Human Papillomavirus og planocellulaert karcinom |
urinbleeren — DaBlaCa-10 studiet

Projektprotokol
Der gnskes belysning af en potentiel association mellem Human Papillomavirus og planocellulaer

karcinom i urinblaeren

Baggrund
| Danmark diagnosticeres der over 1900 nye tilfaelde af blaerecancer hvert ar. Bleerecancer udger

blandt meendene 7,4% af alle kraefttyper og blandt kvinderne ligger tallet pa 2,8%.* Omkring 95%
af bleerecancerne i Danmark er af typen urotheliale karcinomer. De resterende 5% udgeres af
planocellulaere karcinomer, adenokarcinomer eller mesenkymale tumorer.2

De vigtigste risikofaktorer for udvikling af blaerecancer i de vestlige lande er rygning efterfulgt af
erhvervsmaessige eksponeringer. | udviklingslandene er kronisk infektion med Schistosoma
hematobium en af de hyppigste arsager.® Viral infektion er en mulig karcinogen arsag til

blaerecancer. Her er specielt Human Papillomavirus (HPV) blevet overvejet.

HPV er en cirkulaer dobbelt-strenget DNA virus som hgarer til Papillomaviridae familien.*
Nobelprisvinder i medicin, Harald zur Hausen paviste allerede i 1976 sammen med sit team, at der
i fodvorter fandtes HPV med forskellige klavningsmgnster, hvilket ledte ham frem til, at der matte

findes forskellige genotyper af virussen.® Man har siden da fundet, at familien bestar af 29 sleegter,
der kan underinddeles i 120 til dato kendte subtyper som forekommer hos mennesket.* Disse
subtyper kan yderligere inddeles i lav- (LR) og hgijrisiko (HR) typer pa baggrund af deres

tilstedeveerelse i maligne laesioner bl.a. i cervix uteri som er den bedst kendte association. 90% af
cervicale cancere er associeret med HR typerne 16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 58, m.m..® De mest
undersagte LR HPV typer er 6 og 11 som er associeret med benigne leesioner.’

Udover at HPV er en eetiologisk agent for cervical cancer i uterus 8 har flere studier pavist en

sammenhang ved andre maligniteter, sa som anogenitale cancere, peniscancer, og oral
cancer.®%11

| naevnte cancerformer bemeerkes at HPV specielt forekommer som planocellulaere karcinomer, da
virussen inficerer pladeepitel.®’

Studier, som undersgger en association mellem HPV og blaerecancer, har noget divergerende
resultater. Relativt fa studier har separat fokuseret pa HPV positivitet i planocellulaere
blaerecancere. Her er resultaterne ikke mindre modstridende.

Nar man laeser artiklerne ud fra antal af undersggte HPV genotyper, viser et studie bl.a. at der i
17,1% af patienterne med planocelluleert karcinom kunne pavises HPV-DNA. Disse var alle af

HPV-18 subtypen.!? Et andet studie, som testede for de mest undersggte HPV undertyper,
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HPV16,-18, -31, -33 og -51, fandt ingen HPV-DNA i planocelluleere bleerecancere fra deres
forsggsdeltagere.?

Flere studier undersager bade de urotheliale- og de planocelluleere bleerecancere. Her
konkluderede et studie at der ikke var nogen association mellem HPV og bleerecancer.'* Altsa ses
der ikke noget entydigt billede af en sammenhaeng mellem HPV og planocellulaere bleerecancere,
som kan be- eller afkraefte, om HPV kan vaere en arsagsmaessig agent for planocelluleer karcinom

i bleeren.

Hypotese
Resultaterne fra studierne, som har undersggt for sammenhaengen mellem HPV og bleerecancer,

er divergerende. Der er bade studier, som slet ikke har fundet HPV i bleerecancere, og studier som
fandt op til 17,1% tilfaelde af HPV i deres blaerecancer cases.

Vi vil undersage, om vi kan pavise HPV i bleerecancere. Vi formoder, at vi kan gere dette ved at
undersgge for flere typer af HPV end tidligere studier har undersggt for, da nuveerende studier har
fokuseret pa relativt fa subtyper. Vores forelgbige undersggelser af enkelte patienter har pavist
HPV undertyper i enkelte planocellulzere cancere. Vi vil derfor undersgge om dette er et generelt

feenomen. Vi vil have fokus pa bleerecancere af planocelluleer typen, da man ved, at HPV har
affinitet for pladeepitel.

Formal
Vi vil undersgge en starre pulje af HPV undertyperne, for at finde ud af om der er andre undertyper
som findes i de planocellulzere bleerecancere og forsgge at veere med til at belyse omradet om en

potentiel arsagssammenhaeng mellem HPV tilstedeveerelse og planocelluleer blaerecancer.

Materiale og metode
Jeg vil via cystektomidatabaser pa de fem danske cystektomicentre og patobanken udtraekke i alt
150 patienter (Figur 1).

30 Planocellulsre karcinomer

Cj,-'stektnmid_atahas el 30 Urotheliale karcinomer med
og patobanken planocellulzr uddifferentiering

30 Urotheliale karcinomer

Figur 1: Inddeling af de 150 patienter

Eksklusionskriterierne er alder over 60 ar, kateterbrugere og patienter med neurogen blaere. Disse

kriterier geelder ogsa for kontrolgruppen med urotheliale tumorer med og uden planocellulaer
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uddifferentiering. Praeparaterne vil vaere blandet cystektomi- og resektionspraeparater udfgrt ved
cysteskopi.

Tilstedeveaerelse af HPV-DNA og genotype bestemmelse, sker ved en nyere analyseteknik kaldet
INNO-LiPA (Immunogenicity-Line Probe Assay) HPV Genotyping Extra. Fordelene ved INNO-LiPA
er at den har en hgj sensitivitet og specificitet. Ved hjeelp af denne metode vil vi kunne undersgge
for 28 forskellige HPV undertyper. ¥

Inddeling Subtyper

HR HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82
LR HPV 6, 11, 40, 43, 44, 54, 70

Uklassificerede HPV | 69, 71, 74

Tabel 1: Opdeling af de 28 HPV undertyper. 1°

Vi har derfor mulighed for at undersgage for et stgrre interval af HPV undertyper i vores
veevsprgver, end man har gjort i hidtidige forseg.?14

Ved selve forsggsdelen vil der fgrst kgres en real-time PCR, med det meget specifikke SPF10
primer saet. Denne del af forsaget vil blive udfgrt af bioanalytikkere. Herved er evt. HPV-DNA i
prgverne blevet kvantitativt amplificeret. Jeg vil dernaest udfare resten af forsgget under vejledning
af Overleege Seren Hgyer. Dette gares ved Line Probe Assay, som bygger pa revers

hybridiseringsprincip. Herved vil tilstedevaerelsen af HPV-DNA (Tabel 1) kunne detekteres og
fortolkes visuelt (Figur 2).16

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate
R Vo

Alkaline Phosphatase

Streptavidin

Biotin

Amplified target

DNA-probe

Nitrocellulose strip

Figur 2: Skitsering af INNO-LiPA?®

Til slut skal der undersgges for p16 tilstedeveerelse. p16 er et onkogen som ofte ses positivt ved
bleerecancere. Jeg vil undersgge om der er forgget tilstedeveerelse blandt blaerecancere med HPV
forekomst. p16 undersgges immunhistokemisk.®

Dataanalysen og bearbejdningen vil til slut blive udfgrt med vejledning fra Overlaege, dr. med.,

professor Jgrgen Bjerggaard Jensen og 1. reserveleege Ph.d. Jakob K. Jakobsen.
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Perspektivering
Blaerecancere af planocelluleer type har en darligere prognose end de urotheliale bleerecancere.

Mere viden inden for omradet kunne abne op for andre behandlingsmuligheder af de
planocelluleere blaerecancere. Hvis vores hypotese om en association mellem HPV og
planocelluleere blaerecancere holder, kan resultatet veere med i vurderingen af, om man skulle

overveje at udvide malgruppen, som far nytte af en HPV-vaccine, med udviklingen af en vaccine
som indeholder de relevante HPV subtyper.

Etiske overvejelser

Projektet skal godkendes af videnskabsetisk komité ved Region Midtjylland, samt datatilsynet ved
Region Midtjylland.

En del af patienterne har underskrevet en aftale som ger at de indgar under MOB (molekylaer

biologi og bleerecancer) registrering.

Deltagere
Forskningsarsstuderende:

Kit Riegels Jgrgensen, stud.med., Aarhus Universitet, Health

E-mail: kit.riegels.joergensen@post.au.dk
Mobil: 21 22 94 46

Hovedvejleder:
Overleege Jargen Bjerggaard Jensen, dr.med., professor, Urinvejskirurgisk Afdeling K, Aarhus

Universitetshospital, Skejby

E-mail: jp@skejby.net
TIf: 78 45 26 17
Mobil: 26 13 37 90

Medvejledere:
Overlaege Sagren Hayer, Patologisk Afdeling, Aarhus Universitetshospital, Skejby

1. reserveleege Jakob K Jakobsen, Ph.d., Urinvejskirurgisk Afdeling K, Aarhus Universitetshospital,
Skejby

Studiet understgttes af den danske DMCG for blaerecancer som DaBlaCa-10 studiet.
Mal

Bade positive og negative resultater forventes offentliggjort. Resultatet forventes publiceret i et
anerkendt tidsskrift.

Tidsplan

Projektet har en planlagt varighed af 12 maneder fra 1. februar 2016 til 31. januar 2017. Herefter

vil en rapport pa forsgget udformes og indsendes med efterfglgende forsvar.
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Forsegspersoner
udtrzkkes i cystektomi
databasen og pato bank
ININO-Lipa
metoden indleres
INNO-Lipa: 50
Planocellul=re karcinomer
ININO-Lipa: 30
Urothelial karcinomer
med planocellulzr
uddifferentiening
ININO-Lipa: 50
Urothelial karcinomer

Dataanalyse og -bearbejdning
Rapport sammenskrivning

Kursus deltagelse:
° Introduction to Research Training in health science

°  Struktureret litteratursggning
° Basic biostatistics

Budget:

Len til forskningsarsstuderende 120.000 kr
- Ansggt Novo Nordisk

Udagifter til INNO-LiPA 150.000 kr
- Sagt projektstgtte fra A.P. Mgller og Hustru Chastine Mc-Kinney Mgllers Fond, Fonden til

leegevidenskabens fremme
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