ley gebildet wiirden, konnten nicht nachgewiesen werden.
Das Hydrid-Ion reagiert offenbar schneller mit dem Phena-
lenium-Ton als mit dem zugesetzten Keton oder Aldehyd, da
das Kation ein niedrigeres Reduktionspotential hat!®),

Wie seit langem vermutet, disproportioniert 1 also in Ge-
genwart protischer Verbindungen sehr leicht. Die Befunde
dieser Arbeit konnten auch helfen, einen Zugang zu den
bislang unbekannten Verbindungen Cycloheptatrienol und
Cyclopropenol zu finden.

Eingegangen am 8. Mai 1989 [Z 3325]
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Sequenzabhingigkeit matrizengesteuerter Synthesen
von Hexadesoxynucleotid-Derivaten
mit 3’-5’-Pyrophosphatverkniipfung **

Von Giinter von Kiedrowski*, Britta Wiotzka
und Jorg Helbing

Chemische Modelle fiir selbstreplizierende Systeme sind in
der chemischen Evolutionsforschung von zentralem Inter-
esse!'l. Mit dem Nachweis eines autokatalytischen Reak-
tionskanals bei der Synthese des selbstkomplementiren
Hexadesoxynucleotids 3a aus den beiden komplementédren
Tridesoxynucleotiden 1a und 2a in Gegenwart von 1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) als Aktiva-
tor haben wir erstmals zeigen kdnnen, dal3 Selbstreplikation
in enzymfreien Minimalsystemen moglich ist und mit den
Methoden der Bioorganischen Chemie untersucht werden
kann!?. Kernpunkt war die Feststellung, dal} das Hexamer
3a mit einer Reaktionsordnung von 1/2 in die Kinetik seiner
eigenen Synthese eingeht!?l. Dieser Befund wurde inzwi-
schen mit einem zweiten System aus Oligonucleotidbaustei-
nen unabhingig bestétigt!3].

Wir berichten hier iiber erste Ergebnisse zur Sequenzab-
héngigkeit nichtenzymatischer Synthesen von Oligodesoxy-
nucleotiden in Gegenwart eines selbstkomplementdren Oligo-
nucleotids als Matrize. Bei diesen Untersuchungen wurden
die neuartigen 5'-Methylthiomethyl(MTM)-tridesoxynu-
cleotid-3'-phosphate' 1b-h eingesetzt, dic mit dem 5'-
phosphorylierten Trimer 2b in Gegenwart von EDC unter
3-5'-Pyrophosphatverkniipfung zu den 5-MTM-Hexades-

[*] Dr. G. von Kiedrowski, Dipl.-Chem. B. Wiotzka, Dipl.-Chem. J. Helbing
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Tammannstrafie 2, D-3400 Gottingen

[**} Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefor-
dert.
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oxynucleotiden 3b—h reagieren. Als weiteres Hauptprodukt
konnte das durch Selbstkondensation des Trimers 2b gebil-
dete 5-5'-verkniipfte Pyrophosphat 4 identifiziert werden,
wohingegen 3'-3'-verkniipfte Pyrophosphate nur in Ausnah-
mefdllen nachweisbar waren.

:'F‘)G_G_Cﬁ'pps'c_G_Gbs'
4

Die Reaktionen wurden in 1pl-Prizisionskapillaren
durchgefiihrt und durch HPLC verfolgt (Spherisorb 50 D5
I1, 4 x 250 mm; A:0.1 M Ammoniumacetat, B: Acetonitril/
Wasser 30/70 (v/v); 15-50% B in 16 min bei einem Fluf} von
1 mL min~!; Detektion bei A = 254 nm). Messungen der
Anfangsgeschwindigkeit der Bildung des Hexamers 3f in
Gegenwart steigender Anfangskonzentrationen der Matrize
3a zeigten wie im bisher untersuchten System', daB
die empirische Geschwindigkeitsgleichung (1)©! erfiillt ist

(1)

(Abb. 1). Demzufolge verlduft die Synthese des He-
xamers 3f sowohl iiber einen matrizenabhingigen Reak-
tionskanal, der in Abbildung 1 durch den Geradenanstieg a
beschrieben wird, als auch iber einen matrizenunabhéngi-
gen Reaktionskanal, der durch den Ordinatenabschnitt b
erfalit wird.

Im Gegensatz zur bisher untersuchten Reaktion von 1a
mit 2a zu 3a unterscheidet sich hier das Reaktionsprodukt
3f von der eingesetzten Matrize 3a, so daB die Konstante «
nicht mehr eine Autokatalyse sondern eine Katalyse wider-
spiegelt. Unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen!!
ist die matrizenabhingige Synthese des Pyrophosphats 3f
etwa 21mal schneller als die von 3a, wihrend die matrizen-
unabhingige Synthesegeschwindigkeit nur um den Fak-
tor 10 hoher ist.

defdt=al/c+b

0044-8249/89/0909-1259 $ 02.50/0 1259




Mec-c-g-c-g-gp _ 38

MTMa oo L B—BD 3f
c-c-oopc-e-6s 3

108« dc/dt /(mol L' s71) —~

=057 05 15 25 35 45
102 cV2 /{molV? L V2] —em

Abb. 1. Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit der Bildung des Hexamers 31
(d¢’'jd?) gegen die Quadratwurzel aus der Anfangskonzentration der Matrize 3a
(c"?). Die Anfangsgeschwindigkeiten wurden aus Konzentrations-Zeit-Verldu-
fen (maximaler Umsatz 25 %) durch exponentielle Regression ermittelt, wobei
fir jede Geschwindigkeit vier Experimente mit insgesamt 16 HPLC-Liufen
ausgewertet wurden. Anfangskonzentrationen und Versuchsbedingungen:
0.004 M 11, 2b, ¢ = 0-0.002 M, 0.2 M EDC, 0.1 M 2-Morpholinoethansulfon-
sdure (pH 6.15), 0.05M MgCl,, T =20°C, 1 =0-12h.

Nach Gleichung (1) geht der Katalysator 3a mit halber
Reaktionsordnung in die Geschwindigkeit der Synthese des
Pyrophosphats 3f ein. Dieser Befund entspricht der theoreti-
schen Erwartung, sofern die Reaktion nach dem in Schema 1

MTMc_.c-gp pC-6-Gp
1t 2b

L
o

- Mepr_r_g.C-G- 5
pG-6-C-6-C-Cyg C-C-G-C-6-Gp

Kap
38:3a 3a 1¢:2b:3a

§6-6-CPPG-C-CuTyM  Kop C-C-GppC-6-GP
3f:3¢ af

Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus der matrizenabhidngigen Synthese
von 3f.

abgebildeten Mechanismus verlduft und drei Voraussetzun-
gen erfiillt sind:

1) Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (£*) ist die
Carbodiimid-abhingige Bildung der 3'-5’-Pyrophosphatbin-
dung in einem aus Matrize und Trimerbausteinen gebildeten
Komplex 1f:2b:3a. Es ist dabei unerheblich, ob die Aktivie-
rung durch EDC an der 3'-Phosphatgruppe von 1f oder an
der 5’-Phosphatgruppe von 2b vor oder nach der Bildung des
Komplexes stattfindet. Aus EDC-abhingigen Pyrophos-
phatsynthesen auf einer nicht-selbstkomplementiren Ma-
trize (vollstindig komplexiert)'®! kann abgeschitzt werden,
daB die Halbwertszeit dieses Schrittes unter den Reaktions-
bedingungen in der GroBenordnung von 10° s liegen muB.

2) Simtliche einzel- und doppelstrangigen Oligonucleo-
tide stehen miteinander im dynamischen Gleichgewicht,
wobei ihre Konzentrationen zu jeder Zeit aquilibriert sind.
Typische Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten C/G-rei-
cher Oligonucleotide ergeben — weitgehend temperaturunab-
hiingig — Werte zwischen 10° und 107 m~* s 7' 178 dje Dis-
soziationsgeschwindigkeitskonstanten der Hexamer-Duple-

1260 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1989

xe sollten mit der von (dC-G-C-G-C-G), vergleichbar sein
und diirften sich bei T'= 25°C in der GroéBenordnung von
157! bewegen!®l.

3) Unter den Reaktionsbedingungen liegt der groBte Teil
der Matrizenmolekiile in Form der Komplexe 3a:3a sowie
3a:3f, cin kleiner Teil als Komplex 1f:2b:3a und ein sehr
kleiner Teil als Einzelstrangspezies 3a vor. Nach vergleichen-
den thermodynamischen Untersuchungen an Komplexen
mit pyrophosphatmodifizierten Oligodesoxynucleotiden!®!
darf erwartet werden, dal3 3a:3a nur etwa 1 kcal mol ™! sta-
biler als 3a:3f ist. Nach diesen Untersuchungen!® ist weiter-
hin anzunehmen, dafl der Komplex 1f:2b:3a eine sehr dhn-
liche Stabilitit wie der in'*! formulierte Komplex aus 1a, 2a
und 3a aufweist. Ein betrichtlicher Stabilitdtsunterschied
(mindestens 4 kcal mol ™ 1) sollte dagegen zwischen 1f:2b:3a
und 3a:3a bestehen. Fiir X,, ~ K,, ® K,, » K, » 1 gilt bei
kleinen Umsitzen dann niherungsweise die Proportionali-
tdtsbeziehung (2).

a~k*K, 2_b1/2 2

Tabelle 1 gibt Aufschluf iiber die Veranderungen in @ und
b, wenn anstelle des zur Subsequenz C-G-G der Matrize 3a
vollstindig komplementiren Trinucleotides 1f nicht oder
nur teilweise komplementéire Trinucleotide verwendet wer-
den. ErwartungsgemaB ist die Geschwindigkeit im matrize-
nabhingigen Reaktionskanal (vgl. @) dann am groBten,
wenn die Trinucleotidsequenz optimal zur Matrize palt;
Fehlsequenzen werden unter den Reaktionsbedingungen 2-
bis 50mal langsamer eingebaut. Weniger ausgepragt machen
sich die Sequenzunterschiede im matrizenunabhangigen
Reaktionskanal bemerkbar (vgl. b), wobei auch hier das Tri-
nucleotid 1fam schnellsten reagiert; Trinucleotide mit 3'-ter-
minaler Desoxyguanosin-Einheit werden im Mittel etwa
viermal schneller umgesetzt als Trinucleotide mit 3'-termina-
ler Desoxycytidin-Einheit.

Tabelle 1. KenngroBen fir die matrizenabhéngige (¢) und matrizenunabhin-
gige (b) Synthese der Hexadesoxynucleotide 3b—h in Gegenwart der Matrize
3a; a,,, und b,,, sind die auf a bzw. b von 31 bezogenen Werte. Anfangskonzen-
trationen und Versuchsbedingungen sieche Abbildung 1.

Hexamer 10% a/[M*2s71] Qe 10° b/(M s~ 1] Brer

3b 150 0.07 24 0.09
3¢ 53 0.02 49 0.19
3d 6.4 0.03 6.2 0.25
3e 106 0.53 7.6 0.31
3f 198 1.00 24.6 1.00
3g 69.8 0.35 22.8 0.92
3h 12.8 0.06 1t.5 0.46

Grundsitzlich wird das 5'-5-verkniipfte Pyrophosphat 4
in Gegenwart der Matrize 3a immer etwas langsamer gebil-
det, da seine Synthese mit der eines 3'-5'-verkniipften Pro-
dukts um gemeinsame aktivierte Vorstufen konkurriert. Bei
Abwesenheit der Matrize 3a erweisen sich fiir 3b—e, g, h die
Summen der Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die Synthese
des 3'-5'-verkniipften Produkts 3 und des 5'-5'-verkniipften 4
als vergleichbar (£ = (2.18 +0.16)x 10" 8 M~ "' s 1), wih-
rend die aus Experimenten mit 1f ermittelte Geschwin-
digkeitssumme (X = 5.55x1078 M~ ! s™1) signifikant ab-
weicht.

Die Unterschiede in a lassen sich damit erklaren, dal3 es
sich bei den Synthesen der Hexamerpyrophosphate 3b—f in
Gegenwart des Hexamers 3a um matrizengesteuerte Reak-
tionen handelt, die iber Komplexe vom Watson-Crick-Typ
verlaufen. Nach Gleichung (2) ist die Observable a sowohl
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von der Kinetik der Pyrophosphatverkniipfung (£*) als auch
vom Stabilitdtsunterschied zwischen dem jeweiligen reak-
tionsbeteiligten Komplex 1:2b:3a und dem Matrizenduplex
3a:3a (K, K,,!'/?) abhiingig. Die Stabilitit der Komplexe
1:2b:3a wird durch die Anzahl der C/G-Basenpaare
bestimmt, so daf} eine optimale Stabilitdt nur im Komplex
1f:2b:3a erreicht wird. In allen iibrigen Komplexen treten
zwangsldufig destabilisierende ,,Mismatch‘‘-Paare auf,
wobei G/G-Mismatch-Paare im allgemeinen eine geringere
Destabilisierung bewirken als C/C-Mismatch-Paare!’l. Mis-
match-Paare in der Nihe des Reaktionszentrums sollten die
Kinetik der 3'-5'-Pyrophosphatverkniipfung stirker beein-
flussen als weiter entfernte. So reagiert z. B. das Trimer 1g,
dessen Komplex 1g:2b:3a ein endstdndiges G/G-Mismatch-

R R er
MT¥6-c-6 C-6-65 MTc-6-6 C-6-65
§6-G-C-6-C-Cyg $6-6-C-6-C~Cyg
4g:2b:3a ih:2b:3a

Paar aufweist, schneller als das sequenzisomere Trimer 1h,
dessen Komplex 1h:2b:3a ein ndher am Reaktionszentrum
gelegenes G/G-Mismatch-Paar enthilt. Uberraschender-
weise zeigt aber le, das in einem analogen Komplex drei
Mismatch-Paare aufwiese, ein mit 1g vergleichbares Reak-
tionsverhalten. Eine mogliche Erklirung wire die Beteili-
gung eines ,,verketteten** Komplexes vom Typ 5, in dem wie
in 1g:2b:3a ein entfernt liegendes G/G-Mismatch-Paar for-
muliert werden kann.

P 0P R
*C-§-6 6-6-C C-6-6 G-G-C"
*6-6-C-6-C-C G-6-C-6-C-C*
5

Aus thermodynamischen Daten von vergleichbaren Oli-
gonucleotiden® 148t sich abschitzen, daB das Trimerenpaar
aus 1f und 2b unter den Reaktionsbedingungen anteilig als
doppelstringiger Komplex existieren kann. Das Reaktions-
verhalten eines doppelstringigen Komplexes sollte sich bei
der Aktivierung, Hydrolyse und Pyrophosphatsynthese vom
Reaktionsverhalten einzelstringiger Trimere unterscheiden.
Wir sehen darin die Ursache, daB in den Reaktionen mit 1§
matrizenunabhingig (vgl. b) sowohl das 3'-5-verkniipfte
Pyrophosphat 3f als auch das 5'-5-verkniipfte 4 mit groBter
Geschwindigkeit gebildet werden.

Die beschriebenen Ergebnisse liefern Evidenz, daf che-
mische Selbstreplikation auch bei Modellsystemen, in denen
Oligonucleotide mit 3'-5"-Pyrophosphatbindungen syntheti-
siert werden, mdglich sein sollte. Oligonucleotide mit Pyro-
phosphat-Riickgrat werden zunehmend als pribiotisch rele-
vante ,,Informationsmolekiile* diskutiert; ihre Matrizen-
wirkung bei nichtenzymatischen Oligomerisationen wurde
jiingst beschrieben !, Weiterfithrende Untersuchungen zur
Sequenzabhingigkeit miissen zeigen, inwieweit Selektions-
werte selbstreplizierender Molekiile aus thermodynamisch
und kinetisch bedingten Selektivititen bei der Synthese alter-
nativer Sequenzen zu verstehen sind. Hieriiber konnte
geklirt werden, ob in der Spatphase der chemischen Evolu-
tion eine Selbstkonstituierung!* !! von sequentieller Informa-
tion in Betracht gezogen werden muB.

Eingegangen am 7. April 1989 [Z 3280]
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N-Caesiocarbazol - pmdta und

N-Kaliocarbazol - pmdta (pmdta = N,N,N’ ,N” /N"-
Pentamethyldiethylentriamin);

Kationengrofie und Multihapto-Koordination **

Von Karina Gregory, Matthias Bremer,
Paul von Ragué Schleyer*, Peter A. A. Klusener
und Lambert Brandsma

In dieser vergleichenden Studie diskutieren wir die Struk-
tur von N-Caesiocarbazol - pmdta und N-Kaliocarbazol -
pmdta im Kristall. Unseres Wissens!!! sind dies die ersten
Einkristall-Rontgenstrukturanalysen eines Cs-Amids und
eines aromatischen K-Amids. Wihrend eine umfangreiche
Literatur iiber Strukturen von Li-Amiden existiert!?!, ist
relativ wenig iiber die Amide der schwereren Alkalimetalle
bekannt®!, Da wir N-Lithiocarbazol - 2THF?*) und N-
Natriocarbazol - 2HMPTAB® bereits rontgenstrukturana-
lytisch untersucht haben, wéhlten wir die Cs- und K-Salze als
nichste Untersuchungsobjekte. Fur N-Lithiopyrrot 1,
M = Li, wurden gleichzeitige 6- und n-Wechselwirkungen

0SS
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