
20    |    Oncologie Up-to-date   |    2011 •  vol  2 •  nummer 5

Oncoproteomics

bevestigt wel de uitkomsten van 

ABCSG-12, waarin de oestrogeen-

aanmaak werd onderdrukt. Blijkbaar 

is een lage oestrogeenspiegel een 

factor die de metastaseremmende 

werking van zoledroninezuur kan 

versterken. Andere verschillen tus-

sen beide studies waren gelegen in 

patiëntkenmerken (vooral stadium 

I in ABCSG; uitsluitend stadium II/

III in AZURE) en de behandeling 

(geen adjuvante chemotherapie in 

ABCSG; wel adjuvante chemothe-

rapie in AZURE).

Uiterste houdbaarheids-
datum bereikt
Gnant: “Ik denk dat we bij de be-

handeling van gemetastaseerde 

borstkanker in toenemende mate 

gebruik gaan maken van een com-

binatie van middelen die niet alleen 

de kankercellen aangrijpen maar 

ook de omgeving waarin de kanker-

cellen zich bevinden. Ottewell en 

collega’s publiceerden vorig jaar 

een studie in een muismodel van 

borstkanker.11 Ze behandelden de 

immuungecompromitteerde dieren 

gedurende zes weken met doxoru-

bicine, zoledroninezuur, of beide. 

Bij de dieren die met een van beide 

middelen behandeld werden be-

droeg de overleving maximaal 50 

dagen. Van de dieren die met beide 

middelen behandeld werden over-

leefde 60% meer dan 160 dagen, 

hoewel de behandeling reeds na 42 

dagen gestaakt was. Mijn interpre-

tatie is dat de ziekte na enige tijd 

van behandeling met een combi-

natie van een cytoxisch en een 

antiresorptief middel zijn uiterste 

houdbaarheidsdatum heeft be-

reikt. Dan zijn er blijkbaar geen  

tumorcellen met metastaserend 

vermogen meer over.”
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Proteomics richt zich op grootscha-

lige eiwitanalyse. Het is een span-

nend, snel ontwikkelend onderzoeks-

veld waarbij de focus verschoven  

is van technologie en methode-

ontwikkeling in de beginjaren (eind 

jaren negentig van de vorige eeuw) 

naar real life toepassingen in steeds 

complexere systemen in recente 

jaren, inclusief analyses van gene-

tische muismodellen voor kanker 

en patiëntenmateriaal.1 De core-

technologie is massaspectrometrie, 

een versatiele analysetool die zowel 

unbiased als targeted veranderingen 

op eiwitexpressieniveaus, interacties 

en modificaties in kaart kan bren-

gen. Figuur 1 toont een overzicht 

van de algemene stappen in een 

proteomics-discovery-experiment. 

Kwantitatieve onco-
proteomics 
De aftrap van het congres werd ge-

geven door proteomics-superstar 

dr. Matthias Mann (MaxPlanck In-

stituut, Martinsried, Duitsland) met 

een lezing over een nieuwe strategie 

om cancer proteomes te kwantifi-

ceren, genaamd super-SILAC.2 Deze 

benadering maakt gebruik van een 

spike-in met een mengsel van 

kankercellijnen met stabiel isotoop-

gelabelde aminozuren waartegen 

tumoreiwitten gekwantificeerd kun-

nen worden. Tevens presenteerde 

Mann een nieuwe supersnelle massa-

spectrometer (type quadrupole orbi-

trap) waarmee 2.500 eiwitten met 

een standaard gradiënt van 90 min 

geïdentificeerd kunnen worden, een 

ruime verdubbeling van wat voor-

heen mogelijk was. Het nieuwste 

record van het grootste aantal 

geïdentificeerde eiwitten in een cel 

ligt nu met 24 uur instrumenttijd 

op ruim 7.000 geïdentificeerde ei-

witten in een Hela-cellijn. 

 Dr. Tamar Geiger uit de groep van 

Mann presenteerde een in-depth 

proteoomanalyse van een panel van 

borstkankercellijnen. Dit leverde een 

dataset van 8.750 eiwitten op en 

een stadiumspecifieke signatuur van 

52 eiwitten die het verlies van epithe-

liale karakteristieken representeert. 

Targeted massaspectrometrieanalyse 

van borsttumormateriaal bevestigde 

82% van de signatuur, waarvan 

CRAPBP2 en ANX3 met weefsel- 

microarrays.

 Dr. Connie Jimenez (VUmc, Am-

sterdam) presenteerde de voortgang 

op het terrein van dikkedarmkanker-

proteomics met als doel specifieke 

screeningsmarkers te vinden. Voor 

eiwitkwantificering  gebruikte zij een 

zeer praktische en goedkope, label-

vrije benadering, namelijk het aantal 

MS/MS-events per eiwit (spectral 

counting).3 Integratieve proteoom-

analyse van secretiemedia van een 

panel van colonweefselsecretomen 

(normaal en kanker) uit een ge-

netisch muizenmodel voor darm-

kanker en humaan materiaal, leidde 

tot identificatie van een panel van 

ongeveer honderd veelbelovende 

kankercelspecifieke gesecreteerde 

kandidaatbiomarkers. Deze zullen 

verder ontwikkeld worden voor 

screening in bloed en faeces. Jimenez 

presenteerde daarnaast ELISA-TMA-

resultaten die de potentie van een 

van de kandidaten voor bloedgeba-

seerde screening liet zien. Met deze 

marker konden zij hoog-risico ade-

nomen (gedefinieerd met het ver-

werven van 20q, 13q en 8q) onder-

scheiden van adenomen zonder deze 

hoog-risico genomische aberraties.4

 Voor validatieonderzoek van kan-

didaatbiomarkers in parafinemate-

riaal zijn antilichamen belangrijke 

Oncoproteomics: systeembiologie, ont-
wikkelingsmodellen en data-integratie
Proteomics heeft groot potentieel waar het gaat om het begrijpen van biologische en pathologische processen. Integratie van 
diverse proteomicsdatasets in de context van andere omicsinformatie is cruciaal om nieuwe moleculaire inzichten en biomarkertests 
te genereren voor geïndividualiseerde diagnose en behandeling. Het tweede congres van de EMBO Cancer Proteomics series 
werd gehouden van 20 tot 23 juni jl. in Dublin, Ierland, en bracht zo’n tweehonderd onderzoekers uit het proteomicsveld samen 
met bioinformatici en systeembiologen. 
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Figuur 1. Schematische weergave van een populaire workflow voor discovery proteomics. Voor de eerste scheidingsstap zijn twee 
methoden mogelijk. Na het oplossen van de eiwitten uit het biologische monster worden de eiwitten of gescheiden met 1D-

gelelektroforese of de peptide wordt (na digestie met trypsine) gefractioneerd met chromatografie. Vervolgens vindt een tweede 
scheiding plaats gebaseerd op peptidenhydrofobiciteit in een nanokolom die online aan de massaspectrometer (MS) gekoppeld is. 
Ieder seconde wordt een scan gemaakt van de hele mass range waarna de top 5-10 van eluerende peptides wordt gefragmenteerd 

in de botsingskamer. Vervolgens worden de fragmenten uitgelezen in de tweede massaspectrometer die een MS/MS-spectrum 
genereert. Voor de eiwitidentificatie worden alle gegevens tezamen gesearched tegen een sequentiedatabase met technieken zoals 

sequest en mascott. Spectral counting oftewel het aantal MS/MS-events voor een eiwit kan gebruikt worden voor labelvrije kwanti-  
ficatie. Daarna kan downstream data mining plaatsvinden om meer inzicht te krijgen in de biologische functies en cellulaire pathways 

geassocieerd met de verschillende eiwitten.
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middelen. Dr. Fredrik Ponten (Uni-

versiteit van Uppsala, Sweden) gaf 

een update over de status van het 

human protein atlas project. De 

doelstelling van dit project is alle 

eiwitten in kaart te brengen met 

behulp van antilichamen opgewekt 

tegen deze eiwitten. De laatste uit-

gave van de atlas in november 2010 

bevatte 10.000 eiwitten en de web-

site is ook volledig gereorganiseerd 

met meer achtergrondinformatie.5 

In de eiwitatlas zijn immuunhisto-

chemische afbeeldingen te vinden 

van 46 verschillende gezonde weef-

sels, 20 verschillende tumorweefsels 

en 47 cellijnen. Ook subcellulaire 

lokalisatie wordt bekeken met be-

hulp van immunofluoriscentie op 

cellijnen. De eiwitatlas kan boven-

dien gebruikt worden om nieuwe 

biomarkers voor bijvoorbeeld kanker 

te ontdekken. Zo beschreef Ponten 

de transcriptiefactor SATB2 die een 

potentieel nieuwe diagnostische 

en prognostische biomarker voor 

colorectaal kanker is.

Omics-integratie en meta-
analyses
Proteomicsonderzoek, net als ander 

omicsonderzoek, leidt vaak tot hon-

derden kandidaatbiomarkers. Slechts 

een klein aantal hiervan zal een kli-

nisch bruikbare marker opleveren of 

een causaal betrokken drug target. 

Met de recent ontwikkelde integra-

tieve data-analysestrategieën en tools 

kunnen nu steeds meer de resul-

taten van het initiële ontdekking-

proces systematisch in de context 

worden gezet van informatie ver-

kregen met andere high-throughput- 

omicstechnieken. Deze informatie 

en de verkregen inzichten kunnen 

vervolgens gebruikt worden om de 

beste kandidaatbiomarkers te kiezen 

voor validatie met targeted methodes. 

Meerdere sprekers benadrukten dat 

de combinatie van verschillende 

omicstechnieken, waarbij er naar 

het volledige spectrum van molecu-

laire veranderingen in een kanker-

cel gekeken kan worden, essentieel 

is om de ziekte te kunnen begrijpen.

 Aedin Culhane (Dana-Farber Can-

cer Institute, Boston, Verenigde 

Staten) sprak over de uitdaging van 

meta-analyses van gepubliceerde 

gene signatures. Ze presenteerde een 

handmatig gecureerde signature 

database genaamd GeneSigDB die 

honderden gene signatures bevat 

uit de literatuur. De gene identifiers 

zijn gestandaardiseerd en volledig 

traceerbaar en beslaan een grote 

variëteit aan tumortypes. Een web-

interface naar GeneSigDB is be-

schikbaar, waardoor gebruikers 

eenvoudig hun eigen lijst genen-

eiwitten kunnen vergelijken met de 

signatures in de database. 

 Op de laatste dag van de confe-

rentie gaf Anne-Lise Børresen-Dale 

(Radium ziekenhuis, Oslo, Noor-

wegen) een indrukwekkende over-

zichtspresentatie op het gebied van 

borstkanker. Van een grote groep 

gezonde vrouwen (150.000) wordt 

nu prospectief bloed en weefsel 

verzameld en als deze vrouwen 

later borstkanker ontwikkelen wordt 

er ook tumorweefsel verzameld. Vele 

moleculaire aspecten zijn geanaly-

seerd in deze weefsels, waaronder 

DNA-veranderingen zoals mutaties, 

amplificaties en deleties, maar ook 

epigenetische veranderingen, meta-

bolische producten en genexpressie 

(mRNA, miRNA’s en eiwitproducten). 

De combinatie van al deze datasets 

leverde signatures op waarmee men 

beter kan voorspellen welke borst-

kankerpatiënt een goede kans op 

overleving heeft en welke chemo-

therapie het geschiktst is voor ver-

schillende patiënten.

Pathways en eiwit-eiwit-
interactienetwerken
Eiwitten doen hun werk meestal niet 

alleen maar in complexen waarvan de 

compositie en plaats in de cel vaak 

dynamisch gereguleerd is via post/

translationele modificaties. Samen 

reguleren de verschillende eiwit-

complexen in complexe signaaltrans-

ductiecascades de cellulaire functies. 

 Steven Kornblau (Rice University, 

Houston, Verenigde Staten) gaf een 

voorbeeld van datainterpretatie in 

de context van eiwit-eiwitinteractie-

netwerken om een beter begrip van 

de moleculaire mechanismen van 

acute myeloïde leukemie (AML) te 

krijgen. Hij en zijn collegae analy-

seerden stamcellen geïsoleerd uit 

een grote groep AML-patiënten. De 

eiwitsignatures die verkregen waren 

met netwerkanalyse konden ver-

schillende subcategorieën van AML 

onderscheiden. Deze signatures 

werden vergeleken met bekende sig-

naaltransductienetwerken en de  

voorspellende waarde voor patiënt-

stratificatie wordt nu onderzocht.

 Lodewyk Wessels (NKI-AVL, Am-
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De rol van additionele radiotherapie 

na chemotherapie bij patiënten met 

gevorderd hodgkinlymfoom is on-

duidelijk. Dat is de reden dat de 

German Hodgkin Study Group 

(GHSG) in de HD15-studie het effect 

van radiotherapie bestudeerde bij 

patiënten met gevorderd hodgkin-

lymfoom die na zes tot acht cycli 

BEACOPP nog restziekte hadden.1

 Inclusiecriteria voor de PET-vraag-

stelling van de HD15-studie waren 

partiële remissie (PR) na beëindiging 

van de chemotherapie met minstens 

een restklier van >2,5 cm in dia-

meter, gemeten met CT. De bereke-

ningen beperkten zich tot die ge-

vallen met of progressieve ziekte 

(PD) of relaps binnen twaalf maan-

den na PET, of na minstens twaalf 

maanden follow-up. 

 In de HD15-studie werden in  

totaal 2.137 patiënten geïncludeerd 

waarvan er 728 een tumormassa 

hadden van ≥2,5 cm na BEACOPP-

chemotherapie en voldeden aan de 

inclusiecriteria voor de PET-vraag-

stelling. Een panel bestaande uit 

experts voerde de beoordeling uit 

van de respons en PET. Uitsluitend 

PET-positieve patiënten werden be-

handeld met radiotherapie op de 

PET-positieve restafwijkingen. De 

negatieve voorspellende waarde van 

PET werd gedefinieerd als het deel 

van de PET-negatieve patiënten 

zonder progressie, relaps of radio-

therapie binnen twaalf maanden. 

Minder radiotherapie
De complete analyseset bevatte 728 

patiënten waarvan er 699 minstens 

twaalf maanden waren vervolgd. 

De mediane leeftijd was dertig jaar, 

57% was man en 66% had een nod-

ulair-scleroserende histologie. Van 

de 728 gekwalificeerde patiënten met 

restziekte ≥2,5 cm na BEACOPP 

was 74,2% PET-negatief en 25,8% 

PET-positief. In de PET-negatieve 

groep ontwikkelden 28 patiënten 

een relaps of ondergingen radio-

therapie ondanks dat zij PET-nega-

tief waren, resulterend in een nega-

tief voorspellende waarde van 94,6% 

(95% BI 92,7-96,6%). Met een me-

diane follow-up van 38 maanden 

was de driejaarstijd-tot-progressie 

na PET 92,1% voor PET-negatieve 

patiënten, en 86,1% voor PET-posi-

tieve patiënten (95% BI voor verschil 

-11,9 tot -0,1%). In totaal kreeg 

slechts 11% van de patiënten addi-

tionele radiotherapie vergeleken met 

71% na BEACOPPescalated in de eer-

dere HD9-studie van de GHSG. 

De negatief voorspellende waarde 

van PET van 0,95 suggereert dat  

alleen patiënten met PET-positieve 

restziekte na chemotherapie addi-

tionele radiotherapie nodig hebben. 
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Alleen patiënten met PET-
positieve restziekte na chemo-

therapie hebben additionele 
radiotherapie nodig
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sterdam) presenteerde een methode 

voor datasetintegratie van insertional 

mutagenesis screens, genexpressie en 

copy-numberprofielen om causale 

genen, interacties en pathways te 

identificeren. Zijn benadering be-

staat uit de identificatie van kanker-

genen gebaseerd op rule-based 

mapping en interacties gebaseerd 

op logic circuit design principles. In 

datasets van genetische borstkanker 

werd de benadering gevalideerd 

omdat zowel bekende als nieuwe 

kankergenen gevonden werden.

 Emmanuel Barillot (Institut Curie, 

Parijs, Frankrijk) besprak de rol van 

deregulatie van moleculaire sub-

netwerken bij tumorprogressie. 

Middels literatuuranalyse had zijn 

groep een gedetailleerde interactie-

map gemaakt van essentiële cellu-

laire processen, zoals de celcyclus en 

herstel van DNA-schade. Verschil-

lende bioinformaticatools werden 

gepresenteerd voor integratieve ana-

lyse van omicsdata. Een voorbeeld 

is de softwaretool genaamd BiNoM 

die handmatige curering van eiwit-

interactienetwerken mogelijk maakt. 

Een toepassing was in de context 

van borstkanker van het basale 

subtype. De overlay van transcrip-

toomdata op de netwerken gaf in-

zicht in de pathways die ontregeld 

waren bij deze ziekte.

 Christie Sers (Charité Universitäts-

medizin Berlin, Duitsland) presen-

teerde een indrukwekkende systeem-

biologische benadering om de 

mechanismes achter targeted the-

rapies in colorectale kanker te be-

grijpen. Met bestaande eiwitinter-

actiedatabases construeerden Sers 

and haar collega’s een grootschalig 

signaaltransductienetwerk dat alle 

bekende darmkankergerelateerde 

pathways bevat. Bioinformaticatools 

werden ontwikkeld voor geauto-

matiseerde en handmatige samen-

stelling van het interactienetwerk. 

Het bioinformaticaframework maak-

te mathematische modellering moge- 

lijk van verscheidene complexe  

aspecten zoals de relatie tussen  

eiwitniveaus en eiwitactiviteit af-

gelezen aan de hand van eiwitfos-

forylering en het testen van hy-

potheses met betrekking tot het 

mechanisme van therapeutische 

interfentie.
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