patients. Il est
important de noter que I'dge et la taille de la tumeur (cT) se révelent étre deux facteurs
pronostiques indépendants et significatifs pour la survie globale des patients atteints d’un
carcinome épidermoide de |I'cesophage (p=0.007 et p=0.016 respectivement).
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2. Caractérisation clinico-pathologique des
adénocarcinomes oesophagiens et analyse de la

potentielle implication d’"HPV dans ces cancers

2.1 Description de la population étudiée
2.1.1 Caractéristiques cliniques et démographiques
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Figure 46: Description des caractéristiques démographiques et cliniques de la cohorte étudiée (n=119). (A) Régions de Belgique
participant a cette étude. (B) Pourcentage des adénocarcinomes de I'cesophage réparti en fonction du sexe des patients. (C)
Répartition démographique entre les individus de moins de 65 ans et ceux dgés de 65 ans et plus. (D) Distribution des tumeurs
des patients en corrélation avec leur classification cTNM. (E) Répartition des tumeurs en fonction de leur stade clinique
déterminé par la 8¢ édition de I’AJCC.

Dans le but d’effectuer une caractérisation clinico-pathologique des adénocarcinomes de
I'cesophage et d’explorer la possible implication d’une infection par HPV dans leur
carcinogenése, cent dix-neuf patients ont été inclus dans cette étude. Tous les patients
sélectionnés proviennent de Belgique soit 86 patients issus de la région de Liege et 33 patients
de Bruxelles. Au sein de cette population, 83% sont de sexe masculin (99/119, 83%) et 17% de
sexe féminin (20/119, 17%). Concernant I'dge, parmi les patients de cette étude (3ge compris
entre 38 a 86 ans), 57% ont dépassé les 65 ans (68/119, 57%) (Figure 46 A, B et C). Les données
relatives au cTNM et au stade clinique des tumeurs n’ont pas pu étre obtenues pour une faible
proportion de patients inclus dans cette cohorte. Ainsi, pour I'évaluation de la taille de la
tumeur (cT), 112 patients ont été pris en compte, pour I'étude de l'infiltration ganglionnaire
par des cellules tumorales (cN), 115 patients ont été inclus et pour le stade clinique, I'analyse
a porté sur 113 patients. Au niveau de la taille tumorale (cT), il est notable que 50% présentent
un adénocarcinome de taille T3 (56/112, 50%) tandis que I’autre moitié des patients se répartit
entre les catégories de tumeur T1 (21/112, 19%) ; T2 (33/112, 29%) et T4 (2/112, 2%). Plus de
la moitié des patients présentent une infiltration ganglionnaire (N+) (61/115, 53%) tandis que
4% sont atteints de métastases (5/119, 4%). Au niveau du stade clinique, on remarque que

86



57% des patients sont classés en stade 1l (65/113, 57%) alors que le reste de la population se
répartit de maniére variable entre les stades suivants : stade | (19/113, 17%) ; stade lIA (2/3,
2%) ; stade IIB (20/113, 18%) ; stade IVA (2/113, 2%) et stade IVB (5/113, 4%) (Figure 46 D et
E).

2.1.2 Caractérisation clinico-pathologique
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Figure 47: Caractéristiques (immuno)histologiques de la cohorte d’adénocarcinomes de I'cesophage. (A) Représentation
graphique et illustrations des différents degrés de différenciation retrouvés : bien différencié, moyennement différencié et
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faiblement différencié (la barre d’échelle représente 200um). (B) Représentation graphique et illustrations du statut p53 (la
barre d’échelle représente 100um). La catégorie p53 aberrant contient les tumeurs ne présentant pas de marquage p53 et les
tumeurs présentant une expression dans plus de 50% des cellules tumorales. La catégorie p53 non aberrant reprend les
tumeurs avec un marquage compris entre 1 et 49%. (C) Représentation graphique et illustrations de la prolifération cellulaire
(marquage Ki67). Score 0= pas de marquage ; score 1= 1-25% de marquage ; score 2= 26-50% de marquage ; score 3= 51-75%
de marquage et score 4= >75% de marquage (la barre d’échelle représente 100um).

Différentes variables histopathologiques ont été analysées par immunohistochimie (IHC) et
par coloration hématoxyline-éosine pour I'ensemble de la cohorte d’adénocarcinomes de
I’cesophage. Les caractéristiques étudiées sont la différenciation tumorale, le statut p53, la
prolifération cellulaire, l'infiltration par les cellules inflammatoires CD8* et PD1* et le
marqueur « jonctionnel » kératine 7. En raison de problémes techniques (absence de lames
résiduelles, détachement du tissu lors du déparaffinage), le statut p53 ainsi que I'expression
de Kératine 7 n’ont pas pu étre évalués pour 1 patient. De plus, la prolifération cellulaire (Ki67)
et 'infiltration tumorale par les cellules immunitaires CD8* et PD1* n’ont également pas pu
étre déterminées pour 2 patients.

Comme illustré dans la figure 47 A, on peut constater que 45% des adénocarcinomes sont bien
différenciés (54/119, 45%) alors que 29% affichent une différenciation moyenne (34/119,
29%) et 26% une différenciation faible (31/119, 26%). Plus de 60% des tumeurs présentent un
statut p53 aberrant caractérisé par I'absence de marquage ou un marquage supérieur a 50%
(77/118, 65%) et plus de 45% des tumeurs ont une prolifération cellulaire importante, avec
plus de 50% des cellules marquées par Ki67 (Score 3 : 32/117, 27% et score 4 : 23/117, 20%)
(Figure 47 B et C).
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Figure 48: Représentation graphique et illustrations de I'expression de kératine 7 dans les tumeurs et de l'infiltration
immunitaire. (A) Le statut kératine 7 est réparti en différents scores de marquage : score 0= pas de marquage ; score 1= 1-
25% de marquage ; score 2= 26-50% de marquage ; score 3= 51-75% de marquage et score 4= >75% de marquage (la barre
d’échelle représente 200um). (B) Nombre de cellules CD8+ par mm?Z. Chaque point sur le graphique représente un patient
(médiane : 290 cellules/mm?) (la barre d’échelle représente 100um). (C) Nombre de cellules PD1+ par mmZ2. Chaque point sur
le graphique représente un patient (médiane : 126 cellules/mm?) (la barre d’échelle représente 100um).

Le marqueur kératine 7 montre que 85% des tumeurs ont un score 3 (21/118, 18%) ou un
score 4 (79/118, 67%) démontrant I’origine « jonctionnelle » de ces adénocarcinomes (Figure
48 A). En ce qui concerne l'infiltration immunitaire, les marquages CD8 et PD1 ont été analysés
de maniére similaire aux ESCC par le programme QuPath 0.3.0. Malgré une considérable
variation inter-individus, la plupart des tumeurs révélent une densité intra-tumorale
relativement élevée pour les lymphocytes T CD8*(médiane : 290 cellules/mm?) et une densité
clairement moindre en cellules PD1* (médiane : 126 cellules/ mm?) (Figure 48 B et C).
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2.1.2.1 Statut HPV des adénocarcinomes
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Figure 49: Représentation graphique et illustrations du statut HPV et pl6™4ades adénocarcinomes cesophagiens. (A)
Répartition des tumeurs en fonction de leur statut HPV : HPV négatif, HPV ADN+/ARN- et HPV ADN+/ARN+. Hybridation in situ
positive (points mauves) et négative. la barre d’échelle représente 20um. (B) Graphique exprimant le pourcentage de cellules
positives HPV16 et/ou HPV18 en RNAscope et illustrations de la technique RNAscope montrant I’ARN d’HPV16 (points verts)
et HPV18 (points rouges) (la barre d’échelle représente 10um). (C) Répartition des tumeurs en fonction de leur statut p16™k4a ;
score 0= pas de marquage ; score 1= 1-25% de marquage ; score 2= 26-50% de marquage ; score 3= 51-75% de marquage et
score 4= >75% de marquage (la barre d’échelle représente 200um).
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De facon similaire aux carcinomes épidermoides, le statut HPV des adénocarcinomes a été
évalué au moyen de tests spécifiques et sensibles. Nous avons procédé a un génotypage a
I'aide des techniques Abbott RealTime assay, Cobas 6800 assay ou Luminex assay afin de
détecter la présence d’ADN d’HPV dans les échantillons. Parmiles 119 adénocarcinomes inclus
dans notre étude, nous avons observé une infection par HPV (ADN+) dans 47% des cas
(56/119, 47%). Les génotypes d’'HPV détectés comprennent principalement HPV16 (présent
dans 45 tumeurs) et HPV18 (dans 21 tumeurs) ainsi que d’autres HPV comme HPV 33 et 39
repris dans la catégorie « autre » (11 tumeurs). L’hybridation in situ a permis de confirmer ces
résultats. Cependant, en raison de manques techniques et d’informations sur les génotypes
retrouvés dans la catégorie « autre », nous n’avons pas pu les prendre en compte dans les
analyses transcriptionnelles ultérieures. La RTgPCR et le RNAscope ont révélé la présence
d’une infection par HPV transcriptionnellement active dans 26% des cas (HPV16 et/ou HPV18)
(31/119, 26%) (Figure 49 A et B). Cependant, contrairement aux ESCC, toutes les cellules
tumorales ne sont pas infectées par HPV comme le montre le graphique de la Figure 49 B. Le
pourcentage de cellules infectées par HPV est, en effet, majoritairement compris entre 10%
et 40%. Enfin, un pourcentage élevé de tumeurs (68%) ne présente que peu ou pas de
marquage pour p16M™42 (score 0 : 57/118, 48% ; score 1 : 15/118, 13% et score 2 : 9/118, 7%)
(Figure 49 C). Un échantillon n’a pas pu étre évalué pour le marquage p1642,

2.2 Comparaison des caractéristiques clinico-pathologiques des
patients en fonction de leur statut HPV

Characteristics HPV - (n=63) HPV DNA+/RNA- (n=25) HPV DNA+/RNA+ (n=31) p value
(52.94%) (21.01%) (26.05%)
Age at diagnosis n=63 n=25 n=31
(38-86 years) p=0.8625
<65 28 (44.44%) 11 (44%) 12 (38.71%)
>65 35 (55.56%) 14 (56%) 19 (61.29%)
Gender n=63 n=25 n=31 p =0.5954
Male 54 (85.71%) 21 (84%) 24 (77.42%)
Female 9 (14.29%) 4 (16%) 7 (22.58%)
cTNM
cT n=60 n=22 n=30 p =0.0057""
T1-T2 27 (45%) 17 (77.27%) 10 (33.33%)
T3-T4 33 (55%) 5(22.73%) 20 (66.67%)
cN n=61 n=24 n=30 p=0.7119
N- 27 (44.26%) 13 (54.17%) 14 (46.67%)
N+ 34 (55.74%) 11 (45.83%) 16 (53.33%)
cM n=63 n=25 n=31 /
M- 58 (92.06%) 25 (100%) 31 (100%)
M+ 5(7.94%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)
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Clinical stage (AJCC 8th
edition)
Stage I-1IB
Stage IlI-IVB

p16™4a staining
Negative (0-50%)
Positive (51-100%)

Tumor differentiation
Well differentiated

Moderately differentiated

Poorly differentiated

p53 status
Aberrant (0 or >50%)
Non aberrant

Proliferative index (Ki67)
0-50%
51-100%

Keratin7 staining
0-50%
51-100%

CD8cells
(median: 290 cells/mm?)
<290 cells/mm?
>290 cells/mm?

PD1*cells
(median: 126 cells/mm?)
<126 cells/mm?
>126 cells/mm?

n=61
20(32.79%)
41 (67.21%)

n=62
42 (67.74%)
20 (32.26%)

n=63
30 (47.62%)
16 (25.40%)
17 (26.98%)

n=62
38 (61.29%)
24 (38.71%)

n=62
32 (51.61%)
30 (48.39%)
n=63

9 (14.29%)
54 (85.71%)

n=62

30 (48.39%)
32 (51.61%)

n=63

31 (49.21%)
32 (50.79%)

n=22
12 (54.55%)
10 (45.45%)

n=25
17 (68%)
8 (32%)

n=25
13 (52%)
6 (24%)
6 (24%)

n=25
15 (60%)
10 (40%)

n=25
14 (56%)
11 (44%)
n=25
1(4%)
24 (96%)

n=25

11 (44%)
14 (56%)

n=24

10 (41.67%)
14 (58.83%)

n=30
9 (30%)
21 (70%)

n=31
22 (70.97%)
9 (29.03%)

n=31
11 (35.48%)
12 (38.71%)
8 (25.81%)

n=31
24 (77.42%)
7 (22.58%)

n=30
16 (53.33%)
14 (46.67%)
n=30

8 (26.67%)
22 (73.33%)

n=30

16 (53.33%)
14 (46.67%)

n=30

17 (56.67%)
13 (43.33%)

p=0.1348

p =0.9484

p =0.6335

p=0.2519

p =0.9326

p =0.7861

p = 0.5468

Tableau 5: Caractéristiques clinico-pathologiques des patients atteints d’un adénocarcinome de I'cesophage en fonction de
leur statut HPV (négatif, ADN+/ARN-, ADN+/ARN+). Le test statistique utilisé est le test du x2. La p-value est déterminée comme

significative lorsque celle-ci est inférieure a 0.05.

Apreés avoir déterminé précisément le statut HPV de I'’ensemble de la population étudiée, les
patients ont été séparés en 3 catégories : HPV négatif, HPV ADN+/ARN- et HPV ADN+/ARN+.
Ces catégories ont ensuite été comparées selon diverses caractéristiques clinico-
pathologiques présentés dans le tableau 5 ci-dessus. Certaines données de patient sont
manquantes, c’est pourquoi le nombre de patients par catégorie et par critere étudié est
indiqué au-dessus de chaque résultat. Les données relatives au cT, au stade clinique, a I'indice
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de prolifération et au statut kératine 7 ont été regroupées en deux lignes afin de pouvoir
calculer la p-value (montrant les différences entre les catégories) par le test statistique du x2.
2 caractéristiques : la présence de métastase (cM) et kératine 7 n’ont pas pu étre évalués
statistiquement vu le peu (voire I'absence) de données dans certaines catégories. Les résultats
ont montré que l'dage (p=0.8625); le sexe (p=0.5954); I'atteinte ganglionnaire (cN)
(p=0.7119) ; le stade clinique (p=0.1348); le statut p16"*? (p=0.9484); la différenciation
tumorale (p=0.6335); le statut p53 (p=0.2519); la prolifération cellulaire (p=0.9326) et
I'infiltration immunitaire des cellules CD8* (p=0.7861) et PD1* (p=0.5468) ne sont pas des
caractéristiques statistiquement différentes entre les 3 catégories. Cependant, il est a noter
que la taille de la tumeur se distingue de maniere significative entre les catégories (p=0.0057).
En effet, une proportion de 66.67% des tumeurs de la catégorie HPV ADN+/ARN+ sont classées
en tant que T3-T4 [tumeurs envahissant I'adventice (T3) ou les structures adjacentes (T4)], en
comparaison avec la catégorie HPV ADN+/ARN- ol seulement 22.73% des tumeurs sont de
taille T3-T4.

2.3 Analyse des facteurs pronostiques associés a la survie des

patients

Des analyses de survie sans récidive de la maladie (PFS) et globale (OS) univariées et
multivariées ont été réalisées sur notre cohorte de patients atteints d’un adénocarcinome de
I'cesophage. 5 patients présentant des métastases ont été exclus de ces analyses. Les p-values
sont déterminées par le test statistique non paramétrique du Log-rank. Le modele de
régression CoxPH est utilisé pour les analyses multivariées. Les données de différenciation
tumorale ont été regroupées en deux groupes : bien et moyennement différenciées versus
faiblement différenciées. Pour 'analyse de survie en fonction d’HPV, les patients ont été
regroupés en HPV négatifs (catégories HPV- et HPV ADN+/ARN-) et HPV positifs (catégorie
HPV ADN+/ARN+).
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2.3.1 Facteurs de risque prédictifs de la récidive/ progression de la maladie
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Figure 50: Analyse univariée de la survie des patients sans récidive (Progression free survival). Le test statistique utilisé est le
Log-rank. Les p-values sont considérées comme significatives lorsque p<0.05. Le « number at risk » représente le nombre de
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patients en vie apres 0, 12, 24, 36, 48 et 60 mois. La PFS est étudiée en fonction (A) de I’'dge au diagnostic ; (B) du sexe ; (C) de
la taille de la tumeur (cT) ; (D) de I'infiltration ganglionnaire par les cellules tumorales (cN) ; (E) du stade clinique ; (F) de la
différenciation tumorale ; (G) de la prolifération cellulaire (marquage Ki67) ; (H) du statut p53; (1) de I'infiltration tumorale
par les cellules immunitaires CD8+ ; (J) de I'infiltration tumorale par les cellules immunitaires PD1+ ; (K) du marquage kératine
7, (L) du statut HPV et (M) de I'expression de la protéine p16M<4A,

La survie des patients sans récidive de la maladie (PFS) a été étudiée en fonction des différents
parameétres repris dans le tableau précédent (Tableau 5; section 2.2 des résultats). Les
courbes de survie et les analyses univariées associées sont montrées dans la figure 50. Les
facteurs tels que I’age (p=0.5893) et le sexe (p=0.2047) ne semblent pas influencer la PFS bien
que le faible nombre de femmes incluses dans la cohorte doit é&tre mentionné (Figure 50 A et
B). De fagon similaire aux études réalisées sur les ESCC, le TNM et le stade clinique s’averent
étre des excellents facteurs pronostiques. En effet, une tumeur de grande taille (T3-T4)
(p=0.0034), la présence d’une atteinte ganglionnaire (N+) (p=0.0001) ainsi qu’un stade
tumoral avancé (lll-IVA) (p<0.0001) sont statistiquement corrélés a une réduction de la PFS
(Figure 50 C, D et E). Par ailleurs, une tendance a une diminution de la PFS est également
observée lorsque les tumeurs sont faiblement différenciées (p=0.0653) (Figure 50 F). Les
parameétres suivants n'ont pas démontré d’influence significative en tant que facteurs
pronostiques sur la survie des patients sans récidive : la prolifération cellulaire (p=0.7698) ; le
statut p53 (p=0.6880) ; I'infiltration par les lymphocytes T CD8* (p=0.1578) et les cellules PD1*
(p=0.8044) et I'expression de la kératine7 (p=0.7912) (Figure 50 G a K). En ce qui concerne le
statut HPV des patients, bien que la PFS aprés 5 ans soit supérieure chez les patients HPV+
(62.88%) par rapport aux patients HPV- (47.44%), cette différence de 15% n’est pas
statistiquement significative (p=0.4034). Cette observation est également applicable au statut
pl6k4a des patients (p=0.8724) (Figure 50 L et M).
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Figure 51: Représentation des paramétres clinico-pathologiques étudiés en analyse multivariée pour la survie des patients
sans récidive. (A gauche de la figure) Les différents paramétres ont été annotés comme ceci : Sexe : F (femme)/M (homme) ;
HPV : négatif/positif ; Gge : less (< de 65ans)/more (>de 65ans) ; cT : high (T3-T4)/ low (TO-T2) ; cN : neg (N-)/pos (N+) ; stade
tumoral (stage) : high (1lI-IVA)/low (0-11B) ; différenciation tumorale (tumordiff) : bad (faiblement différencié)/good (bien et
moyennement différencié) ; p53 : AB (aberrant)/NAB (non aberrant); Ki67 : high (51-100% de marquage)/low (0-50% de
marquage) ; p16 : neg (0-50% de marquage)/pos (51-100% de marquage) ; Ker7 : high (51-100% de marquage)/low (0-50%
de marquage); PD1 : less (<126 cellules/mm?2)/more (>126 cellules/mm?) et CD8 : less (<290 cellules/mm?)/more (>290
cellules/mm?). (Au milieu) Les risques relatifs (Hazard Ratio) et les intervalles de confiance 95%. (A droite de la figure) Les p-
values ont été calculées par le test statistique du Log-rank a I'aide du logiciel R. Le test statistique utilisé est le modéle de
régression CoxPH.

A la suite de ces analyses univariées, une analyse multivariée a été réalisée. La figure 51
montre les résultats de cette analyse comprenant le risque relatif (HR : Hazard Ratio) de
chaque parametre clinico-pathologique étudié repris dans un intervalle de confiance de 95%
ainsi que la p-value associée. Malgré des différences significatives constatées en analyse
univariée, aucun parametre ne s’est révélé étre un facteur pronostique indépendant dans
I'analyse multivariée.
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2.3.2 Facteurs pronostiques de la survie globale des patients
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Figure 52: Analyse univariée de la survie globale des patients (Overall survival). Le test statistique utilisé est le Log-rank. Les
p-values sont considérées comme significatives lorsque p<0.05. Le « number at risk » représente le nombre de patients en vie
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apres 0, 12, 24, 36, 48 et 60 mois. L’OS est étudiée en fonction (A) de I’dge au diagnostic ; (B) du sexe ; (C) de la taille de la
tumeur (cT) ; (D) de l'infiltration ganglionnaire par les cellules tumorales (cN) ; (E) du stade clinique ; (F) de la différenciation
tumorale ; (G) de la prolifération cellulaire (marquage Ki67) ; (H) du statut p53; (I) de I'infiltration tumorale par les cellules
immunitaires CD8+ ; (J) de I'infiltration tumorale par les cellules immunitaires PD1+ ; (K) du marquage kératine 7 ; (L) du statut
HPV et (M) de I'expression de la protéine p16™k4A,

La survie globale (OS) (analyses univariées et multivariées) des patients atteints d’un
adénocarcinome de I'cesophage a également été étudiée pour I'ensemble des parametres
clinico-pathologiques cités précédemment. Les différents graphiques et les analyses
univariées associées sont repris dans la figure 52. De fagon similaire a la PFS, I’dge (p=0.1589)
et le sexe (p=0.4742) n’ont pas d’influence sur la survie globale des patients (Figure 52 A et B)
alors que le TNM et le stade tumoral clinique sont deux facteurs pronostiques robustes. En
effet, une tumeur large (T3-T4) (p=0.0032), la présence de cellules tumorales dans les
ganglions (N+) (p=0.0007) et un stade tumoral avancé (lll-IVA) (p=0.0003) sont statistiquement
corrélés a une réduction de la survie globale des patients (Figure 52 C, D et E). Cependant,
aucune différence significative n’est observée pour les parameétres suivants : la différenciation
tumorale (p=0.7320); la prolifération cellulaire (p=0.2189); le statut p53 (p=0.0689);
I'infiltration tumorale par les lymphocytes T CD8* (p=0.4221) et les cellules PD1* (p=0.2648)
ainsi que I'expression de la kératine7 (p=0.8725) (Figure 52 F a K). Finalement, il est important
de souligner que le statut HPV/p16"*2 positif n’est pas associé significativement a une
meilleure survie globale des patients (p=0.7938 et p=0.8132 respectivement) (Figure 52 L et
M).
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Figure 53: Représentation des paramétres clinico-pathologiques étudiés en analyse multivariée pour la survie globale des
patients. (A gauche de la figure) Les différents paramétres ont été annotés comme ceci : Sexe : F (femme)/M (homme) ; HPV :
négatif/positif ; Gge : less (< de 65ans)/more (>de 65ans) ; cT : high (T3-T4)/low (TO-T2) ; cN : neg (N-)/pos (N+) ; stade tumoral
(stage) : high (llI-IVA)/low (0-11B) ; différenciation tumorale (tumordiff): bad (faiblement différencié)/good (bien et
moyennement différencié) ; p53 : AB (aberrant)/NAB (non aberrant) ; Ki67 : high (51-100% de marquage)/low (0-50% de
marquage) ; p16 : neg (0-50% de marquage)/pos (51-100% de marquage) ; Ker7 : high (51-100% de marquage)/low (0-50%
de marquage); PD1 : less (<126 cellules/mm?2)/more (>126 cellules/mm?) et CDS8 : less (<290 cellules/mm?)/more (>290
cellules/mm?). (Au milieu) Les risques relatifs (Hazard Ratio) et les intervalles de confiance 95%. (A droite de la figure) Les p-
values ont été calculées par le test statistique du Log-rank a I'aide du logiciel R. Le test statistique utilisé est le modéle de
régression CoxPH.

L’analyse multivariée, comme illustrée dans la figure 53, n’a pas révélé de parametre pouvant
étre identifié comme un facteur pronostique indépendant exercant une influence sur la survie
globale des patients.
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Abstract

Cervical glandular neoplasms represent a heterogeneous group of tumors for which a
comprehensive overview of the involvement of high-risk human papillomaviruses (HPV) in
pathogenesis is still lacking. We first searched MEDLINE (PubMed), Embase and Scopus
databases (until October 2022) and systematically reviewed available literature. We then
quantitatively estimated both pooled and genotype-specific prevalence of HPV DNA as well as
the influence of various factors (e.g. geographical region, histological subtype, tissue/sample
type) on computed effect size by means of random effects meta-analysis. In total, 379 studies
comprising 17,129 cases of cervical adenocarcinoma were identified. The pooled HPV
prevalence was 78.4% (95% Cl: 76.2-80.3) with a significant between-study heterogeneity (1°=
79.4%, Q test p<0.0001). Subgroup analyses indicated that the effect size differed substantially
by geographical region [from 72.5% (95% CI: 68.7-76.1) in Asia to 86.8% (95% CI: 82.2-90.3)
in Oceania] (p<0.0001) and histological subtype of cancer [from 9.8% (95% CI: 5.5-17) in
gastric-type to 85% (95% ClI: 79.6-89.2) in usual-type cervical adenocarcinoma] (p<0.0001).
HPV16 and HPV18 were by far the most frequently detected viral strains with specific
prevalence of 49.8% (95% CI: 46.9-52.6) and 45.3% (95% CI: 42.8-47.8), respectively. When
stratified by continent or histologic variant, these genotype-specific results varied in a relatively
limited manner. Altogether, these findings support that all histological subtypes of cervical
adenocarcinoma are etiologically linked to high-risk HPV but to varying degrees. Therefore, a
dual-criteria classification taking into account accurately both morphological and virological
aspects could be an interesting evolution of the current binary WHO classification, better

reflecting the pathogenic diversity of the disease.
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Introduction

If you are working in the biomedical field, you have most certainly already heard about HeLa
cells. Isolated from a penny-size cervical biopsy taken from Henrietta Lacks [1], these cancer
cells showed a remarkable division potential in vitro and became the first human cell line.
Established in 1951, HeLa cells were used in numerous seminal advances in medicine (e.g.
polio vaccine, cloning, drug discovery/validation,...) and are still currently used in most
experimental research laboratories [2]. Despite this worldwide notoriety, over the years, most
basic researchers have forgotten that this cell line was originally derived from an aggressive
human papillomavirus (HPV)-positive cervical adenocarcinoma. Contradicting deep-rooted
paradigms among the “HPV community” (such as that linked to basal keratinocyte as the
exclusive target cell for HPV infection) and associated with several poorly characterized
mechanisms (e.g. viral life cycle in non-stratified epithelia), both virologists and
epidemiologists also frequently fail to mention that, beside squamous cell carcinomas (SCC),
glandular malignancies etiologically linked to high-risk HPV infections also develop in the
uterine cervix. Accounting for ~15% of cervical cancers, the incidence of adenocarcinomas of
the endocervix has been increasing for more than half a century [3, 4]. Much more
heterogeneous than SCC, cervical glandular neoplasms have been recently the subject of intense
discussions/controversies among pathologists with respect to histologic classification and
potential association with HPV [5, 6], culminating in the current WHO classification (5th
edition, 2020) [7]. The existence of several histological subtypes (Figure 1) likely explains the
high diversity of data reported in the literature and the extraordinary rarity of some of these
variants (e.g. serous, mesonephric or signet-ring) makes their precise characterization very
complex. Altogether, while the implication of HPV infection in the pathogenesis of a certain
percentage of cervical adenocarcinoma is well established, an overview on this specific subject

is still lacking and several uncertainties remain regarding the exact prevalence of virus-driven
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adenocarcinomas, the HPV genotypes associated with each individual subtype or the potential
geographic differences. Here, we collected and carefully reviewed relevant studies published

in the 21st century about these underestimated aggressive lesions.

Material and methods

This study was performed in accordance with the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-analyses (PRISMA 2020) reporting guidelines [8]. The protocol has been

previously deposited in Open Science Framework (https://osf.io/2r7hy/).

Search strategy and study selection

Available literature was first searched through the online bibliographic databases MEDLINE
(PubMed), Embase (Elsevier) and Scopus (Elsevier) without restriction of language,
publication date or article type. The search string used for the research included three main
concepts: “human papillomavirus” AND “adenocarcinoma’” AND “uterine cervix”. This search
strategy, which included all identified keywords and index terms, was customized for each
database. The list of keywords and the search strategies are detailed in Supplementary Table 1.
Additional (manual) searches on health/medical information websites (e.g. American Cancer
Society, Centers for Disease Control and Prevention,...) and within the bibliography of relevant
articles were performed in order to complete the bibliographic search and to try to find any
missing references.

All identified references were uploaded into Covidence software (Veritas Health Innovation,
Melbourne, Australia) and duplicate records were removed through the program (and verified
manually). The entire process of selection was performed independently by two researchers
(CR and TL). Any disagreements were resolved through discussion with a third author (MH).

Both titles and abstracts were screened to determine whether or not eligibility criteria were met.
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After this initial selection, all potentially relevant articles were then read in full to assess the

inclusion/exclusion criteria. The reasons for exclusion were reported.

Eligibility and inclusion/exclusion criteria

Original articles (no review, editorial or conference abstract) were considered as eligible if they
were written in English and published in peer-reviewed journals after January 1, 2000. Given
the rarity of some subtypes of cervical adenocarcinoma, case reports were also taken into
account. The inclusion criteria were as follows: 1) the use of a sensitive and well-accepted HPV
test (e.g. PCR-based assays, Hybrid Capture II test,...), 2) the cytologic and/or histologic
diagnosis of in situ/invasive adenocarcinoma (if the cancer subtype was mentioned, a histologic
examination was required to ascertain the diagnosis), 3) the record of data allowing the accurate
calculation of HPV prevalence in cervical adenocarcinoma specimens (separately from other
pathological types of cervical cancer). The exclusion criteria were as follows: 1) the absence of
details about viral detection or the use of unreliable, poorly sensitive or indirect (e.g. p16™“
immunostaining) methods for HPV testing, 2) self-sampling, 3) non-primary cervical
adenocarcinoma, 4) neoplasms displaying a squamous, neuroendocrine or mixed phenotype
(e.g. adenosquamous or stratified mucin-producing intraepithelial lesion), 5) preselection of
HPV-positive or -negative tumors, 6) missing/incomplete data. When a set of data was
suspected of having been used in more than one published article, the corresponding author was
methodically contacted (by email) and, in case of confirmation or absence of response, only the

study with the largest sample size was included.

Data extraction
Using a dedicated software (Covidence, Veritas Health Innovation) allowing a double data

entry, the following information was extracted independently by two researchers (CR and TL):
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first author, journal, year of publication, geographical region, sample size and type [e.g.
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE), cytology, frozen,...], HPV status/prevalence, HPV

detection methods, HPV genotypes (when available), tumor subtypes (when available).

Risk of bias assessment

The quality of each study was evaluated using a 9-item tool tailored for prevalence studies and
adapted from Hoy et al [9] (Supplementary Table 2). A low (score= 0) or high (score= 1) risk
of bias was determined for each specific item. In case of insufficient information in the article
to accurately judge a particular point, this latter was systematically considered to be at high risk
of bias. To provide a global score for each study, the results for all 9 items were summed. The
studies were finally classified into two groups according to their risk of bias [low risk (<5)

versus high risk (>5)].

Statistical analysis

R statistical software (version 4.2.1 and appropriate packages) was used to conduct the
statistical analyses. A random effect model was chosen given the expected heterogeneity in
terms of HPV rate, sample size and type across studies. Pooled HPV prevalence, HPV
genotype-specific prevalence [for HPV16, 18, 45 and other (grouped) high-risk strains] and
95% confidence intervals (CI) were estimated. The heterogeneity in the present meta-analysis
was examined using both the 12 statistic and Cochran’s Q test [10]. An I value greater than
75% (associated with Q test p<0.05) indicated high inter-study heterogeneity, in which case
subgroup analyses were performed to explore this heterogeneity according to the following
characteristics: publication date (<2010 versus >2010), cohort size (<30 versus >30),
geographical region (continent), histological subtype of adenocarcinoma, sample type and

study quality (risk of bias). Potential publication bias was detected using a contour-enhanced
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funnel plot and the Egger's regression asymmetry test [11]. In case of significant funnel plot
asymmetry (further confirmed by the Egger’s test), the Trim and Fill method was applied [12].
In order to assess the potential impact of each individual study on the computed effect size, a
"one-study-removed” procedure (sensitivity analysis) was performed. Differences were

considered as statistically significant when two-sided P values were less than 0.05.

Results

Description of study selection and characteristics

A total of 6633 citations were identified using the search strategies applied to the 3 databases
[MEDLINE (Pubmed), Embase and Scopus] on October 10, 2022. After removing duplicates,
the title/abstract of 3129 references were screened for eligibility and 935 remained for full-text
assessment. Among these studies, 420 met our inclusion criteria. In the last step of the study
selection, 41 articles were excluded because the patient cohort was suspected of having been
used in more than one published article (a confirmation by the corresponding author was
formally obtained for 9 out of 41). Altogether, 379 studies (totalizing 17,129 cases) were finally
included (Figure 2). Of these studies, 18 (191 cases) were not included in the calculation of the
overall HPV prevalence (and only integrated in subgroup analyses) given that a preselection of
one specific (rare) subtype of adenocarcinoma was initially done. The excluded studies as well
as their respective reasons of exclusion are listed in Supplementary Table 3. The characteristics
and quality of each individual article included in the present systematic review and meta-
analysis are detailed in Supplementary Table 4.

Out of these 379 included studies, most were conducted in Asia (n=145), Europe (n=107) and
North America (n=69). The remaining studies came from Africa (n=18), South America (n=17)
and Oceania (n=7). Sixteen articles included specimens from different continents. One hundred

eighteen (31.1%) articles had a sample size greater than 30 and the mean number of cervical
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adenocarcinoma cases per study was 45. The vast majority of studies performed HPV testing
on FFPE (236/379, 62.3%) and/or cytology samples (131/379, 34.6%). Twenty-three used
several (up to 3) different sample types. Regarding HPV detection, classical PCR using L1
consensus primers (GP57/6%, n=63 or MY09/11, n=43) as well as various sensitive
commercially available kits (PCR-based or not) have been used, among which Hybrid capture
Il (n= 55) (Quiagen, Venlo, The Netherlands), SPF10-LiPA25 (n=39) (Labo Bio-medical
Products, Rijswijk, The Netherlands), Linear Array HPV Genotyping (n=31) (Roche, Basel,
Switzerland) and INNO-LiPA (n=25) (Innogenetics, Gent, Belgium) were the most frequently

mentioned in included studies.

HPV prevalence in cervical adenocarcinoma

From the present random effects meta-analysis, the pooled prevalence of HPV DNA in cervical
adenocarcinoma was 78.4% (95% ClI: 76.2-80.3) (Table 1). Of note, the HPV prevalence varied
considerably [from 0% (in 15 studies, among which 12 were case reports) to 100%]. As

expected, a significant heterogeneity between studies was found (12= 79.4%, Q test p<0.0001).

Subgroup analyses

To explore the sources of heterogeneity, subgroup analyses were performed and detailed results
are presented in Table 1. Forest plots illustrating both the individual and pooled prevalence
estimates derived from various subgroup analyses are shown in Supplementary Figures 1 to 8.
The highest pooled HPV prevalence in cervical adenocarcinoma was observed in Oceania
(86.8%; 95% ClI: 82.2-90.3), followed by that in North America (83.2%; 95% ClI: 78.6-87) and
in South America (82%; 95% CI: 77.1-86.1). As for the lowest HPV rate, it was reported in
Asia (72.5%; 95% CI: 68.7-76.1). Interestingly, the Cochrane's Q test yields a Q value=29.63,

df(Q)= 5 and p<0.0001, indicating that the effect size differed significantly by geographical
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region. Subgroup analysis based on histological subtype of adenocarcinoma also highlighted
substantial variations (Q value= 187.05, df(Q)= 9, p<0.0001). Indeed, HPV prevalence ranged
from 9.8% (95% CI: 5.5-17) in gastric-type to 85% (95% ClI: 79.6-89.2) in usual-type cervical
adenocarcinoma. Of note, we did not consider the term “mucinous” because it encompasses
several subtypes (intestinal, signet-ring, gastric) analyzed individually in the present study.
Stratified analysis by number of sample (<30 versus >30) analyzed in each included study
showed that HPV prevalence was slightly higher in so-called "large studies” (80.8%; 95% CI:
77.8-83.6) compared to their counterparts examining 30 tissue specimens or less (75.4%; 95%
Cl: 72.4-78.2) (p=0.011). In contrast, the effect size did not differ significantly with the
publication date (<2010 versus >2010) (p=0.642) or sample type (FFPE versus cytology)
(p=0.615). Finally, in order to detect a potential bias related to the quality of the included
studies, an additional subgroup analysis was performed. Importantly, as shown in Table 1,
estimates of pooled HPV prevalence using studies at low or high risk of bias did not differ

significantly (78.4% versus 79.1%, p=0.894).

HPV genotype-specific prevalence

Beside the pooled HPV prevalence, genotype-specific infection rates were also estimated
(Table 2). Overall, HPV16, HPV18 and HPV45 were the most frequently detected strains in
HPV-positive cervical adenocarcinomas with a specific prevalence of 49.8% (95% ClI: 46.9-
52.6) (201 studies, 9185 analyzed samples), 45.3% (95% CI: 42.8-47.8) (206 studies, 8964
samples) and 8.6% (95% CI: 7-10.4) (74 studies, 5150 samples), respectively. Given the rarity
of other high-risk HPV genotypes (HPV31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68), these latter
were grouped and a computed prevalence of 14.6% (95% CI: 11.7-18) (86 studies, 5646
samples) was obtained. Type-specific prevalence in HPV-positive cervical adenocarcinomas

according to geographic region and histological subtype are also detailed in Table 2 and Forest
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plots are shown in Supplementary Figures 9 to 15. When stratified by continent or histologic
variants, notably, HPV16 and 18 positivity rates varied relatively modestly and these two viral
strains remained, by far, the most commonly detected high-risk HPVs in cervical glandular
neoplasms. It is, however, interesting to notice that, while HPV16 is the most prevalent
genotype in Europe, America and Africa, HPV18 is the most frequently detected strain in both

Asia and Oceania.

Sensitivity analysis

In order to assess the impact of each individual study on the stability of our data, a sensitivity
analysis was executed and pooled prevalence of HPV DNA in cervical adenocarcinomas was
recalculated when excluding one study at a time. Given the high number of included studies in
this meta-analysis, as expected, the influence of each study on the overall effect-size estimate

was almost insignificant (pooled HPV prevalence varied by a maximum of 1.2%).

Publication bias

The visual asymmetry detected in the funnel plot (Figure 3), which was further confirmed by
the Egger’s test (t= 4.98, df= 359, p<0.0001), indicated a significant publication bias. In order
to adjust for publication bias, the Trim and Fill method was applied to all studies and 89
potentially missing studies were identified. After applying this nonparametric data
augmentation technique, the pooled HPV prevalence in cervical adenocarcinoma was only

slightly reduced (70.8%, 95% CI: 68-73.5).
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Discussion

With a worldwide annual incidence of approximately 70,000 new cases [13], cervical
adenocarcinoma has historically been understudied compared to its counterpart displaying a
sgquamous phenotype. Potential obstacles to a cohesive view of this subset of cervical cancers
include lack of experimental (mouse) models, heterogeneous group of tumors, suboptimal
cytologic detection/diagnosis, regional variations and rarity of some discrete subtypes. Aiming
at especially exploring the prevalence of HPV-positive cervical glandular neoplasms, the
presence of high-risk (carcinogenic) genotypes in each histological subtype as well as at
highlighting potential geographic differences, the present exhaustive systematic review and
meta-analysis is, to the best of our knowledge, the first of its kind.

Involving 16,938 cases from 361 published studies, the overall prevalence of HPV in cervical
adenocarcinoma was 78.4% (95% CI: 76.2-80.3). The high between-study heterogeneity (1?=
79.4%, Q test p<0.0001) was partly explained by geographical region, tumor subtype and cohort
size of included studies. Despite the variations that existed in the literature (justifying the
chosen random effect model), it is important to notice that this computed pooled result closely
confirms the presumed detection rate (around 70-80%) mentioned in most textbooks of
pathology. Although lower than that reported for cervical and anal SCC (which are virtually all
etiologically linked to high-risk HPV infection and detected in ~90% of cases, respectively)
[14-16], the fraction of cervical adenocarcinomas attributable to HPV is nevertheless the third
highest reported in all human cancers and, by far, the highest when only glandular neoplasms
are considered. Indeed, the percentage of HPV-positive adenocarcinomas diagnosed in the
lungs, in the gastrointestinal tract or in the upper part of the female reproductive system never
exceed 15% and the involvement of HPV oncoproteins in carcinogenesis of these various
mucosal surfaces remains extremely controversial [17-20]. Taken together, these data further

confirm the unique vulnerability of the uterine cervix for HPV-related (pre)cancer development.
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Still the subject of debate, a peculiar immune-tolerant microenvironment and the presence of
an unique (and probably multipotent) epithelial cell population located in close proximity to the
cervical squamo-columnar junction have been proposed to explain this high susceptibility to
persistent HPV infection [21, 22].

When subgroup analyses were performed, significant geographical differences in the
prevalence of HPV detected in cervical adenocarcinoma were highlighted, with Oceania and
Asia displaying the highest (86.8%) and lowest (72.5%) rate of positivity, respectively. Already
reported in the context of other HPV-driven cancers (e.g. those diagnosed in the upper
aerodigestive tract [23, 24]), these geographical variations cannot be easily explained by
differences in terms of analyzed sample type, sensitivity of the HPV tests used or frequency of
one/several specific histological subtype(s) of tumor and rely very likely on indirect (hardly
assessable) factors such as sexual behavior, socio-economic status, (epi)genetic variations,...
Not mentioned in most studies included in this meta-analysis, patient age is presumed to impact
our conclusions in a very limited manner since invasive cervical adenocarcinomas are most
often diagnosed between the ages of 46 and 55 (very rarely observed before 30) [25] and,
importantly, overall HPV infection rate in the gynecological tract has been shown to be
relatively stable following the peak identified among females aged 14 to 24 years [26].
Besides the geographical region, we found that HPV prevalence differs substantially according
to the considered histological subtype of cervical adenocarcinoma. Actually, it was not
surprising that so-called “HPV-related” subtypes (usual type, villoglandular, intestinal and
signet-ring) were associated with a high viral positivity (ranged from 69.9 to 85%), while HPV
DNA was less frequently detected (between 9.8 and 58.6%) in their “HPV-unrelated”
counterparts (gastric, endometrioid, clear cell, mesonephric, serous). Of note, the extremely low
association with HPV displayed by both mesonephric and gastric subtypes is in agreement with

recent case reports reporting their unique origin (mesonephric duct remnants) and syndromic
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(Peutz-Jeghers) association, respectively [27-30]. The unexpected finding was that the
contrasting reality reported in this meta-analysis is quite far from that (mutually exclusive)
presented in the latest WHO classification (5th edition, 2020) [7]. Indeed, supported by the
International Endocervical adenocarcinoma Criteria and Classification (IECC) [5, 6], this latter
considers each histological subtype as HPV-associated or HPV-independent (based on
morphological criteria alone) while, in fact, all adenocarcinoma variants seem to be
etiologically linked to high-risk HPV but to varying degrees. Otherwise, these collected results
also support that viral oncoproteins most likely do not affect tumor differentiation (which would
be acquired by still unknown mechanisms several months/years after tumor initiation). Of
course, misclassification of cancer subtypes by pathologists as well as a few false
positive/negative HPV test results cannot be excluded, however, given the high number of
analyzed samples (in independent studies), it seems fair to say that these two parameters alone
cannot explain all presented data. Although the IECC-based latest WHO classification has been
recently shown to be beneficial in terms of interobserver agreement [31] and represents,
undoubtedly, a promising step towards an incorporation of HPV status in diagnosis (similar to
what is currently done for oropharyngeal or vulvar SCC [32, 33]), overall, a dual-criteria
classification that accurately considers both cancer subtype (determined by clear and
reproductive morphological characteristics) and potential viral etiology (HPV status evaluated,
for example, by a sensitive PCR-based assay) could be regarded as an interesting evolution,
better reflecting the pathogenic diversity of endocervical glandular malignancies. Furthermore,
this viro-pathological approach would allow to more precisely determine HPV-positive cervical
adenocarcinomas which, like their oropharyngeal, anal or vulvar squamous counterparts [15,
16, 34], could be associated with better overall/disease-free survivals as well as with a reduced
recurrence rate compared to HPV-negative tumors [35]. Although never investigated in the

specific context of cervical adenocarcinoma, the reasons of this favorable prognosis related to
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the presence of HPV are very likely multiple: high densities of T-cell subsets within tumor
microenvironment resulting from the immune recognition of viral neoantigens, elevated
radio/chemosensitivity due to the hijacking of host DNA repair by E6/E7 oncoproteins, low
frequency of TP53 mutations,... [36-39]

Whatever the tumor subtype or geographical region, HPV16 and 18 were by far the most
frequently identified genotypes in cervical adenocarcinomas. While the overall percentage of
HPV16 positivity (49.8%, 95% CI: 46.9-52.6) was relatively close to that commonly reported
in cervical SCC (~55%), HPV18 was approximately 3 times more prevalent in glandular
neoplasms (45.3%, 95% CI: 42.8-47.8) compared to their squamous counterparts (~15%). As
for HPV45, another alpha-7 HPV strain, it was also proportionally over-detected in
adenocarcinoma (8.6% versus ~3% in cervical SCC). These results mimic those previously
reported in cervical adenosquamous lesions [40]. Altogether, the substantial differences of HPV
genotype-specific prevalence between cervical adenocarcinoma and SCC, which are mostly
observed in the same microenvironment (squamo-columnar junction/transformation zone),
remain a complete enigma. Therefore, determining whether some viral strains (especially
HPV18 and 45) are more prone to infect and/or persist in a progenitor cell displaying a glandular
phenotype compared to basal keratinocyte could be an important area of future investigation.
Alternatively, if the cell of origin is found to have multipotent properties (as proposed by our
group and others), assessing whether alpha-7 HPV genotypes can more easily promote
glandular differentiation is another hypothesis interesting to explore.

In conclusion, the present meta-analysis provides quantitative estimates of both overall and
HPV genotype-specific prevalence for cervical glandular neoplasms and highlight significant
differences related to geographical region (continents) and histological subtype of interest.
Considering the high cumulative HPV16/18 positivity (>90%) reported in HPV-driven cervical

adenocarcinomas, 15 years after the beginning of vaccination campaigns in adolescents, the
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beneficial effect of commercially available prophylactic HPV vaccines on the incidence rate of
these invasive tumors is expected to appear very soon. Unfortunately, a fifth of glandular
malignancies diagnosed in the uterine cervix are virus-independent and an improved patient
management/treatment will first require an in-depth characterization (at the immunologic,
genomic and epidemiologic levels) of these understudied aggressive lesions in order to better

understand their pathobiology and, ultimately, their associated vulnerabilities.
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Figure/Table legends
Figure 1. Examples of endocervical adenocarcinomas (hematoxylin and eosin) classified

by the updated 2020 World Health Organization (WHO) classification.
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Figure 2. Flowchart of the study selection for the present meta-analysis
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Figure 3. Contour-enhanced funnel plot of studies included in the meta-analysis. An

asymmetry (suggesting a potential publication bias) should be noticed.
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Table 1. Subgroup analyses for pooled HPV prevalence in cervical adenocarcinoma according tc
geographical region, histological subtype, cohort size, publication date, sample type and risk of bias.

Pooled HPV prevalence ~ Heterogeneity tests

Variables Studies (n) Nb cases (%) % (95% CI) " 0 (Q test)
Overall 361 16938 (100) 78.4 (76.2-80.3) 79.4%
Geographical region p<0.0001
Asia 140 5529 (32.6) 72.5(68.7-76.1) 73.8%
Europe 103 5017 (29.6) 81.4 (77.5-84.8) 79.3%
North America 63 3237(19.1) 83.2 (78.6-87) 86.9%
South America 17 826 (4.9) 82 (77.1-86.1) 25.1%
Africa 18 254 (1.5) 78.3 (69.9-84.9) 26.2%
Oceania 6 276 (1.6) 86.8 (82.2-90.3) 0%
Histological subtype p<0.0001
Usual type 24 1768 (10.4) 85 (79.6-89.2) 62.4%
Villoglandular 15 78 (0.5) 78.9 (68-86.8) 0%
Intestinal 14 64 (0.4) 69.9 (56.1-80.8) 0%
Signet-ring 7 17 (0.1) 77.3 (55.6-90.3) 0%
Gastric 21 163 (1) 9.8 (5.5-17) 0%
Endometrioid 30 259 (1.5) 58.6 (43.9-71.9) 65.5%
Clear cell 34 223 (1.3) 37.7 (28.9-47.4) 21.8%
Mesonephric 7 17 (0.1) 16.3 (5.7-38.2) 0%
Serous 25 141 (0.8) 41.8 (33.3-50.9) 0%
Cohort size p=0.011
<30 243 2247 (13.3) 75.4 (72.4-78.2) 36.6%
>30 118 14691 (86.7) 80.8 (77.8-83.6) 91.4%
Year of publication p=0.642
2000-2010 119 3569 (21.1) 77.7 (73.9-81) 70%
2011-2023 242 13369 (78.9) 78.7 (76.1-81.1) 82.1%
Sample type p=0.615
FFPE 201 12362 (73) 77.7 (74.8-80.3) 82%
Cytology 111 3390 (20) 78.9 (74.9-82.5) 77.1%
Risk of bias p=0.894
Low 342 15949 (94.2) 78.4 (76.2-80.4) 79.1%
High 19 989 (5.8) 79.1 (67.4-87.4) 82.7%
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Partie 1: Caractérisation clinico-pathologique des
carcinomes  épidermoides et adénocarcinomes
cesophagiens et analyse de la potentielle implication
d’HPV dans ces cancers

Les infections par papillomavirus humain sont responsables d’environ 5% des cancers dans le
monde (de Martel et al. 2020). L'impact carcinogéne d’HPV a tout d’abord été établi dans le
contexte des carcinomes épidermoides du col de |'utérus. Toutefois, d’autres sites
anatomiques tels que le vagin, la vulve, le pénis, 'anus et le tractus aéro-digestif supérieur,
sont également sujets au développement cancéreux induits par HPV (Bruni et al. 2023). Dans
la continuité de la sphére oropharyngée et caractérisé histologiquement (comme le col de
I"'utérus) par un épithélium épidermoide terminé par une jonction épidermo-glandulaire,
I’cesophage pourrait apparaitre comme un organe propice aux infections par HPV. Pourtant,
I'implication de ces virus dans la carcinogenése cesophagienne (tant épidermoide que
glandulaire) est trés controversée (Nakanishi 2006; Rajendra et al. 2017; Petrelli et al. 2021).
Par cette étude, nous avons voulu caractériser précisément les cancers de I'cesophage d’un
point de vue clinique, histopathologique, immunologique et virologique. L'utilisation de
techniques spécifiques et sensibles ont permis de mettre en évidence la présence d’infections
transcriptionnellement actives dans un certain pourcentage de carcinomes épidermoides
(32/230, 14%) et d’adénocarcinomes (31/119, 26%). La caractérisation clinico-pathologique
de ces deux cancers a révélé quelques différences intéressantes/importantes.

1) Analyse des résultats obtenus pour la cohorte de patients atteints d’un carcinome
épidermoide de I'cesophage

Dans cette étude, la cohorte de patients atteints de carcinome épidermoide (ESCC) est
essentiellement masculine (161/230, 70%), agée de plus de 65 ans (123/230, 53%) et présente
des stades cliniques relativement avancés (stade Il : 78/209, 37% ; stade Il : 52/209, 25%).
Compte tenu du coté asymptomatique de la maladie, cette cohorte est une représentation
assez proche de ce qui s'observe globalement dans une population donnée (C.-Q. Liu et al.
2023). Le pourcentage (14%) de carcinome épidermoide HPV positif retrouvé dans cette
cohorte correspond également au taux d’infection établi par plusieurs études sur le sujet (Cao
et al. 2014; W.-L. Wang et al. 2015; Petrelli et al. 2021). D’une maniere intéressante, ce taux
de positivité se rapproche assez fort de celui observé dans les cancers de la téte et du cou
(hors oropharynx), qui est d’environ 10-15%. De plus, 100% des infections par HPV retrouvées
dans cette cohorte sont liées a ’HPV16. Ce génotype est également identifié dans plus de 50%
des cancers touchant le tractus aéro-digestif supérieur (Sastre-Garau and Harlé 2020). La
technique du RNAscope indique une infection présente dans l'entiéreté des cellules
tumorales, ce qui laisse supposer qu’'HPV y joue un role étiologique. Lors de la comparaison
des caractéristiques clinico-pathologiques des patients en fonction de leur statut HPV (section
1.2 des résultats), des différences significatives ont été observées pour les paramétres taille
de la tumeur (cT) (p=0.0491), statut p16™*2 (p<0.0001) et différenciation tumorale (p=0.041).
Pour une raison inexpliquée, 61.29% des patients de la catégorie HPV+ présentent des
tumeurs in situ ou envahissant la lamina propria jusque la musculeuse (TO a T2) par rapport a
la catégorie HPV- ou 58.99% présentent des tumeurs envahissant I'adventice et les structures

124



adjacentes (T3-T4). En ce qui concerne la différenciation tumorale, nous avons divisé les
tumeurs en deux catégories: bien et moyennement différenciées versus faiblement
différenciées/basaloides. Bien que les ESCC présentant une différenciation basaloide aient été
initialement considérés comme plus agressifs, avec un pronostic moins favorable, ils sont
maintenant reconnus comme génétiquement et « pronostiqguement » similaires aux
carcinomes épidermoides dits « conventionnels », ce qui justifie leur classification dans les
différenciations traditionnelles (Sauer et al. 2022). Dans notre étude, nous notons que 25%
des tumeurs HPV+ sont de type basaloide alors que cette différenciation s’observe 2 fois plus
rarement dans la catégorie HPV- (11.28%). Cette observation intéressante a également été
réalisée au niveau des cancers de la téte et du cou (Fritsch and Lentsch 2014). Plusieurs études
ont montré que 80 a 90% des cancers basaloides sont infectés par un HPV de haut risque
transcriptionnellement actif. De maniére notoire, les patients qui en sont atteints présentent
un pronostic généralement meilleur (C. H. Chung and Gillison 2009; Chernock et al. 2010;
Jacobi et al. 2014; Lewis 2017). Enfin, le dernier paramétre significativement différent entre
nos deux catégories de patients est p16™*. Dans la catégorie HPV+, remarquablement,
90.63% des tumeurs montrent une positivité pour ce biomarqueur indirect d’"HPV, ce qui
contraste fortement avec la catégorie HPV- ou seulement 5.10% des tumeurs expriment
fortement p16™“2, Dans notre étude, le seuil de positivité pour le marquage de p16™™*2 g été
précautionneusement défini a 50% de cellules tumorales positives afin d’allier spécificité et
sensibilité de I'immunomarquage. En effet, bien qu’un grand nombre d’études, notamment
se focalisant sur les cancers de la téte et du cou, utilisent un seuil de positivité de 70% de
cellules marquées (Merlano et al. 2016), (car la distribution des marquages de p16™<*2 montre
souvent deux extrémes: moins de 5% de marquage ou plus de 95% de marquage), une
minorité de cas peut présenter un marquage partiel (50-75% de marquage) tout en étant
infectée par HPV (Lewis et al. 2012). Cette distribution particuliere suggere que I'utilisation
d’un seuil de positivité a 50% de cellules marquées pourrait étre plus appropriée, surtout dans
le contexte d’un cancer présentant une fréquente méthylation du gene CDKN2A (comme c’est
le cas pour les tumeurs se développant dans I'cesophage). Etant donné que 90.63% de
tumeurs HPV+ présentent un marquage p16"* positif, ce marqueur peut &tre employé
comme indicateur indirect d’une infection par HPV dans le cadre de notre étude. Une
attention particuliére doit tout de méme étre faite pour les catégories HPV+/p16™™*2 - (9.37%
des HPV+) et HPV-/pl6"k42 + (5.10% des HPV-) montrant une discordance entre ce
biomarqueur et le statut HPV. Ces discordances ont également été retrouvées au niveau des
cancers de I'oropharynx et pourraient étre expliquées par des altérations génomiques et
épigénétiques causées par le tabac (Mehanna et al. 2023). L'information sur le statut fumeur
n’a pu étre récoltée que pour 151 patients en provenance de Besancon et de Liége. Parmi les
patients HPV-, 56.92% sont fumeurs (74/130, 56.92%) et pour les patients HPV+, 38.10% sont
fumeurs (8/21, 38.10%). Si I'on reprend la catégorie de patients HPV- et fumeurs, 5 patients
ont un statut p16"k*2 positif (5/74, 6.76%). Cette catégorie de patients pourrait expliquer, en
partie, les discordances obtenues entre le statut HPV et le statut p16'“2. Néanmoins, aucune
conclusion ne peut étre émise avec fermeté a ce sujet car le statut fumeur est inconnu pour
34% des patients inclus dans notre étude. Par ailleurs, la catégorie HPV+/p16™™* — pourrait
étre expliqguée par le fait qu’environ 50% des carcinomes épidermoides de |I'cesophage
présentent une hyperméthylation au niveau du promoteur du gene CDKN2A codant pour la
protéine p16™“2, Au vu de ces résultats et de ceux récemment reportés dans le contexte des
cancers téte et cou, il est recommandé d’adopter une approche combinée, en utilisant a la
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fois une méthode de détection spécifique d’HPV (ex: un test PCR) ainsi qu’un
immunomarquage anti-p16™42 afin de pouvoir détecter avec précision les « vrais » cancers
HPV-induits.

A coté des parametres significativement différents entre les deux catégories de patients
(section 1.2 des résultats), les formes aberrantes et non aberrantes de p53 sont réparties de
facon similaire entre nos deux catégories. Au sein de la catégorie HPV-, 53.3% des patients
présentent un statut p53 muté. Cette observation concorde avec la littérature montrant des
mutations du gene TP53 dans plus de 50% des carcinomes épidermoides de I'cesophage (Y.
Song et al. 2014). De facon plus étonnante, p53 présente une expression aberrante dans
46.88% des tumeurs HPV+. En effet, grace a la capacité de I'oncogene E6 d’HPV a induire la
dégradation de p53, il est couramment observé que la majorité (80-90%) des cancers HPV-
positifs (peu importe la localisation anatomique) présentent un statut p53 non aberrant
(Tommasino et al. 2003). A noter que la présence d’'HPV et certains types de mutation p53
(non perturbatrices) peuvent coexister au sein de la méme tumeur (Westra et al. 2008;
Maruyama et al. 2014). Dans le contexte de notre catégorie de patients HPV+, il serait, dés
lors, instructif de réaliser des analyses génétiques du géne TP53. Dans notre cohorte, il est a
noter qu’un tiers des patients de cette catégorie est fumeur (8/21, 38.10%). Connaissant
I’association entre le tabac et les mutations p53 dans les cancers (Pfeifer et al. 2002; Ronchetti
et al. 2004), la présence de mutation du géne TP53 dans la catégorie de patients HPV+ pourrait
étre partiellement expliquée. A c6té des mutations du gene TP53, identifiées par un marquage
aberrant de la protéine, il est important de considérer la possibilité d’une surexpression de
p53 due a un traitement préalable (néoadjuvant), tel que la radiothérapie ou la
chimiothérapie. En effet, 'accumulation de cassures a I’ADN provoquée par ces traitements
entraine une surexpression de la protéine p53. Son réle est de bloquer le cycle cellulaire et de
permettre la réparation de I'ADN endommagé. Lors de l'immunohistochimie, cette
surexpression peut se manifester par un marquage intense de la protéine (sans que le géne
TP53 ne soit muté). Etant donné que nous ne disposons pas d’informations sur les traitements
néoadjuvants administrés avant la chirurgie, nous ne pouvons pas exclure que le pourcentage
relativement élevé de tumeur HPV+ affichant une expression aberrante de p53 soit
simplement lié a un traitement antérieur. Dés lors, une perspective intéressante consisterait
a réaliser un séquencage sur la catégorie de tumeurs HPV+/p53 aberrant afin de vérifier la
corrélation entre I'expression aberrante de la protéine et la mutation de son géene codant.

En ce qui concerne la survie sans récidive (PFS) et la survie globale (OS) de la population de
patients atteints d’un carcinome épidermoide (section 1.3 des résultats), I’age, la taille de la
tumeur (cT), I'infiltration ganglionnaire par des cellules tumorales (cN) et le stade clinique des
tumeurs sont des facteurs pronostiques connus, ce qui valide notre analyse (Figures 42 et 44).
En paralléle, I'importante infiltration tumorale par des cellules PD1* est identifiée comme
marqueur pronostique (Figure 44 J). Cette constatation n’est pas complétement inattendue,
étant donné que des études antérieures ont déja établi ce lien pour les cancers de la téte et
du cou HPV-induits. Ce résultat est souvent expliqgué comme une réaction immunitaire
antérieure (Badoual et al. 2013; Pokryvkova et al. 2022). Enfin, le statut HPV positif se révele
étre un nouveau facteur pronostique pour la survie des patients sans récidive de la maladie.
Cette observation s’inscrit en paralléle avec les constatations faites pour la quasi-totalité des
cancers associés a HPV, tels que les cancers de la téte et du cou, de I'anus, du vagin, de la vulve
et du pénis (Ang et al. 2010; Christina Louise Rasmussen et al. 2018; Chu et al. 2020; Bruyére
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et al. 2021; Christina L. Rasmussen et al. 2021). Confirmant le statut viral positif, le
biomarqueur p16™42, qui a également été évalué, présente aussi une tendance a étre associé
a un pronostic positif. Ce constat concorde étroitement avec les données existantes sur les
cancers de la téte et du cou et de I'anus, soulignant ainsi la valeur prédictive de ce
biomarqueur (Salazar et al. 2014; Serup-Hansen et al. 2014; Bruyere et al. 2021).

Si I'on regarde le traitement des patients, les recommandations de pratique clinique ESMO
préconisent une chirurgie par résection endoscopique pour les tumeurs précoces (cT1 NO MO0).
En ce qui concerne les tumeurs avancées localement (cT2-T4 ou cN1-3 MO0), une
radiochimiothérapie préalable a I'intervention chirurgicale est recommandée (Obermannova
et al. 2022). En raison d’un manque d’information concernant le traitement de certains
patients de notre cohorte (environ 35%), nous n’avons pas pu étudier ce parametre au sein
de cette these. Il est important de noter que nous ne pouvons pas affirmer de maniére
concluante que les patients dont le traitement chimio/radiothérapeutique n’est pas
documenté n’ont pas été soumis a d’autres approches thérapeutiques, telles que la chirurgie.
Néanmoins, les données recueillies indiquent clairement que la radiochimiothérapie est
largement la méthode de traitement privilégiée pour les cancers présentant un stade >2 (74%
des patients traités) suivie de la chimiothérapie (21%) et de la radiothérapie (5%). Au sein de
notre cohorte, il est courant que la dose de rayonnement administrée en radiothérapie soit
comprise entre 45 et 50.4 Gray tandis que les protocoles de chimiothérapie les plus
fréquemment employés incluent la Cisplatine en combinaison avec le 5-FU, ainsi que la
Carboplatine associée au Paclitaxel. Malgré le manque de données pour certains patients, il
fort probable que les résultats pronostiques que nous avons obtenus (ex : parametre HPV) ne
sont pas ou peu biaisés par une différence de traitement entre les patients au vu du grand
nombre de patients traités de la méme facon. De maniere intéressante, les cancers HPV-
induits (de la sphére oropharyngée) répondent mieux a la radiochimiothérapie que les cancers
HPV négatifs. Par cette observation, les doses de traitement ont été adaptées en fonction du
statut HPV des patients (Mehanna et al. 2019). Cette constatation ouvre une perspective
intéressante pour la personnalisation des approches thérapeutiques. Une analyse plus
approfondie dans cette direction pourrait apporter des informations précieuses pour guider
les choix thérapeutiques dans le contexte du carcinome épidermoide de I'cesophage.

En conclusion, HPV16 se révele étre un acteur clé au sein d’une petite portion des carcinomes
épidermoides de I'cesophage et cette implication est corrélée a un meilleur pronostic pour les
patients. Le biomarqueur indirect de la présence d’HPV, p16"k*2, émerge comme un outil
valable pour analyser le statut viral dans ce type de cancer. La combinaison de ces deux
facteurs devrait pouvoir pallier les éventuelles rares discordances retrouvées. La classification
clinique actuelle des cancers de I'cesophage, qui repose exclusivement sur les critéres TNM,
se heurte a certaines limitations. En s’inspirant des connaissances accumulées au fil des
années concernant les cancers du tractus aéro-digestif supérieur ainsi que ceux touchant la
vulve, le vagin, I'anus et le pénis, il pourrait étre utile que les patients atteints d’'un carcinome
épidermoide de I'cesophage soient systématiquement catégorisés en fonction de leur statut
HPV/p16i"k42, Cette approche pourrait aider a mieux prédire la survie des patients et, en fin de
compte, contribuer a une prise en charge thérapeutique plus personnalisée et efficace.

127



2) Analyse des résultats obtenus pour la cohorte de patients atteints d’un
adénocarcinome de I'cesophage

Au cours de cette thése, nous avons également étudié les caractéristiques clinico-
pathologiques des patients atteints d’un adénocarcinome de I'cesophage (EAC) (section 2.1.1
des résultats). Cette cohorte est essentiellement masculine (99/119, 83%) et agée de plus de
65 ans dans 57% des cas (68/119, 57%). Les stades cliniques au diagnostic sont assez avancés,
avec 57% des patients présentant un stade Ill (65/113, 57%). Les techniques de génotypage
(test HPV) ont permis de détecter la présence d’ADN d’HPV 16, 18 et/ou d’autres HPVs dans
47% des adénocarcinomes (56/119, 47%). Parmi ces tumeurs, le génotype HPV16 a été
identifié dans 80.36% des cas (45/56, 80.36%) tandis que HPV18 a été détecté dans 37.5% des
cas (21/56, 37.5%). A noter que des infections multiples ont également été retrouvées. La
prédominance du génotype HPV16 au sein des tumeurs était relativement prévisible, compte
tenu des résultats collectés lors de la derniére décennie dans les cancers HPV-induits touchant
la sphére oropharyngée et le tractus ano-génital (So et al. 2019; Mashiana et al. 2021). De
maniére intéressante, nous avons observé que 37.5% des EACs étaient positifs pour HPV18.
Ce résultat est en concordance avec les données de la littérature signalant une prévalence
d’HPV18 entre 40 et 50% dans les adénocarcinomes du col utérin (voir la méta-analyse réalisée
au cours de cette these). Cependant, il est a noter que ce génotype n’a pas été retrouvé dans
notre cohorte d’ESCC. Cette observation suggere qu’HPV18 pourrait posséder un tropisme
particulier pour les cellules glandulaires. Bien que les raisons de ce phénomene demeurent
totalement inexpliquées, cette disparité dans la distribution des génotypes reflete
probablement des interactions complexes entre les virus et les cellules de I'h6éte, des
mécanismes de transmission spécifiques et des affinités variées pour les différents types
tissulaires, propres a chaque génotype.

Contrairement a la cohorte d’ESCC, toutes les infections par HPV ne sont pas
transcriptionnellement actives dans les EAC. Une catégorie HPV ADN+/ARN- a été retrouvée.
Cette observation s’aligne avec des constatations antérieures dans le contexte des cancers de
la téte et du cou (en particulier dans les sites anatomiques prés de I'oropharynx) (Jung et al.
2010; Lewis Jr et al. 2012; Bishop et al. 2014). Ces tumeurs présentent des caractéristiques
relativement similaires a celles négatives pour HPV. De plus, les patients présentant des
tumeurs de cette catégorie affichent une survie comparable a celle des patients diagnostiqués
avec des tumeurs HPV négatives. Ces résultats renforcent I'importance de combiner la
détection de I’ADN viral et du statut transcriptionnel de l'infection pour une classification
précise des patients (Jung et al. 2010; Lewis Jr et al. 2012). De fagon intéressante, le RNAscope
réalisé sur les échantillons tissulaires HPV ADN+/ARN+ montre un faible pourcentage de
cellules tumorales positives (10 a 40%), ce qui contraste complétement avec les observations
faites pour les carcinomes épidermoides. Cette différence suggére que le virus HPV pourrait
ne pas jouer de réle déterminant dans la carcinogenése de ce type de cancer et n’étre, pour
une raison mystérieuse, qu’un « simple passager ».

Si 'on compare les 3 catégories selon diverses caractéristiques clinico-pathologiques (section
2.2 des résultats), une seule différence significative est observée entre les catégories au
niveau de la taille des tumeurs. 66.67% des tumeurs de la catégorie HPV ADN+/ARN+ sont de
taille T3-T4 contrairement au pourcentage retrouvé dans la catégorie HPV ADN+/ARN-
(22.73%). Cependant, aucun autre parametre n’est différent entre les catégories. Alors que le
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biomarqueur p16™*2 est corrélé a une infection par HPV dans notre cohorte de carcinomes
épidermoides, 70.97% des adénocarcinomes HPV ADN+/ARN+ sont p16"* négatif. Deux
hypothéses étroitement liées émergent pour expliquer ces observations. Tout d’abord, il est
important de noter que le promoteur de CDKN2A, géne codant pour la protéine p16™“?, est
hyperméthylé dans une grande proportion (jusqu’a 80% dans certaines études) des
adénocarcinomes de I'cesophage (Hardie et al. 2005; Kaz et al. 2015). D’autre part, nos
résultats de RNAscope suggerent qu’un pourcentage limité de cellules tumorales sont
infectées par HPV. Par conséquent, il est plausible que I'expression de la protéine p16™k+
(conséquence de l'interaction entre pRb et 'oncoprotéine virale E7) au sein de la tumeur ne
soit que trés partielle. Si une infection active d’HPV n’est que partiellement présente dans la
tumeur et que le promoteur de p16"“ est hyperméthylé, il ne serait pas étonnant de
n’observer que peu de cellules positives. En conséquence, nos résultats révelent clairement
que le biomarqueur p16™42 ne peut pas étre utilisé comme indicateur indirect d’une infection
par HPV dans ce type spécifique de tumeur. En ce qui concerne le statut p53, plus de 60% des
tumeurs de chaque catégorie ont un statut p53 aberrant. Ce résultat est en corrélation avec
la littérature montrant un taux de mutation de TP53 de plus de 70% dans les adénocarcinomes
cesophagiens (S. M. Chung et al. 2007). Pour la catégorie HPV ADN+/ARN+, nous pouvions
nous attendre a observer un pourcentage de tumeurs p53 non aberrant plus important
comme au niveau des cancers HPV-induits observés dans le tractus ano-génitale ou la sphere
oropharyngée (Tommasino et al. 2003). Toutefois, au vu des résultats de RNAscope et de
plek4a  précédemment décrits, cette observation suggére qu’HPV  (méme
transcriptionnellement actif) n’intervient pas dans l'initiation de la carcinogeneése de ce type
de tumeur.

Au sein de notre cohorte d’adénocarcinome, le marqueur Kératine 7 a été étudié. A l'origine,
considéré comme un marqueur de jonction, il avait pour objectif de distinguer les
adénocarcinomes provenant de la jonction gastro-cesophagienne, des adénocarcinomes de
I’estomac distal (Driessen et al. 2004). Toutefois, il est apparu par la suite que ce marqueur
était exprimé par la grande majorité des tumeurs gastriques, quel que soit leur emplacement.
Par conséquent, I'analyse de ce marquage n’a pas pu apporter de valeur ajoutée a notre
travail.

En ce qui concerne la survie globale et sans récidive des patients (section 2.3 des résultats),
les parameétres suivants ont montré une valeur pronostique: la taille de la tumeur,
I'infiltration ganglionnaire par les cellules tumorales et le stade clinique. Etant, bien
évidemment, des facteurs connus pour influencer la survie des patients, ces résultats valident
notre analyse. Cependant, parmi les autres parameétres examinés, aucun n’a exercé une
influence significative sur la survie des patients. A ce titre, la présence d’une infection par HPV
n'est pas associée a une amélioration de la survie des patients. Nos résultats contredisent les
conclusions avancées par une premiére équipe de recherche qui a proposé qu’une infection
par HPV transcriptionnellement active jouait un réle dans la carcinogenése des
adénocarcinomes cesophagiens (Rajendra et al. 2013). Cette équipe a également suggéré que
la survie des patients présentant des tumeurs HPV-induites était améliorée (Rajendra et al.
2018). Toutefois, ces résultats n’ont jamais été confirmés et notre étude, bien plus robuste,
ne permet pas non plus d’expliquer ces résultats collectés sur des échantillons australiens.
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En conclusion, bien que nous ayons constaté la présence d’infections virales
transcriptionnellement active (26%) au sein de notre cohorte d’adénocarcinomes
cesophagiens, aucune différence n’a été observée, ni sur les aspects clinico-pathologiques, ni
au niveau de la survie entre cette catégorie de patients et les catégories HPV négatives et HPV
ADN+/ARN-. Le marqueur p16"k@ n’est clairement pas utilisable comme biomarqueur indirect
d’HPV dans ce type de tumeur. La coexistence d’une catégorie HPV ADN+/ARN- et le faible
pourcentage de cellules tumorales affichant des ARNm d’HPV met en évidence qu’HPV
pourrait agir comme un facteur opportuniste plutot que comme initiateur de la progression
et la croissance des adénocarcinomes cesophagiens. D’un point de vue clinique, il n’y aurait
pas d’intérét de distinguer les tumeurs en fonction de leur statut HPV.

Partie 2: Revue systématique et méta-analyse :

prévalence et distribution des génotypes d’"HPV dans

les différents sous-types d’adénocarcinome du col

’ .

uterin
Parmi les cancers du col de I'utérus, environ 15% sont des adénocarcinomes (Prendiville and
Sankaranarayanan 2017). Caractérisés par un groupe hétérogéne de tumeurs, les
adénocarcinomes sont sujets a une controverse importante, au sein de la communité de
pathologistes, vis-a-vis de la classification histologique de ces tumeurs et de leur potentielle
association a une infection par HPV (Stolnicu et al. 2018; 2021). Bien que reclassés par 'OMS
en 2020 comme dépendants ou indépendants d’"HPV (H6hn et al. 2021), certains sous-types
d’adénocarcinome sont rares, ce qui explique la diversité des données reportées dans la
littérature et ce qui rend leur caractérisation précise trées complexe. Par I'intermédiaire d’'une
revue systématique de la littérature suivie d’'une méta-analyse, nous avons réalisé une vue
d’ensemble sur I'implication d’HPV dans les différents sous-types d’adénocarcinome du col
utérin. A partir de 361 études (comprenant 16 938 cas d’adénocarcinomes) incluses dans
notre analyse, la prévalence globale d’"HPV est de 78.4% avec une hétérogénéité importante
entre les études. Cette hétérogénéité est en partie expliquée par les différentes régions
géographiques, les sous-types d’adénocarcinome et la variation dans la taille des cohortes
reprises dans les différentes études. D’un point de vue géographique, la plus haute prévalence
est de 86.8% en Océanie et la plus base est retrouvée en Asie avec une prévalence de 72.5%.
Observées aussi au niveau des cancers de la téte et du cou, ces différences seraient
probablement dues a des facteurs extérieurs comme les comportements sexuels, le statut
socio-économique et les variations (épi)génétiques (Mehanna et al. 2016). Au niveau des sous-
types d’adénocarcinome, les adénocarcinomes gastriques ont une prévalence d’HPV de 9.8%
contrairement aux adénocarcinomes dits « classiques » (Usual-type) ou la prévalence d’HPV
est de 85%. Ces résultats sont relativement inattendus par rapport a la derniére classification
reportée par 'OMS (2020). En effet, basé exclusivement sur des criteres morphologiques,
cette classification considére chaque sous-type d’adénocarcinome comme compléetement
associé ou indépendant a HPV (Hohn et al. 2021). Toutefois, nos résultats révelent que tous
les sous-types adénocarcinome semblent, en réalité, liés a HPV, bien que des degrés variables
de liaison soient observés. Cette classification (OMS 2020) est une avancée considérable dans
le diagnostic des adénocarcinomes cervicaux (car mentionne le statut HPV pour la premiere
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fois) mais l'utilisation d’un test HPV reconnu afin de classer précisément les tumeurs d’un
point de vue histologique et virologique serait une évolution intéressante a cette classification
actuelle.

La prévalence par génotype d’'HPV spécifique a également été analysée. De facon générale,
HPV16, HPV18 et HPV45 sont les génotypes les plus fréquemment retrouvés dans les
adénocarcinomes du col utérin avec une prévalence de 49.8%, 45.3% et 8.6% respectivement.
Lorsque I'on compare la distribution des génotypes HPV16 et HPV18 en fonction des
continents ou des sous-types d’adénocarcinome, les variabilités sont assez modestes. Comme
souligné précédemment (dans la partie se focalisant sur les adénocarcinomes cesophagiens),
la présence trois fois plus importante d’"HPV18 au sein des tumeurs glandulaires cervicales par
rapport a leurs homologues épidermoides est une énigme (Bruni et al. 2023).

Grace a cette revue systématique et méta-analyse, nous avons fourni une estimation
guantitative de la prévalence générale d'HPV dans les différents sous-types
d’adénocarcinome du col utérin et mis en évidence des différences en fonction des continents
et des sous-types histologiques. L’ajout de I'analyse du statut viral (par exemple via PCR) dans
la classification actuelle des adénocarcinomes cervicaux permettrait de gagner en précision
et, espérons-le, permettra a I'avenir une meilleure prise en charge de ces patients.

Finalement, de nombreuses interrogations subsistent concernant le réle d’HPV dans le
développement des cancers. Pourquoi certains sites anatomiques spécifiques présentent-ils
une prédisposition élevée aux infections persistantes ? Hormis les cellules de la couche basale
de I"épithélium pluristratifié, est-il possible que d’autres types cellulaires soient également
vulnérables aux infections par HPV, pouvant potentiellement contribuer a la genese des
cancers ?

Bien que la proportion d’adénocarcinomes cervicaux attribuée a une infection par HPV soit
plus faible que celle reportée pour les carcinomes épidermoides du col utérin et de I'anus (plus
de 90%) (Walboomers et al. 1999; Bruyere et al. 2021), elle reste néanmoins la troisieme
proportion la plus importante reportée dans les cancers HPV-induits. De facon intéressante,
ce sont les seuls cancers de type glandulaire présentant une prévalence d’HPV aussi
importante. En effet, si 'on considere le pourcentage d’adénocarcinomes HPV positifs
diagnostiqué au niveau des poumons, du tractus gastro-intestinal ou de la partie supérieure
de I'appareil reproducteur féminin, celui-ci ne dépasse jamais les 15% et I'implication d’"HPV
dans la carcinogenése de ces derniers est extrémement controversée (Olesen et al. 2014;
Baandrup et al. 2014; Cherif et al. 2021; Karnosky et al. 2021). SiI’'on compare ces observations
a notre étude effectuée sur les adénocarcinomes de I'cesophage, bien que la prévalence d’HPV
retrouvée est légerement plus élevée que 15%, la controverse est toujours existante et HPV
ne semble pas jouer un rble étiologique dans ces cancers. De plus, cette faible prévalence
d’HPV et cette controverse au niveau du réle étiologique d’HPV ont également été observées
pour des cancers se situant dans d’autres sites anatomiques peu évoqués (Sofiani et al. 2023).
En effet, en association avec le virus de I’'hépatite B, il a été suggéré que HPV pouvait intervenir
dans le développement des carcinomes hépatocellulaires (Scinicariello et al. 1992; T. Ma et al.
2012). Des infections par HPV ont également été détectées dans I'épithélium urothéliale, ou
15% des carcinomes urothéliaux de la vessie sont HPV-induits. Cependant, le role étiologique
de ce virus dans ce type de cancer reste controversé (Shigehara, Sasagawa, and Namiki 2014;
Ohadian Moghadam et al. 2020; Khatami, Salavatiha, and Razizadeh 2022). De maniére
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similaire, certaines études mettent en évidence la présence d’HPV (environ 10-20%) dans les
cancers de la prostate et dans les cancers du sein. Néanmoins, le role étiologique d’HPV dans
la carcinogenese de ces derniers est trés peu probable et des infections occasionnelles (durant
I’'analyse ou non) reste I'explication la plus plausible a ces faibles pourcentages de positivité
(Lin et al. 2011; N. Li et al. 2011; R. G. Silva and da Silva 2011; Yin et al. 2017; Khodabandehlou
et al. 2019).

Le virus HPV s’avére étre présent dans une multitude de cancers mais son role en tant
gu’oncogeéne dans ces derniers est trés peu probable. De nombreuses études ont tenté
d’expliquer ces controverses en invoquant des variations géographiques, la limitation de la
reproductivité des techniques de détection d’HPV utilisées ainsi que la diversité des
échantillons analysés (exemple : congelés ou inclus en paraffine). Cependant, ces justifications
ne suffisent pas a expliquer la totalité des résultats. Malgré des aspects inexpliqués, il est
curieux de constater que I'infection par HPV entrainerait une cancérisation uniquement dans
certains sites anatomiques. Dans d’autres organes et tissus, HPV n’est pas considéré comme
agent carcinogéne mais pourrait plutét étre un facteur aggravant (Kombe Kombe et al. 2021).
L’ensemble de ces données suscite I'idée que le virus HPV pourrait éventuellement infecter
une variété de cellules épithéliales de maniére temporaire et pas uniquement les
kératinocytes des épithélia pluristratifié qui étaient, a I’origine, considérées comme les seules
cellules pouvant étre infectées. L'origine cellulaire (ou la cellule cible) des infections par HPV
est donc largement remise en question.
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