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Proteasoom activiteit in de breedste zin van 
het woord is het onderwerp van dit proef-
schrift. In de cel worden voortduren eiwitten 
gevormd en weer afgebroken om processen 
die van belang zijn voor het normaal functio-
neren van de cel te sturen. De afbraak van ei-
witten in een cel wordt strak gereguleerd door 
het ubiquitine proteasoom systeem, waarbij 
de daadwerkelijke eiwitafbraak plaatsvindt in 
en door het proteasoom. Het proteasoom is 
een groot eiwitcomplex, dat verantwoordelijk 
is voor het overgrote deel van de eiwitafbraak 
in een cel. In het proteasoom worden eiwit-
ten afgebroken tot kleinere stukjes, genaamd 
peptides, die vervolgens door andere pro-
teases afgebroken worden tot aminozuren, 
de bouwstenen van eiwitten. De precieze 
activiteit van het proteasoom wordt bepaald 
door de activiteit van zes verschillende actieve 
‘subunits’ die ieder na andere aminozuurse-
quenties knippen. Naast gewoon (constitu-
tief) proteasoom bestaat er ook een vorm 
die vooral aanwezig is in weefsels die een rol 
spelen in het immuunsysteem: het immuno-
proteasoom. 

Het proteasoom is niet alleen verant-
woordelijk voor de afbraak van eiwitten die 
een sleutelrol spelen in processen als de cel 
cyclus, cel differentiatie, signaal transduc-
tie en apoptose, het proteasoom speelt ook 
een rol in immuniteit. Een breed repertoire 
aan antigene peptiden wordt gepresenteerd 
op het celoppervlakte aan het immuunsys-
teem door Major Histocompatibility Com-
plex (MHC) klasse I eiwit complexen. Deze 
peptiden worden gegenereerd door het pro-

teasoom en kunnen afkomstig zijn van zowel 
lichaamseigen als lichaamsvreemde eiwitten. 
Zo wordt als het ware een blauwdruk van de 
celinhoud getoond aan het immuunsysteem. 
Dit stelt CD8+ cytotoxische T cellen in staat 
veranderingen in de cel als gevolg van bijvoor-
beeld maligne transformatie of een virale in-
fectie op te merken. De herkenning van een 
lichaamsvreemd of abnormaal peptide door 
CD8+ cellen leidt uiteindelijk tot de eliminatie 
van een maligne of geïnfecteerde cel. 

Het remmen van het proteasoom verstoort 
vele regulatoire processen in de cel, wat uit-
eindelijk tot celdood kan leiden. Dit maakt het 
proteasoom tot een aantrekkelijk farmacolo-
gisch target. De observatie dat kanker cellen 
gevoeliger zijn voor proteasoomremming dan 
normale cellen heeft geleid tot de ontwikkel-
ing van verscheidene proteasoomremmers 
voor de behandeling van kanker. Het medicijn 
velcade®, waarin de proteasoomremmer bort-
ezomib het actieve ingrediënt is, wordt ge-
bruikt voor de behandeling van de ziekte van 
Kahler (multipel myeloom) en van mantelcel 
lymfoom, een agressieve en ongewone vorm 
van non-Hodgkin lymfoom. Behandeling met 
bortezomib kan echter leiden tot substantiële 
bijwerkingen en ook treedt resistentie tegen 
bortezomib regelmatig op. Daarom is het be-
langrijk te zoeken naar nieuwe proteasoom-
remmers die beter getolereerd worden en/of 
werkzaam zijn in cellen die resistent zijn tegen 
bortezomib. Verscheidene tweede-generatie 
proteasoomremmers, die onder andere ver-
schillen in hun remmingsmechanisme en sub-
unit specificiteit, worden momenteel getest 
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in klinische trials. Voorbeelden van deze rem-
mers zijn marizomib en CEP-18770. Nu ver-
schillende proteasoomremmers beschikbaar 
komen voor klinisch gebruik, is het van groot 
belang om optimale behandelmethodes te 
definiëren en de meest geschikte remmer 
voor een bepaalde patiënt te bepalen. Hier-
voor zijn accurate methodes nodig die ge-
bruikt kunnen worden om de specificiteit en 
effectiviteit van deze verschillende remmers 
in patiënten te monitoren. Voor de meest 
gangbare methode die momenteel wordt ge-
bruikt om proteasoomactiviteit te meten is 
het echter noodzakelijk om cellen te lyseren 
(open te breken) voordat activiteitsmetingen 
uitgevoerd kunnen worden. Het lyseren van 
cellen leidt ertoe dat het proteasoom uit zijn 
regulatoire omgeving gehaald wordt, wat 
de proteasoomactiviteit kan beïnvloeden. 
Andere methodes kunnen alleen gebruikt 
worden in genetisch gemodificeerde cellen of 
organismen, wat het monitoren van patiënten 
die behandeld worden met proteasoomrem-
mers uitsluit. 

In hoofdstuk 1 beschrijf ik de ontwikkeling en 
karakterisatie van verschillende proteasoom 
probes, synthetische verbindingen die cova-
lent binden aan actieve proteasoomsubunits 
en een label bevatten waardoor ze gevisua-
liseerd kunnen worden. Deze probes kunnen 
gebruikt worden om proteasoomactiviteit te 
bestuderen in vele soorten weefsels en met 
een breed scala aan technieken. 
Hoofdstuk 1.2 beschrijft de ontwikkeling van 
een gedansyleerde proteasoom probe die in 
combinatie met op SDS-PAGE gebaseerde as-
says gebruikt kan worden om proteasoomac-
tiviteit te monitoren. Deze probe is de eerste 
in zijn soort die gebruikt kon worden om de 
activiteit van bortezomib in intacte cellen 
te bestuderen zonder de noodzaak om be-
werkelijke radiolabeling procedures uit te 
voeren. De gelabelde subunits kunnen een-

voudig zichtbaar gemaakt worden door te 
immunoblotten met een antilichaam tegen 
de dansyl groep. We vonden substantiële ver-
schillen tussen de specificiteit van bortezomib 
in intacte cellen en die in gelyseerde cellen. 
Dit benadrukt de noodzaak om bioassays te 
ontwikkelen die uitgevoerd kunnen worden in 
levende cellen om de accuraatheid van zulke 
me-tingen te kunnen waarborgen. 
In hoofdstuk 1.3 beschrijf ik de verdere op-
timalisatie van deze gedansyleerde protea-
soom probe, door vervanging van de dansyl 
groep door fluorophoren met een hogere 
quantum yield. Hierdoor kan de resulte-
rende SDS-PAGE gel direct gescand worden 
om fluorescente emissie van de gelabelde 
proteasoomsubunits te meten. Om effec-
tieve proteasoom probes met goede bio-
chemische en biofysische eigenschappen 
te kunnen selecteren, hebben we een se-
rie probes met verschillende fluorescente 
groepen gesynthetiseerd. Twee verschillende 
probes bleken geschikt om proteasoom- 
activiteit te bestuderen in celextracten, in-
tacte cellen en weefsels afkomstig van mui-
zen. Bovendien kunnen deze probes ook ge-
bruikt worden in confocale microscopy assays 
en flow cytometrie assays om proteasoomac-
tiviteit direct in cellen te kunnen detecteren. 

Hoofdstuk 2 concentreert zich op de toe- 
passing van deze fluorescente proteasoom 
probes. We hebben de effecten van verschil-
lende proteasoom remmers in preklinische 
studies en klinische trials bestudeerd. Daar-
naast hebben we deze probes gebruikt om 
proteasoom te zuiveren en proteasoom activ-
iteit en compositie te analyseren in verschil-
lende weefsels. 
In hoofdstuk 2.1 vergelijken we de effecten 
van bortezomib en de nieuwe proteasoom 
remmer CEP-18770 in een aantal in vitro en 
preklinische ex vivo modellen. CEP-18770 
doet hetzelfde als en lijkt zelfs op bortezomib. 
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In een panel van cellysaten en cellijnen waren 
beide proteasoomremmers equipotent in het 
remmen van verschillende proteasoomacti-
viteiten. In een preklinisch model van de ziek-
te van Kahler werd proteasoomactiviteit in 
normale, gezonde weefsels door beide rem-
mers evenveel geremd. Echter, de remming 
van tumor proteasoomactiviteit door CEP-
18770 was significant hoger dan de remming 
die bortezomib bewerkstelligde. Daarnaast 
laten we zien dat CEP-18770 behandeling in 
staat is om proteasoom te remmen in een 
bortezomib resistente multiple myeloom cel-
lijn. Deze resistentie is verworven door lang-
durige blootstelling aan bortezomib in vitro 
en wordt veroorzaakt door een specifieke 
mutatie in een van de actieve subunits van 
het proteasoom. CEP-18770 kon bovendien 
apoptose veroorzaken in deze cellen.
Marizomib is een proteasoomremmer die 
momenteel geëvalueerd wordt in fase I klini-
sche trials. Daardoor is het mogelijk om de 
respons van patiënten op behandeling met 
marizomib gedetailleerd te bestuderen. In 
hoofdstuk 2.2 laten we zien dat fluorescente 
proteasoom probes gebruikt kunnen worden 
om de proteasoom remming te meten in  
zowel ‘packed whole blood’ (PWB, bloed 
zonder plasma dat voornamelijk uit rode 
bloedcellen bestaat) als in ‘peripheral blood 
mononuclear cells’ (PBMCs, witte bloedcel-
len), afkomstig van ratten die behandeld zijn 
met bortezomib of marizomib. Daarnaast heb-
ben we een methode ontwikkeld waarmee 
fluorescente probes gebruikt kunnen worden 
om bloed samples van patiënten die behan-
deld worden met marizomib te bestuderen. 
We laten zien dat PWB, dat voor meer dan 
98% uit rode bloed cellen bestaat, anders rea-
geert op proteasoomremmers en minder snel 
herstelt van proteasoomremming in verge-
lijking met PBMCs. Deze data waarschuwen 
tegen het gebruik van PWB als een model-
systeem om de effecten van proteasoomrem-

mers in proefdieren of patiënten te monito-
ren, zoals nu routinematig gedaan wordt. 
Daarnaast hebben we fluorescente protea-
soom probes gebruikt om aan te tonen dat 
de initiële proteasoomactiviteit in patiënten 
voor de start van de behandeling een factor 
is die de gevoeligheid van patiënten voor pro-
teasoomremmers bepaalt. Daarnaast bepaalt 
het vermogen van cellen om hun proteasoom 
activiteitsprofiel te veranderen in reactie op 
behandeling met marizomib de gevoeligheid 
van cellen voor marizomib. Proteasoomrem-
mers die intraveneus worden toegediend ver-
zadigen waarschijnlijk eerst het constitutieve 
proteasoom in rode bloedcellen voordat 
tumorcellen bereikt worden. Specifieke im-
munoproteasoomremmers verzadigen rode 
bloedcellen waarschijnlijk bij relatief lage con-
centraties en zouden daarom in de toekomst 
een goed alternatief kunnen bieden voor de 
behandeling van tumoren met een hoge in-
trinsieke immunoproteasoomactiviteit. 
In hoofdstuk 2.3 ten slotte beschrijf ik hoe 
fluorescente proteasoom probes gebruikt 
kunnen worden om tijdens het isoleren van 
proteasoom uit runderlever en –milt, de zui-
verheid van dit proteasoom te kunnen moni-
toren. Met behulp van massaspectrometrie 
hebben we vervolgens laten zien dat zuiver 
constitutief of immunoproteasoom via deze 
methode verkregen kan worden. Daarnaast 
hebben we de relatieve subunitsamenstelling 
van gepurificeerd runderlever en -milt pro-
teasoom met massaspectrometrie bepaald.

De vindingen beschreven in hoofdstuk 2 la-
ten zien dat chemische proteasoom probes 
gebruikt kunnen worden om proteasoomac-
tiviteit op een betrouwbare manier te meten 
in een grote variëteit aan samples, zowel in 
preklinische diermodellen als in patiënten tij-
dens klinische trials. Daarnaast kunnen deze 
probes mogelijk de respons van patiënten 
op verschillende proteasoomremmers voor-
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spellen, wat kan bijdragen aan therapie op 
maat om het therapeutische potentieel van 
dit type medicijn te verbeteren en betere be-
handelresultaten voor patiënten te bewerk-
stelligen. 

In hoofdstuk 3 wordt proteasoomactiviteit 
op moleculair niveau bestudeerd en wordt 
gekeken naar de rol van het proteasoom in 
het immuunsysteem. Recente studies heb-
ben nieuwe epitopen geïdentificeerd die 
bestaan uit twee aparte delen van een eiwit 
die eerst losgeknipt zijn en vervolgens weer 
aan elkaar geplakt gesplicet om een nieuw 
peptide te vormen. De ligatiereactie die deze 
verknipte gesplicete epitopen produceert 
vindt plaats in en wordt gekatalyseerd door 
het proteasoom via een zogeheten transpep-
tidatiemechanisme. Dat mechanisme maakt 
het aannemelijk dat peptide splicing geen 
willekeurig proces is, maar gedicteerd wordt 
door specifieke regels. Het ophelderen van 
deze regels zal het voorspellen en identifi-
ceren van gesplicete antigenen vergemakke-
lijken. Pas als de identiteit van meer gesplicete 
epitopen bekend is, kan hun rol in immuniteit 
nauwkeurig bestudeerd worden. 
In hoofdstuk 3.2 wordt het moleculaire 
mechanisme van proteasomale antigen spli-
cing bestudeerd, en worden regels opgesteld 
die deze antigen splicing kunnen voorspellen. 
Door kleine peptide bibliotheken met mogelij-
ke splicing partners te incuberen met protea-
soom, en deze reactiemengsels vervolgens te 
analyseren, hebben we laten zien dat splicing 
motieven bestaan. Specifieke aminozuurse-
quenties bevorderden splicing, terwijl andere 
juist verhinderden dat splicing reacties plaats-
vonden. Daarna hebben we deze splicing 
motieven bevestigd en verfijnd door de regels 
toe te passen op een polypeptide afgeleid van 
een viraal eiwit van het Influenza A/PR/8/34 
virus (een H1N1 griepvirus, net als de mexi-
caanse griep). Daarnaast hebben we laten 

zien dat splicing reacties in het proteasoom 
heel efficiënt kunnen verlopen, met efficiën-
ties tot 30% in vitro, als aan de structurele  
eisen voor proteasoom splicing voldaan wordt 
door beide splicing partners. Ook hebben we 
aangetoond dat een groot aantal gesplicete 
epitopen gevormd kan worden uit een enkel 
eiwit. Tot slot hebben we het mechanisme 
van splicing reacties bestudeerd en hebben 
laten zien dat splicing bij voorkeur gebeurt 
met twee peptiden die afkomstig zijn van het-
zelfde eiwit. Willekeurige recombinatie van 
peptiden die afkomstig zijn van verschillende 
eiwitten vindt dus waarschijnlijk nauwelijks 
plaats in vivo. 
In hoofdstuk 3.3 laten we zien dat als een 
lysine residu betrokken is bij de ligatiereac-
tie, proteasoom splicing een nieuw type an-
tigen, dat een isopeptide binding bevat, kan 
creëren. Lysine heeft twee amino groepen 
(een α- en een ε-amino groep) die theore-
tisch allebei kunnen participeren in ligatie-
reacties. Dit impliceert dat het proteasoom 
naast normale peptide bindingen, waarin de 
α-amino groep betrokken is bij ligatie, ook an-
tigenen kan vormen met een isopeptide bin-
ding (als de ε-amino groep participeert in de 
ligatiereactie). Met behulp van NMR hebben 
we laten zien dat zowel de α- als de ε-amino 
groep van lysine betrokken kan zijn bij ligatie-
reacties in het proteasoom. Ook konden we 
bepalen dat isopeptide vorming geprefereerd 
wordt over α-ligatie in 10% van alle splicing 
reacties waarin een lysine betrokken was op 
de plek van ligatie. Dit suggereert dat het 
proteasoom een nieuw type antigen vormt 
dat een rol zou kunnen spelen in immuniteit. 
Daarnaast hebben we laten zien dat epitopen 
die een isopeptide binding bevatten unieke 
eigenschappen hebben, die hen onderscheidt 
van normale epitopen. Zo kunnen isopep-
tiden met verschillende lengtes met hoge af-
finiteit binden aan MHC klasse I. Ook worden 
isopeptiden minder snel afgebroken door het 
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proteasoom in vergelijking met normale pep-
tiden. De combinatie van deze eigenschappen 
suggereert dat een groot deel van de isopep-
tide epitopen die gevormd worden ook het 
celoppervlakte kan bereiken om daar een im-
muunrespons op te wekken. 

Gezamenlijk geven de data die beschreven 
worden in hoofdstuk 3.2 en 3.3. aan dat ver-
schillende typen ligatiereacties in het pro-
teasoom kunnen plaatsvinden in vitro. De 
efficiënties van deze reacties zijn hoog (tot 
30%) vergeleken bij de geschatte efficiënties 
voor de formatie van de gesplicete epitopen 
die tot nu toe beschreven zijn (0.0002-0.01%). 
Dit suggereert dat proteasomale splicing re-
acties veel vaker plaatsvinden dan tot nu toe 
werd aangenomen en dus een significante 
bijdrage zouden kunnen leveren aan immu-
niteit in vivo. Tot nu toe zijn pas drie gesplice-
te epitopen beschreven in vivo. Dit is niet ver-
wonderlijk als je bedenkt dat identificatie van 
deze epitopen niet mogelijk is met de huidige 
methodes die gebruikt worden om nieuwe 
antigenen te identificeren. Nieuwe epitopen 
kunnen worden geïdentificeerd door elutie 
van het celoppervlakte, gevolgd door analyse 
met massaspectrometrie, waarbij pepitdes 
gematchet worden tegen databases met ei-
witsequenties. Een alternatieve methode is 
het voorspellen van epitopen uitgaande van 
sequenties van bijvoorbeeld virale eiwitten. 
Vervolgens wordt dan getest of reactieve 
CD8+ T cellen tegen deze epitopen gevonden 
kunnen worden in muizen die gevaccineerd 
zijn met het desbetreffende virale eiwit. In 
het geval van gesplicete epitopen echter, 
bestaan de gevormde antigenen niet uit een 
aaneengesloten stuk eiwit, maar is een post-
translationele splicing reactie noodzakelijk om 
deze epitopen te vormen. Daardoor kunnen 
deze peptiden niet gematchet worden tegen 
databases die alleen aaneengesloten eiwitse-
quenties bevatten. Bovendien kunnen ze niet 

voorspeld worden op basis van aaneengeslo-
ten sequenties alleen. De splicing regels die 
beschreven staan in hoofdstuk 3.2 maken het 
voorspellen van gesplicete epitopen mogelijk. 
Dit zou de identificatie van meer gesplicete 
epitopen moeten vergemakkelijken. Ik ver-
wacht dat de studies die beschreven staan in 
dit proefschrift zullen bijdragen aan de ont-
dekking van nieuwe gesplicete epitopen en 
aan het ontrafelen van mogelijke functies van 
gesplicete epitopen en isopeptide antigenen 
in vivo.
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