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1.1 The ubiquitin proteasome system and the activity of the proteasome 

The ubiquitin proteasome system (UPS) is the central protein turnover machinery in 

eukaryotic  cells(01).  Proteins  that  are  at  the  end  of  their  lifecycle  are  labeled  by  a  small 

protein  post  translational  modification  (PTM),  about  8  KDa,  called  ubiquitin.  Protein 

substrates are modified on their  lysine residues by ubiquitin through  its C terminus, under 

the catalysis of ubiquitin activating enzyme  (E1), ubiquitin conjugating enzyme  (E2), and 

ubiquitin ligase (E3). Following addition of a single ubiquitin moiety to a protein substrate, 

further ubiquitin molecules can be added to the first, yielding a polyubiquitin chain(12). The 

polyubiquitin chain is recognized as the signal for proteasomal degradation of the substrate, 

also known as the “kiss of death”. The ubiquitin molecules are removed  from the protein 

substrates by deubiquitinating enzymes and recycled for ubiquitinylation of new substrates 

(Fig 1).  

Polyubiquitinylated  proteins  can  be  transferred  by  ubiquitin  adapter/receptor 

proteins  to  the  proteasome  for  controlled  degradation( 22,  33). Ubiquitin  receptor  proteins 

recognize  polyubiquitinylated  proteins  by  their  UBA  (ubiquitin  associate)  domains,  and 

transport them to the proteasome through the binding by UBL (ubiquitin  like) domains to 

subunits of  the 19S proteasome. Ubiquitin  receptor proteins Rad23 and Dsk2 do not get 

degraded by the proteasome due to their special sequences and have long lifetime(44).  

The  proteasome  is  a  multi‐subunit  protease  cluster,  which  is  evolutionarily 

conserved. In mammalian cells the proteolytically active forms of proteasome are the 26S 

or 30S proteasomes(51,  65). Structurally, the 26S proteasome contains one barrel like shaped 

20S core particle and one 19S regulatory particle on one side of the 20S barrel, while 30S 

contains  two  19S  particles  on  both  sides  of  the  20S.  The  19S  particles  recognize 

polyubiquitinylated proteins, remove the polyubiquitin chains  from the substrates, unfold  

the substrates and open the gate of the 20S particle(76).  

Linearized  polypeptides  are  degraded  by  the  20S  core  particles  into  peptides  of 

about 4‐25 amino acids(87). These peptides can be further degraded by downstream amino‐
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peptidases  into single amino acids. The 20S particle has a barrel  like shape,  involving four 

hetero heptameric subunit rings, two identical β rings in the middle and two α rings on the 

outside. Among seven different α subunits (α1‐α7) and seven different β subunits (β1‐β7), 3 

subunits β1, β2, β5 have proteolytic activity. The three active subunits have distinguished 

cleavage  preferences. Generally,  β1  cleaves  at  the C  terminus  of  acidic  amino  acids;  β2 

cleaves after basic amino acids; and  β5 cleaves after hydrophobic amino acids(95,  18). This 

kind  of  difference makes  the  proteasome  capable  of  cutting most  of  the  poly‐peptide 

sequences. The difference mostly results from their different sequences and shapes of the 

binding pockets. The catalytic amino acid residue  in the active proteasome subunits  is the 

N‐terminal threonine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  1: General  scheme of  the Ubiquitin‐Proteasome  system. Proteins  (substrates) are 

modified  by  ubiquitin  under  catalysis  of  E1,  E2  and  E3  ubiquitin  ligases  and  then 

transported  by  ubiquitin  receptors  to  the  proteasome  for  controlled  degradation.  The 

ubiquitin molecules  are  recycled  for  labeling  of  new  substrates.  Peptides  resulted  from 

proteasome degradation  are hydrolyzed  into  amino  acids. The  amino  acids  are used  for 

synthesis of new proteins. 

 

Vertebrates  have  developed  immune  system,  in  which  proteasomes  play  an 

important  role.  Peptides  resulting  from  proteasomal  degradation  can  be  processed  and 

presented  as  antigenic  peptides  on  the  cell  surface  by  MHC  (major  histocompatibility 

complex)  I and verified by CD8+ T cells(19,  110). Besides constitutive proteasome,  immune 

cells  express  a  second  type  of  20S  proteasome,  known  as  immuno  proteasome.  In  the 
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immuno proteasome, the active subunits β1, β2, β5 are replaced  for another three active 

subunits  β1i,  β2i,  β5i,  which  show  slightly  different  substrate  preferences  with  their 

constitutive homologues( 111). 

In  vertebrates,  a  third  type  of  20S  particle  was  identified  recently  as  thymo 

proteasome for  its excluding existence  in the cortical thymus epithelial cells (cTEC)( 112).  In 

the  thymo  proteasome,  a  different  active  subunit  β5t  replaces  the  β5i  in  the  immuno 

proteasome  to  form  the  new  particle.  β5t‐deficient mice  showed  less  efficient  positive 

selection of CD8+ T cells( 113). 

 

1.2 Activity‐based proteasome profiling 

The  activity‐based  protein  profiling  (ABPP)  is  applied  to  determine  proteasome 

activity specifically in complex biological systems, for instance a cell lysate or living cells( 114, 

115). Synthetic, covalent and  irreversible enzyme  inhibitors that are modified with reporter 

groups like fluorophores or biotin, named activity‐based probes (ABP), are used to label the 

active enzymes in the ABPP experiments. The probe‐enzyme reaction ensures that only the 

catalytically active enzyme is targeted by the ABP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Schematic presentation of  the application of several activity‐based proteasome 

profiling approaches. Proteasomes are  labeled by Activity‐based probes  in  living cells and  

the fluorescent probe  labeled proteasome active subunits are resolved by SDS‐PAGE and 

visualized by  in‐gel  fluorescent  scanning. Affinity purification  is used  to enrich  the active 

proteasome subunits that are  labeled by biotinylated ABP. Fluorescent proteasome ABPs 

can also be used for  live cell  imaging to monitor the proteasome  localization  in the  living 

cells by fluorescent microscopy. 

 

A  typical  proteasome ABP  involves  three  parts,  the warhead,  the  linker  and  the 

tag(114, 116). The warhead is normally an electrophilic trap which can react with the active N‐

terminal threonine of the active proteasome subunits, for instance the epoxyketone or vinyl 

sulphone groups(217). The linker is generally a short peptide which can be recognized by the 

proteasome subunits as their endogenous substrates. The tag can be either a fluorophore 

or  a  biotin  group,  for  visualization  by  in  gel  fluorescent  scanning  or  biotin‐streptavidin 
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immuno blot(218). The fluorescent group can also be used for live cell imaging by fluorescent 

microscopy,  or  staining  of  the  active  proteasome  in  FACS  (fluorescence‐activated  cell 

sorting) experiments(219,  220). Biotin‐streptavidin affinity purification  is used  to enrich  the 

active  proteasome  subunits  for  protein  identification  or  quantification  (Fig  2).  In  some 

cases, the specificity and cell permeability of the probes can be altered by chemical groups 

like fluorophores or biotin. To circumvent these effects, an azide or alkyne or tetrazin group 

can  be  installed  on  the  probes  instead  of  the  tag.  After  the  first  step  labeling  of  the 

proteasome with  the probes,  the  tags can be  installed onto  the probes by bioorthogonal 

chemistry( 221, 222).  

Active proteasome subunits were  identified as the binding target of Streptomyces 

metabolite  lactacystin  using  its  radioactive  3H‐labeled  derivatives,  in murine  neuroblast 

cells( 223).  The  anti‐tumor  natural  product  epoxomicin  was  shown  to  be  a  proteasome 

inhibitor  by  labeling  active  proteasome  subunits  with  biotin‐epoxomicin(224).Since  that 

time, several generations of activity‐based proteasome probes have been developed, broad 

spectrum and subunit specific(217). For instance, 125I‐labeled peptide vinyl sulfone L3VS (
125I‐

NIP‐L3VS) and  the N‐terminal extended biotinylated AdaK(bio)Ahx3L3VS derivative were 

applied  to  reveal  the proteasome activity  in either bacteria or EL4 murine T cells(225,  326). 

DansylAhx3L3VS  was  synthesized  for  in  vivo  profiling  of  the  specificity  of  proteasome 

inhibitor bortezomib via dansyl fluorescence or western blotting detection with antibodies 

against dansyl( 327). The pan‐reactive MV151 equipped with  lighter bodipy fluorophore was 

used for revealing proteasome activity in bortezomib adapted myeloma cells( 328). 

 

1.3 Aim and outlines of this thesis 

The work described in this thesis is mainly focusing on setting up and application of 

a quantitative activity‐based proteasome profiling method.  

Chapter  1  provides  a  general  introduction  on  the  ubiquitin  proteasome  system 

(UPS) and activity‐based proteasome profiling.  

Chapter  2  is  a  literature  review  of  some  new  achievements  in  the  activity‐based 

protein profiling field in the recent years, focusing on application in biochemistry, molecular 

and  cellular  biology,  medicinal  chemistry,  pathology,  physiology  and  pharmacology 

research.  

Chapter  3  is  a  protocol  for  performing  quantitative  activity‐based  proteasome 

profiling  experiments.  In  the  protocol,  both  high  throughput  fluorescent  ABPP  and  

biotinylated probe plus LC/MS approaches are described.  

Chapter 4  is a brief  technical  report about bioorthogonal chemistry  in ABPP. The 

commonly  used  secondary  azide  group  is  compared  with  a  primary  azide  group  in 

proteasome ABPs performing Cu(I) catalyzed azide‐alkyne cycloaddition and Staudinger‐ 

Bertozzi reaction under native/denatured protein conditions.  
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 Chapter 5 is focusing on the application of quantitative activity‐based proteasome 

profiling  in  the  prognosis  of  cancer  therapeutics.  A  combination  of  ABPP  and  global 

proteomics  is  performed  to  elucidate  the  bortezomib  sensitivity  and  resistance 

mechanisms in leukemia and solid tumor cells.  

Chapter  6  describes  the  characterization  of  the  newly  discovered  proteasome 

subunit  β5t  by  ABPP  and  LC/MS  proteomics.  The  subunit  is  proven  to  be  catalytically 

active. A hydrophilic Thr residue on the P2 position of the proteasome  inhibitor  improves 

the  inhibitory  efficiency  of  β5t,  which  indicates  it  might  prefer  to  cleave  hydrophilic 

peptides.  

Chapter  7  describes  the  identification  of  O‐GlcNAcylation modifications  on  the 

ubiquitin receptor protein hHR23B and characterization of how the sugar moiety influences 

the conformation and functions of the protein. 

 

References and notes 

1.  Jung, T., Catalgol, B., and Grune, T.  (2009) The proteasomal system, Mol Aspects Med 30, 
191‐296. 

2.  Finley,  D.  (2009)  Recognition  and  processing  of  ubiquitin‐protein  conjugates  by  the 
proteasome, Annu Rev Biochem 78, 477‐513. 

3.  Dantuma, N. P., Heinen, C., and Hoogstraten, D.  (2009) The ubiquitin  receptor Rad23: at 
the  crossroads  of  nucleotide  excision  repair  and  proteasomal  degradation,  DNA  Repair 
(Amst) 8, 449‐460. 

4.  Heinen, C., Acs, K., Hoogstraten, D., and Dantuma, N. P.  (2011) C‐terminal UBA domains 
protect ubiquitin receptors by preventing initiation of protein degradation, Nat Commun 2, 
191. 

5.  Marques, A.  J., Palanimurugan, R., Matias, A. C., Ramos, P. C., and Dohmen, R.  J.  (2009) 
Catalytic mechanism and assembly of the proteasome, Chem Rev 109, 1509‐1536. 

6.  Besche, H.  C.,  Peth, A.,  and Goldberg, A.  L.  (2009) Getting  to  first  base  in  proteasome 
assembly, Cell 138, 25‐28. 

7.  Voges, D., Zwickl, P., and Baumeister, W. (1999) The 26S proteasome: A molecular machine 
designed for controlled proteolysis, Annu Rev Biochem 68, 1015‐1068. 

8.  Borissenko,  L.,  and  Groll, M.  (2007)  20S  proteasome  and  its  inhibitors:  crystallographic 
knowledge for drug development, Chem Rev 107, 687‐717. 

9.  Kloetzel, P. M., and Ossendorp, F. (2004) Proteasome and peptidase function in MHC‐class‐
I‐mediated antigen presentation, Curr Opin Immunol 16, 76‐81. 

10.  Rock, K. L., and Goldberg, A. L.  (1999) Degradation of cell proteins and the generation of 
MHC class I‐presented peptides, Annu Rev Immunol 17, 739‐779. 



  6

11.  Huber, E. M., Basler, M., Schwab, R., Heinemeyer, W., Kirk, C. J., Groettrup, M., and Groll, 
M.  (2012)  Immuno‐ and Constitutive Proteasome Crystal Structures Reveal Differences  in 
Substrate and Inhibitor Specificity, Cell 148, 727‐738. 

12.  Murata, S., Sasaki, K., Kishimoto, T., Niwa, S., Hayashi, H., Takahama, Y., and Tanaka, K. 
(2007)  Regulation  of  CD8+  T  cell  development  by  thymus‐specific  proteasomes,  Science 
316, 1349‐1353. 

13.  Murata,  S.,  Takahama,  Y.,  and  Tanaka,  K.  (2008)  Thymoproteasome:  probable  role  in 
generating positively selecting peptides, Curr Opin Immunol 20, 192‐196. 

14.  Cravatt, B. F., Wright, A. T., and Kozarich, J. W. (2008) Activity‐based protein profiling: from 
enzyme chemistry to proteomic chemistry, Annu Rev Biochem 77, 383‐414. 

15.  Li, N., Overkleeft, H. S., and Florea, B. I. (2012) Activity‐based protein profiling: an enabling 
technology in chemical biology research, Curr Opin Chem Biol 16, 227‐233. 

16.  Evans, M. J., and Cravatt, B. F. (2006) Mechanism‐based profiling of enzyme families, Chem 
Rev 106, 3279‐3301. 

17.  Verdoes, M., Florea, B. I., van der Marel, G. A., and Overkleeft, H. S. (2009) Chemical Tools 
To Study the Proteasome, Eur J Org Chem, 3301‐3313. 

18.  Florea, B.  I., Verdoes, M., Li, N.,  van der Linden, W. A., Geurink, P. P.,  van den Elst, H., 
Hofmann, T., de Ru, A., van Veelen, P. A., Tanaka, K., Sasaki, K., Murata, S., den Dulk, H., 
Brouwer,  J., Ossendorp, F. A., Kisselev, A. F., and Overkleeft, H. S.  (2010) Activity‐based 
profiling  reveals  reactivity of  the murine  thymoproteasome‐specific subunit beta5t, Chem 
Biol 17, 795‐801. 

19.  Verdoes, M.,  Florea,  B.  I., Menendez‐Benito,  V., Maynard,  C.  J., Witte, M.  D.,  van  der 
Linden, W. A., van den Nieuwendijk, A. M., Hofmann, T., Berkers, C. R., van Leeuwen, F. W., 
Groothuis,  T. A.,  Leeuwenburgh, M. A., Ovaa, H., Neefjes,  J.  J.,  Filippov, D. V.,  van  der 
Marel, G. A., Dantuma, N. P., and Overkleeft, H. S.  (2006) A  fluorescent broad‐spectrum 
proteasome inhibitor for labeling proteasomes in vitro and in vivo, Chem Biol 13, 1217‐1226. 

20.  Chang,  J.  T.,  Ciocca, M.  L.,  Kinjyo,  I.,  Palanivel,  V.  R., McClurkin,  C.  E., De  Jong,  C.  S., 
Mooney, E. C., Kim, J. S., Steinel, N. C., Oliaro, J., Yin, C. C., Florea, B. I., Overkleeft, H. S., 
Berg, L. J., Russell, S. M., Koretzky, G. A., Jordan, M. S., and Reiner, S. L. (2011) Asymmetric 
Proteasome  Segregation  as  a Mechanism  for  Unequal  Partitioning  of  the  Transcription 
Factor T‐bet during T Lymphocyte Division, Immunity 34, 492‐504. 

21.  Willems, L.  I., Li, N., Florea, B.  I., Ruben, M.,  van der Marel, G. A., and Overkleeft, H. S. 
(2012)  Triple  bioorthogonal  ligation  strategy  for  simultaneous  labeling  of  multiple 
enzymatic activities, Angew Chem Int Ed Engl 51, 4431‐4434. 

22.  Willems,  L.  I.,  van  der  Linden, W. A.,  Li, N.,  Li, K. Y.,  Liu, N., Hoogendoorn, S.,  van  der 
Marel, G. A., Florea, B. I., and Overkleeft, H. S. (2011) Bioorthogonal chemistry: applications 
in activity‐based protein profiling, Acc Chem Res 44, 718‐729. 

23.  Fenteany, G., Standaert, R. F., Lane, W. S., Choi, S., Corey, E. J., and Schreiber, S. L. (1995) 
Inhibition  of  proteasome  activities  and  subunit‐specific  amino‐terminal  threonine 
modification by lactacystin, Science 268, 726‐731. 



  7

24.  Meng, L., Mohan, R., Kwok, B., Elofsson, M., Sin, N., and Crews, C.  (1999) Epoxomicin, a 
potent and selective proteasome  inhibitor, exhibits  in vivo antiinflammatory activity, Proc 
Natl Acad Sci U S A 96, 10403‐10411. 

25.  Bogyo, M., McMaster, J. S., Gaczynska, M., Tortorella, D., Goldberg, A. L., and Ploegh, H. 
(1997) Covalent modification of the active site threonine of proteasomal beta subunits and 
the Escherichia coli homolog HslV by a new class of inhibitors, Proc Natl Acad Sci U S A 94, 
6629‐6634. 

26.  Kessler, B. M., Tortorella, D., Altun, M., Kisselev, A. F., Fiebiger, E., Hekking, B. G., Ploegh, 
H. L., and Overkleeft, H. S. (2001) Extended peptide‐based  inhibitors efficiently target the 
proteasome and reveal overlapping specificities of the catalytic beta‐subunits, Chem Biol 8, 
913‐929. 

27.  Berkers,  C.  R.,  Verdoes, M.,  Lichtman,  E.,  Fiebiger,  E.,  Kessler,  B. M.,  Anderson,  K.  C., 
Ploegh, H. L., Ovaa, H., and Galardy, P. J. (2005) Activity probe for  in vivo profiling of the 
specificity of proteasome inhibitor bortezomib, Nat Methods 2, 357‐362. 

28.  Ruckrich,  T.,  Kraus,  M.,  Gogel,  J.,  Beck,  A.,  Ovaa,  H.,  Verdoes,  M.,  Overkleeft,  H.  S., 
Kalbacher, H., and Driessen, C. (2009) Characterization of the ubiquitin‐proteasome system 
in bortezomib‐adapted cells, Leukemia 23, 1098‐1105. 

 

 

 



  8


