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                                                                     Rotterdam 8 juli 2009
Tussentijdse reportage van Project: 
Protein Markers for the Early Detection of Breast Cancer: Identification with a Combined Tissue and Serum Proteomic Approach
Onderzoekerss: Madeleine M A Tilanus-Linthorst MD PhD en Arzu Umar PhD

Afdeling Chirurgische en Medische Oncologie Erasmus MC Rotterdam

Van 2005 – 1 juli  2009, hebben 280 vrouwen die in het ErasmusMC zouden worden geopereerd voor borstkanker, een voorstadium van borstkanker (dcis) of een goedaardige borstafwijking, na uitleg en schriftelijke toestemming deelgenomen aan onze studie naar een betrouwbare marker in het bloed, die vrouwen met borstkanker kan onderscheiden van gezonde vrouwen. Bij de deelnemende vrouwen werd bij het preoperatieve bloedonderzoek 24 milliliter extra bloed voor de studie afgenomen conform het protocol en half als serum half als plasma uitgepipetteerd in 1 ml kuipjes en diepgevroren bij -80 ºC. Van 60 deelneemsters kon een stukje tumor of goedaardig borstweefsel, dat niet nodig was voor diagnostiek of therapeutische beslissingen, worden diepgevroren op -80 ºC en bewaard in vloeibare N2. 

In Maart 2009 begonnen de eiwit- analyses die zijn beschreven in ons onderzoeksvoorstel. Van de 60 beschikbare weefselstukjes van deelneemsters waarvan preoperatief serum was waren  er 49 geschikt voor  laser capture microdissection (LCM); dit was 6 maal normaal borstklierweefsel,  5 maal een goedaardige borstafwijking, 3 maal DCIS en 35 maal borstkanker, waarvan ER, PR and her2neu status bekend was. 

Alle diepgevroren weefsel werd met cryosectie gesneden in 5 m plakjes en gekleurd met hematoxylin/eosin voor histologisch onderzoek. Tevens werden  10 x 10 m weefsel stukjes diepgevroren opgeslagen bij -80 ºC voor toekomstige (validatie) analyses van eiwit lysaten. Voorts werden 8 m plakjes gebruikt voor LCM als het weefsel voldeed aan de criteria  w.b.t. aantal tumorcellen en morfologie. Met LCM kunnen specifiek cellen van het ductepitheel en van het omliggend stroma worden geselecteerd. Van ieder sample werden ~3,000 cellen (overeenkomend met ~300 ng eiwit lysaat) worden  verzameld in special caps en bewaard bij  -80 ºC. Alle samples werden gerandomiseerd voorafgaand aan de cell lysis en preparatie voor mass spectrometrie analyses. De MALDI-FTICR MS en  nLC-MS/MS analyses en metingen worden nu verricht. Hierop moet de identificatie van marker-eiwitten, die het verschil tussen goedaardig en kankerweefsel aangeven, worden gebaseerd. Dat deze marker-eiwitten goed onderscheid tussen kanker en goedaardige afwijkingen maken moet dan worden bevestigd. Pas daarna kunnen ze als diagnostische marker bruikbaar zijn.
Planning:
Includeren van deelneemsters begon in 2005 en wordt gecontinueerd. 

Analyse periode: 1 maart 2009 – 28 february 2010.
Maart – juni 2009: LCM van het borstweefsel (goedaardig en kanker) en preparatie voor mass spectrometrie.
Juli – augustus 2009: MALDI-FTICR MS en nLC-MS/MS analyses van de LCM samples.

September – oktober 2009: Data analyse en statistische ontwikkeling van een mogelijke lijst van onderscheiding makende target-eiwitten en peptides.  
November – december 2009: Onderzoek om de in weefsel gevonden eiwitten en peptides ook in  de daarbij passende serum-samples aan te tonen met gebruik van targeted nLC-MS/MS.

Januari – februari 2010: Onderzoek ter bevestiging dat het gevonden eiwit/peptide patroon onderscheidend is in de andere serum-samples met gebruik van targeted nLC-MS/MS.

Budget:

Het verzamelen en diepgevroren opslaan van bloed is tot nu toe bekostigd door een grant van de Stichting Erasmus Heelkundig Kankeronderzoek.
Een laborant is in maart 2009 aangetrokken  en getrained voor het hier beschreven werk door dr.Umar 

Hij zal full-time voor dit project werken.

We willen de discovery fase van het project in 10 maanden zien af te ronden en de laatste 2 maanden gebruiken voor de validatie studies.
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