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Die Enzyme natiirlicher Systeme haben Naturwissenschaftler schon
immer inspiriert. Die komplexen Prozesse, auf denen ihre Selektivitiit
und Effizienz beruhen, kommen langsam ans Tageslicht. Viele bio-
mimetische Katalysatoren wurden nach ihrem Vorbild entworfen, al-
lerdings liegt fast immer der Schwerpunkt auf der Umwandlung nie-
dermolekularer Substrate. Die Natur hingegen kennt viele katalytische
Systeme, die ganze Polymere modifizieren, replizieren oder abbauen,
und das oft in prozessiver Weise. Beispielsweise kann das Anklam-
mern des Katalysators an das Polymersubstrat zu einer solchen Pro-
zessivitdt fiihren und, als Folge einer grofien effektiven Molaritiit, die

Geschwindigkeit der Katalyse erhohen. Dieser Kurzaufsatz stellt ver-
schiedene Strategien der Prozessivitit in natiirlichen Systemen und
deren Eigenschaften vor. Zudem werden die Erfolge beschrieben, die
Chemiker bei der Nachahmung eines der grofiartigsten Tricks der

ziges Mal assoziieren, um eine Reihe
von Umwandlungen auszufiihren.
Eine derartige Aufreihung poten-
zieller Reaktionszentren ruft das
Konzept der effektiven Molaritédt auf
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Natur bislang verbuchen konnten.

1. Einleitung

Eine Katalyse kann als prozessiv bezeichnet werden,
wenn der Katalysator an sein Substrat assoziiert und an-
schlieBend seine katalytische Reaktion mehrmals ausfiihrt,
bevor er dissoziiert. Nur selten lduft Prozessivitdt darauf
hinaus, dass mehrere Umwandlungen an ein und demselben
niedermolekularen Substrat vorgenommen werden. Im All-
gemeinen sind prozessive Katalysatoren aber auf polymere
Substrate spezialisiert. Diese Spezialisierung ist nicht iiber-
raschend: Die sich wiederholenden Monomere in einem Po-
lymer und dessen relativ hoher Ordnungsgrad bieten beste
Voraussetzungen dafiir, dass ein Katalysator dieselbe Reak-
tion wiederholt ausfithren kann. Ein distributiver Katalysator,
der nach dem iiblichen Schema aus Assoziation-Umwand-
lung-Dissoziation vorgeht, gerdt in diesem Szenario in
Nachteil, denn ein prozessiver Katalysator muss nur ein ein-
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den Plan. Da der Katalysator mit dem

Polymer, auf dem sich seine potenzi-

ellen Reaktionszentren befinden, ver-

bunden ist und an diesem entlang
gleiten kann, wird er bereits effektiv fiir seine néchste Re-
aktion ausgerichtet.!! So wird der dreidimensionale Raum, in
dem der Katalysator normalerweise diffundieren wiirde, auf
einen zweidimensionalen reduziert, was die Substratmolaritét
virtuell erhoht. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die
meisten kiinstlichen prozessiven Katalysatoren einen Rota-
xan-artigen Wirkmechanismus aufweisen.”! Die erhohte ef-
fektive Molaritdt kommt in einer bemerkenswert hohen Ef-
fizienz zum Ausdruck und ebnet den Weg fiir die sequenzielle
Katalyse: die Umwandlung von Substraten nach einer vorher
entworfenen Sequenz. Bedenkt man die ausgiebige Nutzung
von Polymeren durch den Menschen und die Effizienz der
Natur bei ihrer Synthese und selektiven Modifizierung, so
sind erst erstaunlich wenige biohybride oder vollsynthetische
prozessive Katalysatoren entwickelt worden. Kiinstliche
molekulare Maschinen bieten auf diesem Gebiet hervorra-
gende Erfolgsaussichten.”!

Das Ziel dieses Kurzaufsatzes ist es, die Wirkungsweise
natiirlicher prozessiver Katalysatoren zu beschreiben und
erste Ansétze zur Nachahmung ihres Verhaltens vorzustellen,
um Forscher zu weiterfilhrenden Arbeiten anzuregen.
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2. Prozessive Enzyme in der Natur

Ein schnell arbeitendes Enzym muss, um den moglichen
hohen Umsatz zu erzielen, leicht in Kontakt mit seinem
Substrat kommen. Analog kann ein Enzym mit groer Sub-
strataffinitidt diesen Vorteil nur dann zum Tragen bringen,
wenn es nicht nur einen langsamen Umsatz bewirkt. Diese
Einflussfaktoren werden in Enzymkinetikmodellen beriick-
sichtigt. Das Michaelis-Menten-Modell besagt etwa, dass die
Effizienz eines Enzyms nicht nur von seiner maximalen
Umsatzgeschwindigkeit vy, (in s™'), sondern auch von seiner
Affinitat fiir sein Substrat abhéngt, die in Form der Michaelis-
Konstante K, (in M) einflieBt. K,, ist umgekehrt proportional
zur Bindungsaffinitit, sodass den meisten effizienten Enzy-
men eine Kombination aus hohem v,,,, und niedrigem K, zu
eigen ist. Natiirliche prozessive Enzyme sind im Allgemeinen
verbliffend effizient. Sie nutzen ihre Prozessivitit, um ihre
effektiven K -Werte zu verbessern und ihre Produktivitét zu
steigern. Nach dem Ausmaf3 des Substratumschlusses durch
diese Enzyme sind zwei Klassen zu unterscheiden: solche, die
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ihr Substrat vollstindig umschlieBen, und solche, die ihr
Substrat nur teilweise umfassen.!!

In der Natur tritt Prozessivitédt auch in nichtkatalytischen
Motorproteinen® und bei Nicht-Protein-Systemen (Riboso-
men)® auf. Fiir Details verweisen wir auf die zitierten
Ubersichten.

2.1. Ringférmige Proteine

Wenn ein Enzym ein (bio)polymeres Substrat ginzlich
umschlieft, sind beide topologisch in einem Rotaxan-artigen
Komplex verkniipft. Diese mechanische Verkniipfung macht
eine hoch spezifische Wechselwirkung zwischen der Klammer
und dem Templat iiberfliissig. Ringe, die Nucleinsduren um-
schlieB3en, tun dies in den meisten Fillen mit nichts weiter als
einem positiv geladenen Kanal. Ein Beispiel fiir diesen Ro-
taxan-artigen Prozessivitdtsmodus ist die Exonuclease von
Bakteriophage A% Dieses ringformige Enzym ist ein Homo-
trimer (Abbildung 1a). Es baut DNA vom 5'- zum 3’-Ende
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Abbildung 1. Substrate umschlieRende Proteine. A) Die Exonuclease
von Bakteriophage A, ein Homotrimer. Die kleine Offnung auf der
Riickseite ist gerade grofl genug fiir Einzelstrang-DNA (PDB: TAVQ).
B) lllustration der iiber DNA gleitenden A-Exonuclease, die nur einen
Strang abbaut. C) S. solfataricus P2 PCNA, ein gleitendes Heterotri-
mer. Die zentrale Offnung ist gréRer als bei A-Exonuclease. (PDB:
21X2). D) Transglycosylase SIt70 aus E. coli,'” ein unsymmetrischer
Ring. Die Handflichendomine ist rétlich hervorgehoben; unten links
befindet sich der Daumen, rechts die Finger (PDB: TQSA).

hin ab, und dies erklédrt, warum nur einer der beiden durch
seinen Hohlraum passierenden Stringe abgebaut wird. Dar-
tiber hinaus verjlingt sich der Hohlraum: Sein Eingang ist
grof} genug fiir eine Doppelhelix, sein Ausgang lediglich fiir
einen einzelnen Strang.

DNA-Polymerasen erfiillen die entgegengesetzte Funkti-
on, einige von ihnen nutzen aber gleichfalls ringformige
Strukturen. Diese konnen aus mehreren Komponenten be-
stehen. Beispielsweise ist die DNA-Polymerase gp43 des
Bakteriophagen T4 nicht inhérent prozessiv,” sie kann aber
mit dem homotrimeren Klammerprotein gp45 assoziieren.
Dieses kann DNA fast vollstdndig umschlie3en, wobei es eine
C-Form annimmt und nur die Grenzfliche einer einzigen
Untereinheit freildsst. Ohne katalytische Funktion gleitet es
tiber die DNA, doch wenn das Ende von gp43 in der Liicke
andockt, wird die DNA vollstandig umschlossen und die Po-
lymerase mit ihrem Templat verkniipft. Dieses Andocken ist
ein dynamischer Vorgang, da weitere Kopien der Polymerase
ihre Vorgénger ersetzen konnen; auf diese Weise konnten
Lisionen bei der DNA-Replikation umgangen werden.”!

Die Rekrutierung mehrerer Enzyme sollte einfacher
durch ein Heterotrimer moglich sein, wie es in dem Archaeon
S. solfataricus P2 auch wirklich der Fall ist.”) Sein klammer-
formiger Prozessivitdtsfaktor mit dem archaischen Namen
»proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA; Abbildung 1c¢)
besteht aus den Unterfaktoren 1, 2 und 3 im Verhiltnis 1:1:1.
Das komplette Heterotrimer, nicht aber die einzelnen Un-
tereinheiten, bindet die DNA-Polymerase, die DNA-Ligase I
und die 5'-Nuklease von S. solfataricus. Dadurch wird eine
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vollstandige Proteinmaschine zu einer einzigen prozessiven
Architektur verbunden.”

Abgesehen von symmetrischen Ringen finden sich fiir
manche prozessiven Enzyme auch unsymmetrische Ringe.
Diese Ringe werden oft mit Hinden verglichen — mit Hand-
flichen-, Daumen- und Fingerdoménen — wie fiir die lytische
Transglycosylase SIt70 aus E. coli in Abbildung 1d gezeigt.
Mit dieser Hand verkniipft ist die katalytische Doméne: ein
nichtprozessives Lysozym, das wie zufillig am Ring hingt.['"
Indem das Protein mit seiner Hand Polysaccharidstringe der
Zellwand greift, kann es diese prozessiv abbauen, bis es an
eine Vernetzungsstelle gelangt. So wird sichergestellt, dass die
Polysaccharid-Kettenenden der bakteriellen Zellwand ver-
netzt sind.

Auch die T7-DNA-Polymerase nutzt einen unsymmetri-
schen Ring, um DNA zu binden, allerdings konnen die Fin-
gerdoménen diese nicht vollstindig umschlieSen. Dies er-
moglicht ein zusétzlicher Prozessivititsfaktor (Thioredoxin),
der dabei hilft, die Finger zu strecken.'!! Wie fiir die T4-Po-
lymerase wird der Ring also auch fiir die T7-Polymerase ge-
schlossen.

Die Regulierung der Polymeraseprozessivitit sollte etwas
niher betrachtet werden. Im Allgemeinen werden klammer-
formige Prozessivitdtsfaktoren durch zugehorige Ladepro-
teine aktiv auf ein Templat gepackt.['?l Sie miissen sich also
nicht zum Ende der Nukleinsdurekette bewegen, um ein
Pseudorotaxan zu bilden. Geleitet von Erkennungssequenzen
ermoglichen diese Ladeproteine die Aggregation des ge-
samten Replikationskomplexes. Bei der DNA-Replikation
bewegen sich die Polymerasen nur vom 3’- zum 5’-Ende ent-
lang eines der Templatstringe. Der andere Strang wird
ebenfalls repliziert, jedoch iiber viele kurze Okazaki-Frag-
mente (in Eukaryoten ca. 150 Nukleotide lang), die spiter
ligiert werden. Diese Vorgehensweise erfordert zahlreiche
Ladeereignisse, und die Prozessivitit ist weniger stark aus-
geprégt. Studien haben gezeigt, dass einige Polymerasen tat-
sichlich distributiv vorgehen,® ! sodass die fortschreitende
Polymerisation eine kontinuierliche Rekrutierung und Bela-
dung erforderlich macht. Dieser Modus ist offensichtlich
ausreichend fiir die Bildung kurzer DNA-Fragmente.

2.2. Substrat-Bindefurchen

Viele prozessive Enzyme umschlieen ihre Template nur
teilweise. Dadurch ist die strukturelle Grundlage ihrer Pro-
zessivitat weniger offensichtlich. Viele dieser nicht topolo-
gisch angekniipften Enzyme verfiigen iiber eine gro3e Furche
oder eine andersartige Bindedomaéne fiir ihr Substrat. Solch
eine grole Oberfliche hat Vorteile, denn der Katalysator
kann Wechselwirkungen mit mehreren benachbarten Zentren
auf einem einzigen Polymer eingehen, was die Spezifitit er-
hoht. Wichtiger ist vielleicht aber, dass das Gleiten des Ka-
talysators entlang des Templats erleichtert wird, weil die
Assoziation auf mehreren mafig starken Wechselwirkungen
beruht und nicht auf wenigen starken.

Die Dynamik des Gleitens sei am Beispiel der Familie-18-
Chitinasen illustriert." Diese Enzyme haben Chitin-Binde-
furchen (Abbildung 2 a) und depolymerisieren ihre Substrate;
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Abbildung 2. Chitinase und ihre Substratbindefurche.'! A) Zwei An-
sichten von Chitinase B aus S. marcescens (PDB: 1E15). An der Chitin-
bindung beteiligte Reste sind hervorgehoben. B) Energieprofil eines
Polysaccharids, das durch ein Protein gleitet. Die Kombination von
Arenstapelung (hellgraue Linie) und Wasserstoffbriicken (dunkelgraue
Linie) fithrt zu einem relativ glatten Gesamtenergieprofil (schwarze Li-
nie). Originaldaten aus Lit. [15].

sie sind von gro3em Interesse fiir die Aufwertung von Bio-
masse. Im Fall unloslicher Substrate wie Chitin ist die Pro-
zessivitit notwendig: Kurzzeitig geloste Chitinketten werden
an einer erneuten Assoziation mit dem Feststoff gehindert,
und neuerliche Assoziationsschritte nach jeder einzelnen
Reaktion werden tiberfliissig, was dann ein groBer Vorteil ist,
wenn Substrate umgesetzt werden, bei denen dieser Binde-
schritt die hochste Energiebarriere darstellt. Hier spielt ver-
mutlich die Tatsache eine Rolle, dass eine Furche leichter
zugénglich ist als ein vollstandig umschlossener Bereich.

Zwischen dem Enzym und dem Chitin liegen vorrangig
hydrophobe Wechselwirkungen vor, wobei Tyrosinreste in
der Furche mit beiden Seiten eines Zuckerrings wechselwir-
ken — ein héufiges Motiv der Kohlenhydrat-Protein-Wech-
selwirkung."¥ Hydrophobe Wechselwirkungen betreffen
ganze Bereiche und nicht einzelne Bindungspartner, wie es
etwa bei Wasserstoffbriicken der Fall ist, die auch in der
Chitin-Erkennung eine wichtige Rolle spielen. Diese Tatsa-
che erleichtert das Gleiten zusétzlich. Das Gleitenergieprofil
in Abbildung 2b zeigt die Beitrdge von m-n-Stapelung und
Wasserstoffbriicken fiir eine strukturverwandte Polysaccha-
ride transportierende Pore.!"” Hier fallen die Minima der mt-7t-
Stapelung mit den Maxima der Wasserstoffbriicken zusam-
men, sodass sich ein vergleichsweise flaches Gesamtenergie-
profil ergibt. Ein entsprechendes Zusammenspiel verschie-
dener Wechselwirkungen ermoglicht das glatte Gleiten des
Chitins.'¥

Gleiten ist auch fiir die BamHI-Restriktionsendonuclease
von Bedeutung. Sie kann eine spezifische DNA-Sequenz er-
kennen und anschlieBend hydrolysieren." Die katalytischen
Reaktionen von BamHI sind schneller als aufgrund von
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Abbildung 3. Zwei Bindungsmodi fur BamHI." A) Ungezielte Bin-
dung: BamHI setzt sich auf DNA (blau hervorgehoben) und gleitet an
dieser entlang (PDB: TESG). B) An einer Erkennungssequenz hilt eine
Konformationsianderung das DNA-Substrat an und 6ffnet das aktive
Zentrum (PDB: 3BAM).

Diffusion zu erwarten, was mit ihrer DNA-Bindefurche er-
klart wird (Abbildung 3). BamHI assoziiert unspezifisch mit
DNA, auf der sie wie ein Sattel aufsitzt. Dann gleitet sie an
der DNA entlang, bis sie auf ihre Zielsequenz trifft. Dies
induziert eine Konformationsidnderung: Zwei a-Helices ent-
rollen sich und wickeln sich in die kleine Furche der DNA, die
dadurch fast vollstindig umschlossen wird (Abbildung 3b).
Der ungezielte Bindungsmodus — BamHI sucht gleitend nach
ihrer Zielsequenz — nutzt nur schwache elektrostatische
Wechselwirkungen und keinerlei Basenpaare; er ist se-
quenzunabhingig. Der gezielte Bindungsmodus wird dagegen
durch die Erkennungssequenz induziert und nutzt Protein-
Nukleotid-Wechselwirkungen; er fiihrt letztendlich zur Spal-
tung. Nach der Hydrolyse kann das Enzym auf der Suche
nach weiteren Restriktionsstellen weitergleiten. Interessan-
terweise hilft die Prozessivitét in diesem Fall nicht dadurch,
dass Substrate aufgereiht werden, sondern dadurch, dass eine
dreidimensionale Diffusion auf eine effizientere lineare re-
duziert wird.'"”? Um den Vorteil zu messen, der durch diese
Prozessivitit erzielt wird, wurden fiir bestimmte Systeme die
exakten Beitrdge der Substrat-Substrat-Abstinde und der
Polymertemplatlinge ermittelt.'®! Dank seiner offenen Fur-
che kann das gleitende Enzym an die DNA gebundene Pro-
teine iiberspringen, was geschlossenen Ringen unmoglich
ist.['")

2.3. Nichtpolymere Substrate

Prozessivitit ist nicht auf polymere Substrate beschrénkt.
Beispielsweise  hat  Schweinepankreas-Phospholipase A,
(PLA2) eine hydrophobe Seite fiir die Katalyse auf Mem-
brangrenzflachen. Das aktive Zentrum ist von dieser Seite aus
durch einen Ring aus kationischen Resten zugénglich, welche
das Herauslosen der anionischen Lipidsubstrate aus der
Membranen unterstiitzen.””! Die Membran schirmt ihrerseits
die hydrophobe Seite der PLA gegen das Losungsmittel ab.
Dadurch wird sichergestellt, dass das Enzym mit der Mem-
bran assoziiert bleibt: Wurde eine Suspension von Lipid-
vesikeln, die mit PLA?2 beladen sind, mit frischen Vesikeln
versetzt, so wechselte PLA2 nicht auf die neuen Vesikel.
PLA2 arbeitet also prozessiv auf einer Membran.

Die Vitamin-K-abhingige Carboxylase (VKDC) aktiviert
mehrere Glutamate seiner Substratproteine durch Carboxy-

www.angewandte.de

Chemie

11607


http://www.angewandte.de

11608 www.angewandte.de

Angewandte

Kurzaufsiitze

lierung, sodass sie z.B. als Bausteine fiir Proteinmatrices
dienen konnen.”Y Untercarboxylierte Substrate werden als
nachteilig fiir die Matrixbildung angesehen, was die Bedeu-
tung einer vollstandigen Carboxylierung der einzelnen Pro-
teine erkldren wiirde. Da VKDC prozessiv vorgeht, kommt es
selten zu einer vorzeitigen Dissoziation der Proteinsubstrate
vom Enzym. Seine Prozessivitit unterscheidet sich von allem
bisher Diskutierten: VKDC verfiigt tiber ein Exozentrum,
das eine spezifische Proteinsequenz — ein so genanntes Pro-
peptid — erkennt (Abbildung 4). Das Propeptid bindet fest an
das Exozentrum, und das Substratprotein erhilt dadurch ge-
niigend Zeit, um alle seine Glutamatreste durch das aktive
Zentrum der VKDC carboxylieren zu lassen, bevor das Pro-
peptid schlieBlich dissoziiert.

~ [23
I S

Propeptid bindet am Exozentrum:
prozessive Katalyse

ohne Propeptid: distributive Katalyse

Abbildung 4. Die Grundlage der Prozessivitit von VKD-Carboxylase.?"!
A) Eine Sequenz in den Substratproteinen (das Propeptid) bindet an
das Exozentrum in VKDC. Daraufhin wandelt das Enzym alle Gluta-
matreste des Substrats um. B) Werden Substrate ohne Propeptid ange-
boten, so arbeitet VKDC distributiv. Die dabei beobachtete Steigerung
der Katalysegeschwindigkeit deutet an, dass seine Prozessivitit den
Umsatz hemmt.

Studien an Peptiden mit mehreren Glutamatresten, aber
ohne Propeptid, und VKDC ergaben schnellere Umsetzun-
gen, allerdings ohne Prozessivitét. Dies spricht dafiir, dass das
Propeptid die Umsetzung durch die Carboxylase verlang-
samt, vielleicht indem es stidrker bindet als unbedingt erfor-
derlich und den Zugang zum aktiven Zentrum nach erfolgter
Umsetzung des Substrats blockiert. Die Prozessivitdt von
VKDC wire demzufolge in Zusammenhang mit einem aus-
gewogenen Verhiltnis von Bindungsaffinitdt zum Substrat
und Umsatzgeschwindigkeit zu sehen. Der Mechanismus
konnte aber auch komplizierter sein: Die fortschreitende
Carboxylierung des Substrats konnte zu einer sich verstér-
kenden Ladungsabstoung zwischen Substrat und Enzym
filhren, sodass ein vollstdndig carboxyliertes Substrat viel
schneller vom Enzym dissoziieren wiirde als ein frisches.
Uberdies wurden basische Bereiche in der Umgebung des
aktiven Zentrums ausgemacht. Carboxylierte Substratposi-
tionen konnten an diese Bereiche binden und gemeinschaft-
lich eine Konformationsinderung des Exozentrums von
VKDC auslosen, als deren Folge das Propeptid dissoziiert —
allerdings erst, nachdem das Protein weitestgehend carboxy-
liert wurde.”!! Der genaue Mechanismus der Prozessivitit von
VKDC ist noch nicht aufgekldrt, aber die Vorstellung einer
derart ausgelosten Substratfreisetzung nach prozessiver
Umsetzung ist faszinierend.

Eine letzte Art der Prozessivitit findet sich schlielich in
der Cytochrom-P450-Familie. Man kann die Cytochrome
zwar nur mit viel gutem Willen als wirklich prozessiv be-
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zeichnen, aber auf einigen ihrer Pfade zeigen sie ein ent-
sprechendes Verhalten. So katalysiert Cytochrom P45011B2
die dreistufige Umwandlung von Desoxycorticosteron in Al-
dosteron, wihrend der das Substratmolekiil nicht dissozi-
iert.’”! Andere Cytochrome vermitteln dieselben Reaktionen,
sie tun dies aber distributiv. Das Auftreten von Prozessivitét
in P450-Cytochromen lésst sich folglich nicht vorhersagen,™!
sodass sie sich als Vorbilder fiir kiinstliche prozessive Kata-
lysatoren nicht unbedingt aufdréangen. Dennoch ist ihre Pro-
zessivitdt nicht ohne Bedeutung: Medizinalchemiker, die
Wirkstoffe gegen Cytochrom-Pfade entwerfen, miissen wis-
sen, ob es sich bei dem Molekiil, das sie als Angriffspunkt
wihlen, um ein Substrat oder um die Zwischenstufe einer
prozessiven Katalysesequenz handelt. Davon abgesehen wird
prozessive Katalyse nur selten fiir niedermolekulare Sub-
strate beobachtet.

2.4. Bindungsmodi in der Natur

Natiirliche prozessive Enzyme verkniipfen sich entweder
mechanisch mit ihren biopolymeren Substraten oder stellen
fiir diese eine groBe Bindefurche bereit.'! Im Allgemeinen
scheint die Substraterkennung nichtspezifisch zu sein, was das
Gleiten des Katalysators begiinstigt. Furchen bilden leicht
Komplexe, was vorteilhaft fiir schlecht definierte Substrate ist
(wie hydrophobe Materialien! oder Fremdplasmide).!"!
Mechanische Verkniipfungen ergeben eine hohere Prozessi-
vitdt, erfordern aber eine vermittelte Komplexierung; sie
eignen sich fiir lebensnotwendige Prozesses wie die DNA-
Replikation.”

Nichtbiopolymere Substrate scheinen nicht in dieses all-
gemeine Muster zu passen. Sie haben entweder die Form
aggregierter Membranen, an die Enzyme assoziieren kon-
nen,™ oder sie enthalten spezielle Erkennungseinheiten, die
an Exozentren eines Enzyms binden.”!! Sie koénnen auch
dermaBlen hydrophob sein, dass sie so lange an das aktive
Zentrum assoziiert bleiben, bis ein bestimmtes Ausmafl an
Hydroxylierung erreicht ist.”) Bei der Evolution prozessiver
Enzyme geht die Natur also sowohl mit System als auch mit
Einfallsreichtum vor.

3. Kiinstliche Prozessivitt

Die Nachahmung der natiirlichen Prozessivitdt ist ein
junges Forschungsgebiet. Es wurden aber bereits Erfolge er-
zielt, die einen Einblick in zahlreiche Aspekte des Phéno-
mens geben.

3.1. Makrocyclische Katalysatoren

Wie in Lit. [2] dargelegt, wurde der erste katalytisch ak-
tive makrocyclische Wirt, der als prozessives Enzymmimeti-
kum anzusehen ist, kurz nach der Jahrtausendwende entwi-
ckelt. Seine Struktur vereint einen starren U-formigen Re-
zeptorhohlraum mit einem Durchmesser von ungefihr 9 A
und einen kovalent angekniipften Mangan(III)-Porphyrin-
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Abbildung 5. Prozessive Epoxidierung von Polybutadien durch einen
katalytischen Makrocyclus.” A) Links: Struktur des Makrocyclus
(griin) und des sperrigen axialen Liganden (blau). Rechts: Gleiten des
Makrocyclus-Ligand-Komplexes entlang der Polymerkette von einer Sei-
te zur anderen und Epoxidierung der Doppelbindungen. B) Einfideln
eines auf einer Seite blockierten Polymers; der Makrocyclus (blau)
muss die ganze Polymerkette entlangwandern, bis er seine Viologen-
Bindestation erreicht. C) Nichtsequenzielle prozessive Epoxidierung
der Polymerkette. Siehe Lit. [2], zit. Lit.

Deckel. Dieser Katalysator wurde auf ein polymeres Alken
gefadelt, das er prozessiv epoxidierte (Abbildung Sa). Um
sicherzustellen, dass die Katalyse ausschlieBlich im Inneren
des Hohlraums ablduft, wurde ein sperriger axialer Ligand (4-
tert-Butylpyridin) an das Manganzentrum koordiniert, der
nicht in den Hohlraum passt. Axial koordinierende Substi-
tuenten am Porphyrinsystem erfiillten denselben Zweck.* In
Gegenwart einer Sauerstoffatom-Quelle wandelte der Kata-
lysator Polybutadien (M, 300000, 98% cis) binnen zwei
Stunden vollstdndig in das entsprechende Polyepoxid um.
Diese Effizienz spricht stark dafiir, dass die Katalyse in einer
Pseudorotaxan-artigen Topologie verlduft, wobei der Ma-
krocyclus iiber die Polymerkette gleitet und diese in prozes-
siver Manier epoxidiert. Dieser Mechanismus wurde durch
Kontrollexperimente bewiesen: Blockieren des Hohlraums
durch den hoch affinen Gast N,N'-Dimethylviologen verhin-
derte das Einfddeln des Polymers und verlangsamte die Ep-
oxidierung drastisch. Der stereochemische Verlauf der durch
den Wirt katalysierten Reaktion (20% cis und 80% trans)
wurde umgekehrt, wenn ein entsprechender Manganpor-
phyrin-Katalysator ohne Rezeptorhohlraum eingesetzt wur-
de. Diese Stereoselektivitdt wurde dem Einfluss des engen
Hohlraums zugeschrieben: In seinem Inneren wird der
Ubergangszustand mit dem geringeren Raumbedarf bevor-
zugt, und es resultiert das trans-Epoxid.

Diese Ergebnisse sprachen fiir eine prozessive Reaktion.
Nun war noch die Moglichkeit auszuschlieen, dass die Po-
lymerkette nur Schleifen durch den Hohlraum des makrocy-
clischen Katalysators wirft und nicht in diesen einfddelt.
AufBlerdem war fraglich, ob die Epoxidierung des Polymers
sequenziell oder in zufélliger Folge verlduft. Diese Aspekte
wurden in systematischen Untersuchungen zum FEinfddeln
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einer Reihe definierter Ketten mit einer Viologen- und einer
blockierende Gruppe an einem Ende in metallfreie und
Zinkanaloga des makrocyclischen Wirts geklart.’”! Der Ma-
krocyclus konnte die Viologeneinheit dabei nur erreichen,
indem er am offenen Ende einfiddelte und die gesamte Kette
bis zu dieser hinabglitt (Abbildung 5b). Dieser Prozess lief
auf der Minutenskala ab und war mit NMR- und Fluores-
zenzspektroskopie zu verfolgen. Die Experimente bewiesen
den Mechanismus des Einfiadelns und etablierten das System
als die erste synthetische prozessive (Pseudo)Rotaxan-Kata-
lyse.

Ein weiterer kiinstlicher Katalysator mit Rotaxan-Wirk-
modus wurde von Haradas Gruppe beschrieben.”® Bei der
prozessiven Polymerisation von d-Valerolacton (8-VL) dien-
ten Cyclodextrine (CDs) sowohl als Katalysator als auch als
gleitende Klammer. f-CDs konnen Lactone einschlieBen,
aktivieren und o6ffnen und auf diese Weise die d-VL-Poly-
merisation katalysieren. Einfache -CDs erzeugen allerdings
nur Oligomere. Um eine Polymerisation zu erzielen, wurde
eine zweite CD-Gruppe, ein kleineres a-CD, an das aktive f3-
CD angekniipft (Abbildung 6). Diese zweite CD-Gruppe
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Abbildung 6. Prozessive Polymerisation von 8-Valerolacton durch ei-
nen Klammerkatalysator. Die Klammer (stahlblau, a-Cyclodextrin) ist
liber eine Terephthalamid-Briicke an das aktive Zentrum gekniipft
(gelb, B-CD). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [26].

umschlie3t die Polymerkette als gleitende Klammer und er-
hilt so den Kontakt zwischen wachsender Kette und Kata-
lysator aufrecht. Dieser kiinstliche Klammerkatalysator er-
reichte Umsitze bis 95 % und lieferte Polylactone mit M, bis
16500. Die Briickenldnge erwies sich als wichtiger Parameter:
Kurze Briicken erschwerten die Monomererkennung durch
das aktive CD, wéhrend lange Briicken das Anklammern des
als Prozessivititsfaktor wirkenden CD an die wachsende
Polymerkette erschwerten. Die optimale Briickenldnge be-
trug etwa 7 A, was einer Terephthalsiure-Einheit entspricht.

Die Autoren bewiesen die postulierte Wirkungsweise
durch Zusatz von Adamantan als Inhibitor. Das hoch affine
Adamantan wurde in das aktive (3-CD eingeschlossen, wo-
durch die Polymerisation zum Erliegen kam. Interessanter
war die Untersuchung des Prozessivitidtsfaktors (das nicht-
katalytische a-CD). Weil die wachsende Kette an eine Hy-
droxygruppe von B-CD bindet, konnte ein Klammerkataly-
sator isoliert werden, der ein kurzes Oligomer trug. Zweidi-
mensionale ROESY-NMR-Experimente belegten, dass die
wachsende Kette durch das a-CD gefiddelt war. Ein neuerli-
cher Start der Polymerisation ausgehend von diesem Kom-
plex fithrte zu Umsitzen von 95 % . Wurde das Oligomer aber
— durch Auflosen des Komplexes in DMSO — vom o-CD ab-
gefidelt, so ergaben Versuche, die Polymerisation aufs Neue
zu starten, Umsédtze von maximal 3.5%. Die Beobachtung,
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dass der Zustand des Oligomers — eingefddelt oder nicht — die
Effizienz der Katalyse in diesem Mal beeinflusst, belegt
elegant die Prozessivitidt des kiinstlichen Klammerkatalysa-
tors.”®! Dieses Konzept erinnert an DNA-Polymerasen, die
ein Enzym mit einem separaten, eigens fiir diese Aufgabe
bestimmten Prozessivititsfaktor kombinieren konnen, der
das Substrat vollstindig umschlieft.”

Das letzte hier besprochene Ringsystem wurde 2013 von
Leighs Gruppe vorgestellt.””! Thr Rotaxan besteht aus einem
Makrocyclus mit einem reaktiven Arm und einer Templat-
Achse mit in vorgegebener Sequenz iiber schwache Phenol-
estergruppen angebundenen Aminosduren (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Ein prozessiver Rotaxan-Katalysator bahnt sich seinen
Gleitweg, indem er labil angekniipfte Aminosduren auf ein wachsendes
Oligopeptid tibertragt.?”! Gleitender Makrocyclus (rot), aktives Zen-
trum (griin), Achse (schwarz), Stopper (magenta), Aminosiurereste
(blau).

Der Makrocyclus wird durch eine gro3e Endgruppe auf einer
und die Aminosduren auf der anderen Seite auf der Achse
fixiert. Mit seinem reaktiven Thiolarm kann er die Amino-
sduren der Achse aufheben und an ein wachsendes Peptid
anfligen, um dieses in prozessiver Manier sequenziell um bis
zu drei Reste verlidngern. Vor kurzem wurde eine verbesserte
Synthese eines solchen funktionellen Rotaxans beschrie-
ben,™ das nunmehr auch einen vierten Rest anfiigen kann.
Eine der wichtigsten Verbesserungen beruhte darauf, dass der
Makrocyclus in der urspriinglichen Synthese durch Konju-
gieren des gesamten sequenztragenden Templats fixiert wur-
de. Im kniffligen Einfiddelschritt wurden somit vergleichs-
weise teure Reaktanten eingesetzt. Bei der verbesserten
Synthese wurde der Makrocyclus schon im Vorfeld auf ein
kiirzeres Templat aufgefédelt, das nur die erste Aminosédure
als Stopper trug. Die iibrige Sequenz wurde nachtriglich an-
gefiigt, als sich der Makrocyclus bereits an seinem Platz be-
fand.

Diese Peptidsynthesemaschine erinnert entfernt an das
Ribosom. Beziiglich ihrer Prozessivitit ist sie aber der A-
Exonuclease #hnlicher (Abbildung1)."! Wie diese ist sie
mechanisch mit ihrem Templat verkniipft und kann ihren
Weg erst fortsetzen, nachdem ein Rest katalytisch umgesetzt
wurde, der anderenfalls ihren Fortschritt blockieren wiirde.
Diese niedermolekulare Maschine kombiniert somit zwei
Strategien der Natur.

3.2. Nicht angebundene Katalysatoren

Wie zuvor beschrieben, konnen distributive Enzyme
durch Assoziation mit Prozessivitdtsfaktoren prozessiv wer-
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Abbildung 8. Das ungezielt an DNA gebundene Klammerprotein des
T4-Bakteriophagen (schwarz). Die Klammer ist ein Trimer; jedes Mo-
nomer ist mit einem Mangantripyridylporphyrin (blau) konjugiert, das
die DNA an Positionen mit AAA-Sequenz einkerbt. Die natiirliche Pro-
zessivitdt der Klammer-DNA-Wechselwirkung wird dabei auf den ande-
renfalls distributiven Porphyrinkatalysator tibertragen.!

den. Van Dongen und Clerx etal. nutzten dies in einem
kiinstlichen DNA-Einkerbungskatalysator, indem sie ein
Mangantripyridylporphyrin an das schon vorgestellte T4-
Klammerprotein konjugierten (Abbildung 8).””) Der resul-
tierende Hybridkatalysator verhielt sich — abgesehen vom
Katalysevermogen — gerade so wie die natiirliche Klammer:
Ladeproteine setzen die Klammer aktiv an bestimmten Po-
stionen auf DNA, und er konnte entlang der DNA gleiten.
Das konjugierte Porphyrin interkaliert in die DNA und kerbt
diese an AAA-Sequenzen ein; durch die gleitende Klammer
wirkt es als prozessiver Katalysator. In seinem ungezielten
Gleiten auf der Suche nach potenziellen reaktiven Positionen
dhnelt der Klammerkatalysator stark der BamHI-Endonuc-
lease."! Die Reaktion des angekniipften Katalysators wird
aber nicht durch eine Konformationsinderung des Proteins
ausgelost, sondern durch Interkalation in eine AAA-Se-
quenz, also durch eine gezielte Bindung. Nach erfolgtem
Einkerben des Riickgrats kann der Katalysator frei weiter-
gleiten.

Die verwendete T4-Klammer rekrutiert in ihrer natiirli-
chen Funktion ihre Polymerase, indem sie deren C-Ende an
die Grenzfliche ihrer offenen Untereinheit dockt (siche
Abschnitt 2.1). Dieses Andocken stabilisiert den Komplex
der Klammer mit der DNA. Der Versuch, diesen Prozess
mithilfe eines Peptidanalogons des Polymeraseendes nach-
zuahmen, fithrte zum entgegengesetzten Resultat: Das Peptid
schloss zwar die Liicke, doch tat es dies bereits, wihrend die
Klammer noch in Losung war. So entstand ein geschlossener
Proteinring, der nicht mehr auf die DNA geladen werden
konnte. Der Klammerkatalysator wirkte somit nur noch dis-
tributiv.® Die gewiinschte Stabilisierung des Klammer-
DNA-Komplexes wurde zwar nicht erzielt, das beobachtete
Schalten zwischen prozessivem und distributivem Katalyse-
modus ist aber bemerkenswert.

Nach diesem Beispiel, in dem ein kiinstlicher Katalysator
an ein ansonsten natiirliches System angesetzt wurde, kom-
men wir jetzt zu einem rein kiinstlichen System. Verschiedene
Polymerisationen nutzen Kondensationskatalysatoren, die
wihrend der Polymerisation mit der Kette verbunden blei-
ben. Dieser Aspekt war unerforscht, bis die Gruppe von Kiriy
iiber die Prozessivitit eines Nickelkatalysators berichtete,?”]
mit dessen Hilfe 3-Alkylthiophene durch Katalysatortransfer-
Kumada-Polykondensation polymerisiert wurden. Der Ket-
tenfortpflanzungsmechanismus umfasst Transmetallierung,
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Schema 1. Eine prozessive Kumada-Polykondensation durch einen
Nickel (0)-Katalysator. Nach der Kondensation der Thiophenmonomere
nach einer Seite des 1,4-Dibrombenzol-Initiators kann der Katalysator
tber die Polymerkette gleiten und auch auf der anderen Seite Mono-
mere anfiigen.P!!

reduktive Eliminierung und oxidative Addition (Schema 1).
Der Nickelkatalysator kann als prozessiv bezeichnet werden,
denn er wird zwar zwischen den Katalysezyklen eliminiert,
aber er dissoziiert weder von der Kette, noch reagiert er mit
anderen Monomeren. Statt dessen addiert er oxidativ eine C-
Br-Bindung derselben Kette. Diese Prozessivitdt gab sich
zuerst in folgendem Experiment zu erkennen: Durch Ein-
tauchen einer Oberfliche in eine Monomerlosung wurden
Polymerbiirsten an immobilisierten Katalysatoren erzeugt.
Die Polymerisation der Biirsten verlief wie geplant, und es
gab keine Hinweise auf geloste Polymere. Daraus kann man
schlieBen, dass alle Nickelkatalysatoren mit der Oberfldche
assoziiert bleiben und die an ihnen wachsenden Ketten nicht
verlassen, obwohl diese Moglichkeit bestiinde.

Einen sichereren Beweis, und eine Demonstration dieses
minimalistischen Katalysatorgleitens, lieferten spater Tka-
chov und Mitarbeiter.”!! Da der Nickelkatalysator sich iiber
jedes einzelne Monomer bewegen muss, das er an die wach-
sende Kette anfiigt, nutzten sie einen Initiator mit einem p-
Bromphenyl-Ring anstelle des Phenylrings, an dem Polymere
ausgehend von beiden halogenierten Positionen wachsen
konnten (Schema 1). Wurde der Polymerisationsgrad (D,)
sehr niedrig gehalten, so befand sich dieser Bromphenylring
am Kettenende, ebenso wie der gewohnliche Phenylring. Mit
zunehmendem D, riickte dieser Ring immer héufiger in das
Innere der Polymerkette ; Polythiophen wuchs also ausgehend
von beiden halogenierten Positionen. Da kein intermoleku-
larer Katalysatortransfer stattfindet, muss der Nickelkataly-
sator am Polymer entlang gleiten, um die Polymerisation am
entgegengesetzten Ende auszulosen.!

Stojanovics Gruppe liefert unser letztes Beispiel fiir einen
kiinstlichen prozessiven Katalysator, der wiederum einen
anderen Typ darstellt.”? Sie erhielten einen sternférmigen
Katalysator, indem sie mehrere DNA-Oligomere an ein
zentrales Protein kuppelten. Jedes Oligomer war ein kurzes
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Desoxyribozym, das mit bestimmten komplementéren kiir-
zeren Ketten hybridisieren konnte. Diese Erkennungsstellen
wurden durch die Ribozymaktivitdt des ,,Beins“ dann ge-
spalten. Der vierbeinige Katalysator band multivalent an eine
dreidimensionale Matrix, die mit solchen Substraten tiber-
zogen war. Seine Diffusion verlief wie folgt: Jedes Bein war
durch Substrathybridisierung an die Matrix gebunden, doch
die Affinitdt sank nach Spaltung des Substrats drastisch, und
das entsprechende Bein bewegte sich zu einem intakten
Substrat. So konnten die einzelnen Beine ihre Schritte aus-
fithren, ohne dass der Katalysator als Ganzes von der Matrix
dissoziierte. Statt dessen durchschritt er die Matrix, wobei er
die Substrate entlang seines Wegs spaltete. Um diesen Me-
chanismus zu bestédtigen, wurde das System einem Fliissig-
keitsstrom ausgesetzt: Monovalente Beine wurden rasch von
der Matrix gelost, wihrend mehrbeinige Konstrukte sich dort
hielten und weiterhin aktiv blieben. Dieses prozessive Kon-
strukt erinnert grundsitzlich an eine Phospholipase, die tiber
eine Membran diffundiert und dabei Substrate spaltet, auch
wenn der Reaktionsmechanismus ginzlich verschieden ist.”

Die Forscher untersuchten ferner den Einfluss der Bein-
lange auf die Dissoziation. Erwartungsgeméf3 ergaben lidn-
gere Beine fester gebundene Katalysatoren, deren Umsatz
allerdings niedriger war, weil neue Substrate weniger schnell
mit dem Katalysator assoziierten. Dadurch diffundiert auch
der Katalysator langsamer, was den Effekt noch verstarkt.
Ein erfolgreicherer Ansatz war das Anfiigen weiterer Beine:
Sechsbeinige Molekiile waren in gleichem Maf3e katalytisch
aktiv, sie wurden aber weniger leicht vom Substrat fortge-
spiilt.*

4. Ausblick: Fortschritte der Prozessivitiit

Prozessivitit ohne Katalyse ist zwar nicht das Thema
dieses Kurzaufsatzes, einige Informationen tiber die chemi-
sche Nachahmung der Bewegung von Motorproteinen
konnten aber von Interesse fiir die Leser sein. Neben anderen
hat die Gruppe von Seeman die DNA-Origami-Technik ge-
nutzt, um einen zweibeinigen Liufer zu entwickeln, der einen
wohlorganisierten DNA-Weg beschreitet.*®! Von Delius et al.
wihlten einen chemischeren Ansatz zu solchen Liufern:¥
Ihr 21-atomiges zweibeiniges Molekiil ging auf einem mole-
kularen Weg mit vier Schritten hin und her. Jeder Ful3 war
entweder sdure- oder baselabil. Diese Differenzierung er-
moglichte separate Schritte: Ausgelost durch den Bruch einer
kovalenten Bindung setzte eine Bewegung zur néchsten ver-
figbaren reaktiven Position ein, um dort zu binden. Wech-
selwirkungen zwischen Fufl und Weg beruhten entweder auf
Hydrazon-Aldehyd-Umwandlungen oder auf Disulfidbrii-
cken. Ein Folgemodell nutzte Metallionen als Fii3e und eine
Umkomplexierung als Triebkraft des Schreitens.® Ein ther-
modynamisches Minimum leitete die Schritte anderer Zu-
fallsldufer.*]

Auch sequenzielle Prozesse verdienen Beachtung. Das
einzige kiinstliche prozessive System, fiir das die Abfolge der
katalytischen Ereignisse belegt ist, ist die Peptid-Synthese-
maschine von Leigh und Mitarbeitern.””) Viele natiirliche
prozessive Systeme arbeiten sequenziell — ansonsten konnte
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beispielsweise die DNA-Polymerisation keine Information
replizieren. Dadurch sind Templatprozesse interessant fiir die
prozessive Katalyse. Ein Beispiel stammt aus der Gruppe von
O’Reilly.””! Sie beschrieben die Polymerization von Vinyl-
monomeren mit anhéngenden Nucleobasen, bei der kom-
plementire Polymere als Templat wirkten. Die Tochterpoly-
mere wurden dabei mit extrem geringer Polydispersitit (<
1.08) gebildet. Hier wurde einzig Information beziiglich der
Polymerldnge iibertragen, und nicht beziiglich der Anord-
nung der Nucleobasen, dennoch ist das Ergebnis beachtens-
wert — nicht nur, weil eine verbesserte Kontrolle der Mono-
mersequenz einen Informationstransfer ermoglichen konnte,
sondern auch weil sich dadurch eine Moglichkeit auftite,
verschiedene makroskopische Eigenschaften zu beeinflussen.
Leitfahigkeit, Elastizitat, Steifigkeit und biologische Abbau-
barkeit hdngen von der Monomersequenz ab, insbesondere,
wenn Wasser das Losungsmittel ist. Eine ausfiihrliche Dis-
kussion zur sequenziellen Polymerisation geben Lutz et al.*®!
Das volle Potenzial einer effizienten sequenziellen Katalyse
ist nicht abzusehen, aber eines scheint sicher: Die Kombina-
tion von Templatisierung und Prozessivitiat konnte zu spek-
takuldren Ergebnissen fiihren.

Prozessive Katalyse und Prozessivitit im Allgemeinen
sind wichtige Prinzipien der Natur. Wie wir gezeigt haben,
befindet sich ihre chemische Nachahmung noch weitgehend
in der konzeptuellen Phase. Wenn weitere Fortschritte folgen,
wird die Prozessivitit, die heute noch ein Forschungsziel an
sich darstellt, aber eine Alternative beim Entwurf von Kata-
lysatoren bieten konnen. Synthese, Modifizierung und Abbau
von Polymeren wiren in viel effizienterer Weise moglich, und
viele Teilgebiete der Chemie konnten profitieren.

Eingegangen am 30. April 2014
Online veroffentlicht am 22. September 2014
Ubersetzt von Dr. Volker Jacob, Hirschberg an der BergstraBe

[1] W. A. Breyer, B. W. Matthews, Protein Sci. 2001, 10, 1699 -1711.

[2] S.F. M. van Dongen, S. Cantekin, J. A. A. W. Elemans, A.E.
Rowan, R. J. M. Nolte, Chem. Soc. Rev. 2014, 43, 99-122.

[3] A. Coskun, M. Banaszak, R. D. Astumian, J. F. Stoddart, B. A.
Grzybowski, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 19-30.

[4] C. Veigel, C. F. Schmidt, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2011, 12, 163 -
176.

[5] J. Frank, R. L. Gonzalez, Annu. Rev. Biochem. 2010, 79, 381 -
412.

[6] R. Kovall, B. W. Matthews, Science 1997, 277, 1824 -1827.

[7] J. Yang, Z. Zhuang, R. M. Roccasecca, M. A. Trakselis, S.J.
Benkovic, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101, 8289 —-8294.

[8] R.J. Bauer, 1. D. Wolff, X. Zuo, H. K. Lin, M. A. Trakselis, J.
Mol. Biol. 2013, 425, 4820-4836.

[9] 1. Dionne, R. K. Nookala, S. P. Jackson, A. J. Doherty, S. D. Bell,
Mol. Cell 2003, 11,275-282.

[10] A.M. W. Thunnissen, H. J. Rozeboom, K. H. Kalk, B. W. Dijk-

stra, Biochemistry 1995, 34, 12729 -12737.

S. F. M. van Dongen, R.]. M. Nolte et al.

[11] N. Q. Tran, S.J. Lee, B. Akabayov, D. E. Johnson, C. C. Ri-
chardson, J. Biol. Chem. 2012, 287, 39732 -39741.

[12] A. Chakraborty, D. Wang, Y. W. Ebright, Y. Korlann, E. Kort-
khonjia, T. Kim, S. Chowdhury, S. Wigneshweraraj, H. Irschik, R.
Jansen, B. T. Nixon, J. Knight, S. Weiss, R. H. Ebright, Science
2012, 337, 591-595.

[13] Z.Hu, S. K. Perumal, H. Yue, S. J. Benkovic, J. Biol. Chem. 2012,
287, 38442 —38448.

[14] M. Sgrlie, H. Zakariassen, A.L. Norberg, V. G. H. Eijsink,
Biocatal. Biotransform. 2012, 30, 353 —-365.

[15] J. E. Meyer, G. E. Schulz, Protein Sci. 1997, 6, 1084-1091.

[16] H. Viadiu, A. K. Aggarwal, Mol. Cell 2000, 5, 889 —895.

[17] N. Shimamoto, J. Biol. Chem. 1999, 274, 15293 —15296.

[18] M. A. Surby, N. O. Reich, Biochemistry 1996, 35, 2201 —2208.

[19] M. Hedglin, P.J. O’Brien, ACS Chem. Biol. 2010, 5, 427-436.

[20] F. Ramirez, M. K. Jain, Proteins Struct. Funct. Bioinf. 1991, 9,
229-239.

[21] M. A. Rishavy, K. L. Berkner, Adv. Nutr. 2012, 3, 135-148.

[22] T.Imai, T. Yamazaki, S. Kominami, Biochemistry 1998, 37, 8097 —
8104.

[23] F. P. Guengerich, C.D. Sohl, G. Chowdhury, Arch. Biochem.
Biophys. 2011, 507, 126 -134.

[24] C. Monnereau, P. H. Ramos, A. B. C. Deutman, J. A. A. W. Ele-
mans, R. J. M. Nolte, A. E. Rowan, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132,
1529-1531.

[25] A.B.C. Deutman, C. Monnereau, J. A. A. W. Elemans, G. Er-
colani, R. J. M. Nolte, A. E. Rowan, Science 2008, 322, 1668 —
1671.

[26] Y. Takashima, M. Osaki, Y. Ishimaru, H. Yamaguchi, A. Harada,
Angew. Chem. 2011, 123, 7666-7670; Angew. Chem. Int. Ed.
2011, 50, 7524 -17528.

[27] B. Lewandowski, G. De Bo, J. W. Ward, M. Papmeyer, S. Ku-
schel, M. J. Aldegunde, P. M. E. Gramlich, D. Heckmann, S. M.
Goldup, D. M. D'Souza, A. E. Fernandes, D. A. Leigh, Science
2013, 339, 189-193.

[28] G. De Bo, S. Kuschel, D. A. Leigh, B. Lewandowski, M. Pap-
meyer, J. W. Ward, J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 5811-5814.

[29] S.E. M. van Dongen, J. Clerx, K. Ngrgaard, T. G. Bloemberg,
J. J. L. Cornelissen, M. A. Trakselis, S. W. Nelson, S. J. Benkovic,
A. E. Rowan, R. J. M. Nolte, Nat. Chem. 2013, 5, 945-951.

[30] V. Senkovskyy, N. Khanduyeva, H. Komber, U. Oertel, M.
Stamm, D. Kuckling, A. Kiriy, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129,
6626 —6632.

[31] R. Tkachov, V. Senkovskyy, H. Komber, J. U. Sommer, A. Kiriy,
J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 7803 -7810.

[32] R.Pei, S. K. Taylor, D. Stefanovic, S. Rudchenko, T. E. Mitchell,
M. N. Stojanovic, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12693 -12699.

[33] T. Omabegho, R. Sha, N. C. Seeman, Science 2009, 324, 67-71.

[34] M. von Delius, E. M. Geertsema, D. A. Leigh, Nat. Chem. 2010,
2,96-101.

[35] J. E. Beves, V. Blanco, B. A. Blight, R. Carrillo, D. M. D’Souza,
D. Howgego, D. A. Leigh, A. M. Z. Slawin, M. D. Symes, J. Am.
Chem. Soc. 2014, 136, 2094 -2100.

[36] A.G. Campaia, D. A. Leigh, U. Lewandowska, J. Am. Chem.
Soc. 2013, 135, 8639 -8645.

[37] R. McHale, J. P. Patterson, P. B. Zetterlund, R. K. O’Reilly, Nat.
Chem. 2012, 4, 491 -497.

[38] J. F. Lutz, M. Ouchi, D. R. Liu, M. Sawamoto, Science 2013, 341,
1238149.

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2014, 126, 11604 —11612


http://dx.doi.org/10.1110/ps.10301
http://dx.doi.org/10.1039/c1cs15262a
http://dx.doi.org/10.1038/nrm3062
http://dx.doi.org/10.1038/nrm3062
http://dx.doi.org/10.1146/annurev-biochem-060408-173330
http://dx.doi.org/10.1146/annurev-biochem-060408-173330
http://dx.doi.org/10.1126/science.277.5333.1824
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0402625101
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2013.09.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2013.09.003
http://dx.doi.org/10.1016/S1097-2765(02)00824-9
http://dx.doi.org/10.1021/bi00039a032
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.409235
http://dx.doi.org/10.1126/science.1218716
http://dx.doi.org/10.1126/science.1218716
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.404319
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.404319
http://dx.doi.org/10.3109/10242422.2012.676282
http://dx.doi.org/10.1002/pro.5560060515
http://dx.doi.org/10.1016/S1097-2765(00)80329-9
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.22.15293
http://dx.doi.org/10.1021/bi951883n
http://dx.doi.org/10.1021/cb1000185
http://dx.doi.org/10.1002/prot.340090402
http://dx.doi.org/10.1002/prot.340090402
http://dx.doi.org/10.3945/an.111.001719
http://dx.doi.org/10.1021/bi9802768
http://dx.doi.org/10.1021/bi9802768
http://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2010.08.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2010.08.017
http://dx.doi.org/10.1021/ja908524x
http://dx.doi.org/10.1021/ja908524x
http://dx.doi.org/10.1126/science.1164647
http://dx.doi.org/10.1126/science.1164647
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201102834
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201102834
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201102834
http://dx.doi.org/10.1126/science.1229753
http://dx.doi.org/10.1126/science.1229753
http://dx.doi.org/10.1021/ja5022415
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.1752
http://dx.doi.org/10.1021/ja0710306
http://dx.doi.org/10.1021/ja0710306
http://dx.doi.org/10.1021/ja102210r
http://dx.doi.org/10.1021/ja058394n
http://dx.doi.org/10.1126/science.1170336
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.481
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.481
http://dx.doi.org/10.1021/ja4123973
http://dx.doi.org/10.1021/ja4123973
http://dx.doi.org/10.1021/ja402382n
http://dx.doi.org/10.1021/ja402382n
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.1331
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.1331
http://dx.doi.org/10.1126/science.1238149
http://dx.doi.org/10.1126/science.1238149
http://www.angewandte.de

