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Eindrapportage                                                  

	
	Omschrijving

	1. Datum
	Sent 4 Januari 2012

	2. Instituut
	Erasmus MC Rotterdam

	3. Projectleiders
	Madeleine M A Tilanus-Linthorst, MD PhD

Arzu Umar, PhD


	4. Titel Project
	Protein Markers for the Early Detection of Breast Cancer: Identification with a Combined Tissue and Serum Proteomic Approach


	5. Hoeveel patiënten zijn betrokken bij project/zijn er andere betrokkenen bij de uitvoering van het project
	Er zijn 233 vrouwen betrokken bij dit eerste deel van het onderzoek. Van 33 vrouwen hebben we zowel 46 samples (maligne en benigne)  borstweefsel als serum tot onze beschikking. Van  200 vrouwen hebben we alleen serum.



	6. Beschrijving project

	Doel

Het doel van dit project is het vinden van eiwitmarkers die het ontstaan van borstkanker in een vroeg stadium kunnen aantonen met behulp van een bloedtest. Onze aanname hierbij is dat of normaal borstweefsel en goedaardige tumoren een ander eiwitpatroon vertonen dan kwaadaardige tumoren, en dat (een deel van) deze eiwitten terecht kunnen komen in de bloedcirculatie. 

Methode

Voor het vinden van eiwitten die specifiek afkomstig zijn van normaal, goed- of kwaadaardig borstweefsel, is een weefsel proteomics procedure toegepast. Deze procedure omhelst de zogeheten laser microdissectie techniek, wat ervoor zorgt dat een zuivere populatie tumor of gezonde cellen uit weefsel geïsoleerd kan worden. Vervolgens zijn eiwitten uit deze cellen geëxtraheerd en zijn eiwitpatronen van de verschillende celtypen met behulp van massa spectrometrie technologie geanalyseerd. Verschillen in eiwitpatronen tussen goed- en kwaadaardige tumoren, en normaal borstweefsel wijzen op mogelijk klinisch interessante kandidaat markers voor een bloedtest. Deze mogelijk interessante kandidaat markers zullen vervolgens worden opsporen in bloed met een zeer selectieve en kwantitatieve massa spectrometrie methode. Indien we kunnen aantonen dat deze markers aanwezig zijn in het bloed, en voorspellend zijn voor de aan- of afwezigheid van borstkanker, dan zal dit een grote stap vooruit betekenen in de vroege detectie van borstkanker.



	7.  Resultaten* 

	We hebben eiwitprofielen gegenereerd van alle door ons geanalyseerde goedaardige en kwaadaardige borstweefsels. Door deze profielen met elkaar te vergelijken hebben we gevonden dat er:

A. Grote verschillen zijn in eiwitprofielen van normaal weefsel tegenover de profielen van tumorcellen.

B. Dat er zeer minimale verschillen zijn tussen normaal weefsel en normale cellen/epitheliale ducten die aanwezig kunnen zijn vlak naast kwaadaardig weefsel. 

1. Om een betrouwbare lijst aan mogelijk interessante eiwitten te genereren hebben we een selectie gemaakt van eiwitten die significant verschillend zijn (p<0.05) tussen normaal en tumor en minimaal 2-voudig verhoogd zijn of zelfs uniek zijn in tumor cellen. Op deze manier hebben we een lijst van ~200 eiwitten gegenereerd die mogelijke kandidaat markers kunnen zijn in serum/plasma.

2. A. In 2011 zijn allereerst de methodes geoptimaliseerd om de weefsel-eiwitten terug te kunnen vinden in het serum. Deze methodes worden nog verder verfijnd.

B.  Met behulp van selectieve massa spectrometrie (targeted MS/MS) hebben we weefsel specifieke eiwitten terug kunnen vinden in sera van dezelfde patiënten. Van onze ~200 mogelijke kandidaat markers hebben we 118 terug kunnen vinden in serum. Hiervan zijn 11 eiwitten met zeer grote zekerheid, 42 met grote zekerheid, en 65 met lage zekerheid terug gevonden.

3. Momenteel worden er kwantitatieve testen opgezet om te verifiëren dat de kandidaat markers inderdaad onderscheid kunnen maken tussen normaal-  en tumorweefsel.

Wij concluderen dat ons project tot zover goed verloopt omdat we kandidaat markers in weefsel hebben gevonden die normaal van tumor kunnen onderscheiden. Vervolgens hebben we een deel van deze kandidaat markers terug kunnen vinden in sera van deze patiënten.

Het project is niet afgerond. We hebben nog geen kwantitatieve testen om onze kandidaat markers te kunnen valideren in een onafhankelijke populatie, daarom is er ook nog geen bloed test voorhanden in de kliniek. De ontwikkeling van deze testen heeft momenteel onze volledige aandacht. 



	8. Korte duidelijke beschrijving project in het Nederlands voor de website/nieuwsbrief 

	Borstkanker is het beste te genezen als het in een zo vroeg mogelijk stadium wordt ontdekt. Het doel van ons project is de ontwikkeling van een eiwit bloedtest dat kan bijdragen aan de vroege opsporing van borstkanker.

In ons project willen we borstkanker specifieke eiwitten opsporen in borstweefsel via een zogenaamde weefsel proteomics procedure. Door eiwitprofielen van gezond borstweefsel te vergelijken met die van goedaardige en kwaadaardige tumoren konden we eiwitten vinden die kenmerkend zijn voor borstkanker, onze kandidaat marker eiwitten. Deze kandidaat marker eiwitten gaan we vervolgens op een gerichte wijze opsporen in serum en plasma van een grotere groep vrouwen met en zonder borstkanker, om de markers te valideren. 

Op basis van onze resultaten willen we een kwantitatieve test ontwikkelen die de hoeveelheid marker eiwitten in serum en/of plasma kan bepalen. Deze hoeveelheid is dan een indicatie voor de aanwezigheid van borstkanker. 

	9. Toegekend subsidiebedrag
	 € 50,000,00 en € 75.000,00

	10. Financiele realisatie* en hoe verhoudt zich dit tot de oorspronkelijk ingediende begroting op basis waarvan de donatie is toegekend 

	1.    Salariskosten voor 1 fte analist  (1 maart 2009 – 1 maart 2011).

2009: €40.162,48;

2010: € 54.694,30

2011: € 15.143,22 tot 1-4-2011

Totaal : €110.000,

2.      Opslagkosten voor het serummateriaal van de DDHK deelneemsters (serum en plasma) in 2009, 2010 en heel 2011 en administratie/follow-up : € 15.000,00

3.      Materiaalkosten voor labwerkzaamheden

2009: €9.000

2010: €13.000

2011: €3.200

Totaal: €25.200

4.      Massaspectrometriekosten: 

2009: €12.500

2010: €15.000

2011: €5.000

Totaal: €32.000

5.      Congreskosten: €5.000

NB: kosten genoemd onder 3, 4, en 5 zijn via andere middelen betaald

	11. Follow-up incl. evt PR mogelijkheden 
	1. Opzetten van kwantitatieve assays voor onze kandidaat marker eiwitten

2. Validatie van de kandidaat marker eiwitten in een onafhankelijke patiënten populatie. In eerste instantie gaat het om ~200 sera van DDHK deelneemsters.

3. Bevestiging in een tweede onafhankelijke set sera van vrouwen met en zonder borstkanker

4. Ontwikkeling van een kwantitatieve bloedtest die in de kliniek gebruikt kan worden.

De verwachting is dat het nog enkele jaren zal duren voordat een dergelijke bloedtest daadwerkelijk in de kliniek gebruikt kan worden. Ten eerste omdat grootschalige validatie veel tijd en geld kost. Ten tweede omdat de ontwikkelde test door (FDA en andere) instanties goedgekeurd zal moeten worden. De uitvoering en beoordeling van de test zal door getrainde specialisten moeten gebeuren.

Toch is het al een grote stap als we goede, voorspellende eiwitmarkers kunnen vinden in bloed, omdat die er nog niet zijn. Dit zal dus een uitgelezen PR moment zijn .

Indien we ook de vertaalslag naar de kliniek kunnen maken zal dit daadwerkelijk grote gevolgen kunnen hebben voor patiënten. Beide zijn een zeer goed PR moment .

	12. Publicaties, s.v.p. toevoegen gerealiseerde artikelen/publicaties, samenvattingen workshops e.d.
	Publications:

R.B.H. Braakman, M.M.A. Tilanus-Linthorst, N.Q Liu, C. Stingl, L.J.M. Dekker, T.M. Luider, J.W.M. Martens, J.A. Foekens, A. Umar. Optimized nLC-MS workflow for laser capture microdissected breast cancer tissue. Submitted to Journal of Proteomics upon invitation.

Invited book chapter: R. B. H. Braakman, T. M. Luider, J.W.M. Martens, J. A. Foekens, and A. Umar. Laser capture microdissection applications in breast cancer biomarker discovery. In Methods in Molecular Biology, Laser Capture Microdissection: Methods and Protocols, Second Edition  755:143-54 (2011), Ed. G. Murray, Humana Press Inc., NJ.

Lectures at conferences:

a. A. Umar: ‘Identification of early detection protein markers for breast cancer using a nLC-MS-based tissue proteomics approach’, 2nd International Congress on Analytical Proteomics, Ourense, Spain, July 2011 

b. A. Umar: ‘Developmentof a serum protein marker assay for early detection of breast cancer: fact or fantasy?, Cancer Genomics Centre annual meeting, January 2011



	Hoe is de continuering geregeld 
	Dit project is een onderdeel van de werkzaamheden van de borstkanker proteomics groep onder leiding van A. Umar. Zij zal samen met Madeleine Tilanus-Linthorst dit project voortzetten met een van haar promovendi (RBH Braakman) totdat er nieuwe financiering is gevonden om iemand full-time aan te kunnen stellen voor de continuering van dit project. 
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