
Ein selbstreplizierendes Hexadesoxynucleotid** 
Von Giinter von Kiedrowski+ 

Nichtenzymatische, matrizengesteuerte Synthesen von 
Oligonucleotiden, erstmals 1966 durch Naylor und Gilham 
beschrieben"], sind im Rahmen von Studien zur Chemie 
prabiotischer Kondensationsreaktionen von monomeren 
Purin-ribonucleosid-5'-phosphoimidazoliden an oligome- 
ren und polymeren Ribo- und Desoxyribonucleotiden als 
Matrizen von Orgel et al. intensiv untersucht worden[']. 
Znoue et al. haben bei der Cooligokondensation der 5'- 
Phospho-2-methylimidazolide des Cytidins und Guanosins 
an der Matrize C-C-G-C-C nachweisen kbnnen, daB der 
vollkomplementlre ( -)-Strang pG-G-C-G-G in Ausbeu- 
ten bis zu 18% gebildet wird und damit einen Fall fur 
transkriptive Informationsiibertragung in einem nichten- 

cleotide an einer hexameren Matrize mit Palindromse- 
quenz. Die Oligonucleotide wurden nach der Phosphotri- 
estermethode in Losung hergestellt[''; es handelt sich urn 
d(MeC-C-Gp) A, ein Tridesoxyribonucleotid-3'-phosphat, 
dessen 5'-Terminus als Methylether geschiitzt ist, um d(C- 
G-Gp) B, ein komplementares Tridesoxynucleotid-3'- 
phosphat mit 3'-terminaler o-Chlorphenylschutzgruppe, 
sowie um d(MeC-C-G-C-G-Gp) T, ein selbstkomplemen- 
tares Hexadesoxyribonucleotid-3'-phosphat mit einer Me- 
thylgruppe am 5'-Ende und einer o-Chlorphenylgruppe am 
3'-Ende[81. Zur in-situ-Aktivierung des Bausteins A wird - 
wie bei chemischen Verkniipfungen von Oligodesoxynu- 
cleotid-3'-phosphaten iiblich['] - das wasserlosliche 1-(3- 
Dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodiimid (CDI) benutzt, 
das mit der 3'-Phosph?tgruppe von A unter Bildung des 
Carbodiimidadduktes A reagiert. 
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zymatischen System konstituiert['I. Selbstreplikation, bei 
der sich der synthetisierte (-)-Strang vom (+)-Strang ab- 
trennt und dann beide Strange als Matrize fungieren, 
wurde dagegen in nichtenzymatischen Reaktionen bisher 
nicht beobachtet. Ein solcher Vorgang ware autokataly- 
tisch und wird seit geraumer Zeit in Theorien iiber den Ur- 
sprung des Lebens als SchliisselprozeB beschrieben, der 
den Ubergang von der chemischen Evolution in die biolo- 
gische Evolution eingeleitet haben ~oll[~"]. 

Wir berichten nun iiber den Nachweis der Autokatalyse 
in einer matrizengesteuerten Kondensation zweier Trinu- 
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Die Kondensationsreaktionen zwischen den Bausteinen 
A und B wurden in 1-pL-Kapillargefalen bei 0°C durch- 
gefiihrt und durch HPLC[*] verfolgt. Immer entstanden 
zwei Produkte: die Matrize T und ein durch Selbstkonden- 
sation aus A gebildetes, 3'-3'-verkniipftes Pyrophosphat 
PP: 

d(MeC-C-GE) + d(C-G-Gp) - d(MeC-C-G-C-G-Gfi) * 
A B T 

d(MeC-C-Gc) + d(MeC-C-Gp) 

A A 
* 

d(5'MeC-C-G3'pp''G-C-CMe5') 

PP 

Die gleichen Produkte entstanden, wenn das 3'-Phos- 
phoimidazolid von A als aktivierter Baustein eingesetzt 
wurde. Eine Erhbhung der Reaktionstemperatur von 0 "C 
auf 22°C bewirkte eine Abnahme der Matrizenproduktion 
und eine Zunahrne der Pyrophosphatbildung. Da doppel- 
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strangige Oligonucleotide bei Temperaturerhohung auf- 
schmelzen, sollte die Bildung von T vorwiegend uber Dop- 
pelstrang-Spezies verlaufen, wahrend an der von pp iiber- 
wiegend Einzelstrang-Spezies beteiligt sind. 

Fur den Nachweis der Autokatalyse in der Matrizenpro- 
duktion wurde die Anfangskonzentration an Matrize c,( T) 
bei konstanten Anfangskonzentrationen aller ubrigen 
Komponenten variiert. Ein ca. 17facher fjberschu8 an 
CDI uber A ermoglichte die wiederholtF in-situ-Aktivie- 
rung des durch Hydrolyse verbrauchten A. Die Trinucleo- 
tide A und B wurden in mindestens 15fachem ijberschu8 
uber T eingesetzt, so da8 die anfilngliche Reaktionsord- 
nung der Matrizenproduktion bezuglich der Matrize be- 
stimmt werden konnte. Abbildung 1 zeigt links den zeitli- 
chen Verlauf der Matrizenproduktion bei verschiedenen 
c,(T)-Werten. Wie es fur einen Autokatalysator zu erwar- 
ten ist, fuhrt ein Anstieg in co(T) zu einem Anstieg in der 
Bildungsgeschwindigkeit von T.  Dagegen wird die Bil- 
dungsgeschwindigkeit des Pyrophosphats pp nur wenig 
von c,(T) beeinflufit (Abb. 1, rechts). Die geringfugige 
Hemmung bei Erhahung von co(T) ist darauf zuriickzufuh- 
ren, dafi T upd pp bei ihrer Bildung um das aktivierte 
Trinucleotid A konkurrieren. Da nach vier Tagen die Ge- 
samtausbeute an T und pp immer weniger als 12% betrdgt 
(bezogen auf A), wird die Abflachung der Kurven nicht 
durch den Verbrauch der Trinucleotide, sondern durch die 
Hydrolyse des Carbodiimids verursacht. 

Die Geschwindigkeit der Matrizenbildung zu Beginn der 
Reaktion [ d c O / d  tIAnlang IiiBt sich durch ein empirisches 
Geschwindigkeitsgesetz beschreiben ; [d c O / d  t]An,.,ng 
setzt sich aus einem autokatalytischen - durch die Kon- 
stante k, gekennzeichneten - Beitrag mit der Reaktions- 
ordnung p in der Matrizenkonzentration c o o  sowie einem 
nichtautokatalytischen Beitrag (kb) zusammen: 
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Abb. 2. Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit der Matrizenproduktion 
[dc(T)dfknr.n8 Begen die Quadratwurzel aus c,(T). Reaktionsbedingungen 
und MeDmcthode wie bei Abbildung 1 beschrieben. Die Anfangsgeschwin- 
digkeiten entstammen Messungen der Matrizenproduktion innerhalb der er- 
sten 12 h (hearer  Bereich in Abb. 1, links). Die Ausgleichsgerade gibt die 
L6sung der Parameter k. und kb fiir eine Reaktionsordnung von p- 1/2 un- 
ter Beriicksichtigung serntlicher Wertepaare wieder. 

k, und kb wurden fur verschiedene Reaktionsordnungen p 
mit Regressionsrechnungen aus den Anfangsgeschwindig- 
keiten bestimmt, wobei der Parametersatz mit der Summe 
der kleinsten Fehlerquadrate fur p = 0.48 erhalten wurde. 
Mit nur geringfugig gr6Berer Summe der Fehlerquadrate 
lautet der Parametersatz fur eine Reaktionsordnung von 

Beim Auftragen der Anfangsgeschwindigkeit gegen die 
Quadratwurzel aus c,(T) ergibt sich hieraus die in Abbil- 
dung 2 gezeigte Gerade. 

p =  1/2: ka=9.48-1O-* MI'* S-I, kb=3.83.10-9 M S-'. 

t Id1 - t l d l  - 
Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Matrizen- (links) und Pyrophosphatproduktion (rechts) in Gegenwart verschiedener Anfangskonzen- 
trationen an Matrize T. Aufgetragen sind Durchschnittswerte und Streubreiten der Konzentrationen aus vier unabhangigen MeBse- 
rien mit je vier parallel durchgefllhrten Experimenten. Grundzusammensetzung der Reaktionsmischungen: 0.012M A, 0.01 M 8,  
0.2 M CDI, 0.1 M 2-Morpholino-ethansulfonsaure (pH 6.15), 0.05 M MgCIz; Anfangskonzentrationcn der Matrize T: 0 = O  mM, 
0 =O.Z rnM, 0 =0.4 mM, A =0.8 mM. Die Reaktionsmischungen wurden in Volumina von 10 pL bereitet und sofort in I-pL-PrPzi- 
sionskapillarcn (Micro Caps) gezogen. Die Kapillaren wurden bei 0°C und konstanter Luftfeuchtigkeit in einem Exsikkator aufbe- 
wahrt und nach Ablauf der Reaktionszeit in HPLC-Quencherl6sungen (4 mL lo-' M Ethylendiamin-N.N,N'.N'-tetraacetat, pH 1 I )  
pipettiert. Die HPLC-Trennungen (Injektionsvolumen: 1 mL) wurden auf einer RPC-5-SSule [2] unter Verwendung eines linearen 
Perchloratgradienten (0-0.05 M NaCIOc pH I2,50 min, FluBgeschwindigkeit: 1 mL/min) durchgefchrt und durch Messung der UV- 
Absorption bei 254 nm vetfolgt. Bei der Berechnung der Nucleotidkonzentrationen aus den HPLC-Integralen wurden Hypochromie- 
effekte vernachlassigt. 
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Ein Reaktionsmechanismus, der die Autokatalyse er- 
klart und mit den kinetischen Daten im Einklang steht, ist 
in Abbilduqg 3 wiedergegeben. Die Matrize T bildet zu- 
nachst mit A und B reversibel einen gemischten Komplex 

Kl 

G-G-C-G-C-C 
Me '' T:T 

Abb. 3. Reaktionsmechanismus fur die autokatalytische Matrizenproduktion. 
Die Reaktionspfeile mit weiBen Spitzen symbolisieren reversible Reaktionen, 
der rnit der schwarzen Spitze kennzeichnet einen irreversiblen Vorgang. 

:B :T, der durch Wasserstoffbriickenbindungen zwi- 
schen den komplementaren Fasen zusammengehalten 
wird. Kondensation iiberfiihrt A : B :T irreversibel in die 
selbstkomplementare Doppelstrang-Spezies T :T. Diese 
kann reversibel in zwei Matrize>molekule T dissoziieren, 
die unter Komplexbildung mit A und B erneut in den ka- 
talytischen Kreislauf eingeschleust werden. Aus thermody- 
namischen und kinetischen Daten vergleichbarer Oligo- 
nucleotidel'O1 kann geschlossen werden, daD unter den Re- 
aktionsbedingungen die rneisten Matrizenmolekiile als 
T :T-Komplex, ein kleiner Anteil als A : B :T-Komplex 
und nur ein verschwindend geringer Anteil als Einzel- 
strang-Spezies T vorliegen. Da man annehmen muB, daB 
t ie  Geschwindigkeit der Phosphodiesterbildung in 
A :B :T langsam ist gegenuber allen reversiblen Schritten 
(insbesondere gegeniiber der Dissoziation von T :T), kann 
das System in Bezug auf die Komplexbildungen als zu je- 
der Zeit aquilibriert betrachtet werden. *Folglich llBt sich 
die Gleichgewichtskonzentration von A : B :T durch die 
Gleichgewichtskonzentration von T :T ausdriicken. Mit 

ergibt sich fur die Geschwindigkeit der matriz.ngesteuer- 
ten Kondensation, die nach erster Ordnung in A : B : T ver- 
lauft: 

-- dlT :TI - k* [ i : B :T] = k* K ,  K ,  [ ;h] [ B][T 
d r  

Hiernach ist fur die T:T-Bildung in Bezug auf T:T eine 
Reaktionsordnung von 112 zu erwarten. Da die Gleichge- 
wichtskonzentration [T :TI nur wenig verschieden von der 
halben Gesamtkonzentration c(T) der Matrizenmolekiile 
sein sollte, liefert der Ausdruck gleichzeitig eine Deutung 
fur k,  im autokatalytischen Term des empirisch gefunde- 
nen Geschwindigkeitsgesetzes. 

Wir haben zeigen konnen, daB die den Nucleinsauren 
inharente Fahigkeit zur Selbstreplikation bereits auf der 
Stufe eines chernischen - keinerlei enzymatische Hilfe er- 
fordernden["] - Modellsystems nachweisbar ist. Obwohl 

die Geschwindigkeit der autokatalytischen Matrizenpro- 
duktion unter den gewahlten Reaktionsbedingungen ver- 
gleichsweise gering gegenuber dem nicht autokatalytischen 
Beitrag ausfallt, ist der Effekt der Autokatalyse per se 
nicht ubersehbar. Weitere Experimente mussen zeigen, ob 
Autokatalyse auch in anderen Modellsystemen aus Oligo- 
nucleotiden auftritt und ob und inwieweit sie durch Wahl 
geeigneter ,,Umweltfaktoren" und ,,Energiequellen" noch 
verstarkt werden kann. Sollte dies gelingen, so sind bei 
kontinuierlicher Reaktionsfiihrung eine Reihe interessan- 
ter Selbstorganisationsprozesse zu erwarten, die Selek- 
tionsvorglngen in biologischen Systemen ahneln~'*]. 
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Synthese des ersten Triphosphabutadiens** 
Von Rolf Appel*. Barbel Niemann, Winfried Schuhn und 
Falk Knoch 

Der Ersatz von Kohlenstoffatomen des Butadiens durch 
dikoordinierte Phosphoratome gelang bereits mehrfach 
(Mono- und Diphosphabutadiene"]). Wir berichten nun 
iiber die Synthese des ersten 1,2,4-Triphospha-1,3-buta- 
diens, d. h. einer Verbindung, in der eine PP- und eine PC- 
Doppelbindung konjugiert sind. 

Erstmals erhielten wir das Triphosphabutadien 2 bei der 
Umsetzung des 3-chlorsubstituierten 1,3,5-Triphospha- 1.4- 
pentadiens 1 ['I mit Basen wie 1,8-Diazabicyclo[5.4.O]un- 
dec-7-en und 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan in T~luol['~. Aus 
der zunachst gelben, spater roten Losung entweicht lang- 
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