Voorwoord

Met het Proteomics Platform willen wij een landelijke werkgroep vormen die open staat voor alle groepen die binnen Nederland bezig zijn met proteomics onderzoek. Wij hopen dat dit platform zal uitgroeien tot een kennisnetwerk, waarbij het uitwisselen van resultaten en technische vaardigheden voorop staat.

Het idee voor een proteomics platform was gelanceerd door Connie Jiménez (VU) in oktober 2000 op een proteomics bijeenkomst in Amsterdam georganiseerd door Micromass/ Biorad. Voor dit idee bleek veel animo te zijn. Ook werd al spoedig duidelijk dat parallele initiatieven elders in het land aanwezig waren, hetgeen resulteerde in een bundeling van de krachten van Rob van der Heijden (UL) en Twan America (PRI-WUR) en Connie Jiménez voor de organisatie van het Proteomics Platform. 

Voor de toekomst stellen wij ons voor dat het PP zal gaan opereren onder de paraplu van een KNCV sectie, de Nederlandse Vereniging voor Biochemie en Molekulaire Biologie (NVBMB). De associatie met het NVBMB (als zelfstandige subsectie) heeft vele voordelen en zal het oa. mogelijk maken om buitenlandse sprekers uit te nodigen voor onze platform bijeenkomsten.

Praktisch gezien stellen wij voor om twee keer per jaar een bijeenkomst te organiseren die de vorm zou kunnen hebben van meer informele themamiddagen (met veel discussie) en van echte symposia. Deze twee verschillende soorten bijeenkomsten zouden alternerend 1x per jaar kunnen plaatshebben of gecombineerd kunnen worden.

Verder is er een internet site in opbouw waarvoor de domein naam www.proteomics.nl al toegekend is. Input van alle proteomics groepen in Nederland is noodzakelijk om deze site tot een succes te maken!

Tot slot, dit boekje bevat korte samenvattingen van het proteomics werk dat op dit moment in verschillende onderzoeksgroepen in Nederland plaats vindt.

Februari 2001,

Twan America (PRI-WUR)
Rob van der Heijden (UL)

Connie R. Jiménez (VU)
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Proteomics in Plant Research

Dr Twan America

Project Leader Proteomics

Business Unit Cell Cybernetics

Plant Research International

Wageningen University and Research Centre (Wageningen UR) 

postal address: P.O.Box 16

NL-6700 AA Wageningen

street address: Droevendaalsesteeg 1, NL-6708 PB Wageningen 

The Netherlands

Phone: ++31 317 477 051

Fax:     ++31 317 418 094

e-mail: a.h.p.america@plant.wag-ur.nl 

Plant Research International is a recent merger of three agro-research institutes originating from the Division of Agricultural Research (DLO) of the Dutch Ministry of Agriculture. In our institute we cover agricultural research from the genomic, molecular and cellular levels up to classical breeding, biostatistics and agronomic levels. 

As results of major investments in the last couple of years we now have a large scale robotic DNA sequencing facility, a fully operational micro-array facility and a proteomics facility. The combination of these three units enables us to perform large scale analyses at the level of DNA, mRNA and of protein expression. It is our challenge to combine these generic analyses in order to perform functional genomic research. By linking expression data to physiologic processes like fruit ripening, seed germination or stress response, we seek to find clusters of genes (products) that are functionally related to these processes. This, in first instance, will lead to markers, genes or proteins, that can help in selecting desired traits. But furthermore this will help us to get more detailed insight in the correllated regulation of gene products in relation to their function within several metabolic processes.

Our proteomics facility consists of the Multiphor and ISO-DALT 2D PAGE system, Hoefer automatic gelstainer and PDQuest V6.2 2D gel analysis software in combination with a Q-Tof tandem ESI-MS/MS mass-spectrometer linked to a Micromass/Waters capillary LC sytem. This LC-MS/MS setup enables us to recover complete sequence information of multiple peptides per protein (spot) digest. In this way we can cover on average some 50% of the protein sequence in a single run. This helps drastically in identifing proteins from organisms from which the genome has not (or only partially) been sequenced.

We work on plants like potato, tomato, strawberry and plant pests like insects  (eg. corn root borer).

Projecsts are oriented at differential expression , in comparison with cDNA micro-array data. Other projects are based on functional protein interactions, using protein affinity purification, in order to identify enzyme inhibitors, or functional protein partners that regulate protein activity.

We also perform custom analyses, 2D gel or MS/MS,  for third parties as a service lab facility.

Massaspectrometrische proteomics projecten TNO-PML

Ben van Baar

Proteomics MS wordt ingezet in het verband van toxicologisch onderzoek (samen met 2D PAGE, Marijke Mol) en in het verband van onderzoek aan mogelijke biologische wapens (BWA). Het toxicologisch onderzoek wordt afzonderlijk besproken, door Marijke Mol. Het BWA onderzoek richt zich op MS identificatie, voorlopig van eiwit-toxinen en (dode) bacteriën en in de toekomst ook van virussen, en op microbiologisch onderzoek van virulentiefactoren. Alleen het BWA geörienteerde onderzoek, in de vorm van een aantal projecten, wordt hier geschetst.

Op het gebied van identificatie van eiwit-toxinen wordt door onze groep al jaren onderzoek verricht. Meestal gaat het om ‘target compound’ analyse met gebruik van typische proteomics methoden (trypsine digest ‘mapping’ en partiële sequentiëring met MALDI of electrospray). In het afgelopen jaar zijn we erin geslaagd om toxinen ook daadwerkelijk in bacterieel materiaal (cultuurfiltraten en lysaten) aan te tonen. De eerste karakterisering van een eiwit-toxine is vaak typisch proteomics werk; daaropvolgende ‘target compound’ analyses zijn niet onder die noemer te vatten.

In 2000 werd een begin gemaakt met de identificatie van bacteriën (hele cellen, lysaten; MALDI en ES), met een studie van Escherichia coli (meest onderzocht, geeft vergelijkingsmogelijkheden). Daarbij werd op verschillende nivo’s van betrouwbaarheid gewerkt: hele bacteriën tot trypsine digests van lysaten. Mits de betrokken eiwitten in databases gedocumenteerd zijn blijkt sequentiëring van geselecteerde peptiden tot zeer betrouwbare resultaten te leiden (vergelijkbaar met of beter dan gangbare PCR identificatie). In 2001 zal deze studie worden voortgezet met Vibrio cholerae stammen, waarvoor slechts zeer beperkte database informatie beschikbaar is.

In 2001 zal ook een begin worden gemaakt met de studie van virulentiefactoren van bacteriën (Francisella tularensis), in samenwerking met Marijke Mol (voor 2D PAGE) en met het Zweedse zusterinstituut (FOI, voor microbiologische inbreng). In dit onderzoek zal veel aandacht uitgaan naar de novo sequencing, met enige back-up via Zweeds genoomonderzoek.

Identificatie van interacterende eiwitten van GC79, een zink finger eiwit betrokken bij apoptose van prostaatkankercellen.

Gert-Jan C.M. van den Bemd, Leen J. Blok, Mila Jhamai, Albert O. Brinkmann, Glenn T.G. Chang.

Gert-Jan C.M. van den Bemd, PhD. 

Afdeling Endocrinologie en Voortplanting

Erasmus Medisch Centrum Rotterdam

Kamer Ee 532

PO BOX 1738

3000 DR Rotterdam

Tel. 010-4087965

E-mail: vandenbemd@endov.fgg.eur.nl

Recentelijk hebben wij een gen gekloneerd (GC79), coderend voor een 150 kDa eiwit met meerdere zinc finger domeinen. Bij blootstelling van prostaattumorcellen aan fysiologische concentraties van androgenen komt het GC79 eiwit en mRNA laag tot expressie. Androgeen onttrekking (door castratie) leidt tot een versterkte expressie van GC79 mRNA in de prostaat van ratten. Verhoogde expressie van GC79 door middel van transfectie leidt tot apoptose van de cellen.

Het doel van dit onderzoek is: het identificeren van genen / eiwitten die deel uit maken van het werkingsmechanisme van GC79. Daartoe worden de functies van de verschillende domeinen van GC79 onderzocht en wordt er met behulp van yeast two-hybrid experimenten gezocht naar interacterende eiwitten. Uiteindelijk zal dit informatie moeten opleveren waaruit al dan niet blijkt of cofactoren noodzakelijk zijn voor de apoptose-inducerende activiteit van GC79. Wellicht zullen in de toekomst de eiwit-eiwit-interacties ook worden bestudeerd met behulp van 2D-electrophorese en MALDI.

Het onderzoek wordt financieel ondersteund door: The Association for International Cancer Research.

Identificatie van leverspecifieke eiwitten die verhoogd geproduceerd worden in familiair gecombineerde hyperlipidemie (FGH)

Marleen van Greevenbroek (m.vangreevenbroek@intmed.unimaas.nl)

Vicky Vermeulen (v.vermeulen@intmed.unimaas.nl)

Tel nr. : 043 3882137/1644

Laboratorium voor Moleculair Metabolisme en Endocrinologie

Interne Geneeskunde / CARIM, Uns 50/ Postvak 14

Universiteit Maastricht

Postbus 616

6200 MD Maastricht

Achtergrond: Familiair Gecombineerde Hyperlipidemie (FGH) is een aandoening met verhoogde plasma lipiden (cholesterol en triglyceriden) en premature atherosclerose. De genetische en biochemische defecten die aan FGH ten grondslag liggen zijn nog (gedeeltelijk) onbekend. De aandoening kenmerkt zich o.a. door een verhoogde productie van very low density lipoproteinen (VLDL) door de lever, die een directe oorzaak zijn van de eerdergenoemde lipidenverhoging. Deze overproductie kan al dan niet leverintrinsiek zijn. Wanneer het een niet-leverspecifiek proces is, zal de VLDL overproductie hoogstwaarschijnlijk aangeschakeld worden door factoren uit het plasma van FGH patiënten Wij hebben daarom een serie experimenten opgezet om het effect van plasma van FGH patiënten op de productie van VLDL door hepatocyten in kaart te brengen. Daartoe zijn HepG2 cellen (humane levercellijn) geïncubeerd met plasma van FGH patiënten en gezonde controles, en hebben wij met SDS page een aantal eiwitten geïdentificeerd dat tijdens incubatie met FGH plasma verhoogd worden gesynthetiseerd en gesecreteerd door de HepG2 cellen. 

Op dit moment kennen wij van deze eiwitten alleen het molekuulgewicht op SDS page. Met behulp van massaspectrometrie (samenwerking met Dr N Deutz, Algemene Heelkunde, Universiteit Maastricht) proberen we nu de identiteit te achterhalen. 

Stand van zaken:  HepG2 cellen zijn geïncubeerd met serum vrij medium, en hieruit is totaal eiwit geïsoleerd en gescheiden op 1D SDS page. Het belangrijkste door ons geïdentificeerde is hierop met CBB kleuring aantoonbaar. Dit product is geïsoleerd uit de gel (protocol Dr CR Jimenez), en geanalyseerd op MS/MS. Het resultaat is geanalyseerd met sequest/turbosequest. De resultaten van de analyses zijn op dit moment nog te zwak voor een positieve identificatie. 

Vervolganalyses: Twee trajecten worden op dit moment vervolgd. Ten eerste wordt de gevoeligheid van de MS/MS procedure verhoogd o.a. door gebruik van een andere kolom. Daarnaast zal de totale eiwitfractie die op SDS page gescheiden wordt ook op 2D page geanalyseerd worden. Dit laatste dient met name om  te achterhalen of het product dat wij geïdentificeerd hebben een “single band” is of dat deze band toch uit meerdere eiwitten bestaat. 

Proteomics at the Leiden/Amsterdam Center for Drug Research

Rob van der Heijden

Division of Analytical Chemistry, Leiden/Amsterdam Center for Drug Research, P.O. Box 9502, 2300 RA Leiden. E-mail: heijden@lacdr.leidenuniv.nl
Proteomics technology plays a central role in the research of the Divisions of Pharmacognosy and Analytical Chemistry of the research school Leiden/Amsterdam Center for Drug Research (LACDR). This research is performed in close collaboration with TNO Pharma at Zeist.

At the Division of Pharmacognosy research is focussed on the production of pharmaceutically important plant metabolites by biotechnological means, e.g. by large-scale culture of (transgenic) plant cells. In this research, proteomics technology is applied to identify novel enzymes and regulatory proteins involved in the biosynthesis of alkaloids in Catharanthus roseus plant cells [1]. These novel proteins will lead to novel genes, which may be used for metabolic engineering of the alkaloid biosynthesis.

The research at the Division of Analytical Chemistry aims at a further development of the proteomics technology, in particular the development of fast protein-profiling tools based on mass spectrometry. The on-line coupling of capillary isoelectric focussing (CIEF) with electrospray ionisation (ESI)-MS, via a free-flow electrophoresis chip device, has shown to be a promising approach [2].  

In this presentation both research projects will be discussed.

References

Jacobs, D.I., van der Heijden, R. and Verpoorte, R.: Proteomics in plant biotechnology and secondary metabolism research.  Phytochemical Analysis  11 (2000) 277-287.
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2D or not to 2B

able to perform reproducible gels

Anne Hesseling-Meinders 

Department of Biology, RuG
Groningen

A.Hesseling-Meinders@biol.rug.nl 

Through the years 2D electrophoresis has been developed into a high-resolution method for resolving complex mixtures of proteins containing hundreds or even thousands of components. However, the main problem still is that the method is very time consuming and results are sometimes difficult to reproduce.

As it appears, sample preparation is the first and most critical step in 2D gelelectrophoresis. There is no single procedure of sample preparation because of the diverse nature of the material under study. One should choose between obtaining a completely disrupted cellular extract, which is mostly difficult to reproduce, and a reproducible amount of the total of proteins in a standardised extract.

The next step in the procedure is the electrophoresis. During the different phases of this technique things can go wrong. Sub-optimal IEF separation is a commonly encountered problem. Even the SDS-PAGE step can suffer from unexpected complications such as partially disturbed protein spot patterns, horizontal or vertical streaks or uneven migration of the dye front. 

In the third step, the visualisation of the protein spots, bad fixation or diffuse background smears in the gels might cause difficulties in data analysis.

With the ongoing improvements of the 2D-electrophoresis hardware the all-important parameter remains the sample quality.

Proteomics at DSM, Delft 

DSM Group, Delft

Rob van der Hoeven (Rob.Hoeven-van-der@dsm-group.com)

Maurien Olsthoorm (Maurien.Olsthoorn@dsm-group.com)

Within the Genomics project of DSM, also a proteomics project has been started in Q1 of 2000. Proteomics within DSM will be used for strain-improvement for the micro-organisms used in the production of several DSM products, and for identification of unknown enzymes with specific activity.

The diabetes-associated 3243 mutation in the mitochondrial tRNALeu(UUR)  gene causes severe mitochondrial dysfunction without a strong decrease in protein synthesis rate

George M.C. Janssen
Department of Molecular Cell Biology

Leiden University Medical Center

Wassenaarseweg 72

2333 AL Leiden

The Netherlands

Cells harbouring patient-derived mitochondria with an A-to-G transition at nucleotide position 3243 of their mitochondrial DNA display severe loss of respiration when compared to cells containing wild-type mitochondrial DNA. The amount and degree of leucylation of tRNALeu(UUR) were both found to be highly reduced in mutant cells. Despite the low level of leucyl-tRNALeu(UUR), the rate of mitochondrial translation was not seriously affected by this mutation. Therefore, decrease of mitochondrial protein synthesis as such does not appear to be a necessary prerequisite for loss of respiration. The 3243 mutation may possibly affect the accuracy of mitochondrial protein synthesis and thereby induce misincorporation of amino acids into the mitochondrially synthesized proteins. Indeed, the mitochondrially-encoded proteins are subject to elevated degradation leading to a severe reduction in their steady state levels. 

First, two-dimensional electrophoresis should confirm the disequilibrium between mitochondrially and cytoplasmatically synthesized protein subunits of the respiratory chain in mutant-type cells. Next, mass spectroscopic and conventional amino acid sequence analysis should provide evidence whether alterations in the primary structure are indeed involved in the pathogenesis of MIDD.

Morphological Development and Copper Homeostasis in Streptomyces
Bart Keijser, Mike Machczynski, Gilles van Wezel, Ellen de Waal, Gerard Canters and Erik Vijgenboom

Leiden Institute of Chemistry (LIC), Leiden University

P.O. Box 9502

2300 RA Leiden

The Netherlands

vijgenbo@chem.leidenuniv.nl
phone: +31 71 5274278

fax: +31 71 5274349

The filamentous Gram-positive bacterium Streptomyces is a model system for prokaryotic morphological development and is known for its secondary metabolites (antibiotics, pigments). During morphological development the switch from vegetative growth to the production of aerial hyphae –and finally spores- is dependent on the availability of copper ions (Fig. 1). In S. lividans differentiation can be stimulated by raising the copper concentration in the medium 10 fold (from 0.5 μM to 5 μM), whereas in others, such as S. coelicolor, development is optimal at a low copper concentration and not affected by higher copper concentrations. However, both strains are arrested in the vegetative phase of growth when copper-ion availability is strongly reduced by specific chelators such as BCDA [1]. The developmental process is also under control of extracellular signals as shown by the complementation of developmental mutants grown in close proximity of wild type strains [1].

The current studies on the role of copper ions in morphogenesis focus on the identification of the copper-transporter system and copper proteins in Streptomyces. Analysis of the almost completed genome sequence of S. coelicolor came up with several genes encoding putative copper enzymes, copper chaperones and copper transporters. The involvement of these proteins in morphogenesis is investigated by: a) gene cloning and disruption, b) expression studies, and c) protein purification and characterization.

In a collaboration with Rob v.d. Heijden (UL), proteomics will be used to obtain more data on the relation between copper homeostasis and development, and will enable us to identify proteins/peptides involved in signaling pathways that lead to the onset of differentiation. The aim of the first topic is to identify proteins of which the expression is under control of the copper concentration. In the second topic we will initially concentrate on the proteins/peptides secreted in to the medium. Wild type strains and several (developmental) mutant strains are available to make comparisons of the protein profiles under various growth conditions.

[1] B.J.F. Keijser, G.P. van Wezel, G.W. Canters, T. Kieser and E. Vijgenboom (2000) J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 2: 565-574.

Neuroplasticity: a proteomics approach

Dr. K.W.Li (020-4447107, kwli@bio.vu.nl)

Dr. C.R. Jiménez (020-4447107, cjimenez@bio.vu.nl)

Dr. Ing. R.C. van der Schors (020-4447114, schors@bio.vu.nl)

Dept. Molecular and Cellular Neurobiology

Faculty of Biology, Vrije Universiteit

De Boelelaan 1087

1081 HV  Amsterdam. 

Our research interest focuses on the adaptive changes of the mammalian neuronal system in response to external stimulation /insult. Understanding of the molecular bases underlying such neuronal changes may enable one to correct the aberrant alteration in neuronal communication manifested in various neural diseases. 

Currently, our group is studying the molecular effects of two external insults on the nervous system, i.e., the (lack of) regeneration of a nerve after a crush injury, and the craving for drug of abuse after repeated intermittent administration of the drug. Presently, to study these processes, a conventional proteomics approach is taken, i.e., differential display by 2-D gel electrophoresis (2DE) (IPGphor, Isodalt) of the extracts of normal tissues and the tissues after external insults, followed by mass spectrometric protein identification. Our results demonstrate that this approach is promising: in a peripheral nerve of a rat 5 days after surgical crush injury, a number of up and down regulated proteins were detected, and most of them have been structurally characterized on a Q-tof instrument.

In parallel to the conventional proteomics approach, we are developing alternate approaches omitting 2DE. Previous experiments based on traditional biochemical methodology strongly implicate the alteration of protein compositions in the pre- and post-synaptic ensembles as one of the major sites of neuro-adaptation in response to external insults. The global and dynamic changes in these organelles remain to be determined. These synaptic proteins are generally not detected by 2-D gel electrophoresis of tissue extracts because (1) their expression levels are not high enough, and (2) many of them are membrane proteins that are difficult to resolve by 2-D gels. We take two measures to tackle these problems. Firstly, we greatly enrich the synaptic proteins by purifying the synaptic ensembles, the so-called synaptosome and post synaptic density, from rat brains. This should enable us to detect proteins that exist even in low copy numbers. Secondly, we will test the feasibility of 1D SDS-page in conjunction with LC-MS to detect the dynamic changes of proteins, including the membrane proteins, that are contained in the synaptic ensembles.

Proteomics at the University of Maastricht 

E.C.M. Mariman 

F. Bouwman

A. Bakker

Vakgroep Humane Biologie

Universiteit van Maastricht

Postbus 616

6200 MD Maastricht. 

Email: e.mariman@hb.unimaas.nl
Bij de Universiteit van Maastricht wordt momenteel binnen de vakgroep Humane Biologie een faciliteit voor protein-profiling gerealiseerd. Het onderzoek waarbij deze toepassing zal worden gebruikt, beslaat een breed terrein en speelt zich af binnen de onderzoeksinstituten NUTRIM (metabolisme, voeding en genen), CARIM (hart- en vaatziekten) en GROW (ontwikkelingsbiologie). Voor het eind van dit jaar is een personele bezetting voorzien van een universitair docent (thans vacature), een postdoc en twee analisten. Een van de posities voor analist is onlangs ingevuld. In het kader van onderzoek naar de genetisch bepaalde predispositie voor obesitas en diabetes zal in aanvang een cDNA- en eiwit-profiel worden gemaakt van diverse weefsels van de muis onder verschillende condities (dieet, inspanning). Doelweefsels zijn primair: vet, spier, darm, lever en pancreas. Dit onderzoek kan worden uitgebreid door onderzoek van muizenstammen met een verschillende predispositie voor de genoemde aandoenigen. De aandacht zal ook uitgaan naar vetcel-differentiatie. Binnen lopend onderzoek gesubsidieerd door NWO worden momenteel cellijnen gegenereerd die gearresteerd zijn in verschillende stadia van de differentiatie. Door het proteoom van deze cellijnen met elkaar te vergelijken hopen wij genen/moleculaire pathways op te sporen die van belang zijn voor het vetmetabolisme en waarmee een deel van de individuele variatie van dit metabolisme bij de mens kan worden verklaard. Op het gebied van diabetes zijn plannen om in de spier de expressie te gaan bekijken van het hormone sensitive lipase bij personen met en zonder vetstapeling.

Het gebruik van massaspectrometrie zal niet beperkt blijven tot protein-profiling, maar zal ook worden aangewend voor gedetailleerde studies aan de turnover en posttranslationele modificatie van vooraf geselecteerde eiwitten. Kennis en ervaring op dit terrein zijn reeds aanwezig. Momenteel zijn wij bezig met het kiezen van een systeem waarmee aan zoveel mogelijk onderzoeksvragen kan worden voldaan.

Proteomics onderzoek op de Universiteit van Amsterdam

Massaspectrometriegroep van het Swammerdam Institute for Life Sciences

Universiteit van Amsterdam

Nieuwe Achtergracht 166

1018 WV  Amsterdam

Ton Muijsers (a311aom@mail.chem.uva.nl)

Luitzen de Jong

Henk Dekker

Wij zijn ontstaan uit een fusie van het bio-massaspectrometrie groepje van het Slater Insituut (nu onderdeel van SILS) met de mensen van het indertijd door Nibbering opgerichte IMS. 

Hoofdlijnen van research vallen op het gebied van (post)proteomics, te weten: eiwitexpressiepatronen van cellen onder invloed van stimuli, analyse van post-translationele modificaties, en massaspectrometrische analyse van struktuur en assemblage van grote eiwitcomplexen (o.a. via chemische crosslinking).

Daarnaast wordt onderzoek gedaan aan reacties van organische molekulen in de gasfase.

Speciaal bij het (post)proteomics onderzoek betrokken groepsleden zijn Anton Muijsers, Luitzen de Jong, Henk Dekker en JaapWillem Back; vooral bij andere projecten betrokken zijn Steen Ingemann, Leo de Koning, Tineke Molenaar, Eric van Beelen en Han Peeters.

We hopen de hoogleraars vacature (‘Massaspectrometrie van biomacromoleculen’) in 2001 te vervullen. 

Apparatuur: Qtof (binnenkort + nanoLC), TOFspec 2 Ec Maldi TOF, 4T FTICR ms, JEOL 4-sector ms (Fab, EI, ESI) en ZAB hybride ms, Platform ESI. ( + HPLC’s, PAGE etc.)

Naast eigen researchprojecten zijn er samenwerkings en/of facilitaire projecten met SILS groepen en anderen binnen en buiten de eigen faculteit. Apart moet vermeld worden een intensieve massa samenwerking met het AMC (Dave Speijer et al). Dit jaar zal een struktuur gerealiseerd worden waarin high-throughput proteomics (met eigen nieuwe Maldi-TOFen ESI massaspectrometers) op de AMC locatie gebeurt, en meer geavanceerde metingen op de SILS locatie.

Differentiële eiwitexpressie met behulp van twee-dimensionale elektroforese en massaspectrometrie

Projectleiders: dr. Marijke Mol en dr. Ben van Baar

TNO-Prins Maurits Laboratorium, Rijswijk

2000 & 2001

In 2000 werd een verkennende studie uitgevoerd naar de differentiële eiwitexpressie van humane keratinocyten, met microkarakterisering van huideiwitten, voor keratinocyten al of niet besmet met mosterdgas. Het betrof grotendeels implementatie van meetmethoden, met veel aandacht voor praktische zaken.

Het blijkt goed mogelijk om met 2D PAGE en MALDI trypsine digest peptide ‘mapping’ uit te voeren voor identificatie van eiwitten uit individuele spots en die identificatie vrijwel absoluut te maken via sequentiëring van één trypsine digest peptide. Uiteindelijk werden twaalf eiwitten, uit even zovele spots van een analytische gel, geïdentificeerd.

In 2001 zal, na de succesvolle initiële experimenten, meer vaardigheid worden opgedaan om 2D PAGE en MS succesvol in te zetten bij projecten op het gebied van toxiciteitsonderzoek. Behalve aan verbeteringen in de technieken zal ook aandacht worden besteed aan standaardisatie t.b.v. goede reproduceerbaarheid. In dit project zullen de procedures voor twee-dimensionale gelelektroforetische (2D-PAGE) scheiding van eiwitten worden verbeterd en gestandaardiseerd om een goede vaardigheid en een hoge reproduceerbaarheid te bereiken. Parallel daaraan zal gewerkt worden aan het verder ontwikkelen van methoden op het gebied van MALDI en electrospray massa​spectrometrie (MALDI MS, resp. ES MS).

De ontwikkeling van deze technieken vindt plaats in nauwe samenwerking tussen de Researchgroepen Chemische Toxicologie (CT) en Analyse van Toxische en Explosieve Stoffen (ATES).

Proteomics onderzoek in de Universiteit van Utrecht

Edwin Romijn

Department of Biomolecular Mass Spectrometry

Utrecht University

Sorbonnelaan 16

3584 CA Utrecht

tel. 030-2536793

fax. 31-(0)30-2518219

email e.p.romijn@chem.uu.nl

Monique Slijper

Department of Biomolecular Mass Spectrometry

Utrecht University

Sorbonnelaan 16

3584 CA Utrecht

tel. 030-2533789

fax. 31-(0)30-2518219

email m.slijper@pharm.uu.nl

Annemieke Kolkman

Department of Biomolecular Mass Spectrometry

Utrecht University

Sorbonnelaan 16

3584 CA Utrecht

tel. 030-2537992

fax. 31-(0)30-2518219

email a.kolkman@pharm.uu.nl

Jeroen Krijgsveld

Department of Biomolecular Mass Spectrometry

Utrecht University

Sorbonnelaan 16
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Projecten:

Proteomics screen for novel ER-resident folding factors

The analysis of changes in protein expression level in the of B-cells upon externally applied stress factors.

Identification of the components of the Drosophila Brm chromatin remodelling complex

The Brm-complex in Drosophila mediates the compactness of chromatin, and thereby the accessibility of DNA for transcription factors. The components of this multi-protein complex are being identified.

Identification of novel target molecules in asthma using a proteomics approach.

Using a mouse model of asthma, lung proteins are being identified differentially expressed in this disease

Differentiation-related changes in the transcriptome and proteome of the colorectal cancer cell line Caco-2

Rob Stierum1, Marco Gaspari2, Yvonne Dommels3, Sonja Jespersen2, Marjan van Erk1, John Groten1, Ben van Ommen1.

Departments of Explanatory Toxicology1; Analytical and Molecular Pharmacology2, TNO Nutrition and Food Research Institute, Zeist, The Netherlands. Department of Toxicology3, Wageningen University, Wageningen, The Netherlands.
Colon cell line are useful models to understand colon epithelial proliferation and differentiation. Insight in these processes is helpful to understand colon carcinogenesis. Caco-2 is a colorectal carcinoma cell line. Post-confluent, differentiated Caco-2 cells display characteristics of enterocytes, including brush borders with microvilli. Differentiation-related changes in the expression of several known proteins have been reported in this system. Here, we describe a proteomics approach to study protein expression changes in proliferating and differentiating Caco-2. Proteomics offers the advantage that changes in the expression of many different proteins can be analyzed at the same time. In addition, novel proteins can be found.

Caco-2 cells were grown and harvested on day 4, 7, 10, 14, 17, 21 and 25. Alkaline phosphatase activity, a differentiation marker, increased with culture time. Two-dimensional gel electrophoresis was used to analyse proteome changes. ~1400 proteins were detected within the Caco-2 proteome. The volume of 18 different protein spots either increased or decreased during differentiation. Seven proteins were identified by means of MALDI-TOF mass spectrometry and include L-FABP, two forms of -enolase, nucleoside diphosphate kinase A, cofilin-1, translationally controlled tumor protein and ER60. To detect differentiation-related changes in the complete proteome pattern, principal component analysis was performed on spot volume data. Proteome patterns obtained from days 7, 14 and 17 were clearly distinct from one another. Analysis of mRNA expression changes patterns in these cells by means of cDNA microarray is ongoing. The relevance of these mRNA and protein changes with respect to the Caco-2 colon epithelial differentiation model and colon carcinogenesis will be discussed.

Funded by EU grant # QLRT-1999-00706.

Proteomics onderzoek op Afdeling Dermatologie LUMC

Adres:
LUMC, Afdeling Dermatologie


Sylvius Laboratorium


Wassenaarseweg 72


2333 AL Leiden


Tel: 071-5271903 (P.Hensbergen, C.P. Tensen)


Fax: 071-5271910

Toepassing 2D-electroforese

Op de afdeling worden eiwitprofielen van verschillende typen (huid)cellen zoals keratinocyten, fibroblasten, melanocyten en endotheelcellen onderzocht, in relatie tot o.a. differentiatie, gevoeligheid voor irritantia en ontstaan/progressie van maligne huidafwijkingen.

Proteomics medewerkers:
Dr. C.P. Tensen (Hoofd Laboratorium)





Dr. P.J. Hensbergen (Coördinator Proteomics)





Dr. I.L.A. Boxman (Huidirritatie)





Dr. N. Smit (Melanocyten en melanomen)





Drs. A El-Ghalbzouri (Differentiatie van huidcellen)





Drs. P. Verdijk (Antigeen presentatie in de huid)

Gebruikte methoden en apparatuur

2D-electroforese systeem

IPG-phor

Ettan-Dalt (standaard 10 gelen, mogelijkheid voor twaalf gelen))

Software voor analyseren van gels

PD-Quest

Kleuring

Silver-stain

Sypro-ruby

Western blot

Identificatie

Massaspectrometrie van peptide fragmenten na trypsine digestie (samenwerking met afdelingen Moleculaire Neurobiologie, Vrije Universiteit, Amsterdam/I.H.B., LUMC, Leiden)

LUMC

Afdeling IHB-E3Q

Postbus 9600

2300 RC  Leiden

Mensen:

Allan Thompson
tel 071-526 3837
thompson@lumc.nl

Arnoud de Ru

tel 071-526 4656
a.h.de_ru@lumc.nl

Peter van Veelen
tel 071-526 4656
p.a.van_veelen@lumc.nl

Proteomics wordt binnen het LUMC op dit moment gedaan door de massaspectrometriegroep van de afdeling Immunohematologie en Bloedtransfusie (IHB). 

Technisch:

We hebben een klein jaar geinvesteerd in het gevoelig kunnen meten van spots uit (2D)-gels. Ons huidige beste niveau is analyse van 50 fmol BSA in gel. MS-metingen vinden dan plaats op een Q-TOF (Micromass) massaspectrometer. Kleuringen worden gedaan met Coomassie, silver staining, en Sypro Ruby. Ook wordt aandacht besteed aan het fractioneren van cellen, bijvoorbeeld door differential detergent fractionation. Onderwerpen: er is op dit moment nog geen duidelijke focus. Een aantal onderwerpen worden bestudeerd: op het gebied van ziekten zijn dat coeliakie en multiple sclerose. Daarnaast vinden er vergelijkingen tussen celtypen plaats: bijvoorbeeld Th1 versus Th2, dendritische cellen in verschillende ontwikkelingsstadia, +/- virusgeinfecteerde cellen, +/- multi-drug

resistente stammen. Deze onderwerpen worden over het algemeen bestudeerd in samenwerking met andere groepen binnen het LUMC.

Proteomics aan de Erasmus Universiteit in Rotterdam

Umar ARZU

Afd. Endocrinologie & Voortplanting

Erasmus Universiteit Rotterdam

Dr. Molewaterplein 50

Postbus 1738

3000 DR Rotterdam

tel: 010-4087338

Projectomschrijving

Binnen onze groep wordt veel onderzoek gedaan aan de androgeen receptor, AR. De AR behoort tot de familie van nucleaire receptoren, die hun werking uitvoeren als transcriptie factor en op die manier specifieke respons genen reguleren. De werking van androgenen via de AR is belangrijk bij de ontwikkeling van het mannelijke geslachts systeem, zowel in het embryo als na de geboorte. Om een beter inzicht te kijken in de werking van androgenen is het van belang de androgeen gereguleerde genen op te sporen. Als model systeem is hiervoor een cellijn gemaakt afkomstig uit embryonale mannelijke geslachtsgangen. Met deze cellijnen wordt met behulp van proteomics gekeken of stimulatie met androgeen een verschillend eiwit patroon oplevert. De differentiele eiwitten worden met een MALDI-TOF geidentificeerd.

Identification of phosphotyrosine-proteins involved in apoptosis during acute renal failure by proteomics

Bob van de Water, PhD

Division of Toxicology, Leiden/Amsterdam Center for Drug Research, Leiden University, P.O. Box 9503, 2300 RA Leiden.
(Collaboration with Dr. Rob van der Heijden, Division of Analytical Chemistry, Leiden/Amsterdam Center for Drug Research, Leiden University) 

From October 2001 Drs. Marjo de Graauw will be working on this project as a PhD student.

 (Acute) renal failure (ARF), caused predominantly by ischemic/reperfusion episodes (e.g. after renal transplantation) or exposure to nephrotoxic drugs, is still an important clinical problem. In general, the proximal tubular epithelial cells (PTC) are the primary target for injury. In vitro PTC injury results in the impairment of both cell-to-cell and cell-to-extra-cellular matrix  adhesions, followed by apoptosis. In patients and laboratory animals ARF is associated with loss of cell adhesions and apoptosis, which seem both important in the pathogenesis of ARF. Little is known about the molecular mechanisms of PTC detachment after renal injury and its consequences for cell survival. Our goal is to understand the molecular mechanism by which PTC injury causes cell detachment and how this leads to downstream onset of apoptosis. Such insight may result in therapeutic strategies to prevent initial PTC detachment and cell death. This will improve restoration of renal function after ARF episodes, to shorten the period of renal dialysis and hospitalization and to reduce the risk for renal end-state disease. 

Renal cell injury is associated with changes in the tyrosine phosphorylation status of several cellular proteins, including proteins that are involved in cellular interactions. We have explored a role for protein tyrosine phosphorylation in cell injury. Inhibition of protein tyrosine kinases (PTKs) with genistein prevents toxicant-induced loss of cellular interactions and apoptosis. Apoptosis was preceded by increased tyrosine phosphorylation of a subset of proteins; this was blocked by genistein. These data support the concept that an altered tyrosine phosphorylation status of specific proteins is crucial in acute renal cell injury and is associated with loss of cell adhesions and cell death. The purpose of this study is to identify proteins with a major change in tyrosine phosphorylation status under renal cell injury conditions and assess their role in loss of cell adhesion and cell death.

