
Ein an ein Guanidinium-Elektrophil (unten) gebundener 
RNA-Phosphodiester (links), bei dem die 2’-OH-Gruppe 
des Riboserestes mit einem basischen lmidazolrest (rechts) 
wechselwirkt - dies ist eines der gegenwartig untersuch- 
ten Modelle, die fur den Mechanismus der katalytischen 
RNA-Spaltung durch Umesterung vorgeschlagen wurden. 
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Der Mechanismus der RNA-Spaltung durch Umesterung - 
eine vereinheitlichende Analyse des aktuellen Diskussionsstandes 
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Die unterschiedlichen Mechanismen der 
RNA-Hydrolyse werden gegenwartig 
intensiv untersucht. Der erste Schritt der 
Reaktionssequenz ist eine Spaltung und 
Umesterung, bei der eine 2’-OH-Gruppe 
eine 3‘,5‘-Phosphodiesterbindung an- 
greift und die 5’-Gruppe verdrangt, der 
zweite die Offnung des entstandenen 
cyclischen 2’,3‘-Phosphodiesters. Die 
Komplikationen bei dieser Reaktion 
riihren von den unterschiedlichen mogli- 
chen Wegen her, an denen spezifische 
und allgemeine Sauren und Basen als 
Katalysatoren beteiligt sind. Auljerdem 
gibt es unterschiedliche Ansichten iiber 

den Protonierungsgrad der Phosphodi- 
ester und aller unter den verschiedenen 
experimentellen Bedingungen als Zwi- 
schenprodukte auftretenden Phospho- 
rane. Hier werden Untersuchungen zum 
Mechanismus der spezifischen und all- 
gemeinen Saure- und Basenkatalyse bei 
der Hydrolyse von RNA und RNA- 
Analoga sowie Interpretationen der ex- 
perimentellen Befunde prasentiert. 
Dazu gehoren auch theoretische Rech- 
nungen, Untersuchungen zur Kinetik, 
Bestimmungen der pK,-Werte, Iso- 
topeneffekte, Hammett- und Brm- 
sted-Beziehungen sowie Modellbetrach- 

- ~~~~~ 

tungen. Neuere Analysen des Reak- 
tionsmechanismus von RNase A werden 
ebenfalls diskutiert. Einleitend werden 
zwei Mechanismen fur die Spaltung und 
Umesterung vorgestellt, die die bekann- 
ten Daten miteinander in Einklang brin- 
gen und die sich nur in der Rolle der 
Phosphorane und ihres Protonierungs- 
grades unterscheiden. Danach werden 
die Literaturdaten analysiert, die diese 
Mechanismen stiitzen. 

Stichworte: Hydrolyse - Kinetik * Reak- 
tionsmechanismen - RNA 

1. Einleitung 

Der Mechanismus der nichtenzymatischen Hydrolyse der 
RNA-Phosphodiesterbindungen wird schon seit vielen Jahren 
untersucht. In jiingerer Zeit wurden die Untersuchungen durch 
den Wunsch vorangetrieben, synthetische Katalysatoren fur die 
RNA-Hydrolyse herzustellen.[’] Ein vollstandiges Bild des Me- 
chanismus wiirde den gezielten Entwurf synthetischer sowie se- 
misynthetischer Katalysatoren zur RNA-Hydrolyse erleichtern, 
die in der Gentherapie eingesetzt werden konnten.[21 Auljerdem 
hangt die Interpretation eines Enzymmechanismus oft von der 
Kenntnis des Mechanismus in Losung ab, da das Enzym sich 
entwickelt hat, um den Ubergangszustand eines Molekiils in 
Losung zu stabili~ieren.[~] Es gibt also zwei unabhangige Motive 
fur die intensive Beschaftigung mit diesem Thema. 

Die Hydrolyse lauft in zwei Schritten ab: Sie beginnt mit einer 
Spaltung durch Umesterung, auf die eine Hydrolysereaktion 
folgt (Schema 1). Diese beiden Schritte erscheinen zwar einfach, 
hangen aber beide in komplizierter Weise vom pH-Wert ab  und 
werden durch allgemeine und spezifische Sauren und Basen ka- 
talysiert. Die moglichen Mechanismen fur den Spaltungs- und 

[*I Prof. E. V. Anslyn, D. M. Perreault 
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Schema 1. Die beiden Schritte der RNA-Hydrolyse: 1) Spaltung durch Umeste- 
rung und 2) Hydrolyse des cyclischen Phosphodiesters. 

Umesterungsschritt sind in Schema 2 dargestellt. Der erste 
Schritt beginnt in jedem Fall mit dem nucleophilen Angriff der 
2’-OH-Gruppe der Ribose, wodurch ein trigonal-bipyramidales 
Phosphoran entsteht. Im zweiten Schritt wird die Abgangs- 
gruppe abgespalten. Durch den Mechanismus miissen Produk- 
te, die durch Pseudorotation entstehen, ebenso erklart werden 
konnen wie die Phosphoran-Zwischenprodukte 1 oder 2. Die 
Details der spezifischen und allgemeinen Katalyse der beiden 
Schritte, der Struktur und der Lebensdauer der Phosphorane 
sind noch nicht vollstandig verstanden. 

Viele Arbeiten iiber die RNA-Hydrolyse drehen sich um das 
Phosphoran-Zwischenprodukt. Dabei sind drei Aspekte von 
iiberragender Bedeutung: die Lebensdauer des Phosphorans, 
sein Protonierungsgrad und die Abhangigkeit dieser beiden 
Faktoren von der Abgangsgruppe. Daneben wird vie1 dariiber 
diskutiert, wie diese drei Aspekte von den experimentellen Be- 
dingungen wie dem Typ der Katalyse oder dem pH-Wert abhan- 
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Schema 2. Zwei Mechanismen, die mit der uberwiegenden Zahl der Untersuchun- 
gen konsistent sind: A) Mechanismus, der iiber ein kurzlebiges dianionisches Phos- 
phoran oder einen dianionischen phosphoranahnlichen Ubergangszustdnd verliuft. 
B) Die vorgelagerte oder gleichzeitig mit dem nucleophilen Angriff erfolgende Pro- 
tonierung des Phosphodiesters ergibt ein monoanionisches, einfach protoniertes 
Zwischenprodukt, das unter Spaltung oder Umlagerung weiterreagieren kann. 

gen. Eine Klarung dieser Fragen ist eine wichtige Voraussetzung 
fur ein umfassendes Verstandnis des Mechanismus der RNA- 
Hydro1 yse. 

In diesem Beitrag werden acht Hypothesen zur RNA-Hydro- 
lyse sowie zwei Reaktionsmechanismen prasentiert. Die Kon- 
zepte, auf denen diese Hypothesen beruhen, sind zwar nicht neu, 
aber auch nicht notwendigerweise allgemein anerkannt. Im An- 
schluB an diese Hypothesen und Mechanismen werden alte und 
neue Untersuchungen zum Mechanismus der RNA-Hydrolyse 
diskutiert. Jeder Abschnitt dient dazu, die Hypothesen und Me- 
chanismen abzusichern; aber auch bislang nicht beschriebene 
Experimente werden in einigen Fallen diskutiert. Dabei sind wir 

uns durchaus daruber im klaren, dalj manche Untersuchungen 
anders interpretiert werden konnen als wir es hier tun. Das 
Motiv fur unsere Interpretationen ist, zwei einfache Mechanis- 
men zu untermauern. Diese werden nicht zum erstenmal erlau- 
tert, sondern sind bereits in unterschiedlichen Formen bespro- 
chen worden. Unser Ziel ist es, die beiden Mechanismen im 
Licht einer grol3en Menge solcher experimenteller Befunde zu 
prasentieren, die als Bestatigung dienen konnen. Es bleibt kiinf- 
tigen Forschungsarbeiten vorbehalten, die Stichhaltigkeit der 
Mechanismen weiter zu prufen. 

2. Hypothesen und Mechanismen 

2.1. Die Hypothesen 

1. Ein dianionisches Phosphoran ist kinetisch nicht von ei- 
nem Ubergangszustand unter~cheidbar.‘~] Seine Lebensdauer 
reicht nicht fur eine Protonierung aus. 

2. Dianionische phosphoranahnliche Ubergangszustande 
(Schema 3) werden wahrend der RNA-Hydrolyse sowohl mit 
allgemeinen als auch mit speziellen Basen gebildet. 

Base 
\ 

I 
OR OR b 

Schema 3. Dianionische, monoanionische (einfach protonierte) und neutrale (zwei- 
fach protonierte) Phosphorane. 

3. Damit ein Phosphoran ein kinetisch signifikantes Zwi- 
schenprodukt im Verlauf der RNA-Hydrolyse sein kann, muB 
es entweder monoanionisch, also einfach protoniert, oder neu- 
tral, also zweifach protoniert, sein. 
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4. Monoanionische (einfach protonierte) oder neutrale 
(zweifach protonierte) Phosphorane werden durch die Protonie- 
rung des Phosphodiesters vor oder gleichzeitig mit dem nucleo- 
philen Angriff gebildet. 

5. Nur wenn der Phosphodiester vor oder wahrend des nu- 
cleophilen Angriffs protoniert wird, konnen Produkte durch 
Pseudorotation entstehen, z. B. der 3’,5‘-Phosphoester in der 
RNA durch Umlagerung des 2’,5’-Phosphoesters. 

6. RNA-Analoga mit guten Abgangsgruppen werden iiber 
dianionische phosphoranahnliche Ubergangszustande hydroly- 
siert ; nur bei niedrigen pH-Werten sind monoanionische (ein- 
fach protonierte) oder neutrale (zweifach protonierte) Phospho- 
rane als Ubergangszustande moglich. 

7. Ein Wechsel des Reaktionsmechanismus von einem iiber 
ein Phosporan-Zwischenprodukt zu einem rnit einem phosphor- 
anihnlichen Ubergangszustand hangt von den pK,-Werten der 
Abgangsgruppe und des Phosporans, vom pH-Wert und von 
der Anwesenheit von Sauren und Basen ab. 

8. Mechanismen, die iiber dianionische phosphoranahnliche 
Ubergangszustande, und solche, die uber protonierte Phospo- 
ran-Zwischenprodukte verlaufen, konnen gleichzeitig nebenein- 
ander auftreten. 

2.2. Die Mechanismen 

In Schema 2 sind zwei Mechanismen dargestellt, die alle acht 
Hypothesen berucksichtigen. Nach Hypothese 1 verdrangt ein 
dianionisches Phosphoran 1 die Abgangsgruppe direkt, ohne 
daB es zu einer Protonierung kommen kann (Schema 2A). Die- 
se einstufige Eliminierung kann durch allgemeine oder spezifi- 
sche Basen katalysiert werden (Hypothese 2). Die Abgangs- 
gruppe wird als Anion abgespalten oder als Alkohol, wenn sie 
durch eine vorher assoziierte Saure protoniert wurde. Dieser 
Mechanismus A paBt auch am besten zu RNA-Analoga, die 
gute Abgangsgruppen aufweisen, es sei denn, die Reaktion wird 
bei niedrigem pH durchgefiihrt (Hypothese 6). Im Unterschied 
dazu wird nach Mechanismus B (Schema 2 B) der Phosphodi- 
ester durch Protoneniibertragung von einer Saure aktiviert. 
Hier ist das Phosphoran 2 ein Zwischenprodukt (Hypothese 3). 
Das Proton wird entweder vor oder gleichzeitig mit dem nu- 
cleophilen Angriff der 2’-OH-Gruppe ubertragen (Hypothe- 
se 4). Daher ist sowohl eine spezifische als auch eine allgemeine 
Saurekatalyse moglich. Nach diesem Mechanismus konnen 
durch Pseudorotation auch Umlagerungsprodukte wie 3 entste- 
hen (Hypothese 5). Das 2’-Sauerstoffatom kann nach beiden 
Mechanismen als neutrale OH-Gruppe, als ein durch eine allge- 
meine Base (teilweise) freigesetztes Anion oder nach vorgelager- 
ter Deprotonierung zur 0 --Gruppe angreifen. Bei niedrigem 
pH-Wert gibt es einen dritten Mechanismus, bei dem die 
Phosphodiesterbindung zweifach protoniert wird und daher 
kationisch vorliegt. Dieser Mechanismus ist hier nicht darge- 
stellt, da er fur die Spaltung von RNA unter physiologischen 
Bedingungen nur von untergeordneter Bedeutung ist. Er wird 
aber weiter unten behandelt. Der Ubergang von Mechanis- 
mus A zu Mechanismus B sollte vom pH-Wert, der Verfiigbar- 
keit allgemeiner Sauren und Basen, dem pK,-Wert des Phospho- 
rans und von der Abgangsgruppe abhangen (Hypothese 7). 
Daher sollte unter bestimmten experimentellen Bedingungen die 

Hydrolyse gleichzeitig nach beiden Mechanismen verlaufen 
(Hypothese 8). 

Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick iiber die 
bisher erhaltenen theoretischen und experimentellen Befunde, 
die die Hypothesen und die vorgeschlagenen Mechanismen stiit- 
Zen. Die Daten zur Stabilitat der Phosphodiesterbindung, die 
pK,-Werte der Phosphorane, a- und p-Werte, Isotopeneffekte, 
Kinetik, Modellsysteme und theoretische Rechnungen werden 
diesbeziiglich untersucht. 

3. Warum verwendet man RNA-Analoga 
zur Untersuchung der RNA-Hydrolyse? 

Die Geschwindigkeit der Hydrolyse von RNA ist im Neu- 
tralen und bei Raumtemperatur recht niedrig, so daB sich die 
Reaktion nur schwer experimentell verfolgen la&, und hangt 
stark von der Gegenwart der 2’-OH-Gruppe ab. Das beste Indiz 
dafur ist, daB Phosphodiester, denen die 2’-OH-Gruppe 
fehlt (z. B. in DNA), bei pH 7 ungewohnlich stabil sind. So 
betragt die Hydrolysegeschwindigkeit von Dimethylphosphat 
2 x s - ’ . [~]  Mit einer 2’-OH-Gruppe oder einem 2‘-OH- 
Analogon ist die Umesterung mehrere Grobenordnungen 
schneller. Beispielsweise wurde die effektive Molaritat der 
2’-OH-Gruppe der RNA bei der hydroxidkatalysierten Reak- 
tion eines Phenylesters auf 3 x 1 0 7 ~  geschltzt.[6] Obwohl die 
2’-OH-Gruppe zu einer solchen Beschleunigung fuhren kann, 
ist die Halbwertszeit fur die hydroxidkatalysierte Spaltung von 
Cytidylcytidin recht lang (1000-10000 Tage bei 60°C und 
pH 7).[71 

Wenn die Estergruppen der Phosphoester fur einen nucleo- 
philen Angriff auf das Kohlenstoffatom leicht zuganglich sind, 
kann sich der Hydrolysemechanismus andern. Bei der Hydro- 
lyse von Dimethylphosphat und Dibenzylphosphat wird die 
C-0- und nicht die P-0-Einfachbindung ge~pa l t en .~~]  Dagegen 
wird bei Aryl- und Alkylphosphodiestern, deren C-O-Kohlen- 
stoffatom nicht nucleophil angegriffen werden kann, iiberwie- 
gend die P-0-Bindung gespalten (Schema 2). 

Phosphodiester rnit besseren Abgangsgruppen als Alkoxide 
wurden als RNA- und DNA-Mimetica untersucht. Deren Hy- 
drolyse ist jedoch nur sehr langsam. So ist Diphenylphosphat 
nach 5 Stunden bei 100 “C und pH 10 noch unverandert, und 
das Bis-p-nitrophenyl-Analogon hat eine Halbwertszeit von vier 
Monaten bei 100°C und pH 3-4, wahrend die Halbwertszeit 
des Bis-2,4-dinitrophenyl-Analogons unter den gleichen Bedin- 
gungen nur 75 Minuten betragt.[’] Trotz dieser niedrigen Ge- 
schwindigkeiten kann man die hydronium- und hydroxidkataly- 
sierten Hydrolysen der Diphenylphosphodiester verfolgen. Die 
Katalyse durch spezielle Verbindungen spielt bei fast allen Hy- 
drolysen zwischen pH 0 und 10 eine Rolle. Hangt man einen 
Ribosering rnit einer 2’-OH-Gruppe oder einem Analogon der 
2‘-OH-Gruppe an, nimmt die Hydrolysegeschwindigkeit weiter 
zu. Arylphosphoester sind die am meisten benutzten Phospho- 
diester fur mechanistische Untersuchungen, da man rnit ihnen 
hinreichend hohe Umsatzgeschwindigkeiten erreichen kann und 
auBerdem den Reaktionsverlauf UV/Vis-spektrophotometrisch 
verfolgen kann. 

Trialkylphosphotriester wurden ebenfalls intensiver unter- 
sucht als Dialkylphosphodiester, da sie schneller hydrolysiert 
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werden: Typische Hydrolysegeschwindigkeiten von Trialkyl- 
estern sind etwa 10'-106mal hoher als die von Diestern (siehe 
Abschnitte 9 und 16). Solche Triester sind auch etwa ein bis zwei 
GroDenordnungen reaktiver als Phosphodiester rnit aromati- 
schen Abgangsgruppen. 

Cyclische Phosphodiester rnit fiinfgliedrigen Ringen sind 
ebenfalls vie1 reaktiver.['I Nach wie vor besteht das ursprung- 
liche Postulat, daB die Ringspannung im Substrat durch die 
Bildung eines phosphoranahnlichen Ubergangszustandes er- 
hoht wird." Neuere Untersuchungen ergaben allerdings, daB 
Unterschiede in der Solvatation von Substrat und Phosphoran 
zur gemessenen Geschwindigkeitssteigerung fiihren konnen." 

Der Mechanismus der RNA-Hydrolyse kann also trotz der 
Geschwindigkeitserhohung durch die 2'-OH-Gruppe nur 
schwer bestimmt werden, weil die Reaktionsgeschwindigkeit 
sehr niedrig ist. Daher wurden die Untersuchungen meist rnit 
reaktiveren Analoga, z. B. rnit cyclischen Phosphaten, Triestern 
oder Phosphodiestern mit guten Abgangsgruppen, durchge- 
fiihrt. Mit Ausnahme der Untersuchungen von Lonnberg et al. 
sowie von Breslow et al. (Abschnitte 13 bzw. 14) wurde daher 
der grol3te Teil der im folgenden zusammengefal3ten Ergebnisse 
mit diesen starker aktivierten Substraten erhalten. 

' I ' I ' I ' I ' 1 . ' I  

4. Cyclische Phosphotriester und Pseudorotation 

Ein cyclisches Phosphat ist das Umesterungsprodukt, das im 
ersten Schritt der RNA-Spaltung gebildet und im zweiten hy- 
drolysiert wird. Die gleiche Hydrolyse kann daher als analog zur 
Umkehr des Umesterungsschrittes in der RNA angesehen wer- 
den, wobei statt einer 5'-OH-Gruppe Wasser als Nucleophil fun- 
giert. Folglich wurde die Hydrolyse cyclischer Phosphate unter- 
sucht, um mogliche Mechanismen der RNA-Hydrolyse zu 
testen. Die wahrscheinlich bekanntesten Untersuchungen uber 
den Mechanismus der Hydrolyse von cyclischen Phosphaten 
sind die von Westheimer mit Methylethylen- (MEP) und Ethy- 
lenphosphat.['21 Da diese Untersuchungen schon mehrfach zu- 
sammengefaBt und diskutiert wurden," 31 werden hier nur die 
Punkte erwahnt, die als Hintergrund fur unsere Argumentation 
notwendig sind. 

In Schema 4 sind die Produkte und der vorgeschlagene Reak- 
tionsweg fur die Hydrolyse von MEP zusammengefaBt; dazu ist 
der Anteil exocyclischer Spaltung als Funktion des pH-Wertes 
in Abbildung 1 dargestellt. Der Anteil exocyclischer Spaltung ist 
bei niedrigen pH-Werten am groBten, geht zwischen pH 10 und 
13 gegen Null und nimmt bei hoheren pH-Werten wieder zu. 
Wahrend sich aus den Untersuchungen von Gorenstein et al. 
keine Anhaltspunkte fur eine erhohte exocyclische Spaltung 
oberhalb von pH 13 ergaben,['41 konnten Kluger und Thatcher 
sie nachweisen."'] Durch den Kurvenverlauf wird ein Mecha- 
nismus unterstutzt, nach dem das bei pH 9 bis 13 zunachst gebil- 
dete Phosphoran 4 schnell abgebaut wird, bevor es zur Pseudo- 
rotation kommen kann. Bei niedrigerem pH-Wert resultiert die 
exocyclische Spaltung aus einer saurekatalysierten Pseudorota- 
tion, bei hoheren ist die Pseudorotation basenkatalysiert. Fur 
den basenkatalysierten Reaktionsweg wurde das dianionische 
Phosphoran 5 als Zwischenprodukt postuliert. 

Da die exocyclische Spaltung eine Pseudorotation voraussetzt 
und im Sauren schneller ablauft und weil die Hydrolyse cycli- 
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Schema 4. Mechanismus der Hydrolyse von Methylethylenphosphat (MEP), wie er 
zuerst von Westheimer diskutiert wurde 

j 
2 1 4  6 

PH- 
Abb. I .  Anteil x der exocyclischen Spaltung von MEP als Funktion des pH-Wertes 
(verandert nach Lit. [12]); von Guthrie (-), von Westheimer (----) und von 
uns (-) bestimmte pK.-Werte. 

scher Phosphate der Umkehrreaktion der Umesterung von 
RNA analog ist, sollte die 3' -+ 2'-Umlagerung des RNA-Phos- 
phodiesters ebenfalls durch Pseudorotation initiiert werden und 
im Sauren schneller ablaufen ; dies wurde tatsachlich experimen- 
tell bestatigt (Abschnitte 13 und 14). AuBerdem sind fur die 
Bildung von Phosphoran-Zwischenprodukten aus Phosphodi- 
estern unter sauren Bedingungen einige Beispiele bekannt" 61 

(siehe Abschnitt 5 ) .  Sogar bei Phosphomonoestern konnten 
Phosphorane als Zwischenprodukte nachgewiesen werden, die 
der Pseudorotation unterliegen, allerdings nur, wenn die Hydro- 
lyse unter sauren Bedingungen durchgefuhrt wurde.["] Ein an- 
deres Beispiel liefert die Synthese von Oligoribonucleotiden : 
Wenn eine Schutzgruppe fur die 2'-O-Funktion unter sauren 
Bedingungen abgespalten wird, tritt eine teilweise Isomerisie- 
rung ein.['*] Daraus wird deutlich, dal3 die Protonierung eines 
Phosphoesters vor oder gleichzeitig mit der Phosphoranbildung 
oder die Protonierung eines zunachst dianionischen Phospho- 
rans nach dessen Bildung das Ausmal3 der Pseudorotation und 
als Konsequenz auch das der Umlagerung steigern kann. 
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5. "0-Austausch 

Phosphorane als Zwischenprodukte wurden anhand des l8O- 
Austauschs von markiertem Wasser mit dem Phosphoester un- 
tersucht. So findet bei der sauren, nicht aber bei der basischen 
Hydrolyse von Ethylenphosphat ein Sauerstoffaustausch statt 
(Schema 5 )  .[12. 19] Unter sauren Bedingungen betragt das Ver- 
haltnis zwischen "0-Austausch und Hydrolyse etwa 0.2: 1. 

OH HzO* 
Of,.. / 

Schema 5. Mechanismus des "0-Austauschs zwischen Wasser und Ethylenphos- 
phat. 

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich fur den Einbau von l80 in 
Glycerinaldehydphosphat.[' 91 Das 2'-OH-Analogon von Glyce- 
rin-2-monophosphat isomerisiert zunachst und wird dann ge- 
spalten. Das Substrat wird im Sauren in einem schnellen Schritt 
unter Einbau von l80 aus dem Losungsmittel Wasser zu Glyce- 
rin-1 -monophosphat umgelagert,[201 nicht jedoch unter basi- 
schen Beding~ngen."~. 211 

Die Produkte, die durch Pseudorotation entstehen, und die 
Verteilung von "0 unter sauren bis neutralen, nicht jedoch 
unter basischen Bedingungen, waren die entscheidenden Be- 
funde, rnit deren Hilfe die Mechanismen der Phosphoester- 
hydrolyse entratselt wurden. Sie lassen sich am einfachsten er- 
klaren, wenn ein dianionisches Phosphoran entweder ein Uber- 
gangszustand ist oder in seiner Konformation eingefroren ist. 
Durch Protonierung wird die Lebensdauer des Phosphorans 
verlangert und damit die Wahrscheinlichkeit zur l80-Wande- 
rung und zur Pseudorotation erhoht. Daher sind die I80-Wan- 
derung und die Pseudorotation im Einklang rnit den Mechanis- 
men A und B. Unter sauren bis nahezu neutralen Bedingungen 
ist das Phosphoran protoniert, so daR Pseudorotation und die 
Umkehrreaktion zum Ausgangsprodukt moglich ist. Unter ba- 
sischen Bedingungen lauft keine dieser Reaktionen ab. 

Eine Frage bleibt allerdings offen: Wann wird das Phospho- 
ran protoniert? Der Phosphoester kann vor oder gleichzeitig rnit 
dem nucleophilen Angriff protoniert werden (Schema 2 B) und/ 
oder das dianionische Phosphoran hat eine hinreichend lange 
Lebensdauer, um protoniert zu werden. 

6. Die Theorie 

Das erste Indiz fur den Zeitpunkt der Phosphoran-Protonie- 
rung lieferten theoretische Betrachtungen. Wie Rechnungen er- 
gaben, ist die Potentialmulde dianionischer Phosphorane nur 
wenige kcal mol - tief, auch wenn sie solvatisiert sind und Al- 
kylgruppen tragen, da ein dianionisches Phosphoran unter neu- 
tralen Bedingungen - wie berechnet wurde ~ zu kurzlebig fur 
eine Protonierung ist. 

Die Stabilitat von di- und monoanionischen (einfach proto- 
nierten) Phosphoranen wurde durch ab-initio-Rechnungen be- 
stimmt. Mit dem STO-3G-Basissatz ergibt sich, daR die Poten- 
tialtaler dianionischer Phosphorane sehr tief sind.[221 Rech- 
nungen rnit Basissatzen hoherer Ebenen deuten darauf hin, daB 
die tiefen Taler von den minimalen Basissatzen herruhren und 
daR die dianionischen Phosphorane kinetisch bedeutungslos 
sind oder daR es sich bei ihnen um echte Ubergangszustande 
handelt.r231 Ab-initio-Rechnungen von Karplus und Taira un- 
terstutzten die Auffassung, daD dianionische Phosphorane sehr 
instabil sind. Monoanionische (einfach protonierte) Phosphora- 
ne sind dagegen ungeachtet ihrer verzerrten trigonal-bipyrami- 
dalen Geometrie ~ t a b i l . [ ~ ~ ]  

Die Rechnungen sagten auch eine Stabilisierung der Phos- 
phorane durch Solvatation voraus. Ein Modell der Ladungssta- 
bilisierung nach Born 1aRt erwarten, daR dianionische Zwi- 
schenprodukte starker stabilisiert werden als zwei geladene 
Gruppen, weil die Gibbs-Energie fur die Solvatation mit dem 
Quadrat der Ionenladung z ~ n i m m t . ~ ~ ~ ~ ~  251 So errechnete Kar- 
plus, daD die Solvatation ein dianionisches Phosphoran stabili- 
sieren kann, so daR die Gibbs-Energie zur Aktivierung fur den 
nucleophilen Angriff in Losung gegenuber dem in der Gasphase 
um etwa 60 kcalmol- vermindert wird. Unter Berucksichti- 
gung der Solvatation liegt die berechnete Aktivierungsenergie 
fur die Bildung eines dianionischen phosphoranahnlichen Uber- 
gangszustandes im Bereich der experimentell bestimmten Wer- 
te,[24b. 251 

Taira et al. schlossen aus Rechnungen, daR dianionische 
Phosphorane nicht in der Gasphase existieren konnen, weil sie 
nicht durch vollstandige Delokalisation der beiden negativen 
Ladungen stabilisiert werden. Dies wurde durch die hohe Insta- 
bilitat eines vollstandig mit Wasserstoff substituierten dianioni- 
schen Phosphorans gestutzt,[26] wahrend Methylgruppen sowie 
Ethylenbrucken die Stabilitat der Phosphorane e r h o h e ~ [ ~ ~ I  
Die Ladungen der dianionischen Phosphorane aus RNA-Phos- 
phodiestern sollten daher besser delokalisiert werden und die 
Dianionen demzufolge existieren konnen. Durch Solvatation 
sollte die Stabilitat durch zusatzliche Delokalisation der Ladun- 
gen weiter gesteigert werden. Tatsachlich existieren sogar die 
instabilsten Phosphorane als Dianionen, wenn sie mit sechs 
Wassermolekulen solvatisiert sind,["] und Phosphorane mit 
Ethylenbrucken werden sogar durch nur ein Wassermolekul 
hinreichend ~tabilisiert.[ '~~] Taira et al. sahen die Ergebnisse 
ihrer Rechnungen in Ubereinstimmung rnit dem Fehlen von 
"0-Austausch und Phosphorylwanderung unter basischen 
Bedingungen und folgerten, daR dies von einer hohen Ener- 
giebarriere herruhrt, die die Pseudorotation verhindert, und 
nicht daher, daR das Phosphoran ein Ubergangszustand 
sei.1271 Weiterhin postulierten sie, daI3 jedes dianionische Phos- 
phoran in solvatisierter Form ein langlebiges Zwischenprodukt 
i~ t . [ ' ~ ]  

Die Rechnungen ergaben, daR solvatisierte dianionische 
Phosphorane Zwischenprodukte sind. Allerdings betragt die be- 
rechnete Energiebarriere zum Austreten der Abgangsgruppe 
nur etwa 2 kcal mol- was einer Geschwindigkeitskonstanten 
fur die Abspaltung von fast 10'' s - '  bei 25 "C e n t s p r i ~ h t . [ ' ~ - ~ ~ I  
Eine starkere Solvatation schlagt sich in den Rechnungen in 
einer Erhohung der Barriere nieder, doch ist bislang unbekannt, 
in welchem AusmaR. Geht man von 2 kcalmol-I als der gegen- 
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wartig besten Abschatzung fur die Energiebarriere beim Aus- 
treten der Abgangsgruppe aus, sollte der monomolekulare 
Zerfall der Verbindung schneller oder ahnlich schnell ablaufen 
als mogliche diffusionskontrollierte Reaktionen zweiter Ord- 
nung. So sind die Geschwindigkeitskonstanten fur die Abspal- 
tung der Abgangsgruppe groBer als die vorhergesagten Ge- 
schwindigkeitskonstanten fur die Protonierung (siehe Ab- 
schnitt 7). Dies ist unser erster Hinweis darauf, daD dianioni- 
sche Phosphorane kaum bei neutralem pH-Wert protoniert wer- 
den konnen. 

Durch weitere theoretische Betrachtungen wurde die Stabili- 
tat von Phosphoranen und das Verhaltnis von exo- zu endocycli- 
scher Spaltung bei MEP untersucht. Lim und Tole haben ab- 
initio-Rechnungen zum Hydroxid-Angriff auf MEP durchge- 
fuhrt und sind dabei zu lhnlichen Ergebnissen gekommen wie 
Taira und Karplus. Sie stellten allerdings fest, daB der Hydro- 
xid-Angriff von Pseudorotation begleitet wird, so daB zunachst 
Verbindung 9 entsteht (Schema 6),[24c1 und daD die Ringoffung 
schneller ablauft als die exocyclische Spaltung; danach ruhren 
die Unterschiede zwischen endo- und exocyclischer Spaltung 
von Unterschieden zwischen den P-OH,,-Rotameren her. Die 
Orientierung der freien Elektronenpaare des Sauerstoffatoms 
bestimmt so das endo-exo-Verhlltnis uber stereoelektronische 
Effekte. 

Schema 6. Mechanismus der MEP-Spaltung nach Lim und Tole 

Insgesamt lassen die theoretischen Betrachtungen vermuten, 
daB dianionische Phosphorane wahrscheinlich in Losung exi- 
stieren, daB ihre Lebensdauer aber fur die meisten diffusions- 
kontrollierten Reaktionen kaum oder nicht ausreicht. Sie sind 
daher kinetisch nicht von Ubergangszustanden zu unterschei- 
den (Hypothese 1). Die Phosphorane spalten sofort ihre Ab- 
gangsgruppen ab, ohne dalj es zur Pseudorotation oder zum 
Austausch von l8O kommt, wie dies 1956 von Todd postuliert 
worden war.[3o1 Wir werden diese Rechnungen in den Abschnit- 
ten 7, 13 und 16 mit experimentellen Befunden, nach denen di- 
anionische Phosphorane mit Alkoxid-Abgangsgruppen den 
Ubergangszustanden sehr ahneln, weiter untermauern, und in 
den Abschnitten 10- 12 werden wir iiber Ergebnisse berichten, 
die verdeutlichen, daD Phosphorane rnit guten Abgangsgruppen 
echte Ubergangszustlnde sind. 

Akzeptieren wir zunachst, daB die dianionischen Phosphora- 
ne nicht langlebig genug fur eine Protonierung sind. Da die 
protonierte Form aber Ausgangspunkt fur Pseudorotation und 
'*O- Austausch ist, muB die Protonierung am Phosphodiester 
vor oder gleichzeitig rnit dem nucleophilen Angriff stattfinden 
(Hypothese 3). 

7. Dianionische Phosphorane - die Geschwindigkeit 
der Protonierung 

Wir leiten aus den Ergebnissen der ab-initio-Rechnungen ab, 
daB die Geschwindigkeit des Zerfalls dianionischer Phos- 
phorane groBer ist als die der Protonierung durch Wasser oder 
Pufferkomponenten. 1970 bot Usher hierfiir eine uberzeugende 
Begrundung an, indem er auf den Mechanismus der MEP-Hy- 
drolyse (Schema 4) ~erwies.[~']  Danach muB der Zerfall des 
monoanionischen Phosphorans 4 schneller sein als dessen Pseu- 
dorotation, fur die eine Geschwindigkeitskonstante von unge- 
fahr 10' s-' berechnet worden Weiterhin sollte der Zer- 
fall des dianionischen Phosphorans 5 sicherlich schneller 
ablaufen als der von 4. Daraus leitete Usher fur den Zerfall des 
dianionischen Phosphorans eine Geschwindigkeitskonstante er- 
ster Ordnung von 10" bis 10" s- ab; sie ist damit hoher als die 
Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung, fur die er 
lo9 s-' angab.[331 Demnach wlre das dianionische Phosphoran 
tatsachlich ein Zwischenprodukt, das wegen seiner kurzen Le- 
bendauer keine diffusionskontrollierten Reaktionen eingehen 
kann. Diese SchluBfolgerung entspricht der aus den ab-initio- 
Rechnungen, die in Abschnitt 6 diskutiert wurden. 

Da die Abspaltung der Abgangsgruppe von einem dianioni- 
schen Phosphoran wahrscheinlich schneller ablauft als die Pro- 
tonierung, wie dies zuerst von Usher ausgefuhrt wurde, mu0 das 
monoanionische (einfach protonierte) Phosphoran gebildet 
werden, indem der Phosphodiester vor oder gleichzeitig mit dem 
nucleophilen Angriff protoniert wird (Hypothese 3). Weitere ex- 
perimentelle Befunde hierzu werden in den Abschnitten 12- 14 
und 16 dargelegt; zunachst allerdings wollen wir als Einleitung 
zu dieser Diskussion die Reaktivitat der Phosphorane nlher 
untersuchen. 

8. Reaktivitat und pK,-Werte der Phosphorane 

Wie die bisher dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, hangt 
die Pseudorotation eines Phosphorans in der RNA-Hydrolyse 
vom Protonierungsgrad 
ab; dieser ist eine Funktion 
des pH-Wertes und des 0 - T  
pK,-Wertes des Phospho- 
rans. Westheimer et a1.[121 
berechneten die beiden 

I -"" 
OR pK,-Werte der Phosphora- 

ne (Schema 7) nach der Schema7. 

Methode von Branch und 
Calvin[341 zu 9 und 13. Guthrie bestimmte anhand der Bildungs- 
warmen pK,' = 6.5 und pK: = 11 .3,[351 und rnit Pulsradiolyse 
wurden in unserem Labor Werte von 11 und 15 erhalten.[361 
Auch wenn unterschiedliche Phosphorane voneinander abwei- 
chende pK,-Werte haben sollten, erscheint der Bereich der publi- 
zierten Werte unvernunftig weit. Die genaue Bestimmung steht 
also noch aus. 

Zwar sind die pK,-Werte fur die Phosphorane noch nicht gut 
abgesichert, doch werden wir die Abhlngigkeit der exocycli- 
schen Spaltung vom pH-Wert (Abb. 1) im Lichte dieser Werte 
analysieren. Wenn die pK,-Werte, die fur MEP erhalten wurden, 
das Verhaltnis der endo- zur exocyclischen Spaltung beeinflus- 
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sen, wird man erwarten, daB sich dieses Verhaltnis bei pH-Wer- 
ten in der Nahe des pK,-Wertes stark und bei pH-Werten zwi- 
schen den pK,-Werten wenig andert. Die senkrechten Linien in 
Abbildung 1 markieren die pK,-Werte fur neutrale (zweifach 
protonierte) Phosphorane, die von Guthrie und Westheimer so- 
wie in unserem Labor bestimmt wurden. Der von Guthrie be- 
stimmte pKl-Wert von 6.5 liegt in einem pH-Bereich, in dem 
sich der Anteil der exocyclischen Spaltung deutlich andert. Bei 
niedrigeren pH-Werten ist das Phosphoran vollstandig proto- 
niert und die Wahrscheinlichkeit einer Pseudorotation am groD- 
ten, was vermehrt zu exocyclischer Spaltung fuhrt. Bei pH > 6.5 
liegt die anionische Form vor, deren Pseudorotation langsamer 
ist und die daher weniger zur exocyclischen Spaltung neigt. Bei 
einem pH-Wert nahe dem pKz-Wert (1 1.3) 1aBt sich keine exocy- 
clische Spaltung mehr nachweisen. Schwer erklarbar ist aller- 
dings die Zunahme der exocyclischen Spaltung bei pH > pK2. 
Die von Westheimer bestimmten pK,-Werte rahmen den Bereich 
geringer exocyclischer Spaltung ein. Bei pH-Werten unterhalb 
des ersten pK,-Wertes (9) und oberhalb des zweiten (13) nimmt 
der Anteil der exocyclischen Spaltung zu. Dies stimmt rnit der 
ursprunglichen Interpretation der Daten uberein (Abschnitt 3). 
Unser Wert fur pKl von 11 fallt in einen pH-Bereich, in dem 
keine exocyclische Spaltung ablluft. Unterhalb dieses Wertes 
sollte durch die Protonierung die Pseudorotation und damit der 
Anteil exocyclischer Spaltung zunehmen. Wenn sich der pH- 
Wert dem pKt-Wert von etwa 15 nahert (pH = 13-14), sollte 
sich das exo-endo-Verhaltnis wieder andern, denn durch par- 
tielle Deprotonierung der apikalen OH-Gruppe entsteht das 
Dianion 5, das infolge schneller Pseudorotation entweder die 
exocyclische oder die endocyclische Abgangsgruppe abspaltet. 
Der Befund, daB bei pH z 15 die basenkatalysierte exocyclische 
Spaltung einsetzt, stimmt am ehesten rnit dem von uns bestimm- 
ten pKi-Wert uberein. 

In weiteren Untersuchungen miissen die pK,-Werte der Phos- 
phorane noch exakt bestimmt werden, um die Spaltungs- und 
Isomerisierungsdaten von Phosphodiestern und RNA besser in- 
terpretieren zu konnen. 

9. Analogien rnit Phosphotriestern 

Der Mechanismus der Hydrolyse eines Phosphotriesters soll- 
te dem eines protonierten Phosphodiesters weitgehend analog 
sein, wenn man annimmt, daB eine Alkylgruppe und ein Proton 
die Reaktivitat eines Phosphoesters ahnlich beeinflussen. Phos- 
photriester werden unter gleichen Bedingungen etwa lo5- bis 
106mal schneller hydrolysiert als Phosphodiester (Ab- 
schnitt 16). Daher erwartet man, daD die Protonierung eines 
Phosphodiesters zu einer neutralen Verbindung zu einer ahnli- 
chen Beschleunigung der Hydrolyse fuhrt.[371 Angesichts dieser 
Analogie untersuchte Lonnberg die saure, neutrale und basische 
Hydrolyse von Pho~photriestern.[~*’ Phosphatwanderung und 
Hydrolyse laufen bei pH 2 mit ahnlicher Geschwindigkeit ab, 
wahrend bei niedrigerem pH-Wert die Hydrolyse und bei pH 3- 
4 die Phosphatwanderung schneller ist. Lonnberg vertiefte die 
Analogie weiter und verglich diese Daten mit denen fur Phos- 
phodiester. Die pH-unabhangige Hydrolyse und Isomerisierung 
eines Phosphodiesters kann nach zwei, kinetisch gleichwertigen 
Mechanismen ablaufen. Im einen Fall greift eine nichtionisch 

vorliegende Hydroxygruppe des Zuckers den monoanionischen 
Phosphodiester an, im anderen reagiert eine zur 0 --Gruppe 
deprotonierte Hydroxygruppe rnit einem neutralen Diester. 
Lonnberg vermutete, daD im Fall der Phosphotriester das an- 
greifende Nucleophil sogar unter sauren Bedingungen (pH 3 ; 
Schema 8A) das Anion der 2’-OH-Gruppe ist. Entsprechend 
postulierte er, daB die pH-unabhangige Hydrolyse der Phospho- 
diester uber den Angriff der zuvor zur 0--Gruppe deprotonier- 
ten Hydroxygruppe auf den protonierten Phosphodiester ab- 
lauft (Schema 8 B). Dies entspricht rnit vorgelagerter De- 
protonierung der 2’-OH-Gruppe im wesentlichen dem Mecha- 
nismus B (Schema 2 B). 

A 

MeoTu 7 0- 

B 

MeoTu 
Schema 8. Analogie zwischen Phosphotriestern (A) und -diestern (B) nach Lonn- 
berg. 

Lonnberg untersuchte auch die durch allgemeine Sauren oder 
Basen katalysierte Hydrolyse und Umlagerung von Phospho- 
trie~tern.[~*‘I In Ameisensaurepuffern waren Isomerisierung 
und Hydrolyse von der basischen, nicht aber von der sauren 
Pufferkomponente abhangig. Dies ist anders als bei Phospho- 
diestern. Auch wird die Isomerisierung vom Puffer katalysiert, 
doch hangt deren Geschwindigkeit von der sauren Pufferkom- 
ponente ab  (siehe fur Einzelheiten Abschnitt 14). Die Alkyl- 
gruppe eines Triesters nimmt hier also die Position des benotig- 
ten Protons im Diester ein. 

Die Ahnlichkeiten hinsichtlich der Kinetik der Hydrolyse von 
Phosphodi- und -triestern fuhrten Lonnberg zur Hypothese, 
daD RNA-Diester im Neutralen iiber Zwischenstufen rnit neu- 
tralen und protonierten Phosphaten sowie rnit 2’-0--Gruppen 
hydrolysiert werden. AuDerdem stutzt der Unterschied in der 
Kinetik der durch allgemeine Sauren und Basen katalysierten 
Umlagerung von Phosphodi- und -triestern die Vorstellung von 
einer vorgelagerten Protonierung der Phosphodiester, wodurch 
diese den Triestern ahnlich werden. Weitere Beispiele werden in 
den Abschnitten 14- 16 vorgestellt. 

10. RNA-Analoga mit guten Abgangsgruppen 

Als ein Weg zur Aufklarung der RNA-Hydrolysemechanis- 
men wurden Phosphodiester mit guten Abgangsgruppen inten- 
siv untersucht. So fand Lonnberg heraus, daB die Hydrolyse von 
Uridin-3’-(2-chlorphenyl)phosphat (Schema 9) iiber den gesam- 
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A 

B 

Schema 9. Der Protonierungsgrad, der fur den nucleophilen Angriff durch die 2'-OH-Gruppe notwendig ist, unterscheidet sich bei aktivierten (A) und nichtaktivierten 
Phosphodiestern (8). 

ten pH-Bereich schneller ist als die Wanderung der Phosphobin- 
dung.[391 Diese Umlagerung wurde lediglich bei pH < 2 nachge- 
wiesen. Sie ist langsamer als die Hydrolyse, weil wahrend der 
Pseudorotation eine elektronenziehende Gruppe in eine aquato- 
riale Position verschoben werden muB. 

Die Untersuchungen von Lonnberg verdeutlichten einen in- 
teressanten Aspekt uber die pH-Abhangigkeit der Reaktions- 
weise des 2-Chlorphenylesters im Vergleich zu der des Methyl- 
esters und uber die Anderung des Mechanismus beim Ubergang 
von einem aktivierten zu einem nichtaktivierten Phosphoester 
(Schema 9 A.B) . f39*401 Bei pH-Werten unterhalb des pK,-Wer- 
tes des Phosphats weist die Reaktion des Methylesters eine Ab- 
hangigkeit zweiter Ordnung von der Hydroniumionenkonzen- 
tration auf; dies deutet auf einen Angriff der 2'-OH-Gruppe auf 
eine kationische, zweifach protonierte Phosphatbrucke hin. 
Vom Phosphoran kann dann der Alkohol in neutraler Form 
abgespalten werden. Demgegenuber weist die Reaktion des 2- 
Chlorphenylesters eine Abhangigkeit erster Ordnung von der 
Hydroniumionenkonzentration auf, was auf einen Angriff der 
2'-OH-Gruppe auf einen neutralen, einfach protonierten Phos- 
phodiester hindeutet. Dieser wurde das Phenoxid abspalten. Die 
elektronenziehende Estergruppe erleichtert den nucleophilen 
Angriff und verandert so den fur den nucleophilen Angriff er- 
forderlichen Grad der Protonierung. Fur einen leichten nucleo- 
philen Angriff ist beim Phosphodiester rnit der schlechteren Ab- 
gangsgruppe eine starkere Protonierung erforderlich. 

Nicht nur bei der spezifischen Katalyse unterscheiden sich die 
Reaktionsordnungen rnit aktivierten und 
nichtaktivierten Phosphodiestern, son- 
dern auch bei der (allgemeinen) Pufferka- 
talyse. So kann an der pufferkatalysier- 
ten RNA-Hydrolyse sowohl die saure als 
such die basische Komponente des Puf- 
fers beteiligt sein (Abschnitt 14). Bei re- 
aktiven Substraten wie 10 (X = NO,) da- 
gegen hangt die Katalyse nur von der 

0 JMe OH 

\ 
o*\+O- 

x 1 0  

basischen Komponente des Puffers ab.I4'] Die unterschiedlichen 
Erfordernisse an den Protonierungsgrad des Phosphodiesters in 
Abhangigkeit von der Abgangsgruppe sind der Schlussel zur 
Beantwortung der Frage, wie sich der Mechanismus der Hydro- 
lyse von Phosphodiestern mit oder ohne gute Abgangsgruppe 
andert (Hypothese 7). 

Die Untersuchungen von Phosphodiestern rnit guten Ab- 
gangsgruppen sind nur unter Vorbehalt auf die Hydrolyse von 
RNA-Phosphodiestern ubertragbar, weil die Qualitat der Ab- 
gangsgruppe die kinetische Reaktionsordnung der Protonie- 
rung eines Phosphodiesters beeinflussen kann. Aber nicht nur 
die Reaktionsordnung der Protonierung andert sich; auch die 
Stabilitat des resultierenden Phosphoran-Zwischenproduktes 
wird erheblich verandert. In den nachsten beiden Abschnitten 
wird gezeigt, daB dianionische ebenso wie monoanionische 
Phosphorane mit guten Abgangsgruppen echte Ubergangszu- 
stande sind. 

11. Isotopeneffekte 

Die Messung von Isotopeneffekten ist eine exzellente Metho- 
de, um das AusmaB von Bruch und Bildung von Bindungen in 
Ubergangszustanden zu untersuchen, und ist daher geeignet, die 
Bildung und den Zerfall der Phosphorane zu analysieren. An- 
hand von ' 'N-Isotopeneffekten bestimmten Hengge und Cle- 
land den Grad des Bindungsbruchs im Ubergangszustand des 
p-Nitrophenyl-Phosphodiesters ll.[421 Die Abgangsgruppe ist 
hier unter alkalischen Bedingungen zu 57 % 
und unter sauren Bedingungen zu 25 - 32 YO 
abgespalten; dies stimmt mit der Hypothese 
iiberein, daB Phosphodiester mit guten Ab- 
gangsgruppen wie p-Nitrophenolat durch 
direkten Austausch ohne Phosphoran-Zwi- 
schenprodukt hydrolysiert werden. Der ho- 

0 OlP< xr O- 6 
1 1 

he Anteil an Bindungsbruch macht deut- NO2 
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lich, daB die in diesen Reaktionen gebildeten Phosphorane 
Ubergangszustande sind. Der niedrige Grad der Bindungsspal- 
tung unter sauren Bedingungen spricht dafur, daO in den uber- 
gangszustandsartigen protonierten Phosphoranen der Bruch 
der Bindung zur Abgangsgruppe nicht so weit fortgeschritten ist 
wie bei dianionischen Spezies (Hypothese 6). 

Cleland und Raushel haben “0-Isotopeneffekte bei der alka- 
lischen Hydrolyse der p-Nitrophenyl- und p-carbamoylphenyl- 
Phosphotriester 12 bzw. 13 untersucht, um das AusmaB der 

0 

Abspaltung der Abgangsgruppe im Ubergangszustand zu be- 
~ t i m m e n . [ ~ ~ ]  Ein Phosphoran, das aus einem Phosphotriester 
gebildet wird, ist monoanionisch und voraussichtlich stabiler als 
das durch alkalische Hydrolyse aus einem Phosphodiester ent- 
stehende dianionische Phosphoran. Die GroIje des 180-Iso- 
topeneffekts auf die Phosphotriester weist auf Anderungen in 
der Bindungsordnung bei der Abgangsgruppe hin, was auf einen 
phosphoranahnlichen Ubergangszustand und nicht ein Phos- 
phoran als Zwischenprodukt hindeutet. Daher ware analog zu 
dem aus einem Phosphotriester rnit einer guten Abgangsgruppe 
entstehenden Phosphoran auch ein einfach protoniertes, mo- 
noanionisches Phosphoran aus einem Phosphodiester mit einer 
guten Abgangsgruppe ein Ubergangszustand. Ein dianionisches 
Phosphoran rnit einer guten Abgangsgruppe hat ohnehin Uber- 
gangszustandscharakter. 

Isotopeneffekte von Nichtwasserstoffatomen wurden auch 
genutzt, um die durch imidazolsubstituierte /I-Cyclodextrine und 

durch das Enzym Phosphodiesterase I 
katalysierte Hydrolyse der p-Nitrophe- 

~ u c h e n . [ ~ ~ ]  Die Isotopeneffekte bei der 
Imidazolyl-fl-cyclodextrin-katalysier- 
ten Spaltung deuten auf einen erhebli- 
chen Bindungsbruch an der Abgangs- 
gruppe im Ubergangszustand hin, 

ohne dab ein Phosphoran als Zwischenprodukt gebildet wird. 
Im Unterschied hierzu wurde ein groIjer, umgekehrter ‘sO-Iso- 
topeneffekt bei der enzymkatalysierten Spaltung gemessen, was 
eine Protonierung des nichtverbruckenden Sauerstoffatoms im 
phosphoranahnlichen Ubergangszustand vermuten 1aIjt. Phos- 
phoranlhnliche Ubergangszustande oder Zwischenprodukte 
konnen also im aktiven Zentrum von Enzymen durch Protonie- 
rung elektrophil aktiviert werden (Abschnitt 17). 

Die Isotopeneffekte stutzen also die Hypothese, daB ein Phos- 
phoran bei der Hydrolyse eines Phosphodiesters oder eines 
Phosphotriesters rnit einer guten Abgangsgruppe den Charakter 
eines Ubergangszustandes hat (Hypothese 6). 

nylphosphodiester 11 und 14 zu unter- 

1 4  

NO2 

12. &-Werte 

AuBer den Isotopeneffekten sind auch die Brernsted- und Ha- 
milton-Koeffizienten nutzlich, um den Grad des Bindungs- 
bruchs und der Bindungsbildung in Ubergangszustanden ab- 

zuschatzen. So wurden die P,,-Werte (lg = leaving group, Ab- 
gangsgruppe) fur einige Phosphoryl-Transferreaktionen be- 
~ t i m m t . [ ~ ~ ]  Die brauchbarsten Werte fur die Hydrolyse von 
RNA wurden fur die Arylester 15 und fur die Benzylester 16 von 

o d p \ I O -  o//\--O- 

Williams[461 bzw. I n o ~ e ‘ ~ ~ ]  erhalten. Williams konnte die La- 
dung der Sauerstoffatome im Ubergangszustand bei der Cycli- 
sierung von 15 messen. Er fand eine Reaktion erster Ordnung 
fur diese imidazolkatalysierte Phosphorylwanderung ohne Hin- 
weis auf die Beteiligung eines Imidazoliumions. Die fur Imida- 
zol und Hydroxid bestimmten fl,,-Werte von - 0.59 und - 0.54 
liegen sehr nahe bei dem p,,-Wert von - 0.56, der von Usher fur 
die Hydrolyse des Phosphodiesters 10 erhalten w ~ r d e . [ ~ ~ I  

Die Daten von Williams wurden im Sinne eines phosphoran- 
ahnlichen Ubergangszustandes ohne Zwischenprodukt gedeu- 
tet, in dem eine konzertierte Verdrangung durch das Dianion 
begunstigt wird (Hypothese 6). Die Ahnlichkeit der &-Werte 
fur die hydroxy- und die imidazolkatalysierte Phosphorylwan- 
derung deutet auf ahnliche Ubergangszustande hin, d. h. die 
imidazolkatalysierte Reaktion verlluft mit den untersuchten 
Phosphodiestern nicht uber protonierte Ubergangszustande. 
Allerdings betrug der groate pK,-Wert der Abgangsgruppe in 
den Phosphodiestern bei den imidazolkatalysierten Reaktionen 
9.38, ein Wert, der etwa 5.4 Einheiten vom pK,-Wert der Ab- 
gangsgruppe in RNA a b ~ e i c h t . ~ ~ ’ ]  Es war also keiner der Phos- 
phodiester so stark desaktiviert wie RNA. Um seine Daten rnit 
weniger aktivierten Substraten wie RNA vergleichen zu konnen, 
extrapolierte Williams sein Hydroxid-fl,,-Diagramm auf die Ge- 
schwindigkeitskonstanten von Substraten mit Benzylalkohol- 
Abgangsgruppen. Diese wurden ausgewlhlt, weil bereits Daten 
von Inoue v~rlagen[~’I und weil sie wegen ihres hoheren pK,- 
Wertes die schlechteren Abgangsgruppen in der RNA besser 
nachahmen konnen. Williams stellte fest, daB die durch Extra- 
polation bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fur die Hy- 
drolyse mit den von Inoue publizierten Werten innerhalb einer 
GroRenordnung ubereinstimmten. Unter stark alkalischen 
Bedingungen werden also Phosphodiester mit schlechten Ab- 
gangsgruppen ebenso wie solche rnit guten Abgangsgruppen 
durch direkte Verdrangung, d. h. nicht uber ein Phosphoran als 
Zwischenprodukt hydrolysiert. Williams bestimmte auch den 
Leffler-Index der Reaktion und fand, daB die benzylische Ab- 
gangsgruppe im Ubergangszustand starker geladen ist als eine 
Aryl-Abgangsgruppe, wie dies bei einem Hammond-Effekt auf 
eine konzertierte direkte Verdrangung zu erwarten i ~ t . [ ~ ~ ]  Dies 
gehort zu den wichtigsten Hinweisen darauf, dalj dianionische 
Phosphorane in Wasser Ubergangszustandscharakter haben, 
sogar, wenn sie nur schlechte Abgangsgruppen tragen (Hypo- 
these 1). 
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Fur die imidazolkatalysierte Spaltung der Benzylester 16 wur- 
den keine Geschwindigkeitskonstanten bestimmt, so daB man 
das Imidazol-&,-Diagramm von Williams nicht extrapolieren 
kann, um zu prufen, ob die Werte fur benzylische Abgangsgrup- 
pen in der Nahe der Kurve lagen. Im Falle der Imidazolkatalyse 
gibt es zahlreiche Beispiele dafur, daB aus Phosphodiestern mit 
schlechten Abgangsgruppen Phosphoran-Zwischenprodukte 
gebildet werden, wie die festgestellten Umlagerungen andeuten 
(Abschnitt 14). Da wir davon ausgehen, daB Phosphoran-Zwi- 
schenprodukte nur gebildet werden (und dann zu Umlagerun- 
gen fuhren konnen), wenn sie protoniert vorliegen, erwarten wir 
nicht, daR die Werte fur Benzyl- oder RNA-Ester durch die mit 
den Phenylestern unter Imidazolkatalyse erhaltenen Brsnsted- 
Beziehung beschrieben werden konnen. Wenn allerdings die 
Mechanismen A und B bei der pufferkatalysierten RNA-Hy- 
drolyse nebeneinander ablaufen (Abschnitt 14), kann die Ge- 
schwindigkeitskonstante dem Wert aus dem p,,-Diagramm von 
Williams sehr nahe kommen. Bedauerlicherweise wurden diese 
Vorhersagen noch nicht gepruft. 

Die Brsnsted-Beziehungen zwischen der Qualitat. der Ab- 
gangsgruppe und der Hydrolysegeschwindigkeit sind ein Hin- 
weis darauf, daB Phosphodiester mit guten Abgangsgruppen 
uber phosphoranahnliche Ubergangszustande ohne Zwischen- 
produkte hydrolysiert werden. Diese Daten gleichen denen fur 
Phosphodiester mit schlechten Abgangsgruppen bei alkalischer 
Hydrolyse, was die Vermutung bestatigt, daB bei der basenkata- 
lysierten Hydrolyse von RNA-Phosphodiestern dianionische 
phosphoranahnliche Ubergangszustande durchlaufen werden 
(Hypothese 2). Da die dianionischen Phosphorane Ubergangs- 
zustandscharakter haben, werten wir dies als weiteres Indiz da- 
fur, daB die Lebensdauer dianionischer Phosphorane nicht fur 
eine Protonierung ausreicht (Hypothese 1). 

13. Katalyse durch spezifische Verbindungen 

Die Kinetiken fur saure, neutrale sowie alkalische Spaltung 
und Umlagerung von Dinucleotidmonophosphaten wurde be- 
reits detailliert unter~ucht;[~’, ’’] die neuesten Arbeiten stam- 
men von Lonnl~erg,[~’] der zeigte, daB die Alkylester von 2‘- und 
3’-AMP im Sauren drei konkurrierende Reaktionen eingehen : 
Abspaltung der Alkylgruppe unter Bildung von 2’- oder 3’- 
AMP, Depurinierung und Isomerisierung. Die Hydrolyse zum 
Adenosin war vernachlassigbar gering. Die Isomerisierung ver- 
lief erster Ordnung bezuglich der Hydroniumionen bei pH < 1, 
zweiter Ordnung zwischen pH 1 und 2 und war pH-unabhangig 
bei pH 3 ~ 8. Die Abhangigkeit der Isomerisierungsgeschwindig- 
keit vom pH-Wert entsprach bei diesen Phosphodiestern im we- 
sentlichen dem, was bei 2‘- und 3‘-Ribonucleotiden festgestellt 
wurde. Der einzige Unterschied besteht darin, daB die Isomeri- 
sierung der Monoester oberhalb von pH 7 erster Ordnung be- 
ziiglich der Hydroniumionen ist, vermutlich, weil sie durch die 
Protonierung des Phosphomonoesters katalysiert ~ i r d . [ ~  Das 
Proton am Phosphornonoester ubernimmt also die Rolle der 
Alkylgruppe in einem Phosphodiester. 

Lonnberg wies auch eine Ahnlichkeit zwischen den pH-Ge- 
schwindigkeits-Profilen fur die Phosphatgruppenwanderung 
und die Phosphodiester-Hydrolyse bei pH < 2 nach und leitete 

daraus ein gemeinsames funffach koordiniertes Zwischenpro- 
dukt ab. Unter stark sauren Bedingungen sollte dieser Mecha- 
nismus uber die Protonierung des Phosphorylsauerstoffatoms 
eines neutralen Phosphodiesters und den anschlieflenden nucleo- 
philen Angriff der benachbarten 2’-OH-Gruppe verlaufen. Bei 
pH z 7 ware die Geschwindigkeit der Isomerisierung dann un- 
abhangig von Hydronium- oder Hydroxidionen. Ein moglicher 
Mechanismus, den Lonnberg vorschlug, ist der Angriff einer 
2’-O--Gruppe auf einen protonierten Phosphodiester, wodurch 
ein monoanionisches, einfach protoniertes Phosphoran entsteht 
(Schema 8 B); dies entspricht im wesentlichen dem Mechanis- 
mus B (Schema 2 B). Dieser verlauft uber ein einfach protonier- 
tes, monoanionisches Phosphoran ; die 2’-OH-Gruppe wird ent- 
weder durch allgemeine Basen aktiviert oder vollstandig 
deprotoniert. Bisher wurde angenommen, daB die 2’-OH-Grup- 
pe bereits vor dem nucleophilen Angriff vollstandig deproto- 
niert wird; eine kinetische Analyse der Hydrolyse der Modell- 
verbindung 17 bei pH-Werten nahe dem pK,-Wert der 
2’-OH-Gruppe ergab einen kinetischen pKa- 
Wert von 13.9.[’] Die Tatsache, daB uber- 
haupt ein kinetischer pK,-Wert bestimmt 
werden konnte, spricht fur die vorgelagerte 
Deprotonierung, wie von Lonnberg vorge- 

Die Kinetik der spezifischen Katalyse bei 

1 7  “0 RNA-Phosphodiestern unter neutralen Be- 
dingungen deutet auf ein monoanionisches, 
einfach protoniertes Phosphoran hin, das 
durch den nucleophilen Angriff der durch vorgelagerte Depro- 
tonierung erhaltenen 2’-O--Gruppe auf den protonierten Phos- 
phodiester gebildet wird. Diese Ergebnisse sind eine weitere Be- 
statigung von Mechanismus B. 

(1 
OH 

\ 
schlagen. oGFi-O- 

14. Allgemeine Saure-Base-Katalyse 

Usher war einer der ersten, der die durch eine allgemeine Base 
(in diesem Falle Morpholin) katalysierte Spaltung eines RNA- 
Analogons 17 analy~ierte.[~’] Man war der Ansicht, daB die 
Katalyse entweder in der Hinlenkung der 2’-OH-Gruppe auf 
den Phosphodiester durch die stickstoffhaltige Base oder in der 
vollstandigen Deprotonierung der 2’-OH-Gruppe in einem vor- 
gelagerten Gleichgewicht besteht. Anhand der Daten lieB sich 
die Bildung eines monoanionischen, einfach protonierten Zwi- 
schenprodukts durch die allgemeine Base belegen. Die Reaktion 
des Zwischenprodukts entweder zuruck zur Ausgangsverbin- 
dung oder weiter zum Produkt wurde durch die saure und die 
basische Komponente des Puffers in unterschiedlichem AusmaD 
katalysiert. Usher schlug vor, daB nach der Bildung eines Zwi- 
schenprodukts unter Beteiligung einer 2’-0 --Gruppe die saure 
Komponente die Bildung und den Zerfall des Phosphorans ka- 
talysiert. Dies ist eine Variante des Mechanismus B. Er schloB, 
daB beim Ubergang von kleinen zu groBen Morpholin/Morpho- 
liniumion-Verhaltnissen der Mechanismus von saure- zu basen- 
katalysiert wechselt. 

In einer anderen Untersuchung uber die Spaltung eines RNA- 
Analogons, die nach einem allgemeinen Saure-Base-Mechanis- 
mus katalysiert wird, analysierte Eftink die imidazolkatalysierte 
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Ringoffnung cyclischer Phosphodiester. Bei pH-Werten, bei de- 
nen die saure und die basische Komponente des Imidazolpuffers 
in nennenswerten Anteilen nebeneinander vorliegen (6.5, 7.0, 
7.4), verlief die Ringoffnung von cUMP und cCMP zweiter 
Ordnung beziiglich der Gesamtpufferkonzentration, wie sich 
aus der positiven Krummung der Kurve aus der Auftragung der 
Geschwindigkeitskonstanten gegen die Pufferkonzentration ab- 
leiten Ia13t.r531 Dies deutet auf die Beteiligung von Imidazoliu- 
mion und Imidazol an der hydrolytischen Ringoffnung des 
cyclischen Phosphats (Schema 10). Eftink postulierte, daI3 bei 

Schema 10. Mechanismus der bifunktionellen Hydrolyse von cyclischen RNA- 
Phosphodiestern nach Eftink. 

hohen Pufferkonzentrationen Imidazol-Imidazolium-Dimere 
vorliegen und jede Komponente des Puffers einen anderen 
Schritt der Reaktion katalysiert. In ahnlicher Weise beschrieb 

Haake die imidazolpufferkatalysierte Ring- 
offnung des Phosphodiesters 18.[54a1 Er er- 
kannte auch, daIj das Imidazoliumion ein 
wirksamer Katalysator ist. 

Die ausfiihrlichsten und auch umstritten- 
sten Untersuchungen der pufferkatalysier- 

ten RNA-Hydrolyse wurden von Breslow durchgefuhrt. Er ana- 
lysierte die imidazolpufferkatalysierte Spaltung von Polyuridyl- 
saure (poly-U) ,[5 51 von 3’3-  und 2’,5’-Uridylyluridin (UPU)[’~] 
sowie von 3’,5’-Adenylyladenosin (ApA) .I5’] Auljerdem unter- 
suchte er die morpholinpufferkatalysierte Spaltung von 3’3’- 
UPU.[~*] Jede Spaltungsreaktion war erster Ordnung bezuglich 
der Pufferkonzentration, und mit Imidazol ergab sich eine 
glockenformige Kurve, wenn man die Geschwindigkeitskon- 
stanten in Abhangigkeit vom pH-Wert auftrug. Breslow inter- 
pretierte die Glockenkurve urspriinglich als Hinweis auf die 
Beteiligung beider Pufferkomponenten an der Katalyse der 
Spaltung. Da die Reaktion erster Ordnung bezuglich der Ge- 
samtpufferkonzentration verlief, muI3ten die beiden Kompo- 
nenten aber nacheinander und nicht gleichzeitig an der Reak- 
tion beteiligt sein. Eine Pufferkomponente katalysiert die 
Bildung des Phosphorans, die andere dessen Zerfall. Wenn das 
Verhaltnis der beiden Pufferkomponenten zueinander sich an- 
dert, wird die Komponente geschwindigkeitsbestimmend, die in 
der niedrigsten Konzentration vorliegt. Diese ursprungliche 
Deutung wurde im Licht neuer Ergebnisse uber Einfliisse des 
Mediums modifiziert (siehe unten) . 

Nach der ursprunglichen Interpretation lie13 sich aus der glok- 
kenformigen Kurve von Spaltungsgeschwindigkeit gegen pH- 
Wert und der Abhangigkeit erster Ordnung vom Puffer bei der 
Reaktion von UpU und poly-U nicht entscheiden, welche Puf- 
ferkomponente an der Bildung des Zwischenprodukts beteiligt 

, ,o- a;p--” 
18 

ist und welche dessen Zerfall katalysiert. Breslow gelang diese 
Zuordnung, als er die 3‘3’ + 2’,5’-Phosphodiester-Isomerisie- 
rung bei UpU und ApA verfolgte. Die Isomerisierung in Imida- 
zolpuffer war erster Ordnung beziiglich der 3 ’ 3 -  und der 2‘,5‘- 
Verbindung, doch nur das Imidazoliumion war fur die Katalyse 
e r f~rder l ich . [~~]  Wenn das Verhiltnis von Imidazoliumion zu 
Imidazol niedrig war, wurde die Isomerisierung von UpU durch 
steigende Pufferkonzentrationen leicht verzogert, ein Effekt, fur 
den der Begriff ,,negative Katalyse“ geprlgt w ~ r d e . [ ~ ~ ’  Bei der 
imidazoliumkatalysierten Isomerisierung von ApA trat der glei- 
che Trend auf, wenn bei konstanter Imidazolkonzentration die 
Imidazoliumkonzentration variiert wurde.L5 ’I Bei der Katalyse 
der UpU-Isomerisierung durch Morpholinpuffer wurde dieser 
Effekt in noch groI3erem Umfang d e ~ t l i c h . [ ~ ~ ]  Dies stutzte die 
Hypothese, daR Spaltungs- und Umlagerungsprodukt aus dem 
gleichen Zwischenprodukt entstehen, wobei das Produktver- 
haltnis von der basischen Pufferkomponente abhangt. Die Da- 
ten wurden dahingehend interpretiert, daB die saure Pufferkom- 
ponente am ersten Schritt der Spaltung beteiligt ist. Da das 
Substrat bei pH 7 iiberwiegend als Anion vorliegt, werden fur 
diesen ersten Schritt ein Proton und die basische Form des Puf- 
fers benotigt ; daher scheint die Reaktion vom Imidazoliumion 
als allgemeine Saure katalysiert zu werden (Schema 11). Ergeb- 
nisse und Interpretation der imidazol- und morpholinkataly- 
sierten Reaktionen der RNA wurden vor kurzem in einem 
Ubersichtsartikel zu~arnmengefal3t.[~~] 

.n p; 
N. 

H 

I t  

Schema 11. Mechanismus der pufferkatalysierten RNA-Spaltung nach Breslow. 

Die Grundvoraussetzungen von Breslows Arbeiten wurden 
von mehreren Forschern heftig kritisiert. Der erste Kritikpunkt 
stammt von Menger,[601 der gegen einige experimentelle Details 
von Breslows Untersuchungen iiber UpU und ApA Einwande 
erhob und das Ergebnis der negativen Katalyse auf falsche Da- 
tenauswertung zuruckfuhrte. Breslow konnte spater nachwei- 
sen, daI3 dieser Einwand haltlos war.[581 Haim kritisierte,L6’] daB 
Breslows kinetisches Modell nicht die publizierten Geschwin- 
digkeitskonstanten reproduziere,r621 und vertrat die Ansicht, 
daI3 die Existenz eines gemeinsamen Zwischenproduktes der 
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Isomerisierung und der Spaltung nicht mit den kinetischen Be- 
funden in Einklang sei. Breslow zeigte spater, daB die Daten 
sehr wohl mit einem gemeinsamen Zwischenprodukt vereinbar 
sind, und griff dabei auf Haims Analyse z ~ r u c k . [ ~ ~ ]  Perrin kam 
zu dem SchluR, daB die Daten fur die morpholinkatalysierte 
Hydrolyse von UpU am ehesten auf eine klassische allgemeine 
Basenkatalyse h i n d e ~ t e t e n , ' ~ ~ ]  da sowohl die Spaltungsge- 
schwindigkeit als auch das Verhaltnis von Spaltung zu Isomeri- 
sierung linear von der Pufferkonzentration abhangen, wahrend 
die Achsenabschnitte der entsprechenden Diagramme rnit Zu- 
nahme der basischen Pufferkomponente zunehmen, wie es auch 
bei einer allgemeinen Basenkatalyse der Fall ist. Er schlug einen 
Mechanismus vor, in dem ein dianionisches Phosphoran-Zwi- 
schenprodukt durch eine allgemeine Base gebildet wird; diesem 
Schritt sol1 eine durch eine allgemeine Saure katalysierte Proto- 
nierung der Abgangsgruppen folgen, die zur Ausgangsverbin- 
dung oder zum Produkt fuhrt (Schema 12). Der Weg zur Isome- 

"pBW 
Base 

OH 

Schema 12. Mechanismus der pufferkatalysierten RNA-Spaltung nach Perrin. 

risierung zweigt beim dianionischen Phosphoran ab, in dem ein 
verbruckendes Sauerstoffatom protoniert wird und so die Pseu- 
dorotation ermoglicht. Das AusmaB der Phosphoran-Protonie- 
rung bestimmt dabei den Anteil der Pseudorotation. Bei pH- 
Werten, bei denen ein hoher Anteil sauerer Pufferkomponente 
vorliegt, tritt mehr Isomerisierung auf. Der von Perrin vorge- 
schlagene Mechanismus tragt also dem Abfall der Isomerisie- 
rung bei steigendem Anteil an basischer Pufferkomponente 
Rechnung. Auch wenn Perrin rnit Breslow darin ubereinstimmt, 
daS dessen Daten die Existenz eines gemeinsamen Zwischenpro- 
dukts von Spaltung und Isomerisierung stutzen, 12Bt sich der 
vorgeschlagene Mechanismus nicht rnit der glockenformigen 
Geschwindigkeits-pH-Kurve in Einklang bringen. Perrin ver- 
mutete, daB die Glockenform auf den EinfluB des Mediums 
zuruckzufuhren sein konnte, und tatsachlich haben sowohl 
Kirby als auch Breslow einen solchen EinfluS feststellen 
konnen. 

Kirby wies als erster nach, daB das Medium den RNA-Hy- 
drolysemechanismus entscheidend beeinflussen kann und die 
Glockenform der Geschwindigkeits-pH-Kurven bei poly-U und 
UpU moglicherweise darauf zuruckzufuhren i ~ t . ' ~ ~ ]  Kirby er- 
hielt bei der Untersuchung der imidazolkatalysierten Spaltung 

""9" des RNA-Analogons 19 ebenso 
eine Glockenkurve wie Breslow 
und dessen Mitarbeiter bei RNA, 
doch stimmte die Form nicht 1 9  
mit den kinetischen Gleichungen 
uberein, die von Breslows Grup- 
pe aufgestellt worden waren. 
Stattdessen nahmen die Ge- 
schwindigkeitskonstanten bis 
zum Scheitelpunkt der Glocken- 
kurve linear rnit wachsendem An- 
teil von Imidazol zu und fielen dann wieder ab. Auch fur die 
Hintergrundreaktion (die hydroxidkatalysierte Spaltung) wur- 
den die Daten ermittelt, indem die Kurven fur die pufferkataly- 
sierten Reaktionen zweiter Ordnung auf die Pufferkonzentra- 
tion Null extrapoliert wurden. Wie Kirby feststellte, dominiert 
die Hintergrundreaktion bei 80- 90 % freier Imidazolbase im 
Puffer; durch Zugabe von Imidazol wird die hydroxidkataly- 
sierte Reaktion deutlich zuruckgedrangt. Gleichung (a) be- 
schreibt die experimentell erhaltene Reaktionsgeschwindigkeit 
v, wobei der dritte Term die Unterdruckung der hydroxidkataly- 
sierten Reaktion durch den Imidazolpuffer widerspiegelt. Kirby 
korrigierte die gemessene Verringerung der Geschwindigkeit bei 
hohem pH-Wert und hoher Konzentration an Imidazolpuffer 
durch den Term kkorr k,  [OH] [Im]; die resultierende Kurve war 
eine Gerade. Fur  Kirby war dies ein Argument dafur, daS die 
glockenformige Geschwindigkeits-pH-Kurve, die von Breslow 
und von anderen gemessen worden war, auf den EinfluB des 
Mediums zuruckgefiihrt werden muB; andernfalls IaSt sich die 
Reaktion a m  besten durch eine allgemeine Basenkatalyse be- 
schreiben. 

9 OH 
o*,Pvo- 

O70 

0 
NO2 

t'= k,,,[Im] + k,[OH] - kkorrko[OH][Im] (a) 

Kirbys Analyse des Einflusses des Mediums ist sehr auf- 
s c h l ~ B r e i c h . [ ~ ~ .  54b1 Moglicherweise ist sie fur UpU und poly-U 
aber nicht so relevant, weil die Abgangsgruppe die kinetische 
Reaktionsordnung fur die Protonierung beeinflussen kann (Ab- 
schnitt 3 0) und die reaktiveren Phosphodiester vielleicht weni- 
ger stark protoniert sein mussen. So ist die Reaktivitat von 19 
bei gleichem pH-Wert mehrere hundertmal hoher als die von 
UpU. Kirby bestimmte den pK,-Wert der Abgangsgruppe zu 
etwa 11 und den von U p U  zu etwa 14.8.[491 Diese pK,-Werte 
unterscheiden sich also um etwa vier Einheiten. Das Phospho- 
ran, das aus 19 entsteht, sollte wegen der besseren Abgangsgrup- 
pe einem Ubergangszustand vie1 niher kommen als einem Zwi- 
schenprodukt. Wegen der hoheren Reaktivitat ist bei 19 mog- 
licherweise keine Protonierung notwendig, so daB keine Glok- 
kenkurve zu erwarten ist. D a  Daten zur Isomerisierung von 19 
nicht vorliegen, IaBt sich kaum sagen, o b  ein Phosphoran-Zwi- 
schenprodukt beteiligt ist. Wenn das pH-abhangige Geschwin- 
digkeitsprofil fur die Umlagerung von 19 dem fur die Umlage- 
rung der R N A  ahnelt, ist es wahrscheinlich, daB der von Kirby 
gefundene EinfluS des Mediums auch bei R N A  von Bedeutung 
ist. Wenn keine Umlagerung stattfindet, ist das Phosphoran aus 
19 dem Ubergangszustand wahrscheinlich ahnlicher als dem 
Zwischenprodukt. Daraus folgt, daS der Mechanismus hier dem 
aus Schema 2 A gleicht, wahrend die R N A  eher nach dem Me- 
chanismus B reagiert. Unabhangig vom genauen Vergleich von 
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19 und RNA konnte Breslow allerdings nachweisen, daR das 
Medium die Hydrolyse und die Umlagerung der RNA entschei- 
dend beeinflussen kann. 

Breslow hat den EinfluR des Mediums auf die pufferkataly- 
sierte Spaltung und Umesterung sowie die Isomerisierung von 
RNA untersucht. Die glockenformigen Geschwindigkeitsprofi- 
le fur die Spaltung sind auf fehlende Kontrolle der Ionenstarke 
des Mediums zuruckzufiihren. Die Spaltung wird iiberwiegend 
durch die allgemeine Base des Puffers katalysiert, allerdings nur, 
wenn basische Puffer wie Morpholin verwendet wurden. Im 
Falle des Imidazolpuffers gibt es zwei Hauptreaktionswege fur 
die Spaltung: einen durch eine allgemeine Base und einen durch 
eine allgemeine Saure katalysierten, dem ein durch eine allge- 
meine Base katalysierter Schritt folgt, wie urspriinglich vorge- 
schlagen. Mit sauren Puffern wie Essigsaure/Acetat uberwiegt 
die slurekatalysierte Spaltung. Die Isomerisierung ist dagegen 
in allen Puffern saurekatalysiert, wobei die basische Pufferkom- 
ponente zu einer negativen Katalyse fuhrt. Die pufferkataly- 
sierte Spaltung kann also gleichzeitig nach zwei Mechanismen 
ablaufen (Hypothese 8), aber es gibt nur einen Mechanismus fur 
die Isomerisierung. Dieser umfaDt auch die dem nucleophilen 
Angriff vorgelagerte oder gleichzeitige Protonierung des Phos- 
phodiesters (Hypothesen 3- 5). 

Da die beschriebene Glockenkurve sich bei der RNA-Hydro- 
lyse auf den EinfluB des Mediums zuruckfuhren IaRt, erscheint 
Perrins Interpretation sinnvoll. Eine der eingangs genannten 
Voraussetzungen ist allerdings die, daR die Lebensdauer des 
dianionischen Zwischenprodukts zu kurz fur eine Protonierung 
ist. Perrin postulierte, daR das dianionische Phosphoran lange 
genug existiert, um protoniert zu werden und dab der Protonie- 
rungsgrad des Phosphorans den Anteil des gebildeten Isomeri- 
sierungsproduktes bestimmt. Nach seinem Mechanismus ist 
auch die Protonierung einer Abgangsgruppe vonnoten, um das 
Ausgangs- oder das Endprodukt freizusetzen. Wir sind dagegen 
davon uberzeugt - und die aktuellen Literaturdaten stutzen un- 
sere Deutung -, daB ein dianionisches Phosphoran stark einem 
Ubergangszustand ahnelt und sich nicht umlagern kann. 

Breslows Folgerung, daR ein Mechanismus analog dem in 
Schema 2 B bei der pufferkatalysierten Spaltung und Umeste- 
rung und der Umlagerung von RNA zugrundeliegt, ahnelt den 
Deutungen vieler anderer. So wies Usher die Imidazolium-Ka- 
talyse bei der Spaltung von 17 nach, Eftink stellte fest, daR bei 
der imidazoliumkatalysierten Hydrolyse cyclischer Phosphate 
gleichzeitig der Imidazolrest ein Wassermolekul heranfuhrt, und 
Lonnberg kam zu dem Ergebnis, daD RNA-Phosphodiester 
uber protonierte neutrale Phosphate und 2’-0 --Gruppen hy- 
drolysiert werden. Daher kann man einen ahnlichen Mechanis- 
mus fur die Pufferkatalyse erwarten, mit dem Unterschied, daR 
der Puffer wie eine allgemeine Base die 2’-OH-Gruppe deproto- 
niert. 

Vie1 Forschungsarbeit wurde bereits geleistet, um die puffer- 
katalysierte Spaltung und Umesterung sowie die Isomerisierung 
der RNA zu verstehen. Obwohl es momentan so aussieht, 
daR der erste Schritt der Spaltung und Umesterung basen- 
und saurekatalysiert sein kann (Schema2A bzw. B) und der 
erste Schritt der Isomerisierung immer saurekatalysiert ist 
(Schema 2 B), sind noch weitere Arbeiten notwendig, um 
die Details hinsichtlich der relativen Energien dieser beiden 
Reaktionswege aufzuklaren. 

15. Oligomere Amine als Katalysatoren 

Wenn sowohl die Saure- als auch die Basenkomponente eines 
Puffers eine Rolle bei Hydrolyse und Umlagerung der RNA 
spielen kann, wird man Kooperativitat erwarten, wenn man 
Saure und Base koppelt. Solche Kooperativitdt wurde mit oligo- 
meren Aminen festgestellt. Eftink und Biltonen stellten fest, daR 
Histamin die Geschwindigkeit der Ringoffnung von cyclischen 
RNA-Phosphodiestern signifikant erhoht, also bifunktionelle 
(konzertierte) allgemeine Saure-Base-Katalyse u n t e r s t i i t ~ t , ~ ~ ~ ~  
und Komiyama et al. fanden, daR einfache Diamine RNA hy- 
dr~lysieren.[~~l Ethylendiamin, Triethylentetraamin und Penta- 
ethylenhexaamin waren hier alle wirksame Katalysatoren, wah- 
rend Ethylenamin fast keine katalytische Wirkung aufwies. So 
wird cyclisches Adenosin-2’,3’-phosphat von Diaminen bei pH- 
Werten hydrolysiert, bei denen die Amine als Monokationen 
vorliegen.r661 Fur die Hydrolyse dieses Phosphodiesters sind sol- 
che Katalysatoren die wirksamsten, bei denen genau drei Koh- 
lenstoffatome zwischen den Aminogruppen liegen. Komiyama 
et al. postulierten, daB die Katalyse das Ergebnis der Hinfuh- 
rung eines Wassermolekuls durch eine allgemeine Base in Rich- 
tung auf den Phosphodiester und der gleichzeitigen elektrophi- 
len Aktivierung durch die Ammoniumgruppe ist (Schema 13), 
was an den Vorschlag von Eftink und Biltonen (Schema 10) 
erinnert. Barbier und Brack zeigten, daR basische Polypeptide 
die Hydrolyse von RNA beschleunigen konnen.C6’] Definierte 
Copolymere von Arginin und Lysin rnit hydrophoben Amino- 
sauren fuhrten ebenfalls zu deutlich erhohten Hydrolysege- 
schwindigkeiten. 

Schema 13. Bifunktionelle allgemeine Saure-Base-Katalyse der Hydrolyse rnit 
Diaminkatalysatoren. 

In all diesen Systemen war die zweite Aminofunktion fur die 
katalytische Aktivitat notwendig. Dies spricht fur einen koope- 
rativen allgemeinen Saure-/Basenmechanismus. Ein Proton 
wird auf die Phosphorylgruppe ubertragen, und gleichzeitig 
lenkt die allgemeine Base das Nucleophil in Richtung auf diese 
Gruppe. Komiyama erhielt bei Untersuchungen rnit Bis(2,4-di- 
nitropheny1)phosphat als Substrat Hinweise auf einen solchen 
Mechanismus.@*’ Die effektive Spaltung dieses Substrats wird 
durch die Monokationen von N,N,N‘, N‘-Tetramethylalkandiyl- 
diaminen katalysiert. Weil diese als Nucleophile und nicht als 
allgemeine Basen reagierer~,~~’] ging Komiyama von einem ahn- 
lichen nucleophilen Mechanismus aus und interpretierte einen 
H/D-Isotopeneffekt von 1.6 dahingehend, daR die Reaktion 
eine allgemeine Saurekatalyse einschlieBt. Ubereinstimmend 
damit tritt kein Isotopeneffekt auf, wenn die neutralen Formen 
der Diamine als Katalysatoren eingesetzt wurden. 
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Kirby testete den Abbau des Phosphorans auf Kooperativi- 
t i t .  Der zweite Reaktionsschritt im Mechanismus der Hydro- 
lyse des Phosphodiesters 20 ist geschwindigkeitsbestimmend 
(Schema 14) .I7'' Der nucleophile Angriff ist Teil eines schnellen 

2 0  + MeOH 

Schema 14. Katalyse der Abspaltung der Abgangsgruppe yon Phosphoranen nach 
Kirby. 

vorgelagerten Gleichgewichts. Die effektive Molaritat des Nu- 
cleophils war den Messungen zufolge groBer als 1 0 1 ' ~ .  Diese 
hohe effektive Molaritat ermoglicht einen au13ergewohnlich effi- 
zienten intramolekularen nucleophilen Angriff, so da13 aus allen 
protonierten und anionischen Formen des Substrates die Alk- 
oxygruppe abgespalten wird. Der Verlust der Abgangsgruppe 
ist stark durch allgemeine SLure katalysiert (a = - 0.33). Ka- 
tionische Disluren wie Me,NH+(CH,),NH+Me, (n = 2-4, 6) 
lassen sich nicht durch die Brernsted-Beziehung beschreiben, 
was auf eine verstlrkte Katalyseaktivitlt hinweist, wahrend die 
Monokationen dieser Diamine sich iihnlich wie die Monoamine 
verhalten. Als Mechanismus wurde eine elektrostatische Stabili- 
sierung des anionischen Phosphorans angenommen. Wahr- 
scheinlich sind am Mechanismus aber Wasserstoffbriickenbin- 
dungen oder Protonenubertragungen beteiligt, da das Tetra- 
methylethylendiammoniumion kein sehr guter Katalysator war. 

Die elektrostatische Stabilisierung durch eine Ammonium- 
gruppe konnte auch mit einer Protonenubertragung einherge- 
hen. Man erwartet, daB Amine als allgemeine Sluren gegenuber 
einem Phosphoran wirken, wenn man von einem der pK,-Werte 
ausgeht, die von Guthrie und Westheimer sowie von uns publi- 
ziert wurden. Die pKz-Werte der Phosphorane liegen samtlich 
hoher als die pK,-Werte der Ammoniumgruppen. Wenn also die 
konjugierten Sluren der phosphoranahnlichen Ubergangszu- 
stknde ebenfalls hohe pK,-Werte haben, ubertragen die Amine 
Protonen auf die Phosphorane (Schema 2 B) . 

Amino- und Ammoniumgruppen sind nicht die einzigen 
stickstoffhaltigen funktionellen Gruppen, die Phosphodiester 
spalten. Hamilton et a1.1721, Gobel et a1.[731 und wir1711 zeigten, 
da13 auch Guanidiniumgruppen effektive Katalysatoren fur die 
Ubertragung von Phosphorylgruppen in RNA und RNA-Ana- 
loga sein konnen. So beschleunigte 21 rnit Lutidin in Acetonitril 
als allgemeiner Base die Spaltung von 10 (X = NO,) um unge- 
fahr das looofache, wahrend 22 die Ringoffnung von 18 in 
DMF um das 2000fache beschleunigte und 23 die Geschwindig- 
keit der Spaltung von RNA in Wasser in Gegenwart von Imida- 
zol um den Faktor 20 steigerte. Bisher konnte noch nicht gekllrt 
werden, ob die Guanidiniumgruppen lediglich als elektrostati- 
sche Katalysatoren oder als allgemeine Sauren wirken. Die von 
uns bestimmten pK,-Werte der Phosphorane deuten allerdings 
darauf hin, daIj die Guanidiniumgruppen allgemeine Sluren 
sind. Diese Fragestellung wird gegenwartig naher unter- 
s u ~ h t . ' ~ ~ ]  

Eine Kooperativitat zwischen allgemeinen Sauren und Basen 
kann also bei der Spaltung von Phosphodiestern erreicht wer- 
den, wie dies auch anhand des Mechanismus B vermutet werden 
kann. Ausgehend von den publizierten pK,-Werten fur Phos- 
phorane schlieoen wir, daB uber eine einfache elektrostatische 
Stabilisierung hinaus zwischen Phosphoranen und Ammonium- 
verbindungen Protonen ubertragen werden. Fur diese Schlufi- 
folgerung sprechen auch Isotopeneffekte, die rnit Aminen be- 
stimmt wurden. 

16. Modelluntersuchungen 

Kirby et al. merkten an: ,,there is no doubt that protonation 
of the exceedingly unreactive phosphate diester anion will in- 
crease its reactivity toward nucleophilic attack, but it is not a 
simple matter to quantify the rate factor involved",1751 und ver- 
suchten, diese Quantifizierung rnit Modellsubstanzen zu errei- 
chen. So fuhrte die Protonierung des Phosphodiestersauerstoff- 
atoms im Dianion 20 zu einer 5.5 x 10'fachen und Imidazolium 
als allgemeine Saure zu einer 8.1 x 104fachen Beschleunigung 
der R e a k t i ~ n . [ ~ ~ ]  Cyclisierung und Abspaltung der Arylab- 
gangsgruppe in den Verbindungen 24 und 25 wurde durch eine 

II 
0 2 4  

II 
2 5  

allgemeine Base katalysiert, und mit sehr basischen allgemeinen 
Basen war die hydroxidkatalysierte Reaktion schneller als die 
durch die allgemeine Base katalysierte. Die Geschwindigkeit der 
Methylierung von 25 ist 4.6 x IO'mal hoher als die von 24. Eine 
lhnliche Beschleunigung (2.7 x lo') IaBt sich fur Trimethyl- 
phosphate im Vergleich zu Dime- 
thylphosphaten durch Extrapola- 
tion der bekannten  date^^[^^, 7 7 1  

abschatzen. 
Kirby untersuchte auljerdem die 

Protonierung von Phosphoranen 
sowie den nucleophilen Angriff rnit 
dem Phosphodiester 26. Dieser 

2 6  

Q 
0, OH 
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weist eine Abgangsgruppe und eine interne allgemeine Saure 
a ~ f . [ ~ ' ]  Die Geschwindigkeits-pH-Kurve fur 26 hat nahe pH 4 
eine ,,Stufe", die andeutet, da13 die spontane Hydrolyse von 26 
schneller ablluft, wenn die Carboxygruppe in ihrer nicht- 
dissoziierten Form vorliegt. Mit Formiat- und Acetatpuffern 
folgt die Reaktion einer allgemeinen Saurekatalyse rnit 
c i  = - 0.38. Demgegenuber ermoglichten Polyaminpuffer 
gleichzeitig allgemeine Saure- und Basenkatalyse. Eine Erkla- 
rung dafiir ist, daD die intramolekulare allgemeine Saure eine 
Rolle ahnlich der Saure in Schema 2B spielt. 

Kirby analysierte auch die Stabilitat dianionischer Phospho- 
Er schlo13, da13 die Lebensdauer eines dianionischen 

Phosphorans zu kurz fur eine diffusionskontrollierte Gleichge- 
wichtseinstellung ist (Hypothese 1). Fur die spontane Hydroly- 
se des Dianions 20 bestimmte er PI, zu - 1 .I 3, was fur eine 
betrachtliche negative Partialladung an der austretenden Alko- 
xidgruppe im Ubergangszustand spricht. Diese Ladung kann 
nicht durch eine Protoneniibertragung von Wasser stabilisiert 
werden, weil Methanol und Wasser ahnliche pK,-Werte haben; 
Die ,,Libido"-Regel von J e n ~ k s [ ~ ~ '  sagt dafiir nur eine geringe 
treibende Kraft fur eine allgemeine Saurekatalyse durch das 
Losungsmittel voraus. Neben dem deutlich begonnenen Bruch 
der Bindung zur Abgangsgruppe war im Ubergangszustand 
auch die Knupfung der Bindung zum Nucleophil bereits weit 
fortgeschritten. Der p,,-Wert war groDer als der p-Wert der Nu- 
cleophils, die Zunahme an negativer Ladungsdichte an der Ab- 
gangsgruppe war also groljer als die Abnahme an negativer 
Ladungsdichte am N ~ c l e o p h i l . ~ ' ~ ~  An der PO,-Gruppe des 
Phosphorans konnte sich so nur eine geringe negative Partial- 
ladung bilden, ein dianionisches Phosphoran-Zwischenprodukt 
war demnach nicht beteiligt. Kirby schlug daher einen Uber- 
gangskomplex wie 27 vor. Die Umkehrreaktion kann als Spal- 
tung eines RNA-Analogons mit einer guten Abgangsgruppe 
aufgefaI3t werden; dabei wurde ein Ubergangszustand vom Typ 
28 erwartet (Hypothese 6). 

2 0  2 1  

"QB= 0 ,.O.--H'' .Base 

\ .  
PL, 0- 

a'' \ 2 8 
PhO" 

Modellverbindungen wurden auch verwendet, um bifunktio- 
nelle Saure-Base- und Saure-Nucleophil-Katalysen zu untersu- 
chen. Glockenformige Geschwindigkeits-pH-Profile wurden bei 
intramolekularen Phosphorylubertragungen erhalten.[801 In 
Schema 15 sind zwei Beispiele fur die gleichzeitige nucleophile 
und allgemeine Saurekatalyse eines Phosphoryltransfers darge- 
stellt. Wir sind der Meinung, da13 die allgemeine Saure im Ver- 
lauf der Reaktion gleichzeitig mit dem nucleophilen Angriff ein 

0 
No 0-P'o- -&A + 

0 
0 

Schema 15. A, B) Zwei Beispiele fur bifunktionelle intramolekulare Phosphoryl- 
ubertragung, katalysiert durch eine allgemeine SPure. 

Proton auf das nichtverbruckende Phosphoestersauerstoffatom 
iibertragt. Blasko et al., die Autoren der Originalarbeiten, dis- 
kutierten diese Moglichkeit, wiesen aber darauf hin, da13 die 
Saure das Proton auch auf die Abgangsgruppe ubertragen kon- 
ne. Allerdings ist die Abgangsgruppe in beiden zitierten Beispie- 
len eine Arylgruppe, und das resultierende Phosphoran ahnelt, 
wie in den Abschnitten 10-12 diskutiert, eher einem Uber- 
gangszustand, in dem eine Phenoxidbindung gebrochen wird. 
Man erwartet also wegen des hohen pK,-Wertes des Phospho- 
rans eine Protonenubertragung auf den phosphoranahnlichen 
Ubergangszustand. Wenn diese Modellverbindungen vor dem 
nucleophilen Angriff eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen 
dem nichtverbruckenden Phosphorylsauerstoffatom und der 
Carboxygruppe aufweisen, mu13 man einen erheblichen Proto- 
nentransfer auf das Phosphoran erwarten, weil beide pK,-Werte 
des Phosphorans groDer sind als der der Carbonsaure. Daher 
interpretieren wir die Glockenkurven nach einem ahnlichen Me- 
chanismus wie dem in Schema 2 B beschriebenen. 

Auch Breslow et al. untersuchten die bifunktionelle Saure- 
Base-Katalyse. In mehreren Veroffentlichungeni8 beschrieben 
sie die Bisimidazolyl-P-cyclodextrin-katalysierte Spaltung von 
29 (Schema 16). Aus dem glockenformigen Reaktionsgeschwin- 

Schema 16. Bisimidazolyl-/kyclodextrin-katalysierte Hydrolyse cyclischer Phos- 
phodiester. 

digkeits-pH-Profil lie13 sich ableiten, daB die saure und die basi- 
sche Form des Imidazols fur die Katalyse benotigt werden. 
Nach der ursprunglichen Deutung der Daten sollte ein Wasser- 
molekul durch eine allgemeine Base herangefuhrt und anschlie- 
Bend die Abgangsgruppe durch die allgemeine S h e  protoniert 
werden. Untersuchungen zur Regiochemie mit Isomeren des 
Bisimidazolyl-P-cyclodextrin-Katalysators deuteten aber auf 
eine Protonierung der nichtverbruckenden Sauerstoffatome 
durch eine allgemeine Saure hin. Wenn das Substrat durch eine 
Wasserstoffbruckenbindung zwischen der negativ geladenen 
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Phosphodiester- und der Imidazoliumgruppe gebunden ware, 
ware die Protoneniibertragung im Einklang mit den relativen 
pK,-Werten der Phosphorane und des Imidazoliumions. Tat- 
sachlich wurde die Protoneniibertragung auf den phosphoran- 
ahnlichen Ubergangszustand durch eine Bilanzierung der betei- 
ligten Protonen bestatigt, die ergab, daR zwei Protonen im 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wandern: Eines stammt 
wahrscheinlich aus dem durch eine allgemeine Base herange- 
fuhrtem Wassermolekiil und das andere aus einer allgemeinen 
Slure, die gleichzeitig ein nichtverbriickendes Phosphoryl- 
sauerstoffatom protoniert. 

Nach den Modelluntersuchungen rnit RNA-Analoga und cy- 
clischen Phosphodiestern sind dianionische Phosphorane mit 
Ubergangszustanden verwandt und werden bei ihrer Ent- 
stehung durch Protonierung stabilisiert, was auf einen Mecha- 
nismus wie den in Schema 2 B hinweist. 

17. Analoge Mechanismen fur RNase A 

Der Mechanismus der RNA-Hydrolyse durch Ribonucle- 
aseA (RNase A) wurde im Licht der beiden beschriebenen Me- 
chanismen (Schema 2) diskutiert. Der klassische Mechanismus 
(Schema 17A) ist analog zu dem in Losung ablaufenden Mecha- 
nismus A, der uber einen Triester verlaufende Reaktionsweg 
(,,Bredow-Mechanismus", Schema 17 B) entspricht dem Me- 
chanismus B in Schema 2. Nach dem klassischen Mechanismus 
setzt ein Imidazolrest (His 12) aus der 2'-OH-Gruppe ein Nucleo- 
phi1 frei, und entweder in einem zweiten Schritt oder gleichzeitig 
mit dem nucleophilen Angriff wird die Abgangsgruppe durch 

His119 Ii'Y 
His1191 

Schema 17. Mechanismus der RNase-A-katalysierten RNA-Hydrolyse: A) klas- 
sischer Mechanismus; B) Triester-Mechanismus. 

ein Imidazoliumion protoniert. Beim Triester-Mechanismus 
protoniert der Imidazoliumrest His 119 das Phosphoran, ent- 
fernt es dann wieder und iibertragt es schlieRlich auf die Ab- 
gangsgruppe. In diesem ,,Push-pull"-Mechanismus geht das 
Imidazolium-Proton auf das Phosphoran iiber, erniedrigt des- 
sen Barriere gegeniiber einem nucleophilen Angriff und wird 
anschliel3end wieder vom Phosphoran entfernt, um die Barriere 
gegeniiber dem Austritt der Abgangsgruppe zu erniedrigen. 

Usher war einer der ersten, die vermuteten, daR das Phosphat 
durch das Imidazoliumion im aktiven Zentrum der RNaseA fur 
einen nucleophilen Angriff aktiviert werden konnte, indem es in 
eine triesterahnliche Verbindung iiberfuhrt ~ i r d . [ ~ * ]  Er stellte 
fest, daR ein Triester einen protonierten Diester nachahmen 
kann. 1975 schlugen Satoh und Inoue einen ahnlichen Mecha- 
nismus fur RNaseT1 vor[821 (Schema 18). Zwei Sauren (das 
Imidazolium- und das Guanidiniumion) komplexieren das 
Phosphat und stabilisieren so die negative Ladung, die beim 
Angriff des Nucleophils entsteht. Eine dieser Sauren wird dann 
innerhalb des aktiven Zentrums verschoben und protoniert die 
Abgangsgruppe. Diese beiden VorschlHge ahneln dem Mecha- 
nismus B. 

His 922 

Schema 18. Ein moglicher Mechanismus der RNase-TI-katalysierten Hydrolyse. 

Ob ein Imidazoliumion einen phosphoranahnlichen Uber- 
gangszustand protonieren und ihn in eine triesterahnliche Form 
iiberfiihren kann, 1aRt sich anhand der relativen pK,-Werte fest- 
stellen. Alle abgeschatzten und gemessenen pK:-Werte fur Phos- 
phorane liegen hoher als der pK,-Wert des Imidazoliumions. 
Wenn also RNA als Substrat im aktiven Zentrum von RNaseA 
vor dem nucleophilen Angriff durch eine Wasserstoffbriicken- 
bindung zwischen dem Phosphat und dem Imidazolium gebun- 
den ist, wird man eine Protonenubertragung auf den Uber- 
gangszustand erwarten. Durch Titrationsexperimente mit 
Enzym-Substrat-Komplexen wurde diese vorgelagerte Wechsel- 
wirkung zwischen der Imidazoliumgruppe und dem unver- 
briickten Sauerstoffatom b e ~ t a t i g t . ~ ~ ~ ]  Oft schreibt man einer 
Ammoniumgruppe am Lysin eine Rolle bei der Ionenpaarbil- 
dung oder Protonenubertragung auf den Ubergangszustand 
Z U . [ ~ ~ ]  Geht man von den relativen pK,-Werten aus, kann man 
von einer Ammoniumgruppe die Ubertragung eines Protons auf 
ein Phosphoran erwarten (Abschnitt 13). Es ist aber noch 
nicht klar, ob Histidin oder Lysin die allgemeine Saure ist, die 
den Ubergangszustand fur die Phosphorylubertragung stabili- 
siert. 

Auch wenn der von Breslow vorgeschlagene Mechanismus 
fur die Pufferkatalyse in die Kritik geraten ist, ist er immer noch 
eine Alternative fur das Enzym RNase A. Durch Molekiildyna- 
mik-Simulationen des aktiven Zentrums der RNase A fand Kar- 
plus heraus, daR His 119 so positioniert ist, daB es die Phophat-, 
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nicht aber notwendigerweise die Abgangsgruppe protoniert." 
In Kristallstrukturanalysen der RNase A taucht die Imidazol- 
gruppe des Histidins an vielen Positionen auf,r861 so daD man 
zwischen den beiden alternativen Mechanismen nicht unter- 
scheiden kann. 

Herschlag versuchte, zwischen den beiden Reaktionswegen 
der RNase A zu ~ntersche iden . [~~]  Mit Schwefelanaloga der 
Phosphodiester erhaltene Befunde sind nicht rnit dem Triester- 
Mechanismus konsistent. So reichten die ,,Thio-Effekte" (Ver- 
haltnis zwischen der Geschwindigkeitskonstante mit einem 
Phosphodiester zu der rnit dem entsprechenden Phosphodiester- 
thioat) fur die hydroxidkatalysierte Spaltung von RNA-Dime- 
ren von 1.3 bis 6. Die Thio-Effekte bei Triestern sind dagegen 
mit 10 bis 160 erheblich groDer. Herschlag sagte daher fur den 
klassischen Mechanismus keinen groBen Thio-Effekt voraus, 
wohl aber fur den Triester-Mechanismus bei RNaseA. Die 
Thio-Effekte auf die RNase-katalysierte Ringoffnung der (Rp)- 
und (Sp)-Thioisomere von cUMP sind gering und betragen etwa 
5.  Auch fur RNaseT2 sind die Thio-Effekte auf k,,, und kcat/KM 
sehr niedrig. Herschlag bezieht sich bei seiner Argumentation 
gegen eine durch die RNasen A und T2 katalysierte Phosphodi- 
ester-Ringoffnung nach dem Triester-Mechanismus auf diese 
Werte. Dazu ist anzumerken, daI3 bei gleichzeitiger Protonen- 
iibertragung und nucleophilem Angriff sicherlich jeder Thio- 
Effekt unterdriickt wiirde. In welchem AusmaD dies geschehen 
wiirde, ist unbekannt, doch Herschlag erwartete nur einen gerin- 
gen Effekt. 

Im Unterschied zum geringen Thio-Effekt bei cUMP liegt der 
Thio-Effekt beim (Sp)-Thioisomer von UpA bei der Spaltung 
mit RNaseA zwischen 70 und 100. Dies spricht eindeutig fur 
einen Triester-Mechanismus. Dennoch glaubt Herschlag nicht 
an diese mechanistische Alternative, da der Thio-Effekt beim 
(R,)-Isomer (2-4) rnit dem klassischen Mechanismus iiberein- 
stimmt. Beim Triester-Mechanismus sollten aber sowohl das 
(Rp)- als auch das (S,)-Isomer groBe Thio-Effekte aufweisen, 
weil die Substitution eines nichtverbriickenden Sauerstoffatoms 
durch ein Schwefelatom die pK,-Werte sowohl des S- als auch 
des 0-Atoms erniedrigt. Obwohl die Voraussage, dalj bei beiden 
Isomeren in Losung ein Thio-Effekt auftreten sollte, schlussig 
klingt, ist es sicherlich schwierig, eine solche Aussage auf ein 
asymmetrisches aktives Enzymzentrum auszudehnen. So kon- 
nen die Mikroumgebungen im aktiven Zentrum eines Enzyms 
pK,-Werte erheblich beeinflussen. Durch die Asymmetrie des 
aktiven Zentrums konnen also auch die pK,-Werte der nicht- 
verbruckenden P-0- und P-S-Gruppen unterschiedlich stark 
verandert werden, so daI3 sich der Thio-Effekt nur in einem 
Isomer merklich auswirkt. 

Herschlags Analyse klingt sehr interessant, und zwar nicht 
nur in bezug auf den Enzymmechanismus, sondern auch auf den 
Mechanismus der pufferkatalysierten RNA-Hydrolyse in Lo- 
sung. Die Thio-Effekte fur UpU und UpA unter stark basischen 
Bedingungen liegen beide bei 1.3. Stimmt die Hypothese, daf3 
die RNA-Hydrolyse unter basischen Bedingungen iiber einen 
phosphoranahnlichen Ubergangszustand, im Neutralen aber 
iiber ein protoniertes Phosphoran ablauft, sollte ein Thio-Effekt 
wie beim Triester-Mechanismus auch bei imidazolkatalysierter 
Reaktion auftreten. Wenn auBerdem die Mechanismen A und B 
gleichzeitig ablaufen und die Umlagerung nach Mechanismus B 
und die Hydrolyse nach Mechanismus A verlaufen, sollte der 

Thio-Effekt bei der Umlagerung groI3 sein, nicht aber bei der 
Hydrolyse. Wir priifen diese Voraussage gegenwlrtig. 

Raines untersuchte den Triester-Mechanismus, indem er das 
aktive Zentrum der RNase A ortsspezifisch mutagenisierte.["] 
Die Umwandlung des als allgemeine Base fungierenden Histidin- 
restes zu Alanin fiihrte zu einer Verlangsamung der katalyti- 
schen Spaltung von RNA ebenso 
wie der des Analogons 30, das eine 
gute Abgangsgruppe aufweist. Die 
analoge Umwandlung der allgemei- 
nen Saure Histidin verlangsamte OH 

auch die Katalyse der RNA-Sub- 
strate, nicht jedoch die von 30. Dar- 
aus schloB Raines, daR die allgemei- 
ne Saure die Abgangsgruppe und 
nicht das nichtverbriickende Sauerstoffatom protoniert. Diese 
Interpretation beruht darauf, daD die p-Nitrophenolatgruppe 
fur die Abspaltung nicht protoniert sein muI3; daher sollte die 
Entfernung der allgemeinen Saure die Katalyse nicht beein- 
trachtigen. Dieses Experiment ist sehr gut geeignet, um die mog- 
liche Protonierung eines nichtverbruckenden Sauerstoffatoms 
zu testen. Es ist jedoch auch moglich, daI3 Phosphodiester rnit 
guten Abgangsgruppen andere kinetische Anforderungen an 
den Protonierungsgrad haben (Abschnitt 10). Moglicherweise 
miissen RNA-Substrate - im Unterschied zu hochaktivierten 
Substraten wie 30 -erst protoniert werden, um einem Triester zu 
ahneln. Weitere Experimente werden dazu beitragen, die unter- 
schiedlichen kinetischen Erfordernisse von Substraten wie 30 
und RNA an die Saure zu verdeutlichen. 

Raines untersuchte auch die Rolle von Lysin im aktiven Zen- 
trum von RNaseA als mogliche allgemeine Saure zur Ionen- 
paarbildung oder zur Protoneniibertragung auf den Phos- 
phoran-Ubergang~zustand.[*~~ Er kombinierte ortsspezifische 
Mutagenese mit Semisynthese und erhielt so eine Reihe von 
Mutanten mit unterschiedlichen Amin-Wasserstoffbriickenbin- 
dungsmustern und pK,-Werten an der Position des Lysinrestes 
im aktiven Zentrum. Je acider die Seitenkette war, desto groBer 
war die katalytische Aktivitat der Mutante. Dies unterstiitzt das 
Konzept, nach dem der Lysinrest hier als allgemeine Saure und 
elektrostatischer Katalysator fungiert. 

In neuerer Zeit werden auch mathematische Verfahren einge- 
setzt, um den Hydrolysemechanismus rnit den RNasen A[901 
und T2[911 zu untersuchen. Obwohl sich die Methoden stark 
unterscheiden, wurden bemerkenswert gut iibereinstimmende 
Resultate erzielt. So fanden Lim und Tole, daB im aktiven Zen- 
trum von RNase A die Protoneniibertragung auf die Phospho- 
ran-Zwischenprodukte ein kritischer Faktor fur die Erniedri- 
gung der Barriere gegeniiber einem nucleophilen Angriff ist.[24a1 
Anders aber als von Breslow vorgeschlagen, iibernimmt die Imi- 
dazolgruppe von His 12 sowohl die Deprotonierung der 2'-OH- 
Gruppe als auch die Protonierung des Phosphorans, wahrend 
His 119 ein Ionenpaar rnit dem Phosphodiester bildet und die 
Abgangsgruppe protoniert. Ein monoanionisches, einfach pro- 
toniertes Phosphoran ist das zentrale Zwischenprodukt. Auch 
Wladkowski konnte Protoneniibertragungen von Aminosaure- 
resten des aktiven Zentrums auf das Phosphoran-Zwischenpro- 
dukt nachweisen. Nach seiner Untersuchung iibertragen die Hi- 
stidin-Imidazolium- und die Lysin- Ammonium-Gruppe je ein 
Proton, so daB ein neutrales, zweifach protoniertes Phospho- 

3 o  

o+p%o- a,, 
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ran-Zwischenprodukt e n t ~ t e h t . ~ ~ ~ ]  Saenger schlug vor, daB sich 
die allgemeine Saure His 92 der RNaseT2 in einer Position be- 
findet, von der aus das Phosphoran und nicht die Abgangsgrup- 
pe protoniert wird. All diese theoretischen Arbeiten ergaben 
ubereinstimmend, daB die Aminosaurereste im aktiven Zentrum 
Protonenubertragungen auf und von nichtverbruckenden 
Sauerstoffatomen des Phosphorans vermitteln und so die La- 
dungsanhlufung am Phosphoran minimieren. 

Es gibt also viele Argumente dafur, daB die Protonierung 
eines Phosphodiesters vor oder gleichzeitig rnit einem nucleo- 
philen Angriff ein tragfiihiger Mechanismus fur enzymkataly- 
sierte Reaktionen ist. Es gibt aber auch Hinweise auf eine direk- 
te Substitution. Durch kinetische Untersuchungen und Kristall- 
strukturanalysen wurde versucht, einen der beiden Mecha- 
nismen zu belegen. Wahrend die theoretischen Rechnungen 
eher fur den ersten Mechanismus sprechen, sind Thio-Effekte 
und die Ergebnisse ortsspezifischer Mutagenesen eher mit dem 
zweiten in Ubereinstimmung zu bringen. 

18. Zusammenfassung und Ausblick 

Vier Interpretationen der theoretischen und experimentellen 
Daten stutzen Hypothese 1 : ,,Dianionische Phosphorane exi- 
stieren nicht lange genug, um protoniert zu werden." Die Daten 
dazu stammen aus Untersuchungen zur spezifischen und allge- 
meinen Katalyse (Hypothese 2) und aus theoretischen Rech- 
nungen: 1. Anhand der Ergebnisse der Hydrolyse von Methyl- 
ethylenphosphat stellte Usher fest, daB dianionische Phospho- 
rane nicht lange genug fur eine Protonierung existieren. 2. Nach 
ab-initio-Rechnungen sind die Potentialmulden dianionischer 
Phosphorane, sogar wenn diese solvatisiert sind, sehr flach, 
wiihrend monoanionische, einfach protonierte Phosphorane 
eine vie1 IEngere Lebenszeit haben. 3. Aus &-Diagrammen fur 
Phosphodiester mit schlechten Abgangsgruppen lien sich ablei- 
ten, daB sogar diese Phosphodiester uber dianionische phos- 
phoraniihnliche Ubergangszustiinde hydrolysiert werden, ohne 
daB dianionische Phosphorane als Zwischenprodukte auftreten. 
4. Untersuchungen rnit Modellsubstraten, die ein Nucleophil 
mit hoher effektiver Molaritlt enthalten, ergaben, daB die Le- 
benszeit dianionischer Phosphorane nicht ausreicht, um ein dif- 
fusionsabhlngiges Gleichgewicht einzustellen. Da dianionische 
Phosphorane fur eine Protonierung nicht lange genug existieren, 
mu6 bereits das Phosphoran-Zwischenprodukt protoniert sein 
(Hypothese 3). Ein protoniertes Phosphoran kann daher nur 
entstehen, wenn der Phosphodiester vor oder gleichzeitig rnit 
dem nucleophilen Angriff protoniert wird (Hypothese 4). Nur 
ein solcher Mechanismus kann auch zur Umlagerung fuhren 
(Hypothese 5 ) .  

Mehrere experimentelle Befunde stiitzen die Protonierung des 
Phosphodiesters als sinnvollen Mechanismus fur Spaltung und 
Umesterung von RNA. Einer ist die Analogie rnit dem Phos- 
photriester, die fur eine lo5- bis 106fache Beschleunigung des 
nucleophilen Angriffs durch die Protonierung spricht. Ein ande- 
rer ist die Kinetik der spezifischen Katalyse der RNA, die den 
nucleophilen Angriff einer durch vorgelagerte Deprotonierung 
freigesetzten 2'-O--Gruppe auf einen neutralen Phosphodiester 
unter neutralen pH-Bedingungen bestatigt; Ergebnis der Reak- 
tion ist ein einfach protoniertes monoanionisches Phosphoran. 

Ein weiterer Befund ist, daB Imidazol- und Imidazoliumgrup- 
pen gleichzeitig an der katalytischen Hydrolyse cyclischer Phos- 
phodiester beteiligt sind und daB das Imidazoliumion ein Pro- 
ton auf den Phosphoester ubertragt. Obwohl viele Daten uber 
die imidazolpufferkatalysierte Spaltung und Umesterung der 
RNA noch experimentell uberpruft werden, weist die kinetische 
Abhangigkeit der Umlagerung von der Imidazoliumkonzentra- 
tion auf eine Protonierung des Phosphodiesters hin. Die dem 
nucleophilen Angriff vorgelagerte oder gleichzeitige Protonie- 
rung des Phosphodiesters wird auch durch die festgestellte Ko- 
operativitat zwischen den Aminogruppen bei polyaminkataly- 
sierter Hydrolyse nahegelegt. Die Isotopeneffekte auf solche 
Reaktionen stimmen mit der Protonierung des entstehenden 
Phosphoran-Zwischenprodukts uberein. Auch die berechneten 
und die gemessenen pK,-Werte fur Phosphorane deuten auf eine 
Protonenubertragung von den Aminogruppen auf die Phospho- 
rane hin. Ein derartiger gleichzeitiger Protonentransfer wurde 
auch bei Substraten mit einer intramolekularen allgemeinen 
SLure festgestellt und bei cyclischen Phosphodiestern, die 
an Bisimidazolyl-p-cyclodextrin-Komplexe gebunden waren. 
SchlieBlich wurde gezeigt, daB RNA-Phosphodiester rnit guten 
Abgangsgruppen nicht protoniert werden mussen, wahrend 
Phosphodiester mit schlechteren Abgangsgruppen bisweilen ei- 
nen hohen Protonierungsgrad aufweisen mussen, damit sie 
leicht nucleophil angegriffen werden konnen. Klar ist, daB 
Mechanismus A bei Umesterung und anschlieBender Spaltung 
abliiuft, doch die hier zusammengetragenen Befunde belegen 
eindrucksvoll, daB daneben auch Mechanismus B eine Rolle 
spielt. 

Mit zwei Mechanismen, die sich im Protonierungsgrad des 
Phosphoran-Zwischenprodukts unterscheiden, konnen die be- 
kannten mechanistischen Daten uber die Spaltung und Umeste- 
rung von RNA vollstlndig erkliirt werden. Die Katalyse ist 
nach jedem der beiden Mechanismen moglich, doch sollten ge- 
ringfugige Unterschiede im Aufbau der Katalysatoren beachtet 
werden. Der erste Mechanismus verlauft uber ein dianionisches 
Phosphoran, das einem Ubergangszustand Lhnlich ist und die 
Abgangsgruppe ohne die Moglichkeit zur Protonierung abspal- 
tet. Dieser Mechanismus kommt bei allgemeiner und spezifi- 
scher Basenkatalyse der RNA-Hydrolyse und der Hydrolyse 
von RNA-Analoga rnit guten Abgangsgruppen zum Tragen 
(Hypothese 6). Er kann durch die Koordination von Lewis-aci- 
den Metallverbindungen an den Phosphodiester sowie durch 
Protonierung oder Metallierung der Abgangsgruppe katal ysiert 
werden. Fur den zweiten Mechanismus ist vor oder gleichzeitig 
mit dem nucleophilen Angriff die Protonierung des Phosphodi- 
esters notwendig, so daB ein einfach protoniertes, monoanioni- 
sches Phosphoran entsteht. Nur nach diesem Mechanismus und 
nicht nach dem erstgenannten kann die Umlagerung eingeleitet 
werden. Er kann durch Koordination des Phosphodiesters an 
eine Brmsted-Saure wie eine Ammonium-, Imidazolium-, Car- 
bonsiiure- oder Guanidiniumgruppe katalysiert werden. Der 
Wechsel zwischen den beiden Mechanismen hangt von der Qua- 
litat der Abgangsgruppe, dem pH-Wert und der Verfugbarkeit 
von allgemeinen Sauren und Basen ab  (Hypothese 7). Unter 
bestimmten experimentellen Bedingungen spielen sehr wahr- 
scheinlich beide Mechanismen gleichzeitig eine Rolle, wodurch 
unterschiedliche kinetische Reaktionsordnungen fur Saure und 
Base bei Spaltung und Umlagerung resultieren (Hypothese 8). 

488 Angew Chem. 1997, 109,470-490 



RNA-Hydrolyse AUFSATZE 

Diese beiden Mechanismen und die beschriebenen acht Hypo- 
thesen geben insgesamt ein umfassendes Bild von dieser wichti- 
gen biologischen Transformation und eroffnen zwei unter- 
schiedliche Strategien, um synthetische RNA-Hydrolyse-Kata- 
lysatoren zu entwerfen. 

Unsere Untersuchungen zum Mechanismus der RNA-Hydro- 
lyse und zur Entwicklung von Katalysatoren fur  die RNA-Hydro- 
lyse wurden von der Searle Foundation (Chicago Community 
Trust), den National Institutes of Health, der National Science 
Foundation, der Dreyfus Foundation, der Sloan Foundation und 
der Welch Foundation unterstiitzt. Wir danken Ronald Breslow 
fur  die Mitteilung noch unveroiffentlicherter Ergebnisse iiber Ein- 
flusse des Mediums auf die pufferkatalysierte SpaltunglUm- 
esterung und Umlagerung von R N A  [921 und Daniel Herschlag, 
Anthony J.  Kirby, Harri Lonnberg, Ronald 7: Raines sowie 
Kazunari Taira fur  hilfeiche Diskussionen. 
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