Ein an ein Guanidinium-Elektrophil (unten) gebundener
RNA-Phosphodiester (links), bei dem die 2°-OH-Gruppe
des Riboserestes mit einem basischen imidazoirest (rechts)
wechselwirkt — dies ist eines der gegenwartig untersuch-
ten Modelle, die fiir den Mechanismus der katalytischen
RNA-Spaltung durch Umesterung vorgeschiagen 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 verdréngt, der
zweite die Offnung des entstandenen
cyclischen 2',3’-Phosphodiesters. Die
Komplikationen bei dieser Reaktion
rithren von den unterschiedlichen mogli-
chen Wegen her, an denen spezifische
und allgemeine Sduren und Basen als

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 Sdure- und Basenkatalyse bei
der Hydrolyse von RNA und RNA-
Analoga sowie Interpretationen der ex-
perimentellen  Befunde préisentiert.
Dazu gehoren auch theoretische Rech-
nungen, Untersuchungen zur Kinetik,
Bestimmungen der pK,-Werte, Iso-

T
tungen. Neuere Analysen des Reak-

tionsmechanismus von RNase A werden
ebenfalls diskutiert. Einleitend werden
zwel Mechanismen fiir 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-

Katalysatoren beteiligt sind. AuBerdem  topeneffekte, Hammett- und Bren- tionsmechanismen - RNA

gibt es unterschiedliche Ansichten iiber  sted-Beziehungen sowie Modellbetrach- J
\
1. Einleitung RO\ (. Base ) RO\ (. Base RO\ (. Base

2)

Der Mechanismus der nichtenzymatischen Hydrolyse der 5 o -
RNA-Phosphodiesterbindungen wird schon seit vielen Jahren O\P OH \ /", RoH O\P OH
untersucht. In jingerer Zeit wurden die Untersuchungen durch e \(')'g— 0% g o* \(';g—

den Wunsch vorangetrieben, synthetische Katalysatoren fiir die
RNA-Hydrolyse herzustellen.!' Ein vollstdndiges Bild des Me-
chanismus wiirde den gezielten Entwurf synthetischer sowie se-
misynthetischer Katalysatoren zur RNA-Hydrolyse erleichtern,
die in der Gentherapie eingesetzt werden kdnnten.!?) AuBerdem
héngt 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 stabilisieren.!®! Es gibt also zwei unabhingige Motive
fiir die intensive Beschiftigung mit diesem Thema.

Die Hydrolyse lduft in zwei Schritten ab: Sie beginnt mit einer
Spaltung durch Umesterung, auf die eine Hydrolysereaktion
folgt (Schema 1). Diese beiden Schritte erscheinen zwar einfach,
héngen aber beide in komplizierter Weise vom pH-Wert ab und
werden durch allgemeine und spezifische Sduren und Basen ka-
talysiert. Die moglichen Mechanismen fiir den Spaltungs- und
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The University of Texas at Austin
Austin, TX 78712 (USA)
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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 erklirt 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 vollstidndig 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 Abhédngigkeit dieser beiden
Faktoren von der Abgangsgruppe. Daneben wird viel dariiber
diskutiert, wie diese drei Aspekte von den experimentellen Be-
dingungen wie dem Typ der Katalyse oder dem pH-Wert abhin-
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Schema 2. Zwei Mechanismen, die mit der iberwiegenden Zahl der Untersuchun-
gen konsistent sind: A) Mechanismus, der iber ein kurzlebiges dianionisches Phos-
phoran oder einen dianionischen phosphoranihnlichen Ubergangszustand verlduft,
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 Kldrung dieser Fragen ist eine wichtige Voraussetzung
fiir ein umfassendes Verstindnis des Mechanismus der RNA-
Hydrolyse.

In diesem Beitrag werden acht Hypothesen zur RNA-Hydro-
lyse sowie zwei Reaktionsmechanismen prisentiert. 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 Féllen diskutiert. Dabei sind wir

RO

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

2. Hypothesen und Mechanismen
2.1. Die Hypothesen

1. Ein dianionisches Phosphoran ist kinetisch nicht von ei-
nem Ubergangszustand unterscheidbar.™ Seine Lebensdauer
reicht nicht fiir eine Protonierung aus.

2. Dianionische phosphoranihnliche Ubergangszustinde
(Schema 3) werden wéhrend der RNA-Hydrolyse sowohl mit
allgemeinen als auch mit speziellen Basen gebildet.

Base Base Base
0 O (o}
0 (I) (I)
| woo RO ~0" RO ~OH
O —P: o —Pxs o0—P
| N | “~on I “~oH
OR OR OR

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

3. Damit ein Phosphoran ein kinetisch signifikantes Zwi-
schenprodukt im Verlauf der RN A-Hydrolyse sein kann, mul3
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 wihrend des nu-
cleophilen Angriffs protoniert wird, kénnen 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 phosphoranihnliche Ubergangszustinde hydroly-
siert; nur bei niedrigen pH-Werten sind monoanionische (ein-
fach protonierte) oder neutrale (zweifach protonierte) Phospho-
rane als Ubergangszustinde méglich.

7. Ein Wechsel des Reaktionsmechanismus von einem liber
ein Phosporan-Zwischenprodukt zu einem mit einem phosphor-
anihnlichen Ubergangszustand hingt von den pK,-Werten der
Abgangsgruppe und des Phosporans, vom pH-Wert und von
der Anwesenheit von Sduren und Basen ab.

8. Mechanismen, die iiber dianionische phosphoranihnliche
Ubergangszustinde, und solche, die iiber protonierte Phospo-
ran-Zwischenprodukte verlaufen, kdnnen gleichzeitig nebenein-
ander auftreten.

2.2. Die Mechanismen

In Schema 2 sind zwei Mechanismen dargestellt, die alle acht
Hypothesen beriicksichtigen. Nach Hypothese 1 verdringt ein
dianionisches Phosphoran 1 die Abgangsgruppe direkt, ohne
daB es zu einer Protonierung kommen kann (Schema 2 A). 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 Sdure protoniert wurde. Dieser
Mechanismus A paB3t 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 Protonenilibertragung von einer Sidure 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 ibertragen (Hypothe-
se 4). Daher ist sowohl eine spezifische als auch eine allgemeine
Sdurekatalyse 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 O -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 fiir 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 Sduren und Basen, dem pK,-Wert des Phospho-
rans und von der Abgangsgruppe abhingen (Hypothese 7).
Dabher sollte unter bestimmten experimentellen Bedingungen die
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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 Stabilitit der Phosphodiesterbindung, die
pK,-Werte der Phosphorane, a- und f-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 14B3t, und hdngt
stark von der Gegenwart der 2'-OH-Gruppe ab. Das beste Indiz
dafiir ist, daB Phosphodiester, denen die 2'-OH-Gruppe
fehlt (z. B. in DNA), bei pH 7 ungewdéhnlich stabil sind. So
betridgt die Hydrolysegeschwindigkeit von Dimethylphosphat
2x 107 s~ 1151 Mit einer 2-OH-Gruppe oder einem 2'-OH-
Analogon ist die Umesterung mehrere Gréflenordnungen
schneller. Beispielsweise wurde die effektive Molaritit der
2'-OH-Gruppe der RNA bei der hydroxidkatalysierten Reak-
tion eines Phenylesters auf 3 x 107 M geschitzt.'®! Obwohl die
2'-OH-Gruppe zu einer solchen Beschleunigung fiihren kann,
ist die Halbwertszeit fiir die hydroxidkatalysierte Spaltung von
Cytidylcytidin recht lang (1000—10000 Tage bei 60°C und
pH 7).l

Wenn die Estergruppen der Phosphoester fiir einen nucleo-
philen Angriff auf das Kohlenstoffatom leicht zuginglich sind,
kann sich der Hydrolysemechanismus dndern. Bei der Hydro-
lyse von Dimethylphosphat und Dibenzylphosphat wird die
C-O- und nicht die P-O-Einfachbindung gespalten.'”! Dagegen
wird bei Aryl- und Alkylphosphodiestern, deren C-O-Kohlen-
stoffatom nicht nucleophil angegriffen werden kann, {iberwie-
gend die P-O-Bindung gespalten (Schema 2).

Phosphodiester mit 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 unveridndert, und
das Bis-p-nitrophenyl-Analogon hat eine Halbwertszeit von vier
Monaten bei 100°C und pH 3-4, wihrend die Halbwertszeit
des Bis-2,4-dinitrophenyl-Analogons unter den gleichen Bedin-
gungen nur 75 Minuten betrigt.'®! 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. Hingt man einen
Ribosering mit 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 fiir mechanistische Untersuchungen, da man mit ihnen
hinreichend hohe Umsatzgeschwindigkeiten erreichen kann und
auflerdem 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°-10°mal hoher als die von Diestern (siche
Abschnitte 9 und 16). Solche Triester sind auch etwa ein bis zwei
GréBenordnungen reaktiver als Phosphodiester mit aromati-
schen Abgangsgruppen.

Cyclische Phosphodiester mit flinfgliedrigen Ringen sind
ebenfalls viel reaktiver.®! Nach wie vor besteht das urspriing-
liche Postulat, da8 die Ringspannung im Substrat durch die
Bildung eines phosphoranihnlichen Ubergangszustandes er-
héht wird.!'®! Neuere Untersuchungen ergaben allerdings, da3
Unterschiede in der Solvatation von Substrat und Phosphoran
zur gemessenen Geschwindigkeitssteigerung fithren kénnen.[!' 11

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

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 iiber
den Mechanismus der Hydrolyse von cyclischen Phosphaten
sind die von Westheimer mit Methylethylen- (MEP) und Ethy-
lenphosphat.[*?! Da diese Untersuchungen schon mehrfach zu-
sammengefa3t und diskutiert wurden,!'® werden hier nur die
Punkte erwihnt, die als Hintergrund fiir unsere Argumentation
notwendig sind.

In Schema 4 sind die Produkte und der vorgeschlagene Reak-
tionsweg fiir die Hydrolyse von MEP zusammengefalt; 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 gréBten, geht zwischen pH 10 und
13 gegen Null und nimmt bei héheren pH-Werten wieder zu.
Wihrend sich aus den Untersuchungen von Gorenstein et al.
keine Anhaltspunkte fiir eine erhohte exocyclische Spaltung
oberhalb von pH 13 ergaben,!!* konnten Kluger und Thatcher
sie nachweisen.!'5! Durch den Kurvenverlauf wird ein Mecha-
nismus unterstiitzt, nach dem das bei pH 9 bis 13 zunéichst gebil-
dete Phosphoran 4 schnell abgebaut wird, bevor es zur Pseudo-
rotation kommen kann. Bei niedrigerem pH-Wert resultiert die
exocyclische Spaltung aus einer sdurekatalysierten Pseudorota-
tion, bei hoheren ist die Pseudorotation basenkatalysiert. Fiir
den basenkatalysierten Reaktionsweg wurde das dianionische
Phosphoran 5 als Zwischenprodukt postuliert.

Da die exocyclische Spaltung eine Pseudorotation voraussetzt
und im Sauren schneller ablduft und weil die Hydrolyse cycli-
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Schema 4. Mechanismus der Hydrolyse von Methylethylenphosphat (MEP), wie er
zuerst von Westheimer diskutiert wurde.
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Abb. 1. Anteil x der exocyclischen Spaltung von MEP als Funktion des pH-Wertes
(verdndert 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 tatsdchlich experimen-
tell bestdtigt (Abschnitte 13 und 14). AuBlerdem sind fiir die
Bildung von Phosphoran-Zwischenprodukten aus Phosphodi-
estern unter sauren Bedingungen einige Beispiele bekannt!!®
(siche Abschnitt 5). Sogar bei Phosphomonoestern konnten
Phosphorane als Zwischenprodukte nachgewiesen werden, die
der Pseudorotation unterliegen, allerdings nur, wenn die Hydro-
lyse unter sauren Bedingungen durchgefithrt wurde.!’”! Ein an-
deres Beispiel liefert die Synthese von Oligoribonucleotiden:
Wenn eine Schutzgruppe fiir die 2’-O-Funktion unter sauren
Bedingungen abgespalten wird, tritt eine teilweise Isomerisie-
rung ein.['® Daraus wird deutlich, daB die Protonierung eines
Phosphoesters vor oder gleichzeitig mit der Phosphoranbildung
oder die Protonierung eines zunéchst dianionischen Phospho-
rans nach dessen Bildung das Ausmal} der Pseudorotation und
als Konsequenz auch das der Umlagerung steigern kann.

Angew. Chem. 1997, 109, 470-490
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5. 130-Austausch

Phosphorane als Zwischenprodukte wurden anhand des *80-
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).1'2- %1 Unter sauren Bedingungen betrigt das Ver-
haltnis zwischen '®0-Austausch und Hydrolyse etwa 0.2:1.

—_—

OH H,0* (\o
C'O'u. / | wOH

P, e ——— —
OH

*

(\0 N 'OH

| WOH o E‘On., /

— aut P

(0] II)\OH —~~—— o \\0
OH

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

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich fiir den Einbau von 80 in
Glycerinaldehydphosphat.!*®) Das 2’-OH-Analogon von Glyce-
rin-2-monophosphat isomerisiert zunédchst und wird dann ge-
spalten. Das Substrat wird im Sauren in einem schnellen Schritt
unter Einbau von 80 aus dem Losungsmittel Wasser zu Glyce-
rin-1-monophosphat umgelagert,'?® nicht jedoch unter basi-
schen Bedingungen.l17-21

Die Produkte, die durch Pseudorotation entstehen, und die
Verteilung von 80 unter sauren bis neutralen, nicht jedoch
unter basischen Bedingungen, waren die entscheidenden Be-
funde, mit 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
verldngert und damit die Wahrscheinlichkeit zur #0-Wande-
rung und zur Pseudorotation erhdht. Daher sind die 130-Wan-
derung und die Pseudorotation im Einklang mit den Mechanis-
men A und B. Unter sauren bis nahezu neutralen Bedingungen
ist das Phosphoran protoniert, so daB Pseudorotation und die
Umkehrreaktion zum Ausgangsprodukt mdglich ist. Unter ba-
sischen Bedingungen lduft keine dieser Reaktionen ab.

Eine Frage bleibt allerdings offen: Wann wird das Phospho-
ran protoniert? Der Phosphoester kann vor oder gleichzeitig mit
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 fiir den Zeitpunkt der Phosphoran-Protonie-
rung lieferten theoretische Betrachtungen. Wie Rechnungen er-
gaben, ist die Potentialmulde dianionischer Phosphorane nur
wenige kcalmol ~! tief, auch wenn sie solvatisiert sind und Al-
kylgruppen tragen, da ein dianionisches Phosphoran unter neu-
tralen Bedingungen — wie berechnet wurde — zu kurzlebig fiir
eine Protonierung ist.
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Die Stabilitdt von di- und monoanionischen (einfach proto-
nierten) Phosphoranen wurde durch ab-initio-Rechnungen be-
stimmt. Mit dem STO-3G-Basissatz ergibt sich, daB dic Poten-
tialtdler dianionischer Phosphorane sehr tief sind.>?! Rech-
nungen mit Basissdtzen hoherer Ebenen deuten darauf hin, daB3
die tiefen Téler von den minimalen Basissdtzen herrithren und
daB} die dianionischen Phosphorane kinetisch bedeutungslos
sind oder daB es sich bei ihnen um echte Ubergangszustinde
handelt.1?3! Ab-initio-Rechnungen von Karplus und Taira un-
terstiitzten die Auffassung, daBl dianionische Phosphorane sehr
instabil sind. Monoanionische (einfach protonierte) Phosphora-
ne sind dagegen ungeachtet ihrer verzerrten trigonal-bipyrami-
dalen Geometrie stabil.[*#]

Die Rechnungen sagten auch eine Stabilisierung der Phos-
phorane durch Solvatation voraus. Ein Modell der Ladungssta-
bilisierung nach Born 14Bt erwarten, daB dianionische Zwi-
schenprodukte stirker stabilisiert werden als zwei geladene
Gruppen, weil die Gibbs-Energie fiir die Solvatation mit dem
Quadrat der Ionenladung zunimmt.!24* 25! So errechnete Kar-
plus, daB die Solvatation ein dianionisches Phosphoran stabili-
sieren kann, so daB die Gibbs-Energie zur Aktivierung fiir den
nucleophilen Angriff in Losung gegeniiber dem in der Gasphase
um etwa 60 kcalmol™! vermindert wird. Unter Beriicksichti-
gung der Solvatation liegt die berechnete Aktivierungsenergie
fiir die Bildung eines dianionischen phosphorandhnlichen Uber-
gangszustandes im Bereich der experimentell bestimmten Wer-
te.[24b' 25)

Taira etal. schlossen aus Rechnungen, daB dianionische
Phosphorane nicht in der Gasphase existieren konnen, weil sie
nicht durch vollstindige Delokalisation der beiden negativen
Ladungen stabilisiert werden. Dies wurde durch die hohe Insta-
bilitdt eines vollstindig mit Wasserstoff substituierten dianioni-
schen Phosphorans gestiitzt,[2! wihrend Methylgruppen sowie
Ethylenbriicken die Stabilitit der Phosphorane erhdhen.?”!
Die Ladungen der dianionischen Phosphorane aus RNA-Phos-
phodiestern sollten daher besser delokalisiert werden und die
Dianionen demzufolge existieren kénnen. Durch Solvatation
sollte die Stabilitdt durch zusitzliche Delokalisation der Ladun-
gen weiter gesteigert werden. Tatsdchlich existieren sogar die
instabilsten Phosphorane als Dianionen, wenn sie mit sechs
Wassermolekilen solvatisiert sind,!?®! und Phosphorane mit
Ethylenbriicken werden sogar durch nur ein Wassermolekiil
hinreichend stabilisiert.[?”® Taira et al. sahen die Ergebnisse
ihrer Rechnungen in Ubereinstimmung mit dem Fehlen von
'80-Austausch und Phosphorylwanderung unter basischen
Bedingungen und folgerten, daB dies von einer hohen Ener-
giebarriere herrithrt, die die Pseudorotation verhindert, und
nicht daher, daB das Phosphoran ein Ubergangszustand
sei.[2”] Weiterhin postulierten sie, daB jedes dianionische Phos-
phoran in solvatisierter Form ein langlebiges Zwischenprodukt
ist.[29]

Die Rechnungen ergaben, dall solvatisierte dianionische
Phosphorane Zwischenprodukte sind. Allerdings betrigt die be-
rechnete Energiebarriere zum Austreten der Abgangsgruppe
nur etwa 2 kcalmol ™!, was einer Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Abspaltung von fast 101! s~ bei 25 °C entspricht.[27 =27
Eine stidrkere Solvatation schldgt sich in den Rechnungen in
einer Erhohung der Barriere nieder, doch ist bislang unbekannt,
in welchem AusmaB. Geht man von 2 kcalmol ~! als der gegen-
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wirtig besten Abschitzung fiir die Energicbarriere beim Aus-
treten der Abgangsgruppe aus, sollte der monomolekulare
Zerfall der Verbindung schneller oder dhnlich schnell ablaufen
als mogliche diffusionskontrollierte Reaktionen zweiter Ord-
nung. So sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Abspal-
tung der Abgangsgruppe groler als die vorhergesagten Ge-
schwindigkeitskonstanten fiir die Protonierung (siche Ab-
schnitt 7). Dies ist unser erster Hinweis darauf, dall dianioni-
sche Phosphorane kaum bei neutralem pH-Wert protoniert wer-
den konnen.

Durch weitere theoretische Betrachtungen wurde die Stabili-
tdt von Phosphoranen und das Verhéltnis von exo- zu endocycli-
scher Spaltung bei MEP untersucht. Lim und Tole haben ab-
initio-Rechnungen zum Hydroxid-Angriff auf MEP durchge-
fithrt und sind dabei zu dhnlichen Ergebnissen gekommen wie
Taira und Karplus. Sie stellten allerdings fest, dal der Hydro-
xid-Angriff von Pseudorotation begleitet wird, so dal3 zunichst
Verbindung 9 entsteht (Schema 6),/2*°! und daB die Ringdffung
schneller ablduft als die exocyclische Spaltung; danach riihren
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-Verhiltnis iiber stereoelektronische
Effekte.

0, ,OMe HO (\o (\(I) _

; O': \ m\o H o_$Q(())
9 OMe OH [
O, i OMe CO"' JOH

HO\/"O" O’P\\o

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

Insgesamt lassen die theoretischen Betrachtungen vermuten,
daf} dianionische Phosphorane wahrscheinlich in Ldsung exi-
stieren, daB} ihre Lebensdauer aber fiir die meisten diffusions-
kontrollierten Reaktionen kaum oder nicht ausreicht. Sie sind
daher kinetisch nicht von Ubergangszustinden zu unterschei-
den (Hypothese 1). Die Phosphorane spalten sofort ihre Ab-
gangsgruppen ab, ohne daB3 es zur Pseudorotation oder zum
Austausch von 80 kommt, wie dies 1956 von Todd postuliert
worden war.[3% Wir werden diese Rechnungen in den Abschnit-
ten 7, 13 und 16 mit experimentellen Befunden, nach denen di-
anionische Phosphorane mit Alkoxid-Abgangsgruppen den
Ubergangszustinden sehr dhneln, weiter untermauern, und in
den Abschnitten 10—12 werden wir tiber Ergebnisse berichten,
die verdeutlichen, daB3 Phosphorane mit guten Abgangsgruppen
echte Ubergangszustiinde sind.

Akzeptieren wir zunédchst, dal3 die dianionischen Phosphora-
ne nicht langlebig genug fiir eine Protonierung sind. Da die
protonierte Form aber Ausgangspunkt fiir Pseudorotation und
180 Austausch ist, muB die Protonierung am Phosphodiester
vor oder gleichzeitig mit dem nucleophilen Angriff stattfinden
(Hypothese 3).
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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 hierflir eine iiberzeugende
Begrindung an, indem er auf den Mechanismus der MEP-Hy-
drolyse (Schema 4) verwies.*!! Danach muB der Zerfall des
monoanionischen Phosphorans 4 schneller sein als dessen Pseu-
dorotation, fiir die eine Geschwindigkeitskonstante von unge-
fihr 10% s~ ! berechnet worden war.!*2! Weiterhin sollte der Zer-
fall des dianionischen Phosphorans § sicherlich schneller
ablaufen als der von 4. Daraus leitete Usher flir 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, fiir die er
10° s~ ! angab.I** Demnach wiire das dianionische Phosphoran
tatséchlich 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 ausgefiihrt wurde, mul3 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; zunichst allerdings wollen wir als Einleitung
zu dieser Diskussion die Reaktivitit der Phosphorane niher
untersuchen.

8. Reaktivitit und pK,-Werte der Phosphorane

Wie die bisher dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, hingt
die Pseudorotation eines Phosphorans in der RNA-Hydrolyse
vom  Protonierungsgrad
ab; dieser ist eine Funktion Base
des pH-Wertes und des o
pK,-Wertes c%es Phospllllc;-] o Va pK.
rans. Westheimer et al. Ra | om "
berechneten die beiden O—P\" ¥~ PK;
pK,-Werte der Phosphora- l
ne (Schema 7) nach der
Methode von Branch und
Calvin®#1zu 9 und 13. Guthrie bestimmte anhand der Bildungs-
wirmen pK! = 6.5 und pK? =11.3,13%) und mit Pulsradiolyse
wurden in unserem Labor Werte von 11 und 15 erhalten.®®!
Auch wenn unterschiedliche Phosphorane voneinander abwei-
chende pK,-Werte haben sollten, erscheint der Bereich der publi-
zierten Werte unverniinftig weit. Die genaue Bestimmung steht
also noch aus.

Zwar sind die pK,-Werte fiir die Phosphorane noch nicht gut
abgesichert, doch werden wir die Abhingigkeit der exocycli-
schen Spaltung vom pH-Wert (Abb. 1) im Lichte dieser Werte
analysieren. Wenn die pK,-Werte, die fiir MEP erhalten wurden,
das Verhiltnis der endo- zur exocyclischen Spaltung beeinflus-

OR
Schema 7.
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sen, wird man erwarten, da8 sich dieses Verhiltnis bei pH-Wer-
ten in der Ndhe des pK,-Wertes stark und bei pH-Werten zwi-
schen den pK,-Werten wenig dndert. Die senkrechten Linien in
Abbildung 1 markieren die pK,-Werte fiir neutrale (zweifach
protonierte) Phosphorane, die von Guthrie und Westheimer so-
wie in unserem Labor bestimmt wurden. Der von Guthrie be-
stimmte pK!-Wert von 6.5 liegt in einem pH-Bereich, in dem
sich der Anteil der exocyclischen Spaltung deutlich dndert. Bei
niedrigeren pH-Werten ist das Phosphoran vollstdndig proto-
niert und die Wahrscheinlichkeit einer Pseudorotation am gro-
ten, was vermehrt zu exocyclischer Spaltung fiihrt. 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 pK?2-Wert (11.3) 1iBt sich keine exocy-
clische Spaltung mehr nachweisen. Schwer erklidrbar ist aller-
dings die Zunahme der exocyclischen Spaltung bei pH > pK?2.
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 mit der
urspriinglichen Interpretation der Daten iiberein (Abschnitt 3).
Unser Wert fir pK! von 11 fillt in einen pH-Bereich, in dem
keine exocyclische Spaltung ablduft. Unterhalb dieses Wertes
sollte durch die Protonierung die Pseudorotation und damit der
Anteil exocyclischer Spaltung zunehmen. Wenn sich der pH-
Wert dem pK2-Wert von etwa 15 néhert (pH =13-14), sollte
sich das exo-endo-Verhiltnis wieder dndern, denn durch par-
tielle Deprotonierung der apikalen OH-Gruppe entsteht das
Dianion §, das infolge schneller Pseudorotation entweder die
exocyclische oder die endocyclische Abgangsgruppe abspaltet.
Der Befund, dafl bei pH= 15 die basenkatalysierte exocyclische
Spaltung einsetzt, stimmt am ehesten mit dem von uns bestimm-
ten pK2-Wert iiberein.

In weiteren Untersuchungen missen 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 mit 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 Reaktivitit eines Phosphoesters dhnlich beeinflussen. Phos-
photriester werden unter gleichen Bedingungen etwa 105- bis
10°mal schneller hydrolysiert als Phosphodiester (Ab-
schnitt 16). Daher erwartet man, da} die Protonierung eines
Phosphodiesters zu einer neutralen Verbindung zu einer dhnli-
chen Beschleunigung der Hydrolyse fithrt.®7! Angesichts dieser
Analogie untersuchte Lonnberg die saure, neutrale und basische
Hydrolyse von Phosphotriestern.!*®! Phosphatwanderung und
Hydrolyse laufen bei pH 2 mit dhnlicher Geschwindigkeit ab,
wihrend 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 fiir Phos-
phodiester. Die pH-unabhingige Hydrolyse und Isomerisierung
eines Phosphodiesters kann nach zwei, kinetisch gleichwertigen
Mechanismen ablaufen. Im einen Fall greift eine nichtionisch
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vorliegende Hydroxygruppe des Zuckers den monoanionischen
Phosphodiester an, im anderen reagiert eine zur O~ -Gruppe
deprotonierte Hydroxygruppe mit einem neutralen Diester.
Lonnberg vermutete, dafl im Fall der Phosphotriester das an-
greifende Nucleophil sogar unter sauren Bedingungen (pH 3;
Schema 8 A) das Anion der 2’-OH-Gruppe ist. Entsprechend
postulierte er, daB die pH-unabhingige Hydrolyse der Phospho-
diester iber den Angriff der zuvor zur O ~-Gruppe deprotonier-
ten Hydroxygruppe auf den protonierten Phosphodiester ab-
lauft (Schema 8 B). Dies entspricht mit vorgelagerter De-
protonierung der 2’-OH-Gruppe im wesentlichen dem Mecha-
nismus B (Schema 2 B).

A
U
MeO (o) v MeO o
—_—
0O O o_ 0
\ ¥,
041)\—- OMe Meo” N “OMe
OMe Y
B
U
MeO o} MeO Y
trr———
O\ o o, /O
oz OMe meo” N “OH
OH 0

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

Lonnberg untersuchte auch die durch allgemeine Sduren oder
Basen katalysierte Hydrolyse und Umlagerung von Phospho-
triestern.®® In Ameisensiurepuffern waren Isomerisierung
und Hydrolyse von der basischen, nicht aber von der sauren
Pufferkomponente abhéngig. Dies ist anders als bei Phospho-
diestern. Auch wird die Isomerisierung vom Puffer katalysiert,
doch hingt deren Geschwindigkeit von der sauren Pufferkom-
ponente ab (siche fiir Einzelheiten Abschnitt 14). Die Alkyl-
gruppe eines Triesters nimmt hier also die Position des benétig-
ten Protons im Diester ein.

Die Ahnlichkeiten hinsichtlich der Kinetik der Hydrolyse von
Phosphodi- und -triestern fithrten Lonnberg zur Hypothese,
dafl RNA-Diester im Neutralen iiber Zwischenstufen mit neu-
tralen und protonierten Phosphaten sowie mit 2’-O ™ -Gruppen
hydrolysiert werden. Auerdem stiitzt der Unterschied in der
Kinetik der durch allgemeine Sduren und Basen katalysierten
Umlagerung von Phosphodi- und -triestern die Vorstellung von
einer vorgelagerten Protonierung der Phosphodiester, wodurch
diese den Triestern dhnlich werden. Weitere Beispiele werden in
den Abschnitten 14-16 vorgestellt.

10. RNA-Analoga mit guten Abgangsgruppen

Als ein Weg zur Aufklirung der RNA-Hydrolysemechanis-
men wurden Phosphodiester mit guten Abgangsgruppen inten-
siv untersucht. So fand Lénnberg heraus, daB die Hydrolyse von

Uridin-3'-(2-chlorphenyl)phosphat (Schema 9) iiber den gesam-
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Schema 9. Der Protonierungsgrad, der fiir den nucleophilen Angriff durch die 2-OH-Gruppe notwendig ist, unterscheidet sich bei aktivierten (A) und nichtaktivierten

Phosphodiestern (B).

ten pH-Bereich schneller ist als die Wanderung der Phosphobin-
dung.**1 Diese Umlagerung wurde lediglich bei pH < 2 nachge-
wiesen. Sie ist langsamer als die Hydrolyse, weil wihrend der
Pseudorotation eine elektronenziehende Gruppe in eine dquato-
riale Position verschoben werden muf3.

Die Untersuchungen von Lénnberg verdeutlichten einen in-
teressanten Aspekt liber die pH-Abhingigkeit der Reaktions-
weise des 2-Chlorphenylesters im Vergleich zu der des Methyl-
esters und iiber die Anderung des Mechanismus beim Ubergang
von einem aktivierten zu einem nichtaktivierten Phosphoester
(Schema 9 A'B) 1349 Bei pH-Werten unterhalb des pK,-Wer-
tes des Phosphats weist die Reaktion des Methylesters eine Ab-
hingigkeit zweiter Ordnung von der Hydroniumionenkonzen-
tration auf; dies deutet auf einen Angriff der 2'-OH-Gruppe auf
eine kationische, zweifach protonierte Phosphatbriicke hin.
Vom Phosphoran kann dann der Alkohol in neutraler Form
abgespalten werden. Demgegeniiber weist die Reaktion des 2-
Chlorphenylesters eine Abhingigkeit erster Ordnung von der
Hydroniumionenkonzentration auf, was auf einen Angriff der
2'-OH-Gruppe auf einen neutralen, einfach protonierten Phos-
phodiester hindeutet. Dieser wiirde das Phenoxid abspalten. Die
elektronenziehende Estergruppe erleichtert den nucleophilen
Angriff und verdndert so den fiir den nucleophilen Angriff er-
forderlichen Grad der Protonierung. Fiir einen leichten nucleo-
philen Angriff ist beim Phosphodiester mit der schlechteren Ab-
gangsgruppe eine stirkere Protonierung erforderlich.

Nicht nur bei der spezifischen Katalyse unterscheiden sich die

Reaktionsordnungen mit aktivierten und

Me nichtaktivierten Phosphodiestern, son-
dern auch bei der (allgemeinen) Pufferka-
0 OH talyse. So kann an der pufferkatalysier-
\ ten RNA-Hydrolyse sowohl die saure als
041’\\0— auch die basische Komponente des Puf-
o fers beteiligt sein (Abschnitt 14). Bei re-
\©\ aktiven Substraten wie 10 (X = NO,) da-

10 .. .
X gegen hingt die Katalyse nur von der
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basischen Komponente des Puffers ab.[*! Die unterschiedlichen
Erfordernisse an den Protonierungsgrad des Phosphodiesters in
Abhéngigkeit von der Abgangsgruppe sind der Schliissel 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 mit guten Ab-
gangsgruppen sind nur unter Vorbehalt auf die Hydrolyse von
RNA-Phosphodiestern iibertragbar, weil die Qualitit der Ab-
gangsgruppe die kinetische Reaktionsordnung der Protonie-
rung eines Phosphodiesters beeinflussen kann. Aber nicht nur
die Reaktionsordnung der Protonierung dndert sich; auch die
Stabilitdt des resultierenden Phosphoran-Zwischenproduktes
wird erheblich verdndert. In den nichsten beiden Abschnitten
wird gezeigt, dal dianionische ebenso wie monoanionische
Phosphorane mit guten Abgangsgruppen echte Ubergangszu-
stinde sind.

11. Isotopeneffekte

Die Messung von Isotopeneffekten ist eine exzellente Metho-
de, um das Ausmal} von Bruch und Bildung von Bindungen in
Ubergangszustinden 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 11.14%1 Die Abgangsgruppe ist
hier unter alkalischen Bedingungen zu 57 %
und unter sauren Bedingungen zu 25-32%
abgespalten; dies stimmt mit der Hypothese
iberein, daB Phosphodiester mit guten Ab-
gangsgruppen wie p-Nitrophenolat durch
direkten Austausch ohne Phosphoran-Zwi-
schenprodukt hydrolysiert werden. Der ho- 11
he Anteil an Bindungsbruch macht deut- NO,
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lich, daBl die in diesen Reaktionen gebildeten Phosphorane
Ubergangszustinde sind. Der niedrige Grad der Bindungsspal-
tung unter sauren Bedingungen spricht dafiir, dafl in den iiber-
gangszustandsartigen protonierten Phosphoranen der Bruch
der Bindung zur Abgangsgruppe nicht so weit fortgeschritten ist
wie bei dianionischen Spezies (Hypothese 6).

Cleland und Raushel haben !80-Isotopeneffekte bei der alka-
lischen Hydrolyse der p-Nitrophenyl- und p-Carbamoylphenyl-
Phosphotriester 12 bzw. 13 untersucht, um das Ausmal der

0
fo) NO, o
J
EtO —
/ "o E07 g

E0
12 EtO 13

Abspaltung der Abgangsgruppe im Ubergangszustand zu be-
stimmen.3! 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 GréBe des 30-Iso-
topeneffekts auf die Phosphotriester weist auf Anderungen in
der Bindungsordnung bei der Abgangsgruppe hin, was auf einen
phosphoranihnlichen Ubergangszustand und nicht ein Phos-
phoran als Zwischenprodukt hindeutet. Daher wére analog zu
dem aus einem Phosphotriester mit einer guten Abgangsgruppe
entstehenden Phosphoran auch ein einfach protoniertes, mo-
noanionisches Phosphoran aus einem Phosphodiester mit einer
guten Abgangsgruppe ein Ubergangszustand. Ein dianionisches
Phosphoran mit einer guten Abgangsgruppe hat ohnehin Uber-
gangszustandscharakter.
Isotopeneffekte von Nichtwasserstoffatomen wurden auch
genutzt, um die durch imidazolsubstituierte f-Cyclodextrine und
durch das Enzym Phosphodiesterasel
0. 0 katalysierte Hydrolyse der p-Nitrophe-

P.

6\0' nylphosphodiester 11 und 14 zu unter-
suchen.[*¥! Die Isotopeneffekte bei der
Imidazolyl-$-cyclodextrin-katalysier-

14 ten Spaltung deuten auf einen erhebli-

NO, chen Bindungsbruch an der Abgangs-

gruppe im Ubergangszustand hin,
ohne daB} ein Phosphoran als Zwischenprodukt gebildet wird.
Im Unterschied hierzu wurde ein groBer, umgekehrter '30-Iso-
topeneffekt bei der enzymkatalysierten Spaltung gemessen, was
eine Protonierung des nichtverbriickenden Sauerstoffatoms im
phosphoranihnlichen Ubergangszustand vermuten 148t. Phos-
phoranihnliche Ubergangszustinde oder Zwischenprodukte
koénnen also im aktiven Zentrum von Enzymen durch Protonie-
rung elektrophil aktiviert werden (Abschnitt 17).

Die Isotopeneffekte stiitzen also die Hypothese, da83 ein Phos-
phoran bei der Hydrolyse eines Phosphodiesters oder eines
Phosphotriesters mit einer guten Abgangsgruppe den Charakter
eines Ubergangszustandes hat (Hypothese 6).

12. B,,~Werte
Aufler den Isotopeneffekten sind auch die Brgnsted- und Ha-
milton-Koeffizienten niitzlich, um den Grad des Bindungs-

bruchs und der Bindungsbildung in Ubergangszustinden ab-
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zuschitzen. So wurden die f-Werte (lg = leaving group, Ab-
gangsgruppe) fur einige Phosphoryl-Transferreaktionen be-
stimmt.[*>! Die brauchbarsten Werte fiir die Hydrolyse von
RNA wurden fiir die Arylester 15 und fiir die Benzylester 16 von

HO o V HO o &
o oH 0O OH
\ \
oéP\\o- o?h~o
)

Williams ¢! bzw. Inoue*” erhalten. Williams konnte die La-
dung der Sauerstoffatome im Ubergangszustand bei der Cycli-
sierung von 15 messen. Er fand eine Reaktion erster Ordnung
fiir diese imidazolkatalysierte Phosphorylwanderung ohne Hin-
weis auf die Beteiligung eines Imidazoliumions. Die fiir Imida-
zol und Hydroxid bestimmten f, -Werte von — 0.59 und — 0.54
liegen sehr nahe bei dem f,,-Wert von — 0.56, der von Usher fiir
die Hydrolyse des Phosphodiesters 10 erhalten wurde.!*8

Die Daten von Williams wurden im Sinne eines phosphoran-
dhnlichen Ubergangszustandes ohne Zwischenprodukt gedeu-
tet, in dem eine konzertierte Verdringung durch das Dianion
begiinstigt wird (Hypothese 6). Die Ahnlichkeit der f,.-Werte
fiir die hydroxy- und die imidazolkatalysierte Phosphorylwan-
derung deutet auf dhnliche Ubergangszustinde hin, d.h. die
imidazolkatalysierte Reaktion verlduft mit den untersuchten
Phosphodiestern nicht {iber protonierte Ubergangszustinde.
Allerdings betrug der grofte 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 abweicht.[**! Es war also keiner der Phos-
phodiester so stark desaktiviert wie RNA. Um seine Daten mit
weniger aktivierten Substraten wie RNA vergleichen zu k6nnen,
extrapolierte Williams sein Hydroxid-f,,-Diagramm auf die Ge-
schwindigkeitskonstanten von Substraten mit Benzylalkohol-
Abgangsgruppen. Diese wurden ausgewihlt, weil bereits Daten
von Inoue vorlagen!*" und weil sic wegen ihres hoheren pK.,-
Wertes die schlechteren Abgangsgruppen in der RNA besser
nachahmen konnen. Williams stellte fest, daf3 die durch Extra-
polation bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hy-
drolyse mit den von Inoue publizierten Werten innerhalb einer
Groflenordnung lbereinstimmten. Unter stark alkalischen
Bedingungen werden also Phosphodiester mit schlechten Ab-
gangsgruppen ebenso wie solche mit guten Abgangsgruppen
durch direkte Verdringung, d.h. nicht iber ein Phosphoran als
Zwischenprodukt hydrolysiert. Williams bestimmte auch den
Leffler-Index der Reaktion und fand, dal} die benzylische Ab-
gangsgruppe im Ubergangszustand stiirker geladen ist als eine
Aryl-Abgangsgruppe, wie dies bei einem Hammond-Effekt auf
eine konzertierte direkte Verdrangung zu erwarten ist.*¢) Dies
gehort zu den wichtigsten Hinweisen darauf, daf3 dianionische
Phosphorane in Wasser Ubergangszustandscharakter haben,
sogar, wenn sie nur schlechte Abgangsgruppen tragen (Hypo-
these 1).
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Fiir die imidazolkatalysierte Spaltung der Benzylester 16 wur-
den keine Geschwindigkeitskonstanten bestimmt, so dal man
das Imidazol-B,,-Diagramm von Williams nicht extrapolieren
kann, um zu priifen, ob die Werte fiir benzylische Abgangsgrup-
pen in der Néhe der Kurve lagen. Im Falle der Imidazolkatalyse
gibt es zahlreiche Beispiele dafiir, daf} aus Phosphodiestern mit
schlechten Abgangsgruppen Phosphoran-Zwischenprodukte
gebildet werden, wie die festgestellten Umlagerungen andeuten
(Abschnitt 14). Da wir davon ausgehen, dal Phosphoran-Zwi-
schenprodukte nur gebildet werden (und dann zu Umlagerun-
gen fithren kdnnen), wenn sie protoniert vorliegen, erwarten wir
nicht, dal3 die Werte fiir Benzyl- oder RNA-Ester durch die mit
den Phenylestern unter Imidazolkatalyse erhaltenen Bronsted-
Beziehung beschrieben werden kénnen. 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 f,-Diagramm von
Williams sehr nahe kommen. Bedauerlicherweise wurden diese
Vorhersagen noch nicht gepriift.

Die Bronsted-Bezichungen zwischen der Qualitdt- der Ab-
gangsgruppe und der Hydrolysegeschwindigkeit sind ein Hin-
weis darauf, daBl Phosphodiester mit guten Abgangsgruppen
iiber phosphoranihnliche Ubergangszustinde ohne Zwischen-
produkte hydrolysiert werden. Diese Daten gleichen denen fiir
Phosphodiester mit schlechten Abgangsgruppen bei alkalischer
Hydrolyse, was die Vermutung bestitigt, da bei der basenkata-
lysierten Hydrolyse von RNA-Phosphodiestern dianionische
phosphoranihnliche Ubergangszustinde durchlaufen werden
(Hypothese 2). Da die dianionischen Phosphorane Ubergangs-
zustandscharakter haben, werten wir dies als weiteres Indiz da-
fiir, daB die Lebensdauer dianionischer Phosphorane nicht fiir
eine Protonierung ausreicht (Hypothese 1).

13. Katalyse durch spezifische Verbindungen

Die Kinetiken fiir saure, neutrale sowie alkalische Spaltung
und Umlagerung von Dinucleotidmonophosphaten wurde be-
reits detailliert untersucht;[3% % die neuesten Arbeiten stam-
men von Lonnberg, 9 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 vernachldssigbar gering. Die [somerisierung ver-
lief erster Ordnung beziiglich der Hydroniumionen bei pH <1,
zweiter Ordnung zwischen pH 1 und 2 und war pH-unabhéngig
bei pH 3—8. Die Abhdngigkeit 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-
zliglich der Hydroniumionen ist, vermutlich, weil sie durch die
Protonierung des Phosphomonoesters katalysiert wird.1*!! Das
Proton am Phosphomonoester iibernimmt also die Rolle der
Alkylgruppe in einem Phosphodiester.

Lénnberg wies auch eine Ahnlichkeit zwischen den pH-Ge-
schwindigkeits-Profilen fiir die Phosphatgruppenwanderung
und die Phosphodiester-Hydrolyse bei pH <2 nach und leitete
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daraus ein gemeinsames fiinffach koordiniertes Zwischenpro-
dukt ab. Unter stark sauren Bedingungen sollte dieser Mecha-
nismus Gber die Protonierung des Phosphorylsauerstoffatoms
eines neutralen Phosphodiesters und den anschlieBenden nucleo-
philen Angriff der benachbarten 2’-OH-Gruppe verlaufen. Bei
pH~7 wire die Geschwindigkeit der Isomerisierung dann un-
abhingig 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 verlduft {iber ein einfach protonier-
tes, monoanionisches Phosphoran; die 2'-OH-Gruppe wird ent-
weder durch allgemeine Basen aktiviert oder vollstindig
deprotoniert. Bisher wurde angenommen, da8 die 2'-OH-Grup-
pe bereits vor dem nucleophilen Angriff vollstindig 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 pK,-

Wert von 13.9.17" Die Tatsache, daB iiber- 0

haupt ein kinetischer pK,-Wert bestimmt

werden konnte, spricht fiir die vorgelagerte 5 i

Deprotonierung, wie von Lonnberg vorge- O\ OH

schlagen. OéP\\o-
Die Kinetik der spezifischen Katalyse bei o

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-
stiatigung von Mechanismus B.

14, Aligemeine Siure-Base-Katalyse

Usher war einer der ersten, der die durch eine allgemeine Base
(in diesem Falle Morpholin) katalysierte Spaltung eines RNA-
Analogons 17 analysierte.!®?) 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
vollstindigen Deprotonierung der 2'-OH-Gruppe in einem vor-
gelagerten Gleichgewicht besteht. Anhand der Daten lief3 sich
die Bildung eines monoanionischen, einfach protonierten Zwi-
schenprodukts durch die allgemeine Base belegen. Die Reaktion
des Zwischenprodukts entweder zuriick zur Ausgangsverbin-
dung oder weiter zum Produkt wurde durch die saure und die
basische Komponente des Puffers in unterschiedlichem Ausmal
katalysiert. Usher schlug vor, daB nach der Bildung eines Zwi-
schenprodukts unter Beteiligung einer 2’-O ~-Gruppe die saure
Komponente die Bildung und den Zerfall des Phosphorans ka-
talysiert. Dies ist eine Variante des Mechanismus B. Er schlof,
daB beim Ubergang von kleinen zu groBen Morpholin/Morpho-
liniumion-Verhdltnissen der Mechanismus von séure- zu basen-
katalysiert wechselt.

In einer anderen Untersuchung {iber die Spaltung eines RNA-
Analogons, die nach einem allgemeinen S&ure-Base-Mechanis-
mus katalysiert wird, analysierte Eftink die imidazolkatalysierte
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Ringoéffnung 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 Ringdffnung von cUMP und ¢cCMP zweiter
Ordnung beziiglich der Gesamtpufferkonzentration, wie sich
aus der positiven Kriilmmung der Kurve aus der Auftragung der
Geschwindigkeitskonstanten gegen die Pufferkonzentration ab-
leiten 14Bt.1°3) Dies deutet auf die Beteiligung von Imidazoliu-
mion und Imidazol an der hydrolytischen Ringdffnung des
cyclischen Phosphats (Schema 10). Eftink postulierte, dal} bei

no\ o _J** H
|rN
/_\NJ

o 0 H

AN //-\ ’

o”P\O‘ O‘H

o
[N+

H’N\/

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 dhnlicher Weise beschrieb
Haake die imidazolpufferkatalysierte Ring-
o _o Offnung des Phosphodiesters 18.154* Er er-
@: ,P< _ kannte auch, dal3 das Imidazoliumion ein
Y o wirksamer Katalysator ist.
18 Die ausfiihrlichsten und auch umstritten-
sten Untersuchungen der pufferkatalysier-
ten RNA-Hydrolyse wurden von Breslow durchgefiihrt. Er ana-
lysierte die imidazolpufferkatalysierte Spaltung von Polyuridyl-
siure (poly-U),1*¥ von 3,5~ und 2',5-Uridylyluridin (UpU)&9!
sowie von 3',5'-Adenylyladenosin (ApA).I*7) AuBerdem unter-
suchte er die morpholinpufferkatalysierte Spaltung von 3',5'-
UpU.P# Jede Spaltungsreaktion war erster Ordnung beziiglich
der Pufferkonzentration, und mit Imidazol ergab sich eine
glockenférmige Kurve, wenn man die Geschwindigkeitskon-
stanten in Abhingigkeit 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 beziiglich der Ge-
samtpufferkonzentration verlief, muBlten 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
Verhéltnis der beiden Pufferkomponenten zueinander sich 4n-
dert, wird die Komponente geschwindigkeitsbestimmend, die in
der niedrigsten Konzentration vorliegt. Diese urspriingliche
Deutung wurde im Licht neuer Ergebnisse iiber Einfliisse des
Mediums modifiziert (siche unten).

Nach der urspriinglichen Interpretation lieB sich aus der glok-
kenformigen Kurve von Spaltungsgeschwindigkeit gegen pH-
Wert und der Abhdngigkeit erster Ordnung vom Puffer bei der
Reaktion von UpU und poly-U nicht entscheiden, welche Puf-
ferkomponente an der Bildung des Zwischenprodukts beteiligt
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ist und welche dessen Zerfall katalysiert. Breslow gelang diese
Zuordnung, als er die 3,5 — 2',5-Phosphodiester-Isomerisie-
rung bei UpU und ApA verfolgte. Die Isomerisierung in Imida-
zolpuffer war erster Ordnung beziiglich der 3',5"- und der 2',5'-
Verbindung, doch nur das Imidazoliumion war fiir die Katalyse
erforderlich.®®) Wenn das Verhiltnis von Imidazoliumion zu
Imidazol niedrig war, wurde die Isomerisierung von UpU durch
steigende Pufferkonzentrationen leicht verzogert, ein Effekt, fir
den der Begriff , negative Katalyse* geprigt wurde.[3”! Bei der
imidazoliumkatalysierten Isomerisierung von ApA trat der glei-
che Trend auf, wenn bei konstanter Imidazolkonzentration die
Imidazoliumkonzentration variiert wurde.l*” Bei der Katalyse
der UpU-Isomerisierung durch Morpholinpuffer wurde dieser
Effekt in noch groBerem Umfang deutlich.!*®! Dies stiitzte die
Hypothese, dal3 Spaltungs- und Umlagerungsprodukt aus dem
gleichen Zwischenprodukt entstehen, wobei das Produktver-
héltnis von der basischen Pufferkomponente abhingt. Die Da-
ten wurden dahingehend interpretiert, da3 die saure Pufferkom-
ponente am ersten Schritt der Spaltung beteiligt ist. Da das
Substrat bei pH 7 Giberwiegend als Anion vorliegt, werden fiir
diesen ersten Schritt ein Proton und die basische Form des Puf-
fers benotigt; daher scheint die Reaktion vom Imidazoliumion
als allgemeine Sdure katalysiert zu werden (Schema 11). Ergeb-
nisse und Interpretation der imidazol- und morpholinkataly-
sierten Reaktionen der RNA wurden vor kurzem in einem
Ubersichtsartikel zusammengefaBt.[**]

0\ '/O‘H — » - o, ,O + ROH
2 Pomg N0 I/P 3
u © \O.R ROYO. ~on 00
H
N+
E 3
N
H

HO’WU HO’WU

O\PIO HO 1(;)
RO “OH 0='\vo-
6 © 0.

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,[°°! der gegen einige experimentelle Details
von Breslows Untersuchungen iiber UpU und ApA Einwinde
erhob und das Ergebnis der negativen Katalyse auf falsche Da-
tenauswertung zuriickfiihrte. Breslow konnte spiter nachwei-
sen, daB dieser Einwand haltlos war.l>8! Haim kritisierte,[®'! daB
Breslows kinetisches Modell nicht die publizierten Geschwin-
digkeitskonstanten reproduziere,'®?! und vertrat die Ansicht,
daB 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 spéter, daf3 die Daten
sehr wohl mit einem gemeinsamen Zwischenprodukt vereinbar
sind, und griff dabei auf Haims Analyse zuriick.'*® Perrin kam
zu dem SchluB}, daBl di¢ Daten fiir dic morpholinkatalysierte
Hydrolyse von UpU am ehesten auf eine klassische allgemeine
Basenkatalyse hindeuteten,!®¥ da sowohl die Spaltungsge-
schwindigkeit als auch das Verhéltnis von Spaltung zu [someri-
sierung linear von der Pufferkonzentration abhingen, wihrend
die Achsenabschnitte der entsprechenden Diagramme mit Zu-
nahme der basischen Pufferkomponente zunechmen, 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 soll eine durch eine allgemeine Siure katalysierte Proto-

nierung der Abgangsgruppen folgen, die zur Ausgangsverbin-
dung oder zum Produkt fiihrt (Schema 12). Der Weg zur Isome-

RO o Base
Base
—————-

Q o =—- o 0 0 0
2 P'\w' o Séure \P{ \P /
OR r0” %50 o* o
S'a'urel’
RO o Base
—  Umiagerung
O\P /O
gy
ro” Y0

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

risierung zweigt beim dianionischen Phosphoran ab, in dem ein
verbriickendes Sauerstoffatom protoniert wird und so die Pseu-
dorotation ermdglicht. Das Ausmal 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 trdgt also dem Abfall der Isomerisie-
rung bei steigendem Anteil an basischer Pufferkomponente
Rechnung. Auch wenn Perrin mit Breslow darin ibereinstimmt,
dal} dessen Daten die Existenz eines gemeinsamen Zwischenpro-
dukts von Spaltung und Isomerisierung stiitzen, a6t sich der
vorgeschlagene Mechanismus nicht mit der glockenférmigen
Geschwindigkeits-pH-Kurve in Einklang bringen. Perrin ver-
mutete, dall die Glockenform auf den EinfluB des Mediums
zuriickzufiihren sein konnte, und tatsidchlich haben sowohl
Kirby als auch Breslow einen solchen Einflull feststellen
koénnen.

Kirby wies als erster nach, dafl das Medium den RNA-Hy-
drolysemechanismus entscheidend beeinflussen kann und die
Glockenform der Geschwindigkeits-pH-Kurven bei poly-U und
UpU méglicherweise darauf zuriickzufiihren ist.[®* Kirby er-
hielt bei der Untersuchung der imidazolkatalysierten Spaltung
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des RNA-Analogons 19 ebenso HO| o U
eine Glockenkurve wie Breslow
und dessen Mitarbeiter bei RNA,

doch stimmte die Form nicht 19 Q OH
mit den kinetischen Gleichungen O‘P'\'go_
iberein, die von Breslows Grup- 0o
pe aufgestellt worden waren.
Stattdessen nahmen die Ge-
schwindigkeitskonstanten bis

NO,
zum Scheitelpunkt der Glocken-

kurve linear mit wachsendem An-

teil von Imidazol zu und fielen dann wieder ab. Auch fiir die
Hintergrundreaktion (die hydroxidkatalysierte Spaltung) wur-
den die Daten ermittelt, indem die Kurven fiir 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 zuriickgedriangt. Gleichung (a) be-
schreibt die experimentell erhaltene Reaktionsgeschwindigkeit
v, wobei der dritte Term die Unterdriickung 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 k,,, k,[OH}[Im]; die resultierende Kurve war
eine Gerade. Fiir Kirby war dies ein Argument dafiir, da3 die
glockenférmige Geschwindigkeits-pH-Kurve, die von Breslow
und von anderen gemessen worden war, auf den EinfluB3 des
Mediums zuriickgefiihrt werden mul}; andernfalls 148t sich die
Reaktion am besten durch eine allgemeine Basenkatalyse be-
schreiben.

v =k, [Im] + k [OH] — k. k,[OH][Im] (a)

Kirbys Analyse des Einflusses des Mediums ist sehr auf-
schluBreich.[54 5481 Maglicherweise ist sie fiir UpU und poly-U
aber nicht so relevant, weil die Abgangsgruppe die kinetische
Reaktionsordnung fiir die Protonierung beeinflussen kann (Ab-
schnitt 10) und die reaktiveren Phosphodiester vielleicht weni-
ger stark protoniert sein miissen. So ist die Reaktivitidt von 19
bei gleichem pH-Wert mehrere hundertmal hdher als die von
UpU. Kirby bestimmte den pK,-Wert der Abgangsgruppe zu
etwa 11 und den von UpU zu etwa 14.8.14%! 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 viel niher kommen als einem Zwi-
schenprodukt. Wegen der hoheren Reaktivitdt ist bei 19 mog-
licherweise keine Protonierung notwendig, so da3 keine Glok-
kenkurve zu erwarten ist. Da Daten zur Isomerisierung von 19
nicht vorliegen, 183t sich kaum sagen, ob ein Phosphoran-Zwi-
schenprodukt beteiligt ist. Wenn das pH-abhingige Geschwin-
digkeitsprofil fiir die Umlagerung von 19 dem fiir die Umlage-
rung der RNA dhnelt, ist es wahrscheinlich, da3 der von Kirby
gefundene EinfluBl des Mediums auch bei RNA von Bedeutung
ist. Wenn keine Umlagerung stattfindet, ist das Phosphoran aus
19 dem Ubergangszustand wahrscheinlich dhnlicher als dem
Zwischenprodukt. Daraus folgt, daBl der Mechanismus hier dem
aus Schema 2 A gleicht, wiahrend die RNA eher nach dem Me-
chanismus B reagiert. Unabhéingig vom genauen Vergleich von
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19 und RNA konnte Breslow allerdings nachweisen, daB3 das
Medium die Hydrolyse und die Umlagerung der RNA entschei-
dend beeinflussen kann.

Breslow hat den EinfluB des Mediums auf die pufferkataly-
sierte Spaltung und Umesterung sowie die Isomerisierung von
RNA untersucht. Die glockenformigen Geschwindigkeitsprofi-
le fiir die Spaltung sind auf fehlende Kontrolle der lonenstdrke
des Mediums zurlickzufithren. 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 fiir
die Spaltung: einen durch eine allgemeine Base und einen durch
eine allgemeine Sdure katalysierten, dem ein durch eine allge-
meine Base katalysierter Schritt folgt, wie urspriinglich vorge-
schlagen. Mit sauren Puffern wie Essigsdure/Acetat iiberwiegt
die sdurekatalysierte Spaltung. Die Isomerisierung ist dagegen
in allen Puffern sdurckatalysiert, wobei die basische Pufferkom-
ponente zu einer negativen Katalyse flihrt. Die pufferkataly-
sierte Spaltung kann also gleichzeitig nach zwei Mechanismen
ablaufen (Hypothese 8), aber es gibt nur einen Mechanismus fiir
die Isomerisierung. Dieser umfaBt 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 EinfluBl des Mediums zuriickfiihren 148t, erscheint
Perrins Interpretation sinnvoll. Eine der eingangs genannten
Voraussetzungen ist allerdings die, dafl die Lebensdauer des
dianionischen Zwischenprodukts zu kurz fiir eine Protonierung
ist. Perrin postulierte, dafl 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 vonndten, um das
Ausgangs- oder das Endprodukt freizusetzen. Wir sind dagegen
davon iiberzeugt — und die aktuellen Literaturdaten stiitzen un-
sere Deutung —, dal} ein dianionisches Phosphoran stark einem
Ubergangszustand dhnelt und sich nicht umlagern kann.

Breslows Folgerung, daB3 ein Mechanismus analog dem in
Schema 2 B bei der pufferkatalysierten Spaltung und Umeste-
rung und der Umlagerung von RNA zugrundeliegt, 4hnelt den
Deutungen vieler anderer. So wies Usher die Imidazolium-Ka-
talyse bei der Spaltung von 17 nach, Eftink stellte fest, daBl bei
der imidazoliumkatalysierten Hydrolyse cyclischer Phosphate
gleichzeitig der Imidazolrest ein Wassermolekiil heranfiihrt, und
Lonnberg kam zu dem Ergebnis, daB RNA-Phosphodiester
Uber protonierte neutrale Phosphate und 2'-O ™ -Gruppen hy-
drolysiert werden. Daher kann man einen dhnlichen Mechanis-
mus fiir die Pufferkatalyse erwarten, mit dem Unterschied, dal3
der Puffer wie eine allgemeine Base die 2-OH-Gruppe deproto-
niert.

Viel Forschungsarbeit wurde bereits geleistet, um die puffer-
katalysierte Spaltung und Umesterung sowie die Isomerisierung
der RNA zu verstehen. Obwohl es momentan so aussieht,
daB der erste Schritt der Spaltung und Umesterung basen-
und sdurekatalysiert sein kann (Schema 2A bzw. B) und der
erste Schritt der Isomerisierung immer sdurekatalysiert ist
(Schema 2B), sind noch weitere Arbeiten notwendig, um
die Details hinsichtlich der relativen Energien dieser beiden
Reaktionswege aufzukléren.
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15. Oligomere Amine als Katalysatoren

Wenn sowohl die Sdure- als auch die Basenkomponente eines
Puffers eine Rolle bei Hydrolyse und Umlagerung der RNA
spielen kann, wird man Kooperativitdt erwarten, wenn man
Sdure und Base koppelt. Solche Kooperativitit wurde mit oligo-
meren Aminen festgestellt. Eftink und Biltonen stellten fest, daf
Histamin die Geschwindigkeit der Ringéffnung von cyclischen
RNA-Phosphodiestern signifikant erhdht, also bifunktionelle
(konzertierte) allgemeine Siure-Base-Katalyse unterstiitzt,>3!
und Komiyama et al. fanden, daB einfache Diamine RNA hy-
drolysieren.[®! Ethylendiamin, Triethylentetraamin und Penta-
ethylenhexaamin waren hier alle wirksame Katalysatoren, wih-
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.'®®! Fiir die Hydrolyse dieses Phosphodiesters sind sol-
che Katalysatoren die wirksamsten, bei denen genau drei Koh-
lenstoffatome zwischen den Aminogruppen liegen. Komiyama
et al. postulierten, daf3 die Katalyse das Ergebnis der Hinfiih-
rung eines Wassermolekiils 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, dal3 basische Polypeptide
die Hydrolyse von RNA beschleunigen konnen.!”! Definierte
Copolymere von Arginin und Lysin mit hydrophoben Amino-
sduren fithrten ebenfalls zu deutlich erhohten Hydrolysege-
schwindigkeiten.

HO o} HO o A
o 0o A — 4 b
N0 N/
/N H _
AN K 0/5'\0;
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H H H

H‘l/ > \/
_N N

H™;
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Schema 13. Bifunktionelle allgemeine Sédure-Base-Katalyse der Hydrolyse mit
Diaminkatalysatoren.

In all diesen Systemen war die zweite Aminofunktion fiir die
katalytische Aktivitit notwendig. Dies spricht fiir einen koope-
rativen allgemeinen Saure-/Basenmechanismus. Ein Proton
wird auf die Phosphorylgruppe iibertragen, und gleichzeitig
lenkt die allgemeine Base das Nucleophil in Richtung auf diese
Gruppe. Komiyama erhielt bei Untersuchungen mit Bis(2,4-di-
nitrophenyl)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 reagieren,'®®! ging Komiyama von einem ihn-
lichen nucleophilen Mechanismus aus und interpretierte einen
H/D-Isotopeneffekt von 1.6 dahingehend, daB3 die Reaktion
eine allgemeine Siurekatalyse 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-
tiat. Der zweite Reaktionsschritt im Mechanismus der Hydro-
lyse des Phosphodiesters 20 ist geschwindigkeitsbestimmend
(Schema 14) .17 Der nucleophile Angriff ist Teil eines schnellen

N\
+N N
H *N” N
o/ m> fho o s’
O\o‘}”o‘ O\P'\\J/‘H S “Po-
o OMe 0 OMe O
CF{ CF, cF{ CF, CF{ CF,
20 + MeOH

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

vorgelagerten Gleichgewichts. Die effektive Molaritit des Nu-
cleophils war den Messungen zufolge groBer als 10'°M. Diese
hohe effektive Molaritit ermdglicht einen auBBergewdhnlich effi-
zienten intramolekularen nucleophilen Angriff, so daB aus allen
protonierten und anionischen Formen des Substrates die Alk-
oxygruppe abgespalten wird. Der Verlust der Abgangsgruppe
ist stark durch allgemeine Sdure katalysiert (@ = — 0.33). Ka-
tionische Disduren wie Me,NH*(CH,),NH* Me, (n = 2-4, 6)
lassen sich nicht durch die Bronsted-Beziehung beschreiben,
was auf eine verstirkte Katalyseaktivitdt hinweist, wahrend die
Monokationen dieser Diamine sich dhnlich wie die Monoamine
verhalten. Als Mechanismus wurde eine elektrostatische Stabili-
sierung des anionischen Phosphorans angenommen. Wahr-
scheinlich sind am Mechanismus aber Wasserstoffbriickenbin-
dungen oder Protoneniibertragungen beteiligt, da das Tetra-
methylethylendiammoniumion kein sehr guter Katalysator war.

Die elektrostatische Stabilisierung durch eine Ammonium-
gruppe kdnnte auch mit einer Protoneniibertragung einherge-
hen. Man erwartet, dall Amine als allgemeine Sduren gegeniiber
einem Phosphoran wirken, wenn man von einem der pK,-Werte
ausgeht, die von Guthrie und Westheimer sowie von uns publi-
ziert wurden. Die pK2-Werte der Phosphorane liegen sédmtlich
héher als die pK,-Werte der Ammoniumgruppen. Wenn also die
konjugierten Sduren der phosphoranihnlichen Ubergangszu-
stinde ebenfalls hohe pK,-Werte haben, iibertragen die Amine
Protonen auf die Phosphorane (Schema 2B).

Amino- und Ammoniumgruppen sind nicht die einzigen
stickstoffhaltigen funktionellen Gruppen, die Phosphodiester
spalten. Hamilton et al.[’?!, Gébel et al.l”®! und wir!7! zeigten,
daB auch Guanidiniumgruppen effektive Katalysatoren fiir die
Ubertragung von Phosphorylgruppen in RNA und RNA-Ana-
loga sein konnen. So beschleunigte 21 mit Lutidin in Acetonitril
als allgemeiner Base die Spaltung von 10 (X = NO,) um unge-
fahr das 1000fache, wihrend 22 die Ringdffnung 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 geklart
werden, ob die Guanidiniumgruppen lediglich als elektrostati-
sche Katalysatoren oder als allgemeine Sduren wirken. Die von
uns bestimmten pK,-Werte der Phosphorane deuten allerdings
darauf hin, dafl die Guanidiniumgruppen allgemeine Sduren
sind. Diese Fragestellung wird gegenwdrtig ndher unter-
sucht.!”4
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Eine Kooperativitdt zwischen allgemeinen Sduren 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 fiir Phos-
phorane schlieBen wir, daB tber eine einfache elektrostatische
Stabilisierung hinaus zwischen Phosphoranen und Ammonium-
verbindungen Protonen {ibertragen werden. Fiir diese SchluB3-
folgerung sprechen auch Isotopencffekte, die mit 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*,!” und ver-
suchten, diese Quantifizierung mit Modellsubstanzen zu errei-
chen. So fiihrte die Protonierung des Phosphodiestersauerstoff-
atoms im Dianion 20 zu einer 5.5 x 10°fachen und Imidazolium
als allgemeine Siure zu einer 8.1 x 10*fachen Beschleunigung
der Reaktion.!’® Cyclisierung und Abspaltung der Arylab-
gangsgruppe in den Verbindungen 24 und 25 wurde durch eine

o “O\ﬁ:k MeO) “"\j\(k
PhO\P/O PhO\P/O

25
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 10°mal hoher als die von 24. Eine
dhnliche Beschleunigung (2.7 x 10%) 148t sich far Trimethyl-
phosphate im Vergleich zu Dime-

thylphosphaten durch Extrapola- o

tion der bekannten Daten!”®:77] ;_7

abschitzen. 3 bu
Kirby untersuchte aullerdem die ,\P~O‘

Protonierung von Phosphoranen 0 \0 26

sowie den nucleophilen Angriff mit oH

dem Phosphodiester 26. Dieser o)
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weist eine Abgangsgruppe und eine interne allgemeine Saure
auf.’® Die Geschwindigkeits-pH-Kurve fiir 26 hat nahe pH 4
eine ,,Stufe”, die andeutet, daB die spontane Hydrolyse von 26
schneller ablduft, wenn die Carboxygruppe in ihrer nicht-
dissoziierten Form vorliegt. Mit Formiat- und Acetatpuffern
folgt die Reaktion einer allgemeinen Sdurekatalyse mit
o= — 0.38. Demgegenitber ermdglichten Polyaminpuffer
gleichzeitig allgemeine Sdure- und Basenkatalyse. Eine Erkli-
rung dafiir ist, daB die intramolekulare allgemeine Sdure eine
Rolle ahnlich der Sdure in Schema 2B spielt.

Kirby analysierte auch die Stabilitit dianionischer Phospho-
rane.l”®! Er schloB, daB die Lebensdauer eines dianionischen
Phosphorans zu kurz fiir eine diffusionskontrollierte Gleichge-
wichtseinstellung ist (Hypothese 1). Fiir die spontane Hydroly-
se des Dianions 20 bestimmte er f,, zu —1.13, was fir eine
betriachtliche 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 dhnliche pK,-Werte haben;
Die ,,Libido**-Regel von Jencks'’®! sagt dafiir nur eine geringe
treibende Kraft fiir eine allgemeine Sdurekatalyse durch das
Lésungsmittel voraus. Neben dem deutlich begonnenen Bruch
der Bindung zur Abgangsgruppe war im Ubergangszustand
auch die Knipfung der Bindung zum Nucleophil bereits weit
fortgeschritten. Der f,,-Wert war grofer als der f-Wert der Nu-
cleophils, die Zunahme an negativer Ladungsdichte an der Ab-
gangsgruppe war also grofer als die Abnahme an negativer
Ladungsdichte am Nucleophil.”®! 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
aufgefafit werden; dabei wiirde ein Ubergangszustand vom Typ
28 erwartet (Hypothese 6).

0" N - o.. 9%
Y0 w
2N Pe
0 OMe R 0/ \~0Me
CF{ CF; CFj3 CF,; “Sﬁure
20 27

RO 0 Base

Modellverbindungen wurden auch verwendet, um bifunktio-
nelle Saure-Base- und Sdure-Nucleophil-Katalysen zu untersu-
chen. Glockenformige Geschwindigkeits-pH-Profile wurden bei
intramolekularen Phosphoryliibertragungen erhalten.®! In
Schema 15 sind zweil Beispiele fiir die gleichzeitige nucleophile
und allgemeine Sdurekatalyse eines Phosphoryltransfers darge-
stellt. Wir sind der Meinung, daB die allgemeine Sdure im Ver-
lauf der Reaktion gleichzeitig mit dem nucleophilen Angriff ein

Angew. Chem. 1997, 109, 470450
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Schema 15. A, B) Zwei Beispiele fiir bifunktionelle intramolekulare Phosphoryl-
iibertragung, katalysiert durch eine allgemeine Sdure.

Proton auf das nichtverbriickende Phosphoestersauerstoffatom
bertrigt. Blasko et al., die Autoren der Originalarbeiten, dis-
kutierten diese Moglichkeit, wiesen aber darauf hin, daB die
Siure das Proton auch auf die Abgangsgruppe ibertragen kon-
ne. Allerdings ist die Abgangsgruppe in beiden zitierten Beispie-
len eine Arylgruppe, und das resultierende Phosphoran édhnelt,
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 Protoneniibertragung auf den phosphoranihnlichen
Ubergangszustand. Wenn diese Modellverbindungen vor dem
nucleophilen Angriff eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
dem nichtverbriickenden Phosphorylsauerstoffatom und der
Carboxygruppe aufweisen, muB man einen erheblichen Proto-
nentransfer auf das Phosphoran erwarten, weil beide pK,-Werte
des Phosphorans groBer sind als der der Carbonsédure. Daher
interpretieren wir die Glockenkurven nach einem dhnlichen Me-
chanismus wie dem in Schema 2 B beschriebenen.

Auch Breslow et al. untersuchten die bifunktionelle Sdure-
Base-Katalyse. In mehreren Verdffentlichungen®!! beschrieben
sie die Bisimidazolyl-f-cyclodextrin-katalysierte Spaltung von
29 (Schema 16). Aus dem glockenformigen Reaktionsgeschwin-

PN TNGH N .
=, + \"l(l) o \N H(%/o_.
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.
O H_NTN O H-N""N
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Schema 16. Bisimidazolyl-f-cyclodextrin-katalysierte Hydrolyse cyclischer Phos-
phodiester.

digkeits-pH-Profil lieB sich ableiten, daB die saure und die basi-
sche Form des Imidazols fir die Katalyse benétigt werden.
Nach der urspringlichen Deutung der Daten sollte ein Wasser-
molekiil durch eine allgemeine Base herangefithrt und anschlie-
Bend die Abgangsgruppe durch die allgemeine Siure protoniert
werden. Untersuchungen zur Regiochemie mit Isomeren des
Bisimidazolyl--cyclodextrin-Katalysators deuteten aber auf
eine Protonierung der nichtverbriickenden Sauerstoffatome
durch eine allgemeine Sdure hin. Wenn das Substrat durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der negativ geladenen
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Phosphodiester- und der Imidazoliumgruppe gebunden wire,
wire die Protoneniibertragung im Einklang mit den relativen
pK,-Werten der Phosphorane und des Imidazoliumions. Tat-
sichlich wurde die Protoneniibertragung auf den phosphoran-
dhnlichen Ubergangszustand durch eine Bilanzierung der betei-
ligten Protonen bestétigt, die ergab, daBl zwei Protonen im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wandern: Eines stammt
wahrscheinlich aus dem durch eine allgemeine Base herange-
fihrtem Wassermolekill und das andere aus einer allgemeinen
Sdure, die gleichzeitig ein nichtverbriickendes Phosphoryl-
sauerstoffatom protoniert.

Nach den Modelluntersuchungen mit RNA-Analoga und cy-
clischen Phosphodiestern sind dianionische Phosphorane mit
Ubergangszustinden 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 fiir RNase A

Der Mechanismus der RNA-Hydrolyse durch Ribonucle-
ase A (RNase A) wurde im Licht der beiden beschriebenen Me-
chanismen (Schema 2) diskutiert. Der klassische Mechanismus
(Schema 17 A) ist analog zu dem in Lésung ablaufenden Mecha-
nismus A, der iber einen Triester verlaufende Reaktionsweg
(,,Breslow-Mechanismus®, Schema 17B) entspricht dem Me-
chanismus B in Schema 2. Nach dem klassischen Mechanismus
setzt ein Imidazolrest (His 12) aus der 2'-OH-Gruppe ein Nucleo-
phil frei, und entweder in einem zweiten Schritt oder gleichzeitig
mit dem nucleophilen Angriff wird die Abgangsgruppe durch
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Schema 17. Mechanismus der RNase-A-katalysierten RNA-Hydrolyse: A) klas-
sischer Mechanismus; B) Triester-Mechanismus.
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ein Imidazoliumion protoniert. Beim Triester-Mechanismus
protoniert der Imidazoliumrest His 119 das Phosphoran, ent-
fernt es dann wieder und tbertrigt es schlieBlich 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
anschlieBend wieder vom Phosphoran entfernt, um die Barriere
gegenitber dem Austritt der Abgangsgruppe zu erniedrigen.
Usher war einer der ersten, die vermuteten, dal das Phosphat
durch das Imidazoliumion im aktiven Zentrum der RNase A fiir
einen nucleophilen Angriff aktiviert werden konnte, indem es in
eine triesterdhnliche Verbindung uberfiihrt wird.™® Er stellte
fest, dal} ein Triester einen protonierten Diester nachahmen
kann. 1975 schlugen Satoh und Inoue einen dhnlichen Mecha-
nismus fir RNase T1 vor!®2! (Schema 18). Zwei Sduren (das
Imidazolium- und das Guanidiniumion) komplexieren das
Phosphat und stabilisieren so die negative Ladung, die beim
Angriff des Nucleophils entsteht. Eine dieser Sduren wird dann
innerhalb des aktiven Zentrums verschoben und protoniert die
Abgangsgruppe. Diese beiden Vorschlige dhneln dem Mecha-

nismus B.
RO~ o, Base RO o Base
_ Glu58 Glu58
/—o)) HO))
QPO’ OH § 0\P/0 o]
” 3 ;'IIO._ Ve ..""O_‘-.
+, % “H*H 'KQ X THLH
=N R N R
uN H J\N,Arg77 ) HNJ\N Arg77
. H H ™~N H H
His 92 N

His 92
Schema 18. Ein moglicher Mechanismus der RNase-T1-katalysierten Hydrolyse.

Ob ein Imidazoliumion einen phosphoranihnlichen Uber-
gangszustand protonieren und ihn in eine triesterdhnliche Form
iiberfithren kann, 138t sich anhand der relativen pK,-Werte fest-
stellen. Alle abgeschétzten und gemessenen p K2-Werte fiir Phos-
phorane liegen héher als der pK,-Wert des Imidazoliumions.
Wenn also RNA als Substrat im aktiven Zentrum von RNase A
vor dem nucleophilen Angriff durch eine Wasserstoffbriicken-
bindung zwischen dem Phosphat und dem Imidazolium gebun-
den ist, wird man eine Protoneniibertragung auf den Uber-
gangszustand erwarten. Durch Titrationsexperimente mit
Enzym-Substrat-Komplexen wurde diese vorgelagerte Wechsel-
wirkung zwischen der Imidazoliumgruppe und dem unver-
briickten Sauerstoffatom bestitigt.'®3! Oft schreibt man einer
Ammoniumgruppe am Lysin eine Rolle bei der Ionenpaarbil-
dung oder Protoneniibertragung auf den Ubergangszustand
zu.1%% 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 Siure ist, die
den Ubergangszustand fiir die Phosphoryliibertragung stabili-
siert.

Auch wenn der von Breslow vorgeschlagene Mechanismus
fiir die Pufferkatalyse in die Kritik geraten ist, ist er immer noch
eine Alternative fiir das Enzym RNase A. Durch Molekiildyna-
mik-Simulationen des aktiven Zentrums der RNase A fand Kar-
plus heraus, daBl His 119 so positioniert ist, daB es die Phophat-,

Angew. Chem. 1997, 109, 470490



RNA-Hydrolyse

AUFSATZE

nicht aber notwendigerweise die Abgangsgruppe protoniert.[8%
In Kristallstrukturanalysen der RNase A taucht die Imidazol-
gruppe des Histidins an vielen Positionen auf,’®%) so daB man
zwischen den beiden alternativen Mechanismen nicht unter-
scheiden kann.

Herschlag versuchte, zwischen den beiden Reaktionswegen
der RNaseA zu unterscheiden.®”! Mit Schwefelanaloga der
Phosphodiester erhaltene Befunde sind nicht mit dem Triester-
Mechanismus konsistent. So reichten die ,,Thio-Effekte* (Ver-
hiltnis zwischen der Geschwindigkeitskonstante mit einem
Phosphodiester zu der mit dem entsprechenden Phosphodiester-
thioat) fiir die hydroxidkatalysierte Spaltung von RNA-Dime-
ren von 1.3 bis 6. Die Thio-Effekte bei Triestern sind dagegen
mit 10 bis 160 erheblich groBer. Herschlag sagte daher fiir den
klassischen Mechanismus keinen groBen Thio-Effekt voraus,
wohl aber fiir den Triester-Mechanismus bei RNase A. Die
Thio-Effekte auf die RNase-katalysierte Ringdffnung der (Rp)-
und (Sp)-Thioisomere von cUMP sind gering und betragen etwa
5. Auch fiir RNase T2 sind die Thio-Effekte auf k_,, und &_,,/Ky,
sehr niedrig. Herschlag bezieht sich bei seiner Argumentation
gegen eine durch die RNasen A und T2 katalysierte Phosphodi-
ester-Ringdffnung nach dem Triester-Mechanismus auf diese
Werte. Dazu ist anzumerken, da} bei gleichzeitiger Protonen-
libertragung und nucleophilem Angriff sicherlich jeder Thio-
Effekt unterdriickt wiirde. In welchem Ausma@} 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 RNase A zwischen 70 und 100. Dies spricht eindeutig fiir
einen Triester-Mechanismus. Dennoch glaubt Herschlag nicht
an diese mechanistische Alternative, da der Thio-Effekt beim
(Rp)-Isomer (2—4) mit dem klassischen Mechanismus iiberein-
stimmt. Beim Triester-Mechanismus sollten aber sowohl das
(Rp)- als auch das (Sp)-Isomer groBe Thio-Effekte aufweisen,
weil die Substitution eines nichtverbriickenden Sauerstoffatoms
durch ein Schwefelatom die pK,-Werte sowohl des S- als auch
des O-Atoms erniedrigt. Obwohl die Voraussage, daB3 bei beiden
Isomeren in Losung ein Thio-Effekt auftreten sollte, schliissig
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 koénnen also auch die pK,-Werte der nicht-
verbriickenden P-O- und P-S-Gruppen unterschiedlich stark
verdndert werden, so daB} 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 fiir UpU und UpA unter stark basischen
Bedingungen liegen beide bei 1.3. Stimmt die Hypothese, dal3
die RNA-Hydrolyse unter basischen Bedingungen iiber einen
phosphoranihnlichen Ubergangszustand, im Neutralen aber
liber ein protoniertes Phosphoran ablduft, sollte ein Thio-Effekt
wie beim Triester-Mechanismus auch bei imidazolkatalysierter
Reaktion auftreten. Wenn auferdem die Mechanismen A und B
gleichzeitig ablaufen und die Umlagerung nach Mechanismus B
und die Hydrolyse nach Mechanismus A verlaufen, sollte der
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Thio-Effekt bei der Umlagerung groB sein, nicht aber bei der
Hydrolyse. Wir priifen diese Voraussage gegenwdrtig.

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 fithrte zu einer Verlangsamung der katalyti-
schen Spaltung von RNA ebenso
wie der des Analogons 30, das eine HO-\ o U
gute Abgangsgruppe aufweist. Die
analoge Umwandlung der allgemei-
nen Sidure Histidin verlangsamte Q OH 30
auch die Katalyse der RNA-Sub- o*F\ro-
strate, nicht jedoch die von 30. Dar- O\©\
aus schloB Raines, daB die allgemei- NO,
ne Sdure die Abgangsgruppe und
nicht das nichtverbriickende Sauerstoffatom protoniert. Diese
Interpretation beruht darauf, daB die p-Nitrophenolatgruppe
fiir die Abspaltung nicht protoniert sein muB; daher sollte die
Entfernung der allgemeinen Sdure die Katalyse nicht beein-
trichtigen. Dieses Experiment ist sehr gut geeignet, um die mog-
liche Protonierung eines nichtverbriickenden Sauerstoffatoms
zu testen. Es ist jedoch auch mdglich, daB Phosphodiester mit
guten Abgangsgruppen andere kinetische Anforderungen an
den Protonierungsgrad haben (Abschnitt 10). Moglicherweise
missen RNA-Substrate — im Unterschied zu hochaktivierten
Substraten wie 30 —erst protoniert werden, um einem Triester zu
dhneln. Weitere Experimente werden dazu beitragen, die unter-
schiedlichen kinetischen Erfordernisse von Substraten wie 30
und RNA an die Sdure zu verdeutlichen.

Raines untersuchte auch die Rolle von Lysin im aktiven Zen-
trum von RNase A als mdgliche allgemeine Sdure zur Ionen-
paarbildung oder zur Protoneniibertragung auf den Phos-
phoran-Ubergangszustand.!®! 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 Aktivitdt der Mutante. Dies unterstiitzt das
Konzept, nach dem der Lysinrest hier als allgemeine Sdure und
elektrostatischer Katalysator fungiert.

In neuerer Zeit werden auch mathematische Verfahren einge-
setzt, um den Hydrolysemechanismus mit den RNasen A%
und T2 zu untersuchen. Obwohl sich die Methoden stark
unterscheiden, wurden bemerkenswert gut iibereinstimmende
Resultate erzielt. So fanden Lim und Tole, daf im aktiven Zen-
trum von RNase A die Protonentibertragung auf die Phospho-
ran-Zwischenprodukte ein kritischer Faktor fiir die Erniedri-
gung der Barriere gegeniiber einem nucleophilen Angriff ist.[242!
Anders aber als von Breslow vorgeschlagen, {ibernimmt die Imi-
dazolgruppe von His 12 sowohl die Deprotonierung der 2'-OH-
Gruppe als auch die Protonierung des Phosphorans, wdhrend
His 119 ein Ionenpaar mit dem Phosphodiester bildet und die
Abgangsgruppe protoniert. Ein monoanionisches, einfach pro-
toniertes Phosphoran ist das zentrale Zwischenprodukt. Auch
Wiladkowski konnte Protoneniibertragungen von Aminosdure-
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 dal} ein neutrales, zweifach protoniertes Phospho-
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ran-Zwischenprodukt entsteht.[°?! Saenger schlug vor, daB sich
die alligemeine Sdure His 92 der RNase T2 in einer Position be-
findet, von der aus das Phosphoran und nicht die Abgangsgrup-
pe protoniert wird. All diese theoretischen Arbeiten ergaben
iibereinstimmend, daB3 die Aminosdurereste im aktiven Zentrum
Protoneniibertragungen auf und von nichtverbriickenden
Sauerstoffatomen des Phosphorans vermitteln und so die La-
dungsanhiufung am Phosphoran minimieren.

Es gibt also viele Argumente dafiir, da die Protonierung
eines Phosphodiesters vor oder gleichzeitig mit einem nucleo-
philen Angriff ein tragfidhiger Mechanismus fiir 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. Wihrend die theoretischen Rechnungen
eher fiir 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 stiitzen 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, daB3 dianionische Phospho-
rane nicht lange genug fiir eine Protonierung existieren. 2. Nach
ab-initio-Rechnungen sind die Potentialmulden dianionischer
Phosphorane, sogar wenn diese solvatisiert sind, sehr flach,
wahrend monoanionische, einfach protonierte Phosphorane
eine viel lingere Lebenszeit haben. 3. Aus f,-Diagrammen fiir
Phosphodiester mit schlechten Abgangsgruppen lie8 sich ablei-
ten, daB sogar diese Phosphodiester tiber dianionische phos-
phoranéhnliche Ubergangszustinde hydrolysiert werden, ohne
daB dianionische Phosphorane als Zwischenprodukte auftreten.
4. Untersuchungen mit Modellsubstraten, die ein Nucleophil
mit hoher effektiver Molaritit enthalten, ergaben, dal3 die Le-
benszeit dianionischer Phosphorane nicht ausreicht, um ein dif-
fusionsabhingiges Gleichgewicht einzustellen. Da dianionische
Phosphorane fiir eine Protonierung nicht lange genug existieren,
muB bereits das Phosphoran-Zwischenprodukt protoniert sein
(Hypothese 3). Ein protoniertes Phosphoran kann daher nur
entstehen, wenn der Phosphodiester vor oder gleichzeitig mit
dem nucleophilen Angriff protoniert wird (Hypothese 4). Nur
ein solcher Mechanismus kann auch zur Umlagerung fithren
(Hypothese 3).

Mehrere experimentelle Befunde stiitzen die Protonierung des
Phosphodiesters als sinnvollen Mechanismus fiir Spaltung und
Umesterung von RNA. Einer ist die Analogie mit dem Phos-
photriester, die fiir eine 103- bis 10%fache 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 bestitigt; Ergebnis der Reak-
tion ist ein einfach protoniertes monoanionisches Phosphoran.
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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 iibertrigt. Obwohl viele Daten iiber
die imidazolpufferkatalysierte Spaltung und Umesterung der
RNA noch experimentell iiberpriift werden, weist die kinetische
Abhingigkeit 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-
operativitidt zwischen den Aminogruppen bei polyaminkataly-
sierter Hydrolyse nahegelegt. Die Isotopeneffekte auf solche
Reaktionen stimmen mit der Protonierung des entstehenden
Phosphoran-Zwischenprodukts iiberein. Auch die berechneten
und die gemessenen pK,-Werte fiir Phosphorane deuten auf eine
Protoneniibertragung von den Aminogruppen auf die Phospho-
rane hin. Ein derartiger gleichzeitiger Protonentransfer wurde
auch bei Substraten mit einer intramolekularen allgemeinen
Sdure festgestellt und bei cyclischen Phosphodiestern, die
an Bisimidazolyl-S-cyclodextrin-Komplexe gebunden waren.
SchlieBlich wurde gezeigt, dafl RNA-Phosphodiester mit guten
Abgangsgruppen nicht protoniert werden miissen, wihrend
Phosphodiester mit schlechteren Abgangsgruppen bisweilen ei-
nen hohen Protonierungsgrad aufweisen miissen, damit sie
leicht nucleophil angegriffen werden kénnen. Klar ist, daB
Mechanismus A bei Umesterung und anschlieBender Spaltung
ablduft, doch die hier zusammengetragenen Befunde belegen
eindrucksvoll, dal daneben auch Mechanismus B eine Rolle
spielt.

Mit zwei Mechanismen, die sich im Protonierungsgrad des
Phosphoran-Zwischenprodukts unterscheiden, konnen die be-
kannten mechanistischen Daten iiber die Spaltung und Umeste-
rung von RNA vollstindig erklirt werden. Die Katalyse ist
nach jedem der beiden Mechanismen méglich, doch sollten ge-
ringfiigige Unterschiede im Aufbau der Katalysatoren beachtet
werden. Der erste Mechanismus verlduft iiber ein dianionisches
Phosphoran, das einem Ubergangszustand édhnlich 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 mit 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 katalysiert
werden. Fiir 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 Brensted-Siure wie eine Ammonium-, Imidazolium-, Car-
bonsdure- oder Guanidiniumgruppe katalysiert werden. Der
Wechsel zwischen den beiden Mechanismen hingt von der Qua-
litit der Abgangsgruppe, dem pH-Wert und der Verfiigbarkeit
von allgemeinen Sduren und Basen ab (Hypothese 7). Unter
bestimmten experimentellen Bedingungen spielen sehr wahi-
scheinlich beide Mechanismen gleichzeitig eine Rolle, wodurch
unterschiedliche kinetische Reaktionsordnungen fiir Sdure und
Base bei Spaltung und Umlagerung resultieren (Hypothese §).
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Diese beiden Mechanismen und die beschriebenen acht Hypo-
thesen geben insgesamt ein umfassendes Bild von dieser wichti-
gen biologischen Transformation und erdffnen 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 fiir die RN A-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
fiir die Mitteilung noch unveriffentlicherter Ergebnisse iiber Ein-
fliisse des Mediums auf die pufferkatalysierte Spaltung/Um-
esterung und Umlagerung von RNAY? und Daniel Herschlag,
Anthony J. Kirby, Harri Lonnberg, Ronald T. Raines sowie
Kazunari Taira fiir hilfreiche Diskussionen.

Eingegangen am 29. Februar,
verdnderte Fassung am 11. Juli 1996 [A 150]
Ubersetzt von Dr. Burkhard NeuB, Jiilich

[1] Einige typische Beispiele: a) M. I. Young, J. Chin, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,
10577-10578; b) I. Chin, Acc. Chem. Res. 1991, 24, 145-152; ¢) T. Koike, E.
Kimura, J Am. Chem. Soc. 1991, 113, 8935-8941; d) J. R. Morrow, L. A.
Buttrey, V. M. Shelton, K. A. Berback, ibid. 1992, 114, 1903-1905; e) J. K.
Bashkin, E. I. Frolova, U. Sampath, ibid. 1994, 116, 5981-5987; f) D. Magda,
R. A. Miller, I. L. Sessler, B. L. Iverson, ibid. 1994, 116, 7439-7440; g) K.
Matsumura, M. Endo, M. Komiyama, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1994,
2019; h) 1. Hall, D. Huesken, U. Pieles, H. E. Moser, R. Haener, Chem. Biol.
1994, f, 185-190; i) J. Hovinen, A. Guzaev, E. Ashayeva, A. Azhayev, H.
Lonnberg, J. Org. Chem. 1995, 60, 2205-2209.

a) N. T. Thuong, C. Héléne, Angew. Chem. 1993, 105, 697-723; Angew. Chem.

Int. Ed. Engl 1993, 32, 666-690; b) C. Héléne, J.-J. Toulmé, Biochim. Biophys.

Acta 1990, 1049, 99-125; ¢) 1. F. Milligan, M. D. Matteucci, J. C. Martin,

J. Med. Chem. 1993, 36, 1923-1937; d) C. A. Stein, J. S. Cohen, Cancer Res.

1988, 48, 2659 -2668.

[3] H. Dugas, C. Penney, Bioorganic Chemistry, Springer, New York, 1981.

[4] In diesem Manuskript wird statt des an sich passenderen Begriffs ,,aktivierter
Komplex* der in der Biochemie gebrauchlichere Begriff , Ubergangszustand*
verwendet. Zur verwirrenden Benutzung beider Begriffe siche: S. H. Bauer,
C. F. Wilcox, Jr., J. Chem. Educ. 1995, 13-16.

[5] @) C. A. Bunton, M. M. Mhala, K. G. Oldham, C. A. Vernon, J. Chem. Soc.
1960, 3293-3301; b) J. Kumamoto, J. R. Cox, Jr., F. H. Westheimer, J. Am.
Chem. Soc. 1956, 78, 4858-4860; c) J. Kumamoto, F. H. Westheimer, ibid.
1955, 77, 2515-2518.

[6] a) A. J. Kirby, Adv. Phys. Org. Chem. 1980, 17, 183-278; b) D. G. Oakenfull,
D. L. Richardson, Jr., D. A. Usher, J Am. Chem. Soc. 1967, 89, 5491—
5492.

[7] D. A. Usher, D. I. Richardson, Jr., D. G. Oakenfull, J. Am. Chem. Soc. 1970,
92,4699 -4712.

(8] A.J. Kirby, M. Younas, J. Chem. Soc. B 1970, 510-513,

9] P. C. Haake, F. H. Westheimer, J. Am. Chem. Soc. 1961, 83, 1102—-1109.

[10] a) F. H. Westheimer, Acc. Chem. Res. 1968, 1, 70-78; b) R. Kluger, S. D.
Taylor, J Am. Chem. Soc. 1990, {12, 6669—6671.

{11] A. Dejaegere, M. Karplus, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 5316—-5317.

[12] R. Kluger, F. Covitz, E. Dennis, D. Williams, F. H. Westheimer, J Am. Chem.
Soc. 1969, 91, 6066—6072.

[13] G. R. ). Thatcher, R. Kluger, Adv. Phys. Org. Chem. 1989, 25, 99265, zit. Lit.

[14] a) K. Taira, T. Fanni, D. G. Gorenstein, J. Am. Chem. Soc. 1984, {06, 1521 -
1523; b) K. Taira, T. Fanni, D. G. Gorenstein, J. Org. Chem. 1984, 49, 4531 -
4536.

[15] R. Kluger, G. R. ). Thatcher, J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 6006-6011.

[16] a) D. M. Brown, A. R. Todd, J. Chem. Soc. 1952, 52-58; b) W. E. Cohn, J. Am.
Chem. Soc. 1950, 72, 2811-2812.

{171 S. L. Buchwald, D. H. Pliura, J. R. Knowles, J. Am. Chem. Soc. 1984, 106,
4916-4922.

[18] a) B. E. Griffin, M. Jarman, C. B. Reese, Tetrahedron 1968, 24, 639-662;
b) D. G. Norman, C. B. Reese, H. T. Serafinowska, Tetrahedron Lett. 1984, 25,
3015-3018; ¢) C. B. Reese, P. A. Skone, Nucleic Acids Res. 1985, 13, 5215—
5230; d) T. Pathak, J. Chattopadhyaya, Acta Chem. Scand. 1985, B39, 799—
806.

[19] W. D. Fordham, J. H. Wang, J Am. Chem. Soc. 1967, §9, 4197-4203.

[20] M. C. Bailly, Bull. Soc. Chim. Fr. 1942, 9, 314-350.

[211 W. H. Harrison, P. D. Boyer, A. Falcone, J Biol. Chem. 1955, 215, 303-317.

5

Angew. Chem. 1997, 109, 470490

[22] D. G. Gorenstein, B. A. Luxon, J. B. Findlay, J. Am. Chem. Soc. 1979, {01,
5869 -5875.

[23] A. Dejaegere, C. Lim, M. Karplus, J Am. Chem. Soc. 1991, 113, 43534355,

[24] a) C. Lim, P. Tole, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 7245-7252; b) A. Dejaegere,
X. Liang, M. Karplus, J. Chem. Soc. Faraday Trans. 1994, 90, 1763-1770;
¢) C. Lim, P. Tole, J. Phys. Chem. 1992, 96, 5217-5219; d) M. Uebayasi, T.
Uchimaru, K. Taira, Chem. Express 1992, 7, 617.

[25] H.-A. Yu, B. Roux, M. Karplus, J. Chem. Phys. 1990, 92, 5020-5033.

[26] K. Taira, T. Uchimaru, K. Tanabe, M. Uebayasi, S. Nishikawa, Nucleic Acids
Res. 1991, 19, 2747-2753.

[27] a) T. Uchimaru, K. Tanabe, S. Nishikawa, K. Taira, J. Am. Chem. Soc. 1991,
113, 4351-4353; b) J. W. Storer, T. Uchimaru, K. Tanabe, M. Uebayasi, S.
Nishikawa, K. Taira, ibid. 1991, 7113, 5216-5219.

28] A. Yiiniemela, T. Uchimaru, K. Tanabe, K. Taira, J. Am. Chem. Soc. 1993, {15,
3032-3033.

291 K. Taira, T. Uchimaru, J. W. Storer, A. Yliniemela, M. Uebaysi, K. Tanabe, J
Org. Chem. 1993, 58, 3009-3017.

[30] D. M. Brown, D.I. Magrath, A. H. Neilson, A. R. Todd, Nature 1956, {77,
1124-1125.

31} Siehe Zitat 67 in Lit. {7].

[32] D. A Usher, Proc. Nail. Acad. Sci. USA 1969, 62, 661-667.

[33) M. Eigen, Angew. Chem. 1964, 76, 489508 ; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1964,
3, 1-28.

[34] G. E. K. Branch, M. Calvin, The Theory of Organic Chemistry, Prentice-Hall,
New York, 1941, S. 183-270.

[35] J. P. Guthrie, J. Am. Chem. Soc. 1977, 99, 3991-4001.

[36] D. M. Kneeland, T. Kottke, D. O’Connor, E. V. Anslyn, noch unveréffentlich-
te Ergebnisse.

[37] Man muB sich allerdings dariiber im klaren sein, daB der Mechanismus zwi-
schen Diestern und Triestern wechseln kann. S. A. Khan, A. I Kirby, J Chem.
Soc. B 1970, 1172-1182.

[38] a) M. Kosonen, M. Oivanen, H. Lénnberg, J. Org. Chem. 1994, 59, 3704—3708;
b) M. Kosonen, H. Lonnberg, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1995, 1203-1209.

[39] M. Oivanen, H. Lonnberg, Acta Chem. Scand. 1991, 45, 968-971.

[40] M. Oivanen, R. Schnell, W. Pfleiderer, H. Lonnberg, J. Org. Chem. 1991,
56, 3623-3628; P. Jirvinen, M. Oivanen, H. Lonnberg, ibid. 1991, 56, 5396—
5401.

[41] R. Breslow, D.-L. Huang, E. V. Anslyn, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989, 86,
1746-1750; A. M. Davis, A. D. Hall, A. Williams, J. Am. Chem. Soc. 1988,
110, 5105-5108; A. M. Davis, A. C. Regan, A. Williams, Biochemistry 1988,
27, 9042-9047.

[42] A. C. Hengge, W. W. Cleland, J. Am. Chem. Soc. 1990, {12, 7421 -7422.

[43] S. R. Caldwell, F. M. Raushel, P. M. Weiss, W. W. Cleland, J. Am. Chem. Soc.
1991, /13, 730-732.

[44] A. C. Hengge, A. E. Tobin, W. W. Cleland, J. Am. Chem. Soc. 1995, (17, 5919~
5926. Uberblick iiber die Isotopeneffekte der Nichtwasserstoffatome: W. W.
Cleland, A. C. Hengge, FASEB J. 1995, 9, 1585-1594.

[45] a) M. T. Skoog, W. P. Jencks, J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 7597-7606; b) D.
Herschlag, W. P. Jencks, ibid. 1989, 711, 7587-7596; c) W. P. Jencks, M. T.
Haber, D. Herschlag, K. L. Nazaretian, ibid. 1986, 108, 479-483.

[46] A. M. Davis, A. D. Hall, A. Williams, J. Am. Chem. Soc. 1988, {10, 5105—
5108.

[47] K. Satoh, Y. Inoue, Chem. Lert. 1972, 1097-1100; K. Satoh, Y. Inoue, ibid.
1975, 551 -556.

[48] D. M. Brown, D. A. Usher, J Chem. Soc. 1965, 6558 —6564.

[49] Der pK,-Wert von H,COCH,CH,OH betrigt nach Thompson und Raines[88]
14.8; P. Ballinger, F. A. Long, J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 795-798.

[50] a) T. Koike, Y. Inoue, Chem. Lett. 1972, 569-572; b) D. M. Brown, D. A.
Usher, J. Chem. Soc. 1965, 6547 -6558.

{51] a) M. Oivanen, H. Lonnberg, J. Org. Chem. 1989, 54, 2556-2560; b) Acta
Chem. Scand. 1990, 44, 239-242.

[52] D. G. Oakenfull, D. I. Richardson, Jr., D. A. Usher, J. Am. Chem. Soc. 1967,
89, 5491-5492.

[53] M. R. Eftink, R. L. Biltonen, Biochemistry 1983, 22, 5134—-5140.

[54] a) L. Atwood, P. Haake, Bioorg. Chem. 1976, 5, 373-382. b) Zu Salzeffekten
bei der Hydrolyse cyclischer Phosphate siche Lit. [S4a].

[55] R. Breslow, M. Labelle, J Am. Chem. Soc. 1986, 108, 2655-2659.

[56] E. V. Anslyn, R. Breslow, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 4473 -4482.

[57] R. Breslow, D.-L. Huang, J. Am. Chem. Soc. 1990, {12, 9621 -9623.

[58] R. Breslow, R. Xu, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,10705-10713.

[59] a) R. Breslow, Acc. Chem. Res. 1991, 24, 319324 ; b) R. Breslow, R. Xu, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 1201 -1207.

[60] F. M. Menger, J Org. Chem. 1991, 56, 6251 - 6252.

[61] A. Haim, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 8384-8388.

[62] Die Anpassung der in Lit. [56] beschricbenen Kinetik konnte von anderen
Forschern nicht reproduziert werden, weil die in Tabelle 1 von Lit. [56] angege-
benen Geschwindkeitskonstanten versehentlich verwechselt wurden[58].
E. V. A. iibernimmt die volle Verantwortung fiir diesen Fehler und daraus
abgelcitete, falsche SchluBfolgerungen.

[63] C. L. Perrin, J. Org. Chem. 1995, 60, 1239~ 1243.

[64] A.J. Kirby, R. E. Marriott, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 833-834.

489



AUFSATZE

D. M. Perreault und E. V. Anslyn

[65) K. Yoshinari, K. Yamazaki, M. Komiyama, J Am. Chem. Soc. 1991, 113,
5899-5901.

[66] K. Yoshinari, M. Komiyama, Chem. Lett. 1990, 519-522.

[67] B. Barbier, A. Brack, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 6880 6882; ibid. 1992, 114,
3511-3515.

[68] M. Komiyama, K. Yoshinari, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1989, 1880.

[69] A.J. Kirby, W. P. Jencks, J. Am. Chem. Soc. 1968, 87, 3209~3216.

[70] K. N. Dalby, F. Hollfelder, A. J. Kirby, J. Chem. Soc. Chem. Commum. 1992,
1770-1771.

{71] a) D. M. Kneeland, K. Ariga, V. M. Lynch, C.-Y. Huang, E. V. Anslyn, J. Am.
Chem. Soc. 1993, 115, 10042-10055; b) J. Smith, K. Ariga, E. V. Anslyn, ibid.
1993, 115, 362-364.

[72] V. Jubian, R. P. Dixon, A. D. Hamilton, J Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1120-
1121; V. Jubian, A. Veronese, R.P. Dixon, A.D. Hamilton, Angew.
Chem. 1995, 107, 1343-1345; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 1237-
1239.

[73] M. W. Gébel, J. W. Bats, G. Diirner, Angew. Chem. 1992, 104, 217-218;
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1992, 31, 207-209; R. Gross, G. Diirner, M. W.
Gobel, Liebigs Ann. Chem. 1994, 49—58.

[74] Die Méglichkeit der Protoneniibertragung von einer Guanidiniumgruppe auf
ein Phosphoran wird gegenwirtig in unserem Labor untersucht.

[75] A.J. Chandler, F. Hollfelder, A. J. Kirby, F. O’Carroll, R. Stromberg, J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 2 1994, 327-333.

[76] K. N. Dalby, A.J. Kirby, F. Hollfelder, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1993,
1269-1281.

[77] 1. R. Cox, O. B. Ramsay, Chem. Rev. 1964, 64, 317-352.

[78] A.J. Chandler, A. J. Kirby, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1992, 1769—-1770.

[79] W.P. Jencks, J Am. Chem. Soc. 1972, 94, 4731 -4732.

[80] T. C. Bruice, A. Blasko6, M. E. Petyak, J Am. Chem. Soc. 1995, 117, 12064—
12069; T. C. Bruice, A. Blasko, R. D. Arasasingham, J.-S. Kim, ibid. 1995, 117,
12070-12077; T. C. Bruice, A. Blasko, R. D. Arasasingham, J.-S. Kim, M. E.

Petyak, ibid. 1995, 117, 3639-3640; K. W. Y. Abell, A. J. Kirby, J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 2 1983, 1171-1183.

[81] a) R. Breslow, J. D. Doherty, G. Guillot, C. Lipsey, J. Am. Chem. Soc. 1978,
100, 3227-3229; b) R. Breslow, P. Bovy, C. Lipsey Hersh, ibid. 1980, 102,
2115-2117; ¢) E. V. Anslyn, R. Breslow, ibid. 1989, 111, 5972-5973; d) ibid.
1989, 11, 8931-8932.

{82] K. Satoh, Y. Inoue, Chem. Lett. 1975, 551-556.

[83]1 J. E. Jentoft, T. A. Gerken, N. Jentoft, D. G. Dearborn, J. Biol. Chem. 1981,
256, 231.

(84] a) G. C. K. Roberts, E. A. Dennis, D. H. Meadows, J. S. Cohen, O. Jardetzky,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1969, 62, 1151-1158; b) C. H. W. Hirs, M. Hal-
mann, J H. Kycia, Arch. Biochem. Biophys. 1965, 111, 209-222; c¢) L. R.
Brown, J. H. Bradbury, Eur. J. Biochem. 1975, 54, 219-227.

[85] K. Haydock, C. Lim, A. T. Briinger, M. Karplus, J Am. Chem. Soc. 1990, 112,
38263831,

[86] a) C. A. Deakyne, L. C. Allen, J Am. Chem. Soc. 1979, 101, 3951-3959;
b) R. L. Campbell, G. A. Petsko, Biochemistry 1987, 26, 8579-8584; c) T.
Alber, W. A. Gilbert, D. Ringe Ponzi, G. A. Petsko in Mobility and Function in
Proteins and Nucleic Acids (Hrsg.: R. Porter, M. O. Connor, J. Whelan), Pit-
man, London, 1983, S. 4-24;d) A. Wlodawer, M. Miller, L. Sj6lin, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1983, 80, 3628-3631.

[87] D. Herschlag, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 11631-11635.

[88] J. E. Thompson, R. T. Raines, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 5467 - 5468.

[89] J. M. Messmore, D. N. Fuchs, R. T. Raines, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,
8057 -8060.

[90] B. D. Wladkowski, M. Krauss, W. J. Stevens, J 4Am. Chem. Soc. 1995, 117,
10537-10545.

[91] F. Cordes, E. B. Starikov, W. Saenger, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 10365~
10372.

[92] R. Breslow, S. D. Dong, Y. Webb, R. Xu, J Am. Chem. Soc. 1996, 118, 6588—
6600.

490

Angew. Chem. 1997, 109, 470-490





