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Achtergrond 
Borstkanker is de meest gediagnosticeerde vorm van kanker bij vrouwen in de westerse wereld. Ongeveer 75% van borsttumoren zijn positief voor de oestrogeen receptor-alpha (ER) en / of de progesteron receptor (PR). De meeste hormoon-receptor positieve patiënten worden na een operatie aanvullend behandeld met anti-hormonale therapie. Deze is gericht tegen de groei-stimulerende effecten van oestrogenen. De meest voorgeschreven behandeling is die met tamoxifen (een anti-oestrogeen). Ondanks deze behandeling, komt de ziekte bij veel patiënten terug (we noemen dit een recidief) en overlijden patiënten uiteindelijk aan de ziekte. We spreken dan van resistentie tegen de anti-oestrogene therapie. Daarom is het belangrijk dat er tests ontwikkeld worden die kunnen voorspellen welke patiënten wel goed op het middel reageren en welke niet. Met een dergelijke test kan er beter bepaald worden wie het middel krijgt en wie een andere behandeling zou moeten krijgen. 

Er wordt veel onderzoek gedaan naar de mogelijke mechanismen die leiden tot resistentie. Deze hebben echter nog niet geleidt tot een voorspellende test. Een van de mogelijke oorzaken is variatie in de mate waarin de ER aanwezig is, maar ook veranderingen in de vorm van de ER. Ook kan er verhoogde aanwezigheid van co-factoren zijn, dit zijn een soort hulpstofjes voor de ER. Of het kan zijn dat andere groeifactoren en hun signaal overdracht meer actief zijn. Daarnaast is het ook mogelijk dat door genetische variatie in de patiënt het medicijn minder actief is. Door kenmerken van deze mechanismen te bepalen op het tumorweefsel of in het bloed van een patiënt, zou er dus een test voor resistentie kunnen worden ontwikkeld. 

Wanneer we nu willen weten of een kenmerk voorspelt voor resistentie tegen een medicijn, kunnen we dat kenmerk testen in een groep mensen die al behandeld is met dat medicijn en van wie we weten of ze een recidief hadden. We kijken dan of er een relatie is tussen de aanwezigheid van dat kenmerk en het wel of niet krijgen van een recidief. Om nu te bepalen of het kenmerk daadwerkelijk is gerelateerd met de behandeling, testen we het kenmerk ook in een groep mensen die geen aanvullende behandeling hebben gehad. Zo kunnen we bepalen of het kenmerk voorspelt voor het natuurlijk beloop van de ziekte. 
Materiaal & Patiënten

In Nederland is er tussen 1982 en 1994 een onderzoek uitgevoerd, waarin het effect van aanvullende behandeling met tamoxifen werd onderzocht. Pre-en postmenopauzale borstkanker patiënten lootten na hun operatie tussen geen aanvullende behandeling (controle-arm), of een aanvullende behandeling met tamoxifen (1-3 jaar).  In totaal deden 1242 patiënten mee aan de studie. Van 740 van deze patiënten is het oorspronkelijke tumormateriaal verzameld. Op dit materiaal willen we kenmerken evalueren die mogelijk voorspellen voor respons op tamoxifen

Doel 

Het primaire doel van dit project is kenmerken te identificeren die voorspellend zijn voor respons op tamoxifen. Hiervoor zal gebruik worden gemaakt van tumormateriaal en follow-up data van patiënten die in bovengenoemde gerandomiseerde studie zijn geïncludeerd. Het uiteindelijke doel is om op basis van tumor en patiënt kenmerken een resistentie test te kunnen maken, die als leidraad gebruikt kan worden voor de keuze van endocriene therapie in de dagelijkse klinische praktijk. De volgende kenmerken zullen worden geëvalueerd: 

1. een geactiveerde PI3K/Akt pathway; door een bepaalde mutatie zou de groei van de borstkankercel onafhankelijk kunnen zijn van de oestrogeen(receptor). We zullen de aanwezigheid van deze mutatie in het tumorweefsel bepalen

2. genetische variatie in CYP450 enzymen; deze enzymen zijn betrokken zijn bij het metabolisme van tamoxifen. Kleine veranderingen in genen die coderen voor deze enzymen kunnen bepaald worden in het tumorweefsel.
3. aanwezigheid van NCOA2  (een van de hulpstofjes voor de ER) en andere hulpstofjes; dit kan bepaald worden door middel van een kleuring met een antilichaam gericht tegen deze stofjes
4. aanwezigheid en veranderingen van de ER; een kleuring met een antilichaam gericht tegen serine104/106  van de ER en een antilichaam gericht tegen phospho-serine118 van de ER zal verricht worden

5. methylering van de CDK10 promotor en mate van cyclineD1 aanwezigheid; deze kenmerken zijn betrokken bij de regulatie van de celcyclus. 

Voortgang jan 2011-dec 2011
Van het tumor materiaal van 740 patiënten die hebben deelgenomen zijn tissue microarrays (TMAs) gemaakt. Dit houdt in dat hele kleine weefselstukjes van zo’n 70-90 patiënten zijn ingebed in een nieuw blokje paraffine. Op die manier kan er in 1 keer gekleurd worden voor heel veel patiënten tegelijk. Tevens is van al deze patienten DNA geisoleerd uit de tumor. 

1. een geactiveerde PI3K/Akt pathway: We hebben van ~600 patienten kunnen bepalen of de tumor een mutatie in PIK3CA exon 20 had. Het bleek dat patienten met deze mutatie net zoveel baat hadden van tamoxifen als patienten zonder deze mutatie. Voor de analyse van exon 9 hadden we te weinig power, omdat met de PCR en sequencing methode de mutatiestatus slecht in ~400 patienten kon worden bepaald. Daarom hebben we een assay ontwikkeld met Sequenome iplex methode, waarmee we mutaties in beide exponen kunnen bepalen. Bij de analyse van de eerste ~200 tumoren bleek dat we met deze methode veel gevoeliger kunnen bepalen of er een mutatie is, namelijk ook wanneer de mutatie slechts in 10% van de tumorcellen aanweizg is. Daarom worden alle tumoren momenteel met deze methode geanalyseerd. Behalve dat we deze mutaties analyseren, kijken we ook of het PI3K pathway geactiveerd is. Dit doen we door de tumoren te kleuren met antilichamen die gefosforyleerde (geactiveerde) eiwitten in het pathway herkennen, zoals p-AKT, p-mTOR, p-S6K en p-RPS6. We hebben gevonden dat patienten van  wie de tumor een geactiveerde PI3K pathway heeft, een goede prognose hebben zonder aanvullende behandeling. Deze patienten hebben geen baat bij tamoxifen. Zodra de resultaten van de Sequenome analyse klaar zijn zullen we analyseren of er een correlatie is met PIK3CA mutaties en PI3K pathway activatie. We hebben wel gevonden dat er een relatie is met expressie van IGF-1R en PI3K activatie, maar expressie van IGF-1R voorspelt niet voor tamoxifen resistentie. Momenteel wordt er nog gewerkt aan het verbeteren van een kleuring die de geactiveerde vorm van IGF-1R aankleurt en tevens aan een kleruing van een andere geactiveerd eiwit in dit pathway, namelijk 4E-BP1. 

2. genetische variatie in CYP450 enzymen: We hebben de volgende  veel voorkomende varianten getest: CYP2D6*4, CYP2C19*2 and CYP2C19*17. De aanwezigheid van de CYP2D6*4 of CYP2C19*17 variant was niet voorspellend voor response op tamoxifen. We hebben echter gevonden dat patiënten met een CYP2C19*2 allele, een slechte prognose hebben wanneer ze geen aanvullende behandeling krijgen. Echter deze patienten hebben veel baat van behandeling met tamoxifen. Dit enzyme is ook betrokken  bij de afbraak van estrogenen en patiënten met een CYP2C19*2  allel hebben een hogere oestron spiegel en tevens een hoger risico op het krijgen van borstkanker. Onze hypothese is daarom dat patienten met een CYP2C19*2  allel gedurende hun leven hogere oestrogeen spiegels hebben en daarom een grotere kans hebben op het onwikkelen van een borsttumor die gevoelig is voor de behandeling met anti-oestrogenen. We hebben een manuscript met deze data gesubmit. 

3. aanwezigheid van NCOA2:  we hebben nog geen geschikt antilichaam voor de kleuringen voor NCOA2
4. aanwezigheid en veranderingen van de ER: De kleuringen voor serine104/106 en phospho-serine118 van de ER zijn gedaan en gescoord. Het blijkt dat de kleuring voor serine104/106 niet beter voorspelt voor tamoxifen response dan de traditionele ER kleuring. We zien dat de kleuring voor phospho-serine118 wel voorspellend is voor response op tamoxifen. Daarnaast hebben we gezien dat de kleuring ook het natuurlijk beloop van de ziekte kan voorspellen. We hebben tevens gewerkt met een kleuring die phospho-serine305 van de ER aankleurt. Patienten van wie de tumor positief is voor phospho-serine305 en PAK1 hadden geen baat van tamoxifen. We twijfelen echter over de specificiteit van de van de phospho-serine305 kleuring en daarom wordt er momenteel geprobeerd om dit antilcihaam zuiverder te krijgen.
5. methylering van de CDK10 promotor en mate van cyclineD1 aanwezigheid; Cycline D eiwitexpressie in de tumor is met  immunohistochemie bepaald. Patiënten van wie de tumor veel cycline D tot expressie bracht, hadden geen baat van tamoxifen. Het verschil met patiënten met een tumor met lage expressie van cycline D was net niet significant (p=0.08).  We hebben tevens gekeken op DNA niveau, namelijk door het aantal kopieën van CCND1, het gen dat codeert voor Cycline D te bepalen met de MLPA methode. De analyses van deze methode worden momenteel verricht. 
Voor de prospectieve studie die we in 2010 hebben ontwikkeld hebben we niet voldoende financiering kunnen krijgen om deze te kunnen starten. Omdat activatie van het PI3K pathway een belangrijke factor is voor tamoxifen resistentie, hebben we ons gericht op de ontwikkeling van een klinische studie met remmers van dit pathway. Een studieprotocol voor een fase I/II studie waarin de combinative van een dual PI3K/mTOR remmer met tamoxifen zal worden onderzocht bij patiënten met gemetastaseerde ziekte is afgerond. Om voldoende patienten (~250) te kunnen includeren zullen we samenwerken met centra in Cambridge en Barcelona.  Momenteel zijn we in overleg met de farmaceutische industrie om de beschikking over deze nieuwe middelen te kunnen krijgen. 

