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Algemene samenvatting 

Aldehydedehydrogenases (ALDHs) zetten endogene en exogene aldehyden om in 

carbonzuren. Aangezien aldehyden reactief zijn en zich kunnen binden aan enzymen en 

DNA, verminderen ALDHs op deze manier mogelijke celschade (zie Hoofdstuk 1)1–3 

Daarnaast zijn ALDHs betrokken bij essentiële metabolische cellulaire processen4–7, zoals 

bijvoorbeeld de vorming van retinolzuur. Retinolzuur is een belangrijk signaallipide, dat 

verschillende cellulaire en fysiologische processen beïnvloedt door middel van 

genregulatie.8–13 Retinolzuur wordt gevormd door de omzetting van retinal door de 

retinaldehydrogenases ALDH1A1, ALDH1A2 en ALDH1A3. Deze eiwitten worden 

nauwgezet gereguleerd via induceerbare cellulaire expressie patronen en posttranslationele 

eiwit modificaties.14,15  

 

De huidige methodes stellen onderzoekers in staat om de expressie van specifieke enzymen 

of de algemene ALDH activiteit te meten. Het is echter niet mogelijk om de activiteit van 

individuele enzymen te bepalen. Nieuwe strategieën om de ALDH activiteit van specifieke 

enzymen te visualiseren en kwantificeren in modellen van ziekte en gezondheid zijn daarom 

gewenst. Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift was om nieuwe 

moleculaire sensoren (probes) te ontwikkelen, die gebruikt kunnen worden om de activiteit 

van ALDHs te bestuderen in gecompliceerde biologische milieus.  
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In Hoofdstuk 2, werden de recente ontwikkelingen samengevat op het gebied van chemische 

vetachtige probes om de lipide biologie te bestuderen. Tevens werden verschillende 

mogelijkheden voor toekomstig onderzoek besproken.16 Lipiden voeren talrijke functies uit 

in de cel. Deze variëren van structurele grondstof en energieopslag tot cellulaire 

communicatie. De werkingswijze van vele signaallipiden is nog steeds ongrijpbaar door 

toedoen van hun geringe abundantie, hoge lipofiliciteit en intrinsieke instabiliteit. 

Verschillende chemisch biologische strategieën, zoals fotoaffiniteit- en activiteit-gebaseerde 

eiwitprofilering (affinity- and activity-based protein profiling, AfBPP and ABPP), zijn 

recentelijk ontwikkeld om de rol van lipiden, lipide-eiwit interacties en lipide verwerkende 

enzymen te onderzoeken.  

 

ABPP is bijvoorbeeld een krachtige techniek gebleken om enzymatische activiteit te 

profileren in complexe biologische monsters.17,18 ABPP maakt gebruik van activiteit-

gebaseerde probes. Deze activiteit-gebaseerde probes beschikken over een reactieve groep, 

waarmee ze covalente kunnen reageren met actieve enzymen. Visualisatie van de 

doeleiwitten vindt plaats door het ligeren van een label, zoals een fluorofoor of een 

affiniteitslabel, aan het probe-eiwit complex door middel van ‘click’-chemie. De covalent 

gebonden enzymen kunnen na ligatie in kaart gebracht worden met behulp van respectievelijk 

gel-analyse (SDS-PAGE) of massaspectrometrie.  Comparatieve en competitieve ABPP zijn 

de twee toepassingen die voornamelijk gebruikt worden in dit onderzoek. Comparatieve 

ABPP vergelijkt de activiteitsprofielen van verschillende biologische toestanden, terwijl  

competitieve ABPP gebruikt kan worden om de potentie en het selectiviteitsprofiel van een 

toekomstig geneesmiddel te bepalen door de activiteitsprofielen van behandelde en 

onbehandelde cellen te vergelijken.  

 

Activiteit-gebaseerde eiwit profilering van retinaldehydedehydrogenases 

Hoofdstuk 3 beschreef het ontwerp en de synthese van een retinal-gebaseerde activiteit-

gebaseerde probe voor ALDHs. Met behulp van een eerder gerapporteerde kristalstructuur 

van ALDH1A1 werd de optimale locatie op het retinal molecuul bepaald voor de toevoeging 

van een alkyn groep, die in een later stadium gebruikt kan worden om visualisatie labels aan 

te bevestigen. Tevens werd de aldehyde groep veranderd in een vinyl keton.  
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Dit leidde tot het ontwerp van LEI-945, welke gesynthetiseerd werd door middel van een 

convergente synthese gebruikmakend van een Wittig reactie.19 Activiteit-gebaseerde probe 

LEI-945 werd vervolgens biologisch gevalideerd in Hoofdstuk 4. LEI-945 bleek in staat de 

enzymen ALDH1A1, ALDH1A2 en ALDH1A3 te visualiseren door middel van een 

covalente interactie met hun katalytische cysteïne. Vervolgens werd aangetoond dat de probe 

in staat was om ook endogeen tot expressie gebrachte ALDHs, waaronder ALDH2, 

ALDH3A2 en ALDH3B1, te visualiseren in levende cellen behorende tot de longkanker 

cellijn A549. LEI-945 werd ook gebruikt om de potentie en selectiviteitsprofielen van de 

ALDH remmer, 4-diethylaminobenzaldehyde (DEAB), en het natuurlijke substraat, retinal, 

te bepalen door middel van de competitieve ABPP methode in levende A549 cellen.  

 

 

Fig. 9.1 | Visualisatie van de covalente interactie van LEI-945 met ALDH1A3. De reactieve groep van 

LEI-945 reageert covalent met de katalytische cysteïne van ALDH1A3. De gevormde thio-ether kan niet 

gehydrolyseerd worden en vormt een onomkeerbare covalente interactie tussen het enzym ALDH1A3 en de 

activiteit-gebaseerde probe LEI-945. Visualisatie vindt plaats door middel van koppeling met de fluorofoor 

AlexaFluor-647 en SDS-PAGE, dit laat een duidelijke band zien rond 55 kDa. Door de katalytische cysteïne te 

veranderen in een alanine verdwijnt de interactie tussen LEI-945 en het enzym volledig.  

 

Het in kaart brengen van ALDH activiteit in borstkanker subtypes 

In Hoofdstuk 5 werd LEI-945 gebruikt om de activiteitsprofielen van ALDHs te vergelijken 

in verschillende borstkanker celtypes door middel van comparatieve ABPP. De verhoogde 

expressie van bepaalde ALDHs is eerder in verband gebracht met therapie bestendige 

kanker.20 ALDH1A3 wordt bijvoorbeeld geassocieerd met een verminderd klinisch resultaat 

in borstkanker.21–25 De ALDEFLUOR techniek wordt routinematig gebruikt om de algemene 

cellulaire ALDH activiteit te bepalen, maar was niet in staat om het vermogen van 

borstkanker cellijnen om retinolzuur te produceren, te voorspellen.  
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Door gebruik te maken van LEI-945 konden specifieke ALDH activiteitsprofielen gemaakt 

worden voor elke cellijn. Deze profielen konden vervolgens gebruikt worden om de 

verschillen in retinal omzettingsvermogen te verklaren gebaseerd op de mate waarin actieve 

ALDH1A1 en ALDH1A3 enzymen aanwezig waren in de verschillende cellijnen. 

 

Interessant genoeg vertoonde de borstkanker cellijn SK-BR-3 de hoogste algemene cellulaire 

ALDH activiteit, maar was deze cellijn slechts in staat om een relatief kleine hoeveelheid 

retinal om te zetten. Op basis van het ALDH activiteitsprofiel kon de hoge ALDH activiteit 

verklaard worden door een exceptioneel hoge aanwezigheid van actieve ALDH2 enzymen, 

terwijl er slechts een lage mate van ALDH1A3 activiteit werd waargenomen. Deze bevinding 

suggereert dat de menselijke variant van ALDH2 geen biologisch relevante rol heeft in 

vitamine A metabolisme.  

 

LEI-945 werd vervolgens gebruikt in een competitieve ABPP methode om het 

selectiviteitsprofiel van NCT-50526, een vergevorderde selectieve ALDH1A1 remmer, te 

bepalen en interactie van de remmer van het doeleiwit (target engagement) aan te tonen in 

de MDA-MB-468 borstkanker cellijn. Vergelijking van de activiteitsprofielen van 

behandelde en onbehandelde cellen toonde aan dat NCT-505 niet alleen met ALDH1A1, 

maar ook met ALDH1A3 een interactie aan ging. Hierdoor werd de toegevoegde waarde van 

LEI-945 in het ontwikkelingsproces voor selectieve ALDH remmers aangetoond.  

 

De fysiologische effecten van ALDH1A1 en ALDH1A3 remming werden verder bestudeerd 

door de cellulaire ATP niveaus te bepalen en verschillende microscopische technieken 

waarbij levende cellen over tijd gevolgd kunnen worden (live cell imaging) te gebruiken. 

NCT-505 verminderde de cellulaire ATP niveaus en het mitochondriaal membraan 

potentieel.  

 

Door middel van de FUCCI techniek werd bepaald dat behandelde cellen vastzaten in de G1 

fase van de celcyclus. Een significante toename van propidium iodide kleuring duidde erop 

dat behandelde cellen bezweken volgens de necrotische celdood route. Een combinatie 

therapie van NCT-505 met de glutathione peroxidase 4 (GPX4) remmer, RSL327,28, had een 

therapeutisch synergistisch effect.  
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Visualisatie van de rol van vitamine A metabolisme in immuun homeostase 

Hoofdstuk 6 beschreef de zoektocht voor de specifieke retinaldehydedehydrogenases 

betrokken bij de omzetting van retinal in retinolzuur in de dunne darmen van muizen. 

Retinolzuur speelt een belangrijke rol in immuun homeostase. Het is verantwoordelijk voor 

de activatie en rekrutering van dendritische, T- en B-cellen.29,30 Comparatieve ABPP met 

LEI-945 werd toegepast op darmcellen afkomstig van muizen die in het bezit waren van het 

ALDH1A1 enzym en muizen waarin het ALDH1A1 eiwit uit het genetisch materiaal 

verwijderd was (knockout). Op deze manier werd ALDH1B1 geïdentificeerd als een mogelijk 

additioneel ALDH enzym dat in staat is om retinolzuur te produceren in intestinale epitheliale 

cellen. Aldh1a1-/-/Aldh1b1-/- dubbele knockout muizen lieten een pro-inflammatoir fenotype 

zien. Dit duidde op de betrokkenheid van zowel ALDH1A1, als ALDH1B1 in de regulering 

van immuun homeostase.  

 

Nieuw chemische gereedschappen om de interactie tussen vitamine A en eiwitten te 

bestuderen werden beschreven in Hoofdstuk 7. Deze klikbare vitamines bleken biologisch 

identiek aan hun endogene tegenhangers en werden gebruikt in AfBPP toepassingen zonder 

de toevoeging van een fotoreactieve groep.  

 

Ontwikkeling van een breedspectrum ALDH probe 

Hoofdstuk 8 beschreef de ontwikkeling van een breedspectrum activiteit-gebaseerde probe, 

STA-55, voor de familie van ALDHs. Deze probe is gebaseerd op de eerder gerapporteerde 

ALDH remmer Aldi-231 en is gekarakteriseerd als een breedspectrum probe voor de ALDH 

familie, die naast de door selectieve probe LEI-945 gedetecteerde ALDHs ook ALDH1B1 

en ALDH3A1 verrijkte in levende A549 cellen. De breedspectrum probe is vervolgens 

gebruikt om de potentie en selectiviteitsprofielen te bepalen drie ALDH remmers door middel 

van competitieve ABPP. 
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Dit leidde tot de ontdekking van verdere onbedoelde eiwit vinding van de ALDH1A1 remmer 

NCT-50526 en onthulde ook breedspectrum remming van niet-doeleiwitten door de 

ALDH3A1 remmer CB7.32 Een verhoogde activiteit van ALDH1A1 of ALDH3A1 is een 

biologische indicatie van cyclofosfamide resistentie in kanker.33 Aangezien STA-55 in staat 

is zowel de activiteit van ALDH1A1, als ALDH3A1 te visualiseren, kan deze probe 

potentieel gebruikt worden om therapeutische effectiviteit te voorspellen door de activiteit 

van deze enzymen te kwantificeren in patiëntmateriaal. STA-55 kan verder toegepast worden 

in het medicijnontwikkelingsproces door de selectiviteitsprofielen en target engagement van 

nieuwe ALDH remmers vast te stellen.  

 

Tot slot 

Dit proefschrift beschreef de ontwikkeling van diverse nieuwe chemische tools, die gebruikt 

kunnen worden om ALDHs te onderzoeken door middel van ABPP en AfBPP. Toepassingen 

waarvoor de retinal-gebaseerde probe, LEI-945, gebruikt is, omvatten het in kaart brengen 

van de activiteitsprofielen van ALDHs in kanker en het visualiseren van vitamine A 

metabolisme in de dunne darmen. Naast deze op maat gemaakte retinal probe werd de 

synthese van klikbare vitamine A analoga en de ontwikkeling van een breedspectrum ALDH 

probe beschreven. Gezamenlijk geven deze chemische tools onderzoekers de beschikking 

over een uitgebreide chemische gereedschapskist om ALDH enzymen te kunnen bestuderen. 

De door het gebruik van deze tools behaalde resultaten laten de toegevoegde waarde zien van 

de toepassing van substraat-gebaseerde probes in het onderzoeken van pathologisch 

revelante enzymactiviteiten. Tevens belichten zij de algemene kracht van eiwit profilering in 

het ontdekken van nieuwe biologische inzichten en het nut hiervan in het 

medicijnontwikkelingsproces.  
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