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Abstract: Der templatgesteuerte Einbau von Nukleotiden am
Terminus eines Komplement�rstrangs ist die Grundlage der
Replikation. Im Fall von RNA kann dieser Vorgang in Ab-
wesenheit von Enzymen stattfinden, wenn die Ribonukleotide
vorher in eine Aktivspezies mit einer Abgangsgruppe îber-
fîhrt werden. Bisher war fîr diese Aktivierung ein separater
chemischer Schritt nçtig, was komplizierte pr�biotisch plausi-
ble Szenarios erfordert. Wir zeigen nun, dass die Kombination
eines Carbodiimids und eines Organokatalysators den ann�-
hernd quantitativen Einbau jedes der vier Ribonukleotide in-
duziert. Bei In-situ-Aktivierung von Adenosinmonophosphat
bilden sich gleichzeitig Oligomere in w�ssriger Lçsung. Es
kçnnen also Strangbildung und sequenzspezifische Kopier-
vorg�nge ohne kînstlichen Syntheseschritt stattfinden.

Ribonukleins�ure (RNA) findet sich in allen Zellen. Sie
kann genetische Information codieren, spielt aber auch eine
Rolle bei der Proteinsynthese,[1] der Katalyse[2] und der Re-
gulierung der Genexpression.[3] Weil RNA zahlreiche zen-
trale Rollen in der Biochemie einnehmen kann, ist es mçg-
lich, dass das Leben mit einer „RNA-Welt“ begann.[4] Es ist
deshalb wichtig zu fragen, wie sich Oligoribonukleotide in
Abwesenheit von Enzymen bilden kçnnen und wie die ge-
netische Information, die sie codieren, ohne katalytisches
Zutun einer Polymerase in Komplement�rstr�nge kopiert
werden kann. Der Metabolismus heutiger Zellen erzeugt
Nukleosidtriphosphate fîr Replikation, Transkription und
codierte Proteinsynthese, aber Nukleosidtriphosphate sind in
Abwesenheit von Enzymen weitgehend unreaktiv.[5]

�blicherweise wird, um ein Ribonukleotid zu oligomeri-
sieren, dieses in einem separaten chemischen Schritt aktiviert,
wodurch ein Monomer mit organischer Abgangsgruppe oder
ein Anhydronukleotid erhalten wird.[6] Das Monomer wird
isoliert und im darauffolgenden Oligomerisierungsexperi-
ment eingesetzt (Abbildung 1). Auf diese Weise wurde die
Bildung von RNA-Str�ngen in Gegenwart von mineralischen
Oberfl�chen[7] sowie bei erhçhten Temperaturen und/oder in
organischen Lçsungsmitteln nachgewiesen.[8, 9] Eine hetero-
gene Umgebung kann vorteilhaft fîr den Einbau aller vier
Nukleotide sein.[10,11] Lange Polymere wurden in eutektischen

Eisphasen gefunden.[11] Auch wurden voraktivierte Nukleo-
tide genutzt, um zu zeigen, dass das Kopieren einer gegebe-
nen Templatsequenz in einen Komplement�rstrang in Form
von enzymfreier Primerverl�ngerung in Abwesenheit von
Enzymen mçglich ist. Voraktivierte Nukleotide, die typi-
scherweise fîr Kopierreaktionen verwendet wurden, sind
Imidazolide,[12] Methylimidazolide[13] und Oxyaza-
benzotriazolide.[14] Wir konnten kîrzlich zeigen, dass bei der
Reaktion von Letzteren mit immobilisierten Templat-Primer-
Duplexen der ann�hernd quantitative Einbau jedes der vier
Nukleotide (A/C/G/U) beobachtet werden kann.[15]

Diskontinuierliche, zweistufige Synthesen erfordern
komplizierte pr�biotische Szenarien. Bedingungen, die Ak-
tivierung und Strangverl�ngerung simultan auslçsen, lassen
potenziell pr�biotische Prozesse wahrscheinlicher erscheinen.
Es ist deshalb wichtig zu fragen, ob solche Bedingungen
existieren und welche chemische Aktivierungsmethode sich
dafîr eignet. Uroniumsalze sind bekannt dafîr, Nukleotide
fîr darauffolgende Kupplungsschritte zu aktivieren,[16,17] sie
werden jedoch îblicherweise in organischen Lçsungsmitteln
eingesetzt, und es ist unklar, ob sie pr�biotisch relevant sind.
Eine Kombination eines Phosphans mit Dithiodipyridin
wurde ebenfalls genutzt, um Nukleotide zu aktivieren,[18,19]

jedoch ist diese Methode nicht fîr die In-situ-Aktivierung
geeignet. Fîr einfache anorganische Aktivierungsmittel wie
COS konnte gezeigt werden, dass sie zwar die Bildung von
Aminoacylnukleotiden[20] induzieren, aber nicht die von
RNA-Oligomeren. Auch sind zu schlichte Reagentien pro-
blematisch, weil das Potenzial fîr Nebenreaktionen in kom-
plexen Reaktionsmischungen mit hochreaktiven Reagentien

Abbildung 1. Kopieren einer RNA-Sequenz mittels enzymfreier Primer-
verl�ngerung, mit oder ohne Voraktivierung des Ribonukleotid-Mono-
mers. LG = Abgangsgruppe.
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oder erhçhten Temperaturen sehr groß ist. Komplexe Ein-
topfreaktionen fîhren oft zu schwer analysierbaren Gemi-
schen oder Teer.[21]

Aktivierungsmittel mit pr�biotischer Relevanz sind Car-
bodiimide. Carbodiimid selbst ist ein Tautomer des Cyan-
amids, d.h. einer Verbindung, die unter als pr�biotisch an-
genommenen Bedingungen gebildet werden kann.[22–24] Li-
gationen von Str�ngen mit endst�ndigen Aminogruppen und
Phosphaten wurden schon durch Carbodiimide induziert.
Dies schließt Replikationsvorg�nge ein.[25–27] Es ist weiterhin
bekannt, dass Kondensationsmittel wie N-Ethyl-N’-(3-dime-
thylaminopropyl)carbodiimid (EDC) bei pH 5.5 eine Vorak-
tivierung induzieren kçnnen.[28] Unter diesen Bedingungen
findet jedoch kein genetisches Kopieren statt. Kîrzlich wurde
auch îber die templatfreie Oligomerisierung von Ribonu-
kleotiden bis zu Tetrameren in homogener Lçsung bei pH 6.5
berichtet. Es traten dabei aber erhebliche Nebenreaktionen
auf[29] und es wurde kein Kopieren von genetischer Informa-
tion beobachtet. In den 1960er Jahren waren templatgesteu-
erte Oligomerisierungen unter Anwendung von In-situ-Ak-
tivierung ohne Organokatalysator untersucht worden.[30,31]

Auch hier wurde nicht das Kopieren genetischer Information
beobachtet. Außerdem waren die Ausbeuten niedrig und die
erhaltenen Oligomere zu kurz, um einen Duplex zu bilden.
Diese Ergebnisse sind verst�ndlich, wenn man bedenkt, dass
nichtaktivierte Nukleotide als Inhibitoren der enzymfreien
Primerverl�ngerung fungieren kçnnen.[15, 32]

Wir zeigen nun, dass eine Kombination eines Carbodi-
imids und eines N-alkylierten Heterocyclus als Organokata-
lysator effiziente Kopierschritte auf RNA-Templaten indu-
ziert, selbst wenn nichtaktivierte, freie Ribonukleotide ein-
gesetzt werden. W�hrend Zus�tze wie freies Imidazol relativ
unreaktive Imidazolide ergeben, kann alkyliertes Imidazol als
Organokatalysator hochreaktive Imidazoliumspezies bilden.
Sowohl Primerverl�ngerung auf bereits vorhandenen RNA-
Str�ngen als auch templatfreie De-novo-Oligomerisierung
von Ribonukleotiden zu RNA-Str�ngen wurde beobachtet.
Dies zeigt zum ersten Mal, dass das Abschreiben genetischer
Information ohne Voraktivierung des Ribonukleotids in
einem Syntheseschritt mçglich ist. Sowohl Strangbildung als
auch Abschreiben von genetischer Information finden also
ohne das Zutun eines Synthesechemikers statt. Die hier be-
schriebenen Reaktionsbedingungen haben weitere intrinsi-
sche Reaktivit�ten von Nukleotiden und Aminos�uren zum
Vorschein gebracht, die zur spontanen Bildung von Peptidyl-
RNA und Cofaktoren fîhren, wie in Lit. [33] beschrieben
wird.

Zun�chst untersuchten wir Primerverl�ngerungen mit
Guanosin-5’-monophosphat (GMP) als Monomer und Cyto-
sin als Templatbase im RNA-Templat (Abbildung 2a). Dies
ist der gînstigste Fall der vier Kopierreaktionen, da GMP
st�rker als die vier anderen Nukleotide (AMP, CMP und
UMP) bindet.[32] Trotzdem ist genetisches Kopieren auch hier
anspruchsvoll, da es sowohl intrinsischer Reaktivit�t als auch
selektiver molekularer Erkennung bedarf, um sequenzspezi-
fisch abzulaufen.[34] Anfangs schien die Herausforderung,
Aktivierung und Kupplung in einer Lçsung zu erreichen, fast
nicht zu bew�ltigen. Wie bereits erw�hnt, wirkt das Nukleotid
als kompetitiver Inhibitor, indem es die zu verl�ngernde

Stelle blockiert.[15] Da NMR-Untersuchungen zeigten, dass
die îberwiegende Mehrheit der Ribonukleotidmolekîle in
Lçsungen mit EDC nichtaktiviert bleibt, wurde hierdurch ein
erhebliches Problem erwartet. Darîber hinaus haben die
Schritte der Aktivierung und Verl�ngerung unterschiedliche
Temperaturoptima. Die Kupplung wird am besten bei tiefen
Temperaturen durchgefîhrt,[14] die Aktivierung jedoch bei
Raumtemperatur oder darîber. W�hrend die Aktivierung
von organischen Lçsungsmitteln und saurem pH-Bereich[28]

begînstigt wird, erfordert der Kupplungsschritt wegen des
Templateffekts einen w�ssrigen Puffer. Ein neutraler oder
basischer pH-Bereich ist nçtig, um ausreichende Nucleophilie
am Primer-Terminus sicherzustellen.

Wir verfolgten die Primerverl�ngerung mit MALDI-
TOF-Massenspektrometrie unter Bedingungen, die eine
quantitative Auswertung ermçglichen.[35] Zun�chst war trotz
eines Puffers mit hoher Salzkonzentration und 0.8m EDC
keine Verl�ngerung des Primers 2 um GMP feststellbar.
Versuche, die auf hohe Ausbeuten abzielten, blieben erfolg-
los. Dies war in Einklang mit den niedrigen Ausbeuten, îber
die in der frîhen Literatur berichtet worden war.[30, 31] Erst bei
Einsatz eines Organokatalysators setzten erkennbare Ko-
pierreaktionen ein.

Der Zusatz von Imidazol oder 2-Methylimidazol ergab
nicht mehr als 2% Umsatz nach 24 h. Vermutlich wurden
Imidazolide der Nukleotide, d.h. bekannte Monomere fîr
Kopierreaktionen,[29,36] in situ gebildet; die Konzentration
dieser Spezies erreichte aber vermutlich keine Werte, die fîr
eine effiziente Verl�ngerung notwendig w�ren. Mit 1-Me-
thyladenin als Katalysator[37] konnte 12% Primerverl�nge-
rung nach 1 d bei 20 88C beobachtet werden. Wurde 1-Ethyli-

Abbildung 2. Ribonukleotide werden unter In-situ-Aktivierung gegen-
íber ihren komplement�ren Basen in w�ssrigem Kondensationspuffer
in hoher Ausbeute eingebaut. a) Primerverl�ngerung um GMP nach
2 d bei 20 88C; b) zweifache Verl�ngerungen eines Primers (um GMP
und dann CMP) nach 6 d bei 20 88C; c) Primerverl�ngerung um UMP
nach 5 d bei 0 88C. Es ist jeweils die Reaktionsgleichung neben einem
MALDI-Massenspektrum gezeigt; Bedingungen: 0.8m EDC, 0.1–0.15m
1-Ethylimidazol, 0.4m NaCl, 0.2–0.5m HEPES-Puffer und/oder 0.08–
0.16m MgCl2. Weitere Details in den Hintergrundinformationen.
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midazol eingesetzt, betrug die Ausbeute an verl�ngertem
Primer 32% nach 24 h (Tabelle 1). Ein darauffolgendes pH-
Wert-Screening ergab ein Optimum von 7.5.

Als n�chstes wurden die Salzbedingungen variiert. Ohne
zweiwertige Metallionen wurde keine Primerverl�ngerung
beobachtet. Bei Anwesenheit von 80 mm Mn2+ wurde 10%
verl�ngerter Primer nach 24 h bei pH 8 gefunden. Mit 80 mm
Ca2+ wurde 25% Umsatz nach 24 h detektiert. Die schnellste
Reaktion wurde mit Mg2+ beobachtet. Hier ergab sich 70%
Verl�ngerung nach 1 d und 90 % Umsatz nach 2 d (Massen-
spektrum in Abbildung 2a). Mit demselben Puffer und einer
Mischung aus GMP und CMP fanden zwei aufeinanderfol-
gende Kopierschritte mit hoher Ausbeute auf einem Haar-
nadel-Templat statt, dessen Struktur unkontrollierte weitere
Verl�ngerungen verhinderte (Abbildung 2b). Wenn Uridin-
5’-monophosphat (UMP) als das am schw�chsten bindende
Nukleotid[32] einem Primer angeboten wurde, ergab sich 75%
Einbau nach 2 d. Absenken der Temperatur auf 0 88C (Be-
dingungen, die denen eutektischer Eisphasen nahe kommen)
fîhrte zu fast quantitativem Einbau von UMP nach 5 d in
0.5m HEPES-Puffer (Abbildung 2c, letzter Eintrag in Ta-
belle 1).

Hohe Konzentrationen sind ebenfalls charakteristisch fîr
eutektische Eisphasen, und die positiven Auswirkungen von
niedrigen Temperaturen auf Kopierreaktionen sind be-
kannt.[17] Der optimierte Puffer wurde „generalisierter Kon-
densationspuffer“ genannt (0.8m EDC, 0.15m 1-Ethylimid-
azol, 0.08m MgCl2, 0.5m HEPES, pH 7.5) und bei allen wei-
teren Ans�tzen verwendet.

Massenspektren von Kopierexperimenten mit AMP als
Monomer zeigten intensive Signale von Oligoadenylaten.

Das war unerwartet, weil �hnliche Assays mit voraktivierten
Monomeren keine Oligomere gezeigt hatten.[14,15, 17] Die
Primer-Templat-Duplexe wurden daraufhin durch Hybridi-
sierung auf magnetischen Partikeln immobilisiert (Abbil-
dung 3).[15, 38] Magnetische Abtrennung gefolgt vom Waschen
der Partikel und Denaturierung ermçglichte nun einen un-
gestçrten Blick auf Kopierreaktionen, selbst wenn A als
Monomer eingesetzt wurde (Abbildung 3 a). Kinetikmessun-
gen ergaben, dass der Einbau von AMP gegenîber U mit
einer Halbwertszeit von ca. 3 d erfolgte, was weniger als eine
Grçßenordnung langsamer als bei �hnlichen Reaktionen mit
voraktiviertem AMP ist.[15, 39]

Um zu testen, ob die gefundenen Kopierbedingungen
allgemeingîltig sind, wurde Primer 7 an drei andere Template
hybridisiert, von denen jedes eine andere Templatbase anbot
(C, G oder U). Den erhaltenen Primer-Templat-Duplexen
wurde nun die Mçglichkeit gegeben, mit den komplement�-
ren Ribonukleotiden (AMP, CMP, GMP oder UMP) zu rea-

Tabelle 1: Ergebnisse der Primerverl�ngerungsversuche in Lçsung.[a]

Templat,
Primer[b]

NMP[c] Kat.[d] Puffer[e] pH T [C88] t [h] Verl�nge-
rung [%]

1, 2 G – A 6.7 20 24 <1
1, 2 G Im A 6.7 20 24 2
1, 2 G 2-MeIm A 6.7 20 24 8
1, 2 G MeAde A 7.7 20 24 12
1, 2 G 1-EtIm A 6.7 20 24 32

1, 2 G 1-EtIm A 5.5 20 24 44
1, 2 G 1-EtIm A 6.5 20 24 62
1, 2 G 1-EtIm A 7.0 20 24 63
1, 2 G 1-EtIm A 7.5 20 24 74
1, 2 G 1-EtIm A 7.9 20 24 73

1, 2 G 1-EtIm A 7.9 20 48 90

3, 2 G +C 1-EtIm A 7.5 20 140 95

4, 5 U 1-EtIm A 7.5 20 50 75
4, 5 U 1-EtIm B 7.5 0 120 92

[a] Bedingungen: siehe „General Protocol 1“ in den Hintergrundinfor-
mationen. [b] 60 mm Templat, 50 mm Primer. [c] 20 mm GMP; oder
150 mm UMP; oder 50 mm GMP und 50 mm CMP. [d] Katalysatoren:
Im, Imidazol; 2-MeIm, 2-Methylimidazol; MeAde, 1-Methyladenin; 1-
EtIm, 1-Ethylimidazol (jeweils 0.1m fír Puffer A; 0.15m 1-Ethylimidazol
fír Puffer B). [e] Puffer A = 0.2m HEPES, 0.4m NaCl, 0.16m MgCl2, 0.8m
EDC; Puffer B =0.5m HEPES, 0.08m MgCl2, 0.8m EDC.

Abbildung 3. Jedes der vier Ribonukleotide wird in Kondensationspuf-
fer, der In-situ-Aktivierung induziert, in hoher Ausbeute gegeníber
seiner komplement�ren Base eingebaut. Reaktionsgleichungen sind
neben MALDI-Massenspektren gezeigt. Das Oligodesoxynukleotid, das
den Primer-Templat-Duplex auf den Partikeln h�lt, ist kursiv darge-
stellt. Das Tetramer begrenzt das Strangwachstum auf ein Nukleotid,
was die Analyse erleichtert.[15] a) Verl�ngerung um AMP, Spektrum
nach 21 d bei 0 88C; b) Verl�ngerung um CMP, Spektrum nach 8 d bei
0 88C; c) Verl�ngerung um GMP, Spektrum nach 8 d bei 0 88C; d) Verl�n-
gerung um UMP nach 21 d bei 0 88C. Bedingungen: 0.8m EDC, 0.15m
1-Ethylimidazol, 0.5m HEPES Puffer und 0.08m MgCl2. Weitere Details
finden sich in den Hintergrundinformationen.
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gieren. In jedem Fall wurde nahezu quantitative Primerver-
l�ngerung beobachtet (Abbildungen 3b–d). Trotz der hohen
Konzentrationen, die an das erinnern, was in eutektischen
Eisphasen gefunden wird,[11] liefen die Reaktionen erstaun-
lich sauber ab. Es waren nur wenige Nebenprodukte per
MALDI-MS detektierbar. Das best�tigt zus�tzlich, dass en-
zymfreies Kopieren von RNA keiner Voraktivierung bedarf.

Zum Schluss fîhrten wir Vorversuche zur Strangbildung
unter In-situ-Aktivierungsbedingungen durch. Mittels einer
Kombination aus Ionentauscher-HPLC und MALDI-MS
suchten wir in Lçsungen von AMP, UMP oder CMP (jeweils
150 mm) nach 7 d bei 0 88C nach Oligomeren. Im Fall von GMP
wurde eine 20 mm Lçsung verwendet, um Ausf�llungen und
Aggregation zu vermeiden. Nur fîr AMP war nach 7 d
> 90% des Monomers umgesetzt. Bei CMP war nach dieser
Zeit noch � 25% des Monomers îbrig, und von UMP ver-
blieben nach 7 d noch � 40 %. Im Fall von GMP waren die
Peaks zu breit fîr eine eindeutige Zuordnung, aber es schien
als w�ren signifikante Konzentrationen sowohl der Mono-
mere als auch kurzer Oligomere vorhanden. Abbildung 4
zeigt Ergebnisse eines Ansatzes mit AMP nach 30 d bei 0 88C.

Peaks fîr Ketten mit bis zu mindestens 9 AMP-Einheiten
sind erkennbar. �ber die Bildung von gemischten Sequenzen,
die genetische Information codieren kçnnen, und jedes der
vier Nukleotide (A/C/G/U) enthalten, berichten wir in
Lit. [33]. Insgesamt best�tigen unsere Ergebnisse, dass „ge-
neralisierte Kondensationsbedingungen“ sowohl Kopierre-
aktionen als auch templatunabh�ngige De-novo-Bildung von
RNA-Str�ngen induzieren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine
Kombination aus einem Carbodiimid und einem N-alkylier-
ten Heterocyclus als Organokatalysator ein effizientes Ko-
pieren genetischer Information induziert. Die Effizienz der
Reaktion h�ngt stark von der Wahl des Katalysators ab. Eine
positiv geladene Imidazoliumspezies, von der wir erwarten,
dass sie sich mit 1-Ethylimidazol bildet, ist offenbar viel re-
aktiver als die bekannten Imidazolide. Das Kettenwachstum
ist dabei nicht auf templatgesteuerte Reaktionen beschr�nkt.
Oligomerisierung von Ribonukleotiden findet in Abwesen-
heit einer Mineraloberfl�che statt. Die Oligomerisierung ist
schnell genug, um Str�nge bereitzustellen, die als Template
oder Primer dienen kçnnten, aber langsam genug, um die
Reaktionslandschaft nicht zu dominieren, sodass sequenzse-
lektive Kopierschritte noch mçglich sind. Die schnelle Oli-
gomerisierung von AMP stellt einen interessanten Kontrast
zur langsamen Primerverl�ngerung auf A-reichen Templa-
ten[40, 41] dar. Letzteres ist der zweite Schritt der Szenarios
einer Strangbildung mit anschließendem Kopieren. Deshalb
deutet dieser Befund auf einen kinetischen Ausgleich hin.
Ausgehend von unseren Ergebnissen kann ein einfacheres
Bild der Entstehung von RNA-Str�ngen formuliert werden.
Auch experimentell kçnnen nun einfachere Versuchsanord-
nungen eingesetzt werden. Schließlich lohnt es sich zu er-
w�hnen, dass eine Reihe von anderen Prozessen, die zu
wichtigen Biomolekîlen fîhren, unter denselben „generali-
sierten Kondensationsbedingungen“ stattfinden, wie wir in
Lit. [33] berichten.

Experimentelles
Kondensationspuffer: Das optimierte Reaktionsmedium („generali-
sierter Kondensationspuffer“) ist eine w�ssrige Lçsung aus HEPES
(0.5m), MgCl2 (0.08m), 1-Ethylimidazol (0.15m) und der entspre-
chenden Konzentrationen der Reaktanten, das mit NaOH-Lçsung
auf pH 7.5 eingestellt wurde. Diese Lçsung (65 mL) wurde frisch zu
EDC-Hydrochlorid (10 mg, 52 mmol) gegeben, um eine Anfangs-
konzentration von ca. 0.8m EDC zu erhalten.

Primerverl�ngerung: Zu einer Suspension der mit dem Immobi-
lisierungsstrang beladenen Partikel (5 mL, 5 mgmL¢1) in HEPES-
Puffer (500 mm mit 80 mm MgCl2, pH 7.5) wurden Lçsungen des
Templats (0.6 mL, 100 mm, 60 pmol) und des Primers (0.5 mL, 100 mm,
50 pmol) gegeben und bei 0 88C fîr 15 min stehen gelassen. Der
�berstand wurde abgenommen und 5 mL frisch hergestellter Kon-
densationspuffer mit entweder AMP (150 mm), GMP (20 mm), CMP
(150 mm) oder UMP (150 mm) bei pH 7.5 zugegeben. Das Gemisch
wurde in ein Gef�ß, das 5 nmol des tetrameren Hilfsstrangs enthielt,
gegeben, 5 s kr�ftig durchmischt und bei 0 88C inkubiert. Nach jeweils
5 d wurde der �berstand abgenommen und durch frische Lçsung
ersetzt. Die Reaktion wurde per MALDI-MS verfolgt.[15]Abbildung 4. Oligomerisierung von AMP in Kondensationspuffer bei

0 88C nach 30 d. a) Reaktionsgleichung. b) Ionentauscher-HPL-Chroma-
togramm bei ldet =260 nm. c) �berlagerung von MALDI-TOF-Massen-
spektren der HPLC-Fraktionen, die Peaks von Oligonukleotiden mit 2–
9 Nukleotiden zeigen.
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