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Samenvatting 
 
Dit proefschrift beschrijft biochemisch onderzoek aan β-glucocerebrosidase (GBA), de 
lysosomale β-glucosidase die deficiënt is in de ziekte van Gaucher. Factoren die de 
intralysosomale stabiliteit en half waarde tijd van GBA beïnvloeden vormen een centraal 
thema in dit proefschrift. De uitgevoerde studies zijn ontworpen om meer inzicht te 
verkrijgen in de omzetting van GBA moleculen in lysosomen. Deel van het onderzoek maakt 
gebruik van nieuw ontwikkeld chemisch biologisch gereedschap zoals activiteit gebaseerde 
probes (ABPs) en foto activeerbare en klik bare (PAC) lipiden.  
 

Hoofdstuk 1 beschrijft de rol van lysosomale cathepsines in de afbraak van GBA. 
Meer gedetailleerde kennis over cathepsines in de ziekte van Gaucher is relevant omdat het 
inzicht kan bieden in de omzetting van GBA in pathologische condities en een nieuwe 
gelegenheid kan bieden voor therapie, waarin remming van specifieke cathepsines 
lysosomale GBA niveaus kan verhogen door vermindering van de intralysosomale omzetting. 
Het is bekend dat het enzym in lysosomen wordt afgebroken door cathepsines, zoals 
aangetoond door het stabiliserende effect van leupeptine.  

Het uitgevoerde onderzoek toonde aan dat ook E64d en de daarvan afgeleide ABP 
DCG-04, lysosomaal GBA beschermen tegen proteolytische afbraak in normale en Gaucher 
patiënt fibroblasten en lymfoblasten, zoals aangetoond met behulp van enzymatische 
activiteitsassays en labeling van actief GBA met ABPs. Blootstelling van gekweekte Gaucher 
lymfoblasten aan E64d leidde tot een vermindering van glucosylsfingosine (de base gevormd 
van stapelend GlcCer), wat een functionele correctie van GBA capaciteit aantoont. De 
kandidaat proteases betrokken in lysosomale GBA afbraak waren terug gebracht tot 
cathepsines B, F en L. Echter, individuele vermindering van deze cathepsines door shRNA of 
CRISPR-Cas technologie was onvoldoende om significant de GBA omzetting in gekweekte 
cellen te verlagen. Blijkbaar zijn meerdere cathepsines in staat om GBA af te breken in 
lysosomen en moeten deze tegelijkertijd worden geremd om lysosomaal GBA te verhogen. 
Een dergelijke benadering is niet aantrekkelijk als therapie vanwege de te verwachten 
nevenwerkingen. 

 
Hoofdstuk 2 behandelt de consequenties van bezetting van de katalytische holte van 

GBA op zijn structurele stabiliteit in vitro en in vivo. Glycomimetica worden tegenwoordig 
ontworpen als chemische chaperonnes om de vouwing en stabilisatie van GBA in Gaucher 
patiënten te promoten, maar bewijs voor in vivo efficiëntie van deze benadering is schaars. 

De uitgevoerde studie maakte gebruik van amfifiele cyclophellitol-afgeleide ABPs die 
irreversibel aan de katalytische nucleofiel E340 binden. De potente reversibele remmer 
isofagomine, een voormalig kandidaat therapeutische chaperonne voor GBA, werd gebruikt 
ter vergelijking. Cyclophellitol ABPs verhoogden zeer aanzienlijk de stabiliteit van 
recombinant GBA in vitro, zoals aangetoond met thermodynamische metingen en relatieve 

resistentie tegen tryptische digestie. Het stabiliserende effect van isofagomine op 
structurele stabiliteit van puur GBA was minder sterk. Stabilisatie van GBA door cel 
doordringbare ABP in gekweekte normale en Gaucher patiënt cellen was weerspiegeld door 
de duidelijke toename in enzym. GBA in lever van wild type muizen geïnfundeerd met ABP 
was ook gestabiliseerd. Concluderend, bezetting van de holte van GBA door amfifiele ABPs 
stabiliseert het enzym aanzienlijk. Deze bevinding ondersteunt het concept van reversibele 
chaperonnes van GBA als therapeutische middelen voor Gaucher. 

 
Hoofdstuk 3 richt zich op de studie van GBA met chemisch biologische tools: 

pacGlcCer en fluorescente β-glucose geconfigureerde cyclophellitols die de katalytische E340 
residu binden op mechanisme gebaseerde wijze. Structuur-functie relaties in GBA zijn tot 
dusver bestudeerd met conventionele enzymologie en kristallografie en relatief weinig 
kennis bestaat over de aglycon bindende eenheid in GBA. 

De gepresenteerde studie beschrijft dat de foto-activeerbare (diazirine 
gefunctionaliseerde) en klikbare (alkyne bevattende) pacGlcCer met hoge affiniteit bindt aan 
de katalytische holte van actief GBA, het pH optimum van enzymatische activiteit volgend. 
GBA hydrolyseert pacGlcCer, wat verder de mogelijkheid tot het ingaan van de katalytische 
holte bevestigt. De binding van pacGlcCer aan GBA is compleet gecompeteerd door de 
reversibele remmer AMP-DNM en de irreversibele remmers conditurol β-epoxide, 
cyclophellitol en de afgeleide ABP met fluorofoor label. De labeling van GBA door pacGlcCer 
wordt ook gecompeteerd door de substraten glucosylsphingosine, GlcChol en 4-
methylumbelliferyl-β-glucose. Cholesterol, een acceptor in de transglucosylatie reactie van 
GBA, remt ook sterk de binding van pacGlcCer, maar niet die van ABP. De bevindingen geven 
aan dat specifieke labeling van GBA door pacGlcCer via zijn katalytische holte mogelijk is. Het 
kan worden voorgesteld dat pacGlcCer en ABP labeling van GBA gebruikt kunnen worden in 
screens om kleine interacterende stoffen te identificeren. Concluderend bieden de 
beschikbare tools nieuwe mogelijkheden om de glycon- en aglycon-bindingsplekken van de 
katalytische holte van GBA te proben.  

 
Hoofdstuk 4 rapporteert de interactie van het lysosomale membraan eiwit LIMP-2 

met GBA. De ziekte van Gaucher wordt veroorzaakt door mutaties in GBA zelf, terwijl Actie 
Myoclonus Renaal Falen (AMRF) komt door mutaties in LIMP-2, het eiwit dat transport van 
nieuw gevormd GBA naar lysosomen verzorgt. De deficiëntie in LIMP-2 resulteert in 
verkeerde secretie van GBA in de meeste celtypes. Intrigerend genoeg, ontwikkelen AMRF 
patiënten niet de karakteristieke glucosylceramide (GlcCer) geladen macrofagen (Gaucher 
cellen), die een kenmerk zijn van de ziekte van Gaucher. Macrofaag gerichte GBA met 
terminale mannose residuen in zijn N-glucanen wordt succesvol gebruikt in enzym 
vervangingstherapie (ERT) van Gaucher, maar voor AMRF is op dit moment geen 
behandeling beschikbaar. 

Het uitgevoerde onderzoek bestudeerde de suppletie van LIMP-2 deficiënte cellen 
met therapeutisch mannose getermineerde GBA. Studies werden uitgevoerd met zowel 
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normale en AMRF fibroblasten, als met LIMP-2 deficiënte HEK293 cellen getransduceerd met 
mannose receptor. In LIMP-2 deficiënte cellen wordt het geëndocyteerde enzym abnormaal 
snel afgebroken in lysosomen. Dit suggereert dat kortstondige interacties van GBA met 
LIMP-2 in het lysosoom de conformatie van het enzym stabiliseren en de proteolytische 
afbraak vertragen. Het geeft verder aan dat LIMP-2 in lysosomen de efficiënte bepaalt van 
suppletie van deze organellen met ERT. Samenvattend heeft de studie onthuld dat LIMP-2 
een duale rol vervult in de levenscyclus van GBA, zowel als transporteur en als 
intralysosomale chaperonne.  

 
Hoofdstuk 5 betreft de fundamenteel verschillende klinische manifestatie van 

Gaucher en AMRF, twee geërfde ziektes waarin GBA verminderd is. In Gaucher is GBA 
gemuteerd, terwijl in AMRF het normale enzym onjuist uitgescheiden wordt, in plaats van 
naar lysosomen te worden getransporteerd. De cellulaire en chemische basis voor de 
verschillende symptomatologie van Gaucher en AMRF werd onderzocht met behulp van een 
LIMP-2 deficiënt muis model. 

De studie richtte zich eerst op de mogelijkheid dat LIMP-2 deficiëntie niet alleen GBA 
beïnvloedt, maar ook andere lysosomale eiwitten. Geen abnormaliteiten werden gevonden 
in lysosomale matrix eiwitten in lysosomen geïsoleerd uit lever van LIMP-2 deficiënte 
muizen, behalve in GBA. Vervolgens werden LIMP-2 deficiënte muizen onderzocht wat 
betreft rest GBA en lipide abnormaliteiten in verschillende weefsels. Een variabele 
deficiëntie van GBA tussen weefsels werd opgemerkt, zowel met behulp van enzymatische 
activiteitsassays als met labeling van actief enzym met ABP. Een hoge rest GBA werd 
gedetecteerd in leukocyten van LIMP-2 deficiënte muizen, de afwezigheid van macrofaag 
gerelateerde symptomen in AMRF patiënten verklarend. Bewijs werd verkregen voor 
endocytotische heropname van GBA door witte bloedcellen, in tegenstelling tot fibroblasten. 
Lipide analyse toonde aan dat GlcCer nauwelijks verhoogd is in weefsels van LIMP-2 
deficiënte muizen en dat de niveaus slecht correleren met rest GBA. In tegenstelling, 
glucosylsphingosine en geglucosyleerd cholesterol zijn verhoogd en hun niveaus in weefsel 
correleren negatief met GBA niveaus. Glucosylsphingosine en geglucosyleerd cholesterol 
waren ook toegenomen in geïsoleerde lysosomen van LIMP-2 deficiënte lever. 
Concluderend, resulteert LIMP-2 deficiëntie in celtype specifieke vermindering van GBA en 
adaptieve veranderingen in glycosfingolipide metabolisme. 

 
Hoofdstuk 6 bespreekt het bewijs voor metabole adaptaties in twee 

glycosfingolipidoses, de ziekte van Gaucher en Fabry, veroorzaakt door defecten in 
respectievelijk GBA dat GlcCer afbreekt en α-galactosidase A (GLA) dat 
globotriaosylceramide (Gb3) afbreekt. De opeenhoping van de primaire stapelingslipiden in 
cellen en weefsels van Gaucher en Fabry patienten neigt te nivelleren met toename van 
leeftijd, suggererend dat er metabole adaptaties worden geïnduceerd. Een belangrijke 
adaptatie in zowel Gaucher als Fabry is de actieve de-acetylatie van stapelende 
glycosfingolipiden in lysosomen door de actie van het enzym zure ceramidase. Dus, de 

lysosomale lipiden opslag wordt gelimiteerd door vorming van glucosylsfingosine in Gaucher 
en globotriaosylsphingosine (lysoGb3) in Fabry. Excessieve GlcSph en lysoGb3 worden gezien 
als toxisch en dragen bij aan specifieke symptomen zoals multipele myelome in Gaucher 
patiënten en neuronopathische pijn en nierfalen in Fabry. Een andere aanpassing in 
metabolisme van Gaucher vindt plaats buiten het lysosoom en betrekt het enzym GBA2 dat 
gelokaliseerd is in het cytoplasmische blad van membranen van het ER en Golgi apparaat. 
GBA2 maakt degradatie van GlcCer buiten lysosomen mogelijk en genereert daarmee 
ceramide en geglucosyleerd cholesterol. Therapeutische benadering specifiek gericht op de 
toxiciteit veroorzaakt door metabole adaptaties in Gaucher en Fabry wordt besproken. 

 
Hoofdstuk 7 gaat over de katalytische veelzijdigheid van GBA, een β-glucosidase 

waarvan tot recent gedacht werd dat deze alleen GlcCer tot ceramide en glucose knipt in 
lysosomen. Speciale aandacht wordt besteed aan transglucosylatie gekatalyseerd door GBA 
en zijn specificiteit voor de glycon eenheid van een substraat. 

GBA staat erom bekend β-glucoside substraten te hydrolyseren en meer recentelijk 
ook cholesterol te transglucosyleren naar cholesterol-β-glucoside (GlcChol). De beschreven 
studie richtte zich op de mogelijkheid van GBA om β-xylosides te metaboliseren. Er wordt 
eerst aangetoond dat GBA ook 4-methylumbelliferyl-β-D-xylose (4MU-β-Xyl) in vitro knipt, 
gestimuleerd in deze activiteit door activator eiwit saposine C. Vervolgens wordt aangetoond 
dat GBA in vitro cholesterol transxylosyleerd, gebruikmakend van 4MU-β-Xyl als suiker 
donor. Gevormd xylosyl-cholesterol (XylChol) dient vervolgens als acceptor om di-xylosyl-
cholesterol te verkrijgen. Sequentiële blootstelling van GBA en cholesterol aan 4MU-β-Xyl 
and 4MU-β-Glc resulteert in vorming van GlcXylChol. Gelijk aan GBA, toont de cytosolische 
β-glucosidase GBA3 in vitro β-xylosidase en transxylosylase activiteit, in tegenstelling tot 
GBA2 dat activiteit tegen β-xylosides mist. Gekweekte cellen genereren ook gexylosyleerde 
cholesterol wanneer blootgesteld aan 4MU-β-Xyl in hun medium. Deze synthetische reactie 
wordt versterkt door de stof U18666A, die een toename van lysosomaal cholesterol 
veroorzaakt. Voorafgaande inactivatie van GBA in cellen met conditurol β-epoxide voorkomt 
vorming van gexylosyleerde cholesterol. Samenvattend, is verdere katalytische veelzijdigheid 
van GBA onthuld: het enzym kan optreden als β-glucosidase, β-xylosidase, transglucosylase 
en transxylosylase. De fysiologische relevantie van het vermaarde vermogen van GBA om β-
xylosides te metaboliseren is momenteel onduidelijk en waarborgt verder onderzoek. 

 
De Discussie bespreekt de huidige inzichten in GBA in gezondheid en ziekte. In dit 

verband worden de moleculaire basis en klinische manifestatie van Gaucher en AMRF 
syndroom besproken, inclusief de metabolische adaptaties aan GBA deficiëntie. 

Bijzondere aandacht wordt besteed aan de lysosomale structurele stabiliteit van GBA 
en geassocieerde resistentie tegen proteolytische degradatie door cysteïne cathepsines. 
Bevindingen uit literatuur en nieuwe eigen resultaten over dit onderwerp worden 
besproken. Nieuwe technologie om GBA te bestuderen met labeling door GlcCer en 
cyclophellitol afgeleide probes wordt geïntroduceerd en de applicatie wordt beschreven. 
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Onopgeloste onderzoeksvragen over GBA en gerelateerde ziekteomstandigheden worden 
geïdentificeerd. Als toekomstige onderzoeksdoelstelling wordt de translatie van 
fundamentele kennis over GBA voor effectieve therapie van neuronopathische Gaucher en 
andere ziekteomstandigheden veroorzaakt door enzym vermindering besproken. 

 
Het Addendum beschrijft een nieuw ontwikkelde multiplex assay voor gelijktijdige 

kwantificatie van (lyso)-glycosfingolipide basen in plasma monsters door middel van UPLC-
ESI-MS/MS met identieke 13C-gecodeerde interne standaarden. Glycosfingolipiden in 
hetzelfde plasma monster kunnen ook worden gekwantificeerd na magnetron-geassisteerde 
de-acetylatie tot glycosfingoide basen. 
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