
ZUSCHRIFTEN 
DNA konjugiert ist, sind besonders stabil gegen 3'-Exonucle- 
asen, die im Serum den Hauptanteil der Oligonucleotid-ab- 
bauenden Enzyme bilden. Da die DNA-PNA-Chimiren von 
Zellen in ahnlichem AusmaB wie Oligonucleotide aufgenommen 
werden, zudem weitgehend nucleaseresistent sind und eine gute 
Bindungsaffinitat an komplementire RNA haben, entsprechen 
sie den an Antisense-Wirkstrukturen gestellten Anforderungen. 
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Phosphonsaureester-Nucleinsauren (PHONAs): 
Oligonucleotid-Analoga mit achiralem Riickgrat 
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Oligonucleotide haben als Therapeutika und in der Diagno- 
stik stark an Bedeutung gewonnen['* 'I. Insbesondere an Anti- 
sense-Oligonucleotide werden neben der effizienten, sequenz- 
spezifischen molekularen Erkennung von DNA und RNA 
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weitere Anforderungen gestellt, wie Nucleasestabilitlt und Zell- 
gangigkeit"' 'I. Daher kamen zahlreiche Oligonucleotid-Analo- 
ga mit verbesserten Eigenschaften zum Einsatz"]; Derivati- 
sierungen der Oligonucleotide reichten von der einfachen Modi- 
fikation der Phosphodiester-Brucke, z. B. in Phosphorothioa- 
ten, bis hin zum Austausch der Phosphat-Gruppe". 31 oder des 
gesamten Zucker-Phosphat-Riickgrats, z. B. in den Morpho- 
lino-Nu~leosid-Oligomeren[~~ oder den Polyamid-Nucleinsau- 
ren (PNAs)['I. Die PNAs (Schema 1) stehen wegen ihrer hervor- 

? ? 

? ? 

Schema 1. Strukturelemente von DNA, PNA und PHONA 

PHONA 

ragenden Bindungseigenschaften an komplementare DNA und 
RNA im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Sie sind 
aus (N-2-Aminoethylglycin)-Einheiten aufgebaut, an die die 
Nucleobasen iiber einen Methylencarbonyl-Linker gekoppelt 
sind. Die Synthese der PNAs erfolgt durch Kondensation der 
Monomere nach peptidchemischen Methodeng5- 'I. PNAs sind 
zur PNA-DNA-Duplexbildung und zur Bildung auBergewohn- 
lich stabiler (PNA),-DNA-Tripelhelices fahig. Die groBten Pro- 
bleme bei der Anwendung der PNAs als Therapeutika sind ihre 
schlechte Wasserloslichkeit, die mit einer hohen Tendenz zur 
Selbstaggregation verbunden ist, sowie eine unzulingliche Zell- 
aufnahmeL5. 'I. 

Wir beschreiben hier den Aufbau eines achiralen Riickgrats, 
an das die Nucleobasen ahnlich wie bei den PNAs iiber Methy- 
lencarbonyl-Linker gekniipft sind und das negative Ladungen 
tragt, urn eine ausreichende Wasserloslichkeit zu garantieren. 
Um die Bindung an komplementare DNA zu gewlhrleisten, 
wurde auch der Abstand zwischen den Basen von der PNA- 
Struktur iibernommen. Ein Geriist, das diese Forderungen er- 
fiillt, ist das ~-(2-Hydroxyethyl)aminomethylphosphons~ure- 
ester-Riickgrat (Schema 1 ; phosphonoester pcleic acid = 

PHONA). Im folgenden beschreiben wir die Synthese eines 
Nonamers dieser Verbindungsklasse sowie dessen Bindungsei- 
genschaften an komplementare DNA. Als Nucleobase wahlten 
wir Thymin, da dieses keiner zusatzlichen Schutzgruppe bedarf. 

Die Synthese des Nonamers erfolgte in Losung durch Block- 
kondensation, die bei der DNA-Synthese nach der Phosphotri- 
ester-Methode erfolgreich eingesetzt wurde[']. Entscheidend fur 
eine erfolgreiche Synthese oligomerer Verbindungen ist die 
Wahl geeigneter Schutzgruppen. Fur die Monomere 1 a-c wahl- 
ten wir die orthogonale Kombination aus 4-Methoxyphenyl- 
diphenylmethyl(Mmt)- fur den Alkohol und 2-(4-Nitrophe- 
nyl)ethyl(NPE)-Gruppe["] fur die Phosphonsaure (Schema 2). 
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Schema 2. Synthese der Monomere 2 und 3 aus 1; 1.' Thymin: Mmt: 4-Methoxy- 
phenyldiphenylmethyl; NPE: 2-(4-Nitrophenyl)ethyl; a) 80 AcOH. RT. 4 h, 
80%; b) 0 1 M DBU. Py, 4 h, 90%. 

Mit Essigsaure laljt sich die Mmt-Gruppe an 1 entfernen, wobei 
die Bausteine 2 a-c rnit jeweils freier Hydroxygruppe erhalten 
werden. Alternativ kann einer der beiden NPE-Phosphonslu- 
reester von 1 a durch 8-Eliminierung rnit 0.1 M DBU selektiv 
zum Baustein 3 gespalten werden. Die Synthese der Monomere 
1 erfolgt nach Schema 3, wobei das Grundgeriist 6 durch Addi- 
tion eines Phosphits an 5 hergestellt wird. Die Kopplung der 
Nucleobasen an 1 erfolgt analog zur PNA-Synthesel'l. Ledig- 
lich Baustein 1 b, der in der Phosphonsiiureallylestereinheit eine 
weitere fur die selektive Aktivierung der Trimere notwendige 
orthogonale Schutzgruppel' ' I  tr&gt, wird aus 3 durch Kon- 
densation mit Allylalkohol 
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Schenia 3. Synthese der Monomere 1;  R3: CH,CH,OMmt. a) CH,O, MeOH, RT, 
4 h, 5 5 % ;  b) 10O"C, 30 min, 60%; c) Thymin-l-yl-essigs8ure [6], Hydroxybenzo- 
triazol, N-Ethylmorpholin, Diisopropylcarbodiimid, DMF; RT, 16 h, 90%; d) 3- 
Nitro-1-(p-toluolsu2fonyl)-1 H-I ,2.4-triazol (TSNT). Py. 95%. 

1 H-I ,2,4-triazol (TSNT) in Pyridin analog dem in der Triester- 
chemie" "I beschriebenen Verfahren erhalten. 

Die Trimere 8 werden durch schrittweise Kondensation von 2 
init 3 mit TSNT in Pyridin erhalten (Schema 4), wobei Ausbeu- 
ten (isoliertes Produkt) von 70-90 % erzielt werden. Aus 8 b l2Rt 
sich die Allylgruppe unter neutralen Bedingungen rnit Pdo ohne 
Beeintrachtigung der Mmt- oder NPE-Gruppe" 'I zum trimeren 
Phosphonsiuremonoester 9 abspalten. 
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Schema4. Synthese der Trimere 9; a) TSNT. Py, 95%; b) 80% AcOH, RT, 4 h, 
80%; c) 3, TSNT, Py, 70%: d) Tetrakis(triphenylphosphan)palladium(o), Triphe- 
nylphosphan, Diethylammoniumhydrogencarbonat, CH,CI,, 15 "C, 30 min, 57 %. 

Die Synthese der nonameren PHONA 12 erfolgt durch die 
sukzessive Kondensation des Triniers 8c mit zwei Trimeren 9 
(Schema 5 ) .  Dann werden die Mmt-Schutzgruppe mit 80% Es- 
sigsaure und die NPE-Schutzgruppen mit 0.5 M DBU in Pyridin 
entfernt. Verbindung 12 ist (wie erwartet) hervorragend wasser- 
loslich und tendiert nicht zur Selbstaggregation. Reinheit und 
Identitat von 12 wurden durch HPLC bzw. durch Massenspek- 
trometrie [ES-: m/z = 2803 (ber.), 2802 (M-H)- (gef.)] iiber- 
priift. 

Die Fahigkeit der PHONAs, rnit komplementarer DNA sta- 
bile Hybride zu bilden, wurde anhand von UV-Schmelzkurven, 
durch Gelshift-Experirnente sowie massenspektrometrisch un- 
tersucht. In Abbildung 1 ist die Schmelzkurve von 12 rnit d(A,) 
(Verhaltnis 1 : 1)  dargestellt. Es findet ein sauberer Phaseniiber- 
gang statt; die so ermittelte Schmelztemperatur T, betriigt 21 "C 
und liegt im Bereich der Schmelztemperatur des DNA-DNA- 
Hybrids aus d(T,) und d(A,) (22 "C). Mit 12 allein wird dieser 
SchmelzprozeIj nicht beobachtet. Das 2: I-Gemisch aus 12 und 
d(A,) fuhrt zum gleichen Kurvenverlauf, was die Vermutung 
nahelegt, daI3 die Stochiometrie des Hybrids bei 1 : I liegt. Beim 
Abkiihlen erfolgt kein Phasenubergang, was an einer bei den 
PNAs oft beobachteten Hysterese liegen konnte. 
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Schema 5. Blocksynthese van 12 aus drei Trnneren. a) 80% AcOH, RT, 4 h, 80%; 
b) 9, TSNT, Py. 70%; C) 0.5 M DBU, Pp, 24 h, RT, 80%. 
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Abb. I .  UV-Schmelzkurve (A = 260 nm) des Hybrids von 12 mit d(A,); 0.15 OD 12 
und 0.15 OD d(A,) in 0.7 niL Puffer (1 M NaCI, 20 mM MgCI,, 10 m M  HEPES 
( = 2-(4-(Hydroxyethyl)piperazin-l-yl)ethansulfonslure), pH 7.5); Heirgeschwin- 
digkeit: 1 Kmin-I;  T, = 21 'C. 

Die Hybridisierung von 12 rnit d(A,) wurde daruber hinaus 
durch ein Gelshift-Experiment demonstriert. Dazu wurden 
d(A,) und 12 jeweils allein und gemischt im Verhiltnis 1 : 1, 1 : 2, 
1 : 5 und 1 : 10 auf ein nichtdenaturierendes Polyacrylamidgel 
(20 %, Puffer 0.05 M Tris(hydroxymethy1)aminomethanborat; 
pH = 8.0; 0.002 M EDTA; 10 mM MgCl,) aufgetragen-und das 
Laufverhalten der Komponenten bei 10 "C (unterhalb der 
Schmelztemperatur des Hybrids) untersucht (Abb. 2) : d(A,) 
lluft schneller als 12; in der 1 : I-Mischung sind beide nur noch 
schwach zu sehen, dafiir ist eine Bande entstanden, die vom 
Komplex zwischen den beiden Komponenten stammt. In der 
1 : 2-Mischung ist d(A), nlcht mehr erkennbar, dafur ist die neue 
Bande um so deutlicher. Das gleiche gilt fur die 1 : 5- und die 
1 : 10-Mischung, in denen dariiber hinaus das deutlich im Uber- 
schuI3 vorliegende 12 sichtbar ist. Das Gelshift-Experiment lie- 

Abb. 2. Gelshift-Experiment zum Nachweis der Bildung eines Hybrids von d(A,) 
rnit 12. Dazu wurde das Laufverhalten von d(A,) und 12 bestimmt, jeweils allein 
und gemischt im Verhiltnis 1 : 1 , l :  2 , l  : 5 und 1 : 10 in einem Polyacrylamidgel; 20%, 
Puffer; 0.05 M Tris(hydroxymethy1)aminomethanborat; pH = 8.0; 0.002 M EDTA; 
10 mM MgCI,, 10°C; aufgetragen wurden jeweils 0.1 OD d(A,) nnd 0.1, 0.2. 0.5 
bzw. 1 .0 OD 12. 

fert einen weiteren deutlichen Hinweis auf die Bildung emes 
1 : 1 -PHONA-DNA-Hybrids; bei ahnlichen Experimenten" 21 

wurden fur die Duplexbildung (wie hier) eine neue Bande und 
fur die Tripelhelixbildung zwei neue Banden beobachtet, die auf 
Duplex bzw. Tripelhelix zuruckgefuhrt werden konnen. Bei Ho- 
mopyrimidin-PNAs ist der zunachst gebildete PNA-DNA-Du- 
plex kaum nachweisbar, da er sofort rnit einem zweiten PNA- 
Strang eine (PNA),-DNA-Tripelhelix bildet. Dieser Vorgang ist 
auch fur die PHONAs nicht ganz auszuschlieBen. 

Das Hybrid aus 12 und d(A,) lieD sich ebenso wie das Hybrid 
aus d(T,) und d(A,) massen~pektrometrisch['~~ (ES -) nachwei- 
sen. Fur den nonameren PHONA-DNA-Duplex wurde eine 
Masse von 5559.8 (ber. 5559.9) festgestellt, fur den analogen 
DNA-DNA-Duplex d(T,)-d(A,) eine Masse von 5431.4 (ber. : 
5432.7). Hinweise auf die Bildung einer Tripelhelix wurden in 
diesem Experiment nicht erhalten. 

Wir haben die Synthese einer neuen Klasse von DNA-Analo- 
ga auf der Basis eines achiralen (2-Hydroxyethyl)aminomethyl- 
phosphonsaureester-Gerusts beschrieben. Diese Substanzen ha- 
ben vielversprechende Bindungseigenschaften hinsichtlich kom- 
plementarer DNA und sind gut wasserloslich. Andere wichtige 
Eigenschaften wie Nucleasestabilitat bedurfen weiterer Unter- 
suchungen. In unseren aktuellen Arbeiten werden die gewonne- 
nen Ergebnisse auf Oligomere mit gemischten Nucleobasen 
iibertragen. 
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Katalytische Antikorper als Sonden fur die 
Evolution von Enzymen: Modellierung 
einer fruhen Glycosidase ** 
Doron Shabat, Subhash C. Sinha*, Jean-Louis 
Reymond" und Ehud Keinan* 

Enzyme weisen eine bemerkenswerte katalytische Wirksam- 
keit auf, weil ihre Funktion auf mehreren gut abgestimmten 
Prinzipien beruht. Dies ist ein Ergebnis der Evolution und der 
naturlichen Auslese. Man kann sich fragen, wie die katalytische 
Wirksamkeit bei den friihen Enzymen entstanden ist. Um diese 
Frage beantworten zu konnen, mu13 man wissen, welche dieser 
Prinzipien bei einem heutigen Enzym unabhlngig von den iibri- 
gen die Katalyse auslosen konnen. Katalytische, ma13geschnei- 
derte Antikorper"] bieten eine einzigartige Moglichkeit, experi- 
mentell Hypothesen uber fruhe Enzyme zu priifen. Bei kata- 
lytischen Antikorpern lassen sich die einzelnen Parameter der 
Katalyse vie1 leichter getrennt untersuchen als bei den hochent- 
wickelten Enzymen, bei denen sie gleichzeitig wirken. So liefer- 
ten die Untersuchungen von Schultz et al. einen Einblick in die 
Evolution der katalytischen Fahigkeiten von Proteinen[']. We- 
gen der Bedeutung von Kohlenhydraten in den friihen Stadien 
der Evolution ist die Entstehung der Glycosidase-Aktivitat von 
besonderem Interesse. Wir berichten hier uber die von Antikor- 
pern katalysierte Hydrolyse nichtaktivierter cyclischer Ketale. 
Diese Reaktion ist eng mit der Spaltung der glycosidischen Bin- 
dung verwandt[']'. Die katalytischen Antikorper konnen des- 
halb als mechanistische Analoga der Glycosidasen betrachtet 
werden. Bei diesen AntikGrpern spielen die allgeineine Siiure- 
katalyse und/oder Spannungseffekte nur eine untergeordnete 
Rolle, wihrend sie fiir die Aktivitlt der heutigen Glycosidasen 
von zentraler Bedeutung sindr4]. Die einfache Ladungskomple- 
inentaritlt erweist sich als der wichtigste Faktor fur die katalyti- 
sche Aktivitlt der Antikorper. 

Bei der Hydrolyse von Ketalen I wird zunachst ein Sauerstoff- 
atom protoniert und anschlieljend eine C-0-Bindung heteroly- 
tisch gespalten, was zu dem Ion TV als Intermediat und letztlich 
zur Carbonylverbindung V fuhrt (Schema 1 ) .  Im Falle von 
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Schema 1 .  Mechanismus der Hydrolyse eines Ketals unter sauren Bedingungen. 

Ketalen und Acetalen mit eiiier aktivierten Abgangsgruppe 
(z. B. R' = Aryl) ist der erste Schritt der geschwindigkeitsbe- 
stimmende; ihre Hydrolyse 1a8t sich mit schwachen Sauren 
katalysieren (allgemeine Saurekatalyse)[*~ 'I, Im Unterschied 
dazu handelt es sich im Falle nichtaktivierter Ketale (z.B. 
R' = A l k ~ l ) [ ~ ]  bei der 0-protonierten Verbindung I1 um ein ver- 
hlltnismlRig stabiles Intermediat, das in einer Vorgleichge- 
wichtsreaktion entsteht. Damit ist die Spaltung der C-O-Bin- 
dung (iiber den Ubergangszustand 111) der geschwindigkeitsbe- 
stimmende Schritt. Die Hydrolyse nichtaktivierter Ketale oder 
Acetale kann deshalb nicht durch schwache Sauren katalysiert 
werden, sondern hangt nur vom pH-Wert a b  (spezifische Siiure- 
katalyse). Dieses Reaktivitltsmuster gilt auch fur die Hydrolyse 
der glycosidischen Bindung uiid ist beim Entwurf eines Biokata- 
lysators eine besondere Herausforderung, weil eine schwache 
SBure allein nicht ausreicht, um die Reaktion einzuleiten. 

Das Dioxolan 118' wird in wa8rig-saurem Medium zum 
Keton 2 und Ethylenglycol hydrolysiert. Obwohl die Hydrolyse- 
geschwindigkeit vom pH-Wert abhangt, ist sie vollkommen un- 
empfindlich gegeniiber der Art des Puffers und dessen Konzen- 
tration. Wie aus dem iuversen Losungsmittel-Isotopeneffekt 
(k,/k, = 0.4) ersichtlich, liegt bei dieser Reaktion spezifische 
Slurekatalyse vor; dabei ist die Spaltung der C-0-Bindung im 
protonierten [ntermediat I1 zum Ion IV geschwindigkeitsbe- 
stimmender Schritt. Bei diesem Schritt weitet sich der protonier- 
te Dioxolanring auf und die positive Ladung bewegt sich vom 
austretenden Sauerstoffatom zum verbleibenden. Damit ist das 
Piperidinium-Kation 3 ein Analogon zum Ubergangszustand 
VI (Schema 2): Das positiv geladene Stickstoffzentrum in 3 ent- 

Ar 
2 

Ar 
1 

' 3  0 
a X = CH2NHCO(CH2)3CO---KLH 
b X = H  

Schema 2. Ubergangsrustdnd VI und Analogon 3 rum Ubergangszustand fur  die 
Hydrolyse dea Ketals 1 zum Keton 2. 

spricht dem entstehenden Zentrum im Ion IV, der sechsgliedrige 
Piperidiniumring dem aufgeweiteten Fiinfring von V1. 

Wir pruften 46 gegen 3a gerichtete monoklonale Antikor- 
auf katalytische Wirksamkeit in der Hydrolyse von 1 .  

Zwei von ihnen, die Antikorper 14D9 und 20B11 ['I, katalysie- 
ren die Reaktion. In beiden Fallen gehorchte die Katalyse der 
Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 1) und lien sich durch das 


