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Summary

On the significance of the %CDT result in the assessment of
possible alcohol abuse. Punt JMHM, Masseus WMM,
Janssens PMW, Pelt J van. Ned Tijdschr Klin Chem 2002; 27:
271-278.

While interpreting a %CDT result in relation to possible
alcohol abuse, the reviewer must not be guided mainly by the
estimated a priori chances, as a number of other factors do
play a role: the correctness of the cut-off value, the biological
variation and the interlaboratory comparability of results. In
assessment of laboratory results in general, and especially
those having important consequences for the person con-
cerned, both the clinical biochemist and the physician must
appreciate these factors.

Key-words: %CDT, cut-off value, alcohol abuse, between-
laboratory variation, biological variation.

Proteomics: een veelbelovende ontwikkeling met kansen voor de klinische chemie

J.M.G. BONFRER*

In februari 2002 publiceerde de Lancet een artikel
van Petricoin et al. (1) met als titel “Use of proteomic
patterns in serum to identify ovarian cancer”. De
aandacht die dit artikel kreeg, was vooral te danken
aan de koppeling van een zuiveringsstap op een ei-
witchip, gevolgd door massaspectrometrische analyse
van de eiwitten, waardoor complexe biologische ma-
terialen zonder bewerkelijke zuiveringsstap snel en
eenvoudig kunnen worden geanalyseerd. De resulta-
ten die door de groep van Petricoin en Liotta werden
gepresenteerd, lijken veelbelovend. Petricoin vond in
eerste instantie een 100%-gevoeligheid bij een specifi-
citeit van 92% toen hij de profielen van een groep van
50 vrouwen met ovariumkanker vergeleek met die
van 50 gezonde proefpersonen en vrouwen met be-
nigne gynaecologische afwijkingen (1). Ook studies
naar andere tumoren (2, 3) of met lichaamsvloei-
stoffen anders dan serum zijn in een vergevorderd
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stadium (4). Behalve in de oncologie worden deze
detectietechnieken ook in andere aandachtsgebieden
gebruikt. De introductie van de chiptechniek heeft
dan ook een breed toepassingsgebied (5). Het toene-
mende belang van de kennis omtrent proteomics en
de daarbij behorende diagnostische mogelijkheden
hebben ertoe geleid, dat enkele leden van de NVKC
het initiatief hebben genomen tot oprichting van een
werkgroep Proteomics.

Proteomics

Proteomics behelst het bestuderen van eiwittenprofie-
len, waarbij expressie, identificatie en opheldering
van de relatie tussen de functie en structuur in nor-
male (gezonde) omstandigheden en tijdens afwij-
kingen daarvan, centraal staan. De eiwitten worden
niet alleen individueel, maar ook in hun onderlinge
expressie geanalyseerd. Vooral de combinatie van de
studie van het genoom (DNA-niveau) en transcriptie
(mRNA) met de daadwerkelijke expressie van eiwit-
ten in het lichaam zal een beter inzicht geven in de
onderliggende ziekteprocessen. Functionele verande-
ringen in eiwitten die post- en translationeel plaats-
hebben, kunnen met proteomics zichtbaar worden ge-
maakt. Analyse vindt dus plaats op het uitvoerende
niveau van de reeks DNA-mRNA-eiwit. Het is te ver-
wachten, dat proteomics de kennis van de pathoge-
nese aanzienlijk zal vergroten.
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Methodieken

De belangrijkste analysetechnieken die momenteel
worden toegepast bij proteomics zijn tweedimensio-
nale gelelectroforese en massaspectrometrie (6, 7).

Tweedimensionale gelelectroforese

De eiwitsamples worden in twee dimensies geschei-
den, één op basis van lading, isoelectrisch punt, en de
ander op basis van massa. De eiwitspots worden ver-
volgens uit de gel gesneden en gedigesteerd met tryp-
sine. De massa’s van de gedigesteerde fragmenten
worden daarna geanalyseerd met behulp van een
massaspectrometer. De verkregen massaprofielen
worden vervolgens gematched met bestaande referen-
tiespectra in speciale databanken.

Eiwitidentificatie met behulp van massaspectrometrie
Massaspectrometrie is een zeer goede manier om
peptiden te identificeren. Een mengsel van eiwitten
zal een specifiek patroon te zien geven: een finger-
print. Afhankelijk van de methodiek dienen de ei-
witten tevoren gezuiverd te worden of kunnen deze
direct in complexe materialen worden bepaald. De
massaspectrometer bestaat uit een ionisatiebron, een
analyser, waarbij scheiding op basis van massa-lading-
ratio’s plaatsvindt, gevolgd door detectie van de
gevormde ionen. De verbetering van de ionisatie-
technieken die momenteel worden gebruikt bij
massaspectrometrie hebben er toe bijgedragen, dat
karakterisering van eiwitten is vergemakkelijkt. De
drie belangrijkste toepassingen die op dit moment
worden aangewend voor de analyse en karakterise-
ring van eiwitten zijn: MALDI-TOF, tandem MS en
SELDI-TOF. De genoemde technieken zullen achter-
eenvolgens kort worden toegelicht.

MALDI-TOF-MS

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-
Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) is
gebaseerd op de ionisatie van eiwitten die eerst zijn
neergeslagen in een matrix van speciale verbindingen,
zoals dihydroxybenzoézuur of «-cyano-4-hydroxy-
kaneelzuur. Samen vormen zij een vaste stof die
wordt bestraald met een laser. Het matrixmateriaal,
met absorptie in de golflengte van het gebruikte
laserlicht, is in staat de geabsorbeerde energie door te
geven aan de geincorporeerde (bio)moleculen. Deze
worden nu gefragmenteerd, geioniseerd en uit de ma-
trix de ruimte in geschoten. Hierna worden zij in het
apparaat versneld. De tijd die deze fragmenten nodig
hebben om de afstand tot de detector te overbruggen,
is omgekeerd evenredig met de massa-lading, m/z-
waarde. De m/z-profielen van de gedigestigeerde frag-
menten worden vergeleken met profielen in een data-
base om zo te komen tot eiwitidentificatie. Er wordt
gebruik gemaakt van een statistisch scoringssysteem
(6, 8). MALDI-TOF-MS is niet geschikt voor directe
analyse van complexe biologische materialen en een
voorbewerking of zuivering met behulp van bijvoor-
beeld tweedimensionale gelelektroforese is altijd ver-
eist.
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Tandem MS

Bij tandem MS zijn er twee massaspectrometers in
serie gekoppeld. Reeds gescheiden componenten
(HPLC, GC, capillaire electroforese) worden geioni-
seerd met de eerste massaspectrometer. Hier wordt
een selectie gemaakt van bepaalde massafragmenten,
die vervolgens verder worden gefragmenteerd en met
een tweede massaspectrometer worden geanalyseerd.
De monsters moeten redelijk zuiver zijn, aangezien
selectieve analyse van complexe monsters niet mo-
gelijk is zonder voorbewerking. Karakterisering van
massa/ladings-(m/z)-profielen wordt gebruikt voor
identificatie van de eiwitten.

SELDI-TOF-MS

Bij de Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionisation
Time-Of-Flight Mass Spectrometry (SELDI-TOF-MS)
is eiwitanalyse mogelijk in complexe biologische ma-
terialen, zoals bijvoorbeeld serum of liquor. Deze
nieuwe methodiek, die ook werd gebruikt in het eer-
der genoemde artikel van Petricoin et al. (1), maakt
gebruik van speciale ProteinChips. Door de interactie
van het te analyseren materiaal met de chip vindt in
feite een zuivering/chromatografie plaats. De opper-
vlakte van de chip is voorbewerkt met bijvoorbeeld
antilichamen of receptoren, maar ook meer breed-
spectrumchips zijn beschikbaar. Na wassen is de chip
met de daaraan gebonden eiwitten direct klaar, om
met laserpulsen bewerkt te worden. Vervolgens vindt
detectie van eiwitprofielen plaats met behulp van
TOF-MS. In het genoemde artikel (1), maar ook in
een aantal studies naar de detectie van andere tumo-
ren (2, 3, 9) wordt het resulterende massaspectrogram
in eerste instantie niet gebruikt om eiwitten te identi-
ficeren, maar wordt het verkregen profiel beoordeeld
als een fingerprint van het serummonster. Door nu se-
rum van een groot aantal gezonde personen te verge-
lijken met een te onderzoeken groep pati€énten moet
het volgens de verwachtingen mogelijk zijn deze
groepen op basis van bepaalde piekkarakteristieken/
eiwitprofielen van elkaar te onderscheiden. Hierbij
wordt gebruik gemaakt van geavanceerde zelflerende
statistische modellen vergelijkbaar met die bij de be-
oordeling van genclustering d.m.v. micro arrays wor-
den gebruikt. Er bestaan eiwitdatabanken en refe-
rentiespectra die afkomstig zijn uit verschillende
celtypes van zowel gezond weefsel als van weefsel
uit ziekteprocessen. Er is momenteel een groot aantal
studies gaande die betrekking hebben op tumorweef-
sel of serum en die gebruikmaken van deze metho-
diek. Het gevonden eiwitprofiel wordt gebruikt om
een unieke combinatie te zoeken waardoor een mon-
ster afkomstig van een pati€nt met een bepaalde
ziekte te onderscheiden is van een monster van een
gezonde persoon.

Toepassing in het klinisch-chemisch laboratorium
Deze methodiek heeft een veel breder toepassings-
gebied dan alleen bij de diagnostiek van tumoren, bij-
voorbeeld ook bij de analyse van veranderde eiwit-
profielen bij Alzheimer, longaandoeningen, analyse
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van lichaamvloeistoffen als liquor, bronchoalveolaire
lavagevloeistof etc. Met name voor klinisch-chemi-
sche laboratoria lijkt analyse van sera met behulp van
SELDI-TOF-MS een veelbelovende techniek.
Momenteel wordt er binnen de oncologie veel basaal
onderzoek gedaan met behulp van proteomics. Identi-
ficatie van eiwitprofielen in serum als indicator van
ziekte met behulp van SELDI-TOF-MS-technieken
leidt tot nieuwe mogelijkheden. Wanneer het klinisch-
chemisch laboratorium de rol van diagnostisch cen-
trum voor onderzoek in lichaamsvloeistoffen ter op-
sporing en identificatie van ziekte wil behouden, lijkt
het onafwendbaar dat ook de klinisch chemicus zich
deze expertise eigen zal moeten maken.

Uitgangspunten

De werkgroep in oprichting meent daarom, dat ge-
bruik van lichaamsvloeistoffen in het onderzoek naar
de samenhang van de eiwitten (proteomics) met de
nieuwe massaspectrometrische methoden, een aan-
dachtspunt moet worden voor de klinisch chemicus.
De werkgroep nodigt anderen die beroepsmatig een
aandeel kunnen leveren in de werkzaamheden van de
werkgroep uit zich te melden bij een van de leden
van de werkgroep. De werkgroep Proteomics i.0. zal
op 22 mei 2003 een symposium organiseren dat aan-
dacht zal schenken aan zowel de technische aspecten
als aan de klinische mogelijkheden in relatie tot het
klinisch-chemisch laboratorium.
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