Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultat fur Chemie und Pharmazie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Untersuchung und Aufklarung von Reaktionsnetzwerken
im Zusammenhang mit dem Ursprung des Lebens
und Implementierung der Hadamard-Transformation-Kapillarzonen-

elektrophorese auf kommerziellen Instrumenten

Sebastian Pallmann
aus

Rostock, Deutschland

2018






Erklarung

Diese Dissertation wurde im Sinne von § 7 der Promotionsordnung vom 28. November

2011 von Herrn Prof. Dr. Oliver Trapp betreut.

Eidesstattliche Versicherung

Diese Dissertation wurde eigenstandig und ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

Waldbronn, ....04.12.2018

Sebastian Pallmann

Dissertation eingereicht am 26.10.2018
1. Gutachter: Prof. Dr. Oliver Trapp
2. Gutachter: Prof. Dr. Thomas Carell

Mundliche Prifung am 04.12.2018






,Gedanken ohne Inhalt sind leer,

Anschauungen ohne Begriffe sind blind.“

Emanuel Kant






Zusammenfassung

In der wissenschaftlichen Forschung wird mit der Frage nach dem Ursprung des Le-
bens ein interdisziplinares Arbeitsgebiet beschrieben, welches im Zusammenschluss von Phy-
sik, Astronomie, Chemie, Biologie und Geologie die Entstehung unbelebter, molekularer Bau-
steine fir das Leben und die Mechanismen ihres Wechselspiels hin zur Bildung belebter Struk-
turen untersucht. Dies umfasst unter anderem die Synthese kleiner, organischer Molekule und
die Entwicklung chemischer Reaktionsnetzwerke, aber auch die Entwicklung neuer Analytik-
methoden zur Identifizierung und Charakterisierung komplexer prabiotischer und biologischer
Proben. In der hier vorliegenden Dissertationsschrift wurden zum einen Reaktionsnetzwerke
zur Erzeugung von reaktiven Phosphorspezies und zur Darstellung von Monosacchariden vor
dem Hintergrund von meteoritischen Einschlagen untersucht und zum anderen eine Methode
zur Verbesserung der Sensitivitdt in der Analyse von ionischen Biomolekilen in wassrigen

Matrizes mittels Hadamard-Transform-Kapillarelektrophorese etabliert.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden im Zusammenhang mit der Aufklarung von Reakti-
onsnetzwerken drei Projekte bearbeitet. (1) Stereodynamische Biphenyl-Liganden stellen ide-
ale Modellsysteme fir die Untersuchung von selbstamplifizierenden, autokatalytischen Syste-
men dar, deren Wirkmechanismen zum Verstandnis fur die Entwicklung der Homochiralitat
beitragen. Im ersten Projekt wird daher die Charakterisierung einer neuen Klasse von im Rlck-
grat modifizierbaren Newcastle University-BIPHEP(O)s vorgestellt, die mit Bindungsstellen zur
Erkennung und Wechselwirkung von Substrat/Produkt-Molekiilen versehen sind. Fir die syn-
thetisierten Liganden konnten Untersuchungen zur Bildung von diastereomeren Addukten so-
wie on-column Deracemisierung durchgefihrt und mittels enantioselektiver dynamischer
HPLC Rotationsbarrieren bestimmt werden. Die gefundenen Eigenschaften haben einen Bei-
trag zur Entwicklung spezifischer, stereodynamischer Liganden nach Design zum Einsatz in
selbstamplifizierenden Autokatalysen geleistet. (2) In einem zweiten Projekt wurde das mete-
oritische Material Schreibersit, FesP, dessen Verfligbarkeit durch Einschlage von astronomi-
schen Himmelskoérpern und Reaktivitat in wassrigen Umgebungen als plausibel betrachtet
wird, hinsichtlich der erzeugbaren Phosphoroxo-Spezies, deren Phosphorylierungsfahigkeit
und Reaktivitat gegenliber kleinen, biologisch relevanten Molekilen getestet. Dazu wurde eine
kapillarelektrophoretische Methode zur unverfalschten Bestimmung der in LOsung vorliegen-
den Phosphoroxo-Spezies etabliert und die Bildung von Phosphit, Diphosphit und Phosphat
Uber die Zeit fur verschiedene Reaktionsbedingungen verfolgt. Wenngleich keine signifikante
Phosphorylierungsfahigkeit des korrodierenden Materials festgestellt werden konnte, wurde

die katalytische Bildung von Monosacchariden bei Anwesenheit von Formaldehyd,



Zusammenfassung

Glykolaldehyd und/oder Glyceraldehyd beobachtet. Diese unter dem Namen der Formose-
Reaktion bekannte Darstellung von Zuckern wurde durch die Basifizierung des wassrigen Mi-
lieus und die Freisetzung von Eisen-lonen durch das Schreibersit katalysiert. Diese Erkennt-
nisse implizieren einen moglichen gemeinsamen Ursprung von Zuckern und Phosphaten in
einem Kometenteich-Szenario. (3) Ausgehend von der beobachteten Zuckersynthese durch
Schreibersit wurde im dritten Projekt die Realisierbarkeit von Formose-artigen Aldolreaktionen
unter nicht-wassrigen und mechanochemischen Bedingungen untersucht. Dabei wurde gefun-
den, dass Glykolaldehyd und/oder Glyceraldehyd unter Anwesenheit von Ca(OH). ein kom-
plexes Monosaccharid-Netzwerk aufbauen, in welchem C4 und C6-Zucker angereichert wer-
den. Diese Erkenntnisse zeigen, dass die Bildung von Monosacchariden als Bausteine und/
oder Energiequelle fir frihes Leben nicht nur auf wassrige Milieus begrenzt ist, sondern auch

durch mechanische Krafteinwirkung wie lithospharische Aktivitat beschleunigt werden kénnen.

Im zweiten Teil der Dissertation wird die Entwicklung einer auf Hardware-Modifikatio-
nen verzichtende Methode zur Implementierung eines Multiplexing-Ansatzes basierend auf
Hadamard-Transformation in der Kapillarzonenelektrophorese dargestellt. Dabei werden die
auftretenden Herausforderungen einer Umsetzung mittels Vial-Austausches und Stromunter-
brechungen zur Ubersetzung der pseudo-zufalligen bindren Modulationssequenzen beschrie-
ben und Ldsungsstrategien diskutiert. Dazu werden simulative und experimentelle Studien
prasentiert, die zeigen, dass wesentliche Einschrankungen aufgrund von Instabilitadten des
elektroosmotischen Flusses durch Wahl kurzer Modulationszeiten, Detektoreinstellungen und
Unterteilung langer Sequenzen in mehrere Kurze kleinerer Ordnung, die sequentiell gemessen
werden, geldst werden kdnnen. So wurden Sequenzen mit bis zu 255 Elementen/Injektionen
fur ein Nukleotid-Standard-Mix realisiert, die Signalverbesserungen in der Groflenordnung
zwischen 6.9 und 5.2 erzielt haben. Die Anwendbarkeit dieser neuen Methode, die auf kom-
merziell erhaltlichen Systemen mittels zusatzlicher Software umsetzbar ist, wurde ferner an
einem Muttermilchersatzpraparat gezeigt. Der etablierte Ansatz zur Unterteilung langer Se-
quenzen in kurze wurde daruber hinaus auf die Flissigkeitschromatographie Uibertragen und
hat dort die Realisierung von 12-bit Sequenzen mit Signal-zu-Rausch-Verstarkungen von bis
zu einem Faktor von 30 ermoglicht. Signalverbesserungen in der HPLC und CE leisten einen
wesentlichen Beitrag zur Identifizierung und Charakterisierung von komplexen Reaktionsge-

mischen.



Abstract

In scientific research, the origin(s) of life question is an interdisciplinary field studying
the formation of inanimate, molecular building blocks of life and their mechanisms of interac-
tions leading to the creation of living structures. This includes, for instance, the synthesis of
small, organic molecules and the emergence of chemical reaction networks, but also the de-
velopment of new analytical methods for the identification and characterization of complex
prebiotic and biologic samples. In the here presented thesis, reaction networks for the for-
mation of reactive phosphorus oxo species and monosaccharides were investigated, and a
method for improving the sensitivity of the analysis of ionic biomolecules in aqueous matrices

by means of Hadamard-transform capillary zone electrophoresis was established.

Regarding the elucidation of reaction networks, three projects are discussed in the first
half of the thesis. (1) Stereodynamic biphenyl ligands are ideal model systems for the study of
self-amplifying, autocatalytic systems with their mechanisms providing understanding for the
manifestation of homochirality. In the first project, the characterization of a new class of New-
castle University-BIPHEP(O)s is presented that are modifiable in the back with sites for recog-
nition of and interaction with substrate/product molecules. For the synthesized ligands, inves-
tigations regarding the formation of diastereomeric adducts as well as on-column deracemiza-
tion were conducted, and the rotational barriers were determined employing enantioselective
dynamic HPLC. The characteristics found contribute to the development of specific stereo-
dynamic ligands by design in self-amplifying autocatalysis. (2) In a second project, the mete-
oritic material Schreibersite, FesP, whose availability by impacts of celestial bodies and reac-
tivity in aqueous media is considered plausible, was studied with regard to released phospho-
rous oxo species, their ability towards phosphorylation and their general reactivity towards
small, biologically relevant molecules. In order to do so, a method based on capillary electro-
phoresis for unbiased identification of phosphorus oxo anions was established, and the emer-
gence of phosphite, diphosphite and phosphate was monitored over time for different reaction
conditions. Though no significant phosphorylation of the corroding material was detectable,
the catalytic formation of monosaccharides in the presence of formaldehyde, glycolaldehyde
and/or glyceraldehyde was observed. This synthesis of sugars known as the formose reaction
was catalyzed by the basified aqueous environment and released iron ions. The results imply
a possible mutual origin of sugars and phosphates in a comet pond scenario. (3) In a third
project, based on the observed sugar synthesis by schreibersite catalysis, the feasibility of
formose-like aldol reactions was studied under nonaqueous and mechanochemical conditions.
It was found that in the presence of Ca(OH); glycolaldehyde and/or glyceraldehyde give rise

to a complex network of monosaccharides in which C4 and C6 sugars accumulate. The results
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visualize that the formation of monosaccharides as building blocks and/or energy source for
early life is not limited to aqueous conditions but is also accelerated by mechanochemical force

as through lithospheric activity.

In the second part of the thesis, the development of a method for implementing multi-
plexing into capillary zone electrophoresis based on Hadamard-transform and without the need
of hardware modifications is presented. Challenges when performing vial exchanges and volt-
age suspensions for translation of pseudo random binary sequences have been identified, and
solutions are discussed. In addition, simulative and experimental studies are highlighted de-
scribing crucial limitations due to electroosmotic flow instabilities. Those confinements can be
resolved by (i) choosing short modulation times, (ii) setting detector configurations and
(iii) subdividing longer sequences in shorter ones of low order that are run successively. This
way, sequences of 255 elements/injections for a nucleotide mix were realized allowing for a
signal enhancement of a factor between 6.9 and 5.2. The applicability of this new method—
suitable on commercial equipment by use of a software—was, further, shown for a breastmilk
substitute powder. The approach of subdividing sequences was, moreover, transferred onto
HPLC equipment and allowed the realization of 12-bit sequences with an increase of the sig-
nal-to-noise ratio by nearly a factor of 30. Sensitivity enhancements in HPLC and CE contribute

significantly towards the identification and characterization of complex reaction mixtures.
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1. Abkiurzungsverzeichnis

1.1. AbklUrzungen

Abkiirzung Deutsche Bedeutung

BGE Hintergrundpuffer

BTEX Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylol-lsomere
C2,C3,C4, ... Monosaccharide der Kettenlange 2, 3, 4, ...

CE Kapillarelektrophorese

CZE Kapillarzonenelektrophorese

DNA/RNA (Desoxy)ribonukleinsaure

ee Enantiomerenuberschuss

EOF Elektroosmotischer Fluss

G (Gnr) Signalverstarkung (durch Hadamard-Transformation)

GC Gaschromatographie

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HT Hadamard-Transformation

IC-ESI-MS lonenchromatographie mit Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
IR Infrarot

LIF Laser-induzierte Fluoreszenz

LUCA Letzter universeller gemeinsamer Vorfahre

MISER Multiple Injektionen in einem singularen, experimentellen Lauf
MS Massenspektrometrie

NMR Kernspinresonanz

NU-BIPHEP Newcastle University 2,2'-Bis(diphenylphosphino)biphenyl
PRBS Pseudo-zufallige binare Sequenz

RT Raumtemperatur

SNR Signal-zu-Rausch-Verhaltnis

uv Ultraviolett

VIS

Sichtbares Licht




Abkiirzungsverzeichnis

1.2. Formelzeichen und Einheiten

Formelzeichen
Deutsche Entsprechung
und Einheiten

AG3og  [kJ/mol] Freie Standard Gibbs-Energie
a.u. Willkdrliche Einheiten

AU Absorptionseinheiten

¢ [mol] Konzentration

At Modulationsintervall

H Hadamard-Matrix

| Einheitsmatrix

Ordnung des Polynoms und typische Kenngrofe

m fur die Lange einer PRBS

n Ordnung der Matrix
Anzahl an Elementen

N Magnitude des Rauschens

oH Gegenzahl des dekadischen Logarithmus der
Wasserstoffionen-Aktivitat

pPKa/pKp Saure/Basekonstante

c Standardabweichung
Simplex Matrix

S Signalintensitat

X Einzelinformation

Uberlagertes Multiplexing-Signal




2. Einleitung

Vor dem historischen Hintergrund der Veréffentlichung von Charles Darwins revolutio-
narer Entwicklungstheorie in dem Buch On the Origin of Species’ 1859' formulierte sich in der
Folge einer sich wegbereitenden Loslésung von gesellschaftlichen und religidsen Doktrinen
die Fragestellung nach dem evolutionaren Ausganspunkt der Organismen, dem Ursprung des
Lebens. Charles Darwin selbst mutmalite in einem Brief an J. D. Hooker dabei so: ,But if [...]
we could conceive in some warm little pond with all sorts of ammonia and phosphoric salts,
- light, heat, electricity [...] that a protein compound was chemically formed, ready to undergo
still more complex changes, [...] such matter would be instantly devoured [...] which would not
have been the case before living creatures were formed.”? Der Anfang dieser sogenannten
.warmer, kleiner Teich“-Theorie, in der Darwin den Ursprung des Lebens in einem stickstoff-
und phosphorreichen Gewasser unter Einfluss von Licht, Temperatur und elektrischer Entla-
dung skizziert, war Wegbereiter fur zahlreiche, folgende Beitrage, von denen beispielhaft hier
auf die Pionierarbeiten von Oparin,*® Haldane,®’ Miller®® und Urey'®'! sowie Wa&chtershau-

ser'>'6 und Orgel'"2" verwiesen sein soll.

Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat sich die Fragestellung nach der Entwicklung des
Lebens zu einem interdisziplinaren Forschungsgebiet etabliert, welches eine Vielzahl an The-
orien und Modellen hervorgebracht hat, die in ihrer Vielfalt so unterschiedlich und zahlireich
sind wie die molekularen Bestandteile, aus denen das Leben zusammengesetzt ist. Zu disku-
tierten Szenarien fur den Ursprung/die Urspriinge des Lebens zahlen neben dem warmen,
kleinen Teich? hydrothermale Schlote,?*?5 vulkanische Umgebungen,??" austrocknende La-

gunen,?° die Ursuppe,®'? eutektische Lésungen®3*

und mit Wasser gefiillte Kometenkra-
ter.®®3" Die Verschiedenheit dieser Theorien hat ihre Ursache in der Ungewissheit tber vor-
herrschende Reaktionsbedingungen, unter denen das Leben auf der Erde entstanden sein
konnte.*¥4! Parameter wie Temperatur, Druck, Lésemittel, pH-Wert, umgebende oberflachen-
aktive Materialien, Konzentration an Ausgangsstoffen und Strahlungsintensitat sind tber eine
groRe Spannweite denkbar und unter Berlcksichtigung von Tages-Nacht- sowie Jahres-
zeitenzyklen, Gezeiten und Wetter- sowie Klimaveranderungen nicht als konstant anzuneh-
men. Insbesondere diese Unbestandigkeit der Reaktionsbedingungen ist in diesem Zusam-
menhang wohlimdglich bestimmende Voraussetzung fur die Entstehung des Lebens, da durch
sie chemische Reaktionsnetzwerke stetig aus ihrem Gleichgewicht getrieben und so neue Re-

aktionswege eroffnet werden, die zu einer wachsenden Komplexitat beitragen.

i Vollstandiger Titel der Veroffentlichung: On the Origin of Species by Means of Natural Selection, or the
Preservation of Favoured Races in the Struggle for Life.
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Einleitung

Begrindet in der Mehrdimensionalitat der Fragestellung umfasst die Forschung nach

dem Ursprung des Lebens eine Vielzahl an Fachbereichen, die im Wesentlichen Astrophysik

und Geochemie, analytische und organische Chemie, Biochemie sowie synthetischen Biologie

und Evolutionsbiologie beinhaltet. Zu den zentralen Fragstellungen zahlen:

Bildung von organischem Material im Weltall, insbesondere in Gas- und Staubnebeln so-
wie auf und in astronomischen Himmelskérpern

Entstehung von kleinen, organischen Molekllen durch atmo-, hydro- und lithospharische
Prozesse auf der Erde

Bildung und Funktionsweise von Reaktionsnetzwerken unter verschiedenen und wech-
selnden Umweltbedingungen

Identifizierung von Biokatalysatoren

Untersuchung von selektiven und robusten Reaktionswegen hin zu biologisch relevanten
Molekulen wie Coenzymen, Nukleotiden, Chromophoren, Amphiphilen, Zuckern, Amino-
sauren und Phosphaten

Synthese von funktionalen Biopolymeren wie RNA, DNA, Proteinen und Polysacchariden
Aufklarung von Wirkungsprinzipien wie Amplifizierung, Autokatalyse, Symmetriebruch
und Selbstassemblierung

Entstehung von zelldhnlichen Strukturen und sich selbsterhaltenden Netzwerken, z.B. Li-
pid-Doppelmembranen, Metabolismen, enzymatischer Evolution, Signallibertragungsket-
ten und genetischer Information

Ubergang von chemischer zu Darwin‘scher Evolution

Manifestierung der ersten Protozellen

Entwicklung neuer analytischer Methoden zur Bestimmung, Auflésung und Charakterisie-

rung von molekularen Reaktionsnetzwerken.

Diese Dissertation soll einen Beitrag leisten in der Identifizierung und der Aufklarung

von Reaktionsnetzwerken im Hinblick auf die abiotische Synthese von Zuckern und phosphor-

haltigen organischen Molekulen. In diesem Kontext steht daneben die Verbesserung der Sen-

sitivitat in der Analyse von ionischen Biomolekulen in wassrigen Matrizes durch die Etablierung

der Hadamard-Transform-Kapillarzonenelektrophorese im Fokus.



3. Kenntnisstand

Im Folgenden sollen relevante Hintergrundinformationen fir die in dieser Dissertation
bearbeiteten Fragestellungen vorgestellt werden. Dazu wird in einem ersten Teil der Stand der
Forschung in Bezug auf den Ursprung des Lebens zusammengefasst, wobei im Speziellen
der Fokus auf der abiotische Synthese von Kohlenhydratmonomeren, der geochemischen Ver-
fugbarkeit von reaktiven Phosphorspezies sowie auf Prinzipien zur Chiralitdtsamplifizierung
liegt. In einem zweiten Teil werden Grundlagen und Anwendungen zum auf Hadamard-Trans-
formation basierten Multiplexing eingefihrt, mit welchem Sensitivitatssteigerungen in Spektro-
skopie und Trenntechniken wie Flissigkeitschromatographie und Kapillarelektrophorese er-

reicht werden konnen.

3.1. Der Ursprung des Lebens

Unter der Wortgruppe ,Ursprung des Lebens” — oder gegebenenfalls besser ,Ur-
springe des Lebens® — wird im wissenschaftlichen Umfeld ein interdisziplinares Forschungs-
gebiet verstanden, welches sich mit den astronomischen, chemischen, biophysikalischen und
geologischen Voraussetzungen flr die Entstehung von Leben im Sonnensystem und auf
Exoplaneten sowie dessen Entwicklung auf verschiedensten chemischen Stufen befasst.
Trotz des schon hundertjahrigen Alters dieser Forschungsrichtung bestehen flir fundamentale
Begrifflichkeiten wie ,Leben® und ,plausible prabiotische Bedingungen® keine einheitlichen De-
finitionen oder allgemein gliltige Anschauungen.*?#” Wahrend in der Biologie Leben durch spe-
zifische Eigenschaften wie (a) Stoff- und Energiewechsel, (b) Bewegung, (c) Reizbarkeit und
Selbstregulation, (d) Wachstum und Individualentwicklung, (e) Fortpflanzung und Vermehrung
sowie (f) Evolution charakterisiert wird,*®4° wird im astrochemischen Zusammenhang Leben
zu einem ,sich selbsterhaltenden System mit der Fahigkeit zur Darwin’schen Evolution* abs-
trahiert.*® Der Unterschied beider Begriffsbestimmungen lasst sich am Beispiel von Viren il-
lustrieren.®®*" Viren sind mit Nukleinsauren gefiillte Proteinkapseln, die keinen eigenen Meta-
bolismus (a) und selbststandiges Wachstum (d) zeigen und daher aus biologischer Sicht nicht
als Leben klassifiziert werden. Sie fallen aber unter die astrochemische Definition, da sie sich
systemisch erhalten und genetisch weiterentwickeln kénnen. Diese Unterscheidung wird mit-
unter als spitzfindig empfunden, veranschaulicht aber im Besonderen, dass die Entstehung
des (biologischen) Lebens als das Ergebnis einer sequentiellen Entwicklung von Eigenschaf-
ten verstanden werden kann; mit Viren als Analogon einer vermeintlichen Zwischenstufe hin
zu zelluldrem Leben. Da Eigenschaften durch Molekule unterschiedlichster Komplexitat und

deren Interaktion miteinander vermittelt werden, impliziert dies eine vor-Darwin’sche Evolution
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von molekularen Strukturen und Verbindungen. In diesem Zusammenhang wurde daher der

Begriff ,chemische Evolution“ gepragt.

3.1.1. Chemische Evolution

Basierend auf der Darwin’schen Evolutionstheorie’ liegen der Entwicklung von Lebe-
wesen verschiedene Wirkmechanismen zugrunde: Replikation, Mutation, Variation, Selektion
sowie Zuchtwahl und Isolation. In dem Geflige eines Selektionsdruck auf Grundlage von sich
verandernden Lebensbedingungen setzen sich solche Individuen durch, die innerhalb der Po-
pulation durch zuféllige Mutationen die beste Anpassung zeigen. Diese Adaption wird an fol-
gende Generationen vererbt und fuhrt Uber eine langere Zeitspanne unterstitzt durch territo-
riale Abgrenzung zur Ausbildung neuer Arten. Dabei nehmen Komplexitat und Hohenentwick-
lung der Organismen im Regelfall zu. Molekulare Grundlage der Evolutionstheorie ist das ge-
netische Erbmaterial, DNA und RNA, sowie die Reproduktions- und Reparaturmechanismen
der ebenselben, Proteine.%? In logischer Konsequenz stellt sich die Frage, ob auch die Entste-
hung komplexer funktionaler Polymere wie DNA/RNA und Proteine als Stufe hin zu biologi-
schem Leben vergleichbaren, aber chemischen Prinzipien unterworfen ist, die folglich unter
chemischer Evolution zusammengefasst werden konnen.%*%* Tabelle 1 soll einen funktionalen

Uberblick tiber mégliche Analogien zwischen Darwin’scher und chemischer Evolution geben.

Tabelle 1. Vergleich zwischen Darwin'scher und chemischer Evolution.

Darwin’sche Evolution Chemische Evolution
System Population an Individuen Satz an Reaktionsnetzwerken
Eigen- Nukleotid codierte Proteine Geschwindigkeitskonstanten und thermody-
schaften namische Potentiale
Replikation Zellteilung Ausbreitung/Verschmelzung mit umliegen-

den Reaktionsnetzwerken

Mutation Zufallige Veranderungen in Eintrag und Prazipitation von Molekilen im
Nukleotidsequenz Netzwerk

Variation Individuen mit unterschiedli- Konzentration und Zusammensetzung in
chen Eigenschaften Satzen von Reaktionsnetzwerken

Selektion Anpassung und Zuchtwahl Robustheit

Selektions-

Sich andernde Umwelteinflisse
druck
Isolation Sich éandernde geologische Morphologie

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Theorien der Darwin’schen und chemi-

schen Evolution besteht vor allem darin, dass letztere noch nicht in allgemein anerkannter
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Form beschrieben und bestatigt wurde. Derzeit handelt es sich bei dem Begriff der chemischen
Evolution eher um ein gedankliches Experiment, mit dessen Hilfe gerichtete Entwicklung in-
nerhalb eines Reaktionsnetzwerkes verbildlicht werden soll. Die wesentliche Idee besteht da-
rin, dass auch fir komplexe Reaktionen innerhalb eines geochemischen Reaktionsgefalies
Prinzipien wie Mutation durch beispielsweise Synthese oder Prazipitation und Anpassung
durch Anderung von Reaktionswegen (Kinetik und Thermodynamik) gliltig sein kdnnen. Se-
lektion wird in diesem Zusammenhang vornehmlich mit physikochemischen Eigenschaften wie
Hydrolyse- und Photolyse-Empfindlichkeit sowie Loslichkeit- und Adsorptionsfahigkeit verbun-
den. Solche Betrachtungen wurden aber bisher noch nicht in detaillierter Weise auf potentielle
Reaktionsnetzwerke Ubertragen. Theoretische Uberlegungen wurden unter anderem fiir die

Bildung und Selektion von hypothetischen Oligomeren beschrieben.>?

Ein verallgemeinerter, potentieller Ablauf von Ereignissen auf dem Weg zur Entstehung
des ersten Lebens auf der Erde, dem sogenannten letzten, universellen, gemeinsamen Vor-

fahren ,LUCA* (last universal common ancestor),*® ist in Abbildung 1 wiedergegeben.

Astro- Geo- Analytische Organische ' A Syntk
physik chemie Chemie Chemie Biochengl {
Organik freie kleine Molekiile Reaktions- (Organo-) Sfunktionale »
Erde Meteorite netzwerke Katalysatoren Polymere
Pyrolyse atmo-, hydro- komplexe Coenzyme; DNA; Kompartimente; Ribosome;
organischen und litosphérische Reaktionen; Nukleotide; RNA; Metabolismus; ATPase;

Materials Chemie; unstete Redoxmolekiile; Proteine; enzymatische Zellmembran;
organisches Ma- Bedingungen; Chromophore; Lipide; Evolution; Zellwand;
terial von astro- Temperatur/Druck/ Metallionen/cluster; Polysaccharid Signaliibertra- Zytoplasma;
nomischen Him- Strahlung; Amphiphile; gungswege Zytoskelett;

melskorpern aus dem Gleich- Oberflichen;
gewicht
g H iralitit Selfassemblierung

Chemische Evolution Dv_

Abbildung 1. Eine mdgliche Abfolge von Ereignissen auf dem Weg zum letzten, universellen,
gemeinsamen Vorfahren ,LUCA®. Zusatzlich sind die beteiligten wissenschaftlichen Diszipli-
nen und charakteristische Molekile angegeben. Abbildung Ubersetzt aus S. Pallmann,
J. Steflova, M. Haas, S. Lamour, A. HenR, O. Trapp, New J. Phys. 2018, 20, 055003.
https://doi.org/10.1088/1367-2630/aabb99.¢ Copyright durch die Creative Commons Attribu-

tion License 3.0.

Dabei wird davon ausgegangen, dass bei der Entstehung der Erde alle vorhandenen
organischen Molekile pyrolysiert worden sind.5”-%¢ Erst in der Folge mit Abkihlung der Erd-
oberflache und dem Ausgasen der Erdkruste sind durch atmo-, hydro- und lithospharische

Prozesse einfache Molekile gebildet worden, die als Grundlage fir die Entstehung von
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Reaktionsnetzwerken dienen konnten. Zusatzlich wird angenommen, dass insbesondere wah-
rend des GroBen Bombardements, einer Zeitepoche in der frihen Phase der Erde, in welcher
durch die Verschiebung der Planetenbahnen Einschlage von Asteroiden und Meteoriten sig-
nifikant erhéht war,®® der Eintrag von organischem Material durch astronomische Himmelskor-
per einen wesentlichen Anteil an dem prabiotischen Inventar ausgemacht hat. Schatzungen
zum Beitrag von Meteoritenmaterial sind Model-abhéngig. Eine GréRenordnung von 10?2 kg
ist eine aktuelle und anerkannte Lehrmeinung.®® Der Nachweis organischen Materials auf sol-
chen Himmelskorpern ist durch Untersuchungen von Meteoriten®'¢° und durch die Analyse
des Kometen 67P/Tschurjumow-Gerassimenko®®” belegt. Dabei konnten einfache Verbin-
dungen wie beispielhaft Cyanwasserstoff, Methylamin, Acetonitril, Acetaldehyd, Formamid
und Glykolaldehyd nachgewiesen werden wie auch komplexere Verbindungen so zum Beispiel
Aminosauren und Kohlenwasserstoffe. Fur unter anderem diese Molekule wird angenommen,
dass sie Reaktionsnetzwerke formen, in denen sich durch evolutionare Mechanismen und un-
ter sich andernden Umweltbedingungen komplexere Molekule bilden konnen, welche Re-
dox-, Foto- und/oder Katalyseeigenschaften sowie Amphiphilie aufweisen. In solchen sich
wandelnden und schlieRlich selbsterhaltenden Netzwerken werden letztlich funktionale Mono-
mere und Polymere gebildet, die durch Selbstassemblierung und einsetzende Darwin’sche
Evolution die ersten Protozellen generieren.’”:%¢ Entlang dieses Weges stellen sich allerdings
noch unzahlige, offene Fragen. Eine wesentliche befasst sich mit den ,plausiblen Reaktions-

bedingungen®, unter denen experimentelle Versuche nachgestellt werden sollten.

Zu dieser Fragestellung ist in Abbildung 2 schematisch die Erdgeschichte zusammen
mit Meilensteinen in der Entwicklung des Lebens sowie Eiszeiten, Urkontinenten und charak-
teristischen Konzentrationen an Sauerstoff, Eisen und Schwefel dargestellt.7° Die friihsten
nachweislich und wissenschaftlich anerkannten Fossilien von Leben auf der Erde sind soge-
nannte Stromatolithen,”""? unter welchen Sedimentgesteine verstanden werden, die durch Ab-
lagerungen von Stoffwechselprodukten von Mikroorganismen entstehen. Diese Stromatolithen
konnten auf ein Alter von 3,5 Milliarden Jahren geschétzt werden”":’?2 und platzieren LUCA
damit in das geologische Zeitalter des Eoarchaikums zwischen 4.0 und 3.5 Milliarden Jahren.
Dies bedeutet, dass das Leben bereits nach einer Milliarden Jahre nach Formierung der Sonne
und der Erde entstanden ist. Eine sequentielle Bildung immer komplexerer Molekdle bis hin zu
funktionellen Polymeren, wie sie in Abbildung 1 gezeigt ist, fallt somit in die friihste Phase der
Erde, dem Hadaikum, Uber welches hinsichtlich geochemischer Reaktionsbedingungen nur
wenig bekannt ist.384%73 So lassen sich die Umweltbedingungen lediglich innerhalb groRer In-
tervalle extrapolieren. Temperaturen zwischen Minusgraden und 200 °C sind denkbar.*' Die-
ses Spannungsfeld hat seine Ursache in dem Wechselspiel einer CO, reichen Atmosphare
und einer noch jungen, leistungsschwachen Sonne (young sun paradox). Mit Abnahme des
Kohlenstoffdioxids in der Atmosphare durch Bindung des Gases in Gesteinen und sich
8



Kenntnisstand

bildenden Ozeanen nahm aller Wahrscheinlichkeit nach auch der Atmospharendruck global
von etwa 200 bar allmahlich auf 1 bar ab.%® Regional kann dies allerdings durch vulkanische
Aktivitat abweichen. Unterschiede ergeben sich zudem auch fir mdgliche Reaktionsorte, die
durch das mineralogische Inventar verschiedener Szenarien gepragt wird.”* Variabilitat wird
des Weiteren durch eine inkonsistente Strahlungsdichte (sich andernde Atmospharenzusam-
mensetzung, Tages- und Nachtzyklen) bedingt. Letztlich stellt sich die Frage, ob nicht die un-
wirklichen Bedingungen des Hadaikum mit seinen sich stetig andernden Umwelteinflissen es-
sentiell fur die Entstehung des Lebens gewesen sind, da durch sie stetig Triebkraft in moleku-
laren Reaktionsnetzwerken vorhanden war, welche die Systeme aus ihrem chemischen
Gleichgewicht gelenkt hat. Die fehlende Gewissheit Uber die tatsachlichen Reaktionsbedin-
gungen machen die Verwendung der Phrase ,plausible prabiotische Bedingungen® anschau-

ungslos. Sie erklart dartiber hinaus die Vielzahl an postulierten Szenarien fur die Entstehung

des Lebens.
LUCA
Geburt der Sonne GroRRes Bombardement GroRe Sauerstoffkatastrophe  Fossilien von Eukaryoten = Kambrische Explosion
Bildung der Ozeane Stromatolithe Fossilien von Cyanobakterien Metazoen

19 [pe, (atm)]

Atmosphére Ur/ Kenor- Columbia Rodinia
Ozean Vaalbara land

— — — — -
: g s
FEr — - - - - — — <~ N o
= [=)
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Abbildung 2. Erdgeschichte von der Entstehung der Sonne bis in die Neuzeit. Vermerkt sind
zudem Meilensteine auf dem Weg zum modernen Leben, Eiszeiten und Urkontinente. Die Ab-
bildung enthalt auflerdem Angaben zur ungefahren Konzentration von Sauerstoff in der Atmo-
sphare und von Schwefel sowie Eisen in den Ozeanen. Die Abbildung ist inspiriert von
MaxPlanckForschung 3/15, S. 70-77% und enthalt Daten von M. A. Saito, D. M. Sigman,
F. M. M. Morel, Inorg. Chim. Acta 2003, 356, 308-318% und R. D. Nance, J. B. Murphy,
M. Santosh, Gondwana Research 2014, 25, 4-29.7°
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3.1.2. Phosphorylierungen

Innerhalb der Forschung zum Ursprung des Lebens nimmt die Fragstellung nach dem
Einbau von Phosphor beziehungsweise Phosphat einen eigenen Schwerpunkt ein. Dies be-
grundet sich in der Herausforderung, Phosphor geochemisch verfugbar, gegebenenfalls 16s-

lich und reaktiv zu machen.

Fir das Leben auf der Erde stellt Phosphor einen essentiellen Bestandteil dar, der in
unterschiedlicher Weise und Konnektivitat in molekularen Strukturen vorkommt und diverse
Eigenschaften Ubernimmt. Eine Zusammenstellung der Phosphorverbindungen und deren

Funktionen in Zellen ist in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2. Uberblick tiber phosphorhaltigen Verbindungen in zelluldrem Leben auf der Erde.

Ver- Verbi
erbin- .
kniip- Beispiele Eigenschaften/
dungsklasse Funktion
fung
0O-P-O Freies Phos- PO.% Membranpotential,
phat Signalstoff, Puffer
Glucose-6-phosphat
0]
O-P- :
Monoester HO/i\O Metabolismus
o-C H (Glykolyse)
HO ©
H
HO S (0]
DNA/RNA
NH,
N
ST
N N/)
o NH,
c-0P- © PN
o.C Diester </ | N Genetik
- Ly /)
0=P-0
o) o)
0=P-0_
& 0
Phospholipide

0] 0] |
N~

P N
PR /\/ K rt tie-
%O%o d)HO £ ompartimentie
S
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Acetylphosphat
P-O- Gemischtes O O Metabolismus
- . B (Propionsaurega-
C(=0)  Anhydrid HO/&O)K g
1,3-Bisphosphoglycerat
g ) (Ii Metabolismus
P P (Glykolyse und
HO” O y 0”4 PH Calvin-Zyklus)
Phosphoenolbrenztraubenséure Metabolismus
P-O- . ) (Glykolyse, Glu-
o= Vinylester B OH coneogenese,
(=C) HO-
OH Hatch-Slack-Zyk-
lus)
Phosphokreatin
P-N- Phosphono- O NH Energiequelle
C(=N)-N carbami- HO—IB\N)J\N OH (ATP Regenerie-
midoy! HE N |/\g rung)
Adenosintriphosphat
NH,
N
STy
P-O-P Anhydrid o o o N N/) Energie
Ho-B-0-P-0-P-0— 4
OH OH OH
H H
2-Aminoethylphosphonat
0]
P-C Phosphonat HO_B Metabolismus

H_d _\_NHQ

Allen in Tabelle 2 gezeigten Strukturen ist gemein, dass Phosphor als Phosphat und
Phosphonat auch bei bivalenter Konnektivitdt — wenn auBerhalb sehr saurer Bedingungen
(pKa = 2,16; 7,21; 12,67 bzw. 1,30; 7,09)” — ionisch vorliegt. Durch die eingefiihrte(n), nega-
tive(n) Ladung(en) vermittelt Phosphat/Phosphonat nicht nur Léslichkeit in wassrigem Milieu,
sondern schitzt auch vor Hydrolyse und begrenzt die Diffusionsfahigkeit aus einem Membran
umhiillten Raum.”® Trotz dieser essentiellen Eigenschaften fiir zum Beispiel die Stabilitat und
Lokalisierung von DNA und RNA in einer Zelle, ist bisher nicht geklart, wie Phosphor innerhalb
eines geochemischen Settings mobilisiert und zur Reaktion gebracht werden kann. Im Folgen-

den sollen beide Aspekte ausgefihrt werden.

Ursachlich fur die geringe Bioverfligbarkeit von Phosphor ist die geringe Ldslichkeit der
stabilsten Oxidationsstufe des Elementes. Wahrend es keine volatile Phase von Phosphor un-

ter den physikalischen Bedingungen der Erde gibt, tritt seine solide Phase vornehmlich in der
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Oxidationsstufe 5 auf, die bei Anwesenheit zweiwertiger Kationen Ldslichkeiten in der Gréen-
ordnung von 102 bis 10 mol/L zeigen.”” Die geringe Loslichkeit bleibt dabei in einem pH-
Bereich zwischen pH 3 und 14 im Wesentlichen erhalten.”® Zusatzlich zu dieser geringen Ver-
fugbarkeit von geldstem Phosphat kommt die Lithophilie des Elements, aufgrund dessen 95 %
des Gesamtmaterials im Kern wahrend der Entstehung der Erde konzentriert wurde. Die Erd-
kruste selbst enthalt nur 650 ppm Phosphor.”®7® Neben einer Reihe verschiedenster Phos-
phatminerale zéhlen zum mineralogischen Inventar der frihzeitlichen Erde auch Phosphide,
die aufgrund ihrer geringen Oxidationsstufe andere physikochemische Eigenschaften zeigen
als die Phosphate. Auf einen wesentlichen Vertreter, den Schreibersit, soll im spateren Verlauf
dieser Arbeit naher eingegangen werden. Phosphide werden durch Meteoriteneinschlage auf
die Erde eingetragen oder konnen alternativ durch Reduktion von Phosphatmineralien bei un-
ter 300 °C in hydrothermalen Schloten oder bei 500 - 1500 °C in kohlehaltigen Gesteinen
gebildet werden.”®®" Aktuelle Schatzungen gehen davon aus, dass der wesentliche Anteil
durch astronomische Himmelskorper in einer Grékenordnung von 10" und 10'"° kg Phosphor
eingetragen wurde.”® Eine umfassende Liste Gber die Phosphor enthaltenden Minerale auf der

Erde zur Zeit des Hadaikums ist in Tabelle 3 zusammengestellit.

Tabelle 3. Mineralogisches Phosphor Inventar zur Zeit des Hadaikums auf der Erde.”*7®

Klassifizierung Mineral Formel
Nickelphosphid NisP

Phosphid Perryit (Ni,Fe)s(Si,P)s
Schreibersit (Fe,Ni,Cr)sP
Beusit (Mn" Fe",Ca,Mg)3(PO4)2
Bobbierit Mgs(PO4)2-8H20
Childrenit FeAIPO4(OH)2'H20
Chlorapatit Cas(PO4)sCl
Farringtonit Mgs(PQOa4)2
Fluorapatit Cas(PO.)sF
Galileiit NaFe'(PQO.)s

Phosphat Graftonit (Fe",Mn",Ca)3(POa)s
Hydroxylapatit Cas(P0.)s0H

Johnsomervilleit

NaioCasMg1sFe'"(POa4)ss

Luneburgit Mg3B2(PO4)2(OH)e-8H20
Merrillit CagNaMg(PO4)r
Monazit-(Ce) CePOy4

Newberyit MgHPO4-3H,0
Sarcopsid Fe'l3(PO4),
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Stanfieldit CasMgs(POa4)s

Struvit NHsMgPO4-6H.0
Triplit (Mn'Fe',)PO4(F,OH)
Vivianit Fe'3(PO4)2

Wagnerit Mg2PO4F

Wavellit Al3(PO4)2(OH)3-5H20
Whitlockit CagMg(PO4)s(PO30H)
Xenotim (Y,Yb)(POy4)

Die geringe Reaktivitat von Phosphaten gegenuber organischen Komponenten wurde
bereits 1989 im Zusammenhang mit der Forschung am Ursprung des Lebens durch Orgel mit
dem ,Phosphat-Problem” beschrieben.®2 Da es sich bei der Reaktion von Phosphat mit einem
organischen Molekul mit Hydroxylfunktionalitdt um eine Kondensationsreaktion handelt, sind
solche Reaktionen im wassrigen Milieu thermodynamisch ungunstig. Hinzu kommen die nur
sehr geringen Konzentrationen an freiem Phosphat bedingt durch die bereits herausgestellte
begrenzte Ldslichkeit bei Anwesenheit von zweiwertigen Kationen. Um Phosphorylierungsre-

aktionen zu realisieren,® sind daher folgende Strategien notwendig:

- Mobilisierung von Phosphaten durch Chelatliganden fiir Di-Kationen?6:84

- Phosphat-Solubilisierung durch Mineraltransformationen®® unter anderem mit Bo-
ratens®

- Elektrophile Aktivierung durch Kondensierungsreagenzien wie Cyanoacetylen,®’
Cyanogen,'”# Cyanamid'"#° und Cyanat'” durch Bildung von reaktiven Zwischen-
stufen®

- Bildung von Polyphosphaten®'®? durch Kondensierungsreagenzien,®** Hitze?’
oder Reaktion mit Harnstoff®”-%

- Amin-Katalyse®:1%

- Korrosion von Phosphiden wie Schreibersit.”®81.101-107

Eine zusammenfassende Darstellung dieser Ansatze ist in Abbildung 3 gezeigt. Bei-
spielhaft seien im Folgenden einige Reaktionen aufgeflihrt. Die Phosphorylierung von 0.16 M
Uridin-Lésung mit Hilfe der Kondensierungsreagenz Cyanoformamid liefert bei pH 8 und einer
1 M Phosphatlésung zwischen 1 und 4 % Uridin-5'-phosphat.’”#” Losungsmittelfreies Erhitzen
von Orthophosphat erzeugt Pyrophosphat und Triphosphat in 5 bis 50 % beziehungsweise
1 bis 30 % Ausbeute bei 160 °C und 2 Stunden Reaktionszeit.'® Natriumtriphosphat und Ade-
nosin bilden im Basischen unter Rickfluss ein Gemisch an Adenosin-2'/3‘/5-Phopshat mit
1 % Ausbeute.'® Trimetaphosphat bildet unter basischen Bedingungen mit Adenosin ein Ge-

misch aus Adenosin-2'/3‘-phosphat in 31 % Ausbeute.'”® Die Reaktion von Trimetaphosphat
13
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mit Ammoniak generiert Diamidophosphat, welches mit Glykolaldehyd und Glyceraldehyd Or-

ganophosphate mit Gber 90 % Ausbeute bildet."°

00
(NH,),CO, Nukleosid _ 070
> O-Ps O,F{\—O
NCO",60 °C © ©
CaHPO,2H,0 — cTMP
Brushit Ca Nukleotid
=CN Mg?*
Basalt (0) i
Cas(POs)s0H  ——== PO + PO/ 4+ POy <L (FeNDP
Apatit vulkap/_s€he ) Schreibersit
pati Aktivitat ortho pyro tripoly
(NH,),CO
NH4HCO, H202
H,0 .
MgSO, P(lll) Verbindungen <——
o)
Mg2+/NH4+ RO Base
MgNH : Nukleosid
9NH4PO46H,0 % Nukleotid T
Struvit | 0. .0
3- 1N
BOs2+ (NH5),CO, NH4*, 85 °C -0 o
Mg3B(PO4)x(OH), 8H,0 o Mg™ | .
93B2(PO4)2(OH), 8H; | Nukieosid R = H or POSZ

Lineburgit

Abbildung 3. Uberblick liber publizierte Strategien zur prabiotischen Bildung von Orthophos-
phaten und aktivierten Phosphorverbindungen. Schwarze Pfeile sind Produktionswege flr
(kondensierte) Phosphate; griine Pfeile symbolisieren Phosphatumwandlungen; rote Pfeile
stehen flr Phosphat-Mobilisierungen und blaue Pfeile kodieren flir Harnstoff vermittelte Phos-
phorylierungen. Abbildung Ubersetzt nach C. Fernandez-Garcia, A. J. Coggins, M. W. Powner,
Life 2017, 7, 31.""" Copyright durch die Creative Commons Attribution License 4.0.

Alternativ kdnnen reaktive Phosphoroxo-Spezies auch durch die Korrosion des Mete-
oriten-Minerals Schreibersit erzeugt haben.”®%41% Dabei kommt es durch Einwirkung einer
wassrigen Umgebung zur Oxidation des Materials auf Basis eines radikalischen Mechanismu-
ses.' Die sich bildenden Phosphoroxo-Radikale und -Anionen zeigen dabei eine erhohte Re-
aktivitat gegentiber organischen Molekilen. So wurde bereits gefunden, dass Schreibersit so-
wohl Glycerol als auch Nukleoside mit Ausbeuten von 2,5 und 5,7 % phosphorylieren
kann.'%3"12 Jber die sich in der Lésung anreichernden Phosphoroxo-Anionen herrscht in der
Literatur ein widerspruchliches Bild. Wahrend in einigen Publikationen neben Phosphit und
Phosphat auch Hypophosphat und Pyrophosphat nachgewiesen werden konnten, lieRen sich
diese Befunde in anderen Verdffentlichungen unter Zuhilfenahme anderer Analysenmethoden
nicht bestatigen. Wesentliche Unterschiede treten vor allem zwischen NMR- und IC-ESI-MS-
Untersuchungen auf.'041%6.107.113 Einen Uberblick tber die gebildeten Phosphoroxo-Anionen
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einer Schreibersit-Korrosion und die bestimmten experimentellen Konzentrationen unter-

schiedlicher Publikationen sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4. Ubersicht iber die Korrosionsprodukte des Schreibersits und experimentell be-
stimmte Konzentrationen aus unterschiedlichen Veréffentlichungen. Tabelle Ubersetzt nach
S. Pallmann, J. Steflova, M. Haas, S. Lamour, A. HenR, O. Trapp, New J. Phys. 2018, 20,
055003. https://doi.org/10.1088/1367-2630/aabb99. Copyright durch die Creative Commons
Attribution License 3.0.

o [§) o [8) 0O O [6) ) ) 0 6} 0 ¢} o
Fe,P 20, oG w7 u\o H” u\0/ H\H 0”': h— u\o o H\o I u\o/ H\o o~ H\0/ H\0/ : o O/%#\O/H\O

H 0 ° 0 ° 0 0 ° o ° o 0

Hypo- Diphos- Hypo- Pyro- Triphos- Trimeta-

Name p;:ivpit Phosphit phlijt p;z}ivphat Phosphat piosphat ph:t phosphat
Formel [H:0oP]  [HOsPT  [HOsPJ  [OP2]*  [OsP]* [O/P2]%  [OwPs]™  [OoPs]™
Oxida-
conssahl +1 +I1T +IIT +IV +V +V +V +V
Ladung/P 1 1 1 2 3 2 1.6 1
A (uM) - 700 - 280 1100 150 - -
B (M) - 100 - 18 130 23 - -
C (%) 0 59 - 2 31 1 - -
D (%) 61 26 - - 5 - - -
E (%) 87 11 - - - - - -
F (uM) - 1100 - 360 430 450 - -
G Ja Ja Nein Nein Ja Nein Nein Nein

A: 1 g FesP, 25 mL DI Wasser, Luft, 1 d; 293 K; Quantifizierung mittels NMR nach Zugabe von NaOH. 1%

B: 1 g FesP, 25 mL DI Wasser, Argon, 1 d; 293 K; Quantifizierung mittels NMR nach Zugabe von NaOH.!%®

C: 0.5 g FesP, 25 mL 0.1 M H2SOs; 7 d, 298 K; Quantifizierung mittels NMR nach Zugabe von NazS.!'13

D: 0.5 g FesP, 10 mL H20; UV; 3 h, 77 K; Quantifizierung mittels NMR nach Zugabe von Na,S.!!3

E: 19.1 g Meteorit, 20 mL EtOH : H20 1 : 1 v/v; UV, 15 h, 77 K; Quantifizierung mittels NMR nach Zugabe von Na,S.!!3
F: 1 g, 25 mL DI Wasser, Luft, 1 d; 293 K; Quantifizierung mittels NMR nach Zugabe von NaOH.'%

G: 0.5 g FesP, N2, 1 Woche; 293 K and 343 K; Evaluierung mittels [C-ESI-MS.1%7

3.1.3. Monosaccharidsynthese

Wie Phosphor-haltige Verbindungen nehmen auch Monosaccharide einen zentralen
Stellenwert in biologischen Systemen auf der Erde ein. Sie sind essentielle Komponenten zel-
luldaren Lebens in Form von (Desoxy)ribose in DNA, RNA und Kofaktoren, Energietragern in
Stoffwechselwegen, Struktur erhaltenden Gerusten in Zellwanden und -membranen und Sig-

nalvermittlern in modifizierten Proteinen und Lipiden.

Ein prabiotischer Weg hin zur Bildung von Kohlenhydraten wurde bereits 1861 durch
Alexander Butlerow entdeckt,'™ der durch Einwirkung von Base auf eine Lésung von Formal-
dehyd eine zuckerartige Masse erhielt. Die spater durch Breslow''® auf molekularem Level
interpretierte Reaktion wurde Formose-Reaktion genannt, eine Wortzusammensetzung aus
Formaldehyd und Aldose, die auf die wesentliche Natur dieser Umsetzung hindeutet. Bei der
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Formosereaktion handelt es sich um die Oligomerisierung von Formaldehyd in wassriger L6-
sung unter Anwesenheit eines basischen Katalysators, typischer Weise Ca(OH),. Sie resultiert
in der Bildung eines komplexen Gemisches aus langkettigen und verzweigten Kohlenhydraten,
Polyolen sowie Polyhydroxycarbonsauren.''®"” Trotz bereits umfangreicher Studien und Un-

tersuchungen zum Mechanismus der Reaktion ist dieser bis heute im Detail nicht aufgeklart.

Die Formosereaktion untergliedert sich in drei Phasen: (1) Induktionsphase, (Il) Zucker-

aufbau und (Ill) Zuckerdegradation. Ein typischer Verlauf ist Abbildung 4 wiedergegeben.
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Abbildung 4. Typischer kinetischer Verlauf fir den Verbrauch von Formaldehyd in einer For-
mosereaktion. Zugrunde liegende Reaktionsbedingungen sind: co(CH2.0) = 0.140 M,
c(Ca(OH)2) = 0.027 M, co(Ribose) = 0.002 M, 38 °C, Argon-Atmosphare. Ubersetzt nach
l. V. Delidovich, A. N. Simonov, O. P. Taran, V. N. Parmon, ChemSusChem 2014, 7, 1833-
1846.""° Wiedergegeben mit Erlaubnis des Verlages. Copyright 2014 WILEY-VCH Verlag

GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Induktionsphase: Wahrend der Induktionsphase ist der Verbrauch von Formaldehyd im
Wesentlichen auf die Cannizzaro Reaktion zurlickzufiihren.'"® Dabei wird durch Komplexie-
rung von zwei Einheiten Formaldehyd durch Ca(OH), der Hydrid-Transfer zwischen den bei-
den Einheiten ermdglicht, der zur Bildung von Methanol und Ameisensaure fiihrt."'® Der Anteil
dieser Disproportionierungsreaktion ist dabei direkt abhangig vom pKy, Wert der verwendeten
Base.'?® Der ungewl(inschte Anteil an Reaktionsprodukten ist durch Einsatz von kleinen Alko-
holen, Ethylenglykol und ahnlichen, zur Sattigung der Ligandensphare um die Base befahigten
Ethern moglich.'®' Die klassische Formose-Reaktion geht erst in die Phase Il Giber, wenn durch
geglickte Umpolungsreaktion des Formaldehyds erste Glykolaldehyd-Molektle gebildet wer-
den. Dies kann zum Beispiel durch UV-Bestrahlung'??'?6 und/oder thermische Aktivierung von
Glyoxylsaure mittels Bildung von Hydroxymethylen'?” realisiert werden. Andernfalls bedarf die
erfolgreiche Formosereaktion einen Initiator mit der Fahigkeit zur Endiolisierung, der flr das
Formaldehyd einen nukleophilen Partner darstellt.'?'2° Dafiir kommen die Produkte der For-

mosereaktion wie Glykolaldehyd, Glyceraldehyd und auch héhere Zucker in Frage. Die
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Beobachtung, dass der Zusatz von Produkten die Formosereaktion in ihrer Induktionsperiode
beschleunigt, hat dazu geflihrt, dass dieser Reaktion gemeinhin eine autokatalytische Natur
zugeschrieben wird."*° Die Formosereaktion kann mit einem Zusatz von mindestens 3 ppm

endiolisierendem Zucker effektiv initiilert werden.?°

Zuckeraufbau: Nachdem die Formosereaktion die Induktionsphase durchlaufen hat
und durch konsekutive Aldol- und Retroaldolreaktion ausreichend einfache Zucker als Reakti-
onspartner fur das elektrophile Formaldehyd zur Verfiigung stehen, werden in stetig wachsen-
der Zahl Kohlenhydrate aufgebaut und Formaldehyd verbraucht. Es bilden sich C3, C4, C6,
C7 und C8 Zucker. Bei 30 % verbrauchtem Formaldehyd enthalt die Produktmischung in etwa
30 % C2, C3 und C4 Zucker, 30 % Zucker mit mehr als 4 Kohlenstoffatomen in der Kette und
30 % Ameisensaure und Methanol.®' Dabei treten wiederholt Lobry-de-Bruyn-Alberda-van-
Ekenstein-lsomerisierungen'? und Hydrid-Shifts ein, '3 die zur Komplexitat des sich bildenden
Reaktionsgemisches beitragen. Basierend auf Deuterium-Experimenten konnte gezeigt wer-
den, dass letztere einen bedeutend héheren Anteil an Isomerisierungen leisten.®3** Eine um-

fangliche Darstellung der ablaufenden Prozesse ist in Abbildung 5 gezeigt.

o aeonlseesesssiiesssssssiessssssesisassooe HOH,C OH

: oH  Formaldehyd
C23 i _c_ o L oy HCHO O

~

) [
. ' HH H
HCHO : Glycolaldehyd -

W

C4

<IICIIO

—> Enolisation OH : "—bH OH o Y on
C8 - Arlli(: l/rseezi(klg nam HH H2<|: OH HO (|:H2 HH Hztl: oH O HH HO éHg H
— pRetr(;ald(;l \c/ \C/ \c/ OH g \C/ (lJl OH \C/ \c/ \
= gebrochene Bindung Ho” e e e M Ho” N Se”
— Fenton Reaktion HO/\H (lj‘ H/\H HO/\H HO/\CH2 H/\H Ho/\CHQHO/\CH2
& b b

Abbildung 5. Reaktionsnetzwerk der klassischen Formosereaktion. Ubersetzt nach H. J. Kim,
A. Ricardo, H. I. lllangkoon, M. J. Kim, M. A. Carrigan, F. Frye, S. A. Benner, J. Am. Chem.
Soc. 2011, 133, 9457-9468."3* Wiedergegeben mit Erlaubnis des Verlages. Copyright 2018

American Chemical Society.
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Zuckerdegradation: Bei etwa 5 % verbleibenden Formaldehyd in der Reaktion tritt die
letzte Phase der Formosereaktion ein, die sich optisch durch eine Gelbfarbung bemerkbar
macht.”**'3" An diesem ,yellow point‘ setzen noch nicht aufgeklarte Reaktionswege ein, die
zu Produkten wie Sauren (Milchsaure, 2,3-Dihydroxy-2-methylpropansaure, Essigsaure, Gly-
cerinsaure) und Polyolen fihren.'®-14° F{ir erstere werden vor allem B-Eliminierungen und fiir
letztere Kreuz-Cannizzaro-Reaktionen in Betracht gezogen. Mit fortschreitender Reaktion in-
tensiviert sich die Verfarbung des Gemisches weiter, bis ein brauner, unidslicher Teer entsteht,
Uber dessen Zusammensetzung nur wenig bekannt ist. Die Bildung von polymeren Strukturen

wird vermutet. 4!

Die Formosereaktion kann durch eine betrachtliche Anzahl an verschiedenen Substan-
zen katalysiert werden, darunter anorganische wie organische Katalysatoren.''” Eine Auswahl

ist in Tabelle 5 gegeben.

Tabelle 5. Exemplarische Ubersicht (iber anorganische und organische Katalysatoren in der

Formosereaktion.

Katalysator Beispiele
Al(OH);'2
A|203142
BaCl, + NaOH™3

Anorganisch CaCOy'#
CaO142
Fe(OH)s'*2
MgSO0,'42
Aminoethanol®
Collidine™*
Glycin'46
Imidazol'46
Pyridin'46

Thiazolium Abkémmlinge'’

Organisch

Von besonderem Interesse sind Reaktionsbedingungen, unter denen eine gewtlinschte
Selektivitat und Stabilitdt der gebildeten Kohlenhydrate in stark basischem Milieu erzielt wer-
den kann, speziell in Bezug auf die Monosaccharide Ribose und Glucose. Dies konnte im Fall
von zwei mineralischen Zusatzen bereits gezeigt werden. So sind zum einen Silikate in der
Lage, mit Monosacchariden ab einer Kettenlange von 4 Kohlenstoffatomen stabile Komplexe

der Stdchiometrie 2:1 Zucker:Silikat zu bilden, in denen die anomere Hydroxylgruppe
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niedrigsten pKs-Wertes mit einer ihr benachbarten Hydroxylgruppe in cis-Konfiguration bin-
det.™8149 Dabei haben Rechnungen zeigen kénnen, dass im Fall der Ribose die héchste ther-
modynamische Stabilitdt des Komplexes erreicht wird.'>® Zum anderen konnte fiir den Einsatz
von Boraten eine Selektivitat fliir Pentosen gefunden werden, die sich durch die Stabilisierung
von Monosacchariden mit geminalen Hydroxylgruppen erklaren asst.8¢34151 Wahrend die Ad-
dition von Formaldehyd an Glykolaldehyd nicht beeinflusst wird und Glyceraldehyd bildet, ver-
hindert die Koordination von Borat an Glyceraldehyd den Angriff des Formaldehyds, da die
Enolisierung und damit Nukleophilie der Aldose unterdrtickt wird. In der Folge kann es nur als
Elektrophil dienen und mit enolisiertem Glykolaldehyd reagieren. So entstehen vornehmlich
Pentosen.®:134151 |n beiden Fallen, mit Zusatz von Silikaten und Boraten, bedingen die gebil-
deten Komplexe eine erhdhte Stabilitat der Formoseproduktmischungen und inhibieren signi-
fikant die Zuckerdegradation.®6.134.148.149.151 Ein Setup mit derart mineralischen Beisatzen wird
daher als prabiotisch méglich angesehen. Fir die Formosereaktion konnte aber bisher nach
bestem Wissen des Autors kein System beschrieben werden, in welchem die Produktbildung

mit einem Enantiomereniberschuss erfolgt.

3.1.4. Homochiralitét

Ein weiterer wesentlicher Aspekt innerhalb der Forschung nach dem Ursprung des Le-
bens besteht in der Frage nach der Ursache fiir die Homochiralitat in zellularem Leben.'? So
kommen fast ausnahmslos Kohlenhydrate in D- und Aminosauren in L-Konfiguration vor.
Diese chirale Uniformitat ist in allen Organismen in gleicher Weise konserviert. Einen bemer-
kenswerten Unterschied lasst sich nur fur die Domane der Archaea herausstellen, die in ihren
Lipiden der Doppelmembranen im Gegensatz zu Bakterien und Eukaryonten nicht D-, sondern
L-Glycerol-1-phosphat einbauen.®® Dabei geht die aktuelle Lehrmeinung davon aus, dass die
Verwendung von homochiralen Molekulklassen durch ein enantioselektives Angebot erzwun-
gen wurde.'®*'%5 Anhaltspunkte fiir diese Annahme liefern astronomische Himmelskorper, in

denen teilweise Enantiomereniiberschiisse sowohl fiir Aminosduren®*1% als auch fir Zucker-

Tabelle 6. Enantiomereniberschisse fur ausgewahlte Beispiele in meteoritischen Gesteinen.

Verbindung ee % Meteorite

Alanin581%9 L: 33 (umstritten) ~ Murchison

Isovalin®5160.161 L: 25-19.6 Murchison, Murray, Orgueil

Isoleucin®® L: 4-50 Murchison, Murray, GRA 95229, LAP 02342
Alloisoleucin'® D: 2-60 Murchison, Murray, GRA 95229, LAP 02342
2-Methylvalin'®  L: 1.0 Murchison, Murray

Milchsaure6%162 L:3.0-12.3 Murchison, GRA 95229, LAP 02342
Threonsaure'®? D: 33-55 Murchison, Murray, GRA 95229, LAP 02342
Ribonsaure'®3 D: 57 Murchison
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sauren' detektiert werden konnten. Eine exemplarische Ubersicht liefert Tabelle 6.

Als Mechanismus hinter der Enantioselektion in meteoritischen Gesteinen werden vor
allem photolytische Prozesse gesehen,'*'%7 da abiotische Syntheserouten fiir Aminos&auren
gemeinhin in racemischen Produkten miinden. Als wahrscheinliche Reaktionstypen werden
die Streckersynthese'®'"" und reduktive Aminierungen®®'72173 angenommen. Nach Bildung
der Produkte, so die Hypothese, werden die racemischen Molekiile durch Wechselwirkungen
mit elektromagnetischer Strahlung hinsichtlich ihrer Enantiomere diskriminiert. Dies kann
durch zirkular polarisiertes Licht,'84167.1774 Spin-polarisierte Elektronen'”>'"7 oder unpolarisier-
tes Licht in gerichteten Magnetfeldern erfolgen.'8®" Letzteres wird als magnetochiraler Dich-
roismus bezeichnet. Fur diesen Effekt sind jedoch sehr starke Magnetfelder nétig. So lassen
sich mit 1 T Magnetfeld lediglich 10° % ee generieren.'®17° Der in einem typischen Experiment
beobachtete Enantiomereniberschuss, der mit Hilfe von ultraviolettem, zirkular polarisiertem
Licht erhalten wurde, liegt dem entgegen bei 2.5 % und kann damit ebenfalls nicht umfassend
die beobachtete Enantiodiskriminierung auf astronomischen Himmelskorpern erklaren. Auf3er-
dem sei darauf hingewiesen, dass im publizierten Fall von erreichten 2.5 % Enantiomeren-

Uberschuss gleichzeitig 75 % des urspriinglichen Ausgangsmaterials degradiert wurde.'8?

Es wird daher angenommen, dass nach anfanglicher Erzeugung eines chiralen Un-
gleichgewichtes weitere Mechanismen zum Tragen gekommen sind, die diesen geringen
Uberschuss amplifiziert haben.'5*'% In diesem Zusammenhang sollen zwei Méglichkeiten dis-

kutiert werden: Amplifizierung durch (1) Phasenubergange und (2) Autokatalyse.

Phaseniibergédnge: Unter Phasenlubergange werden Gleichgewichtsreaktionen ver-
standen, bei denen die entsprechenden Komponenten in mindestens zwei unterschiedlichen
Phasen vorkommen; fest/flissig, flussig/flussig, fest/gasférmig oder flissig/gasférmig. Ein an-
schauliches und relevantes Beispiel sind Aminosauren in fest/flissig Systemen.%+164.183 \Wenn
Aminosauren kristallisieren, lassen sich zwei unterschiedliche Phasenverhalten beobachten.
So kdénnen sich Razemate bilden — Kristalle, die stdchiometrisch aus 1:1 D:L-Enantiomeren
aufgebaut sind — oder Konglomerate — Kristalle, die enantiomerenrein und parallel vorliegen.
In welcher Form eine betreffende Substanz kristallisiert, ist eine stoffspezifische Eigenschaft
bei gegebener Temperatur und Druck. Im Fall der 19 proteinogene Aminosauren kristallisieren
2 als Konglomerate, 17 als Razemate.'®*'83 F{ir das sich einstellende Gleichgewicht zwischen
fester und geldster Phase gilt dabei, dass flir Konglomerate der Enantiomereniberschuss in
Lésung gleich null und fir Razemate ungleich null ist. Ursachlich dafiir sind die unterschiedli-
chen Léslichkeitseigenschaften der enantiomerenreinen Verbindung und des Razemats. Wird
so beispielsweise eine gesattigte Lésung einer als Razemat kristallisierenden Aminosaure her-

gestellt, indem ein Enantiomer in einem definierten Uberschuss eingesetzt wird, bildet sich ein
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Gleichgewicht von razemischen und enantiomerenreinen Kristallen mit den Enantiomeren in
der Lésung aus, dass zu Ab- bzw. Anreicherung eines bestimmten Enantiomers flihrt. Aus-
schlaggebend fir die Zusammensetzung der Lésung sind die Ldslichkeitsprodukte der betei-
ligten Gleichgewichte. Dieses Verhalten kann zur pseudo, nicht linearen Amplifikation in der
Organokatalyse eingesetzt werden.'5*'8 Das Beispiel einer Prolin-katalysierten Aldolreaktion

ist in Abbildung 6 gezeigt.'®
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Abbildung 6. Prolin-katalysierte Aldolreaktion und pseudo nicht-lineare Amplifikation. (A) Re-
aktionsschema. (B) Kreise: Eingesetzte Gesamtmenge des Prolins: 0.1 M; pseudo nichtlinea-
rer Verlauf, da die Bildung razemischer Kristalle den Enantiomerentberschuss in Losung bei
etwa 50 % gleichsam puffern; Rechtecke: Gesamtkonzentration unterhalb der Léslichkeitspro-
dukte: 0.025 M. Linearer Zusammenhang zwischen Prolin-Enantiomereniberschuss und Pro-
duktenantiomerenuberschuss. (C) Enantiomereniberschuss der Losung an Prolin und Prolin-
konzentration der Losung gegen Prolinenantiomereniberschuss. (D) Produktenantiomeren-
Uberschuss relativ zum selbigen bei Einsatz der enantiomerenreinen Aminosaure gegen ge-
samtheitlichen Enantiomerenuberschuss der eingesetzten Aminosaure. In Anlehnung an und
Ubersetzt nach M. Klussmann, H. Iwamura, S. P. Mathew, D. H. Wells Jr, U. Pandya, A. Arm-
strong, D. G. Blackmond, Nature 2006, 441, 621.'® Wiedergegeben mit Erlaubnis des Verla-
ges. Copyright 2006 Nature Publishing Group.

Da sich im Gleichgewicht zwischen den Phasen der razemischen Kristalle, enantiome-
renreinen Kristalle und Losung ein anderer Enantiomerenuberschuss in Losung einstellt als
angesetzt wurde, kann bei Auftragung des Produktenantiomereniberschusses gegen den des
urspringlich eingesetzten Auxiliars der Verlauf einer nicht-linearen Kurve erhalten werden

(siehe Abbildung 6B und 6D). Dieser Verlauf entspricht dabei dem Enantiomereniberschuss
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des eigentlich in Lésung befindlichen Prolins (siehe Abbildung 6C). Daher korreliert der Pro-
duktenantiomereniberschuss linear mit dem des geldsten Prolins und folglich handelt es sich
um eine pseudo, nicht-lineare Amplifikation, auf dessen Grundlage allerdings asymmetrische
Synthesen von biologisch relevanten Molekiilen wie Zucker mdglich sind.'® Der Vollstandig-
keit halber sei an dieser Stelle auch auf die Viedma-'8'8 und Ostwald-Reifung'®-%° hinge-

wiesen.

Autokatalyse: Ein komplementarer Ansatz zu solchen physikalischen Mechanismen
der chiralen Amplifikation besteht in der asymmetrischen Autokatalyse, bei der das Produkt
einer Reaktion seine eigene Bildung mit gleicher Konfiguration katalysiert. Ein erstes mathe-
matisches Modell fir eine solche Reaktion wurde von Frank bereits 1953 eingefiihrt.'®"192 Soai
konnte den experimentellen Beweis einer solchen Reaktion 1990 liefern, %% die schematisch

in Abbildung 7 wiedergegeben ist.
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Abbildung 7. Schema zur autokatalytischen Soai-Reaktion mit musterhafter Konfiguration.

Bei der Soai-Reaktion handelt sich um die autokatalytische Alkylierung von Pyrimidyl-
Aldehyden zu Alkoholen durch Dialkylzink-Verbindungen.'® Soai konnte dabei nachweisen,
dass selbst geringe Ungleichgewichte in dem anfanglichen Auxillar/Produktenantiomereniber-
schuss ausreichen, um Uber mehrere Katalysezyklen sehr hohe Produktenantiomereniber-
schusse zu erzeugen. Als Quelle fur Ungleichgewichte verwendete er unter anderem chirale
Minerale,'® Isotopensubstitutionen'®” und zirkular polarisiertes Licht.'®® So konnte Soai zum
Beispiel fur einen anfanglichen Enantiomerenuberschuss von 0.00005 % zeigen, dass nach
drei konsekutiven asymmetrischen Katalysezyklen eine Amplifizierung von bis zu 99.5 % Pro-
duktenantiomereniiberschuss realisierbar ist.'® Der detaillierte Mechanismus der Soai-Reak-
tion ist allerdings bis heute nicht abschlieRend geklart. Auf Grundlage von Kagans Model'®®
werden homochirale Dimere und Tetramere noch nicht bestatigter Struktur vermutet, die ge-
genuber ihren heterodimeren Komplexen eine wesentlich hdhere Reaktionsgeschwindigkeit

zeigen. An dieser Stelle sei auf die diskutierten Strukturvorschlage in der Literatur verwie-
Sen.200—203
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Ein verwandtes Beispiel einer enantioselektiven, selbst-amplifizierenden Katalyse
konnte von Trapp und Mitarbeitern etabliert werden. Sie designten einen axial chiralen Ligan-
den flr die Hydrierung mit Rhodium(l)-Komplex, der durch Wechselwirkungen von nicht-kova-
lenten Bindungsstellen im Rickgrat mit Produktmolekilen ausgerichtet werden kann und auf
diese Weise eine chirale Informationslibertragung und letztlich Amplifikation erlaubt.?’* Bei
dem synthetisierten Liganden handelt es sich um ein Phosphoramidit, der an einem flexiblen
Biphenylkern geknipft ist und im Ruckgrat mittels Amidbindung eine N-Pivaloylprolin-Einheit
als Substratbindungsstelle enthalt. Durch diese gewahlte Struktur kann der in Abbildung 8
gezeigte Katalysezyklus realisiert werden. Nach Aktivierung des Katalysators wird in einem
ersten Schritt Substrat in marginaler Enantioselektivitat zu einem Produktgemisch aus R- und
S-Enantiomeren umgesetzt. Die gebildeten Produktmolekule — hier N-(3,5-Dinitrobenzoyl)ala-
ninester — kdnnen basierend auf einer 3-Punkt-Wechselwirkung mit den nicht-kovalenten Bin-
dungsstellen des Liganden erkannt werden und Katalysator-Produkt-Addukte bilden, die zur
strukturellen Ausrichtung des Katalysator-Komplexes fuhren. Erfolgt dies selektiv fir ein
Addukt aufgrund unterschiedlicher Energien der diastereomeren Komplexe oder Reaktionsge-
schwindigkeiten, fihrt diese zur Beglinstigung der Bildung eines Produktes mit selektiver Kon-
figuration. Durch Anreicherung dieses Produktes und wiederholter Bindung an den Katalysa-
torkomplex wird so Uber mehrere Katalysatorzyklen mit stetig steigender Selektivitat ein Enan-
tiomer gebildet. Die Reaktion kann dann als enantioselektive, selbst-amplifizierende Katalyse

mit Produktbeteiligung beschrieben werden.?%*
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Abbildung 8. Schematische Darstellung einer enantioselektiven, selbst-amplifizierenden Ka-
talyse mit Produktbeteiligung basierend auf Phosphoramidit-Biphenyl-Systemen. Ubersetzt
nach G. Storch, O. Trapp, Nat Chem 2017, 9, 179-187.2** Wiedergegeben mit Erlaubnis des
Verlages. Copyright 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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Neben der erforderlichen Wechselwirkung zwischen Produkt und Katalysator ist dabei
von Bedeutung, dass zum einen die erzwungene strukturelle Anderung der Konfiguration des
Katalysators zu einer erhdhten Enantioselektivitat fihrt und zum anderen die Katalysatorakti-

vitat nicht vermindert wird.2%

Aufgrund ihrer flexiblen, axialen Chiralitéat sind Biphenyle fur die Entwicklung und das
Verstandnis der Prinzipien selbst-amplifizierender, autokatalytischer Systeme ideale Model-
systeme. In der Gruppe um Trapp wurden bereits Arbeiten zu diesen Kernstrukturen veroffent-
licht, die ihre Eigenschaften und Verwendungsmoglichkeiten charakterisieren.262'* Die zent-
rale Fragestellung in diesem Zusammenhang ist die GroRenordnung der Rotationsbarrieren
fur eine optimale und effektive Produkt-Ligand-Wechselwirkung, sodass eine gezielte und
schnelle Selbst-Amplifizierung erzielt werden kann. Fir BIPHEP und BIPHEP(O) Liganden

liegen die Rotationsbarrieren AGgg « zwischen 86 und 110 kJ mol'.2 Fiir den hier beschrie-

benen Phosphoramiditliganden konnte mittels DFT-Rechnung eine Rotationsbarriere von

AGhog « = 36.7 kJ mol! bestimmt werden.2% Experimentelle Untersuchungen der Rotations-
barrieren, sofern die Zielverbindungen unter den Analysebedingungen stabil sind, kann mittels
enantioselektiver dynamischer HPLC erfolgen. Zu diesem Zweck werden Elutionsprofile bei
unterschiedlichen Temperaturen chromatographisch vermessen und aus den zuganglichen
Peak- und Plateau-Parametern die Geschwindigkeitskonstanten und freien Gibbs-Energien

auf Grundlage der Unified und Eyring Gleichung bestimmt.2'5216

3.2. Multiplexing basierend auf Hadamard-Transformation

Wie aus den vorangegangen Kapiteln deutlich wurde, besteht eine der zentralen Fra-
gen der Forschung nach dem Ursprung des Lebens in der Aufklarung, Bestimmung und Cha-
rakterisierung von komplexen Reaktionsnetzwerken, aus denen unter anderem biologisch re-
levante Moleklle wie Aminosauren, Zuckern, Nukleinbasen, Fette, Amphiphile und weitere
hervorgegangen sein kdnnten. Um diese Aufgabe zu l6sen, bedarf es leistungsfahiger Sepa-
rationstechniken, mit deren Hilfe nicht nur die vielseitigen Mischungen hinsichtlich ihrer Zu-
sammensetzung analysiert, sondern auch zeitlich aufgelst quantifiziert werden kénnen. Ana-
lysemethoden sollten dabei méglichst nicht-invasiv sein und wenn nétig kaum Aufarbeitungs-
schritte erfordern, die in keinem Fall das Analyseergebnis beeinflussen durfen. Auflerdem wird
die Anforderung gestellt, dass mit hoher Sensitivitat alle Bestandteile der komplexen Reakti-
onsmischungen detektiert und identifiziert werden kénnen sollen. Insbesondere letzter Punkt
ist oftmals eine inhdrente Limitierung, die durch einen gewahlten oder erforderlichen Detektor

gesetzt wird.
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Im Folgenden sollen das mathematische Konzept der Hadamard-Transformation sowie
das darauf beruhende Multiplexing-Analyseverfahren vorgestellt werden, mit deren Hilfe die

Sensitivitat bestehender Systeme verbessert werden kann.

3.2.1. Multiplexing mittels Hadamard-Transformation

Unter dem Begriff des Multiplexings wird ein Datenubermittiungskonzept verstanden,
bei welchem ein oder mehrere eingehende Signale von einer oder mehreren beliebigen Quel-
len durch Modulation kombiniert beziehungsweise Uberlagert werden, sodass ein einziges,
aufsummiertes Signal am Ausgang aufgezeichnet werden kann.?'-2'° Dieses muss anschlie-
Rend mit Wissen um die hinterlegte Modulation wieder zurlick in die urspriinglichen, einge-
henden Signale umgewandelt werden. Multiplexing ist in diesem Zusammenhang ein bekann-
tes und vielfach verwendetes Prinzip in Ubertragungstechnologien.??2?* Es |asst sich aber
auch in chemisch-analytische Anwendungsbereichen nutzen. So kénnen beispielsweise Pho-
tonen- und Partikelstrdome moduliert, iberlagert und anschlielliend dekonvolutiert werden. Da-
her findet dieses Verfahren vor allem in spektroskopischen und analytischen Methoden Ver-
wendung.??2%0 Es st aber inhaltlich von sogenannten gemultiplexten (englisch multiplexed)
Experimenten zu unterscheiden, in denen das Setup oder der Detektor lediglich parallelisiert
ist, aber das eigentliche Signal keine Uberlagerung beziehungsweise Komprimierung erfahrt.
Beispiele fur solche gemultiplexten Methoden sind medizinische und bioanalytische Hoch-
durchsatzapplikationen.?'-23¢ Multiplexing-Anwendungen auf der anderen Seite finden sich in
der IR?3%2% ynd UV-VIS-Spektrometrie, 424" Massenspektrometrie,?30242-245 Gas-,246-2%0 F|{js-

sigkeit-*"2% und lonen-Mobilitaitschromatographie®*’2*® sowie Kernresonanzspektrosko-
pie 225-227

Insbesondere im spektroskopischen Bereich wird dabei fir die Modulation die Fourier-
Transformation genutzt, bei welcher die Signale in Koeffizienten kontinuierlicher, trigonometri-
scher Funktionen zerlegt werden. In solchen Fallen, bei welchen die Uberlagerung mit diskre-
ten Werten (-1 und +1) wie Masken oder Injektionsfolgen durchgefiihrt wird, findet die Hada-
mard-Transformation auf Grundlage der sogenannten Walsh-Funktionen Anwendung.?*® In
beiden genannten Fallen kann mit Hilfe des Multiplexing Setups nicht nur ein héherer Durch-
satz, sondern auch eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses erreicht werden.
Diese Vorteile wurden erstmals durch Jacquinot und Fellgett im Zusammenhang mit Interfero-
metern beschrieben. So konnte Jaquinot zeigen, dass die Flache multipliziert mit dem Raum-
winkel des Strahls — der optische Energiedurchsatz — fir ein Interferometer bei gleicher Auflo-
sung groRer ist als fiir ein Monochromator.26%-26" Fellgett auf der anderen Seite erkannte, dass

im Vergleich von dispersiven zu continuous wave Spektrometern erstere eine Verbesserung

des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses in der GréRenordnung von /N erzielen bei gleicher
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Datenaufnahmefrequenz, da die gleiche Anzahl an Spektralelemente N nicht sequentiell

durchlaufen werden muss.262-264

Die durch Multiplexing-Techniken erzeugten Signale, Spektren oder Chromatogramme
kdénnen als summierte, in einander gepackte Einzelinformationen verstanden werden, die nach
Aufzeichnung oder Detektion in eine konventionelle, singulare Darstellung zurticktransformiert
werden mussen. Im Folgenden sollen die notigen mathematischen Voraussetzungen und Al-

gorithmen fur die Hadamard-Transformation skizziert werden.

Der Zusammenhang zwischen einer Einzelinformation x und einem Uberlagerten Mul-

tiplexing-Signal X ist durch folgenden Matrix-Ausdruck gegeben:
X, = H, * x, (Gl 1)
mit H, als Hadamard-Matrix der Ordnung n.

Um das konventionelle Spektrum oder Chromatogramm x aus dem Multiplexing-Signal
X zu erhalten, muss folglich mit der inversen der Hadamard-Matrix multipliziert werden. Es gilt

dann:
x, = H'' X, (Gl. 2)

Hadamard-Matrizen, die auf den franzésischen Mathematiker Jaques Hadamard zu-
riickgehen,?® sind Matrizen einer Ordnung n mit n x n GroRe, die ausschlieRlich die Werte 1
und -1 (vergleiche Welsh-Funktion) als Koeffizienten zulassen und fir die gilt, dass alle Zeilen

und Spalten untereinander orthogonal zueinander sind. Daraus folgt:
H,HI =nl, (Gl. 3)

mit I,, als Einheitsmatrix.?'® Hadamard-Matrizen kénnen dabei derart konstruiert werden, dass
die erste Zeile und Spalte lediglich den Wert +1 enthalten. In der Folge lassen sich aufgrund
des redundanten Charakters dieser Eintragungen die Hadamard-Matrizen vereinfachen, in-
dem diese gestrichen werden. Des Weiteren kann die Hadamard-Matrix so aufgebaut werden,
dass sie zyklisch beziehungsweise links zirkulant ist. lhre Zeilen lassen sich dann ausgehend
vom Wissen um die Werte der ersten Zeile rekonstruieren. Dabei werden zur Formulierung
der nachsten Zeile die Werte der vorangegangen Zeile um eine Stelle nach links verschoben.
Es ist ferner Ublich, diese Matrizen in sogenannte Simplex-Matrizen zu Uberfuhren. Dies ge-
schieht durch Austausch der Koeffizienten: +1 durch 0 und -1 durch +1. Der Gebrauch von

Hadamard- oder Simplex-Matrizen variiert je nach Anwendung.?8219

Im Folgenden sind sowohl ein Beispiel flir eine Hadamard- als auch entsprechende
zirkulare Simplex-Matrix gezeigt. Man vergleiche die Zahleneintrage und Verwandtschaft der

beiden Matrizen.
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11 1 1 1 1 1 1
/1—1—1—1 1—111\ Pyl
1 -1 -1 1 -1 1 1 -1| PSR
Hs=|1_1 r-t 1 1- 1| =10 10 0 1 1 1] (Gl4ab)
1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 ool
1 -1 1 1 -1 -1 -1 1
0011101
1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 oo rod
1 1 -1 -1 -1 1 -1 1

Die Reihen der gezeigten Simplex-Matrix kdnnen als Sequenzabfolge des eingehen-
den Signals interpretiert werden. Sie werden als pseudo-zufallige binaren Sequenzen (PRBS
— pseudo random binary sequences) bezeichnet und kodieren die Modulation.?¢6267 Als Folge
des zyklischen Charakters der Simplex-Matrix ist es so mdglich, mit Hilfe lediglich einer
Zeile/der PRBS die Modulation der spektroskopischen oder chromatografischen Information

gesamtheitlich zu erfassen.

Um Hadamard- und Simplexmatrizen dieser Art zu erzeugen, existieren verschiedene
mathematische Strategien. Zu diesen zahlen die Methode der quadratischen Reste,?682%° der

Primzahlenzwillinge?’® und der riickgekoppelten Schieberegister.?’’

A L ) L Output
170 7070/ =0
Input T T T
B 0 1 0 0 =
0 0 1 0 =
1 0 0 1 =
1 1 0 0 =
0 1 1 0 =
1 0 1 1 =
0 1 0 1 =
1 0 1 0 =
1 1 0 1 =
1 1 1 0 =
1 1 1 1 =
0 1 1 1 =
0 0 1 1 =
0 0 0 1 =

PRBS

Abbildung 9. Funktionsweise von linear riickgekoppelten Schieberegister und ihre Verwen-

dung in der Erzeugung von pseudo-zufalligen binaren Sequenzen. (A) Linear riickgekoppeltes
Schieberegister. Quadrate sind Positionen beziehungsweise Flipflops innerhalb des Registers.
(B) Perioden des Schieberegisters bis zur maximalen Lange mit Output. (C) Barcode-Darstel-
lung des Outputs.
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Insbesondere letzteres Verfahren findet weitverbreitete Anwendung und wurde auch fir die
Konstruktion der in dieser Arbeit verwendeten PRBS genutzt. Sie sei daher im Folgenden vor-

gestellt. Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 9 gezeigt.

Unter linearen ruckgekoppelten Schieberegister werden mathematische Algorithmen
verstanden, mit deren Hilfe determinierte Zufallsfolgen mit pseudo-zufalliger Natur auf Basis
der logischen Funktion XOR durch sequentielle Verschiebung eines definierten Registers er-
zeugt werden kénnen. Bei der Funktion XOR, dargestellt durch @, handelt es sich um die

Kontravalenz, fur die im Fall von Koeffizienten der Simplex-Matrix gilt:
0P0=101=0 (Gl. 5)
0P1=100=1 (Gl. 6)

Fir die Erstellung des linearen riickgekoppelten Schieberegisters werden zusatzlich
sogenannte binare, primitive Polynome benétigt.?’2 Diese Polynome bestimmen durch die

Relation:
n=2m-1 (GL.7)

mit m(-bit) als Ordnung des Polynoms die maximale Anzahl an Elemente n, welche der Ord-
nung der Simplex-Matrix und gleichzeitig der maximalen Periodenlange des Registers ent-
spricht. Ihre Struktur gibt auRerdem den Aufbau des Schieberegister an. So determiniert die
Ordnung des Polynoms die Anzahl an Stellen im Register, genannt Flipflops, wahrend die
auftretenden polynomischen Terme die Verknlpfung der Flipflops mit den XOR-Operatoren

anzeigen. Tabelle 7 zeigt die verwendeten binaren primitiven Polynome von m = 3 bis m = 8.

Tabelle 7. Binare, primitive Polynome zu Erzeugung von linearen riickgekoppelten Schiebe-
register beziehungsweise zyklischen Simplex-Matrizen und theoretisch mégliche maximale

Signal-zu-Rausch-Verstarkung Gnr.

m-bit n = 2™-1 Elemente Binare, primitive Polynome Ghr
3 7 x3+x%+1 1.5
4 15 xt+x3+1 2.1
5 31 x> +x3+1 2.9
6 63 x6+x°+1 4.0
7 127 x”+x%+1 5.7
8 255 x8+xb+ x5+ xt+1 8.0

Als Beispiel und in Anlehnung an Abbildung 9 sei m =4 gewahlt. Gemal der beschrie-
benen Vorgehensweise enthalt in diesem Fall ein lineares Schieberegister 4 Flipflops, bei
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welchem die Stellen 4 und 3, gemaR der auftretenden polynomischen Terme (x* + x3 + 1)
mittels XOR-Operators verknlpft sind. Nun wird das Schieberegister mit den ersten Koeffi-
zienten gefullt; hier 1 0 0 0. AusschlieBlich die Werte 0 kénnen nicht verwendet werden, da
das System diesen Zustand nie verlassen koénnte. Gleichung 5 und 6 folgend, ergibt sich
0 @ 0=0. 0 ist der erste generierte Output. Jetzt wird das Register weitergeschoben und der
Output an die Stelle 1 gesetzt. Es folgt: 0 1 0 0. Auch hier ist der Output wieder 0. Dieses
Vorgehen wird so lange weiter betrieben, bis die erste Folge des Registereintrags wiederholt
werden wirde. Dies geschieht exakt nach n = 2™ — 1 Elementen. Der gesamtheitlich erzeugte
Output stellt nun die pseudo-zuféllige binare Sequenz dar, mit deren Hilfe die Simplex-Matrix
konstruiert werden kann. Die PRBS wird Ublicherweise auch als Barcode visualisiert (verglei-
che Abbildung 9C).218.219

In der chromatographischen Anwendung werden die Elemente der PRBS als Proben-
injektionen (,1%) und Blankinjektionen (,0%) Ubersetzt. In solchen Fallen kann HT basiertes Mul-
tiplexing als FlieRinjektionsanalyse gedeutet werden, bei der in einem gewahlten Intervall At,
der Modulationszeit, die PRBS durchlaufen wird. Es entsteht ein Chromatogramm mit vielfach
Uberlagerten Signalen. Durch Rekonstruktion der Simplex-Matrix und Korrelation des Detek-
torsignals gemaf Gleichung 2 kann schliel3lich auf das Chromatogramm einer einfachen In-
jektion, aber mit signifikant gesteigertem Signal-zu-Rausch-Wert zurtickgerechnet werden.
Der Gewinn an Sensitivitat l1asst sich als Mittelung der vielfach injizierten Probe verstehen. Da
die Probe aber in einem einzigen Chromatogramm uberlagert wird, ergibt sich ein Zeitgewinn

im Vergleich zu klassischen Mittelungsstrategien.?821°

Der maximal mdgliche Gewinn an Sensitivitdt Gyr lasst sich durch folgende Formel

beschreiben:

1 Vn
Gyr = ('zl—jﬁ)z o (Gl. 7)

und Iasst sich aus dem allgemeinen Zusammenhang, dass
_n_
G = = Vn, (Gl.7)

herleiten, wenn man bertcksichtig, dass beim Multiplexing nur (N+1)/2 Kanale Informationen
tragen, heilkt, Probeninjektionen sind.?”® Vergleiche Tabelle 7 Eintrag Gy flir einen Uberblick
Uber maximal erreichbare Sensitivitatssteigerungen in Abhangigkeit von m. Das Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis ist allgemein definiert als Peak-Hohe geteilt durch das Basislinienrau-

schen.?”* Abbildung 10 veranschaulicht diesen Zusammenhang.
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SNR =
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Abbildung 10. Bestimmung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses.

Die Magnitude des Basislinienrauschens kann in diesem Zusammenhang auf unter-
schiedliche Weise bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde die ubliche Definition als 65-Be-
reich der linearen Regression des Rauschens verwendet. SNR-Werte haben analytische Be-
deutung als Detektions- und Quantifikationsgrenzen. So wird als das Detektionslimit ein SNR

von 3 und als Quantifizierungslimit ein SNR von 10 definiert.?’>27¢

3.2.2. Multiplexing in Chromatographie und Kapillarelektrophorese

Wie in dem vorausgegangenen Kapitel dargestellt wurde, handelt es sich bei Multiple-
xing um ein im Experimentablauf implementiertes mathematisches Vorgehen, mit dessen Hilfe
nicht nur der Durchsatz an Proben durch sequentielle Injektion erhéht, sondern auch die Sig-
nalintensitat durch Mittelung des Basislinienrauschens verbessert werden kann. Da fir die
Dekonvolution der Uberlagerten Daten sowohl die Eigenschaften der Signale als auch ihre
zeitliche Modulation konstant bleiben missen, kann diese Technik nicht fir Gradienten-ba-
sierte Applikationen Anwendung finden. Dies betrifft in der Hauptsache Elutionsgradienten in
der Flussigchromatographie sowie Temperaturgradienten in der Gaschromatographie. Basie-
rend auf den zuvor genannten Vorteilen konnte das Multiplexing daher Einzug in der Prozess-
technik, wo hauptsachlich mit kontinuierlichen und stabilen Bedingungen gearbeitet wird, und
in der Spurenanalyse finden, wo eine zusatzliche Verbesserung der Signalintensitat in beste-
henden Instrumentenkonfigurationen erzielt werden soll. Typische Anwendungen finden sich
daher in der Qualitdtskontrolle von Produktionsstromen und Reaktionsiberwachung von

schnellen Reaktionen.

Die erste Beschreibung zur Anwendung von Multiplexing in der Chromatographie geht
auf lzawa 1967 zurick, der in einem kontinuierlichen Verfahren Gasstrome von Stickstoff und
Sauerstoff-Gemischen untersuchte.?’” Zu diesem Zweck injizierte er Proben in der Form, dass
rechteckige Signale an einem pseudo-zufalligem binaren Signal-Modulator kontrolliert wurden.
Auf diese Weise gelang es ihm, mehrere unterschiedliche Gasstrome nur mit Hilfe einer

Trennsaule zu beobachten. Die wesentliche Verbesserung dieses Ansatzes bestand dabei in
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der effektiveren Ausnutzung der Totzeit einfacher Messungen. Methoden, die in ahnlicher
Weise multiple Injektionen in einem experimentellen Lauf (MISER, multiple injections in a sin-

gle experimental run) nutzen, wurden maRgeblich durch die Arbeiten von Welch gepragt.2’®

Die ersten Arbeiten mit dem Ziel der Steigerung der Signalintensitat wurden von Smit
veroffentlicht, der allerdings die Datenrlickgewinnung nicht basierend auf Hadamard-Transfor-
mation durchfuhrte, sondern mittels Kreuzkorrelation. Mit seinem Verfahren und unter Anwen-

dung einer 6-bit Sequenz gelang es ihm, 5 uL n-Pentan in 5 L Gas nachzuweisen.?’®

In der Folge wurde die Entwicklung des Multiplexing-Ansatzes weiter vorangetrieben.
Darunter sind die Arbeiten von Annino und Kaljurand zu nennen. In einer Reihe von Publikati-
onen hat ersterer zahlreiche wegbereitende Erkenntnisse verdffentlicht; so zum Beispiel, dass
Fluktuationen in der Probenkonzentration die Dekonvolution der Daten beeintrachtigt und so
den moglichen Zugewinn an Signal-zu-Rausch-Verhaltnis minimiert. Dies wurde im Wesentli-
chen auf Retentionsinstabilitaten zurtiickgefuhrt. Auflerdem wurden die Transformationstech-
niken stetig verbessert und schneller.246:280.281 Kaljurand beispielsweise setzte einen schnellen
Hadamard-Transformationsalgorithmus ein, um pyrolysierte Polymere zu analysieren.?82-284
Smit wiederum war der erste, der ein vollstandig Computer-basiertes Multiplexing-System

etablierte.285286

Aus den Ergebnissen der ersten Anwendungen wurde schnell deutlich, dass erfolgrei-
ches und breit-anwendbares Multiplexing schnellere und prazisere Injektoren, Computer-ge-
stitzte Dekonvolutionsverfahren und Software-gestiitzte Bedienung der mdglichst unmodifi-
zierten Instrumente bedarf. Erste Arbeiten auf diesem Gebiet wurden durch Lin et al. durchge-
fuhrt. Sie entwickelten spezielle Probeninjektoren fir die Anwendung in der HT-GC- und HT-
HPLC-MS. Fur erstere entwarfen sie eine elektronisch kontrollierte Pumpe mit T-Stick und flr
letztere ein elektromagnetisches Ventil, mit deren Hilfe sie die Drogen 3,4-Methylendioxy-N-
methylamphetamin und N,N-Dimethyltryptamin untersuchten. So konnten sie mit ihren prazi-

sen Injektionen Intensitatssteigerungen von 6.8 und 10 fur 10- und 11-bit Sequenzen erzie-
|en_287-290

Ein weiterer wesentlicher Schritt gelang Trapp et al. mit der Implementierung eines
Macro-gestitzen Multiplexing-Ansatzes auf kommerziell erhaltlichen HPLC-Instrumenten. Mit
ihrer Software-Entwicklung ermdéglichen sie es im Prinzip, jedem Nutzer Hadamard- basiertes
Multiplexing auf unmodifizierten fliissigchromatographischen Geraten einzusetzen. Sie verifi-
zierten ihren Ansatz in der Trennung von sechs polyaromatischen Kohlenwasserstoffen, flr
die sie Signal-zu-Rausch-Verbesserungen zwischen 15.4 und 8.4 fiir 10-bit Sequenzen reali-

sieren konnten (vergleiche Abbildung 11A).291-2%3
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Darlber hinaus konnte Trapp eine Strategie zur Hochdurchsatz-Multiplexing-Gas-
Chromatographie etablieren, mit welcher unter kurzen Druckimpulsen von 1 bis 5 ms Proben
entsprechend einer PRBS injiziert werden kénnen. Dazu findet ein 6-faches Multiplexing-Ventil
sowie eine zweite Ebene der Codierung Anwendung. Fiir Details sei hier auf die Publikationen
verwiesen.?®42% Mit Hilfe dieser Technologie konnten 100 Proben mit 5 verschiedenen Analy-

ten variierender Konzentration in 50 Minuten analysiert werden (vergleiche Abbildung 11B).

A e Multiplexing B
Computer ‘ |
Codierung 1 |- “J\ PAH lL

iy S/N

m=== Konventionell

C  EEREER . D konventionelle GC multiplexing GC
i y N 80 X g0] Laeeertt "y
/ \
A ) ® E3
Z 60 X Z 601
/ £ 2
28 = =
_____ £ 40 240
777 BTEX 2 X 2
S I 7 7]
purenana lyse %% X 2 201
Multiplexing Dekonvolutiertes 0 ;E g oA
Gaschromatograph Chromatogram Chromatogram T T T T - ‘
0.5 1.0 1. 2.0 0.5 1.0 15 2.0
Reaktionszeit / h Reaktionszeit / h
| CO2 Gasstrom in chemischer Anlage B Methan = Ehen B Alkane ohne CH,
[ Olefine [ Propen I CO +CO,

Abbildung 11. Beispiele fir die Anwendung von Multiplexing in der Chromatographie. (A) Im-
plementierung des Software- und Macro-unterstitzten Multiplexings auf kommerziellen Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie-Systemen. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergegeben
von A. F. Siegle, O. Trapp, Anal. Chem. 2014, 86, 10828-10833.2" Copyright 2014 American
Chemical Society. (B) Hochdurchsatz-Multiplexing Gas-Chromatographie. Proben werden se-
quentiell mit Hilfe eines Druck-Impulses auf die Trennsaule injiziert. Ubersetzt und mit Erlaub-
nis wiedergegeben von O. Trapp, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2007, 46, 5609-5613.2% Copy-
right 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. (C) Kontinuierliche Echtzeit-Spu-
renanalyse mittels Multiplexing Gas-Chromatographie zur Identifizierung von Benzol, Toluol,
Ethylbenzol und Xylol-lsomeren (BTEX) in CO.-Gas. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergege-
ben von M. R. Wunsch, R. Lehnig, O. Trapp, Anal. Chem. 2017, 89, 4038-4045.2% Copyright
2017 American Chemical Society. (D) Echtzeit-Hochdurchsatz-Messungen einer schnellen
Katalysereaktion. Mittels des Multiplexing-Ansatzes wurde mit hoher Zeitauflésung die Reak-
tion von Methanol zu Olefinen beobachtet. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergegeben von
M. R. Wunsch, R. Lehnig, C. Janke, O. Trapp, Anal. Chem. 2018, 90, 9256-9263.2°" Copyright

2018 American Chemical Society.
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Weitere aktuelle Multiplexing-Anwendungen beinhalten die Echtzeit-Spurenanalyse
von Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylol-lIsomeren (BTEX) in CO,-Gasstrémen industrieller
Anlagen und die zeitaufgeltdste Katalyseuberwachung der Umsetzung von Methanol zu Ole-
finen in der BASF (vergleiche Abbildung 11C und 11D).2%6:2%7

Neben der gas- und flissigkeitschromatographischen Anwendung konnte der Multiple-
xing-Ansatz ebenso in der Kapillarelektrophorese realisiert werden. So sind verschiedene Ver-
fahren in der Kapillarzonenelektrophorese,?°82% mizellaren elektrokinetischen Chromatogra-
phie®® und Microchip-Kapillarelektrophorese?'-3%* in Kombination mit UV- 305308 | |F-303:309.310
und Amperometrie-Detektion®* bereits etabliert. Ihnen allen gemein ist jedoch, dass es fiir ihre
erfolgreiche Umsetzung zusatzlicher, spezialisierter Hardware bedarf. Dazu zahlen pneumati-
sche Autosampler,363'" mikrofabrizierte Einlassstellen oder Schalter verschiedenster Form
und Gestaltung?®8:307:308.312 gowie optische Gatter.3%%3'3 Nach bestem Wissen des Autors ist nur
eine Untersuchung publiziert, welche das Multiplexing in unmodifizierter Hardware exploriert
hat. Dazu wurde durch Seiman et al. die PRBS durch einen Vial-Austausch am Inlet mit daraus
resultierender Spannungs- und Stromunterbrechung realisiert. Allerdings konnten sie durch
eine bedingte Inhomogenitat der Injektion und Migrationszeiten keine Signalverbesserung fur
Proben mit mehr als einem Analyten erzielen.®*'* In einer weiteren Arbeit konnten sie zeigen,
dass Unterschiede in der elektrischen Leitfahigkeit von Zonen durch beispielsweise Injektion
von in Wasser verdinnten Proben zu Probenstapelung fuhrt, durch welche die Migrationsge-
schwindigkeiten uneinheitlich moduliert werden und die Dekonvolution der Daten erschwert
wird. Sie zeigten ferner, dass dies auch der Fall fir groRere Probenkonzentrationen ist,

wodurch Multiplexing am besten fiir hoch-verdiinnte Proben umsetzbar ist.3!’

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber bekannte Hardware-Modifizierungen fiir
den Injektionsprozess vorgestellt werden. Die erste erfolgreiche Multiplexing-Umsetzung in
der Kapillarelektrophorese gelang Smit et al. mit Hilfe einer Vorrichtung fur elektrokinetische
Injektionen, die es erlaubt, Injektionen stabil und schnell durchzufiihren, ohne dabei das elekt-
rische Feld Stérungen auszusetzen. Sie erzielten eine Steigerung der Signalintensitat von 5.3
fur eine 7-bit-Sequenz fir ein Gemisch aus Benzyltrimethylammoniumchlorid und
Benzyltriethylammoniumchlorid. Abbildung 12A zeigt die Struktur der verwendeten Injekti-
onsvorrichtung, die T-férmiger Natur ist und ein serielles Schalten zwischen der linken und

rechten beziehungsweise Puffer- und Proben-Hemisphére erlaubt.3%”

Ramsey et al. wendeten Kreuzkorrelationsmethoden gekoppelt mit Fluoreszenz-De-
tektion in Microchips an und konnten fiir eine 9-bit Sequenz Signal-zu-Rausch-Verbesserun-

gen von 17 und 6 fur die Verbindungen 2,7-Dichlorfluorescein und Fluorescein erreichen.3%
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Abbildung 12. Methodische Umsetzungen von Multiplexing in der Kapillarelektrophorese.
(A) Injektionsvorrichtung basierend auf einem Microchip zur sequentiellen Injektion von Probe
und Puffer ohne Stromunterbrechungen. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergegeben von
J. N. van der Moolen, H. Poppe, H. C. Smit, Anal. Chem. 1997, 69, 4220-4225.3%¢ Copyright
1997 American Chemical Society. (B) Hadamard Transformation basiertes Photobleaching.
Ein Laser dient als Gatter durch Degradation der fluoreszenten Probe; ein zweiter Laser wird
zur Anregung der intakten Probe genutzt. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergegeben von
T. Kaneta, Y. Yamaguchi, T. Imasaka, Anal. Chem. 1999, 71, 5444-5446.3"3 Copyright 1999
American Chemical Society. (C) Kapillare mit erzeugtem Loch fiir Probeninjektion durch zweite
Hochspannungsquelle. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergegeben von K. Hata, T. Kaneta,
T. Imasaka, Anal. Chem. 2004, 76, 4421-4425.2% Copyright 2004 American Chemical Society.
(D) Darstellung einer Vorrichtung fiir Druck assistierte Injektionen unter Verwendung von Mag-
netventilen. Ubersetzt und mit Erlaubnis wiedergegeben von L. Gao, E. E. Patterson, 2nd,
S. A. Shippy, Analyst 2006, 131, 222-228.3'2 Copyright 2006 The Royal Society of Chemistry.

Die Kombination mit Fluoreszenz-Detektion wurde anschlieRend durch Kaneta et al. aufgegrif-
fen und mit Hilfe eines optischen Gatters in der Kapillarelektrophorese realisiert. Der schema-
tische Aufbau ihrer Versuchsapparatur ist in Abbildung 12B gezeigt.®'®* Durch Verwendung
von zwei Lasern, von denen der eine durch Fotobleaching eine definierte PRBS moduliert und
der andere zur Anregung der Fluoreszenz dient, gelang es ihnen, die Empfindlichkeit in der
Detektion um einen Faktor von 8 und spater 18 zu steigern. Sie waren in diesem Zusammen-
hang die ersten, die mit Hilfe der Fluoreszenz-Detektion das LOD von Analyten in den sub-

nano- und subpicomolaren Bereich bringen konnten.302:316.317
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Eine weitere Methode zur Realisierung des Multiplexing-Ansatzes wurde durch
Imasaka eingeflhrt, welcher einen zusatzlichen Probeneingang mit eigener Hochspannungs-
quelle in der Kapillare nutzt, der durch Anwendung eines Lasers erzeugt wird. Fir Sequenzen
der Lange 8-bit erzielten sie Intensitatssteigerungen von bis zu 6.5. Abbildung 12C zeigt den

schematischen Versuchsaufbau.?%

Eine ahnliche T-artige Kombination von Proben-, Puffer- und Trennkapillare, aber flr
die Verwendung von hydrodynamischen Injektionen wurde schlielich durch Shippy et al. ein-
gefuhrt. Sie designten einen aus Polycarbonat bestehenden Konnektor, der durch zwei Mag-
netventile den Zugang zur Trennkapillare kontrolliert (vergleiche Abbildung 12D). Das Mag-
netventil 1 dient dabei als Injektionsventil, wahrend Ventil 2 die Aufgabe der Kontrolle des
transversalen Flusses tUbernimmt. Mit Hilfe dieser Konstruktion ist es moéglich, aus einer aus
wenigen Mikrolitern bestehenden Probe reproduzierbar 5 nL Probenvolumina entsprechend
einer PRBS mit hoher Genauigkeit zu injizieren. Die Autoren nutzten ihr System fur den Nach-
weis von Nitrit und Nitrat und erreichten eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnis-

ses von 3.6 fiir eine Sequenz der Lange 6-bit.3'?

Wie aus den Darstellungen zur Realisierung des Multiplexing-Ansatzes in der Kapilla-
relektrophorese deutlich wurde, existierte in der Literatur keine Methode, die ihre Verwendung
auf kommerziellen, unmodifizierten Instrumenten ermdéglichen wiirde. In der Folge handelte es
sich stets um eine Spezialanwendung fir einen kleinen Kreis an Experten ohne relevante Ap-

plikationen.
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4. Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden im Wesentlichen zwei Themenbereiche bear-
beitet: (1) die Untersuchung und Aufklarung von prabiotischen Rektionsnetzwerken und (2)
die Implementierung einer Multiplexing-Methode basierend auf der Hadamard-Transformation
in der Kapillarelektrophorese ohne notwendige instrumentelle Modifikationen. Die genannten

Projekte wurden dabei, wie folgt, untergliedert:

(1) Untersuchung und Aufkldrung von prébiotischen Reaktionsnetzwerken

Innerhalb dieses Themenschwerpunktes wurde drei Aufgabenstellungen durch den

Autor nachgegangen:

(a) Abschluss der Untersuchung und Charakterisierung der stereodynamischen Tetrahydro-

biisoindol-Liganden ,NU-BIPHEP(Q)s* als Modellsysteme fiir asymmetrische Amplifikation

Wie zuvor in den Ausfiihrungen zu Kapitel 5.1.4 Homochiralitat deutlich wurde, wird
nach derzeitiger Lehrmeinung davon ausgegangen, dass sich geringe Enantiomerentber-
schisse in Folge noch ungeklarter, chiraler Selektionswege fiir kleine terrestrische und extra-
terrestrische Molekiile gebildet haben, die durch physikalische und/oder chemische Mecha-
nismen amplifiziert wurden. Ein ideales Modellsystem zur Erforschung der zugrunde liegenden
Prinzipien und Wirkungsweisen besteht in stereodynamischen Biphenyl-basierten Liganden,
die unter anderem in der Rhodium-katalysierten Hydrierung von Kohlenstoffdoppelbindungen
eingesetzt werden kdnnen. Nach Synthese und Modifizierung der bereits bekannten Klasse
der NU-BIPHEP(O) sollen diese als Teil dieser Dissertation abschlieRend hinsichtlich ihrer
Rotationsbarrieren und nicht-kovalenter Wechselwirkungen untersucht und charakterisiert
werden. Dazu sollen NMR-Studien zur Bildung von diastereomeren Addukten und die enanti-
oselektive dynamische HPLC durchgeflhrt werden. Diese Arbeiten sollen in Kooperation mit

Golo Storch erfolgen.

(b) Untersuchung des meteoritischen Materials Schreibersits (FesP) in Bezug auf Korrosions-
verhalten in Wasser, der effektiven Phosphorylierungsfahigkeit und Reaktivitat gegentiber klei-

nen organischen Molekiilen

Bei dem meteoritischen Material Schreibersit (FesP) handelt es um ein Mineral mit
Phosphor in einer unter terrestrischen Bedingungen ungewoéhnlich niedrigen Oxidationsstufe.
Unter Oxidation in wassrigem Medium in Form eines korrosiven Prozesses setzt dieses Mine-
ral reaktive Phosphoroxo-Anionen und -Radikale frei, die nachweislich biologisch relevante
Molekule wie Glycerol und Nukleoside unter schlechter Ausbeute phosphorylieren kénnen

(vergleiche Kapitel 5.1.2. Phosphorylierungen). Uber die Produktverteilung der sich
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bildenden Phosphoroxo-Anionen besteht in der Literatur noch Uneinigkeit. Daher soll im Rah-
men dieses Projektes zunachst eine Trennmethode entwickelt werden, mit deren Hilfe die re-
levanten Phosphoroxo-Anionen nicht nur nachgewiesen, sondern auch ihr Entstehung wah-
rend der Korrosion Uberwacht und quantifiziert werden kénnen. Dabei soll sichergestellt wer-
den, dass die Spezies von Interesse unter den verwendeten Trennbedingungen hinreichend
stabil sind. In einem nachsten Schritt soll die Korrosion unter verschiedenen Parametern wie
Temperatur, Druck, Atmosphare und Salzkonzentration hinsichtlich ihrer Produktverteilung
charakterisiert werden. Anschliel3end soll die Reaktivitat gegenlber kleinen, organischen Mo-
lektlen mit biologischer Relevanz (Zucker, Aminosauren, Amphiphile) getestet werden. Auf
Grundlage der gewonnen Erkenntnisse soll schlieBlich eine prabiotische Relevanz fir das
Szenario von eingetragenem Schreibersite abgeleitet werden. Dieses Forschungsvorhaben

soll zusammen mit Jana Steflova und Ann-Kathrin Hen bearbeitet werden.

(c) Untersuchung und Aufklédrung von Reaktionsbedingungen zur préabiotischen Bildung von

Monosacchariden

Eine der wesentlichen Ansatze zur prabiotischen Erzeugung von Monosacchariden ist
die Formose-Reaktion (siehe Kapitel 5.1.3. Monosaccharidsynthese). Dabei reagiert For-
maldehyd unter Anwesenheit eines basischen Katalysators und eines endiolisierenden Ko-
Katalysators zu einem komplexen Reaktionsnetzwerk bestehend aus Monosacchariden unter-
schiedlicher Lange, Verzweigung und Konfiguration. In diesem Teilprojekt soll untersucht wer-
den, inwiefern die Formose-Reaktion und Teilprozesse ihres Netzwerkes in meteoritischen
Szenarien realisierbar sind. Dazu soll in einem ersten Schritt eine mdgliche prabiotische Ver-
knUpfung von Monosacchariden mit dem meteoritischen Material Schreibersit im Zentrum der
Fragestellung stehen. Dies beinhalt Versuche zur Stabilitdt, Phosphorylierbarkeit und Reakti-
vitat einfacher Monosaccharide in Anwesenheit von FesP. Im weiteren Verlauf der Untersu-
chung zur Bildung von Monosacchariden soll motiviert von Arbeiten zur mechanochemischen
Durchfuhrbarkeit von Aldolreaktionen die Synthese einfacher Zucker unter nicht-wassrigen
Bedingungen und unter Einfluss mechanischer Energie getestet werden. Auf diese Weise
kann ein Bezug zu sogenannten Einschlagszenarien hergestellt werden. Abschlieend soll
unter Berucksichtigung der gewonnen Erkenntnisse eine Abschatzung zur Plausibilitat der For-
mose-Reaktion gemacht werden. Diese thematischen Fragestellungen sollen dabei in Koope-

ration mit Saskia Lamour und Maren Haas bearbeitet werden.

(2) Implementierung des Hadamard-Transformation-Multiplexings auf kommerziellen, unmo-

difizierten Geréten

Aus den Ausfiihrungen zu dem Kapitel 5.2.2. Multiplexing in Chromatographie und
Kapillarelektrophorese ist deutlich geworden, dass es ich bei dem genannten Verfahren um

eine orthogonale Strategie handelt, um sowohl den Durchsatz an Proben als auch das Signal-
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zu-Rausch-Verhaltnis mit bestehender Instrumentation signifikant zu steigern. Im Arbeitskreis
von Prof. Dr. Trapp ist es in diesem Zusammenhang bereits gelungen, eine Macro- und Soft-
ware-basierte Methode flir die HPLC zu etablieren, mit deren Hilfe auf unmodifizierten Instru-
menten fur Alltagsanwender der Flussigkeitschromatographie Multiplexing realisierbar wird.
Fur die Kapillarelektrophorese existiert ein solches Verfahren nicht, da Anwendungen stets auf
speziell gefertigte Injektoren oder Detektionsaufbauten angewiesen sind. In diesem For-
schungsvorhaben soll daher die moégliche Implementierung des Hadamard-Transformation-
Ansatzes auf unmodifizierten Instrumenten untersucht und Lésungen fir identifizierte Limitie-
rung entwickelt werden. Das Projekt unterteilt sich in zwei Phasen und wird in Zusammenarbeit

mit Alexander Siegle und Jana Steflova bearbeitet.

(a) Entwicklung eines experimentellen Ansatzes zur Realisierung von Hadamard-basiertem

Multiplexing auf unmodifizierten Instrumenten fiir die Kapillarelektrophorese

Zunachst soll ein experimenteller Ansatz gefunden werden, unter dessen Setup Multi-
plexing durchgeflihrt werden kann. Dabei sollen auftretende, kritische Phanomene identifiziert
und charakterisiert werden. Befunde sollen dabei theoretisch und durch Simulationen bestatigt
werden. Auf dieser Grundlage sollen Lésungsvorschlage im experimentellen Ablauf entwickelt
und hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit getestet werden. Ubergeordnetes Ziel soll dabei sein,
keine Hardware-Modifikationen in das bestehende Instrument einzufiihren. Schlief3lich soll
eine gesamtheitliche Methode gefunden werden, mit deren Hilfe HT fur Sequenzen der Min-

destlange von 8-bit mit signifikanter Signal-zu-Rausch-Verstarkung realisiert werden kénnen.
(b) Verifizierung und Validierung der gefundenen Methode

Im zweiten Teil des Projektes soll die entwickelte Methode sowohl verifiziert als auch
validiert werden. Zu diesem Zweck soll ein Standard-Mix und eine biologische Probe mit an-
wendungsbezogenem Interesse Verwendung finden. Bei der Wahl der Probe soll zudem eine
thematische Nahe zu einer analytischen Applikation im Zusammenhang mit der Erforschung
des Lebens stehen. Mit Hilfe dieser Tests sollen dabei die Vorteile, aber auch die Limitierungen
der Methode herausgearbeitet werden. Insbesondere fiir letztere soll zusatzlich eine Ursa-
chenanalyse durchgefuhrt werden, um potentiellen Nutzern der Methode eine Abschatzung

der Nutzlichkeit und Durchfiinrbarkeit zu erlauben.

39






5. Veroffentlichte Arbeiten
5.1. Stereodynamische Tetrahydrobiisoindol ,NU-BIPHEP(O)“s: Funkti-

onalisierung, Rotationsbarrieren und nicht-kovalente Wechselwirkungen

Golo Storch, Sebastian Pallmann, Frank Rominger und Oliver Trapp, Beilstein J. Org.
Chem. 2016, 12, 1453-1458.212

Kurzzusammenfassung

Im Rahmen der Untersuchungen zu stereodynamischen Liganden auf Basis von Biphe-
nylen im Arbeitskreis Trapp wurde die Zuganglichkeit, Modifizierbarkeit und Eigenschaften von
sogenannten Newcastle University (NU)-BIPHEP(O)s exploriert. Die Synthesestrategie be-
ruhte auf der bereits etablierten zweifachen Rhodium-katalysierten [2+2+2] Cycloaddition ei-
nes 1,4-Bis(diphenylphosphanyl)buta-1,3-diins und zweier Di(prop-2-in-1-yl)-Einheiten von
Doherty et al.®'® In der vorliegenden Publikation sind auf diese Weise vier verschiedene NU-
BIPHEP(O)-Liganden synthetisiert worden, von welchen einer mit einer im Rickgrat befindli-
chen 3-Punkt-Wechselwirkungsbindungsstelle (3,5-Dichlorobenzoylamidyl) modifiziert wurde.

Fur die etablierten Systeme wurden Studien zur nicht-kovalente Wechselwirkung mit Oka-

moto-artigen Cellulose Deri- NU-BIPHEP(O) nicht-kovalente Wechselwirkungen
vaten und on-column X OR 0
Deracemisierung  durchge- O - - g%o Rj)kNH "
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Autorenbeitrag
Projekt- und Syntheseidee wurden von OT und GS entworfen. SP hat die Verbindun-

gen synthetisiert und in der Hauptsache charakterisiert. Enantioselektive dynamische HPLC
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Messungen wurden gemeinschaftlich durch GS und SP durchgefiihrt. Datenauswertung und
-interpretation erfolgte in Zusammenarbeit zwischen SP, GS und OT. GS hat die Publikation
geschrieben. Ein Teil der Ergebnisse wurde vor Beginn der eigenen Promotion erhalten. Das

Projekt wurde innerhalb der Promotion abgeschlossen und verdffentlicht.

Lizenz

Gemal der Creative Commons Attribution License 2.0, unter welcher der genannte
Artikel im Beilstein Journal of Organic Chemistry veroéffentlicht wurde, liegt das Urheberrecht
bei den Autoren und erlaubt diesen die uneingeschrankte Verwendung, Verbreitung und Ver-

vielfaltigung in allen Medien, sofern der originale Beitrag korrekt zitiert ist.
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Stereodynamic ligands offer intriguing possibilities in enantioselective catalysis. “NU-BIPHEPs™ are a class of stereodynamic
diphosphine ligands which are easily accessible via thodium-catalyzed double [2 + 2 + 2] eycloadditions. This study explores the
preparation of differently functionalized “NU-BIPHEP(O)” compounds, the characterization of non-covalent adduct formation and
the quantification of enantiomerization barriers. In order to explore the possibilities of functionalization, we studied modifications

of the ligand backbone, e.g., with 3,5-dichlorobenzoyl chleride.

Diastereomeric adducts with Okamoto-type cellulose derivatives

and on-column deracemization were realized on the basis of non-covalent interactions. Enantioselective dynamic HPLC (DHPLC)
allowed for the determination of rotational barriers of AG¥,ggx = 92.2 + 0.3 kJ mol™! and 99.5 + 0.1 kJ mol~! underlining the
stereodynamic properties of “NU-BIPHEPs™ and “NU-BIPHEP(O)s”, respectively. These results make the preparation of tailor-
made functionalized stereodynamic ligands possible and give an outline for possible applications in enantioselective catalysis.

Introduction

Axially chiral biaryl compounds such as BINAP (2,2°-bis(di-
phenylphosphino)-1,1°-binaphthyl) represent widely used and
highly efficient ligands that can be applied in a variety of enan-
tioselective catalytic transformations. Unlike BINAP, the
related stereodynamic BIPHEP (2,2-bis(diphenylphosphino)-
1,1’-biphenyl) ligands have a significantly lower barrier of rota-

tion around the central C—C bond regarding the conversion of
the enantiomers into one another. This enables fast enantiomer-
ization at room temperature.

This, however, does not conflict with their usage in enantiose-
lective catalysis. Noyori and Mikami reported the stereochemi-
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cal alignment of BIPHEP ligands in ruthenium complexes upon
addition of chiral diamine co-ligands [1,2]. The resulting com-
plexes were successfully employed in enantioselective ketone
hydrogenation. Further examples of such systems are BIPHEP
complexes of thodium [3-6], palladium [7,8], platinum [9,10]
and gold [11-13] in combination with chiral co-ligands or
counter ions that are used after alignment of the ligand’s axial
chirality.

One major advantage of stereodynamic ligands is that there is
no need for separate preparation of one ligand enantiomer as
long as their chirality can be controlled by chiral additives or
auxiliaries. In addition, the simultaneous presence of both
axially chiral BIPHEP enantiomers ¢an be beneficial as this
allows bidirectional control of enantioselectivity depending on
temperature [14,15]. In this approach, both product enantio-
mers of an enantioselective transformation can be addressed
selectively by fine tuning of the conditions prior to and during
catalysis.

The rotational barrer around the central C—C bond of BIPHEP
ligands is a key property of stereodynamic ligands that deter-
mines the temperature required for ligand enantiomerization as
well as the half-life of isolated enantiomers. The latter are of
particular importance if chiral co-ligands are cleaved off prior
to catalysis and if the remaining stereochemically aligned
BIPHEP complex fragment serves as the active species. There-
fore, detailed knowledge of the interconversion barriers of
stereodynamie ligands is crucial for the choice of conditions
used for stereochemical alignment and subsequent application
in catalysis. A rotational barrier of 92 kJ mol™! for the unsubsti-
tuted BIPHEP was determined by NMR coalescence of a
partially deuterated derivative [16]. However, this method does
not fulfil the requirements for a reliable rapid screening of novel
stereodynamic ligands due to harsh conditions such as isotope
exchange. We recently reported the rotational barriers of 3,3°
and 5,5 substituted BIPHEP and BIPHEP(O) compounds based
on enantioselective DHPLC by evaluation of elution profiles
using the unified equation [17-20]. Rotational barriers were
found to be between AGaogx = 86.8 kI mol™! (unsubstituted
BIPHEP) and AG;%K =100.4 kI mol;l. BIPHEP(O) deriva-
tives (unsubstituted BIPHEP(O): AG,ggx = 88.6 kI mol™})
were observed to exhibit slightly increased (approximately
2 kJ mol™!) barriers.

Functionalization of stereodynamic BIPHEP ligands at the
biaryl core offers multiple possibilities. The introduction of
achiral, non-covalent interaction sites allows for ee determina-
tion of chiral analytes via NMR spectroscopy [21] as well as de-
racemization of the BIPHEPs with HPLC stationary phases
[22].

Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 1453-1458.

However, introduction of functional groups which enable a
modular derivatization approach is often hampered by long and
tedious synthetic procedures. Doherty et al. reported a rhodium
catalyzed double [2 + 2 + 2] cycloaddition strategy for a
convergent synthesis of “NU-BIPHEP™s [23].

In this paper, we describe the application of Doherty’s synthe-
tic strategy for the synthesis of stereodynamic tetrahydrobi-
isoindole “NU-BIPHEP(O)” compounds bearing secondary
amino groups for functionalization. The attachment of a 3,5-
dichlorobenzoyl binding site is reported and non-covalent inter-
actions as well as rotational barriers are studied in solution by
(DYHPLC techniques.

Results and Discussion

Synthesis of tetrahydrobiiscindole
“NU-BIPHEP(O)s”

The rhodium catalyzed double [2 + 2 + 2] eycloaddition of 1,4-
bis(diphenylphosphinoyl)buta-1,3-diyne and a variable diyne
compound is the key step in the preparation of “NU-BIPHEPs”
[23] and related biaryls [24]. Doherty et al. reported the use of
various divnes yielding for instance tetrahydrobiindene 1a and
N-tosyl-protected tetrahydrobiisoindole 1b as the only N-hetero-
eyclic compound (Figure 1A).

Aiming at facile deprotection and enabling subsequent functio-
nalization at the secondary amine position, we changed the
strategy and used N-Boc dipropargylamine as the diyne com-
pound (Figure LA). The double ¢ycloaddition product 1¢ was
obtained in 77% vield. In accordance with the report of Doherty
et al., very slow addition of the diyne compound via syringe
pump was crucial.

In contrast to 1a and 1b, three coexisting isomeric species were
observed with NMR spectroscopy in CDCl3 for tetrahydrobi-
isoindole “NU-BIPHEP(O)” 1¢. This behaviour originates from
an increased interconversion barrier between the £/7 isomers of
the carbamate N-C(O) unit that is derived from a secondary
amine. Deprotection of 1¢ proceeds smoothly with 5—6 M HC1
in 2-propancl and the tetrahydrobiiscindole “NU-BIPHEP(QO)”
2 can be isolated as hydrogen chloride salt in 93% yield
(Figure 1B).

Tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(O)” 2 offers various pos-
sibilities for functionalization with chiral and achiral auxiliaries
or binding sites. In this study, we chose amide bond formation
with 3,5-dichlorobenzoyl chloride (Figure 2B) in connection
with our recent report [21] on non-covalent interaction proper-
ties of stereodynamic BIPHEP ligands with this binding site
that is well known in HPL C stationary phase design. The “NU-
BIPHEP(O)” 3 was isolated in 49% vyield and again three
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Figure 1: Synthetic overview of “NU-BIPHEP(QO)s". A) Rhodium catalyzed double [2 + 2 + 2] cycloaddition. B) Acidic deprotection of tetrahydrobiisoin-
dole “NU-BIPHEP(Q)" 1¢ and subsequent amide bond formation with 3,5-dichlorobenzoyl chloride.

isomeric species were observed by NMR spectroscopy in
CDCl3 due to hindered rotation of the tertiary amide bond
(Figure 2A).

Intriguingly, only two peaks were observed upon investigation
of 3 by enantioselective HPLC applying n-hexane/2-propanol as
mobile phase and a normal phase Okamoto-type stationary
phase (CHIRALPAK® IA-3). Opposing signals in HPLC-CD
coupling corroborated the assumption that the peaks corre-
spond to two axially chiral enantiomers (Figure 2B).

‘When left on the chiral stationary phase (#-hexane/2-propanol
50:50, CHIRALPAK® IA) for seven days in a stopped-flow ex-
periment, partial deracemization of 3 was observed. The final
enantiomeric ratio (absolute configurations were not deter-
mined) was observed to reach approximately 72:28.

Non-covalent interactions in solution

Non-covalent interactions are not only a key step in deracemi-
zation of stereodynamic compounds but they also allow ee de-
termination in solution by NMR spectroscopy. However, the
formation of diastereomeric adducts between chiral compounds
and BIPHEP(O) [25] or BINAP(O) [26] has so far rarely been

investigated. In a subsequent part of our study, we explored the
non-covalent interactions of tetrahydrobiisoindole “NU-
BIPHEP(O)s™ in solution since they exhibit very strong interac-
tions with Okamoto-type chiral stationary phases (CSPs) in
HPLC.

Okamoto et al. reported the preparation of short CSP-analogue
cellulose and amylose compounds with carbamate selector units
that are soluble in organic solvents [27-30]. We prepared cellu-
lose derivative 4 which bears 5-fluoro-2-methylphenylcarba-
mate binding sites [27] and investigated the formation of dia-
stereomeric adducts with 1b and 3 by 3P {*H} NMR spectros-
copy in anhydrous CDCl3. Significant signal splitting was ob-
served for both “NU-BIPHEP(O)s” due to strong non-covalent
interactions. However, detailed analysis of 3 was hampered due
to overlaying multiple signal sets caused by E/Z isomerism of
the tertiary amide unit.

Adding 4 to a solution of 1b (Figure 3A, solid-state structure) in
CDCl; resulted in significant signal splitting of A8 = 0.30 ppm
(31p{1H} NMR). This effect could be intensified by adding
n-pentane which increased the splitting to A = 0.41 ppm al-
though signal broadening rose simultaneously (Figure 3B).
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Figure 2: Investigation of 3,5-dichlorobenzoyl modified tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(O)” 3. A) Three signal sets are observed in 3'P{'H} NMR
spectroscopy (CDCl3). B) HPLC-CD chromatogram (n-hexane/2-propanol 50:50, CHIRALPAK® IA-3, 1 mL/min, 20 °C). Red: UV trace, black: CD
trace. C) On-column deracemization of 3 (n-hexane/2-propanol 50:50, CHIRALPAK® |A). Chromatogram with (black) and without (red) the analyte

after being kept on the stationary phase for seven days.

Determination of rotational barriers by
enantioselective DHPLC

To the best of our knowledge the enantiomerization properties
of “NU-BIPHEP(O)s™ have not yet been studied. Therefore, we
investigated the rotational barriers of 1a and 3 by enantioselec-
tive DHPLC. Elution profiles of 3 were obtained in a tempera-
ture range between 50.0 °C and 80.0 °C (CHIRALPAK® 1A-3,
Iret (50 °C) = 4.25 and 8.87 min, a = 2.42, Figure 4A). All rate
constants and corresponding Gibbs free energies of activation
were directly calculated using the unified equation and the
Eyring equation. This elution profile evaluation was done using
the DCXplorer software which can be obtained from the corre-
sponding author upon request. A rotational barrier of AG,ggx =
99.5 = 0.1 kJ mol ™! was determined for the interconversion of

3. This is a significant increase compared to unsubstituted

46

BIPHEP(O) (AGZxQSK = 88.6 kJ mol™!). Eyring plot analysis
allowed the determination of the activation parameters
AHY=96.3 + 1.2 kJ mol~! and AS* =-10.9 + 0.2 J (K mol)™!
(Figure 4B). The increased rotational barrier of 3 can be ratio-
nalized according to additional interactions and steric repulsion
of the large 3,5-dichlorobenzoyl amide binding sites. It has to
be noted that the entropic contribution to the enantiomerization
barrier is exceptionally low.

For comparison, we investigated tetrahydrobiindene “NU-
BIPHEP(O)” 1a in a similar way (see Supporting Information
File 1 for details). The elution profiles were evaluated in a tem-
perature range between 20.0 °C and 45.0 °C (CHIRALPAK®
1E-3, fyet (20 °C) = 14.2 and 26.6 min, o = 1.94). A rotational
barrier of AG,yggx = 92.2 £ 0.3 kJ mol~! was determined and
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Figure 3: Investigation of “NU-BIPHEP(O)" 1b. A) Solid-state structure determined by X-ray crystallography. Hydrogen atoms and methanol solvent
molecules are omitted for clarity. B) Interaction studies in solution with soluble Okamoto phase 4 by 31P{'H} NMR spectroscopy. Black: spectrum of
4.7 mg (5 umol) 1b in 0.5 mL anhydrous CDClj (filtered through basic alumina). Red: spectrum after addition of 20 mg 4. Blue: spectrum after addi-
tion of 0.1 mL anhydrous n-pentane. All NMR samples were completely dissolved.

I
| s0°c

AH*=96.3 % 1.2 ki mol*
AS* =-10.9 0.2 J (K mol)*
“~_ AG'(298 K) =99.5 + 0.1 k mol*

- 115

I 120

I /\ “ “/\ :13:0
| | | J ‘0‘ 135
L J . J /L

~
o

°
(g
=]
o

°
o

In(k/T)

T 285 290 295 3.00 305
min min T'[103K"]

Figure 4: Enantioselective DHPLC investigation of tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(O)” 3. A) Elution profiles at various temperatures with increas-
ing plateau formation. B) Eyring plot analysis for the determination of the activation parameters AH* and AS*.

subsequent Eyring plot analysis gave the activation parameters Conclusion

AH* =684+ 1.9 kI mol™' and AS*=-79.9+4.5 ] (K mol)™!.  We report a strategy to use unprotected tetrahydrobiisoindole
Interestingly, the activation parameters of la are similar to  “NU-BIPHEP(O)” for functionalization with substituents at the
those reported for 5,5°-dimethoxy BIPHEP(O) (AGyggx =  secondary amine position, in this study namely by formation of
93.0 kJ mol~!) [20] which is in accordance with a barrier tertiary amide binding sites with 3,5-dichlorobenzoy! chloride.
increase caused by small substituents in the 5,5° positions. Non-covalent interactions of “NU-BIPHEP(O)s” with
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Okamoto-type cellulose derivatives resulted in the formation of
diastereomeric adducts which led to significant NMR signal
splitting in solution and additionally enabled successful
on-column deracemization. Furthermore, interconversion
barriers of AGztggK =92.2 = 0.3 kI mol™! and AGggx =
99.5 £ 0.1 kI mol™! were determined by evaluation of enantio-
selective DHPLC elution profiles quantifying the stereody-
namic properties of “NU-BIPHEP(O)” compounds. These
results help understanding the influence of substitution patterns
on the enantiomerization barrier of BIPHEP ligands and open
up new possibilities towards designing tailor-made stereody-
namie compounds used as smart ligands in enantioselective ca-
talysis.

Supporting Information

Supporting Information File 1

Experimental procedures, data for the determination of
rotational barriers and copies of NMR spectra.
[http://www. beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-12-141-S1.pdf]
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1. General remarks

1.1. Synthetic techniques, solvents and chemicals
Syntheses with air sensitive reactants were carried out under an argon atmosphere (Ar 5.0}
with exclusion of air. All glassware was heated prior to use and standard Schlenk techniques
were applied. THF, toluene, diethyl ether, acetonitrile and DCM were dried with an MBraun
solvent purification system (MB SPS-800) and stored under argon over molecular sieves. All
chemicals were obtained from Sigma-Aldrich, Acros, TCI, abcr or Alfa Aesar and used without
further purification. Degassing of solvents was achieved by at least three freeze-pump-thaw

cycles.

In order to improve comprehensibility, simplified names were used in some cases rather
than using exact IUPAC names. Atom numbering for NMR assignments is not based on IUPAC

nomenclature.

1.2. NMR Spectroscopy
NMR spectra were recorded at the NMR Spectroscopy Facility of the Institute of Organic
Chemistry (Head: Dr. Jirgen Graf, Heidelberg University) on Bruker Avance 600, 500, 400
and 300 MHz spectrometers. Chemical shifts & are reported in ppm, coupling constants J in
Hz and peak multiplicity is defined by s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet) and m
(multiplet). Broad signals are labeled as such (b/br). The solvent residual signals were used
for calibration [1]. Assignment of all signals was realized by two-dimensional experiments

(*H-'H-cosY, 'H-C HSQC-ME and "H-"*C HMBC).

1.3. Mass spectrometry
Mass spectra were recorded at the Mass Spectrometry Facility of the Institute of Organic
Chemistry (Head: Dr. Jirgen H. Gross, Heidelberg University) on JEOL JMS-700 Magnetic
Sector, Bruker ApexQe hybrid 9.4 T FT-ICR, Finnigan MAT TSQ 700 or EOL AccuTOF GCx time-

of-flight spectrometers.

S3
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1.4. Infrared spectroscopy

Infrared spectra were recorded on a Thermo Scientific Nicolet 6700 ATR-FT-IR spectrometer.

1.5. X-ray crystal structure determination
Crystal-structure analysis was performed at the X-Ray Crystallography Laboratory of the
Institute of Organic Chemistry (Head: Dr. Frank Rominger, Heidelberg University) on Bruker

Smart CCD or Bruker APEX diffractometers.

1.6. Chromatography
Thin-layer chromatography was performed with Polygram® Sil G/UV,s; or Alox N/UVs,
polyester sheets obtained from Macherey-Nagel. Flash column chromatography was
performed using silica (63—200 pum, Sigma-Aldrich) or alumina (neutral, Sigma-Aldrich). HPLC
and HPLC-MS measurements were performed on an Agilent Technologies 1200 HPLC
equipped with a DAD and a quadrupole mass spectrometer (APCI). All columns with chiral
stationary phases were obtained from Chiral Technologies. The HPLC-grade solvents were

obtained from Sigma-Aldrich.
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2. Synthetic procedures

N-Boc-dipropargylamine [2], 1,4-bis(diphenylphosphinoyl)buta-1,3-diyne [3,4],
6,6'-bis(diphenylphosphinoyl)-2,3,2’,3'-tetrahydro-1H,1H’-[5,5']-biindene [3],
6,6'-bis(diphenylphosphinoyl)-2,2’-bis({(4-methyl)benzenesulfonyl}-2,3,2’,3'-tetrahydro-
1H,1H'-[5,5']-biisoindole (N{TS}—tetrahydrobiisoindole “Nu-BIPHEP(0)”) [3] and cellulose
tris(5-fluoro-2-methylphenylcarbamate) [5] are known compounds that were prepared

according to the procedures in the given references.

2.1. N(Boct-Tetrahydrobiiscindole “NU-BIPHEP(0)”

(6]
’BuO—{
N

I P(O)Phy
O P(O)Phy

§ _§N
BuO
e}

1c
In a first Schlenk flask, AgBF4 (43.2 mg, 222 pmol, 10 mol %) was suspended in degassed
anhydrous DCM (4 mL) in the dark. In a second Schlenk flask, [{Rh(COD)Cl},] (54.7 mg,
111 umol, 5 mol %) was dissolved in degassed anhydrous DCM (4 mL) and BINAP (138 mg,
222 pmol, 10 mol %) was added. In a third Schlenk flask, N-boc-dipropargylamine (1.72 g,
8.88 mmol, 4.00 equiv) was dissolved in degassed anhydrous DCM (18 mL). Subsequently,
the rhodium complex solution was added to the suspension of AgBF, followed by
1,4-bis(diphenylphosphinoyl)buta-1,3-diyne (1.00 g, 2.22 mmol, 1.00 equiv). The carbamate
solution was added by a syringe pump at a flow rate of 0.7 mL/h by GC capillary at room
temperature. After complete addition, the reaction mixture was stirred at room temperature
overnight. The reaction mixture was partitioned between EtOAc (100 mL) and brine
(100 mL). The organic phase was separated and the aqueous phase was extracted with

EtOAc (2 x50 mL). The combined extracts were dried over Na,SO, and all volatiles were

S5
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removed under reduced pressure. The crude product was purified vig flash column
chromatography (silica, hexanes/acetone (5:1) — EtOAc/acetone (5:1) — hexanes/2-propanol

(4:1), Re = 0.70 (hexanes/2-propanol {4:1)).

Beige solid, 1.43 g (77%); The compound exists as mixture of (E,E), (£,Z) and (Z,Z) isomers of
the N—C(O) unit. The occurrence of three overlapping signal sets hampers signal assignment
in 'H and c{'H} NMR; *'P{*H} NMR (CDCl,, 121.64 MHz, 300 K): & = 29.4 (br); HR-MS
(ESI): m/z cale. for ([M+H]*, [CsoHsiN2OgP3)*): 837.3217, found: 837.3235; IR (FT-ATR):
v (cm'l) = 3054, 2973, 2860, 1691, 1590, 1561, 1474, 1437, 1390, 1365, 1299, 1253, 1167,
1101, 998, 903, 875, 750, 694.

2.2. Nii:-Tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(0)”

1c (200 mg, 239 pmol, 1.00 equiv) was dissolved in anhydrous 2-propanol (4 mlL) and a
solution of HCI (5-6 M in anhydrous 2-propanol, 2.39 mL, 12.0 mmol, 50.0 equiv) was added.
The resulting reaction mixture was stirred overnight. All volatiles were removed under
removed pressure. The crude product was re-dissolved in a small amount of 2-propanol and

precipitated with EtOAc. The solid was separated and dried under reduced pressure.

Beige solid (2-2HCI), 157 mg (93%); "H NMR (D,0, 600.25 MHz, 300 K): 5=4.39 (ABqg,
AS = 0.19 ppm, 2Juu[AB] = 15.4 Hz, 4H, H'’®), 4.52 (ABq, A = 0.05 ppm, 2/yu[AB] = 15.0 Hz,
4H, H"’%), 6.80 (d, ¥*Jup = 3.3 Hz, 2H, H¥®), 7.26 (d, **up = 14.0 Hz, 2H, H¥®), 7.44-7.69 (m,
20H, H'™™*2) NH was not observed; *C{*H} NMR (D,0, 150.95 MHz, 300 K): & =50.4 (2C,

c’®), 50.5 (2C, €’®), 126.6 (d, ¥*Jcpr = 10.5 Hz, 2C, €*), 1283 (d, #*Jcp = 13.6 Hz, 2C, C/%),
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128.6 (d, **Jcp=12.5Hz, 4C, C'"M), 1289 (d, ¥*/cp=12.4Hz, 4C "), 130.3 (d,
Yjer = 103.6 Hz, 2C, C*), 130.6 {d, “Je.p = 104.4 Hz, 2C, %), 131.0 (d, Yep = 102.2 Hz, 2C, ™),
131.7 (d, *Jep=10.1Hz, 4C, C¥Y), 132.0 (d, ¥*)cs =103 Hz, 4C, Y, 132.6 (d,
Yep = 1.4 Hz, 2C, €', 132.8 (d, *Jcp = 2.1 Hz, 2C, C'%°), 134.2 (d, *Jcp = 14.5 Hz, 2C, C°), 137.8
(d, Yep = 2.0 Hz, 2C, C*), 143.5 (dd, **Jcp = 8.3 Hz, ¥*Jcp = 3.5 Hz, 2C, C°); *'P{"H} NMR (D;0,
243.00 MHz, 300K): &=34.7; HR-MS (ESI"): m/z cale. for ([M+H]", [CagH3sN205P]"):
637.2168, found: 637.2180; IR (FT-ATR, 2): v (em™) = 3287, 3053, 2848, 1731, 1590, 1466,
1436, 1369, 1242, 1179, 1100, 1071, 1044, 997, 877, 803, 750, 721, 693,

2.3. NB35DBr-Tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(0)”

Cl
O
N
Cl
P(O)Ph,
O P(O)Phz
cl
N
0
cl

3
2' (50.0 mg, 78.5 pmol, 1.00 equiv) was dissolved in degassed anhydrous DCM (2 mL).
Anhydrous pyridine (37.3 mg, 471 pmol, 6.00 equiv) and 3,5-dichlorobenzoyl chloride
(41.1 mg, 196 pmol, 2.50 equiv) were added and the reaction mixture was stirred overnight
at room temperature. The reaction mixture was treated with NH4Cl solution (saturated
aqueous, 20 mL) and DCM (20 mL). The organic phase was separated and the aqueous phase
was extracted with DCM (3 x 20 mL). The combined organic extracts were washed with
NaOH solution (1 m aqueous, 10 ml) and dried over Na,SO4. All volatiles were removed
under reduced pressure. The crude product was purified vig flash column chromatography

(silica, EtOAc/acetone (5:1), Ry = 0.27-0.58 (mixture of £/Z isomers, EtOAc/acetone (5:1))

"The hydrogen chloride salt 2-2HCI is also suitable if additional equivalents of base (e.g. triethylamine)} are
added.
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56

Reddish solid, 38.0 mg (49%); The compound exists as mixture of (E,E), (E,Z}) and (Z,2)
isomers of the tertiary amide unit. The occurrence of three overlapping signal sets hampers
signal assignment in 'H and *C{*"H} NMR spectra; *P{"H} NMR (CDCl;, 243.00 MHz, 300 K):
5 =28.25, 28.30, 28.33, 28.39; HR-MS (ESI*): m/z calc. for ([M+H]*, [CssH3sN;04P5>*Cla]"):
981.1134, found: 981.1163; IR (FT-ATR): v {cm™) = 3056, 2962, 1682, 1634, 1563, 1437, 1395,
1294, 1259, 1181, 1097, 1015, 865, 798, 748, 722, 694.
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3. Enantioselective DHPLC

3.1. 6,6’-Bis(diphenylphosphinoyl)-2,3,2’,3’-tetrahydro-1H,1H’-[5,5’]-
biindene
DHPLC measurements were performed with an CHIRALPAK® |E-3 (150 mm, i.d. 4.6 mm,
particle size 3 um) column (hexane/methanol/2-propanol, 70:15:15, 210 nm, 1.0 mL/min) at

temperatures between 20.0 and 45.0 °C.

T[°C] t; [min] t; [min] h, [%] N1 N2 a ky [1/s]
20.0 14.187 26.627 0.71 8678 5161 1.94 1.20E-04
20.0 14.179 26.632 0.71 8668 5331 1.94 1.20E-04
20.0 14.155 26.582 0.69 7985 5310 1.94 1.28E-04
25.0 13.345 24.265 0.95 8252 5790 1.88 1.76E-04
25.0 13.359 24.305 1.18 8271 5809 1.89 2.16E-04
25.0 13.354 24.3 1.54 8265 5598 1.89 2.78E-04
30.0 12.612 22.239 2.19 8689 6107 1.83 4.42E-04
30.0 12.607 22.24 2.36 8682 6107 1.83 4.75E-04
30.0 12.599 22.232 1.79 9515 6103 1.83 3.38E-04
35.0 11.927 20.387 2.65 9310 6340 1.77 4.61E-04
35.0 11.9 20.314 2.86 9264 6293 1.77 4.92E-04
35.0 11.9 20.314 3.56 9264 6293 1.77 6.03E-04
40.0 11.272 18.652 5.22 10158 6390 1.72 8.38E-04
40.0 11.279 18.659 5.18 9129 6079 1.72 7.95E-04
40.0 11.287 18.66 5.42 10187 6080 1.72 8.62E-04
45.0 10.737 17.197 9.58 9127 5667 1.66 1.29€-03
45.0 10.747 17.214 9.13 10253 5679 1.66 1.26E-03
45.0 10.745 17.219 10.46 9142 5682 1.66 1.32E-03
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122
124
126
-128
130
132
-134
136
138
-140
-1432
144
-146

-148

316E-3 3.18E-3 3 20E-3 327E-3 324E-3 326E-3 328E-3 330E-3 332E-3 334E-3 336E-3 338E-3 340E-3
T4 [10-3 K-1]

3.2. N(35-DeB}-Biisoindole ,NU-BIPHEP(0Q)*
DHPLC measurements were performed with an Chiralpak IA-3 (150 mm, i.d. 4.6 mm, particle
size 3 um) column (hexane/2-propanol, 50:50, 210 nm, 1.0 mL/min) at temperatures

between 50.0 and 80.0 °C.

T[°C] t, [min] t, [min] h, [%] N1 N2 o k, [1/s]
50.0 4.250 8.877 0.57 1464 1777 2.42 2.54E-04
50.0 4.252 8.859 0.56 1466 1769 2.42 2.49E-04
50.0 4.245 8.859 0.51 1460 1769 2.42 2.29E-04
55.0 4.019 8.165 0.94 1682 2042 2.37 4.45E-04
55.0 4.012 8.145 0.90 1674 2031 2.37 4.27E-04
55.0 4.014 8.147 0.86 1677 2032 2.37 4.09E-04
60.0 3.839 7.565 1.54 1746 2334 2.31 7.16E-04
60.0 3.825 7.545 1.50 1729 2320 2.32 6.99E-04
60.0 3.825 7.532 1.55 1729 2129 2.31 7.17E-04
65.0 3.614 6.928 2.85 1761 2485 2.27 1.28E-03
65.0 3.599 6.886 3.00 2107 2233 2.26 1.45E-03
65.0 3.604 6.891 3.20 1748 2455 2.26 1.40E-03
70.0 3.471 6.458 5.26 1904 2574 2.21 2.20E-03
70.0 3.444 6.458 5.14 2300 2574 2.23 2.39E-03
70.0 3.463 6.449 5.14 1892 2858 2.21 2.17E-03
75.0 3.324 6.071 8.95 2080 2775 2.18 3.52E-03
75.0 3.318 6.058 9.20 2069 2761 2.18 3.56E-03
75.0 3.318 6.044 9.26 2069 2746 2.18 3.57E-03
80.0 3.211 5.704 16.79 1882 2696 2.13 5.23E-03
80.0 3.193 5.679 16.89 1852 2667 2.13 5.28E-03
80.0 3.191 5.671 16.87 1849 2658 2.13 5.24E-03
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4. X-ray crystal structure determination of N{Ts}-tetrahydro-
biisoindole "Nu-BIPHEP(0)”
Colourless crystal (plate), dimensions 0.240 x 0.180 x 0.070 mm?® crystal system

orthorhombic, space group Aba2, Z = 8, g = 15.9120(7) A, b = 28.7697(12) A, ¢

22.5183(9) A, alpha = 90 deg, beta = 90 deg, gamma = 90 deg, V = 10308.5(7) A%, rho
1.280 g/cms, T=200(2) K, Thetamz = 23.531 deg, radiation Mo Kalpha, lambda = 0.71073 A,
0.5 deg omega-scans with CCD area detector, covering the asymmetric unit in reciprocal
space with a mean redundancy of 6.86 and a completeness of 99.9% to a resolution of
0.89 A, 27838 reflections measured, 7633 unique (R(int) = 0.0664), 6120 observed (I > 2o(1)),
intensities were corrected for Lorentz and polarization effects, an empirical scaling and
absorption correction was applied using SADABS [6] based on the Laue symmetry of the
reciprocal space, mu = 0.22 mm'l, Tmin = 0.86, Trma = 0.94, structure refined against F2 with a
Full-matrix least-squares algorithm using the SHELXL-2014/7 (Sheldrick, 2014) software [7],
679 parameters refined, hydrogen atoms were treated using appropriate riding models,
except some hydrogens at the disordered solvent methanol, which were not considered at
all, Flack absolute structure parameter 0.00(5), goodness of fit 1.02 for observed reflections,
final residual values R1(F) = 0.058, wR(F?) = 0.133 for observed reflections, residual electron
density —0.34 to 0.64 eA™®. CCDC 1473145 contains the supplementary crystallographic data
for this paper. These data can be obtained free of charge from The Cambridge

Crystallographic Data Centre via www.ccde.cam.ac.uk/data_request/cif.
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5. NMR Spectra

5.1. NiBoct-Tetrahydrobiiscindole “NU-BIPHEP(0)”
3p'H] NMR

T T T T T T T T
100 50 ] -50 -100 -150 -200 ppm
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5.2, NH}-Tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(0)”
The spectra contain residual 2-propanol that was not separable even when reduced pressure

was applied for prolonged time. *H NMR:

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 PpPmMm
1341
C{*H} NMR
‘ \
I
P e
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
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3p'HE NMR
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5.3. N35-DCBl-Tetrahydrobiisoindole “NU-BIPHEP(0)”
3paAHYNMR

515
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5.2. Schreibersit: ein effektiver Katalysator im Formose Netzwerk

Sebastian Pallmann, Jana Steflova (neé Svobodova), Maren Haas, Saskia Lamour,
Ann-Kathrin HenB und Oliver Trapp, New J. Phys. 2018, 20, 055003.%°

Kurzzusammenfassung

Thematischer Schwerpunkt der vorliegenden Publikation liegt in der Reevaluierung des
meteoritischen Materials Schreibersit, FesP, hinsichtlich des erzielbaren Produktgemisches an
Phosphoroxo-Anionen wahrend der wassrigen Korrosion des Materials, seiner Phosphorylie-
rungsfahigkeit gegentiber kleinen organischen Molekilen und Reaktivitat in Anwesenheit von
Formaldehyd und kleinen Zuckern. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine kapillarelektropho-
retische Trennmethode entwickelt, mit deren Hilfe die Korrosion des Schreibersits zeitaufge-

I16st verfolgt und die Produktzusammensetzung unverfalscht identifiziert werden konnte.

I i i
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Aufgrund der pH-Sensitivitat der unterschiedlichen Phosphoroxo-Anionen wurden da-
fur pH-neutrale Bedingungen entgegen den bisher publizierten Analysemethoden (NMR unter
basischen Bedingungen) gewahlt. AuRerdem entbehrte die Methode notwendige Aufarbei-
tungsschritte. In der Korrosionsmischung konnte so im Gegensatz zu bisherigen Veroffentli-
chungen die Entwicklung von Phosphit, Diphosphit und Phosphat flir verschiedene Tempera-
turen aufgezeichnet werden. Diese Experimente wurden unter Anwesenheit kleiner organi-

scher und zum Teil biologisch relevanter Molekile wie Ethanolamin und Cholin wiederholt. Es
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konnte aber keine spezifische Fahigkeit des Materials zur Phosphorylierung nachgewiesen
werden. Allerdings wurde in Anwesenheit von Formaldehyd und kleinen Zucken der Ablauf der
Formose-Reaktion beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass die Korrosion von Schreibersit
ein basisches Milieu mit Fe(ll)-lonen erzeugt, welche den Ablauf der Formose-Reaktion mit
der vornehmlichen Bildung von C5-Zuckern katalysiert. Durch diese Ergebnisse konnte ein
Bezug zwischen der Bildung von Zuckern und Phosphaten hergestellt werden. Schreibersit gilt
als eine prabiotische Quelle flr Phosphate; die Formose-Reaktion als eine mogliche Reaktion
hin zu komplexen Reaktionsnetzwerken von Kohlenhydraten. Diese Publikation impliziert da-

her einen gemeinsamen Ursprung flr Phosphor und Zucker.

Autorenbeitrag

Das Forschungsprojekt wurde gemeinschaftlich von OT und SP entwickelt. SP hat alle
Korrosionsexperimente durchgefihrt, analysiert und ausgewertet. JS hat die CE- und MH so-
wie SL haben die GC-Trennmethode entwickelt. SP und JS haben gemeinschaftlich die Kor-
rosionskinetik in Wasser und die Reaktionsstudien mit organischen Molekilen durchgefinhrt.
AH hat die XPS-Messungen des FeszP-Materials vorgenommen und ausgewertet. SP hat die

Publikation geschrieben.
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Abstract

We report on the ability of the meteoritic material schreibersite to catalyze the generation of higher
sugars from simple carbohydrates in the formose reaction network. Since the analysis of carbonaceous
meteorites like the Murchison meteorite it has become generally accepted that a substantial amount of
organic material has been delivered to the early earth and, therefore, ought to be considered in
scenarios for the origin(s) of life. Also for the open question of accessible phosphorus sources, an
extraterrestrial material called schreibersite hasbeen identified that is capable of releasing soluble and
reactive phosphorus oxyanions that would react with organics to form for instance nucleotides and
membrane associated molecules. We have reinvestigated this material using capillary electrophoresis
to monitor its corrosion process in water and probed its ability to phosphorylate a wide range of
organics. Although showing a poor reactivity of schreibersite, we have found that the material
catalyzes the aldol reaction of small carbohydrates forming larger sugar molecules. This reaction in the
formose reaction network is a prebiotically likely route to biologically relevant sugars. The results of
our study present one of the first instances of connecting extraterrestrial material to prebiotic
chemistry on the early earth.

1. Introduction

1.1. Chemical networks and chemical evolution

Ever since the pioneering work of Oparin [1], Haldane [2] and Miller [3], the scientific field of the origin(s) of life
has amplified in its spectrum of theories, experiments and results starting from the ‘warm little pond’ idea of
Charles Darwin [4] to discoveries of extra-solar (super- Jearth planets [5, 6] and specific abiotic pathways to
relevant building blocks of life [7—18]. Even though the field is now evolving for almost a century, there still is
uncertainty about fundamentals like the definition of /ife and the applicability of the phrase plausible prebiotic
condition [19-24]. That is because scenarios for the origin(s) of life are conceivable for a wide range of different
parameters, e.g. temperature, pressure, irradiation flux and availability as well as concentration of feedstock
molecules. Possible scenarios for the origin(s) of life include various settings such as hydrothermal vents [25],
volcanic locations [26, 27], primordial soup [28, 29] and drying lagoons [30—32]. The difficulty with the
characterization of life, on the other hand, lies with the many open questions of its evolverent. If one could
precisely retrace the steps of the emergence oflife on earth, it would beceme apparent where to draw the line
between inanimate and alive. A popular periphrasis, though, was given in 1994 by NASA and says that lifeis ‘a
self-sustaining chemical system capable of Darwinian evolution’ [23].

A possible sequence of events leading to systems covered by that definition and giving way to the last
universal common ancestor (LUCA) is depicted in figure 1. After the formation of the Earth 4.5 billion years ago
in which all organic matter was pyrolyzed, small molecules were not only formed through atmo-, hydre- and/or
lithospheric chemistry but also delivered by extraterrestrial bombardment. Those small molecules are prone to
construct complex reaction networks under changing conditions of versatile energy flux (out- of-equilibrium
chemistry) and give rise to more complex molecules of certain features (redox-, photo- and catalytic activity,

@ 2018 The Author(s). Published by IOP Publishing Ltd on behalf of Deutsche Physikalische Gesellschaft
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Figure 1. Possible steps of the formation of the Earth towards the last universal common ancestor (LUCA). Scientific fields involved
with the studies of the origin(s) of life as well as specific features and molecules of each step are shown, too.

amphiphilic properties for bilayer assembly). Those reaction networks likely succumb to evolutionary principles
such as isolation, competence and adaption although their survival is not measured in reproduction or based on
heredity but in self-sustainment and complexity. That phase, thus, can be termed chemical evolution. In such a
first self-sustaining system, the emergence of functional polymers becomes probable and levels the transition to
Darwinian evolution. Once first protocells are formed Darwinian evolution manifests and allows the generation
of LUCA.

Along that way, however, there is a multitude of open questions that require several scientific disciplines to
answer them. The authors’ focus lies with the reaction pathways in context with the formation of small
molecules and their reactivity towards complex reaction networks.

The present contribution deals with the meteoritic material schreibersite Fe;P as a source for reactive
phosphorus oxyanions and its behavior during aqueous corrosion in the presence of organic molecules. It,
therefore, focuses on the possible emergence and reactivity of small molecules and their transition into complex
reaction networks. Specifically, the ability of the mentioned material to catalyze the formation of carbohydrates
from small precursors, aldol/retro-aldol reactions in the formose reaction network, is studied. This way, a
connection between extraterrestrial and terrestrial material is drawn and the impact of meteoritic bombardment
not only for delivery but also for inducing reactions is highlighted.

1.2. Schreibersite as a possible phosphorylation agent

Phosphorus is one of the key elements of life and amounts up to 1% of the weight of dry cells [33]. It is part of the
backbone of DNA/RNA, essential component of the phospholipids in cell membranes, energy storage in form
of adenosine triphosphate, constituent of coenzyme such as flavine adenine dinucleotide, nicotinamide adenine
dinucleotide and coenzyme A as well as crucial derivatization group in metabolic pathways. Its significance in
biological life is contrasted by its natural availability. There is no volatile phase or versatile redox chemistry of
phosphorus under terrestrial conditions. The stable and predominantly occurring form is orthophosphate
(PO,*~) which exhibits poor solubility in presence of divalent cations in aqueous medium [34]. Phosphorus,
therefore, is a limiting ingredient for the origin(s) of life. It is assumed that 95% of the Earth’s stock of
phosphorus was concentrated in the core of the Earth leaving the continental crust with about 650 ppm
phosphorus [35]. An inventory of the possible phosphorus sources in the hadean eon is given in table 1 as posed
by Hazen [36] and expanded by Pasek [37].

The majority of the minerals listed in table 1 exhibit only a low solubility in water and, hence, do not have the
ability to make phosphorus accessible in aqueous media on the early earth. The low abundance of free
phosphorus is accompanied with its generally low reactivity towards organic molecules in its most stable form,
orthophosphate. It is still highly discussed by what chemical pathway phosphorus could have been incorporated
into organic molecules [37, 38]. Besides reactions in non-aqueous media such as formamide [39-44] and
eutectic media [45] as well as by use of condensing agents (urea [46—49] and cyanamide [50-52]) or activated
phosphates (pyro-, tri-, poly-, cyclic- or diamidophosphate) [16, 27, 53—55], one scenario is based on the
meteoritic material schreibersite (Fe,Ni,Cr);P [56]. Statistics assume that around 0.1%-10% of the Earths
phosphorus inventory was delivered by meteoritic bombardment [57]. This material which contributes about

69



Veréffentlichte Arbeiten

70

1OP Publishing

New]. Phys. 20(2018) 055003 S Pallmann et al

Table 1. Mineral diversity in the hadean eon on the basis of Hazen [36]
and Pasek [37]. Additions by the latter one are given in italics.

Name Formula Classification
Nickelphosphide NizP Phosphide
Perryite (Ni,Fe)s(8i,P);

Schreibersite (Fe,Ni,Cr)sP

Beusite Mn(ID)Fe(I1)}(PO,), Phosphate
Bobbierite Mgs(PO,), - 8H,O

Childrenite Fe(INAIPO,(OH), - H,O

Chlerapatite Cas(PQO,)sCl

Farringtonite Mgs(PO),

Fluorapatite Cas(PQ,).F

Galileiite NaFe(II)(PO ),

Graftonite (Fe(II),Mn(II),Ca)5 (PO ),

Hydroxylapatite Cas(PQ,);OH

Johnsomervilleite Na, ;CagMg; s Fe(IN(PO, )54

Luneburgite MgsBo(PO,),(OH)s - 83H,0

Merrillite CagNaMg(PO,),

Monazite-Ce CePO,

Newberyite MgHPO, - 3H,0

Sarcopside Fe(I)(PO,),

Stanfieldite CaMgs(POy)s

Struvite NHMgPO, - 6H,O

Triplite (Mn(ID),Fe(ID)), PO, (F.OH)

Vivanite Fe(I);(PO,),

‘Wagnerite Mg PO.F

Wavellite Aly(PO,),(OH), - SH,O

Whitelockite CasMg(PO4)(POsOH)

Xenotime (Y, ¥Yb)(PO,)

0.2-0.4 wt% of iron-rich meteorites [58] centains phosphorus in a reduced oxidation state allowing it to be
corroded by water and to release reactive phosphorus oxyanions through a radical mechanism [59]. This
material has already been examined inliterature regarding the composition of the released phosphorus
oxyanions (see table 2) and its ability to phosphorylate organic molecules. It was found that schreibersite is
capable of phosphorylating glycerol and nucleosides in yields of 2.5% and 5.7%, respectively [60, 61]. The
corrosion rate of schreibersite in saline solution is about 0.2% per week and 109 peryear [57].

1.3. Formose reaction

Carbohydrates are essential components of life. They are part of nucleotides in form of deoxyribose or ribose
and are, therefore, crucial for DNA, RN A and cofactors. They are also vital constituents in metabolic pathways in
all organisms, e.g. glycolysis. A plausibly prebiotic formation of carbohydrates of different length and
composition was first discovered by Butlerovin 1861 [10] and interpreted on a molecular level by Breslow in
1959 [64] and is termed the formose reaction. The formose reaction is the oligomerization of formaldehyde in
aqueous solution in the presence ofa basic catalyst. It results in a complex mixture of straight-chain and
branched monosaccharides, polyols and polyhydroxycarbonic acids. The specific cutcome and product
distribution depends on the concentration of invelved feedstock molecules, temperature and reaction time. Its
mechanism is not yet fully understood [65—68]. The formose reaction comprises a multitude of reaction paths in
which carbohydrates not only self- and cross-add to one another in an aldol reaction type, but also split in retro-
aldol reactions, disproportionate or oxidize, especially when performed under oxygen [69-72]. Anover-
simplified reaction network alongwith alist of unbranched sugars of up until 6 carbon atoms that all are
products of the formose reaction network is given in figure 2. If started from formaldehyde, formally the
simplest carbohydrate, the formose reaction can only be catalyzed either in the presence of a co-catalyst capable
of enediolization, e.g. higher sugars such as glycolaldehyde and glyceraldehyde (2 minimum of 3 ppm [66]),
thiazolium salts activating formaldehyde for electrophilic attack [73] or UV-irradiation [74, 75]. As for the basic
catalyst, awide range of compounds are suitable such as AI{OH);, NaOH, borates, FeO and typically Ca(OH),
and have already been studied in literature [72]. Most of the inorganic and organic substances known to be
efficient catalysts for the formose reaction network, however, are not considered to be present in the hadean eon
for the origin of life [36]. A disadvantage of the formose reaction, also, lies with its poor selectivity. Biologically
significant carbohydrates such as ribose are only formed inlow yield. Besides, the longer the formose reaction
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C#  Aldose Ketose
1 Formaldehyde
2 Glycolaldehyde
3 Glyceraldehyde Dihydroxyacetone
4 Erythrose Erythrulose
Threose
5 Ribose Ribulose
Arabinose Xylulose
Xylose
Lyxose
6 Allose Psicose
Altrose Fructose
Glucose Sorbose
Mannose Tagatose
Gulose
Idose
Galactose
Talose

Figure 2. Simplified reaction scheme of the formose reaction and unbranched aldoses and ketoses of up to 6 carbon units. Black
arrow: addition of C1; blue arrow: additions of C2; green arrow: additions of C3; violet arrow: addition of either C1 or C2; red arrow:
addition of either C2 or C3.

proceeds the more carbohydrates are turned into a water insoluble tar discernable from an intensifying yellow—
brown color of the solution [70]. It was shown, however, that the presence of borate [69, 76] or phosphorylated
carbohydrates [77, 78] overcome that selectivity issue.

2. Chemicals and methods

2.1. Chemicals

All chemicals have been used as received except for aqueous sugar standards that were lyophilized to obtain the
compounds as solids. Synthetic schreibersite material was purchased from Alfa Aeser (99.5% metal basis) and
Sigma-Aldrich (99.5% trace metals basis). Formaldehyde (37% wt in H,0), cyanamide (99%), dicyandiamide
(99%), sodium sulfide nonahydrate (99%), thiourea (99), stearic acid (98.5%), ethanolamine (99%), choline
(98%), O-ethylhydroxylamine hydrochloride (99%), N-methyl-bis(trifluoroacetamide) (MBTFA) (99%), N, O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) (99%), pyridine (99%), glycolaldehyde dimer (mixture of
stereoisomers), D-threose (60%), D-erythrose (75%), L-erythrulose (80%), dihydroxyacetone dimer (97%),
D-allose (98%), L-arabinose (99%), D-mannose (99%), D-fructose (99%), D-galactose (99%), D-ribose (98%),
salicylic acid (99%) BIS-TRIS (98%) and sodium hexafluorophosphate (99%) were supplied by Sigma-Aldrich.
Methanol (HPLC grade) and acetonitril (HPLC grade) was bought from Fisher Chemicals and VRW Chemicals,
respectively. Urea (99%) and D-xylose (99%) were obtained from Merck. Sugar standards were largely
purchased from Carbosynth Limited. Those sugars include: D-xylulose (98%), D-piscose (98%), D-idose (99%),
L-ribulose (97%), D-altrose (99%), D-lyxose (99%), L-gulose (98%), D-tallose (99%), D-tagatose (99%),
L-sorbose (98%), beta-D-galatoheptose (99%). D-glucose-1-hydrate (99%) was supplied by PanReac
AppliChem ITW Reagents. Meso-inositil (99%) was bought from Roth. Dimethyl sulfoxide (DMSO) and
ammonia (2M) were obtained from the chemical shop of the department of chemistry and pharmacy of the
Ludwig—Maximilian University, Munich. Water was deionized (DI) bya VWR Puranity PU 15 (VWR, Leuven,
Belgium).
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2.2, Instrumentations

2.2.1. Capillary electrophoresis (CE)

Monitoring of schreibersite corroesion and screening of phosphorylation reactions were performed on an Agilent
*PCE 1600 apparatus (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) controlled by the ChemStation software
Rev. B.04.03. Measurements ran on a fused silica capillary {ID 50 gzm, OD 360 pm) purchased from
MicroQuartz Munich (Munich, Germany).

2.2.2. Gas chromatography (GC)

Separation of silylated sugars from the schreibersite induced formose type reaction were achieved ona Trace GC
Ultra system hyphenated to either a PolarisQ MS (quadrupole-ion trap mass spectrometer (MS)) or aISQ single
quadrupele MS (Thermo Scientific, San Jose, California, USA) operated by Xcalibur software 1.4 SR1 0r2.2 SP1,
respectively. Injections utilized a split/splitless injector (split mode; at 250 °C). MS detection was, routinely,
complemented by flame ionization detection that was operated at 250 °C and carbon-corrected.

2.2.3. Scanming electron microscope with energy dispersive x-ray analysis (SEM-EDX)

Synthetic schreibersite material was analyzed with a FEI Helios G3 UC system equipped with a X-Max-N 80
detector using the AzTec software. Measurements were conducted with 20 kV accelerating voltage at 4 mm
working distance.

2.2.4. X-ray photoemission spectroscopy (XPS)

Schreibersite material was loaded into a UHV chamber equipped with a VSW TA10x-ray source providing non-
monochromatic Al K, radiation and a VSW HA100 hemispherical analyzer. Due to charging of the sample peak
shifts were corrected by setting the Na 1s peak to 1072.1 eV. Spectra were acquired before and after cleaning of
the sample by Ar™ sputtering (1 kV; 7 114). The recorded peaks were fitted with a Doniach—Sunjic line shape
convoluted with a Gaussian and linear background subtraction for analysis [79].

2.2.5. pH meter
Determination of pH values was conducted with the SCHOTT instrument pH meter Lab 850 by SI Analytics
GmbH (Mainz, Germany).

2.3.Methods

2.31.CE

Separation conditions were predicted and optimized by the Peakmaster 5.3 Complex software [30]. The
background electrolyte (BGE) chosen consisted of 20 mM salicylic acid and 30 mM BIS-TRIS (pH 6.2 and IS
20 mM). Samples wereinjected with 200 mbar - s,and 0.1 vol% DMSO was used at outlet position before
separation as electroosmotic flow (EOF) marker. Separation voltage was setto —30 kV with 40 mbar pressure
assistance. The apparent mobility of the EOF was determined to be approximately

pimor = 11 - 1077 m?V "5, The capillary was conditioned each day using a sequence of water flush (2 min),
0.1 M sodium hydroxide flush (2 min), water flush (2 min) and BGE flush (5 min). In between measurements,
the capillary was rinsed with BGE for 2 min. Indirect-UV electropherograms were recorded with 10 Hz at 210
and 230 nm with abandwidth of 4 nm and ran at 25 °C. Peak positions were determined by fitting with the
Haarhoff-Van der Linde function using OriginPre 2017 SR2 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). For
identification and calibration, measurements with phosphorus oxyanions standards of different concentration
were conducted with sodium hexafluorophosphate as internal standard in triplicates to determine effective
mobilities and linearization graphs.

2.3.2. GC-MS

For the separation of sugars, two complementary derivatization strategies were used. Around 4 mgof residue of
filtered and lyophilized reaction solution was dissolved in 400 4 pyridine, mixed with 400 z ofa 40 mg ml~* O-
ethylhydroxylamine hydrochloride solution and heated to 70 °C for 30 min on arocking shaker. One half of that
solution was further derivatized with 120 pl BSTFA while the other one was subject to 50 z MBTFA. Either step
was followed by incubation at 70 “C for 30 min on a rocking shaker. BSTFA derivatized sugars were separated on
aSE-52 column (14 mlength, ID 250 nm, 250 nm film thickness) with 80 kPa helium and a temperature
program starting at 50 °C for 2 min and increasing temperature by 10 K min ™" to 140 °C and then 5 K min ™ to
240 °C and keeping that temperature for 2 min MBTFA modified sugars were measured ona OC 225 column
(30 mlength, ID 250 nm, 250 nm film thickness) with 80 kPa helium using the following temperature gradient:
80 °C for 5 min, 2 K min ™~} to 160 °C, 10 K min ™~ to 200 *C and keeping that temperature for 12 min.
Chromatograms were baseline corrected and peaks were integrated using OriginPro 2017 SR2 (OriginLab
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Corporation, Northampton, USA). Integration results were corrected by the number of carbon aterns and used
for relative quantification of components in mixture. Retention times and fragmentation patterns of standards
of all unbranched aldose and ketose sugars up until 6 carbon atoms were used for identification of sugars in
reaction mixture.

2.4. Corrosion experiments

2.4.1. Mowitoring of schreibersite corrosion

1 g of commercially available Fe;P was placed in glass CE vials and mixed with 500 gl water. Vials were capped,
sealed with a crimper and kept at 5 °C, 25 °C, 80 °C or 150 °C for different periods of time. For monitoring of
reaction process, vials were shortly removed from the heating block, opened and measured. Right after sample
injection, reaction vessels were closed as described and put back into the heating block.

2.4.2. Reaction of orgamnics in the presence of schreibersite

Glass CE vials were charged with 250 mg of synthetic schreibersite material and 0.5 ml of 0.020 M solution of an
organic. If solubility of organics prohibited addition at desired concentration, the substance was added as a solid
and the mixture was suspended in the given volume of DI water. The reaction mixture was capped, sealed with a
crimper and heated to either 80 °C for 7 days or 150 °C for 1 day.

2.4.3. Schreibersite induced formose type reaction

Glass CE vials were filled with 1 g of synthetic schreibersite material and 1 ml 0£0.250 M carbohydrate solution.
In cross reactions the concentration of each component was 0.125 M. Vials were capped and sealed with a
crimper. Reaction mixtures were heated at 80 °C for either 1 or 7 days before being filtered, lyophilized and
derivatized for GC separation.

3. Results

3.1. Verification of quality of schreibersite surrogate FesP

The synthetic and commercially available Fe;Pwhich was shown to be a reasonable chemical proxy for
schreibersite was probed via SEM-EDX and XPS to confirm that the material meets the quality of natural and
artificial samples described in literature [81]. Full SEM-EDX and XPS data can be found in the supporting
information {figures S1 and $2 is available online at stacks.iop.org/NJP,/20/055003,/mmedia). Either
measurement validates that the material employed in all experimentsis FesP of high purity that has already
undergone aerobic hydrolysis on the surface. It has been shown that this alteration does not corrupt the results of
corrosion experiments performed thereafter [62, 81].

3.2. Analysis of schreibersite corrosion

Based on the results of Foster et al (see table 2) that showed that the outcome of the analysis of schreibersite
hydrolysis depends on the subsequent werk-up of the sample, the author’s focus lay with the development of a
separation method that would allow the continuous monitering of the corresion process under inert conditions
so that pH-sensitive phosphorus exyanions would be detected unambiguously. For that purpose, a CE method
with indirect UV -detection was established that separates the common corrosion process products in about

12 min utilizing a BGE of the pH value of 6.2 under which the targeted molecules would be both stable and
charged in order to allow separation. It shall be highlighted that many of the phospherus oxyaniens oflow
oxidation state are instable and hydrolyze under high and low pH. A representative separation is shown in
figure 3(A).

Since sample consumption is in the nL regime and sample work-up is usually not required in CE separation,
the schreibersite corrosion process became menitorable in a straightforward fashion. This way, we could screen
the process under various cenditions of different temperature, pressure, concentration and atmosphere. We
observed that the corrosion process proceeds rather slowly at 5 °C and 20 °C butis sufficiently fast at higher
temperatures. A typical electropherogram of the material after 14 days at 80 °Cis depicted in figure 3(B). On the
contrary to literature results summarized in table 2 (entries A-C, F), we did not ebserve hypo- or pyrophosphate.
This, however, is in agreement with Foster et al [63] (see table 2, entry G). Additionally, we detected a signal of the
effective mobility of —(54.5 £ 0.5) 10 ~? m? V™! s which could not be unambiguously attributed to either
triphosphate or diphosphite (H; P, O5* 7). As triphosphate would be accompanied with its hydrolyzes product
pyrophosphate, which has not been detected, and a radical mechanism involving PO32~ radicals makes the
formation of diphosphite (H,P, 052 ) likely [59], we can assign the peak of the given mobility to be diphosphite
(HP,0527). The progress of the changes in concentration for 20 °C and 80 °C for the three main products of the
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Figure 3. Results on schreibersite corrosion. (A) A representative separation of eight likely schreibersite corrosion products.
Separation conditions are given in section 2.3.1. (B) Electropherogram of corrosion process after 14 days at 80 °C. Chloride is an
impurity coming from the material. IS is the internal standard. Concentration progress of (C) diphosphite (H,P,052), (D) phosphite
(HPO;%7) and (E) phosphate (PO, ") over the course of 14 days at 20 °C and 80 °C.

corrosion process are shown in figures 2(C)—(E). It is highlighted that phosphite (HPO;2") is the major
dissolved product accumulating over time.

Furthermore, studies on the influence of inert atmosphere did not result in observations other than already
published [56]. Pressure was found to have no effect on the outcome of the corrosion and the amount of added
water solely changed the concentration of the products, not the product distribution. Unlike stated in literature,
however, we found that the pH value of corrosion experiments changed drastically and immediately on contact
with water. After mixing Fe;P with water, we observed an instant increase of the pH value to around 11 that
slowly decreased over time to 9. In order to exclude any impurities of the material to be the cause for that
observation, we washed Fe;P five times with water before conducting the pH measurement of the corrosion
process. Even then the pH value rose to 9 in about 20 min and stagnated. We attribute the immediate increase of
pH when not washing the material to the release of tribasic phosphate (PO, ") that has formed on the surface
due to hydrolysis by the humidity of the air.

Besides screening at 5 °C, 20 °Cand 80 °C, we conducted corrosion experiments at 150 °C in sealed glass
vials. They were in alignment with the previously stated findings but allowed the corrosion process to progress
faster. Typically, a corrosion for 14 days at 80 °C equaled one for 1 day at 150 °C in product distribution.
Representative electropherograms can be found in the supporting information (figure $4).

3.3. Screening of phosphorylation with organics

Asaresult of our studies that showed that the corrosion process is sufficiently fast at 80 °Cand 150 °C, we
screened several organic molecules for their reactivity towards phosphorylation or condensation of phosphates
to polyphosphates under the given conditions. However, we could not find detectable amounts of new species in
most of the electropherograms. Table 3 gives an overview of the probed molecules. Only for the tested
carbohydrates, we observed additional peaks as well as a yellow discoloration of the samples. In combination
with the results of Pasek et al [59] that described a tar like residue when reacting glycolaldehyde with
schreibersite that they, however, could not analyze, we checked those reaction samples for products associated
with the formose reaction.

3.4. Schreibersite catalyzed formose type reaction
The analysis of the carbohydrate samples from the reactivity studies of Fe;P in the presence of organics
confirmed to contain higher sugars such as formed in a formose type reaction. We, therefore, examined the four
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Table 3. Overview of organic molecules tested in their effect during the schreibersite corrosion.

SPallmann et al

O containing N containing S containing Membrane relevant
molecules molecules molecules Carbohydrates molecules
Methanol Ammonia Sodium sulfide Formaldehyde Stearic acid
CH;OH NH; Na,$ CH,O H;C-(CH,),,-COOH
Urea Acetonitrile Thiourea Glycolaldehyde Ethanolamine
H,NCONH, CH,CN H,NCSNH, HO-CH,CHO HO-C,H,-NH,
Formamide Cyanamide Glyceraldehyde Choline
HCO-NH, NC-NH, HO-CH,-CH(OH)-CHO  (H;C);N*-C,H-OH
Dicyandiamide Dihydroxyacetone Inositol
(H,;N),C=N-CN HO-CH,COCH,-OH CeH 1,06
A glycolaldehyde (C2) B glyceraldehyde (C3-at) C dihydroxyacetone (C3-f)
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Figure 4. Product distribution of schreibersite catalyzed formose and formose type reaction in the presence of (A) glycolaldehyde, (B)
glyceraldehyde, (C) dihydroxyacetone, (D) formaldehyde and glycolaldehyde, (E) glycolaldehyde and glyceraldehyde and (F)
glycolaldehyde and dihydroxyacetone. Greek labeling denotes the following compounds: a—glyceraldehyde, 3—dihydroxyacetone,
~—erythrose, 6—threose, e—erythrulose. Higher sugars cannot be quantified individually as a result of overlapping peaks. Therefore,
the bulk is quantified. For reaction conditions see section 2.4.3. Reaction time is 1 d. Relative errors of abundance are on average 1%
and are omitted for clarity.

carbohydrates formaldehyde (C1 sugar), glycolaldehyde (C2 sugar), glyceraldehyde (C3 sugar) and
dihydroxyacetone (C3 sugar) in single and cross-reaction setups and analyzed the product distribution.
Separation of the reaction products was performed by GC utilizing the derivatization of carbohydrates with
BSTFA and MBTFA that allows a relative quantification and identification of detected products. The results of
our experiments are shown in figure 4. Typical gas chromatograms can be found in the supporting information
(figure S5).

Formation of sugars was only observed in presence of schreibersite. The comparison of the product
distributions of all performed reactions shows the self- and cross-addition of substrates as expected in a typical
aldol reaction such as in the formose reaction network. Glycolaldehyde as a C2 carbohydrate predominantly
forms C4, C6 and C8 sugars (see figure 4(A)), whereas glyceraldehyde and dihydroxyacetone as C3 sugars
generate C6 carbohydrates (see figures 4(B), (C)). The results, further, demonstrate that dihydroxyacetone is less
reactive than glyceraldehyde as is indicated by its smaller consumption in the reaction. For dihydroxyacetone,
we, also, detected products of C6 constitution that did not match any of the unbranched carbohydrates




Veréffentlichte Arbeiten

New J. Phys. 20 (2018) 055003 SPallmann et al

glycolaldehyde (C2)

after 1 day
after 7 days

Al

0le=
C cs 6

=
2 (e}

carbohydrates

Figure 5. Product distribution of schreibersite induced formose type reaction after 1 and 7 d. Greek labeling denotes the following
compounds: y—erythrose, é—threose, e—erythrulose. Higher sugars cannot be quantified individually as a result of overlapping
peaks. Therefore, the bulk is quantified. For reaction conditions see section 2.4.3. Relative errors of abundance are on average 1% and
are omitted for clarity.

standards we used for establishing the GC separation method suggesting that branched sugars [70] are formed
under these conditions.

We did not observe any conversion to higher carbohydrates within a day when only formaldehyde (C1 sugar)
was employed. It can be, hence, concluded that schreibersite is not capable of activating formaldehyde which
would require an Umpolung reactions. It is being consumed, though, in the presence of higher sugars (see
figure 4(D)). In our cross-reaction experiments (see figures 4(D) to (F)), we could, further, observe a
predominance for the formation of C5 sugars with the biologically relevant ribose being a minor constituent. C6
sugars formed were primarily ketoses rather than aldoses.

Asitisknown that the product distribution of the formose reaction changes with time, we examined the
generation of higher carbohydrates for the glycolaldehyde sample after 1 and 7 d. The results are depicted in
figure 5.

The results of this study are in agreement with previous observations of the formose reaction [70, 72]. Under
prolonged reaction time the product distribution changes in favor of higher sugars. Also, more retro-aldol
products such as C5 sugars become abundant and substrate is transferred into higher molecular structures
resulting in a tar like material of low water solubility. Compared to analogous reaction conditions, however, the
formation of tar and the associated decomposition of carbohydrates set in significantly later with schreibersite
[70, 72]. The conditions introduced by the corrosion process presumably pose a mild environment in which the
generation of sugars even over longer period of time is facilitated.

Allidentified and detected unbranched sugars of the performed experiments can be found in the supporting
information (table S3).

4. Discussion

4.1. Monitoring of schreibersite corrosion

We could show that CE is a suitable method for monitoring the corrosion process of artificial schreibersite
material as sample consumption is minimal and pretreatment unnecessary. Separations were performed under
neutral conditions (pH 6.2) to exclude any bias connected to the pH sensitivity of phosphorus oxyanions. Our
results on the composition of the aqueous phase of the Fe;P corrosion are in general agreement with previously
published results. Main constituents are phosphite (HPO32~) and phosphate (PO, ") [56, 59, 62]. In contrast to
earlier work, we could not detect pyrophosphate or hypophosphate but diphosphite (H,P,O52 7). In case of the
former, this might be due to alack of sensitivity. Limits of detection with the indirect UV-detection are around
10-100 pM. In the latter case, it is assumed that diphosphite (H,P,O527) has not yet been observed as it
hydrolyzes with a half-life of 3 min at 20 °Cin 0.1 N NaOH solution [82, 83]. The general procedure of detection
and quantification of corrosion products in literature, though, involves treatment of the samples with either
NaOH or Na,S$ in order to remove Fe(II) and allow NMR analysis. This practice significantly raises the pH value
and would quench any available diphosphite (H,P,0s%~). On that note, it shall be highlighted that also
phosphite (HPO327) is prone to hydrolysis generating phosphate (PO, *~) and molecular hydrogen, but this
process only becomes relevant at high temperatures [84]. The differences in observations of NMR based
methods and our approach is supported by Foster et al They performed ion chromatography of the corrosion
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products without pretreatment of the samples and could not detect diphosphate (P;07%~) and hyphosphate
(P,O¢*") either [63].

Besides, the results of our CE method provide insight into the progress of the corrosion process for different
temperature. Whereas the phosphate {PO,* -} concentration increases sharply in the beginning and then
decreases to stagnate at a plateau of around 0.5 mM, concentrations of phosphite (HPO3?~) and diphosphite
(H,P, 0527) increase steadily over time for corrosions performed at 80 °C. At 20 °C diphosphite (H;P, 0527)
reaches a steady state concentration already after around 7 dayshile phosphite (HPO32-) keeps increasing
slowly. The immediate rise of the phosphate (PO4*~) concentration in the beginning regardless of the
temperature is attributed to the already oxidized surface of the material containing phosphate (PO,>~) when
stored under air. The advanced decrease of the concentration can be explained by the low solubility of iron(II)
phosphate that over the cause of the corrosion is formed and depleting the solution of phosphate (PO,* ). The
more soluble phosphite (HPO32"), on the other hand, accumulates.

The immediate release of phosphate (PO, ") is, also, held responsible for the observed quick rise of the
pH value in the beginning of the corrosion. Such an increase can only be explained by phosphate (PO, ) inits
tribasic state (as in NasPO,). As the mechanism of the corrosion is still elusive in detail, we argue that any
phosphorus oxy compound formed will be in its fully deprotonated form as free protons of any acidic product
would be reduced immediately by either iron or phosphorus in FesP to form molecular hydrogen. The
determined concentrations of phosphate (PO, ) in the corrosion process match the observed pH values in this
context. A concentration of 2 mM tribasic phosphate (PO,? ) as in the beginning of the corrosion experiments
when other possibly buffering species are absent equals a pH value of around 11 as was observed. We believe that
the basifying conditions of schreibersite have yet not been described in literature since experiments were
performed with little material in 25-50 times the water volume we employed in our experiments. Such a dilution
corresponds to a decrease in pH by 1.5 units. Asthe pH declines over time to a value of around 9 due to buffering
reactions by iron (formation of insoluble Fe(OH),), published experiments likely observed a neutral pH of
around 7.5.

4.2. Screening for phosphorylation and condensation to polyphosphates

The conducted reactions of erganics in presence of schreibersite corrosion have shown no detectable amounts of
both phosphorylated preducts or condensed phosphates. This demonstrates the low reactivity of the meteoritic
material as is also reflected in the low yields of published but successful phosphorylation reactions with
nucleosides [61] and glycerol [60]. It is very likely that the efficiency of those reactions could be enhanced by
reducing the amount of water present. Water serves as a quenching agent for reactive phosphorus oxyradical
intermediates [59] and, thus, hinders phosphorylation. As phosphorylation reactions in water are disfavored
thermodynamically, such an approach might be beneficial in many regards.

4.3. Schreibersite catalyzed formose reaction

As discussed insection 4.1., corroded schreibersite material basifies the aqueous phase in which itis immersed
by creating a buffer composed of phosphite (HPO32-), phosphate (PO,3~) and iron(Il) ions (Fe*M).Insucha
medium, we observed that simple sugars react in an aldol reaction scheme to generate higher carbohydrates.
This formose reaction network is a known abiotic pathway to biologically relevant sugars. We, therefore, tested
the reaction with formaldehyde, glycolaldehyde, glyceraldehyde and dihydroxyacetone all of which have been
linked to terrestrial [8, 85] and extraterrestrial [11, 86—88] erigins. In all cases except for pure formaldehyde, we
found typical formose network product distributions after one day. The fact that formaldehyde did not show any
reactivity under the given conditions is in full agreement with previous observations in literature [70]. In order to
activate formaldehyde, it has to underge an Umpolung reaction which cannet be achieved by base catalysis.
Formaldehyde, however, is being consumed inthe presence of an organic co-catalyst. Any organic molecule
with the ability to enediolize like glycolaldehyde can serve as such. Therefore, in cross-experiments that would
constitute fermaldehyde and glycolaldehyde we observed a full consumption of the carbon material enriching
specifically C5 sugars. As typical of formose reaction networks the conversion itself shows little selectivity, and
biclogically important carbohydrates such as ribose are only minor components. It has been shewn, though,
that phosphorylation of carbohydrates drastically influences the stability of reaction products and, hence,
changes the formose network outcome [77, 78]. In our future experiments, we will, therefore, examine
possibilities to realize the generation and phosphorylation of sugars simultaneously by employing FesP since the
corrosion of this meteorite material creates a phosphor oxyanion enriched milieu and, thus, supplies all the
necessary ingredients for such areactivity. Unlike any other catalyst in the context of the formose reaction
network studied so far inliterature this is a unique feature of Fe;P. Schreibersite, also, belongs to the few likely
members of a hadean mineral inventory capable of triggering this network besides examples such as AI{OH)s,
Ca(CH), and borates [36, 72]. Furthermore, we showed that Fe;P creates a reaction envirenment in which the

11



Veréffentlichte Arbeiten

1OP Publishing

New]. Phys. 20(2018) 055003 S Pallmann et al

generation of carbohydrates as well as the formation of tar occur more slowly in comparison to published
experiments [72]. Stabilizing effects of the phosphate (PO, ), phosphite (HPQ32~) and iron(IT} enriched
environment will be the focus of future studies. In any event, our studies present indication that schreibersite
could be involved ina prebiotic scenario that gives rise to enriched aqueous phases of accessible dissolved
phosphorus and carbohydrates simultaneously. As those are significant ingredients for metabolism,
schreibersite could be conceived as a trigger for chemical reaction networks to form and chemically evolve to
complex self-sustaining systems.

5. Conclusion

In the present contribution, we established a separation method based on CE to monitor unbiasedly the
corrosion process of schreibersite and report on the ability of the material to catalyze the formation of
carbohydrates from prebiotic precursors in a formose type reaction. The method we present distinguishes itself
from previously reported approaches as it does not require any pretreatment steps that are believed to adulterate
the product distribution. This is due to the severe pH sensitivity of phosphorus oxyanions. The intreduced
method utilizes pH neutral conditions (pH 6.2} and is performed within less than 12 min. With it we could
detect phosphite (HPQ32-), phosphate (PO4*~) and presumably diphosphate (H>P,052-). We, further,
recorded their concentration profiles for corrosions performed at 20 °C and 80 “Cand found that phosphite
(HPO327)