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N-acylphosphatidylethanolamines (NAPE’s) zijn een veelzijdige lipidenfamilie met 

uiteenlopende biologische functies, maar ze zijn relatief weinig onderzocht.1,2 Van 

Fosfolipase A2 Groep IV E (PLA2G4E) is recentelijk aangetoond dat het in staat is tot 

calcium-afhankelijke productie van NAPE’s in cellen.3,4 PLA2G4E is lid van de PLA2G4-

familie, die uit zes serinehydrolases bestaat (PLA2G4A–F).5 Deze enzymen worden 

gekenmerkt door een Ser-Asp katalytische dyade en een N-terminaal, calcium-afhankelijk 

lipidenbindend C2-domein.5,6 PLA2G4E heeft daarnaast een C-terminaal, polybasisch 

gebied dat betrokken is bij de subcellulaire lokalisatie.7 Er is gerapporteerd dat het 

voornamelijk een N-acyltransferase is die in staat is op een calcium-afhankelijke manier 

NAPE’s te synthetiseren.3 Het komt voornamelijk tot expressie in de hersenen, testikelen, 

skeletspieren en het hart, en er zijn verbanden gelegd tussen het expressieniveau en de 

ziekte van Alzheimer en paniekstoornissen.3,8,9 Daarnaast is gebleken dat het betrokken is 

bij het terugvoeren van vracht vanuit het clathrine-onafhankelijke endocytosesysteem naar 

de plasmamembraan.7 Het is nog onduidelijk of NAPE’s betrokken zijn bij deze functies. 

Vooralsnog zijn er geen remmers van PLA2G4E gepubliceerd. PLA2G4E-remmers 

zouden van pas kunnen komen om de fysiologische rol van dit enzym in NAPE-biologie 

op te helderen door middel van acute modulatie. Selectieve remmers zijn ook vereist om 

het therapeutisch potentieel van PLA2G4E-remming vast te stellen. Het overkoepelende 

doel van dit proefschrift was daarom het ontwikkelen van cellulair actieve remmers van 

PLA2G4E. 

 

Hoofdstuk 1 geeft een bondig overzicht van de huidige kennis over de biologie van 

NAPE’s en PLA2G4E. NAPE’s zijn glycerofosfolipiden met drie vetzuurstaarten. Wanneer die 

ingebed zitten in lipidenmembranen, kunnen NAPE’s betrokken zijn bij de regulatie van 

membraandynamiek, zoals membraanbuiging, -fusie en interacties met membraan-

geassocieerde eiwitten.10–14 NAPE’s kunnen ook dienen als signaalmoleculen. Er zijn 

hypofage werkingen aan ze toegeschreven, hoewel betwist wordt dat de gerapporteerde 

effecten daadwerkelijk specifiek voor NAPE’s zijn.15,16 Hun niveaus zijn opvallend verhoogd 

in beschadigd weefsel, een effect dat gezien is in bijvoorbeeld hartinfarcten, ischemisch 

hersenweefsel en ontstoken testikelen.17–19 Ook zijn ze verhoogd in modellen van 

neurodegeneratie en is een beschermende rol tegen de ziekte van Parkinson 

gesuggereerd.14,20–22 Daarnaast spelen de biosynthese en het metabolisme van NAPE’s een 

belangrijke rol in de homeostase van andere structuur- en signaallipiden. Ze worden 

geproduceerd uit fosfatidylethanolamine (PE) en fosfatidylcholine (PC)3,23, lipiden waarvan 

de niveaus ook gerelateerd zijn aan neurodegeneratieve ziekten.24–26 Er zijn vier routes 

beschreven voor de omzetting van NAPE’s in N-acylethanolamines (NAE’s), waarbij 

verschillende klassen van belangrijke metabolieten vrijkomen, waaronder fosfatidezuur 

(PA), lysofosfatidezuur (LPA) en vrije vetzuren (FFA’s).27 Afhankelijk van hun structuur 

oefenen NAE’s verschillende signaalfuncties uit door middel van activatie van verscheidene 

receptoren, wat leidt tot onder meer verzadigings-, anti-inflammatoire, pijnstillende, 
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antiverslavings- of angstverlagende effecten.28–34 NAE’s worden afgebroken door fatty acid 

amide hydrolase (FAAH), wat hun biologische activiteit stopt. 

 

In Hoofdstuk 2 wordt de ontwikkeling van nieuwe PLA2G4E-remmers besproken. Eerder 

is er een competitieve activity-based protein profiling (“op activiteit gebaseerde 

eiwitprofilering”, ABPP)-assay ontwikkeld om de activiteit van PLA2G4E te meten.35 Het 

screenen van een gerichte bibliotheek van lipaseremmers heeft geleid tot de identificatie 

van 1,2,4-triazoolurea als remmers van PLA2G4E. Verbinding 1 is geselecteerd als startpunt 

voor hitoptimalisatie, vanwege haar potentie, lipofiele efficiëntie (LipE) en ligandefficiëntie 

(LE) (Figuur 7.1A). Er zijn 26 analogen gesynthetiseerd en getest op hun remmende 

activiteit, met als doel structuur-activiteitsrelaties (SAR’s) te bepalen en de potentie te 

verbeteren. Het vergroten van het sterisch volume en het vergroten van de afstand tussen  

 

 

Figuur 7.1. Structuren en eigenschappen van PLA2G4E-remmers 1–WEN175. A) Potentie en fysicochemische 

eigenschappen van hit 1 en remmer WEN091. Potentie op PLA2G4E bepaald met behulp van gel-gebaseerde ABPP op 

HEK293T-overexpressielysaat (pIC50 ± SEM, N ≥ 2). Moleculair gewicht (MW) en topologische polaire oppervlakte (tPSA) 

berekend met ChemDraw Professional 16.0; HAC = aantal zware atomen; Lipofiele efficiëntie LipE = pIC50 – clogP 

(DataWarrior 5.0.0); Ligandefficiëntie LE = 1.4pIC50/HAC. B) Remmende activiteit van remmers WEN091–WEN222 

(pIC50 ± SEM) bepaald met behulp van gel-gebaseerde ABPP op overexpressielysaat (PLA2G4E) of Neuro-2a-cellen 

(FAAH, DAGLβ, ABHD6) (N ≥ 2). C) Chemische structuur van PLA2G4E-probe WEN175. 
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de fenyl in de aminegroep en het reactieve ureum resulteerden in verhoogde potentie, wat 

leidde tot de identificatie van een 4-benzylpiperidinegroep die een potentieverbetering 

van tien keer veroorzaakte. Ortho- en meta-substituties op deze benzylring waren 

toegestaan, maar para-substituties hadden de voorkeur. 4-(4-Chlorobenzyl)piperidine-

bevattende verbinding WEN091 is geïdentificeerd als de meest potente PLA2G4E-remmer 

(pIC50 = 8.01 ± 0.02). WEN091 liet zo’n honderdvoud potentietoename zien ten opzichte 

van 1 en een verbeterde LipE en LE (Figuur 7.1A). 

 

WEN091 is verder biochemisch gekarakteriseerd in Hoofdstuk 3. De activiteit op PLA2G4E 

is getest in een natuurlijksubstraatconversieassay gebaseerd op vloeistofchromatografie-

massaspectrometrieanalyse (LC-MS). WEN091 remde dosisafhankelijk de vorming van 

NAPE uit exogeen PC en PE, zowel in overexpressielysaat van humaan en muizen-PLA2G4E 

als in muizenbreinhomogenaat (pIC50 = 6.9–7.1). De verbinding had een selectiviteit van 

meer dan twintigvoud over PLA2G4B–D en minstens tienvoud over de 

calciumonhafhankelijke NAPE-biosynthetiserende enzymen fosfolipase A/acyltransferase 

(PLAAT) 2–5. De verbinding was niet actief op NAPE-specifieke fosfolipase D (NAPE-PLD) 

of de cannabinoïdenreceptoren (CB1/2). ABPP-profilering van de selectiviteit in 

muizenbreinproteoom en levende cellen liet remming van verschillende serinehydrolases 

zien, waaronder ABHD6, DAGLα en FAAH. WEN091 verlaagde endogene cellulaire niveaus 

van NAPE’s, lyso-NAPE’s en glycerofosfo-palmitoylethanolamine, maar de 

negatievecontroleanaloog WEN258 (zie hieronder) deed dit niet. Beide verbindingen 

lieten cellulaire activiteit op FAAH zien, maar alleen behandeling met WEN258 had effect 

op de NAE-niveaus, wat suggereert dat steady-state NAE-niveaus in deze cellen 

gereguleerd worden door PLA2G4E en FAAH. N-22:6 lyso-NAPE-niveaus waren niet 

verhoogd door overexpressie, maar wel na behandeling met WEN091 of WEN258, wat 

tot de hypothese heeft geleid dat deze lipiden op een PLA2G4E- en ABHD4-onafhankelijke 

manier gesynthetiseerd worden. Beide remmers verlaagden de niveaus van 

endocannabinoïde 2-arachidonoylglycerol (2-AG), maar alleen WEN091 liet remming zien 

van het biosynthetische enzym DAGLβ. Dit suggereert dat ABHD6 mogelijk 

verantwoordelijk is voor de tonische productie van 2-AG in deze cellen, wat in lijn is met 

eerdere bevindingen.36 Concluderend, WEN091 is een potente PLA2G4E-remmer met 

selectiviteit voor de calciumafhankelijke NAPE-biosynthese in vitro die in staat was 

PLA2G4E-gemedieerde NAPE-vorming te verminderen in Neuro-2a-cellen. 

 

In Hoofdstuk 4 is de SAR-studie van PLA2G4E-remmers uitgebreid met 38 analogen van 

WEN091 om hun selectiviteit over FAAH te verbeteren. Geconcludeerd werd dat de sulfon 

belangrijk was voor de activiteit op PLA2G4E, maar niet op FAAH. Deze sulfon veranderen 

in een sulfonamide verlaagde de activiteit op beide enzymen en leidde tot lagere 

selectiviteit. Grote substituenten op de vertrekkende triazolylgroep zorgden voor hogere 

selectiviteit over FAAH, wat leidde tot de identificatie van 4-trifluoromethoxybenzyl-

bevattende verbinding IK015 als potente PLA2G4E-remmer (pIC50 = 8.01 ± 0.02) met meer 
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dan 800-voud selectiviteit over FAAH in vitro (Figuur 7.1B). Verder onderzoek naar de 

sterische en elektronische eigenschappen van deze benzylgroep verhoogde de potentie 

of selectiviteit niet. Analogen van het piperidinedeel verlaagden de activiteit op PLA2G4E. 

IK015 en sulfonamideanaloog WEN222 (Figuur 7.1B) zijn geselecteerd voor verdere 

biologische karakterisatie. De verbindingen waren selectief over PLA2G4B–D, NAPE-PLD 

en de CB1- en CB2-receptoren. Daarnaast lieten IK015 en WEN222 minstens tienvoud 

selectiviteit zien over PLAAT2–5 en meer dan dertigvoud selectiviteit over de meeste 

serinehydrolases die in muizenbreinproteoom gekarakteriseerd konden worden, maar de 

selectiviteit over ABHD6 was beperkt (viervoud). In Neuro-2a-cellen remde IK015 enkele 

enzymen op 1 µM, waaronder ABHD6, ABHD12 en FAAH. WEN222 was minder actief op 

de meeste enzymen, wat zou kunnen duiden op beperkte membraanpermeabiliteit. Net 

als WEN091 lieten deze verbindingen verhoogde activiteit zien op FAAH in de cellulaire 

assay. Alles tezamen zijn IK015 en WEN222 potente en selectieve PLA2G4E-remmers in 

vitro met een verbeterd selectiviteitsprofiel ten opzichte van WEN091, maar lieten ze 

remming van andere serinehydrolases zien bij hogere concentraties. Pyrazoolureum 

WEN258 is geïdentificeerd als structuuranaloog met een vergelijkbaar off-targetprofiel 

met WEN091, IK015 en WEN222, maar zonder activiteit op PLA2G4E (Figuur 7.1B). 

 

Om het bewijs van de cellulaire activiteit van WEN091 op PLA2G4E te ondersteunen, is in 

Hoofdstuk 5 een activity-based probe (“activiteitsgebaseerde sonde”, ABP) ontwikkeld om 

intracellulaire target engagement (“doelwitbinding”) te visualiseren. Het ontwerp van probe 

WEN175 (Figuur 7.1C) was gebaseerd op PLA2G4E-remmers die geïdentificeerd waren in 

Hoofdstukken 2 en 4. Er wordt verondersteld dat de triazoolurea de katalytische serine 

van PLA2G4E covalent modificeren door de vorming van een carbamoyladduct, wat het 

mogelijk zou moeten maken actief enzym irreversibel te labelen. Daarom werd de 

carbamoylerende “blijvende groep” uitgerust met een alkyn, waaraan na cellyse een 

fluorofoor geconjugeerd kan worden door middel van koper-gekatalyseerde alkyn-azide 

cycloadditie (CuAAC). Deze tweestapslabelingbenadering omzeilde de celpermeabiliteits-

problemen waarmee grote, geladen fluoroforen gepaard gaan.37,38 Probe WEN175 was in 

staat PLA2G4E die tot overexpressie gebracht was in Neuro-2a-cellen dosisafhankelijk te 

labelen, wat zijn toepasbaarheid als cellulair actieve PLA2G4E-probe aantoonde. WEN175 

labelde geen PLA2G4E-mutanten waarin de katalytische serine vervangen was voor een 

alanine (S412A) of waarin het C2-domein (ΔC2) of polybasisch domein (ΔPB) verwijderd 

was, waarmee het belang van dit aminozuur en deze motieven onderstreept werd.39 

Voorbehandeling met WEN091 remde de labeling van PLA2G4E door WEN175 op een 

dosisafhankelijke manier, wat de cellulaire target engagement van WEN091 met PLA2G4E 

aantoonde. Ondanks de laag-nanomolair IC50 van WEN091 in vitro waren hoge 

concentraties (10 µM) nodig om volledige in situ target engagement te bewerkstelligen, 

wat overeenkomt met de resultaten uit de gerichte lipidomicsexperimenten van 

Hoofdstuk 3. Dat deze hoge cellulaire concentraties van WEN091 nodig waren, kan 

waarschijnlijk verklaard worden door beperkte celpermeabiliteit en/of hoge niveaus van 
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competerende substraten. De gespecialiseerde ABP WEN175 is een waardevol chemisch 

hulpmiddel om het ontwerp van nieuwe PLA2G4E-remmers met verbeterde cellulaire 

activiteit te sturen. 

 

Gekooide koolwaterstoffen zijn polycyclische chemische structuren met unieke 

fysicochemische eigenschappen, maar worden niet algemeen toegepast in medicinale 

chemie. In Hoofdstuk 6 zijn negen 1,2,4-triazoolurea gesubstitueerd met gekooide 

koolwaterstoffen en getest als remmers van ABHD6, ABHD16a en DAGLα/β om het effect 

van gekooide koolwaterstoffen op de activiteit van de remmers te onderzoeken. Alle 

verbindingen remden hun primaire doelwit met submicromolaire IC50-waarden in een 

ABPP-assay op muizenbreinproteoom. Adamant-2-ylethyleenbevattende ABHD6-remmer 

RED353 en cubaanmethyleenbevattende DAGL-remmer 2 zijn verder geprofileerd in 

cellulaire experimenten (Figuur 7.2). De activiteit van 2 op DAGLβ in Neuro-2a-cellen was 

lager dan haar activiteit op DAGLα in vitro, maar RED353 remde ABHD6 met pIC50 = 8.39 

± 0.03 en liet bijna 300-voud selectiviteit zien over DAGLβ en 60-voud over FAAH. RED353 

remde ook de ABHD6-gemedieerde omzetting van fluorogeen substraat in een 

orthogonale assay en verlaagde de cellulaire niveaus van 2-AG, maar niet van anandamide, 

waarmee het de veelgebruikte ABHD6-remmer KT182 overtrof.40 Deze resultaten 

bevestigen en borduren voort op de eerdere observatie dat ABHD6 verantwoordelijk is 

voor de tonische productie van 2-AG in Neuro-2a-cellen.36 

 

 

Figuur 7.2. Structuur en eigenschappen van ABHD6-remmers RED353 en 2. Activiteit bepaald met behulp van gel-

gebaseerde ABPP op Neuro-2a-cellen (pIC50 ± SEM, N = 3). Moleculair gewicht (MW) en topologische polaire 

oppervlakte (tPSA) berekend met ChemDraw Professional 16.0, octanol/water-partitiecoëfficient (clogP) berekend met 

DataWarrior 5.0.0. 

Vervolgstudies 

Richting verbeterde PLA2G4E- en ABHD6-remmers 

Triazoolurea zijn eerder succesvol toegepast als chemisch hulpmiddel om meerdere 

serinehydrolases in de hersenen, zoals ABHD6, ABHD16a en DAGLα/β, in vivo te 

bestuderen40–43, wat het toekomstig potentieel van de PLA2G4E-remmers beschreven in 

dit proefschrift schetst. PLA2G4E-remmer WEN091 heeft hoge potentie, cellulaire target 

engagement en werkzaamheid in het verlagen van cellulaire NAPE-niveaus laten zien, maar 

remde daarnaast enkele serinehydrolases in Neuro-2a-cellen. IK015 heeft een verbeterd 
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in vitro-selectiviteitsprofiel ten opzichte van WEN091 en lagere off-targetactiviteit in 

Neuro-2a-cellen. Verdere karakterisatie van deze remmer door het onderzoeken van in 

situ target engagement, inhibitie van NAPE-vorming en activiteit op andere enzymen die 

betrokken zijn bij NAPE-metabolisme (ABHD4, PLAAT1–5) is nodig om te bepalen of IK015 

een betere lead-kandidaat is voor in vivo PLA2G4E-remming dan WEN091. IK015 liet wel 

remming van FAAH en ABHD6 zien bij concentraties onder de 1 µM in een cellulaire 

omgeving en heeft een relatief grote topische polaire oppervlakte (tPSA), wat de 

hersenpenetratie kan beperken. Verdere optimalisatie van de selectiviteit en 

fysicochemische eigenschappen van dit chemotype zouden daarom nodig kunnen zijn. 

Structuurgebaseerd medicijnontwerp zou het ontwerp van de volgende serie 

PLA2G4E-remmers kunnen sturen. Op dit moment zijn er geen kristalstructuren van 

PLA2G4E beschikbaar. IK015 is daarom geplaatst in een digitaal homologiemodel van 

PLA2G4E dat gebouwd is op basis van de kristalstructuur van PLA2G4D.44 De voorspelde 

bindingspose lijkt te duiden op de aanwezigheid van een nauwe holte die bekleed is met 

hydrofobe residuen, beperkte ruimte rondom het chlooratoom en een grotere holte 

rondom de trifluoromethoxysubstituent, in overeenstemming met de SAR-resultaten uit 

Hoofdstukken 2 en 4 (Figuur 7.3). De SAR suggereert dat substituenten die nieuwe 

interacties met de active site aan kunnen gaan, geïntroduceerd zouden kunnen worden op 

de ortho- of meta-positie van de piperidylbenzylgroep of op de para-positie van de 

sulfonylbenzylgroep. Deze substituenten kunnen mogelijk de affiniteit van de remmer voor 

PLA2G4E en zijn selectiviteit over andere doelwitten verhogen. Het verbeteren van de 

potentie van de remmer zou de mogelijkheid kunnen bieden heteroatomen te verwijderen 

om de tPSA te verlagen. Men moet echter altijd de gevolgen die modificaties hebben op 

andere fysicochemische eigenschappen, zoals de lipofiliciteit en moleculair gewicht, in 

ogenschouw nemen. Mogelijk is een combinatie van modificaties vereist om een optimale 

balans te verkrijgen. Het in kaart brengen van de farmacokinetische eigenschappen van de 

remmers zal nodig zijn om hun in vivo-toepasbaarheid te bepalen. Resultaten uit deze 

studies nopen mogelijk tot verdere optimalisatie van bijvoorbeeld metabole stabiliteit, 

plasmaeiwitbinding of hersenpenetratie. 

De brede reactiviteit van triazoolurea ten opzichte van serinehydrolases maakt het 

uitdagend om hoge selectiviteit te verkrijgen, en veel eerder gepubliceerde triazoolureum-

gebaseerde remmers hebben dan ook kruisreactiviteit laten zien met off-targets bij hogere 

concentraties.40,41,43 Naast (nadelige) off-targeteffecten kan dit leiden tot beperkte 

metabole stabiliteit van de verbinding door snelle enzymatische hydrolyse.45,46 Het 

verhogen van de niet-covalente bindingsaffiniteit van de PLA2G4E-remmers voor PLA2G4E 

zou de mogelijkheid kunnen bieden de intrinsieke reactiviteit van de ureumwarhead te 

verlagen, wat zou kunnen leiden tot verbeterde selectiviteit over ander serinehydrolases. 

Echter, minder promiscue chemotypen zijn wellicht meer geschikt voor specifieke 

PLA2G4E-remming en hoge in vivo-stabiliteit. 
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Figuur 7.3. SAR-overzicht en dockingsresultaten van IK015. A) Samenvatting van observaties betreffende de potentie 

en selectiviteit van gesynthetiseerde PLA2G4E-remmers uit de SAR-studies in Hoofdstukken 2 en 4. B–E) IK015 (cyaan-

kleurige koolstofatomen) is covalent gedockt aan Ser412 (binding niet getoond) in een homologiemodel van hPLA2G4E 

(zandkleurig lint), gebaseerd op hPLA2G4D.44 Enkele aminozuren die interageren met IK015 zijn weergegeven in 

elementkleuren. B) Hoogstgerangschikte dockingspose van IK015 in het hPLA2G4E-model met voorspelde enzym–

remmerinteracties aangegeven. Interagerende aminozuren zijn geannoteerd. C) 2D-weergave van de voorspelde 

interacties van IK015 met hPLA2G4E, corresponderend met de dockingspose in (B). D) Dockingspose met 

holteoppervlak weergegeven. Hydrofoob oppervlak is weergegeven in het bruin, hydrofiel in blauw. E) Dockingspose 

met holteoppervlak dat gekleurd is naar voorspeld waterstofdonerend (magenta) en -accepterend (groen) karakter. 

 

 

ABHD6-remmer RED353 toonde hoge potentie en een gunstig selectiviteitsprofiel in 

Neuro-2a-cellen. Hij liet lagere activiteit zien op FAAH dan KT182, maar was actiever op 

DAGLα en β. Eerdere studies naar DAGL- en ABHD6-remmers hebben verbeterde 

selectiviteit voor ABHD6 aangetoond wanneer polaire groepen geïntroduceerd werden op 

de piperidine of de vertrekkendegroepsubstituent.40,47,48 Nieuwe derivaten van RED353 

met polaire substituenten die de selectiviteit voor ABHD6 zouden kunnen verbeteren, 

zouden daarom onderzocht kunnen worden. Deze kunnen gebruikt worden om de 

bijdrage van ABHD6 aan 2-AG-productie te onderzoeken in andere celtypen en onder 

andere omstandigheden. 
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PLA2G4E-remmers kunnen mogelijk PLA2G4E- en NAPE-biologie ophelderen 

PLA2G4A is uitgebreid geëxploiteerd voor de ontwikkeling van medicijnen tegen 

inflammatoire aandoeningen, en enkele PLA2G4A-remmers zijn tot in klinische tests 

onderzocht.49,50 Ook zijn er meerdere remmers van enzymen die betrokken zijn bij het 

endocannabinoïdensysteem ontwikkeld om het therapeutisch potentieel van hun 

doelwitten in ontstekingspijn, angst of metabool syndroom te bestuderen.51–54 In vivo-

actieve en selectieve PLA2G4E-remmers zouden waardevolle hulpmiddelen zijn om de rol 

van PLA2G4E en NAPE’s in (patho)fysiologische processen te bestuderen. Ze kunnen 

gebruikt worden om de rol van dit enzym te bestuderen in de homeostase van NAPE’s en 

hun precursors PE en PC. Acute inhibitie van PLA2G4E maakt het mogelijk zijn belang in 

de ontwikkeling van neurodegeneratieve ziekten te onderzoeken8,14,24 en kan de functies 

van NAPE’s tijdens ischemie, cytotoxiciteit en ontsteking belichten.17,19,21 Bovendien zou 

remming van NAPE-biosynthese kunnen helpen bij het verduidelijken van de mogelijke rol 

van NAPE’s als verzadigingshormoon.15,16 Omdat gerapporteerd is dat PLA2G4E 

gelokaliseerd is bij het endocytosesysteem7, zouden remmers gebruikt kunnen worden om 

de functie van PLA2G4E in endocytische recycling op te helderen, alsmede de rol van 

NAPE’s of andere substraten en producten van PLA2G4E in dit proces. Dit kan ook onze 

kennis uitbreiden over de betrokkenheid van het endocannabinoïdensysteem bij 

intercellulaire signaaltransductie. In deze studies kunnen eerder gepubliceerde NAPE-PLD-

remmers gebruikt worden om onderscheid te maken tussen de effecten van NAPE’s en 

NAE’s.54 Daarnaast kunnen PLAAT-remmers in combinatie met PLA2G4E-remmers gebruikt 

worden om de regulatie van de twee routes voor NAPE-biosynthese te bestuderen, 

waaronder hun substraatvoorkeuren en spatiotemporele activiteit.55,56 

Een PLA2G4E-probe die in staat is endogene activiteit zichtbaar te maken, zou gebruikt 

kunnen worden om de relatie tussen de enzymatische activiteit en subcellulaire lokalisatie 

te onderzoeken. Bovendien zou deze de PLA2G4E-activiteit en -lokalisatie in verschillende 

celtypen en hersenregio’s kunnen laten zien. Onlangs is aangetoond dat de expressie van 

(lyso)-NAPE-hydrolase ABHD4 strak gereguleerd is in ontwikkelende neuronen.57 Het 

zichtbaar maken van PLA2G4E-activiteit in neuronale cellen in verschillende stadia van 

ontwikkeling kan helpen op te helderen welke metabolieten betrokken zijn bij neuronale 

maturatie, differentiatie en bestemming. 

Tot slot 

Selectieve en cellulair actieve remmers zijn nuttig om de (patho)fysiologische functies van 

enzymen te bestuderen. In dit proefschrift zijn verbindingen WEN091–WEN222 

gepresenteerd als de eerste chemische instrumenten in hun klasse om de biologie van 

PLA2G4E te bestuderen. Deze remmers en activity-based probe zullen waardevol zijn in het 

ophelderen van het belang van PLA2G4E in NAPE-biosynthese in verschillende cellen, 

weefsels en onder verschillende omstandigheden. In combinatie met eerder 

gerapporteerde remmers van PLAAT1–5 en NAPE-PLD kunnen deze verbindingen gebruikt 
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worden om de functies en rollen van NAPE’s in homeostase en ziekte te bestuderen. De 

chemische hulpmiddelen die in dit proefschrift ontwikkeld zijn, kunnen mogelijk helpen bij 

het ontdekken van nieuwe therapeutische mogelijkheden om aandoeningen waarbij 

neurodegeneratie, ontstekingen en voeding betrokken zijn te behandelen. 

Dankwoord 

Olivier Béquignon en Gerard van Westen worden hartelijk bedankt voor het bouwen van 

het homologiemodel en het uitvoeren van de computationele experimenten. 
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Experimentele procedures 

Computationele chemie 

Het homologiestructuurmodel van humaan PLA2G4E is met behulp van SWISS-MODEL gegenereerd 

uit de röntgenstructuur van hPLA2G4D (5IXC44, verkregen uit The Protein Data Bank), die 47% 

sequentie-identiteit deelt met hPLA2G4E. De verkregen structuur is voorbehandeld met Schrödinger 

Protein Preparation Wizard met standaardparameters. IK015 is voorbehandeld met Schrödinger 

LigPrep met standaardparameters. IK015 is vervolgens in het PLA2G4E-model geplaatst met behulp 

van CovDock, waarbij Ser412 geselecteerd is als het reactieve residu dat een nucleofiele aanval uitvoert 

op een dubbele band, in thorough sampling mode. Dockingsresultaten zijn visueel geanalyseerd en 

afbeeldingen zijn gecreëerd in BIOVIA Discovery Studio 2016, waarbij de covalente binding tussen het 

eiwit en ligand verwijderd is om praktische redenen. 
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