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Background

About 25% of breast cancer patients develop distant metastases, which are the main cause of death from this disease. To develop new therapeutic strategies, it is important to better understand the mechanisms accountable for the specific invasion of tissues by breast cancer cells. We hypothesized that expression of microRNAs (miRs) plays a role here. miRs are small RNAs (messengers of DNA) that regulate the expression of genes and thereby contribute to the onset and progression of cancer. Although several studies have examined the role of individual miRs in breast cancer, little is known about the full miR profile of primary breast tumors compared to paired distant metastases. 
Our aim is to pinpoint the changes in miR expression in the process of spreading from the primary tumor to specific distant sites. Extensive knowledge about relevant miRs that can influence metastatic behavior and location-specificity of metastases could lead to the discovery of new biomarkers. These biomarkers could potentially direct targeted therapy strategies, which could prevent such metastases to become clinically manifest.
Methods

We selected tumor tissue from 23 primary breast tumors and two corresponding distant metastases each to ovary, skin, brain, lung and gastro-intestinal sub sites (Table 1). This study design with multiple metastases per patient allows comparison of metastatic sites within the same patient. 

Table 1: Overview of samples that were used for this study.
	
	Metastasis 1
	Metastasis 2
	Number of samples

	3 primary breast tumors
	Skin 
	Ovary
	9

	3 primary breast tumors
	Skin 
	Lung
	9

	3 primary breast tumors
	Skin 
	Skin
	9

	3 primary breast tumors
	Lung
	Ovary
	9

	4 primary breast tumors
	Lung
	Brain
	12

	4 primary breast tumors
	Ovary
	GI-tract
	12

	3 primary breast tumors
	GI-tract
	GI-tract
	9

	Total
	
	
	69


Tumor RNA was extracted from all samples and sent to Exiqon, a Life Sciences company that analyzed the presence and abundance of 2800 known human miRs using microarray technology. To confirm their findings, we performed qPCR validation (so, using a different technique) of the most significantly deregulated miRs within the same cohort. Thereafter, validation will be performed in an independent cohort with the same molecular characteristics, to verify if our findings can be generalized. 
Preliminary Results
Around 700 miRs were present in the tumor samples. Statistical analyses were performed to compare the presence of these miRs in the primary tumors to the paired metastases and to find those miRs in primary tumors or metastases that were able to specify the location of the metastases. 26 miRs were significantly up- or downregulated in the different groups of statistical analyses. The 10 most important miRs were selected for validation. 

Interestingly, most miRs showed higher expression in the metastases compared to the primary tumor (Figure 1a). Also, the abundance of some miRs found in the primary tumors seemed to be metastasis location-specific (Figure 1b). Which miRs are most important in the process of spreading from the primary tumor to specific distant sites remains to be elucidated by validation in an independent cohort.
Figure 1: qPCR results of two miRs in ER-positive breast cancer. 

A) miR-A is upregulated in metastases of ER-positive breast cancer.

B) miR-B is upregulated in primaries that disseminated to brain or lung.
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Future perspectives
Validation of these findings in an independent cohort is ongoing and will be completed in the coming two months. Based upon these data, we hope to identify miR signatures of site-specific metastatic capabilities that might allow the targeting of therapy to likely sites of metastasis. 

Budget 

Our expenditure is listed in Table 2.

Table 2: Overview of project costs 

	
	Experiments
	Total costs

	Profiling
	Isolation of RNA 
	€3200

	
	miR profiling
	€20000

	Validation
	cDNA synthesis
	€800*

	
	qPCR 1st cohort
	€6000*

	
	qPCR 2nd cohort
	€6000*

	Total
	
	€36000


* including repeats for failures
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Achtergrond

Ongeveer 25% van de patiënten met borstkanker ontwikkelt uitzaaiingen, welke de belangrijkste doodsoorzaak zijn van deze ziekte. Om nieuwe therapeutische strategieën te kunnen ontwikkelen is het belangrijk om een ​​beter begrip te verkrijgen van de mechanismen die verantwoordelijk zijn voor de specifieke invasie van borstkankercellen in weefsels. Onze hypothese is dat expressie van microRNAs (miRs) hier een rol zou kunnen spelen. miRs zijn kleine stukjes RNA (boodschappers van DNA) die de expressie van genen reguleren en aldus bijdragen aan het ontstaan ​​en de progressie van kanker. Hoewel verschillende studies de rol van individuele miRs in borstkanker hebben onderzocht, is er weinig bekend over het volledige miR-profiel van primaire borsttumoren in vergelijking met gepaarde uitzaaiingen.

Ons doel is om de veranderingen in miR-expressie vast te stellen in het proces van het verspreiden van de primaire tumor naar specifieke uitzaaiingslocaties. Uitgebreide kennis van relevante miRs die van invloed kunnen zijn op het uitzaaiingsgedrag en de -locatiespecificiteit zou kunnen leiden tot de ontdekking van nieuwe biomarkers. Deze biomarkers kunnen mogelijk richting geven aan specifieke therapiestrategieën, die kunnen voorkomen dat dergelijke uitzaaiingen klinisch manifest worden.

Methoden

Van 23 patiënten hebben we tumorweefsel verzameld van de borsttumor en twee bijbehorende uitzaaiingen naar eierstokken, huid, hersenen, longen en maag-darmkanaal (Tabel 1). Deze studie-opzet met meerdere uitzaaiingen per patiënt maakt vergelijking van uitzaaiinglocaties binnen dezelfde patiënt mogelijk.
Tabel 1: Overzicht van het weefsel dat werd gebruikt voor deze studie. 
	
	Uitzaaiing 1
	Uitzaaiing 2
	Aantal weefsels

	3 primaire borsttumoren
	Huid
	Eierstok
	9

	3 primaire borsttumoren
	Huid 
	Long
	9

	3 primaire borsttumoren
	Huid 
	Huid
	9

	3 primaire borsttumoren
	Long
	Eierstok
	9

	4 primaire borsttumoren
	Long
	Hersenen
	12

	4 primaire borsttumoren
	Eierstok
	Maag/ darm
	12

	3 primaire borsttumoren
	Maag/ darm
	Maag/ darm
	9

	Totaal
	
	
	69


Tumor RNA werd geëxtraheerd uit alle geselecteerde weefsels en naar Exiqon gestuurd, een Life Sciences bedrijf, dat de aanwezigheid en hoeveelheid van 2800 bekende menselijke miRs met microarray technologie heeft geanalyseerd. Om hun bevindingen te bevestigen, voerden we qPCR validatie uit (dus, met behulp van een andere techniek) van de meest aanzienlijk gedereguleerde miRs binnen hetzelfde cohort. Daarna zal validatie worden uitgevoerd in een onafhankelijk cohort met dezelfde moleculaire kenmerken, om te controleren of onze bevindingen kunnen worden gegeneraliseerd.
Preliminaire resultaten

In het tumormateriaal waren ongeveer 700 miRs aanwezig. Statistische analyses werden uitgevoerd om de aanwezigheid van deze miRs in de primaire borsttumoren en de gepaarde uitzaaiingen te vergelijken en om die miRs in de primaire borsttumoren of uitzaaiingen te vinden die in staat zijn de plaats van de uitzaaiingen te specificeren. 26 miRs waren significant omhoog of omlaag gereguleerd in de verschillende groepen van statistische analyses. De 10 belangrijkste miRs werden geselecteerd voor de validatie.

Een interessante bevinding is dat het grootste deel van de gevonden miRs hogere expressie in de uitzaaiingen vertoonden dan in de primaire borsttumor (Figuur 1a). Daarnaast leek de aanwezigheid van bepaalde miRs in de primaire borsttumoren uitzaaiingslocatie specifiek (Figuur 1b). Welke miRs het belangrijkst zijn om vanuit de primaire tumor specifieke afgelegen plaatsen te bereiken zal nog moeten blijken uit de validatie op het onafhankelijke cohort.
Figuur 1: qPCR resultaten van twee miRs in ER-positieve borstkanker.
A) miR-A is opgereguleerd in uitzaaiingen van ER-positieve borstkanker.

B) miR-B is opgereguleerd in ER-positieve borsttumoren die naar hersenen of longen zijn uitgezaaid. 
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Toekomstperspectieven

Momenteel wordt de validatie van deze bevindingen in een onafhankelijk cohort uitgevoerd en dit zal in de komende twee maanden worden afgerond. Op basis van deze gegevens hopen we een uitzaaiingslocatie-specifiek miR profiel te kunnen opstellen dat het mogelijk zou maken om gerichte therapie te geven op aannemelijke uitzaaiingslocaties.
Budget 

Onze uitgaven zijn weergegeven in Tabel 2.

Tabel 2: Overzicht van projectkosten. 

	
	Experimenten
	Totale kosten

	Profiling
	Isolatie van RNA 
	€3200

	
	miR profiling
	€20000

	Validatie
	cDNA synthese
	€800*

	
	qPCR 1ste cohort
	€6000*

	
	qPCR 2de cohort
	€6000*

	Totaal
	
	€36000


* inclusief herhalingen indien nodig
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