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Gebruik van onnatuurlijke aminozuren levert nieuwe geneesmiddele
biochemische en evolutionaire vergezichte
chemische biologie en

e bouw
voor chemie en
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olorful beads, zo noemt Rob

Liskamp ze in zijn recente artikel

over onnatuurlijke aminozuren
en peptide-achtige verbindingen in
ChemBioChem. “Die beeldspraak van
aminozuren als kralen in een ketting
vind ik heel treffend. De mens heeft twin-
tig verschillende aminozuren, waarmee
je eindeloos veel variaties kunt maken.
Bovendien is de keten vaak net zo flexibel
als een kralenketting.”

Maar waar twintig varianten al veel
combinaties bieden, zien chemici en bio-
logen eindloze vooruitzichten voor nieu-
we, door de mens bedachte aminozuren.
Daarmee zou je onder meer de werking
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van geneesmiddelen kunnen verbeteren
en hun afbreekbaarheid kunnen bein-
vloeden, zegt Liskamp.

“Het lichaam is heel efficiént in afbre-
ken en afvoeren”, vertelt hij. “Dat geldt
met name voor stoffen die je van buitenaf
toedient. Bij de ontwikkeling van thera-
peutische peptiden en eiwitten is dat al-
tijd een probleem. Door onnatuurlijke
aminozuren in te bouwen, kun je probe-
ren die processen te beinvloeden.”

De Utrechtse onderzoeker doet dat door
structuren te ontwerpen die geinspireerd

zijn op aminozuren en
peptiden, maar daar
subtiel van verschil-
H len, zodat bijvoor-
beeld proteases er
minder grip op heb-
ben. Het leidt tot
een soort molecu-
laire mimicry.
Vandaar dat het veld
ook wel bekend staat als
peptidomimetics.
Liskamp wil bijvoor-
beeld graag nieuwe
peptide-achtige struc-
turen vinden met
antimicrobiéle of anti-
schimmelwerking. De

Algemene structuur van aminozuren. De restgroep R kan oneindig
veel vormen aannemen. Toch gebruikt het menselijk lichaam
slechts twintig verschillende aminozuren.

natuur levert al krachtige
op peptiden gebaseerde
stoffen, zoals de antibiotica

belovende huwelijk t

vancomycine (een glycopeptide met
zeven aminozuren) en penicilline (een
gemodificeerd tripeptide). Een andere
bekende is de veelgebruikte immuunsup-
pressor cyclosporine-A: een ring met elf
aminozuren.

‘Het is de vraag of de
natuur het niet ook al
heeft gemaakt’

In de farmaceutische industrie is pepti-
domimetics al een bron gebleken van
interessante nieuwe middelen, zoals het
chemotherapeuticum bortezomib. Dat is
een boor bevattend dipeptide dat wordt
ingezet tegen myeloom, een kwaadaardige
woekering van been- of ruggenmerg.
Andere voorbeelden zijn een hele batterij
virusremmers: peptideachtige structuren
die proteases van het aids- en hepatitis
C-virus blokkeren.

Liskamp verwacht dat grootschalige
synthese en screening nog veel meer
verrassende nieuwe aminozuren en pep-
tiden kunnen opleveren. “De natuur heeft
al zoveel voorbeelden van bruikbare
peptideachtige moleculen opgeleverd”,
zegt hij. “Ook wat betreft het gebruik van
onnatuurlijke aminozuren. Bacterién
doen dat op veel meer manieren, bijvoor-
beeld met D-aminozuren in de celwand.
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Wij denken vaak dat we heel origineel
zijn, maar het is de vraag of de natuur het
niet ook al heeft gemaakt.”

Wie de aminozuursamenstelling van
peptiden en eiwitten wil veranderen, kan
twee routes kiezen. Voor kleinere pepti-
den is dat in de regel organisch chemi-
sche synthese, voor grotere eiwitten wordt
het inbouwen overgelaten aan cellen.

VORDERINGEN

Wat betreft het in vivo inbouwen zijn er
flinke vorderingen gemaakt. Pioniers op
dit gebied waren Peter Schultz en colle-
ga’s, die eind jaren 9o de eerste pogingen
deden om de bacterie E. coli op com-
mando een onnatuurlijk aminozuur te
laten gebruiken. De methode is nu geper-
fectioneerd en werkt bij verschillende
bacteriesoorten, gist en eukaryote cellen.

Het levert een eindeloze reeks publicaties
op. Zo zijn er azide- en alkynbevattende
aminozuren toegepast die gebruikt worden
voor koppeling via zogeheten clickchemie.
Daarmee kun je allerhande groepen en
ketens aan eiwitten koppelen, zoals toxines
en fluorescerende en radioactieve groepen.
Onnatuurlijke aminozuren met specifieke
isotopen maken nieuwe spectroscopische

studies mogelijk, bijvoorbeeld naar
eiwitvouwing en enzymactiviteit. En
onnatuurlijke aminozuren met foto-
reactieve eigenschappen maken allerlei
nieuw in vivo onderzoek mogelijk. Je kunt
bijvoorbeeld transcriptiefactoren in gist
met licht activeren en zo hun intracel-
lulaire gedrag bestuderen. Er zijn
zelfs structurele ingrepen
mogelijk: als je o-nitrofe-
nylalanine inbouwt, valt
een eiwit na een lichtpuls in
twee stukken uiteen.

Tot slot zijn er opvallende
resultaten geboekt met immunoreactieve
aminozuren. Het vervangen van een enkel
aminozuur in lichaamseigen eiwitten door
nitrotyrosine, leidt bij muizen tot een ste-
vige autoimmuunrespons. Dat biedt voor-

‘Het zijn echt nieuwe
takken in de moleculaire
evolutie’

uitzichten voor anti-tumorvaccinatie en de
bestudering van auto-immuunziekten.
Concrete medicinale toepassingen zijn
al in ontwikkeling. Het humaan groei-
hormoon hGH, dat al decennialang door
bacterién wordt geproduceerd, moet bij
patiénten Dbijvoorbeeld regelmatig wor-
den geinjecteerd. Koppeling aan poly-
ethyleenglycol (PEG) kan die frequentie
flink omlaag brengen. Wetenschappers
zijn er inmiddels in geslaagd om hGH op
strategische plekken te voorzien van
p-acetylfenylalanine. Dat aminozuur lijkt
sterk op fenylalanine, met als belangrijk
verschil dat het zich door een keto-groep

AMINOZUREN INBOUWEN

Een extra kraal laat zich niet simpelweg
toevoegen aan de ketting van twintig
aminozuren. Daarvoor moet je eerst
flink sleutelen aan de genetische blauw-
druk van E. coli en z'n eiwitsynthese.

Er zijn onder meer aanpassingen nodig
in het codongebruik, en er moet van
buitenaf een nieuw transfer-RNA (tRNA)
met het bijpassende enzym worden
ingebouwd. Dat enzym koppelt het on-
natuurlijke aminozuur aan het tRNA.

Normaal gesproken codeert E. coli zijn
eiwitten met 61 codons en drie stopco-
dons (TAG, TAA en TGA). Vooral TAG
wordt zelden in E. coli gebruikt en is
daarom beschikbaar om onnatuurlijke
aminozuren mee te coderen.

Om het extra aminozuur toe te voegen,
zonder verstoring van de rest van de
eiwitsynthese, gebruiken wetenschap-
pers tRNA's met bijbehorend aminoacyl-
tRNA-synthetase, afkomstig uit een ar-
chaebacterie. Vervolgens moeten ze door
mutatiescreening van de actieve site van
het aminoacyl-tRNA-synthetase een vari-
ant opsporen die trefzeker het gewenste
onnatuurlijke aminozuur kan koppelen
aan het bijpassende tRNA. Dit is nodig
bij ieder onnatuurlijk aminozuur.

Deze ingreep is bij E.coli al geslaagd
met meer dan vijftig verschillende onna-
tuurlijke aminozuren. En ook gist en
zelfs dierlijke en menselijke cellen
kunnen inmiddels onnatuurlijke amino-
zuren inbouwen. |

Bortezomib, een medicijn tegen myeloom, is
het resultaat van peptidomimetics. Het is een
dipeptide dat boor bevat
(roze in bovenstaande tekening).

heel makkelijk en specifiek laat koppelen
aan PEG. Die koppeling is op industri€le
kilogramschaal mogelijk. Na veelbelo-
vende testresultaten bij ratten vinden op
dit moment klinische trials plaats met
het gemodificeerde groeihormoon.

Liskamp ziet in onnatuurlijke amino-
zuren en peptidomimetics een bron van
evolutionaire variatie. “We kijken naar de
natuur en leren ervan. En je vraagt je af of
we het misschien beter en efficiénter kun-
nen ontwerpen. Je verwacht toch dat de
katalyse-activiteit van natuurlijke enzymen
of de binding door antilichamen lokale op-
tima zijn. Met geheel nieuwe bouwstenen
kan het wel eens verder komen.”

OPTIMUM

Inmiddels zijn Australische enzymolo-
gen ook aan de slag gegaan met
onnatuurlijke aminozuren. De eerste re-
sultaten zijn indrukwekkend: het bacteri-
ele fosfotriesterase zit met de afbraak van
het pesticide paraoxon waarschijnlijk
zeer dicht in de buurt van zn evolutio-
naire optimum. En toch levert de verwis-
seling van een enkel aminozuur in de
bindingsplaats van een op de computer
ontworpen variant een tienvoudige
verbetering van de enzymactiviteit.

Het laat zien dat onnatuurlijke amino-
zuren evolutionaire wegen openen die
via gewone mutagenese en screening
met de twintig basisaminozuren buiten
bereik zijn. Liskamp: “En dan laat ik
koolhydraten nog buiten beschouwing;
vrijwel alle eiwitten in ons lichaam wor-
den geglycosileerd. Ook dat levert allerlei
nieuwe combinatiemogelijkheden. Er
komen op dit moment vanuit de chemie
en biologie zoveel zaken samen, dat je
echt kunt spreken van nieuwe takken in
de moleculaire evolutie.” |




