ZUSCHRIFTEN

tionsmischung wurden 4-Hydroxyazobenzol und das Sekundér-
produkt 2-Naphthol gebildet. Aus der Hydrolyse von 2 resul-
tiert eine mindestens tausendfache Zunahme!'?! der Fluores-
zenzintensitdt! Das Fortschreiten der Reaktion wird nicht
nur durch den enormen Anstieg der Fluoreszenzintensitit,
sondern auch durch die gelbe Farbe des freigesetzten 4-Hy-
droxyazobenzols (oder Phenolat-Anions) deutlich
(Amax = 421 nm). Die Auftragung der Anfangsgeschwindigkei-
ten gegen die Enzymkonzentration (Zugabe von 0.025-0.1 u)
zeigt einen linearen Verlauf (nicht abgebildet, drei Experimente,
r =0.9984).

Die Phosphodiesterase-Aktivitdt kann somit mit den Fluores-
zenz-Reportern 1 oder 2 festgestellt werden. Mit 1 und 2 als
Testsubstrat kann nicht nur die Phosphodiesterase-Aktivitét
nachgewiesen werden, sondern zusitzlich auf Phosphatase-
Aktivitdt gepriift werden.

Experimentelles

3 und 4 wurden gemaB Lit.[7] hergestellt.

1: In 150 mL wasserfreiem Toluol wurden unter Stickstoff 2.63 g (10.1 mmol) 3 und
2.00 g(10.1 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Hydroxyazobenzol unter Erhitzen geldst. Zu dieser
Lésung wurden innerhalb von 30 min 3.19 g (40.4 mmol, 4.0 Aquiv.) wasserfreies
Pyridin zugetropft. Danach wurde 4 h bei 80°C und anschlieBend 14 h bei RT
geriihrt. Das ausgefallene Pyridiniumhydrochlorid wurde abfiltriert und das Filtrat
am Rotationsverdampfer auf etwa 20 mL eingeengt. Zum 6ligen Riickstand wurden
20.0 mL einer Mischung aus Pyridin/Wasser (1/1) gegeben. Nach einstiindigem
Riihren bei RT wurden 100 mL 10% K,CO,-Lésung und 100 mL Chloroform
zugegeben. Das Zweiphasensystem wurde stark geschiittelt, so daB das Kaliumsalz
von 1 auszufallen begann. Nach 3 h wurde der Niederschlag abfiltriert und der
Riickstand mit 150 mL Wasser ausgekocht. Der unlosliche Riickstand wurde abfil-
triert und das rote Filtrat mit konz. HClauf pH =1 eingestellt. Der hierbei ausgefal-
lene orangefarbene Niederschlag wurde abfiltriert und aus Aceton umkristallisiert.
Man erhielt 2.22 g (54%) des Phosphodiesters 1 in Form eines orangefarbenen
Kristallpulvers.

Schmp. 167 °C (Aceton); IR (KBr): ¥ =1222 [s, v(P=0)], 1204 {s, W(C—0)], 1046,
989 [beide s, v(P-0)], 564cm™' [s, (P—O—Ar)]; 'H-NMR (300 MHz,
[D¢]IDMSOQ): 6 =7.34-7.51 (m, 4H, Aryl-H), 7.51-7.64 (m, 5H, Aryl-H), 7.70-
7.78 (m, 1H, Aryl-H), 7.81-8.00 (m, 5H, Aryl-H), 8.03-8.13 (m, 1 H, Aryl-H),
11.20 (br. s, 1H, OH); 3C-NMR (75MHz, [D¢]DMSO): §=115.10 (d,
3J(C,P) = 2.82 Hz, Aryl-CH), 121.00 (d, *J(C,P) = 5.08 Hz, Aryl-CH), 121.70 (d,
Aryl-CH), 122.64 (d, Aryl-CH), 124.32 (d, Aryl-CH), 124.38 (d, Aryl-CH), 125.97
(d, *J(C,P) =1.70 Hz, Aryl-CH), 126.32 (s, 3>J(C,P) = 6.21 Hz, Aryl-C), 126.44 (d,
Aryl-CH), 126.81 (d, Aryl-CH), 127.87 (d, Aryl-CH), 129.60 (d, Aryl-CH), 131.55
(d, Aryl-CH), 134.47 (s, Aryl-C), 147.16 (s, 2J(C,P) =7.35 Hz, Aryl-C), 148.64
(s, Aryl-C), 152.06 (s, Aryl-C), 153.96 (s, 2J(C,P) = 6.78 Hz, Aryl-C); *'P-NMR
(80 MHz, [D¢]DMSO): d = —11.68; Laser-desorption-ionisation(LDI}-MS: m/z
(%): 403.4 (100) [M ~ — H], 298 (5) [C,H,,0,P ], 197.1 (12) [C,,H,N,0 ], 142.9
(50) [C,oH,O7]; UV/Vis (H,0): A,..(e) = 417 (1322), 330 (14910), 290 (9385),
220 nm (54300); Elementaranalyse fir C,,H,,N,O,P (404.36): ber. C 65.35, H
4.24, N 6.93, P 7.66; gef. C 65.23, H 4.37, N 6.88, P 7.61.

2: Analog zu 1 wurden 5.90 g (22.6 mmol) 4 und 4.49 g (22.6 mmol, 1.0 Aquiv.)
4-Hydroxyazobenzol in 300 mL wasserfreiem Toluol zusammengegeben und 7.14 g
(90.4 mmol, 4.0 Aquiv.) wasserfreies Pyridin zugetropft. Danach wurde 4 h auf
80 °C erhitzt und iiber Nacht bei RT geriihrt, anschlieBend das ausgefallene Pyridi-
niumhydrochlorid abfiltriert und Toluol am Rotationsverdampfer entfernt. Der
6lige Riickstand wurde mit 20.0 mL Pyridin/Wasser 1/1 versetzt und bei RT eine
Stunde geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde dann mit konz. HCI auf pH =1
eingestellt. Nach 14 h fiel ein dunkelroter Niederschlag aus, der abfiltriert und aus
Aceton umkristallisiert wurde. Man erhielt 3.22 g (35%) des Phosphodiesters 2 in
Form orangefarbener Plattchen.

Schmp. 146 °C (Aceton); FT-IR (KBr): § =1228 [s, v(P=0)], 1208 [s, W(C—0)], 976,
946 [beide s, wP—O0)], S51cm~' [m, S(P-O-Ar)]; 'H-NMR (300 MHz,
[D,]DMSO): § = 5.05 (br. s, 1 H, OH), 7.32-7.51 (m, 5H, Aryl-H), 7.52-7.63 (m,
3H, Aryl-H), 7.68-7.73 (br. s, 1H, Aryl-H), 7.78-7.94 (m, 7H, Aryl-H); 13C-
NMR (50 MHz, [D]DMSO): § =115.79 (d, 3J(C,P) = 4.58 Hz, Aryl-CH), 120.77
(d, 3J(C.P) = 4.57 Hz, Aryl-CH), 121.08 (d, *J(C,P) = 5.34 Hz, Aryl-CH), 122.56
(d, Aryl-CH), 124.20 (d, Aryl-CH), 124.90 (d, Aryl-CH), 126.59 (d, Aryl-CH),
127.28 (d, Aryl-CH), 127.69 (d, Aryl-CH), 129.34 (d, Aryl-CH}), 129.58 (d, Aryl-
CH), 129.93 (s, Aryl-C), 131.32 (d, Aryl-C), 133.81 (s, Aryl-C), 147.91 (s, Aryl-C),
150.21 (s, 2XC,P) = 6.87 Hz, Aryl-C), 152.11 (s, Aryl-C), 155.38 (s, 2J(C,P) =
6.87 Hz, Aryl-C); *'P-NMR (80 MHz, [D(]DMSO): § = —11.98; LDI-MS: m/z
(%): 403.6 (100) [M~ —H], 298.4 (7) [C,sH,,0.P], 197.4 (7) [C,,H,N,0;
UV Vis (Hy0): L. (£) = 419 (1195), 329 (15280), 286 (7480), 276 (6735), 220 nm
(63090); Elementaranalyse fiir C,,H,,N,O,P (404.36): ber. C 65.35, H4.24, N 6.93,
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P 7.66; gef. C 65.24, H 4.23, N 6.91, P 7.68. Hydrolyseexperimente wurden mit
einem temperierbaren Shimadzu-RF-5000-Recording-Spektrofluorophotometer
(150-W-Xenon-Lampe) durchgefiihrt.
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von Enzymen durch lonen unterschiedlicher Gréfe und La-
dungsdichte befafit. Die Moglichkeit zur Steuerung der Sub-
stratspezifitit bei der enzymatischen Katalyse durch Verwen-
dung von organischen Lésungsmitteln ist dagegen bekannt.t* ~3!
Die Aggregation von amphiphilen Polymeren in Wasser und in
Mischungen aus Wasser und organischen Losungsmitteln fithrt
zu komplexen supramolekularen Strukturen mit mannigfaltigen
Morphologien.[- 31 Die Morphologie der Aggregate aus Poly-
styrol und Poly(propylenimin)-Dendrimeren dndert sich in
wiélBriger Losung mit abnehmender Zahl der Dendrimergenera-
tionen von sphirischen Micellen liber micellare Stibchen zu
Vesikeln.!®! Die gleichen morphologischen Anderungen treten
auch bei Polystyrol-b-poly(acrylsdure) (PS-b-PAA) mit abneh-
mendem Poly(acrylsdure)-Gehalt auf!”? Alle diese Unter-
suchungen!®~ 7! deuten darauf hin, daB eine Zunahme von
hydrophoben Effekten in amphiphilen Makromolekiilen bei
wachsendem Verhiltnis von hydrophoben zu hydrophilen Mo-
nomeren zu solchen Anderungen der Aggregatmorphologie
fithrt. Auch ioneninduzierte hydrophobe Effekte beeinflussen
die Aggregatmorphologie von Amphiphilen. So kann man die
Morphologie der Aggregate von PS-b-PAA, PS-b-Poly(ethylen-
oxid) und PS-b-Poly(4-vinylpyridiniummethyliodid) in Gemi-
schen aus Wasser und einem organischen L&sungsmittel eben-
falls von Kugeln zu Stdbchen und weiter zu Vesikel dndern,
wenn man Aussalzmittel wie NaCl und CaCl, zugibt.®!
4-(Dialkylamino)pyridin-funktionalisierte Polymere sind ge-
eignete Modellsysteme fiir die Untersuchung der Ursachen der
Effizienz und der Selektivitit von Enzymen.[® !2! Wir haben
berichtet, daB das Makromolekil 1 mit seiner 4-(Dialkyl-
amino)pyridin-Funktionsgruppe und einem Bis(trimethylen)-
disiloxan-Gertist als nucleophiler Katalysator bei der Solvolyse
von 2 in wédlBrigen und in Methanol/Wasser-Losungen eine

oy g, .
. . n-1912n-1
—[—(CHz)g—N—(CHZ)g—Sll—O—I&—]-Ia— "
§ CH; CH,
L.
NO,
1 2

(n=2,4,6,8,10,12, 14, 16, 18 )

enzymihnliche Substratselektivitit aufweist.[! 13- 141 Unseres
Wissens wurden ioneninduzierte Substratspezifitdtsinderungen
bei der katalytischen Estersolvolyse noch nicht beschrieben.
Wir stellen hier ioneninduzierte Anderungen der Substratspe-
zifitat bei der durch 1 katalysierten Solvolyse von 2 (n = 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18) in wilBrigen und in Methanol/Wasser-Lo-
sungen vor. Unsere Ergebnisse sind eine Ermutigung, weiterge-
hende Modelluntersuchungen zu den Urspriingen der katalyti-
schen Wirkung und Spezifitit auf molekularer Ebene bei
biologischen und chemischen Katalysen durchzufiihren. Das
Makromolekiil 1 ist ein amphiphiles Polymer, das getrennte
hydrophile und hydrophobe Bereiche enthélt. In wiBriger oder
in Methanol/Wasser-Ldsungen bildet es in einem dynamischen
ProzeB durch Selbstorganisation makromolekulare Aggrega-
te.l® ~ "1 Die Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit der durch
1 katalysierten Solvolyse von 2 wurde mit der hydrophoben
Assoziation zwischen Katalysator und Substrat im Reaktions-
medium erkldrt.'” = '* Wir haben die durch 1 katalysierte Solvo-
lysevon 2 (n =2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18) in mehreren Reak-
tionsmedien aus Losungsmittel und zugesetzten Salzen bei
pH 8.0 und 30 °C untersucht. Erste Versuche ergaben, daB die
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Loslichkeit von 1 in 0.05M wéBrigen Tris(hydroxymethyl)-
ammonium(Tris)-Pufferlésungen gegeniiber der in reinem Was-
ser auf mehr als das Zehnfache ansteigt. Der Grund hierfiir
besteht in der Einsalzwirkung des Tris(hydroxymethyl)methyl-
ammonium-Ions aus dem Tris-Puffer.!>~ '8! Die Léslichkeit
von 1 in 0.05 M willrigen Phosphat- oder Borat-Pufferlésungen
dhnelt der in reinem Wasser. Wilrige Losungen von 1 weisen
eine deutliche Triibung auf, wenn die Konzentration von 1
auf mehr als 2.5x 107> molL ™! (hier wie im folgenden ist die
Konzentration einer Monomereinheit von 1 angegeben) erh6ht
wird. Eine Lésung von 1 (2.5 x 10 % molL ') in 0.05 M wiBri-
ger Tris-Pufferldsung bleibt dagegen auch beim Stehen iber
lingere Zeit kiar. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB8 An-
derungen der Aggregatmorphologie von 1 von Vesikeln zu
Stibchen oder Kugeln bei einer Konzentration von
2.5x 107 *mol L~ ! offenbar auch bei Anderungen des Reak-
tionsmediums von wéBriger Phosphat- oder Borat- zu Tris-Puf-
ferldsung auftreten.!”- 19!

Wir haben die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster
Ordnung der durch 1 katalysierten Hydrolyse von 2 in 0.05 M
walrigen Tris-, Phosphat- oder Borat-Pufferldsungen gemessen
(Abb. 1). Ohne 11duft die Hydrolyse von 2 (n = 2, 4, 6, 8, 10, 12,
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Abb. 1. Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung (k) der Hydro-
lyse von 2 (n=2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16; 5.0x107° M), katalysiert durch
2.5x107°mol L ™" 1 als Funktion der Alkansiurekettenlinge » in 0.05 M wiBriger
Pufferlosung bei pH 8.0 und 30°C: e: Tris-Puffer, v: Phosphat-Puffer, m: Borat-
Puffer.

14, 16) sehr langsam ab, und in wiBrigen Tris-, Phosphat- oder
Borat-Pufferldsungen liegt keine Substratselektivitdt vor. In
Gegenwart von 1 ist die Hydrolyse von 2 (n = 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16) ebenfalls sehr langsam, und die Reaktionsgeschwindig-
keiten in wiBrigen Phosphat- oder Borat-Pufferlésungen unter-
scheiden sich nur geringfiigig. Es findet hierbei also keine merk-
liche Katalyse statt. Eine Verlingerung der Alkansdureketten
von 2 verringert die Hydrolysegeschwindigkeit geringfiigig. Die
Reaktionen in diesen Systemen sind ebenso wie die in wiBrigen
Pufferlésungen ohne Katalysator nicht substratspezifisch (Ta-
belle 1). In wiBriger Tris-Pufferldsung lduft die durch 1 kataly-
sierte Hydrolyse von 2 (n = 2, 4, 6, 8) dagegen viel schneller ab
als in wilBriger Phosphat- oder Borat-Pufferldsung. Auferdem
weist 1 die gleiche Substratbevorzugung fiir 2 (n = 6) auf wie
Cholesterin-Esterase.!?®) Bei zehnfachem Substratiiberschuf
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Tabelle 1. Einflull der Konzentration von zugesetzten Salzen auf die Substratspezi-
fitdt der durch 1 katalysierten Solvolyse von 2 (n = 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18) in
wiiBrigen und in Methanol/Wasser-Lésungen bei 30°C.

Reaktionsmedium Salz cfm] Substratspezifitit
wilrige Losungla} Tris-Puffer 0.05 2(n=26)

Phosphat-Puffer 0.05 keine

Borat-Puffer 0.05 keine
Methanol/Wasser [b] NacCl 0.00 2(n =14)

NaCl 0.01 2(n =14)

NaCl 0.10 2(n =14)

NaCl 0.25 2(n =12)

NaCl 0.50 2(n=12)

NaCl 1.00 2(n =12)

[a] 1(2.5%107° molL™ "), pH 8.0.[b] 1(5.0 x 10~ ¢ mol L'}, Methanol/waBriger
Puffer (1/1, v/v; 0.05 M H,PO; /JHPOZ2 "), pH 8.0.

bleibt die katalytische Wirkung von 1 bis zum vollstindigen
Umsatz erhalten.

Wir haben auBerdem den EinfluB des Aussalzmittels NaCl
auf die Substratspezifitit der durch 1 katalysierten Solvolyse
von 2 in Methanol/Wasser (1/1, v/v) gemessen (Abb. 2). Ohne

21.00
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12.60

kobs x1 03/8'1 8.40

420

0.00 . . L ) 1 i . |
4 6 8 10 12 14 168 18 20

N ——

Abb. 2. EinfluB der NaCl-Konzentration auf die Geschwindigkeitskonstanten
pseudo-erster Ordnung (k,,,) der Solvolyse von 2 (n =6, 8, 10, 12, 14, 16, 18;
5.0 x 107 ° M), katalysiert durch 5.0 x 10~ ° mol L ™! 1 als Funktion der Alkanséure-
kettenldnge » in Methanol/wilBrigem Puffer (1/1, v/v; 0.05M H,PO; /HPOZ",
pH 8.0) bei 30°C: o: kein NaCl, a: 0.25 M NaCl, w: 1.00 M NaCl.

NaCl weist 1 eine Substratspezifitit fiir 2 (n = 14) auf. Die Sol-
volysegeschwindigkeiten fiir 2 (n =10, 12, 14, 16) nehmen ab,
wenn die NaCl-Konzentration von 0 auf 1.00 M erhoht wird.
Uberraschenderweise wird bei einer NaCl-Konzentration von
>0.25 M statt 2 (n = 14) bevorzugt 2 (n =12) umgesetzt (Tabel-
le1). AuBerdem opaleszieren die Lésungen von 1 bei
5.0x 10" molL ™! in Methanol/Wasser, wenn die NaCl-Kon-
zentration mehr als 1.00 M betragt. Offenbar dndert sich die
Aggregatmorphologie von 1 in Methanol/Wasser von Kugeln
oder Stidbchen zu Vesikeln, wenn die NaCl-Konzentration von 0
auf 1.00 M steigt.!® 1) Wir nehmen an, daB Aussalzeffekte von
NaCl diese Anderungen hervorrufen,!' =18 wihrend Einsalzef-
fekte des Tris(hydroxymethyl)methylammonium-Ions in wari-
ger Losung bei 1 Anderungen der Aggregatmorphologie von
Vesikeln zu Stibchen oder Kugeln induzieren.!**~ 8 Diese An-
nahme basiert auf dem Befund, da8 Salzzusitze die Aggregat-
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morphologie von Amphiphilen aus kleinen Molekiilen und Ma-
kromolekillen verindern.[8-21-22!

Zhang und Eisenberg berichteten, dal die Streckung der hy-
drophoben Ketten in makromolekularen Amphiphilen in kugel-
formigen micellaren Aggregaten am groBten ist und abnimmt,
wenn die Aggregatmorphologie sich von Kugeln zu Stibchen
und weiter zu Vesikeln dndert.!”- '®! Die stirksten hydrophoben
Bindungen zu lipophilen Substraten im Reaktionsmedium kon-
nen mit den kugelférmigen Aggregaten gebildet werden. Ver-
mutlich werden die durch NaCl hervorgerufenen Anderungen
der Substratspezifitit durch Anderungen der Aggregatmorpho-
logie von 1 in Methanol/Wasser verursacht. Diese Anderungen
der Aggregatmorphologie von 1 von Kugeln zu Stibchen oder
Vesikeln sollten mit einer schwicher werdenden hydrophoben
Bindung der Substrate und einer Abnahme der Abhéngigkeit
der Komplexbildung zwischen 1 und 2 von der Hydrophobie des
Substrats einhergehen. Die Anderung der Substratspezifitit von
2 (n =14) zu 2 (n =12) kann durch NaCl verursacht sein, das in
der Aggregatmorphologie von 1 einen Ubergang von Kugeln zu
Stibchen bewirkt. Dadurch entsteht eine hydrophobe Bindung,
die zu 2 (n =12) in Methanol/Wasser am stirksten ist. Dies kann
die Ursache der Molekiildiskriminierung sein, die bei biologi-
schen und chemischen Reaktionen auf hydrophobe Wechselwir-
kungen an aktiven Stellen der Enzyme bzw. Katalysatoren zu-
rickgefiihrt wird. Das Verhalten von 1 in wéBriger Tris-
Pufferldsung kann kugelférmigen Aggregaten von 1 zugeschrie-
ben werden, die infolge der Einsalzeffekte des Tris(hydroxyme-
thyl)methylammonium-Ions entstehen und in wiBriger Losung
zu einer effizienten Reaktion im 1-2-Komplex (n = 6) beitragen.

Dies ist das erste Beispiel, in dem die Substratspezifitit der
katalytischen Estersolvolyse auf Struktureigenschaften von Ka-
talysatoraggregaten im Reaktionsmedium beruht. Es eréffnet
eine neue Moglichkeit zur Steuerung der chemischen Reaktivi-
tait und Aggregatmorphologie amphiphiler Makromolekiile
und kann zum Verstindnis der Grundlagen fiir die Steuerung
der Substratspezifitit auf molekularem Niveau bei der biologi-
schen und chemischen Katalyse beitragen. Das kinetische Ver-
halten unseres Modellsystems gleicht dem von natiirlichen Acyl-
Transfer-Enzymen wie Chymotrypsin und Cholesterin-Esterase
bei der Ubertragung von Strukturelementen in Zellprozessen.

Experimentelles

Kinetische Messungen: Die Kilvette wurde mit 2.5 mL einer frisch hergestellien
Losung des Katalysators in 0.05 M wilrigen Pufferlosungen bei pH 8.0 gefiillt. Die
Losung wurde 10 min bei 30°C in der thermostatisierten MeBzelle eines Hewlett-
Packard-Modell-8450-Spektrophotometers dquilibriert. Die Katalysatorlosungen
mit Natriumchlorid wurden in Methanol/waBrigem Puffer (1/1, v/v;0.05 M H,PO, /
HPO; ", pH 8.0) hergestellt. 5 uL einer Lésung des Alkansiure-p-nitrophenylesters
in Dioxan (2.5 x 10~ % M) wurden mit einer Mikrospritze zugegeben. Das Reaktions-
gemisch wurde schnell durch Schiitteln gemischt und der zeitliche Verlauf der Ab-
sorption bei 400 nm aufgezeichnet. Die Reaktionen wurden fiir die Dauer von vier
bis finf Halbwertszeiten verfolgt. Die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster
Ordnung (k) wurde als Steigung der Auftragung von In[A4,,/( A, — A,)] gegen die
Zeiterhalten (4, A,: Absorption bei t = oo bzw. zur Zeit 7). Die Geschwindigkeits-
konstanten erster Ordnung, k., sind Mittelwerte aus drei Versuchen; der experi-
mentelle Fehler betrigt weniger als 5%.

Eingegangen am 28. Januar 1997 [Z10046]
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Uber die Aktivitit 2/,5'-verkniipfter RNA
in der templatgesteuerten Oligomerisierung
von Mononucleotiden**

Thazha P. Prakash, Christopher Roberts und
Christopher Switzer*

Die Fihigkeit 2',5'-verkniipfter Nucleinsduren zur Kodierung
von genetischer Information war und ist Gegenstand exprimen-
tellen und theoretischen Interesses. Bis in die achtziger Jahre
wurde diskutiert, ob 2',5-verkniipfte Nucleinsduren Helices bil-
den;*! dann entdeckte man, daB 2,5'-verkniipfte Oligonucleo-
tide assoziieren.!?! Ein verwandtes Thema ist die Mdglichkeit,
chimére Helices aufzubauen. Seit langem etwa ist bekannt, dal
2',5-verkniipftes Polyadenylat einen Triplex mit natlirlichem
Oligouridylat bildet.?®! Dieses Phinomen wurde seitdem auch
an anderen Strukturen und Sequenzen beobachtet.*! Die er-
wihnten Befunde weisen auf die Moglichkeit hin, mit 2',5'-ver-
kniipfter RNA oder mit natiirlicher, 2',5-Verknlipfungsdefekte
enthaltender RNA genetische Informationen zu ibertragen.
Fiir enzymatische Reaktionen zeigten Lorsch et al., dal} reverse
Transkriptase ein RNA-Templat mit einer 2'-Fehlverkniipfung
verarbeiten kann.!®! Fiir nichtenzymatische Reaktionen wurde
die Fihigkeit isomerer RNA, als Templat zu dienen, vor kurzem
bestitigt, und zwar durch die Ver-
wendung eines komplexen Ge-
mischs linearer und cyclischer 2',5'-
verknipfter Oligocytidylate, das
bei der Ton-katalysierten Konden-
sation von aktiviertem 5'-CMP er-
halten wurde.!®! Wir berichten hier
Uber die ersten Mononucleotid-
Oligomerisierungen, die einen di-
rekten Vergleich der Eigenschaften
von natiirlichen und 2',5-ver-
kniipften RNA-Templaten ermog-
lichen.

Die Oligonucleotide, die als
Template eingesetzt wurden, sind
in Abbildung 1 aufgefiithrt. Eine
schematische Beschreibung der

7! Taccag 213
7 TCGGCCCCCECs 1

T Tacceg-2rs

T rcaGececece s 2

7! Taccag2s
7 TCGGCCCCCCCCT-5' 3

7 Taccaa2sa
7 TCGGCOCCCCCCCs 4

Abb. 1. In dieser Studie einge-
setzte Oligonucleotidtemplate.
Doppelt unterstrichene Buch-
staben bedeuten 2',5'-verkniipf-
te, einfach unterstrichene 3',5'-
verkniipfte RNA und kursiv
gesetzte 3',5"-verkniipfte DNA.
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Riverside, CA 92521 (USA)
Telefax: Int. + 909/787-4713
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nl
2

n n m5
(l i)
7 T6CCaG 2 i 77 T6CCGRGGEEG(GG) 2/
7 TCGGCCCCTCCC(CC)s — = T TCGGCCCCCTT(CO)s

Abb. 2. Allgemeines Schema fiir den Ablauf der Reaktion zwischen den Templa-
ten 1-4 (Abb. 1) und 2-MeImpG. Die GMP-Einheiten addieren sich sequentiell an
das 2'/3-Ende des Templats (mit G" gekennzeichnet). Das maximal lange Produkt
bei den Templaten 1 und 2 ist G"** und bei den Templaten 3 und 4 G"*”.

untersuchten Reaktionen findet sich in Abbildung 2. Die Tem-
plate von Abbildung 1 sind den Haarnadeltemplaten, iiber die
Wu und Orgel berichteten,!” nachgebildet. Wie hier genutzt
werden wird und auch schon in fritheren Arbeiten!”! angemerkt
ist, erméglicht der Einbau von DNA in die Strang- und Schlei-
fenregionen der Template, die Art der Phosphodiesterverkniip-
fungen (3,5 oder 2',5") durch Verdauung mit RNase zu bestim-
men. Um eine eventuelle Stérung der Konformation des
2',5'-verkniipften RNA-Teils im Templat 1 durch den DNA-
Strangteil abzuschdtzen, wurden die CD-Spektren von 1 und
einem Standard, der dem RNA-Teil entspricht, 2',5'-C, ,, vergli-
chen. Das Spektrum des Standards wies auf eine A-Helix hin,
wihrend das von 1 als Uberlagerung der Spektren einer B-Helix
und einer 4-Helix interpretiert werden kann. Dies spricht dafiir,
daB der RNA-Teil in 1 seine Konformation beibehalten hat.
Zunichst untersuchten wir den Einflufl von divalenten Me-
tall-lonen auf die Oligomerisierung des 2-Methylimidazolids
von Guanosin-5-phosphat (2-MelmpG) an den Templaten 1
und 2. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle 1 zusam-

Tabelle 1. Acht Tage dauernde Oligomerisierungen mit den Templaten 1 und 2 un-
ter Verwendung verschiedener Metall-Ionen (jeweils 100 mm). Fiir weitere Details
siche Abb. 3.

Metallsalz Templat 1 [%} Templat 2 [%]
MgCl, 27.4 1.44

HgCl, 84.5 18.4

ZnCl, 73.8 36.7

CoCl, 76.6 61.4

MnCl, 80.1 92.4
UO,(NO,), 76.6 58.2
Pb(NO,), 71.3 43.7
Ni(NO,), 80.7 75.4

mengefalt. Die Zahlen geben an, wieviel Templat jeweils nach
acht Tagen Inkubationsdauer noch nicht verbraucht war. Mag-
nesium war das bei weitem effektivste zweiwertige Metall-Ion
fiir die Beschleunigung der Oligomerisierung am 2’,5"-verkniipf-
ten RNA-Templat 1. Dasselbe gilt fiir die Oligomerisierung am
3,5 -verkniipften RNA-Templat 2; hier erwiesen sich allerdings
auch andere Metall-Ionen als effektiv, besonders Quecksilber-,
Zink- und Blei-lonen. Gegenwirtig ist noch nicht klar, warum
2',5-verkniipfte RNA durch Mg?* am stiirksten aktiviert wird;
man kann jedoch spekulieren, da3 das Metall-Ion fiir eine kine-
tisch giinstige Anordnung der aktivierten Nucleotide am Tem-
plat sorgt. Ein reprisentatives Autoradiogramm der Oligomeri-
sierungsprodukte, die nach acht Tagen mit Templat 1 erhalten
wurden, zeigt Abbildung 3. Auf der Grundlage von zeitabhingi-
gen Daten und dem Vergleich mit dem Produkt an Templat 2
(nicht gezeigt) scheint das vorherrschende Produkt in Spur 2
das Resultat eines Einbaus von vier Ribonucleotiden zu sein.
Um sicherzugehen, dafBl tatséchlich templatgesteuerte Reak-
tionen stattgefunden hatten, wurden die Template 1 und 2 mit
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