ZUSCHRIFTEN

Standardreaktion mit etwa 10 mL Olefin und 0.03 Mol- % Rho-
diumkatalysator wurden durch Atomabsorptionsspektrometrie
typischerweise 6—90 ppm Rhodium in der organischen Phase
festgestellt, je nach Olefin und Katalysatorligand. Durch erneu-
tes Waschen konnte der Rhodiumgehalt weiter reduziert wer-
den. Verwendete man die wiBrige Phase erneut in der Hydrofor-
mylierung, so wurde noch etwa 50% Katalysatoraktivitit
nachgewiesen. Diese Daten geniigen zwar nicht den hohen An-
forderungen, die an einen industriellen ProzeBl gestellt werden,
sind jedoch vielversprechend. Studien zur Optimierung der Ka-
talysatoren, die auf f-CD-Derivaten und anderen als Losungs-
vermittler wirkenden Substanzen basieren, unter Kombination
von Ubergangsmetall- und Phasentransferkatalyse sind im
Gange.
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verinderte Fassung am 10. Januar 1997 [Z9776]

Stichworte: Cyclodextrine + Hydrierungen - Hydroformylierun-
gen * Phasentransferkatalyse + Rhodium
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Nichtenzymatische Oligomerisierung von
Ribonucleotiden an guanosinreichen Matrizen:
Unterdriickung der Selbstpaarung von
Guanosin**

Markus Kurz, Karin Gobel, Christian Hartel und
Michael W. Gobel*

Professor Gerhard Quinkert zum 70. Geburtstag gewidmer

Das Auftreten informationstragender Molekiile, die durch
Selbstreplikation zu Vermehrung und evolutiver Fortentwick-
lung imstande waren, wird vielfach als Schliisselereignis fur die
Entstehung des Lebens angesehen.[') Kann RNA diese zentrale
Rolle gespielt haben? Manches spricht dafiir. Vor allem die Ar-
beiten von Orgel et al. [2a~d] ergaben, daB die Oligomerisie-
rung der 2-Methylimidazolide von Nucleosid-5-monophospha-
ten an komplementéren Oligonucleotid-Matrizen mit erstaunli-
cher Effizienz verlaufen kann.[*:3! Dieser ohne jedes Enzym
stattfindende Vorgang wird durch die Watson-Crick-Basenpaa-
rung und die Stapelung der Basen gesteuert. Allerdings ist der
Weg zur Selbstreplikation' *! durch mehrere Hindernisse ver-
sperrt: Das vielleicht wichtigste ist die Neigung guanosinreicher
Strange zur Tetramerisierung. Hierdurch werden sie unfihig, als
Matrize fiir die Synthese von Oligocytidin-Einheiten zu dienen.
Die zweite Phase der Replikation ist damit blockiert.!®! Zwar
1aBt sich das Problem durch Modifizieren der Nucleinsidure-
struktur umgehen; -8 bei RNA selbst aber konnte die Aggre-
gation guanosinreicher Matrizenstrdnge bislang nur durch ex-
tremes Verdiinnen verhindert werden.[?"]

Kiirzlich berichteten wir liber die Synthese eines Acridinfarb-
stoffs, der mit den iblichen Standardmethoden an Nucleinsdu-
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ren angekniipft werden kann und der sich durch hohe chemische
Stabilitdt auszeichnet.®! Zur Untersuchung der matrizenge-
steuerten Oligomerisierung von RNA haben wir nun ein System
entwickelt, das auf der Verldngerung acridinmarkierter Primer
beruht. Es bietet eine grofle Flexibilitdt in der Durchfiihrung
und ermdglicht die gleichermallen rasche wie préazise Untersu-
chung der Kinetik durch Hochdruckflissigkeitschromatogra-
phie (HPLC). Wie wir mit dieser Methode fanden, 1408t sich die
Guanosin-Aggregation durch Optimieren der Reaktionsbedin-
gungen auf ein Minimum reduzieren.

Erste Experimente wurden mit dem Primer 1 durchgefiihrt,
der aus einem 3'-terminalen ribo-Guanosin und sonst aus Des-
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Schema 1. Oben: Strukturformeln der acridinmarkierten Primer 1 und 4 und der
Imidazolide 3 und 6, die zur Kettenverlingerung genutzt wurden. Unten: Verldnge-
rung des DNA-Primers 1 an der Matrize 2 um vier Guanosin-Einheiten. Das
schwarze Rechteck symbolisiert den Intercalator.
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oxyribonucleotiden besteht (Schema 1 oben). 1 bildet einen sta-
bilen Doppelstrang mit der DNA-Matrize 2, dessen Schmelz-
punkt etwa 15 K héher ist als der des entsprechenden acridin-
freien Doppelstrangs (Tabelle 1). Als Matrize dient der einzel-

Tabelle 1. Thermische Stabilitiit der hier getesteten Oligonucleotidduplexe.

Primer P <(P) [um] ¢(2) [uMm] 7. [°C] Bedingungen [a]
1 30 50 50.2 a
1 1.2 2 313 a
d(GCACG) 30 50 351 a
d(GCACG) 1.2 2 18.8 a
1 0.8 0.8 19.8 b
4 0.8 0.8 19.8 b

[a} a: 0.25M TRIS-HCI, pH =7.65. b: 10 mM Phosphat, pH =7.0, 70 mm NaCl;
Detektion jeweils bei 260 nm.

strangige Teil des Komplexes 1-2, mit dem bis zu vier komple-
mentire Guanosinbausteine 3 assoziieren kdnnen (Schema 1
unten). Innerhalb des doppelhelicalen Aggregats 1-2-(3), findet
dann die Kettenverldngerung statt. Dieser Vorgang laBt sich
bequem durch Umkehrphasen-HPLC analysieren. Wéhrend die
Retentionszeiten der iibrigen Mono- und Oligonucleotide kurz
sind, wird 1 wegen seines lipophilen Farbstoffteils stark zuriick-
gehalten. Verlangerungsprodukte von 1 haben mit zunehmen-
der Polaritdt kiirzere Retentionszeiten. Fluoreszenzdetektion
flihrt zu einer weiteren Verbesserung der Nachweisempfindlich-
keit, wie das typische Chromatogramm in Abbildung 1a,b be-
legt. In nur 5 h setzen sich mehr als 50 % des Primers um."°! Aus
den Integralen der Peaks (Abb. 1¢) konnen die Geschwindigkei-
ten fiir jeden Verldngerungsschritt ermittelt werden (Tabelle 2).
Es fallt auf, daB der letzte Schritt um den Faktor 10 bzw. 20
langsamer ist als die beiden vorausgehenden. Dieser schon frii-
her beobachtete Effekt 148t sich durch die geringeren Stapel-
wechselwirkungen des zuletzt eingebauten Mononucleotids er-
kliren.'*® Uberraschenderweise ist aber auch der erste Schritt
der Verlingerung von 1 ungefihr fiinfmal langsamer als der
zweite.

Zum Verstandnis dieses Effektes beigetragen haben Experi-
mente mit dem Primer 4, dessen Sequenz mit der von 1 iiberein-
stimmt, nur daB er gdnzlich aus Ribonucleotiden aufgebaut ist.
Wird 4 im Komplex mit dem Matrizenstrang 2 durch den
Guanosinbaustein 3 verlingert, vollzieht sich der Einbau des
ersten Nucleotids mit dhnlich hoher Geschwindigkeit wie der
des zweiten (Abb. 2, Tabelle 2). Ein Vergleich der CD-Spektren
der Primer-Matrizen-Duplexe 1-2 und 4-2 gibt weitere Hin-
weise auf die Ursache dieses Unterschieds: Trotz identischer
Sequenzen weichen die Spektren drastisch voneinander ab
(Abb. 3). Die Duplexkonformationen sind folglich verschieden.
Wéhrend das Spektrum von 1-2 weitgehend dem einer B-Helix
gleicht, weist das Spektrum von 4-2 die Charakteristika der
A-Form auf.I'"V! Damit werden die Unterschiede in den Reak-
tionskinetiken verstdndlich: Die Oligomerisierung von RNA
verlduft nur dann optimal, wenn der Primer-Matrizen-Duplex
dem A-Konformationstyp angehdrt. Da jedoch bei 1-2 beide
Komponenten aus DNA bestehen, bevorzugt dieser Duplex die
B-Konformation. Der erste Schritt ist deshalb langsam. DNA-
RNA-Hybride hingegen sind auf die A-Form festgelegt. Ist die
erste Bindung zwischen den Ribonucleotiden gekniipft, dndert
sich daher der Konformationstyp des Primer-Matrizen-Duplex
mit der Folge, daB die weiteren Kupplungsschritte (mit Aus-
nahme des letzten) leichter ablaufen. Der Duplex 4-2 liegt be-
reits zu Beginn in der A-Form vor. Er zeigt daher auch im ersten
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Abb. 1. Analyse der Verlingerung des DNA-Primers 1 an der Matrize 2. a) UV-,
b) Fluoreszenzspuren eines typischen Chromatogramms. Von rechts nach links:
Primer, Produkte mit ein, zwei und drei zusatzlichen Nucleotiden. Das Gemisch der
nicht markierten Mono- und Oligonucleotide wird innerhalb der ersten S min eluiert
und bleibt bei Fluoreszenzdetektion unsichtbar. ¢) Prozentuale Produktverteilung
als Funktion der Zeit: w = Primer (P) 1, o=P+1, e=P+2, =P +3,
a=P+4.

Schritt die volle Reaktivitit. Als Konsequenz steigt die Gesamt-
ausbeute an verlangerten Stringen bei einem Wechsel zum
RNA-Primer 4 von rund 85 auf etwa 99% an (davon 90%
vollstindig verldngert). Dies ist entscheidend, wenn es um den
Einbau problematischer Nucleotide geht.

Tabelle 2. Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung (k{h™!]) fiir die
Kettenverlangerung des DNA-Primers 1 und des RNA-Primers 4 an der Matrize 2

0 5 10 15

t/h—»

Abb. 2. Prozentuale Produktverteilung bei der Verlingerung des RNA-Primers 4
an der Matrize 2 als Funktion der Zeit. m = Primer (P)4, 0 =P +1, @ =P + 2,
o =P+ 3, a=P+ 4 (etwa 90% nach mehreren Tagen).
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Abb. 3. CD-Spektren der Primer-Matrizen-Duplexe aus DNA-Primer 1 und Ma-
trize 2 (gestrichelt) sowie RNA-Primer 4 und Matrize 2 (durchgezogen). Jeweils
2 pM Oligonucleotid, 10 mm Phosphat (pH =7.0), 70 mm NaCl, 5°C. §in °.

Eine Kettenverlingerung der Primer 1 und 4 gelingt nur,
wenn die Matrize 2, der aktivierte Baustein 3 und Mg?*-lonen
zugegen sind. Die Konzentration an Na* ist dagegen unerheb-
lich: Mit 1, 2 und 3 durchgefiihrte Oligomerisierungsversuche
ergaben in einem Bereich von 0.05 bis 0.85 M keine deutlichen
Geschwindigkeitsunterschiede (Tabelle 3). Dies ist wichtig,
denn Na* induziert die Bildung von Guanosin-Tetraden.
Selbstassoziation, die CD-spektroskopisch verfolgt werden
kann, zeigt auch die DNA-Matrize 5, die vier Guanosin-Einhei-
ten in Folge enthilt (siche Schema 2). Wihrend in Na*-armen
Puffern das Maximum bei 289 nm liegt, wird es durch hohe
Na*- oder K *-Konzentrationen zu 263 nm verschoben. Ahn-

Tabelle 3. Verlingerung des DNA-Primers 1 (P) an der Matrize 2 (Einbau des
Guanosinbausteins 3 zu P +1 bis P + 4). Prozentuale Produktverteilung als Funk-
tion der Na*-Konzentration.

(Einbau des Guanosinbausteins 3). ¢(Na®) [m] (P) P +1) oP +2) P +3) oP +4)
Schritt k(1) k(4) 0.85 16.8 5.1 9.4 52.9 15.7
0.25 224 58 9.7 49.3 12.8
1 017 12 015 240 5.6 9.9 48.0 12.4
2 0.96 s 0.05 (a] 232 48 8.4 50.6 12.9
3 0.54 0.72 :
4 0.054 0.066 [a] Da 3 als Na*-Salz verwendet wird, betriigt die minimale Na*-Konzentration
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liche Anderungen der CD-Spektren wurden mit der Bildung
paralleler Quadrupelstringe in Verbindung gebracht 12}

Mit den Primern 1 oder 4 komplexiert sollte der einzelstringi-
ge Teil der Matrize 5 den Einbau des aktivierten Cytidinderivats
6 induzieren (Schema 2). Die Wahl der Reaktionsbedingungen,

5
*dG—f-dC-dG—T-dG-dC-dG-dG-dG-dG”
1G-1C ~rA-1C —1G"
fo
3&G~[d9—dg—f—dg—dg -G -dG-dG-dG*

1G-1C-rA-1C -G 1C" rC" C* (C"
A

*dG—dC-dG—T-dG-dC—dG -dG-dG-dG*
1G ~1C ~tA ~1C —1G—1C ~1C~(C ~1C ¥

Schema 2. Verldngerung des RNA-Primers 4 an der guanosinreichen Matrize 5 um
vier Cytidin-Einheiten. Das schwarze Rechteck symbolisiert den Intercalator.

C* 6

d.h. der Einsatz des DNA- oder des RNA-Primers sowie hohe
oder niedrige Alkalimetallionen-Konzentrationen, beeinflufit
nachhaltig den Ausgang des Experiments (Tabelle 4): In Ein-
klang mit bisherigen Erfahrungen!': 2 ist mit dem DNA-Primer
1in 1 M NaCl-Lésungen nur eine schleppende Verldngerung zu
beobachten. Reduziert man die Na*-Konzentration auf 50 mm,
beschleunigt sich der Vorgang. Auch die Reaktivitit des RNA-
Primers 4 wird durch bestimmte Alkalimetallionen gebremst:
sehr stark durch K *, stark durch Na™, doch nahezu nicht durch
Li* (jeweils 1M, Tabelle 4). Dieser Effekt korreliert mit der

Tabelle 4. Verlingerung der Primer (P) 1 und 4 an der guanosinreichen Matrize 5
(Einbau des Cytidinbausteins 6 zu P + I bis P + 4). Es ist jeweils die prozentuale
Produktverteilung fiir ein typisches Experiment angegeben.

th] eP) c¢P+1) eP+2bisP+4) cP) cP+1) c(P+2bisP+4)
DNA-Primer 1, 1 M NuCl DNA-Primer 1, 50 mMm NaCl
4 927 638 0.5 81.5 156 2.8

12 824 132 4.4 581 251 16.8

24 73.3 154 1.3 456 246 299
RNA-Primer 4, | M KCI RNA-Primer 4, 1 M NaCl

4 89.6 9.2 1.2 753 202 4.5

12 814 140 4.6 56.5 272 16.3

24 757 183 6.0 422 26.5 313
RNA-Primer 4, 1 M LiCl RNA-Primer 4, 50 mm NaCl
4 51.5  36.7 11.8 523 327 15.0

12 31.0 397 30.4 273 284 443

24 138 250 61.2 14.8  20.5 64.7 [a]

[a] Etwa 87% nach fiinf Tagen.

Fahigkeit dieser Ionen, eine Aggregation der guanosinreichen
Matrize 5 hervorzurufen. Werden hohe K *- und Na*-Konzen-
trationen vermieden, reagiert der Primer 4 im System 4-5 mit
Cytidin keineswegs langsamer als beispielsweise der Primer 1 im
System 1-2 mit Guanosin.

Das Replikationshindernis ,,Selbstaggregation von Guano-
sin‘* ist nach den hier vorgestellten Befunden also keine intrinsi-
sche Eigenschaft der RNA! Es wurde vielmehr in hohem Ma@
mitverursacht durch die bislang iiblichen Na*-Konzentrationen
von mehr als 1 M. Unter optimierten Bedingungen kann selbst
bei Matrizenkonzentrationen von 100 uM die Selbstaggregation
kurzer Guanosinsequenzen leicht vermieden werden. Wir sehen
somit fiir eine Selbstreplikation von RNA unter Verwendung
imidazolaktivierter Mononucleotide weit bessere Chancen, als
bislang angenommen wurde.
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Experimentelles

Oligomerisierungsexperimente: In einem 1.5-mL-Polyethylengefi wurden folgen-
de drei Stammlgsungen zusammenpipettiert: Puffer, Primer 1 oder 4, Matrize 2 oder
5. Man lie} 15 min bei Raumtemperatur dquilibrieren und kihlte dann auf 10°C.
AnschlieBend gab man die frisch angesetzte Losung des Imidazolids 3 oder 6 zu,
mischte, verschloB das GefaBl und bewahrte es bei (10+0.2) °C auf. Die endgiiltigen
Konzentrationen betrugen: 30 uM Primer, 100 pM Matrize, 50 mM Imidazolid,
250 mM Puffer (TRIS-HCI, pH =7.7, Na*-frei oder 1 M an KCl, NaCl oder LiCl;
oder HEPES, pH =7.7, 1 m NaCl), 200 mm Mg?".

HPLC-Analyse: 3 pL des Reaktionsgemischs wurden mit 10 pL 8 M wéBriger Harn-
stoffldsung vermischt, 1—2 min auf 90°C erhitzt und nach dem Abkiihlen in die
Séule injiziert. Trennbedingungen: Sdule Merck LiChrospher 100 RP-18 endcap-
ped, 5Spm, 125 x4 mm. Linearer Gradient von 5 bis 36% A in B in 22 min,
ImLmin~'. A: 50 mM Triethylammoniumacetat, H,0, pH = 6.5/Acetonitril 40/
60. B: 50 mm Triethylammoniumacetat, H,O, pH = 6.5/Acetonitril 90/10. UV-De-
tektion bei 260 nm; Fluoreszenz: 4, = 355, A., = 450 nm. Die mit der Kettenldnge
zunehmenden Extinktionskoeffizienten der Produkte wurden bei der Integration
der UV-Spur durch Korrekturfaktoren ausgeglichen.
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