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	Omschrijving

	1. Titel Project


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



	2. Projectleiders


	Madeleine M A Tilanus-Linthorst, MD PhD

Arzu Umar, PhD


	3. Beschrijving voortgang project* (max 350 woorden)


	Doel

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

Methode

Om eiwitten te vinden die specifiek afkomstig zijn van normaal, goed- of kwaadaardig borst weefsel, passen wij een weefsel proteomics procedure toe. Deze procedure omhelst de zogeheten laser microdissectie techniek, wat ervoor zorgt dat een zuivere populatie tumor cellen uit weefsel geïsoleerd kan worden. Vervolgens extraheren we eiwitten uit deze tumor cellen en analyseren we eiwitpatronen met behulp van massa spectrometrie technologie. Verschillen in eiwitpatronen tussen goed- en kwaadaardige tumoren, en normaal borstweefsel wijzen op mogelijk klinisch interessante markers voor een bloedtest. Deze mogelijk interessante markers willen we uiteindelijk opsporen in bloed met een zeer selectieve massa spectrometrie methode. Indien we kunnen aantonen dat deze markers aanwezig zijn in het bloed en voorspellend voor de aan- of afwezigheid van borstkanker , dan zal dit een grote stap vooruit betekenen in de vroege detectie van borstkanker.

Voortgang

Tot nu toe hebben we laser microdissectie uitgevoerd op 46 verschillende borstweefsels, waarvan 5 normaal, 6 goedaardig, en 35 kwaadaardig (borstkanker) waren. We hebben eiwitten geïsoleerd uit de cellen en deze eiwitten hebben we vervolgens in kleinere fragmenten (peptiden) geknipt. De peptide mengsels hebben we geanalyseerd met behulp van nanoLC-MS/MS massaspectrometrie. Vervolgens hebben we de eiwitprofielen van alle tumoren met elkaar vergeleken en hebben we mbv statistische toetsen ~200 significant verschillende eiwitten opgespoord (p<0.05 en >2-voud verhoogd). We beginnen in januari 2011  met de eiwitten die significant zijn verhoogd in borstkanker weefsel op te sporen in het serum van diezelfde patiënten. Hiervoor zal het serum van alle 46 patiënten mbv nLC-MS/MS geanalyseerd worden specifiek op de aanwezigheid van de door ons geselecteerde eiwitten. Wij verwachten dat we met deze methode minstens 10% van de geselecteerde weefseleiwitten terug kunnen vinden in serum en dat we deze ook kunnen kwantificeren.



	4.  Resultaten*


	1. We hebben eiwitprofielen gegenereerd van alle door ons geanalyseerde goedaardige en kwaadaardige (borstkanker) weefsels. 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.  Maar dat er  zeer minimale verschillen zijn tussen normaal weefsel en normale cellen/epitheliale ducten die aanwezig kunnen zijn vlak naast kwaadaardig weefsel. 

2. Om een betrouwbare lijst aan mogelijk interessante eiwitten te genereren hebben we een selectie gemaakt van eiwitten die significant verschillende zijn (p<0.05) tussen normaal en tumor en minimaal 2-voudig verhoogd zijn of zelf uniek zijn in tumor cellen. Op deze manier hebben we een lijst van ~200 eiwitten gegenereerd.

3. Momenteel zijn we de aanwezigheid van deze weefseleiwitten in serum aan het onderzoeken.

Onze experimenten en analyses verlopen tot nu toe voorspoedig en volgens plan.



	5. Gemaakte kosten*


	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

	6. Vooruitblik volgende jaar

(incl verwachte resultaten en kosten)


	Wij verwachten onze initiële serum proteomics experimenten in februari af te ronden en in maart de data analyse af te hebben. We verwachten dan aan te tonen dat we interessante, tumorweefsel specifieke eiwitten (gedeeltelijk) terug kunnen vinden in serum en dat deze eiwitten mogelijke kandidaten zijn voor vroege detectie van borstkanker.

Indien we de aanwezigheid van eiwit markers in serum van diezelde vrouwen  hebben kunnen verifiëren zullen we onze resultaten  gaan valideren in serum van een onafhankelijk groep patiënten. (Serum overige DDHK deelneemsters Proteomic project.)

Wij verwachten hier nog ongeveer 1 jaar extra onderzoekstijd aan te besteden en de extra kosten om 1 fte analist te betalen, inclusief massa spectrometrie gebruik, zullen dan ook ongeveer € 75,000 bedragen.

	7. Follow-up 


	Momenteel zijn we 2 artikelen aan het voorbereiden die onze resultaten tot nu toe beschrijven. Het eerste artikel is een beschrijving van de technische procedure. Het tweede zal de identificatie van tumorweefsel eiwitmarkers in serum beschrijven.

Het verschijnen van deze twee manuscripten zal een goed public relations moment.

Als follow-up zullen wij onze serum eiwitmarkers allereerst in de 2e set DDHK deelneemsters willen valideren. Daarna zal dat ook in externe groep moeten plaatsvinden.  Dit zullen belangrijke stappen zijn richting de kliniek en ook daadwerkelijk grote gevolgen kunnen hebben voor patiënten. 




* hoe verhoudt zich dit tot de oorspronkelijke aanvraag en wat is de reden voor evt afwijkingen










