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Kurzfassung

In der prabiotischen Chemieenden Reaktionspfade undetzwerke biologisch relevanter
Molekile unter plausiblen Bedingungeer Friilhen Erde untersucht. Der Entwicklung von
Leben und der biologiben Evolution der verschiedenen Lebensformen ging eine chemische
Evolution voraus, welche aus abiotischer Materie lebensfahige Strukturen sdeuf. D
notwendiga Molekile fir Metabolismus, Infmationsspeicherung und Kompart
mengliserung sind unter andere Aminosauren und Peptide, Zucker, Nukleotide sowie
Lipide. Hinweise aufdie Existenz vonflissigen Wasserauf der frihen Erdesowie die
Notwendigkeit von Wasser fur alle bekammtesbensformeriiihrten zu dessen Verwendung
als offensichtlichesdsungsmittefir prabiotische Reaktionen. Jedoch ist dabeiSiynthese

von Kondensationsprodukten sowie dstabilitdt einiger Produkte in wassriger Losung

problematisch.

In der vorliegendenDissertation werden daher wasserfeei Reaktionsbedingungen fur
prabiotischeSynthesen betrachtet. Dabei stelzein realistischeren Simulation prébiotischer
Bedingungerkomplexe Mischungen und Reaktionsnetzwerke im Fokus anstelle von gezielten
chemischen Umsetzungen einzelner Reaktartelemurde der Aufbau zweier Grundbausteine

in wasserfreien Reaktionsmediuntersucht: die Peptidsynthese in fliissigem Schwefeldioxid

und die Monosaccharidsynthese unter I6sungsmittelfreien Bedingungen.

Das erste Themengebiet (KapitellBfasst sich mitler Kondensation von Aminosauren zu
Peptiden in hygroskopischeSchwefeldioxid, welches durch vulkanische Emissionen auftritt.
Es wurden verschiedene Trennmethoden zur Analyse komplexer Mischungen der
proteinogenen Aminosauren sowie Kkleiner Peptide per lldeglektrophorese und
Hochleistungsflissigchromatographie entwickelurch die Verwendung einer mit
Polyacrylamid beschichteten Kapillare konnten Kapillarwechselwirkungen unterbunden und
eine stabile Trennung erzielt werd€&ekoppelt miteiner massensggometrischen Analyse
konnten die Reaktionsmischungeanhand dieser Methoddetailliert untersuchtund die
Peptidsequenzen aufgeklart werdéts konnte gezeigt werden, dass Schwefeldioxid ein
geeigneted. dsungsmittelfir Kondensationsreaktionen sein kammd ein durch Kupfersalze
katalysierte Peptichufbau zu Di bis Tetrapeptidenmoglich ist. Die Peptidbildung in
Mischungender kanonischerAminosauren wurddan Hinblick auf Selektivitdten in der
ProduktbildunguntersuchtDipeptidealler 20 Aminoséauresowie die Bildung von Cystin und
dessen Peptideonnten beobachteterden. Auch bei niedrigen Konzentrationen und geringerer
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Katalysatormenge fand eine Peptidbildung statt. Mit Schwefeldioxid als Losungsmittel konnte
somit ein neues prabiotisches Szenariogestellt und die Peptidkondensation erfolgreich

durchgefuhrt werden.

Im zweiten Themengebiet (Kapitel 5) widile mechanochemische Zuckerbildung behandelt.
Ausgehend von Glycolaldehyd und Formaldehyd kann mithilfe von basischen Katalysatoren
unter mechaischen Einflissen ein Netzwerk aus Monosacchariden aufgebaut werden. Zur
Untersuchung dieses Netzwerks ohne Informationsveslusien zunachst Derivatisierungs

und Trennmethoderitir Gas und Flussigchromatographientwickelt. Als umfassendste
Methode wure eine Oximierung mit anschlie3ender Silylierung und gaschromatographischer
Analyse g@funden, welche im Folgenden standardmé&Rig zur Analyse der Reaktionen eingesetzt
und bei Bedarf von weiteren Methoden erganzt wuhsieAnschluss wurden Mineralien auf

ihre katalytischen Eigenschaften in dezchanochemischetuckerbildung aus Glycolaldehyd
untersucht. Im Labormal3stab wurden Kugelmihlen zur Simulation der mechanischen
Krafteinwirkung verwendetEs wurde fur eine Vielzahl an Mineralienklasseetrosen und
HexosenbildungnachgewieserDas Reaktionsnetzwerk konnte um adsorbierten Formaldehyd
erweitert und auchn geringa MengeneineUmpolungund Dimerisierung des Formaldehyds
erzielt werden. Die Robustheit des Netzwerks gegeniber auleren Einflissendsowie
Stabilitat der Zuckeunter den gewahlten wasserfreien Bedinguriggmte gezeigt werden.
Somit konnte mit der mechadizemischen Variante der Formosaktion eine valide
Alternative zur wassrigen Reaktion erhalten werden, welche die fehlende Seiekinat
Stabilitat in Wasser Uberwindet. Im Kontext des Ursprungs des Lelefest diese
mechanochemische Festphasenreaktion einen plausiblen Weg zu Zuckern auf der Erde oder auf

Meteoriten.



Abstract 13

Abstract

Prebiotic chemistry investigates reaction pathways and networks of biologically relevant
molecules under prebiotically plausible conditions ofddudy Earth. The formation of life and

the biological evolution of different life forms was preceded by anited evolution forming

living organisms from abiotic materialBhe necessary molecules for metabolism, information
storage and compartmentalisation include amino acids and peptidess, nucleotides and
lipids. Evidence for the existence of liquid waton theearly Earthand the necessity of water

for all known living systemsead tothe assumptiomnd investigatiorof water as thenost
apparent solvent for prebiotic reactiok®wever, the synthesis of condensation products as
well as the stability osome products in wat@rove problematic.

This dissertatiorthereforedeals with watefree reaction conditionsntheearly Earth.In order

to realistically simulate prebiotic conditions, complex mixtures and reaction networks are
investigated insteadf aselective chemical transformations of individual components. The
formation of two basic building blocks under wabtexe conditions is explored: the peptide
synthesis in liquid sulphur dioxide and the monosaccharide synthesis under -f@lgent
conditiors.

The first topic (chapter 4goversthe condensation of amino acids forming peptides in the
hygroscopic solvent sulphur dioxide, which is available due to volcanic emisBiffesent
separation techniques for the analysis of complex mixtures of the proteinogenic amino acids
and small peptidely capillary electrophoresis and higierformance liquid chromatography
were developed. With the use of a polyacrylarddatedcapillary analytewall-interactions

were suppressed and a stable separation maintained. Coupled to mass spedticnnestirod

was used for the detailed analysis of the reaction mixtares the peptide sequences were
determinedria fragmentation patterngt was shown that sulphur dioxide represents a suitable
solvent for condensation react®m@nd that a copperatalysed peptide formatioop to
tetrapeptidesan be performed within. The selectivity of peptide formatiomixtures of the
canonicalmino acidsvas investigatedipeptides incorporating all 20 amino acids as well as
cystine and its peptides were detected. Even with low concentrations and small catalyst loadings
peptides were formed. A new prebiotic scenario was introduced with sulfur dioxad®ient

and peptide condensation was successfully performed within.
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The second topic (chapter 5) addresses the mechanochemical sugar for@tattorg from
glycolaldehyde and formaldehyde and a basic catalyst a network of monosaccharides can be
formedunder mechanical energy input. To achieve a rowtimadysis of this network without

loss of informationderivatsation and separation techniques for gas and liquid chromatography
were developed in a first step. The most comprehensive method found waarthgon and
silylation with subsequent gas chromatographic analysis, which was used in the following as
standard procedure and could be complemented by additional methods. After establishing the
analysis, minerals were probed for their catalytic praogerin the mechanochemical sugar
formation starting from glycolaldehyde. Under laboratory conditibal mills were used for

the simulation of mechanical energy inputs. For a variety of mineral classes tetrose and hexose
formation was shown. The reactioetwork was extendet adsorbed formaldehyde and in

small quantities even the umpolung reaction and dimerisation of formaldehyde was achieved.
The robustness of the network toward environmental influences as well as the stability of the
sugars under thehosen watefree conditions was shown. Therefore, the mechanochemical
formose reactionffers a valid alternative to the aqueous reaction, which overcomes the missing
selectivity and stability in water. In the context of the origin of life this mechanachésolid

phase reaction provides a plausible pathway to sugars on the earth or on meteorites.
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1 Einleitung

Trotz des grof3en o6ffentlichen Interesstslie Entstehung des Lebems der Erde ausgehend
von abiotischer Materie hin zu lebenden Organismen noch nicht g&déadnders der Mangel
an Uberdauerten Relikteend unveranderten, geologischen Beweisstickes dieser Zeit
erschwert gese interdisziplinare dfrschung enormsodass bereits die Bedingungen auf der
frihen Erde umstritten sin&o sind zwar aus der Astrophysik viele Erkenntnisse zur Bildung
von Planeten bekannt, bestehtallerdings eine Licke zwischen dentstehungler Erde bis

hin zu den geologisch genauer ustechten spateren Erdzeitaltern.

Des Weitererkommenin der Betrachtung des Ursprungs des Lebens die iraageWas ist

Leben? Was macht es aus? Welche Stufe in der Entwicklung zu unseren heutigen
Lebensformen ist bereits Leben? Eine belieb&dinition fur Lebenwird von der NASA
verwendet und beschreibt LebenAl® i n si ch sel bst erhaltende:
DarwinscherE v o | ut i o !l Irf endeiierg Definisianen fiverden verschiedene Kriterien

oder Eigenschaftenvon lebenden Systemerbeschrieben. So stehen beispielsweise
Informationsspeicherung und Reproduktion, Mutation und Evolution, Metabolismds

Energiesowie Kompartmentalisierung im Fokus einiger DefinitioRen.

Die Ungewissheit Uber die Zustande auf Beihen Erde sowie die Vielzahl an mdglichen
Kriterien fur Leben fuhren zu einddiversitat an Forschungsansatzerum Ursprung des
Lebens. Zum einen exden die Bedingungen diskutierin denenprabiotischeSynthesen
lebensrelevantdBausteinanoglich sind Dabei werden unter anderem hydrothermale Quellen,
SuRwasserseen oder Lagunen in Erwagung gezdgem.anderen gibt es Theorien tber die
Reihenfolge der Entwicklung, bei denen meist jeweils ein Kriterium oben genannter
Definitionen in den Vordergrund gestell wi r d . Bei spi el eWedafii¢g ri ns
Vorbereitung auf die DNA zur | -Wé kb wvdichetdieo n s s

Kompartmentalisierung und Membrabetrachtet

Die Untersuchung prabiotischer Reaktionarier nichtwéssrigen Bedingungen steht in dieser
Disserationim Vordergrund. Dabei satlie PlausibilitatmdglicherBedingungen auf der friihen
Erde sowiandglicheVorlaufermolekile undnetzwerke heute relevanter biologischer Systeme
untersucht werderZzudem soll zuEntwicklung analytischer Trennmethoden Euforschung
dieser komplexen Systemeen Beitrag geleistet werden.
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2 Kenntnisstand

2.1 Der Ursprung des Lebens

2.1.1 Bedingungen auf der Friihen Erde

Nach heutigem Kenntnisstamhtstanddas Universumvor 13.8 Gadurch densogenannten
Urknall und expandiert seith&r® UnserSonnensysterildete sich vor 4.568 G, die Erde

ist 4.54Ga altl'® Nach aktueller Hypothese wurdiwva 20- 100 Ma nach deEntstehungler
Erde durch einen groRen Einschlag eines astronomischen Kérpers der Mond gébildet.
den folgenden Mlionen Jhrenkuhlte die aus Magma bestehende Erde ab und die Erdkruste
entstand'* Dadurch wurde die Existenz vdiiissigem Wasser mogliclerste Indiziendafiir
wurden aufvor 4.4 und 4.3 Ga datiert!!*6l Aufgrund der Bedeutung von Wasser als
Reaktionsmedium sowie der Notwendighkeoh Wasser fir heutige Lebensformeind dieses
Datum als ein mogliche Startpunkt fur die Synthese biologisch relevanter Molekile
angenommenm Rahmen der spateren Akkretion wird ein GroRes BombardeirteBt Late
Heavy Bombardemenetwa vor 3.9 Ga diskiert, welches durch eine erhdhte Intensitat von
Einschlagen und der damit einhergehenden Zerstérung auf der digd@rozesse zur
Entstehung des Lebens deutlich verzégert haben kéfrteDie Existenzoder das Ausmaf

eines solchen Bombardementerdenin jiingster Zeijedochangezweifelt?!

ErsteHinweisefur Lebenauf der Erdesind auf4.1 Ga alte Zirkoneuriickzufihrenwelche
Graphiteinschliisse mit einem fiir biogenen Kohlenstoff typist@4°C Isotopenverhéltnis
enthalterf?? Ebenfalls'3C-armer, potenéll biogener Graphit wurde imehreren3.7/3.8 Ga

alten Schiefen und Sedimenteentdecki?®271 Da jedoch auch nicht biogene Mechanismen
bekannt sind, die eine derartige Mdriebung des Isotopenverhaltnissesursachen kénnen,

sind diese Befunde keine eindeutigen Nachweise fir die Existenz von lebenden Organismen
und werden weiterhin diskutiel/€?! Erstefossile Nachweise fiir Mitoorganismeriolgen ab

etwa 3.5Ga. So wurden mikrobiell induzierte Sedimentstrukturen gefunden, welche auf das
Vorhandensein von komplexen mikrobiellerattenbildenden Gemeinschaften hinweisgn.
Auch ane Mehrzahl an StromatolithedurchMikroorganismen in Wasser gebildeb#ogene
Sedimentgesteinest aus dieser Zeit bekankit:*3! Mikrofossilien aus der Warrawoo@ruppe

in Australien gehoren zu den altesten fossilen Funden und weedeitsmit Cyanobakterien

in Verbindung gebracht! Mit dem Auftreten komplexer, zellularer Strukturen wird somit der
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Zeitabschnitt fur die ersten prabiotischen, organischen Syntmesdmhinten hin auftera
3.5Gabegrenzt.

Folglich ist fur die prabiotische Chemie dZsitalter des spaten Hadaikums, vor 440 Ga,
sowie des frilhen Archaikums, desgenanntefoarchaikums vor 4.03.6 Gal®*® relevant Es
besteht noch keine einheitliche Theorie zu di@mals auf der Erde herrschen@sdingungen,
stattdessen werden viele Moglichkeiten diskutf€rDabei wird auch die globale Situation von
dengegebenenfalls abweichendgadingungen in Mikrohabitatamterscheden, in denen die
prabiotischen Synthesen stattgefunden h&identen

Die Ungewissheit Uber die Beschaffenheit der Erdoberflésthmmter andesmdarin begriindet
dass wenig derart tal Gesteinsproben erhalten sin®ies kann entweder durch
Wechselwirkungenbzw. Umwalzung von Erdkruste und Manteturch Prozesse wie
Uberschiebundegriindet werden oder durch die verheerenden Einfliisse des LH&rbei

moglicherweise die Erdoberflache geschmolzen whifbe.

Auch die Zusammensetzung und der Oxidationszustand der Atmosphéare sind nicht vollstéandig
geklart. Nach der Entstehung des Mondes uméglicherweisee i n e r lateavieredi A
beschriebenen Periode der MassenzunahmeclaoisdritischemMaterial wird von einem
erhohten Druck in der Atmospharasgegangen, welcher in den folgenden Millionen Jaimren
unbekannter Weissank®! AuRerdem wird angenommgatassier Gehalan freiem Sauerstoff

in der Atmosphare der Frihen Erslehr gering der Gberhaupt nicht vorhanden waxieser

stieg zum ersten Mal signifikanbr etwa 2.5 2.0 Ga an,wobei ein sprunghafter Anstieg in
derGrol3en Sauerstoffkatastropl@JE: Great Oxidation Evepbder ein Gber einen langeren
Zeitraum dauernder Anstieg diskutieverden®84% Als Hauptkomponenten der Atmosphére
werden Kohlenstoffdioxid, Stickstoff, Wasser, Wasserstoff und Methan genannt. Zusatzlich
werden Kohlenstoffmonoxid, Schwefelwasserstoff, Schwefeldioxid und Ammoniak

diskutiert!41-43]

Neben den Bestandteilen der Atmosphére ist aaslSdektruman Mineralien und kleinen
organischen Molekilen vointeresse,um maoglichst realistische prébiotisciiReaktion@
untersuchen zu konnemie meisten der heute existierenden Mineralien sind erst durch
Einflusse von lebenden OrganismemtstandenAus den geringen Bestanden, die bereits in
chondritischem Material enthaltesind, wurde jedoch im Laufe der Planetenakkretion und
durch Erdkrusten ungmantel Umarbeitung bereits im Hadaikum eine Vielfalt an Mineralien,

wahrscheinlich bestehend aus mehreren Hundert Spegsshafferf*! Da unter anderem
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noch Kontroversen uber die zeitliche Einordnung des Beginns von Prozessen wie
Plattentektonikherrscht, welche die Mineralienbestédnde verandstngdas Auftreten von
einzdnen Spezies noch nicht gesichétR. Hazen stellte eine vorlaufige Liste mit Mineralien

fur das Hadaikum auf, welche bereits Vertreter der folgenden Mineralienklassdralbet:
Granate, Olivine, Feldspate, Zgbe, Pyroxene, Amphibole, Glimmer, Tonminerale, Silicate,
Elemente/Legierungen, Carbide, Nitride, Phosphide, Sulfide, Halogenide, Oxide, Hydroxide,
Carbonate, Sulfate und Phosphé&teAuRerdem kénnen aus Gasgenreaktionen oder durch
Eintrag von extraterrestrischem Material aus Kometen, Meteoriten oder kosmischem Staub
auch kleine organische Molekule zur Verfugung gestanden h&wemurden pabiotische
Gasphasenreaktionen beispielsweise fiir die Bildung von&dehyd in Erwagung gezodth

und etraterrestrisch viele Substanzklassen wie Alkine, ohtde, Ketone, Aldehyde,

Carbonsauren, Amide, Nitrile, Aminosaur&hykleinbaseroder Tonmineraliebbeobachtefs)

Eine weitere wissenschaftliche Fragestellleschaftigt sich mider Temperatur auf der
Frihen Erde. Das Paradox der schwachen, jungen Smsc@reibt dabei den Widersph
zwischen der um etwa 30% geringeren Strahlungsleistung der Sonne und dem Auftreten von
flissigem Wasser, was auf Temperaturen Gber 0°C hinwdsstErklarungsmaoglichkeiten
wurden verschiedene Treibhausgase sowie das Schmelzen Wigtgoriteneinschlés
diskutiertl*®®! Einen Konsens zu den Oberflaichemd Ozeantemperaturen gibt es bisher

nicht. Lokale Temperaturunterschiede &hnlich zutigen Erde sind ebenfalls denkbar.

2.1.2 Modelle fir den Ursprung des Lebens
Aufgrund der Ungewissheit Uber diegebenheiteauf derFriihen Erde, gibtseine Vielzahl
an Theorien,an welchen Ortenmit Hilfe welcher Energiequelleund unter welchen

Bedingunge ersteorganische Molekile aufgebaut wurden

Szenarien fur Orte und Umweltbedingungen

In Bezug aufpotenziellesTerrain fur prabiotische Reaktionen sind 8&enariemicht nur auf

die Erde begrenzt. Die Vertreter der Panspeittypothese gehen davon aus, dass Leben sich
durch das Weltall ausbreiten kann und daher die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ursprung auf der
Erde sehr gering ist. Diese Hypothese beruht auf deleEkting von Extremophiledies sind
Lebensformendie sich extremen Umweltbedingungere Temperatur, Strahlung oder pH

Wert anpassen konnétf! Fur diesen Faltler extraterrestrischen Entstehung v@benwére

nicht nur eine Entstehung auf einem anderen bewohnbaren Planeten notwendig, saciuer

ein Uberleben im Welta)Ifir daseine Vielzahl von Faktoren relevaist: Geschwindigkeit,

Vakuum, Temperatur, Dauer, Nahrung, und StrahlchlieRlichist das Abfangen der
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Lebensform vorder Erdeohne Zerstérung des Lebens notwendig. ObwolBerechnungen

fur die theoretische Méglichkeit des Einfangens gibt und das Problem der Verdinnung in der
Hydrosplire umgangen wir835l ist die Wahrscheinlichkeit fur dieses Szenario sehr gering
Darlber hinaus gibt dssher keine experimentellen Belege der Theoné das Problem des
Ursprungs des Lebens wird nicht gelost, sondern nur auf einen anderen Ort ver8éfigiben.
Da Verbindungen wieNukleinbasenund Aminosauren jedoch auf Meteoriten gefunden
wurden®® gibt es die abgeschwéchteseudopanspermidypothese die besagt, dass
relevantes, abiotisches Material von einem anderen Himmelskorper auf die Erdeigeleugt

dort einen Beitrag zur Entstehung von Lelgateistethat. In diesem Kontext wird auch die

Synthese in interstellareégisformationen untersuchf!

hv

Photoreaktionen
in der Atmosphére H20, SOz,

 Entiadungen

Vulkan-
aktivita Meteoriten-
einschlage

Festphasen-
reaktionen

Salzwasser-
Ozean

Mineralienkat:

Abbildung 2-1: Mégliche Szenarien fir prabiotische Reaktionen auf defriihen Erde.

Von den w@ssrigen Reaktionsszenarien auf d
TeichfA eine §{¥&kNelbekandetmesIgeQwasserteich sir
Suppedn al s S9Feuekishe easungf® sowie hydrothermale Quellen in der
Tiefsee in der DiskussiomAbbildung 2-1).67-%81 Das dabei auftretende Problem der hohen
Verdinnung der Reaktanden wurde amntanderem durch die Aufkonzentration bei
Verdunstung entkraftet sowie durch mdgliche Thermophorese in porésen Gel§téfhen.
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Bei hydrothermalerQuellentritt in der Tiefsee heiRes Wasser in das kalte Ozeanwasser aus
und geloste Stoffe werden ausgefaltelchedie mineralischen Schlote sowie Wolken aus
feinen Partikelnbilden Je nachEntfernung zur vulkanischen Aktivitalvird zwischen
Schwarzen und Weilen Rauchern unterschieden, an denen verscldedergungen und
EigenschafteworherrschenSchwarze Raucher treten in grof3erer Nahe zur Magmaquelle auf,
sind typischerweise um die 400°C heiR und haben einen s@herakter (pH-3)."Y Diese
beinhalten insbesondere Sulfide und andef#ésen und MangarSalze, welche fur die
schwarzgraue  Farbung verantwortlich sind. Zudem sind  Kohlenstoffdioxid,
Schwefelwasserstoff, Methan sowie Ammonivathander®® 72 In gréRerem Abstand finden

sich die Weil3en Raucher, in denen die Serpentinisierung von Olivinen stattfindet. Die helle
Farbe ist aufgrund der Sulfate, Carbonate und Hydroxide zu erklaren. Zusatzlich sind
Wasserstoff und Methan vorhanden. Die Temperatumiits40-90°C deutlich geringer und die
Umgebung basisch (pHp-11)1%8 72 Mit der vulkanischen Energiequelle, auftretenden
thermischen und chemischen @enten und dem Vorhandensein von Metallen als
Katalysatoren bietesichhydrothermale Quelleals Szenario fir prabiotische Syntheseiad
sindauch heut@ochartemeiche Biotopé’ Vor allem dirch dievon Giinter Wachtershauser

in den 1980er Jahren postuliertes&SchwefelWelt wurden diese fur prébiotische
Reaktionen in den Fokus gestéft’® Weitere in diesem Zusammenhangdiskutierte
Umgebungen sind unter anderem hydrothermale Sedimentschi¢hsemaeriale Geysité

"l und durch VulkanausstoRe entstehende BimssteinfliRe

Dementgegen steht jedoch die Instabilitaét der Produkte unter hohen Temperaturen und
Hydrolyse®!l Auch handelt esich bei einigen Reaktionen zur Synthese biologisch relevanter
Molekile hdaufigum Kondensationsreaktionen, welche thermodynamisch in wassriger Losung
ungunstig sindDaherwerdendartber hinaudassTrockenzZyklen diskutiert. Diese kénnen
durch TagNachtWechsel, Jahreszeiten, regelmaflig tdberschwemmende und trocknende
Lagunen oder in der Nahe von Vulkanen auftré@®rabiotische Synthesemter zyklischer
Austrocknung wurden beispielsweibereitsfiir Nukleosid€®®! Polynukleotid&, Estel®
sowiePeptid&®! vorgeschlagen

Um die genannten Nachteile zu umgehen und die Auswahl potenzieller Reaktionsorte zu
erweiternwerdenneben den wassrigen Reaktionsbedinguragem alternative Losungsmittel
sowieldsungsmittlfreie Bedingungen als mogliche Szenarien untersGchtvurden Vulkane

und magmatische Umgebung fiir Phosphorylierungen betr§€hiatl FormamidilsReagenz

und Lésungsmittel insbesonderefiir (Oligo-)Nukleotidsynthesenevaluiert®®  Auch
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Feststoffreaktionenals potenzielle Szenarien iWisten, an Stranden oder ebenfalls
vulkanischen Umgebungenwurden unter anderem fir Rghorylierungen und

Aminosaurepolymerisationen im prabiotischen Kontext verwentfet!

Energiequellen

Fur die benétigte Energiezufuhr chemischeReaktion@ ist ebenfalls eine Vielzahl an
Moglichkeiten denkbar. Gerade die sgthtigverdndernden Bedingungen auf &gihen Erde
kénnen zu Auslenkungen aus dem Gleichgewicht gefuhrt und so die chemische Entwicklung

vorangetrieben haben.

Die einfachste denkbakenergiequelle ist dithermische Energi€rhéhte Temperaturesind

je nachHypothese als Bedingungen auf dieiihen Erde moglich? diese konnen mit dem
Einfluss von Treibhausgase begrindet werden. Auch bei einer gemaRigten
Durchschnittstemperatur flr die gesamte Erde, kdnnen dilokhle oder saisonale
Unterschie@ hohere Temperaturen stellenweise Eatergiequelle vorhanden gewesen sein
Insbesondere fur Feststoffreaktionen und Kondensationen Witde als Triebkraft
betrachtet® °% Je nach verwendeter Temperatur istttErmischeStabilitat der Produkte ein
begrenzendes Kriterium fiir die Plausibilitat der Versd&héleben erhéhte Temperatuen
sind auch Temperaturgradienten als Triebkraft in der Diskussion. Diese kénnen insbhesondere
in den oben genanmtehydrothermalen Kontexten auftretéh.’® Dabei ist auch das
Zusammenspiel mehrerer Gradientea Druck, Gas, Salz sowie Produktinzentration, pH
Wertsowie Redoxpotentialvahrscheinlictf?!

Durch die Abwesenheit einer Ozonschicht im Hadaikum wotk der geringeren Leuchtkraft

der Sonnemit erhdhter UVStrahlung gerechn€8! Auch wenn weitere Gase wie
Kohlenstoffdioxid, Schwefeldioxid oder Schwefelwasserstoff die Erde abgeschirmt haben
konnten, ist das Ausmald der Abschirmuraufgrund der Unkenntnis Uber die
Atmospharenzusammensetzumicht geklart und von einererhohte UV-Strahlung im
Vergleich zu heute ist denno@uszugehel* Diese Strahlung kann ebenfalls Reaktionen
induzeren wobei auch hier die potentielle Zersetzung der Produkte unter den
Bildungsbedingungen problematisctt. Die Photostabilitat als evolutionarer Vorteil kann
dabei jedoch selektierend gewirkt habéff!l Neben elektromagnetischer Strahlung wird

ebenfalls ionisierende Strahlung als Energiequ@ti@rabiotische Reaktionen diskuti€f.

Eine weitere Moglichkeit bieten elektrische Energiequelleim bekannten MilletUrey-

Experimentund spateren Variationevurden Gasgemische bestehend aus Methan, Ammoniak,
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Wasse, Wasserstoff Stickstoff, Schwefelwasserstoff, Kohlenstoffmonoxid oddroxid

elektrischen Entladungen ausgesetrid so relevante Verbindungen wie Aminosauren,
CarbonsaurenNukleinbaserund Harnstoff erhalteli®%®! Die Verwendung der elektrischen
Entladungen als Energiequelle beruht @eiwitterblitzenoder Entladungen in Aschewolken

von Vulkanen®?]

Auch die Einschlage voAsteroiden und Meteoriten im Rahmen der spaten Akkrdtibren

zu hochenergetiscimeeBedingungen, die fur prabiotische Reaktionen in Betracht gezogen

werden. Die Einschlage kénnen Plasma und Sparmsounchschlage induzieréf{®10ll

Druckwellen aufbauen, Hitze erzeugen und haben eine mechanische Einschl&§skraft.
Einerseits wird eine ASterilisationfi der Er c
diskutiert!*”) andererseits bieten diese Energieeintrage moglicherweise Imputsesfiiische

Reaktioner°

Reihenfolge der Entwicklung

Auch die Vorlaufer der heutigen biologischeaplizierenderSysteme sind nochnbekant.
Man geht voreinem gemeinsamen Urvorfahraifer heutigen zellularen Organismen aus, dem
last common universal ancest@rUCA).[*%% Die Entwicklungauf der Erde drthin, alsovon
abiotischer Materie bis hin zu @A ist noch nicht ausreichend@rscht. Esherrschieine rege
Debatte, welcher Aspekt zuerst entwickelturde Metabolismug/* 04105 |nformations
speicherungund Replikationi n e i n ewe |MRNoEer Kompartmentisierung in
Membranen e i ner -WR ILIK@EP dZusatzlich werden noch selbstreplizierende
Peptidsystem&®>11l oder alternative Replikationssysteme diskufféftt 8 Ein groRerFokus

liegt auf demiskussion zwischen zwéspekten:Metabolismus gegeniiber RNA

Die MetabolismusTt heor i e i st eng Eicenr®dchwefdi@en | t i tunder
hydrothermalen Quellen als prébiotisoh8zenarioDabei wird ein selbsterhaltendes System
auschemischerReaktionen ausgehend von Kohlenstoffdioxid ohne die Notwendigkeit einer
Informationsspeicherung in den Fokus gestdites wird durch dieSynthese relevanter,
metabolischer Zwischenprodukte aus bekannten Stoffwechselzyklerdem reduktiven
Acetyl-CoA-Weg oder demCitratzyklus in abiotischen, metallkatalysierten Reaktionen

gestiitz{105 120121]

Die Theorie ei-Welrtfirgdetr eaVA&RNAaus, dass die |
von DNA zur Sgicherung von Erbinformationen und andererseits von Proteinen zur Katalyse

chemischer Reaktionen gedient hat und im Laufe der Evolutardiesen teilweise abgelost
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wurde.Dies wird unterstitzt durch das Auftreten von Ribozynmetalytisch aktiven RNA
Molekiilen. Diese kdnnen wie Proteine als Enzyme chemische Reaktionen katal/&iéfén.

Zur Unterstitzung dieser Theorie wurden verschiedene, mdoglicherweise prabiotische
Synthesen sowohl détomponenten der RNA wie Ribose oder démkleinbasensowie die
Verkniipfung dieser zu Ndleosiden, Nileotiden und polymeren Strukturen untersught?4!

Die Bildung von DNA nach bzw. aus der RNA ist allerdings noch ungewiss. Alternativ kbnnen
auch direkt DNANukleoside aus demukleinbasen Acetaldehyd und Glyceraldehyd

synthetisiert werdef?®!

Weni ger verbreitet i st die Hypothese einer
Peptiden als ein weniger fehleranfalliges Informationssystem als Vorlaufer der RNA
diskutiert!*2®! Alternativ wird ein Protometabolismus vorgeschlagen, bei dem die Peptidbildung
sowie -spaltung mit Rlckkopplungsmechanismen einer ersten Stufe der (Selpst

Organisation fihrg?"]

2.1.3 Flussiges Schwefeldioxid auf der Frihen Erde

Schwefeldioxid war auf deFrihen Erde ebenso wie heute aufgrund von vulkanischen
Emissionen bei Ausbriichen sowie durch dauerhaftes Ausgasen vorhandeordadakel

von Schwefelwasserstoff sowie elementaremhv@fel begleitet!?®1291 Verschiedene
Gasnengender Schwefelverbindungen wurden flr dielihe Erdekalkuliert: Kastinget al
rechnen mit einem Partialdruck ven v P 1t A O Halevyet al. geben die obere
Grenze fur das Verhaltnis der Partialdricke von Schwefeldioxid und Kohlenstoffdioxid mit
n d) =1. 3%an® Ranjan et al berechnen die Konzentrationen verschiedener
Schwefelverbindungen fir schwach reduzierende/lB£OAtmosphare und geben prébiotisch
relevante Mengen an S@bgeleiteten lonen in Losung Bft! Lokale und zeitliche
Veranderung der Atmosphare sowie die Ungewissheit Uber die Bedingungen verhindern eine
genaue BestimmundJnabh&ngig davon iddas damalige Vorkommen von Schwefeldioxid
unzweifehaft und lokale Maxima in derd@he von Vulkanesindwahrscheinlich und kénnen
somit als prabiotisches Szenario in Erwagung gezogen wEfbanfgrund de Siedepunkts

von -10.02°C**2 sowie des geringen Dampfdrucks von Befeldioxid (3 barbe 20 °C)1*33!

ist beiden herrschenden héheren Geshiicken defrihen Erdatmosphéamas Vorkommen

von flissigem Schwefeldioxidbahrscheinlich.

In klassischer organischer odgrorganischer Synthese wird Schwefeldioxid als Reagenz fur
Sulfonierungei®#1%! oder als Ligand in der Komplexchemangesetzt¢138l In wenigen

Fallen wird Schwefeldioxid auch als Ldsungsmittel verwenddieispelsweise bei
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Umlagerungef3?  Alkylierungen™#® Polymerisationeft*! der Ritter Reaktiori*4?
Ringoffnungef*®! sowie -schlieBungeft*4 Dabei kann es gegeniiber anderen organischen
Losungsmitteln zur Vermeidungungewollter Nebenprodukte oder einer veranderten

Selektivitat kommemt3!

Im prébiotischen Kontext hat Schwefeldioxid in den letzten Jahren an Aufmerksamkeit
gewonnen Zwar wurde eshisher noch nicht als Losungsmittel fur prabiotische Synthesen
eingesetzt, stattdessen jedoclSulfite in wassriger LOsung, um in Wasser gelOstes
Schwefeldioxid zu ersetzenAls Reaktionen in diesem Zusammenhangurden
photochemische Reduktien mit F&/NaHSQ sowie die Schiitzung von Aldehyden als
Bisulfitaddukte durchgefiihri!#>14€l Auch Kawai et al verwendeen mit Schwefeldioxid
erhaltenes Hyxymethansulfonat (HMS) zur Schitzung von Formaldehyd, um dieses in
einem HMSReservoir zu speichern und langsam flr Bmrmosereaktiorverfigbar zu

machen*]

Abbildung 2-2: Peptidsynthese mit Schwefeldioxid nach Cheat alll48]

Cheet . kadnnt en2 miNtasHSICe r.S QNwan d Kal i umhexacyanido
Oxi dati ons mitPteeplt i dik@ppmudg von Carbons?2uren
Ami nos2uren und Di peptiden Phenyl al ani n, Al ¢
Mechani smus wird mit der Sxhweftdlotnr ivooxni dS,c hdvees s
mit dem Carboxyl at zuwunm gadanmsieshcldin eefRee radan thiy alre md
Ami n zummeAmh ¢Aibebb d 2R A HP !

2.1.4 Mechanochemieauf der Frihen Erde

Wie bereitserwahnt,werden fur verschiedene prabiotische Synthesen bereitsTKadsen

Zyklen diskutiert, um die Problematik der Kondensationen in wassriger Losung anzusprechen.
Geht man noclweiter zu vollstandig trockenelgsungsmittdteien Bedingungen, skonnten

dies Feststoffreaktionen aufer Festlandkrustder FrihenErde entsprecheieben den auch

fur andereReaktionsmedierdiskutierten Energieeinflissen wie tBfrahlung oder Hitze
kénnten dieseauch mechanischen Einflissen unterliegen, wettlsétzlichEnergie fir die

prabiotischen Reaktionen liefern kdnnen.
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Mechanische Einflisse konnen durch drastische Ereignisse wie sEmagen von
Himmelskoérpernentstehenwelche auf der jungen Erde @rhohterFrequenz auftrateff®!

Dabei sind vor allem Impakte mit niedriger Geschwindigkeit oder Landmassen in etwas
grolRerem Abstandzum Einschlag relevant, da der Hihkg sonst durch extreme
Hitzeentwicklung begleitewvird und eher destruktiwirkt. Des Weitererkdnnen geologische
Prozesse wie lithospharische Aktivitdten, Erosion, Diagenese oder Verwitterung Quellen fur
mechanische Energie se{bbildung 2-3). Hinweise auf die ersten plattentektonischen
Bewegungen finden sich bereits in tiber 3.95 Ga alten suprakrustalen Gesteinen in‘Ranada.
Auch fiir Asteroide wurden tektonische Aktivitaten beobadhtEine Theorie zum Einfluss

von Mechanochemie im Kontext degsgrungs des Lebens wurde vonGiHansmaim
Zusammenhang mit Schichtsilikaten, genauer Glimmarostuliert!®? Zwischen den
Schichten kénnen sich Molekile einlageaufdie durch dieBewegung der Lagen mechanische
Energie Ubertragen wird Diese Bewegungen kdnnen durch &ufRere Einflisse wie
Meeresstromungen oder Temperaturuntersiehsturch Tag/Nackyklen verursacht werden

und somit die prabiotischen Reaktionen an den Mineralien unterstti&Zen.

Meteoriten Tektonik Erdrutsche Meeresstrémungen Tag/Nacht-Zyklen
Einschlagswirkung Lithospharische Aktivitat Erosion Gesteinsbewegungen Temperaturausdehnung

Abbildung 2-3: Mdgliche Quellen fiir mechanische Energeintrage auf derfriihen Erde.

Fur den Ursprung des Lebemsirden bisher vergleichsweise wenige Feststoffreaktionién
mechanischem Energieeintragtersucht. Die Bildung und Reaktivitat von Glycolaldehyd oder
auch von Aminosauren unter Einschlagsbedmggumn wurdedurch StolRexperimenten mit
Projektilen beispielsweise in Leichtgaskanogetestet'>*1%%! Dabei wurde die Bildung von
Tetrosen bei Eintrag von Glycolaldehyd in einer Montmorilldétrix beobachtetsowiedie
Bildung der Aminosduren Glycin, Alanin, Aminobuttersdure, Isovalin und Norvalin aus
kometenahnlichen Eismischungkbastehendus Ammoniak, Wasser, Kohlenstoffdioxidd
Methanol.Bei dieser experimentellen Simulation von Meteoriteneinschlagen ist jedoch auch
mit deutlicher Warmeentwicklung zu rechnen nicht nur mit mechanischer Energietibertragung.
Eine mechanochemische, prabiotische Synthese von Aéunederivatemwurde von Bolmet

al. in der Kugelmiihle realisielt>® Aus Aldehyden, Aminen und Eis€@yanokomplexen als
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Cyanidquelle wurden in einer Art mechanochemischen Strdtker k t -Aminonitrile

erhalten, welche im Folgenden zu Aminoamiden hydrolysiert wurden.

2.1.5 Prabiotische Peptidbildung

Eine Gruppe biologisch relevanter Molekile sind die Aménoen und Peptide. Fir
Aminosaurenwurden bereitserschiedene prabiotiscltstehungsmadglichkeiten untersucht
Eines der bekanntesten Experimente Edorschung des Ursprungs des Lebens wurde von
S.Miller und H.C.Urey vertffentlicht. Dabei wurden auGemischen von Methan,
Wasserstoff, Ammoniak und Wasser durch elektrische Entladungen Aminosauren synthetisiert
(Abbildung 2-4).°¢! Der Mechanismus wird Uiber eine Bildung von Aldehyden und Blauséure
erklart, welche im Folgenden ireiner StreckeSynthese uber Aminonitrile zu den
Aminosauren reagierétt!! Die Experimente wurden aufgrund der stark reduzierenden
Gasnischung kritisiert, woraufhin diese mit weniger reduzierenden Bedingungen wiederholt
wurden. Dabei ist die Ausbeutewar geringer, aber es werdemdennoch Aminosauren
gebildet®®® In den nachfolgenden Jahren wurden die Versuche von verschiedenen
Forschungsgruppen wiederholt, sowie Variationen mit andésmzusammensetzungen oder
anderen Energiequellen wie WBestrahlung, hohen Temperaturen oder Protonenbestrahlung
getestet!>*161 Dabei wurden neben den Aminosausrchnoch einige weitere organische
Verbindungen unter anderem audbkleinbaserals Produkte beobhtet®® In Abhangidkeit

von den Bedingungen werd bei diesen Versuchen verschiedene der proteinogen
Aminosauren  hergestellt sowie nichtproteinogene  Aminosauren, beispielsweise

U-Aminobuttersaure oder Homoselif.

CH,

Abbildung 2-4: Aufbau des Miller-Urey-Experiments zur prébiotischen Aminosdurensynthese durch elektrische
Entladungen nach Badaet all®?
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Eine weitere prébiotische Synthese wurde fur hydrothermale Systeme gefundenezilang
untersuchten die Bildung von Glycin aus Ethanolamin unter hohen Tetaf und basischen
Bedingungen mit Metallkatalysatoréf?! Die Entstehung mehrerer proteinogener
Aminosauren wurden von Henrettal unter hohen Temperaturen und Driicken aus, ER)

KCN, CH.O und unter Mineralienkatalyse beobachfst. Des Weiteren wurdenauch in
Meteoriten  einige  Aminosauren  gefunden, welche teilweise sogar  mit
Enantiomereniiberschiissen auftratéh.Dabei handelt es sich nicht nur um proteinogene
Aminosauren, sonde auch um deren Isomere und weitere Aminosauren mit unterschiedlich
langen Alkylketteri!% Allerdings ist bei den Meteoritefunden eineKontaminierung der
Proben zu diskutieren, welche durch terrestrisQellen beim Einschlag, aber auch durch

menschliches Eingreifdmeim Sarmeln sowie der Laborlagbeitungauftreten konnef84!

Insgesamtritt bei diesen verschiedendixperimenten und@uellen Glycin als haufigste der
proteinogenen Aminosaurewf, gefolgt von AlaninDartber hinausverden Asparagsaure,
Glutaminsaure, Valin, Serin, Leucin, Isoleucin, Threonin und Prolin ebenfalls haufig gebildet,
die weiteren proteinogenen Aminoséduren hingegen welif§eiVelche der Aminoséuren
daherals prabiotisch plausibel angenommen werden kdénnen und welche Quellen aufgrund
einer ahnlicheren Zusammensetzung relevanter fur die Frihe Erdeisthdabei noch immer

diskutiert!167-168]

Die folgendeBildung der Peptide aus Aminosauremist im prabiotischen Kontext zwel
Schwierigkeiten auf. Zum einen handelt es sich um eine Kondensationsreaktion, welche in den
Ublich diskutierten, wassrigen Reaktionsbedingungen thermodynamisch nicht bevorzugt ist.
Zum anderen ist aufgrund der hohen Anzahtéglichen Peptidsequenzeime Selektivitat in

der Bildung der Peptide notwendigerschieden®ptionenzur prabiotischen Peptidsynthese

sind dabedenkbar Als einfachste ¥riantewurde das Erhitzen voAminoséduremischungen
untersucht. Dabei entstechem py mer e Struktur en, wel che wunt
beschrieben wurdeft: 1*9IDiese etstehen vor allem in MischungentrgréReren Mengen von
Asparaginsaure und Glutaminséure, zersetzen sich jedoch bei hoheren Temperaturen wieder
undsind nur geringfiigig tiber die gewiinschten Amidbindungen verkRifpEine Alternative

zu diesen Versuchen stellt die Bildung von
entweder im Feststoff oden NassTrockenrZy k1 en A mi n edgdionysaeran wmi t U
Milchsaure odeGlycolsaure copolymerisief’*1? Durch die Bildung von Esterbindungen

und anschlieRendermustausch durch die Amidbindungen soll so die Aktivierungsentropie

gesenkt werden und die Depsipeptide als Protopeptide existiertWabieir eine Auswahl an
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Aminosauen wurdedabeider bevorzugte Einbau von proteinogenen Aminosauren gegenuber

nichtproteinogenen Aminosaurgefunderi!’?

DesWeiterenwerden Kupplungreagenzien eingesetzt, Metalle und Mineralienoberflachen als
Katalysatoren verwendet odgattAminosauren dereaktivierteDerivatepolymerisiert Diese
Methoden kénnembenfallsdurch erhéhte Temperaturen oder NassckenZyklen erganzt

bzw. deren Auseute gesteigert werden.

Fur dieKupplungsreagenziem Kontext des Ursprungs des Leb@ngde in der Literatueine
Vielzahl an Mdglichkeitergetestet, wobei deren prabiotische Plausibilitdt zu hinterfragen ist
(Abbildung2-5).174 Dazu gehdéren lineare und zyklische Polyphosphate wie Pyrophosphat und
Trimethaphosphdt/>*’® Cyanat oder Cyanamid bzw. dessen Dimer Dicyandi&iffitf”!
Imidazole und Carbodiimide wie-Bthyl-3-(3-dimethylamnopropyl)carbodiimid (EDCY&

1831 AuRerdem wurden Imidazole auch insbesondere in  Kombination mit
Nukleosidtriphosphaten (NTPs) zur Peptidkupplung einge8&t#® Auch konnte dr
positive Effekt von Mineralienfberflachen) wie Hydroxylapatit, Montmorillonit od@uarz

auf die Bildung von Oligopeptiden gezeigt werdéh 8¢IBei vielen deser Reaktionen wurden

als Nebenprodukte zyklische Dipeptidise Diketopiperazine (DKP), beobacht&t! 186l

O _ O _O
(0] HO. 1O, 1_O.ll_O
Il I N JOJ\ N&\N/[( ||3 ||3 ||3 o Base
Na0” 10" ONa SN N \—/ N@ OH OH OH
ONa ONa H 2 k\N
OH OH
Pyrophosphat Dicyandiamid N,N'-Carbonyldiimidazol NTP
Ngc—)\P’O\P//OONa I HN
- B OK K\
| | _N N \
o.__O = o AN N
IP\\ N /\N/C N
NaO O
Trimetaphosphat Kaliumcyanat EDC Imidazol

Abbildung 2-5: Mégliche Kupplungsreagenzien zur Peptidbildung.

Eine weitere Variante zur Aminosaurenverknipfungdeuvon Rodeet al beschriebendie
salzinduzierte Peptidbildung (SIPF). Dabei wird ein Metallion als Katalysator veetvand

es werden in wassrig&alzlosundei erhdhter Temperatur aus den Aminosauren kurze Peptide
gebildet!!®”] Durch die hohe Konzentration der Salze ist deren Hydrathiille nicht geséttigt und
sie wirken als wasserentziehendes Mittel. Zudem komplexiert das Metallion zwei Aminosauren
sowiedas verwendet8alzanion Abbildung 2-6).1'81 Es wurden verschiedene Metallionen als
Katalysatoren getestet und mit Kupfer(ll) die besten Ergebnisse &&iétupfer(ll) war nach

Berechnungen von Ochiai ab einem Sauerd®aftialdruck vonn P @O din
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ausreichenden Mengen vorhanden, um fiir Orgaeis zur Verfigung zu steh&f’! Der
Umsatz der Reaktion konnte zusétzlich durch Evaporationszyklen gesteigert W&t dzie.
Reaktivitat der Aminosauren ist dabei sehr unterschiedlich, so bilden manche Aminoséuren wie
z.B. Valin alleine keine Dipeptide aus. Durch den Einsatz anderer, katalytischer Aminosauren
wie Glycin werden zuerst gemischte Dipeptide gebildet und aefemnd auch Homodipeptide

der Aminoséauren, welche alleine keine Dipeptide bilééh.

.
Ho oM o,

H H' - i +
N<:--- :;:‘0./ NH;
] ~ + ]
O H Y

07 ~O*----1--3C|

H/O‘H

Abbildung 2-6: Kupfer -Aminosauren-Komplex in der salzinduzierten Peptidbildungnach Rodeet al['88]

Wur den niAmihosauranueingedgtzt, sondern aucbder o-Derivate, so wurde gé

Pr af er enAmifogauren déokacht8?? Auch bei der Verwendung von-mind L-
Aminosauren wurden Selektivitiaten erhalten. So wurde ein Uberschuss der optisch reinen
Dimere von Alanin gegeniber den gemischten Dimererelt Au3erdem war die Ausbeute

fur L-Alanin hoher alsfir D-Alanin2®¥ Eine Erhéhung der Kettenlange kann durch eine

mineralienkatalysierte Oligomerisierung kurzer Peptide erreicht wétéen.

R2
0O R? 0O R?
0 P o R
1 H,N" > CN J H,S R1JLN NH,  H,0 RAKN SH
R SsH 3 R N CN H > H
[Fe(CN)g] H S o)

Abbildung 2-7: Peptidaufbau tiber Aminonitril -Kupplung und Thiolyse nach Powneret all*%]

Eine Polymerisation nicht der Aminosauren selbst, sondern verschiedemeat® kann die
Kondensation umgehen oder erleichtern. Povenel. erreichten die Kettenverlangerung mit
Aminonitrilen, welche im Anschlusan die Kopplungmit Schwefelwasserstoff am Nitril
thiolysiert werden(Abbildung 2-7).11%! Durch Hydrolyse werden die Thiosduren erhalten,
welcheim Folgenden erneut mit einem Aminonitril in Anwesenheit ¥exacyanidoferrat
reagieren undur nachsten Kettenverlangerutigren Alslangstes$eptid wurdesodas Glycin
Hexamer erhalteR%!

EinealternativeGruppe aktivierteAminosauederivate sind di&l-Carboxyanhydride (NCA).

Diese werden nicht nur als Zwischenstufen bei der Verwendung von Aktivierungsreagenzien
diskutiert**¢1%7l sondern auch selbst als prabiotisch relevante Peptidbausteine betr&thtet.
2001 pje Bildung der NCAs kann neben der Herstellung aus Aminosauren und oben

beschriebenen Aktivierungsreagenzien auch aus Carbaffdtelurch die Nitrosierung von
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N-Carbamoylaminos&aurét?® iiber Diacylsulfide oder mit Carbonylsulfid tiber Thiocarbamate
erreicht werdef?°+2%21 Durch das gemischte Anhydrid sind NCAisht nuraktiviert, sondern

auch an deAminogruppe geschutzAls weitere Vorteile der NCAs zur Piglbildung werden

die Unterdriickung der Bildung zyklischer Diketopiperazine sowie die Mdglichkeit hoher
Polymerisationsgrade insbesondere in Kombination mit Mineralienoberflachen g&tfannt.
Zur prabiotischen Plausibilitat missen aber auch\Wdigtgbarkeit der Ausgangsmolekiile
sowie die notwendigen Reaktionsbedingungen wie beispielsweise eine Aufkonzentrierung der

Reaktanden diskutiert wend&°0: 203

2.1.6 Prabiotische Zuckersynthese

Die préabiotische Synthese von Zuckéshvon gro3em Interesse, da sie zum eiRéyose,
einen wichtigen Bestandteil der RNA liefert, sowie weitere Saccharide, die in
Stoffwechselwegen, Membranemd anderen biologischen Funktioneme Rolle spielen.
Verschiedene Reaktionen wurden als mogliprébiotische Wege zducken diskutiert.Im

Folgenden wird auf zwei Moéglichkeitenmguer eingegangen.

Das sogenannte AGIyoxyl at Szenar i Abbildumpur de v o
2-8).1204 Basierend auf dem mdglichen Zusammenhang zwischen HGlygmeren) und
Bestandteilen des Citratzyklus wurden Glyoxylat uneéhybDroxyfumarat als zentrale
Komponenten dieses Szenarios dargestellt und deren Zugang sowohl aus HCN, als auch aus
Kohlenstoffdioxid evaluiert. Das aus diesen beiden Molekilen entstehende Netzwerk soll
schlieRlich zu Kohlenhydraten sowie Aminosauren fiild¥! Diese Theorie wurde durch
experimentelle Arbeiten von Krishnamurtayal. unterstitzt, in denen die Dimerisierung von
Dihydroxyfumarat und die Bildung von Ketosen aus Glyoxylat und Diwdumarat gezeigt

wu r-deE205206]

Kohlenhydrate
Aminosauren

Oligome- o T
risierung
0 !
HCN ——— QJ\OH o. OH
Glyoxylat o o 0 OH O
l HO Yo ToH ——~ HOWOH
reduktive OH © - €O, OH OH
Oligome- OH O
risierung o l-COQ
0=C=0 —> N OH -~ O
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O OH -CO, " oH OH
Dihydroxyfumarat Glycolaldehyd Ho._J\._0
Glyceraldehyd

Abbildung 2-8: Ausschnitt aus GlyoxylatSzenario zur prabiotischen Zuckersynthese nach Eschenmodéi!
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Die Formosereaktiorst eine weiterdaufig diskutierteQuelle fir Zucker auf der Frithen Erde.
Dabei wird ausgehend von Formaldehyd und einem Katalysator, traditionell einer
anorganischen B&, ein Netzwerk an verschiedenen Zuckern und Nebenprodukten aufgebaut
(Abbildung 2-9). Die Reaktion wurde von Butlerow erstmals beobadttetjurch Breslow
mechanistisch untersuét! und anschlieRend im prabiotisn Kontext diskutiert£?®211]

1 Umpolung
0 OH 1 o} i i
)l\ N )J\ Cannizzaro Reaktion
HO” ~H H7TH H™ ~H Aldol Reaktion
Ameisensdure MeOH FA . Isomerisierung
1 . R-Eliminerung
Benzilsaure
OH o 2 Umlagerung
(0] 0 (o}
X Dicarbonyl H
Milchsdure Verbindungen GA Glycolséure
3b 3a 4a 4b

OH OH OH OH . O OH O OH . OH OH

@ 1
kg) @ \K H)J\g)) - H%OH kg)VOH
H H H

DHA )3/ Gly Ery/Thr Eru

“2 O OH OH OH ﬂ
OH + Verzweigte
HO/LKJ)) K{‘ 2 1 3 2 Zucker & weitere
OH H H Nebenprodukte
HO " Glycerinsdure  Glycerin “
5b 5a 6a 6b
® OH OH OH g O OH O O OH OH PG
H H OH OH
OH
H H OH H OH H
o7 OH Rbu/Xlu Aldopentosen Aldohexosen Ketohexosen
H
H
Apiose

langerkettige Monosaccharide

Abbildung 2-9: Ausschnitt aus dem Netzwerk defFormosereaktion 1: Formaldehyd (FA), 2: Glycolaldehyd (GA), 3a:
Glycerinaldehyd (Gly), 3b: Dihydroxyaceton (DHA), 4a: Erythrose (Ery) / Threose (Thr), 4b: Erythrulose (Eru), 5a:
Aldopentosen, 5b:Ribulose (Rbu) / Xylulose(Xlu), 6a: Aldohexosen, 6b: Ketohexosembbildung angelehnt an und
Ubersetztnach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineratmediated carbohydrate synthesis by mechanical
forces in a primordial geochemical settingCommun. Chem202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s4200020-0038%
w.[212 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Im ersten Schritt findet die Dimerisierung von Formaldehyd zu Glycolaldehyd statt, wofiir eine
Umpolung notwendig ist. Fur die Funktionsweise dieses Schrittes gibt es veesehied
mechanistische Erklarungsansatze wie ein deprotoniertes Formaldehydhydrat als
Zwischenproduki® ein nukleophiles Carbenaniétt! oder einen Hydridtransfer zwischen
den beiden FormaldehyMolekiilen?'® Alternativ kann die Umpolung photochemisch
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erfolgenf?®! mithilfe von Umpolungskatalysatoren wie beispielsweise Thiazoliumd&iZen
erreicht oder uber die Zugabe von enolisierbaren (Zwisthiemodukten umgangen werden
(Abbildung 2-10).2*81 Neben dem Einsatz von Glycolaldehyd oder Monosacchariden, welche
sofort eine Aldolreaktiorerméglichenund so die Umpolung umgehen, sind auch andere
enolisierbare Verbindungen als Katalysatoren moglich. Diese bilden in einemSchtét mit
Formaldehyd selbst Aldolreaktionsprodukte. Handelt es sich bei den Katalysatoren nicht um
Zuckerbausteine, so sind die Produkte selbst noch keine Monosaccharide, sondern diese missen
erst durch Retroaldolreaktionen freigesetzt werBenderVerwendung von Thiazoliumsalzen

als Umpolungskatalysatoremerdendiesedurch eine zugesetzte Base amKohlenstoff
deprotoniert und koénnen so nukleophil am Formaldehyd angreifen. Nach einer
Kettenverlangerung kann anschlieBend der Zucker abgespalteenié? Photochemisch

wird Hydroxymethylen als reaktive Zwischenstufe der Dimerisierung verrititét”!

o [s>
L I

OH OH L R

o)
N+ H H
o R Base H H Base :
R 1 R
OH jhv l
S, OH
1 .. [/ a
l H”  OH N+ H
R
H o o 1 I s> 11
OH - R - LY -
HO R N+ 0

o 0 \ s
R _____OH R [ )
T HJ\/OH VA y

2 RHO H

Abbildung 2-10: Vorgeschlagene Mdglichkeiten fiir die Umpolung bzw. Dimerisierung von Formaldehy@!7”-21l

Nach der Bildung von Glycolaldehyd entwickelt sich ein Netzwerk aus Verbindungen uber
Aldol-/Retroaldolreaktionen sowie Isomerisierungen wie debry-deBruyrAlberdavan
EkensteirUmlagerund??!! Zusatzlich sorgen verschiedene Nebend Abbaureaktionen zur

Bildung von Nebenprodukten und nach langerer Reaktionszeit zur Bildung eines unléslichen,
dunkl en ATeer fi. Bei di esen R e a k-Reaktionenn hande
b-Eliminierungen, Benzilsdureumlagerungen und  Polymerisationen, aus denen

Zuckersaurenalkohole, Dicarbonylverbindungen und weitere Nebenprodukte entstefien.

Die Wahl des Katalysators hat einen erheblichen Einfluss auf die Reaktion. So ist neben der
Basizitat vor allem auch das metallische Gegenion von Bedeutung, da es durch Komplexierung
einen zusétzlichen Einflussfalie Reaktion nehmen kari??22% Die Hauptkritikpunkte an der

Formosereaktiomls Zuckerquelle sind die fehlende Selektivité4t, sowie die Instabilitat der
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Produkte in der wéassrigen, alkalischen Loséfrf2%! Dies wurde von Bennaat al durch die
Stabilisierung von Ribose mit Baten adressiel?”! Im prabiotischen Kontext wurde
auBerdem die wassrige Reaktion mit Mineralienkatdfyse??®! eine hydrothermale
Reaktio??®! und sogar eine interstellare Synthese untersti€hDariuiber hinaus wurde das
Vorkommen von Ribose und anderen Zuckern auf Meteoriten mitFdemosereaktion,
maoglichweise wahrend Prozessen wie der wassrigen Alteration der Mutterkorper, in

Verbindung gebrachtsl

Als Alternative zu den wassrigen Reaktionsbedingungen mit den beschriebenen Problemen
wurde von S. Lamour di@sungsmittdteie Aldolreaktion ausgehend von Glycolaldehyd (und
Glyceinaldehyd) mit Calciumhydroxid und anderddydroxiden und Carbonaten als
Katalysator untersucht. Dabei wurde der Aufbau von Tetrosen und Hexosen beobachtet, eine
mechanochemische Beschleunigung der Reaktion sowie eine hohere Selektivitat im Vergleich

zu der wassrigen Reaktion beobacktgt.

2.2 Analysekomplexer Mischungen kleiner Molekiile

Da es sich bei den untersuchten chemischen Reaktionen im Kontext des Ursprungs des Lebens
nicht um isolierte Synthesen einzelner Komponenten handelt, sondern eine hohe Komplexitét
der Reaktionsm@hungen gegeben ist, sind hoch entwickelte T+epwie Analysemethoden

mit hoher Sensitivitanotwendig

2.2.1 Trennung und Analysevon Mischungenkurzer Peptide & Aminosauren

Bei denim genetischen Code vorkommend&anonischen Aminosaurdrandelt es sich um
einevielfaltigeGr u p p e -Amirocabdnsaltem L-Konfiguration (Ausnahme: Glycin)
mit unterschiedlichen SeitenketterDiese werden allgemein mit einem- 3ind &t
Buchstabencode abgekirabpildung2-11). Bei den Seitenketten gibt es eine groRe Diversitat
von hydrophoben Alkyloder Arylresten Uber polare, neutrale Alkohole, Thiole und Amide bis
hin zu geladenen, basischen oder sauren Substituenten. Aufgrund denggmen Amino
sowie Carboxygruppe sind einige Eigenschaften innerhalb der Gruppe &hnlich, durch die
Variation in der Seitenkette unterscheidet sichVerhaltenin Bezug autindere Eigenschaften
jedoch starkelEin Vergleich bzw. eine Einteilung der Anaséuren in Gruppen kann z.B. nach
GroRRe, Polaritataromatischev/aliphatischen Rest oder Ladung erfolgen und dient zum
Verstandnis der Eigenschaften, Funktionen und dem Austausch in Prét&ahDa keine
einheitliche Gruppierung vorhandest, wird in dieser Arbeit eine Unterteilung nader
Polaritat der Seitenketten verwend&bbildung 2-11).1234
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Die Trennung und Detektion von Amis@uren kanmativ (HPLC, CE) sowie derivatisiert
(HPLC, GC, CE) erfolgenkur die Gaschromatographkanndabei die Volatilitat durch die
Silylierung oder Trifluoracetyerung der Amine und ggf. der Sauregruppen erhéerden

Mit Oligomeren ist die notwadige Volatilitat jedoch auch nach Derivatisierungsschritten kaum
zu erreichen,so dass der Fokusn Folgendenauf denMethoden fur die Flussigkeits

chromatographie und die Kapillarelektrophorksegt.

Ohne Seitenkette:

Glycin

0O
Gly
G HZN\)J\OH

Unpolare Seitenkette:

Alanin Q Phenylalanin Isoleucin _ Q
Ala OH Phe lle OH
A NH, : NH,

Leucin Q Methionin
Leu Y\HJ\OH 'V'et
L NH,

(0]

)ﬁ/U\OH

NH,

\/\Hj\ Prolin
Pro
SRS
NH
Tryptophan
Trp

Valin
Val

Polare, neutrale Seitenkette:

Cystein Q Asparagin Glutamin Q Q
Cys HS/\)J\OH Asn Gln HzNwOH
c NH, @ NH;
o) (0]
Serin Threonin Tyrosin
SSer HO/\‘)J\OH T_[r_lr T¥r OH
NH, HO NH,
Basiche Seitenkette:
Histidin o Lysin Arginin J\JT Q
HN NH, NH,

Saure Seitenkette:

Asparaginsaure Q Glutaminséaure
Asp o OH GIu
D O NH,

Abbildung 2-11: Gruppierung der 20 kanonischen Aminoséduren nach der Polaritdt der Seitengruppen und
Bezeichnungen nach dem-3und 1-Buchstabencode.
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Methoden fir die HPLC

Da nur ein Teil der Aminosauren einhromophore Einheit beinhaltet, sindir fdie
Flussigchromatographieine Reihe an Derivatisierungsmittdbekannt, die einéJVV- oder
FluoreszenDetektion erméglichen (Abbildung 2-13). Eine haufige Verwendung findet
o-Phthalaldehyd OPA) in Kombination miThiolen wie3-Mercaptopropiosaure(MPA) oder
N-AcetykL-cystein (NAC),[?3523¢] \welches mit den Aminoséauren Isoindolderivate bildet
(Abbildung 2-12). Dieses Reagenist allerdings nur fur primareind nicht fur sekundare
Aminosaurengeeignet. Aufgrund der Instabilitdt des Derivatisierungsreagenz sowie der
Addukte wird haufig eine automatisierte Qime Vorséaulenderivatisierung durchgefuk#e!

O
HO

o
I RW)\
+ + - >
OH
HS/\\/H\OH

S 0
| NH, OH
(e} /N
=
R

OPA MPA

0]
|

Abbildung 2-12: Derivatisierung von Aminoséuren mito-Phthalaldehyd (OPA) und 3Mercaptopropionsaure (MPA).

AulBerdenkdnnen Aminosauren auch Fluorenylmethylchloroforrat (FmocCl) zu Fmoc
Carbamateff*”! mit Phenylisothiocyanat(PITC) zu Phenylthiocarbamylderivatd?3® mit
1-DimethylaminonaphthaleB-sulphonylchlorid (DansytCl) zu SulfonamideR*? sowie
6-AminoquinolytN-hydroxysuccinimidylcarbamatAQC / AccQ) zu HarnstoffDerivaten
umgesetzt werddf*®?*Y Durch die Vielzahl anAnforderungenan die Derivatisierungs
methoden und darauffolgenden Trennungewie Anwendbarkeit fir alle gewiinschten
Verbindungen, Auflésung der Trennung, Detektionsgrenzen, Dauer der Analyse,
Probenvorbereitung, Stabilitait der Reagenzien und Derivat®&obustheit gegeniber
Matrixeffektengibt es kein optimales Universalmittel, sondern jede der Methoatehre Vor
und Nachteile, welche fiir die gewiinschte Anwendung evaluiert werden nfii8sEine
Anwendungder Derivatisierungsmethoddémdet vor allem fur die Aminosduren selbst und

nicht flr Peptide statt.

N OQTIH 5
o N N A 4

Cl
Dansyl-Cl Fmoc-Cl AQC / AccQ PITC

Abbildung 2-13: Auswahl an Derivatisierungsreagenzien fiir die HPLGAnalyse von Aminosauren.
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Aufgrund der verbesserten Detektoren, die in der HRL&lytik Anwendung findenkénnen
mittlerweile auch native Aminosauren analysiert werdem Vergleich verschiedener -C
kompatibler Detktoren ergab fir mehrere Aminosauren die geringsten Detektionslimits mit
Massenspektroniern 43l In Kombination mit den zusétzlichen strukturellen Informationen,
welche durch die Massenspektren geliefert werdé@mnen ist diese Kopplung die
vielverspreherdste zur Analyse von underivatisierten Aminosauren und Peptidiendings
weisen die verschiedenen Aminosauren sehr unterschiedliche Sensitivitdten und
Detektionslimits aufgrund unterschiedlicher lonisationswahrscheinlichkeitdff**! Die
Sensitivitat zur Detektion der [M+HM]lonen im positiven Modsi ist hdher als diejenige zur
Detektion der [MH]" lonen im negativen Modu&®! Die mitunter schlechte lonisation kann
durch das Vorliegen der Aminosauren als Zwitterionen vor allem bei neutralen Laufmitteln
begriindet werdek*¥ Bei Verwendung von Umkehrphasenbedingungen, bég schlechte
Wechselwirkung der Aminoséuren mit derpolarerstationaren Phase (C18) vbriese kann
durch die Verwendung von lonenpeReagenzienverbessdrwerden, indensich mit den
ionischen Analyten ein lonenpaar hildet, dessen starker hydrophobe Charakter besser mit
der stationdren Phase wechselwirken kann, so dass eine hohere Auflosung errefétft wird.
Jedoctkénnen Probleme wie einéerschiebung der Retentionszeiten durch Akkumulation des
lonenpaaiReagenz oder eine geringe Sensitivitat fur einzelne Verbindungen durch
lonensuppressiorauftreten?*62481 Eine weitere Trennméglichkeit bietet die hydrophile
Interaktionschromatographie (HILIC), welche @@ stationdre Phasen mit gebundenen
Amino-, Amido- oder (zwitter) ionischen Gruppeimn Kombination mit ACN/Wasse als
mobiler Phasgerwendet, haufig mit ionischen Additiven wie Ammoniumformiat cdeetat.
MehrereMethoden firAminosauren und einzelri2i- und Tripeptide zur Untersuchung von

Blutplasma oder Zellextrakten wurdanf diese Weisentwickelt!?4%251

Methoden fir die CE

Da die Aminosauren mit geeignetem Hintergrundelektrolyten (BGE) und entsprechendem pH
Wert als lonen vorliegen, kann dikapillarzonenelektrophorese genutzt werden. Eine
Detektion hierbei kanmnter anderenmit einem Leitfahigkeitsdetektor oder in Kopplung zu
einem Massenspektrater erfolgenEine Trennung der Aminosaurerfolgtals Kationen bei
niedrigem pHWert. Als BGEwurden unter anderem Ameisensali®! Essigsauré Hydroxy-
ethylcellulosé?>® Octansulfonaté NaH,PQ,,?°¥  Ethansulfonaté> oder Phosphatpuffer
verwendet?>® Bei einer Koppllg mit einerMassenspektrometer werden volatile Elektrolyte

bendtigt, so dass nicht alldintergrundelektrolytekompatibel sind.Zusétzlich wird zur
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Stabilisierung des Elektrosprays eine Sprayflissigkbedth liquidl zugegeben, welche auch
einen signifikanten Einfluss auf die Sensitivitat der Detektior?PfatAuch die Positiorder
Elektrosprayspitze relativ zur Kapillare des Massenspektrometer am Hielesglusst die
Sensitivitat in hohem Maf@€8 Durch die Verwendung von Tandelassenspektrometrie
(MS-MS) kann die Detektion weiter verbessert wek€rundes kdnnemnzwischemicht nur
Aminosaurenmischungen, sondern auch Proteine nach PrMeatss mit hoher
Trennleistung in kurzer Zeiintersucht werdeR>’! Dies fiihrt zuraktuellenAnwendung von
CE-MS Methoden im Bereich der Proteomik, wobei tausende von Peptiden gleichzeitig
analysert werden und welche bisher vorwiegemdn HPLC-MS Methoden beherrscht

wurdel258]

Fur Kapillarelektrophorese werdestandardméfidig von innen unbeschichtete Kapillaren aus
Quarzglas verwendebdre fused silicaBFS), welche auf3en mit einer Polyimidbeschichtung

zur Erh6hung der Flexibilitat und Stabilitat ausgestattet sind. Die Silanolgruppen ionisieren in
Lésung und sayen durch die Oberflachenladufig die Ausbildung einer Doppelschicht mit

dem Elektrolyten. Dies fuihrt zum Auftreten des elektroosmotischen Flusses (EOF) bei Anlegen
einer Spannun®® Zusatzlich kénnen die Analyten mit der Kapillarwand wechselwirken, was
sich negativ auf die Auflosung und Signalform auswirken kann oder auch die Adsorption der
Analyten an @ Wand und eia schlechte Reproduzierbarkeit zur Folge haben kann. Dies ist
insbesondere auch bei Peptiden der B8l Aufgrund dessen wurden verschiedene
Beschichtungen fir die Kapillarinnenseiten entwick&s wird grundsatzlich zwischen
dynamischen und permanenten Beschichtungéerschiedenwobei erstere durch Adrption

an die Kapillarwand gebunden sind, letztaterch kovalente Bindungel®? Fir eine
Kombination mit einem Massenspektrometer sind permanente Beschichtungen zu bevorzugen,
damit der Detektor nicht mit darerwendeteiZusétzen kontaminiert wirddogliche Optionen

liefern Polyamide, Epoxide, Polyvinylalkohol, Polyethylenglykole sowie Derivate der
Cellulosel?® Dabei ist die Stabilitt der Beschichtungiber den gewiinschten gereich zu
beachten, sowie weitere Eigenschaftere die potenzielkomplette Unterdriickung des EOF.

Die meisten Methoden zur Beschichtung bestehen aus mehrschrittigen Verfahren. Durch eine
Vorbehandlung kann €i QuarzglafOberflache aktiviert werden, anschlielend eine
Zwischenschicht durch Derivatisierung d&tanolgruppen erfolgen und im Folgenden daran

das Polymer gebunden werden. Weitere Walztv. Immobilisationsschritte konnen folgen.

Polyvinylalkohotbeschichtete (PVA) Kapillaren habdpereits Anwendung in der Peptit
Proteintrennung gefundéf®!! Es gibt verschiedene Methoden zur Herstellung der PVA
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Kapillaren (Abbildung 2-14). Nach Kargeret al. wird die Oberflache in einem ersten
Silanisierungsschritt mit einem oligomeren Vinylsilanol behandelt, an dessen Vinylgruppen im
Folgenden Vinylacetat copolymerisiert wird, welches anschliel3end in einem Verseifungsschritt
zum Polyvinylalkohol umgewandeiltird (A).?%? Yu et al. verwendeten als Zwischenschicht
Diazoharze, welche durch eine Photoreaktiord@nSilanolgruppen der Kapillaroberflache
sowie an die Hydroxylgruppen des Polyvinylalkohols gebundemraen (B).2¢¥! Eine
Alternative wurde von Beldeat al.beschrieben, welche Glutaraldehyd als Linker einsetzt und

damit geldsten Polyvinylalkohdh der Kapillare quervernetzt und so immobilisigs).[264!
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Abbildung 2-14: Methoden zur Polyvinylalkoholbeschichtung von Kapillaren fur die Elektrophorese nach A: Karger
et all262 B: Yu et all?63 C: Belder et al[264

In CE-MS-MS-Methoden fur Proteomilnalysen ist lineares Polyacrylamid (LPA) das
vorherrschende Beschichtungsmateéffdl. Hjertén beschrieb 1985 eine der ersten
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Beschichtungsmethodéfi®! In der Kapillare wirdmit 3-(Trimethoxysilyl}-propylmethacrylat
(0-MAPS) eine Silanolzwischenschicht aufgebaut, an dessen Doppelbindung im né&chsten
Schritt das Acrylamid mit einem Persulfat Initiator udg N-, NNj NNJ etramethylethylendi

amin (TEMED) Katalysator polymerisieren kankbpildung 2-15). Diese Methode wurde in

den folgenden Jahren automatisiert sowie fiir spezielle Anwendungen abgeVtt&8t.
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Abbildung 2-15: Lineare Polyacrylamidbeschichtung der Kapillaroberflache fiir Elektrophorese.

MS-MS von Peptiden

Peptide zeigen im Massenspektryen nach Sequenz der Aminosaureharakteristische
Fragmenteso dass M3/1S-Experimente einen groRen Beitrag zur Strukturaufklarung liefern
kénnen Um die Beschreibung und Diskussion dieser Fragmentierungen zu vereindeitlich
wurde von Roepstorff und Fohlman eine Nomenklatur vorgeschi&§eReptide haben je
Aminosaure drei mogliche Bindungen, die entlang der Peptidkette gespalten werden kénnen:
ZwischendemCg-Atom und der Carboxygrupge, Xx), zwischen der Carboxygruppe und dem
Amidstickstoff (b, y) und zwischen dem Ardstickstoff und denCi-Atom (c, z). Mit Ladung

am N-Terminus werden diese Fragmente ajib und c bezeichnet, am -Terminus mitx, y,

und z. Mit einer tiefgestellten Zahlird beschrieben, welche Peptidbindung, also welche
durchnummerierteAminosaure gespalten wurde jevgeivom N bzw. C-Terminus aus
(Abbildung2-16).

Yl B X Yo 2
Ry 1 1 |O| |R
1| |H|| 3 H
b OH
C[fe o] |
101 IR, | | I 4
abc a, b, c,

Abbildung 2-16: Nomenklatur zur charakteristischen Fragmentierung von Peptiden nach Roepstorff und Fohlmal3®!

Mithilfe von TandemMassenspektrometrie kardadurchdie Sequenzierung von Peptiden
erfolgen?” Zusétzlich zu den oben beschriebenen Bindungsspaltungen kann auch Wasser
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oder Ammoniak abgespalten werden oder eine Fragmentierung der Seitenketten €fblgen.
Durch Abgleich der massenspektrometrischen Daten Proteindatenbanken und durch
Unterstitzung moderner Software kann so eine schnelle und detaillierte Analyse grol3er

Mengen an Proteinproben durchgefiihrt werdét’4!

2.2.2 MonosaccharidTrennung und Analyse

Monosaccharidéildendie einfachste Stoffgruppe innerhalb der Kohlenhydrate und bestehen
aus einenKohlenstoffgertist mimindestens drei Kohlenstoffatomen, einer Carbonylgruppe
und mehreren HydroxygruppenuZAnalysekomplexe Zuckerraktionsgemishe istderen

Trennung inklusive ihrer Bausteine Formaldehyd und Glycolaldehyd notwendig.

CHO CH,0H CHO CHO

H——OH 0 H——OH HO——H CH,0H CH,OH CH,OH  CH,OH
HO——H HO——H HO——H HO——H HO—=" 0~ OH o, OH 0. OH o
H——OH H——OH H——OH H——OH OH OH OH OH
H OH H OH H OH H OH OH OH OH OH

OH CH,OH CH,OH  CH,OH OH OH OH OH

Aldose Ketose Stereoisomere Furanose Pyranose Anomere

Abbildung 2-17: Mégliche Isomere der Monosaccharide.

Innerhalb der gleichen Anzahl an Kohlenstoffatomen, also beispielsweise innerhalb der
Tetrosen, Pentosen oder Hexosen, gibt es bereits bei unverzweigten Ketten eine Vielzahl
isomerer Strukture(Abbildung2-17). Es wird je nach Position der Carbonylgruppe, zwischen
Aldosen und Ketosen unterschiedswieinnerhalb deiStereoisomere durch die mdglichen
raumlichen Anordnungen der Hydroxygruppen. Zuséatdiegpen die Monosaccharide nicht

nur in der linearen Anordnung vor, sondern ab einer Kettenlange von vier Kohlenstoffatomen
kénnen zyklische Halbacetale gebildet werden, je nach Ringgréi@eFdranosen oder
Pyranosen. Auch bei diesen ist je nach raumligtmardnung eine weitere Unterscheidung in
Anomer e- ummidtKoffiguration moglich. Bei den Diosen undridsen ist eine
intramolekulare Ringbildung nicht méglich, jedoch bilden diese dimere Ringstrukturen aus. In

Lésung liegen diesmit denMonomera sowie deren Hydrateim Gleichgewicht?”®)

Durch diese Vielzahl anlsomeren und strukturell &hnlichen Molekilen stellie d
chromatographische Auftrennung uddhalyse von komplexen Monosaccharidmischungen
eine anspruchsvolle Aufgabe ddine drekte Analyse der Produktmischungen ist mit
Flissigchromatographitheoretischmoglich. Aufgrund des fehlenden Chromophkésinen

zur direkten Analysgdochkeine StandardDetektoren widJV- oder Fluoreszenbetektoren
verwendet werdenBrechungsindexdetektoren bieten eine Alternative, sind jedoch nicht so

sensitiv und stabil?’®! Weitere Méglichkeiten sind Lichtstreuoder Charged Aerosol
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Detektoren, welche allerdingsichtlineare Signalabhangigkeiten aufwei$éf. Auch
Massenspektrometer kénnen zur Detektion von Zuckern herangezogen #&hgahoch ist
dabeigerade bei kleinen Molekulen aufgrund der geringen Molekiilmasse eine Derivatisierung

vorzuziehen.

Derivatisierungenfur HPLC

Bei der Derivatisierung fur Flissigchromatographerd vorwiegend ein Chromophaur
Detektion tGber UV oder Fluoreszeemgefugt. Zusatzlich wird haufig eine Kompatibilitat mit
anschlielBender massenspektrometrischer Analyse gewiiasehielzahl an Methoden ist in

der Literatur bereits bekanntDiese beinhalten reduktive Alkgrung®’® perO-
Benzylierung?®®  Aminierung?8! reduktive Aminierund?®? Hydrazonr[?8*284 sowie
PyrazolonBildung 2852881 Eine vollstandige Umsetzung der zu analysierenderk&tusowie

die Vermeidung von Nebenprodukten sind fir die Analyse notwerdkgeinige dieser
Methoden Nachteile wie Informationsverlust durch Reduktion, fehlende Anwendbarkeit fir
Ketosen oder Optimierung nur fur Oligend nicht fiir Monosaccharide aufiseni?®” werden

nur Hydrazon sowie PyrazolofBildungim Folgenden genauer betrachtet

\N/
NH NO, O,N NO, OO | O
N SNt
@[ _NH, \©: _NH, /N\_)J\N’NHZ
N N ci H

O=§=O
_NH
H,oN
. . 2-Nitrophenyl- 2,4-Dinitro- . . .
N,N-Diphenylhydrazin hydrazin phenylhydrazin Dansylhydrazin Girard's T Reagenz

Abbildung 2-18: Auswahl an Derivatisierungsreagenzien zur Hydrazonbildung mitMonosacchariden

Durch Einsatz von Hydrazinen reagiert die Carbonylgruppe der Monosaccharide in einer
Kondensation zu Hydrazondbie Verwendung aromatischer Substituenten am Hydfénrt

so ein Chromopbr ein, beispielsweise (Nitffphenyle oder eine Dansylgrupp&bpildung

2-18) 223 84 BN Ej ne weitere M°glichkeit bietet da
einem tertiaren Amin eine ionische Verbindung einbaut, welche die Sensitivitat fur
massenspektrometrische Versuche erf8iDas Auftreten von mehreren Signalen pro Analyt
wurde in der Literatur entweder einem Gleichgewicht zwischen Hydrazon und bei Uberschuss
des Derivatisierungsmittels gebildeten Osamomageordnet oder dem Auftreten v&fZ-
Isomerer?°%2%2 Dje Derivatisierung mit 2 Dinitrophenylhydrazin wurde bereits erfolgreich

zur Analyse vorFormosereaktissgemischen angewarléft®!
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N

ArMP Bis-ArMP-Addukt

Abbildung 2-19: Derivatisierung von Monosacchariden mit tAryl -3-methyl-5-pyrazolonen.

Eine weitere Moglichkeit bieten -Aryl-3-methyl5-pyrazolone (ArMP, Ar =Phenyl,
4-Methoxyphenyl, 2Naphthy), welche unter Wasserabspaltung und folgender
1,4Michaeladdition zweifach areduzierend@ucker addierefAbbildung2-19).2°4 Die hier
verwendeten basischen Bedingungen fihren zur Vermeidung von Sialinsaurenabspaltung,
welche bei den haufig sauren Bedingungen anderer Derivatisierungen problemai&th ist.
Die BisArMP-Addukte eignen sich sowohl zur UYetektion als auch zur

massenspektrometrischen Analyse mit chargtischen Fragmentéfi>226l

Derivatisierungen flr gaschromatographische Analyse

Um die Volatilitat der Monosaccharide zu erhoher somit einethermischeZersetzung zu
verhindern ist eine Schiutzung der Hydroxygruppe notwendig. In der Literatur finden sich
Vorschriften zur Etherbildung?2%! Silylierung?®”! (Trifluor-)Acetylierund®®® sowie zur
Bildung der O-lsopropylidenderivat&® Wiahrend die Methylether aufgrund ihrer
aufwandigen Herstellung sowie schlechter chromatographischer Auflésung wenigadgew
werden, liegt der Nachteil déd-Isopropylidenderivate in der Notwendigkeit benachbarter
Hydroxygruppen. Dadurch kénnen zum Beispiel Formaldetyd Glycolaldehyd nicht
analysiert werden so dass diese Methode nicht relevant fir die Analyse von

Formoseeaktionsgemischeist.

Cl—Si(CHy)s o) o S1EHals
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| Si(CH3)s
N
(H3C)3Si” "Si(CH3)3 MSA BoR
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o O/Si(CHs)s
N’Si(CHS)3 CFs)J\ N SHCHa)s CF3)§N
NW ™ | Si(CH3)s
™SI MSTFA BSTFA

Abbildung 2-20: Auswahl an Derivatisierungsmitteln fur die Silylierung von Monosacchariden

Die Silylierung ist die verbreiteste Methode mit den téiden der hohen Flichtigkeit sowie
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thermischen Stabilitdt der gebildeten Trimethylsilylether und einer grofRen Auswahl an
verschiedenen Derivatisierungsmittefbpildung 2-20).20%

Die zuerst eingesetzten Silylierungsmittel waren Trimethylchlorsilan (TMESyowie
Hexamethyldisilazan (HMDS5?"! Letzteres wird durch die Einfachheit der Methode weiterhin
haufig verwendet, allerdings sind mittlerweile reaktivere Derivatisierungsmittel vorhanden.
Das hochreaktiveN-Trimethylsilylimidazol (TMSI) wird vor allem fiir sterisch gehinderte
Alkohole und Steaside verwendef® Die silylierten Acetamide N-MethykN-
(trimethylsilyl)acetamidMSA) sowie N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid(BSA) zeichnen sich
durch ihre Volatilitat und Reaktivitat a3 Durch den Einsatz der fluorierten Analoyja
MethyEN-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA)  sowie  N,O-Bis(trimethylsilyl)-
trifluoracetamid(BSTFA) konnte did_dslichkeit sowie Volatilitatfir Kohlenhydratanalysen

erneutverbessert werdep430%]

Die Trifluoracetate zeichnen sich durch ihre hétéchtigkeit aus, welche die Analyse bei
geringeren Temperaturen ermoéglicht. Dadurch findet diese Methode insbedwngidéiealen
Trennung@n Anwendung°¢3°71 Neben dem Anhydrid der Trifluoressigsaure (TFAA) sowie
Trifluoracetylimidazol (TFAI) wird zur Acetylierung aucN-Methyl-bis(trifluoracetamid)
(MBTFA) eingesetz{Abbildung2-21). BeidesserVerwendung wird als Nebenprodukt keine
Trifluoressigsaure, sondern das flichtige und furA®vendungerdaherunproblematische
N-Methyltrifluoracetamid frei. Zudem konnte MBTFAerfolgreich fur Kohlenhydrate
verwendet werden ohne die bei anderen Derinatisgsmitteln beobachteten Nebenprodukte
hervorzurufer?®®

9 |

7 9 )J\ CF3-N<_CF
CFs)J\OJ\CF3 CF3 NCN oyt
O O

—

TFAA TFAI MBTFA

Abbildung 2-21: Auswahl an Derivatisierungsmitteln fir die Trifluoracetylierung von Monosacchariden.

Der Nachteil dieser einstufigeDerivatisierungn, welche lediglich die Hydroxylgruppen
schitzen, liegan dem Vorhandensederzahlreichensomere. Durch offenkettige, Pyranose,
Fur anos eu rsdrernen, siod bei den Pentosen urekesen bis zu funf Signale pro
Zucker madglich was die Trennung und Auswertung deutlich erschwégtmieden werden
kann dies durch Derivatisierung am Carbonylkohlensteéfdurch nur die offenkettige Form
erhalten wird Um die Verdampfbarkeit zu gewahdain, muss dabei in einem zweiten Schritt

erneut die Hydroxylgruppe geschutzt werden. Dies wird in der Regel durch Silylierung oder
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Acetylierung erreicht.Auch fir diese zweistufigen Derivatisierungen sinerschiedene
Methoden bekannt. Die mogliche Bildung von Aldononitsibwie AlditolDerivaten soll im
Folgenden nicht weiter beschrieben werden, da diese durch Bildung nichtfliiéhtigleikte
fur Ketosen bzw. durch den formationsverlust bei Reduktionicht flr die gewlnschte
Anwendunggeeigneist.*% Auch bei der Bildung von Dialkyldithioacetalen trefgam Teil
unverdampfbare) Nebenprodukte utersetzmgsprodukte bei Verwendung von Ketosen auf,

so dass diese Methode ebenfailshtden Anforderungeentsprichf30&-309

Der Einsatz von Hydroxylaminestellt eine vielversprechende Derivatisierungsmethode dar.
Die Zuckerwerden in Oxime und damih ihre offenkettige Forniuiberfihrt wodurcheine
Reduktion der Signateon (bis zu) funf aukwei erreicht wird Diese sind durcha$ Auftreten

von E/Z-Isomeren zu erklare(Abbildung 2-22). Neben dem unsubstituierten Hydroxylamin
werden hierzu auc-alkylierte Varianten verwend&t%3% Dabei wird dieunsubstituierte
Hydroxylgruppe im Gegensatz zu dersubstituierten Hydroxylaminen im zweiten
Derivatisierungsschritt ebenfalinit einer TMS oder TFAGruppe geschitzt. Neben der
Vereinfachung der Chromatogramme wurde die Verwendung der Oxime auch zur verbesserten

Quantifizierung im Vegleich zu reinen Trimethylsilylethern entwickgft!!

2 2
o y y ; 3
| R O\N N”O °N + N~
_— + _— | |
| 1 | 1 R1 R1
R R
OH

OH OH O3 O3

R? = H, Methyl, Ethyl, Benzyl R3=TMS, TFA

Abbildung 2-22: Bildung der Trimethylsilylether oder Trifluoracetate der Zuckeroxime.

Ein Vergleich derO-Ethyl- sowie O-Benzylhydroxylamine als TMSsowie TFADerivate
bezilglich der chromatographisché&igenschaften, Massenspektren, Detektionslirmitsl
Matrixeffekte wurde von Beckeet al durchgefiihrt®*®! Durch die htheren Retentionszeiten
sowie die Dominanz der Benzylgruppe in den Massenspektren und dem fidgaoden
geringeren Informationsgehalt, wird die Ethylgruppe als Substituent bevorDadpei
zeichneten sich die OxHhMS-Derivate durch die vollstandige Anwendbarkeit auf alle
getesteterstoffe, Robustheit gegeniber Matrixeffekten sowie niedrigen Detektiotsshus.
Die TFA-Derivate zeigten zwar eine bessere Trennung lieferten allerdings Schwierigkeiten bei
der Detektion von Ketosée#®! Dies bestatigt die Beobachtung von Andrews, welebeeing
erhohte Signabnzahl, eitlich verandelen Peakverhéltnisse sowie der Zersetzung der
Ketosen bei OxirTFA Derivatisierung berichtetdeine Begrindung fand er in dedurch
geringe Spuren an Trifluoressigsaure erzeugten, cyclischen @RifieEbenfalls wurden
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Hydroxycarbonséuren als Zerfallsprodukte der trifluoracetylierten Oxime dd0s&n
beobachtet und die Neutralisation mit Kaliumcarbonat zur Hinderung der
Zersetzungsreaktionen eingesétA. Durch den Wechsetler stationdren Phasai einem
polarere PolymerkonntenZweckmairet al mithilfe der EtOXTFA Derivatisierungglle syn

und antiSignale von zwei Pentosen und drei Hexosen voneinander tréhhen.

Weiterhinsteht jedocleine erfolgreicheAnwendung der bisher etablierten Methoderf die
gesamte Monosacchanmischung derFormosereaktionum eine ausreichende Trennung und

detaillierte quantitative Analys#ieserkomplexan Mischungerzu erhalten.
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3 Zielsetzung

Bei der Untersuchung von Reaktionen im Kontext des Ursprungs des Lebens wird Uberwiegend
Wasser alsLdsungsmittel verwendet. Jedoch ist dies nur schlecht mit den in Wasser
thermodynamischungiingstigen Kondensatiogreaktionen oder der Instabilitaeiniger
Reaktionsprodukte in wassriger LosungvereinbarerDaher sollenm Rahmen dieser Arbeit
nichtwassrige Bedingungen fur préabiotische Synthesekomplexen Mischungeuantersucht

werden.

Zum einensoll die Kupfer-katalysierte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid als ein
Szenario fur diefrihe Erde betrachtet werdeSchwefeldioxid war durch vulkanische
Emissionen vorhandeist unter moderaterplausiblerBedingungen flissig und soll it als
prébiotisches Losungsmittel evaluiert werden.Hierzu sollen in einem ersten Schritt
Trennmethoden fur komplexe Mischungen aus Aminosauren und kurzen Peptiden entwickelt
werden, um die Reaktionsprodukte zu analysiekdithilfe dieser Methodensoll zuerst die
Peptidbildung in Schwefeldioxid aus einzelnen Aminosauren getestet werden, um sie dann auf
MischungenkanonischelAminosauren auszuweiten und mogliche Selektivitdiesichtlich

des Einbaus einzelner Aminosauren oder der Seqnenadentifizeren.Aul3erdem sollen die
Ergebnisse der Peptidbildung in Schwefeldioxid mit den Produkten deindalzerten
Peptidbildung in wassriger Lésung verglichen werdeelche anstelle des hygroskopischen

Lésungsmitted hoheSalzkonzentrationen zur Wasserentziehung nutzt

Zum anderen solldie mechanochemische Formosereaktion als prébiotisches Szenario
untersucht werden. Formaldehyd und Glycolaldehyd, sowie katalytisch aktive Mineralien
waren bereits inHadaikumauf der Erde vorhanden und mechanische Energie konnte durch
Einschlage und geogyische Prozesse wie Tektonik oder Erosion ubertragen werden. Zur
Analyse dieser Reaktionen und deren Produktmischungen sollen ebenfalldtatlecsten flr

die Trennung von Monosaccharidemtwickelt werdenDafir soll eine moéglichst vollstéandige
Trennungder verschiedenen unverzweigten MonosacchandeNebenprodukterzielt und

eine guantitative Analyse ermoglicht werdBiese Methodesollen dann angewandt werden,
um das mechanochemischEormosenetzwerlauf prabiotische Plausibilitat zu untersuchen
Dabei soll die katalytische Aktivitat von Mineralien, welche auf der Frilhen Erde existent
waren, getestetind der Einsatz von Formaldehyd als Ausgangsstoff der Formosereaktion

ermdglicht werden.
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4 Kupferkatalysierte Peptidsynthese 9SS

4.1 Analyse komplexerAminosauren und Peptidmischungen

Zur Untersuchung der vielfaltigen Produktmischungen wie sie bei der Peptidbildung aus
mehreren Aminosauren entstehen kénnen, wurden zunachst Analysemethtvdekeltund
getestetDabei wurde eine naty underivatisierte Analyse gewghlim eine Veranderung der
Probenzusammensetzung zu verhindamd die Kapillarelektrophorese (CE) sowie die
Flissigchromatographi@lPLC) zur Trennung verwendet. Zuerst wurde jeweils die Mischung
der 20 proteinogenen Amosauren eine Mischung verschiedener-Dind Tripeptide aus
Alanin und Glycinund im Anschluss eine Testmischung aus den Aminosauren Arginin,
Histidin und Tryptophan sowie den-Dind TripeptiderGlycyl-Alanin (GA), AlanytAlanin

(AA), Glycyl-Glycyl-Glycin (GGG) und AlanyGlycyl-Glycin (AGG)in den zu erwartenden
Konzentratiosbereichenzur Evaluation der jeweiligen Trennund Detektionsmethode

verwendet.

4.1.1 Peptid-Trennungenvia Kapillarelektrophorese

Zur Detektion nach defTrennung mittelsKapillarelektropnorese wurde zunachst ein
Leitfahigkeitsdetektor eingeset#tir die Analyse komplexer Probamd fir eine di6he
Sensitivitat wurde anschlieRend die Kopplung mit einemlBE@tface an ein hochauflésendes
OrbitrapMassenspektrometer verwendet. Die Auswaés Hintergrundelektrolyten (BGE)
wurde bereits in Hinblick auf die MBopplung auf fliichtige, mit dem Massenspektrometer
kompatible Komponenten beschranRabei werden in der Literatur vor allem Ameisensaure

und Essigséaure in verschiedenen Konzentnatioeingeset>®!

Zunachst wurde die Trennung der Aminosauren auf den in der Kalelaophorese
standardmalfigingesetztebare fusedsilica (BFS) Kapillaren durchgefihrivit einem BGE

von 2mol/L Essigsaure konnten dabei die basischen Aminosauren (K, R, H) sowie Alanin und
Glycin getrennt werderfAbbildung 4-1). Bei den weiteren Aminosauren uberlgop die
Signale jedoch und es wurden nicht alle Komponenten getrennt. Dies liegt auch an der
Verbreiterung der Signale durch die Interaktion der Aminas@aumit der geladenen

Kapillarwand.
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Abbildung 4-1: Elektropherogramm der Trennung der 20 proteinogenen Aminosaurer(100umol/L) auf einer BFS
Kapillare (80cm, 2 mol/L AcOH, 30kV, 25°C).

Um diese Interaktioren und einedaraus folgendeverfalschung der Analyseergebresgu
verhindern sowie dieslekrophoretischeTrennung zu verbessermvurden im Folgenden
verschiedene Beschichtungen fir die Kapillarinnenwagdtestet. Zuerst wurde
Polyvinylalkohol als Beschichtungsmaterial untersuetlches bereits in der Literatur fir
Proteintrennungen eingesetzt Wit Dazu wurde zunéchst eine PMWeschichtete Kapillare
nach der Methode von Beldet al. hergestelltbei der Glutaraldehyd als Linker verwendet
wird. Diese zeichnet sich durch inEnfachheitgegentiber weiteren bekannten, vielschrittigen
Methoden aus (siehe Kap.2.1). Im ersten Schritivird die Kapillare unter Anlegung von
Druck mit einer sauren Glutaraldehiz@sung gefullt Im Anschlusswird eine geringe Menge
PolyvinylalkohotLdsung eingefillund soforim Stickstofstrom durch die Kapillare gedruckt,
wobei die Verlinkung an der Grenzflache der beiden Losungen statifiddétirchkanndie
Kapillarwand zunachst in einer unteren Teilschicht mit hochvernetztem [BAs&hichtet
werden gefolgt von der oberen, weniger itavernetzten PVASchicht?®¥ Diese Methode
wurde zunédchst im GBystem getestet, wobei maximal ein Druck vdmaf angelegt wurde.
Dabei verstopfte die Kapillare allerdings wahrend des Prozesses. Um einen starkeren Druck
und héheren Durchflussizrreichen, wurde eine Swageldgparatur verwendet, bei debar
Stickstoffdruck zur Verfigung standedm weitere mégliche Fehlerquelleuszuschliel3en,
wurde die BFSKapillare vor der Beschichtungusgeheizt ein Polymer mit héherem
Molekulargewichtverwendet und zusétzlictie Glutaraldehyd sowie PVAL®Osungen vor
Verwendungfiltriert. Jedoch konnterauch mit diesen MalRnahmedie Problemeder

Beschichtungicht vollstandig behoben werden. Zwar wurde so ein vollstandiges Blockieren
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der Kapillare verhindert, die Beschichtung erfolgte jedoch nicht gleichméafRig und konnte daher
keine reproduzierbaren Ergebnisse, sowie nur eine unstete Basislinie in der Elekesgph
erzielen. Daher wurde fir die folgende Trennung eineB¥#échichtete Kapillare kommerziell

erworben (Agilent Technologies).

Fur die PVAKapillare wurden verschiedene Hintergrundelektrolyte getestet (Ameisensaure,
AmmoniumacetatpuffelEssigsaunesonie das unterstiitzende Anlegen von Druck wahrend der
Trennung, da die Migration durch die Unterdriickung des EOF verlangsamBeiader
Verwendung von Ameisensaure trat eine geringe Stabilitdt der Messung und Schwankungen
der Basislinie aufDie Verwendug von 1mol/L Essigsaure(pH 24) bei 30kV Spannung und

10 mbar Druck zeigte die besten Trennergebni@sebildung 4-2). Einige Aminosauren
uberlagerten zwar weiterhifedoch konnten mehr Signale voneinander getrennt werden als auf
der unbeschichteten KapillarBie Notwendigkeit eines niedrigen piertes zur lonisation

der Aminosauren stand dabei im Konflikt mit der Stabilitat der Kapillarbeschichtung
(EinsatzbereichpH 2.5- 9.5). Daher wurde neben der P\Beschichtung eine weitere
Kapillarbeschichtung untersucht.
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Abbildung 4-2: Elektropherogramm der Trennung der 20 proteinogenen Aminosauremuf der Agilent PVA-Kapillare
(77 cm, 1mol/L AcOH, 10 mbar, 30kV, 25°C).

Die Beschichtung mit Polyacrylamid wurde angelehntli@anMethode vorBeneiteCambraet

al. in einem automatisierten Verfahrender CEApparatursowie angelehran die Methode

von Zhanget al. manuell unter héherem Druck durchgefiiffit2%®! Bei beiden Methoden
wurde die Kapillare zur Vorbehandlung mehrschrittig gespiilt, im Anschluss die Kapillarwand

in einem Silanisierungsschritt motMAPS vorbereitet und schliel3lich die Polymerisation mit
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Acrylamid und APS als Initiator durchgefuhrt. Dabei unterschieden sich die Vorgehensweisen
nicht nur in der Automatisierung und dem angelegten Druck, sondern aucidrew®etails

der Beschichtungsschritte. So wurde bei der automatisierten Mekiatalgtische Mengen
TEMED zur Polymerisation zugefiighd die Konzentration der Reaktanden, die verwendeten
Losungsmittel, Dauer sowie Temperatur der verschiedenen Schigtien voneinander ab.

Die Methode nach Zharet al. lieferte dabei eine beschichtete LiKApillare, welche sich in

den anschliel3enden elektrophoretischen Messungen gegeniber der autcimegidiérhteten
Kapillare durch eine bessere Unterdriickung de$ EOwie einen stabileren Hintergrund
abhob Dabei waren fur gleichmafige, reproduzierbare Ergebdess@&eschichtungind die
Vermeidung von Blockadeimsbesondere diBauer der Silanisierung sowie diéenge des

Initiators relevant.
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Abbildung 4-3: Elektropherogramm der Trennung der 20 proteinogenen Aminoséauren auginer nach Zhang et al
beschichteten LPAKapillare (80cm, 2 mol/L AcOH, 30kV, 30mbar, 25°C).

Fir die LPAbeschichtete Kapillaravurde sowohl Ameisenséure (3@®@nol/L) als auch
Essigsaure (hol/L) als BGE getestet. Mit Essigsaure konnten eine stabilere Messung sowie
gute Trennung erreicht werdeso dass von den 20 proteinogenen Aminoséuren 16 getrennt
wurden undnur Phenylalanin i Asparaginsaure sowie Prolin mit Tyrosin Uberlagerte
(Abbildung4-3). Die Messung der Testmischung zeigte deutlich getrennt die Komponenten R,
H, GA, AGG sowie W, woimgegen AA sowie GGG aufgrund der geringen Konzentration mit
der Sensitiitat des Leitfahigkeitsdetektors kaum zu erkennen wakbhildung4-4).

Zur Untersuchung debi- und Tripeptide wurde im Folgenden eine Kopplung mit einem
hochauflosenden Massenspektrometer mit einsheath flow CE-ESFMS-interface

vorgenommen. Aufgrund der geringen Flussigkeitsmengen aus der Kapillarelektrophorese
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wurde dabei zur Stabilisierungsl Elektrosprays unter Zufluss eirgdeath liqguidestehend

aus Isopropanol, Wasser und Ameisensaure (50:50 + 0.05%) gemessen. Mit einer Flussrate von
5 uL/min wurde ein Kompromiss zwischen stabiler Spraybildung und geringer Verdinnung
erzielt. Fur die Kopplung wurde eine hohe Abhangigkeit Stabilitdt und Sensitivitat des
Massenspektrometers von der Position der Sprayspitze gefuAdeh. Parameter der
Umgebung wie die Temperatur sowie die Luftfeuchtigkeit beeintrachtigten die Stabilitat der

Kopplung.
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Abbildung 4-4: Elektropherogramm der Testmischungauf einer nach Zhanget al beschichteten LPAKapillare (80 cm,
2 mol/L AcOH, 30kV, 30mbar, 25°C).

Bei den Messungen der Referenzsubstanzen konnte die Kopplung schon zu Begina der CE
Trennung gestarteterden, bei Proben mit Kupfersalzen wurde das Massenspektrometer erst
ab 9min nach der Migration der Kupferionen zugeschal@&machst wurde infull scan

Modus im Massenbereich vom/z741 750 gemessenum auch alle Aminosauren zu
detektierten. Allerdigs war durch das Laufmitteund den Hintergrundelektrolytebei
kleineren m/zWerten ein hoher Hintergrund zu beobachten. Insbesondere wurde mit
m/z121.1223 ein intensives Signal erhalten, welchasFHEOH+ H]* entspricht. Dies fiihrte

zwar zur Stabilisierung des Totalionenstronmta] ion current, TIC) jedoch auch zu einem
Verlust der Sensitivitdt der Messung der Analyten. Daher wurde fir die Detektion der Peptide
der Messbereich fur defull scanModus aufm/z 1297 750 eingegrenztSo konnten die
Referenzsubstanzen AA, GG, AG, GA, AGG und GGG bei einer Probenkonzentration von
1 umol/L bei einem Scanbereich van/z1297 750 mit einer Intensitat von etwa ALQP
detektiert werden, wohingegen die Peptiée geicher Konzentration uneinem Scanbereich

von m/z747 750 nicht mehr sichtbar waren und erst ab etwenbl/L detektiert werden
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konnten Fir die Identifizierung der PepticdeurdeaucheineanschlieRend®S>-Messung mit
datenabhangigg-ragmentierunglurch kollisionsinduzierte Dissoziation (ClRurchgefihrt

Dazu wurden Inklusionslisten der detektierten bzw. zu erwartenden Peptide verwendet.

Eine Detektion der Peptide mit Analyse perM&essung anhand der Fragmentierung konnte
auch bei den zerwartenden unterschiedlichen Konzentrationen erhalten wefdlendings
konnte nahe am Detektionslimit keine erfolgreiche’W®&ssung mehr durchgefiihrt wergen
sondern ershb etwas hoheren Intensit4tén8(A10°), welche bei den Referenzpeptiden meist

ab einer Probenkonzentration voin 3 umol/L erhalten wurdeDie Fragmentierung wurde bei
geringer Kollisionsenergie durchgefiihrt (NCE 30%) und lieferte fuPdj@idedie bekannten
Fragmenerungsnuster. Beispielhaft ist ilbbildung 4-5 das MS-Spektrum von Alanyl
Glycyl-Glycin (AGG), welches nach der @S-Kopplung erhalten wurdeezeigt. Deutlich

traten dabei insbesondere diamd bFragmentionen auf. Mithilfe dé-ragmenerungsmuster
konnte so im Folgenden auch gezielt bei einzelnen Peptiden ohne vorhandene

Referenzsubstanzen ein Riuckschluss auf die Sequenz der Aminosauren erhalten werden.

X, ¥, 2, X, Y, Z, 133.0609
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Abbildung 4-5: Zuordnung der Fragmentionen im MS-Spektrum von Alanyl-Glycyl-Glycin (AGG) nach
kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals beiniy =14.0min nach kapillarelektrophoretischer
Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2mol/L AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C).

Somit konnte mit der Beschichtung der Kapillaren mit linearem Polyacrylamid eine Methode
gefunden werden, um Waikhalyt-Wechselwirkungen zu unterbinden und eine gute

kapillarelektrophoretische Trennung der Aminosauren mit scharfen Sigoal@nhohe
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Sensitivitaterreicht werden. Auch die Kopplung mit der massenspektrometrischen Analyse
konnte erfolgreich durchgefiihwterden, so dassit MS?>-Experimenten die Grundlage fiir eine
Identifizierung der kleinen Peptidrich bei einer Uberlagerung moglichsomere inden zu

untersuchenden Probenmischungen gelegt wekolente

4.1.2 Entfernung der Kupfer (II) -lonen aus den Peptidmischungen

Bei der kapillarelektrophoretischen Trennung liegt die Migrationszeit der basischen
Aminosauren und Dipeptide im Bereich dargfer(ll)-lonen. Zudem soll die Trennung durch
Flissigkeitschromatographie ergénzt werd®e in den Reaktionsproben enthaltenden
Kupfersalzesind jedochnicht kompatibeimit massenspektrometrischer Kopplusmwvie mit
HPLC-Trennungen, da sie die statioa&hase kontaminieren und verandandmussen dher

vor der Analyse aus der Probe entfernt werden. Dabei darf keine Beeinflussung der
Probenzusammensetzung stattfinden, also keine Wechselwirkung mit den Aminosauren und
PeptidenEine Mdéglichkeit zur Enslzung von Proben bietet die Festphasenextraktion (SPE).
Die Verwendung von C18PEKartuschen lieferte allerdings nicht die gewiinschte Extraktion
der Proben und wurde daher nicht weiter untersigfatttdessen wurde die Entfernung von
Kupfer(Il)-lonen mitloneraugauschern getestet.

Veli et al.berichteten von ddgntfernungvon Kupferionemit denstarken Kationentauschern
Dowex HCR S/S und Dowex Marathon C und untersuchten detailliert den Einfluss €des pH
Werts, der Konzentration und Menge des Harzes ded Kupfersalzes sowie die
Kontaktzeit®'® Beide Harze erzielten eine Effizienz der Kupferentfernung aus wassriger
Lésung von Uber 98% bei pWerten unter 6, wobei der Dowex Marathon C eine hohere
Adsorptionskapazitat aufwiesnd kiirzere Kontaktzeiten benétigt®! Daher wurdedieser
ausgewahlt, um die Kupferentfernung aus den Aminosauremischungen zu tisten.
Analysemischung wde eire Mischung aus allen 20 proteinogenen Aminoséuren und
Kupfer(Il)chlorid in Wasser gewahlt. Es wurde die Menge an Dowex Marathon C sowie der
pH-Wert der Losung variiert und Uber Nacht (16 gerthrt. Eine Durchfihrung des
lonenaustauschiber einenSaulenaufba erzielte nicht die gewlnschteupferentfernung
wahrscheinlich aufgrund zu geringer Kontaktzéihschlie3end wurde die Losung mittels
Kapillarelektrophorese auf der BHGpillare mit Leitfahigkeitsdetektion untersucht, um die

Konzentration deKupferionenund der Aminoséauren zu beobachten.

FuUr basische Bedingungen wurde keine Entfernung des Kupfers beobachtet. Fur neutrale oder
saure Bedingungen wurden die Kugfgrlonen zwar aus der Lésung entfernt, zuséatzlich

wurde jedoch auch die Konzeation der basischen Aminosauren (H, R, K) und bei gré3eren
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Mengen des lonentauschers auch die Konzentration weiterer Aminosauren in Lésung verringert
(Abbildung 4-6). So konnten mit dem Dowex Marathon C zwar effektiv die Kupfeffien

entfernt werden, allerdings wechselwirkte der lonentauscher auch mit den Aminosauren und
veranderte dadurch die Probenzusammensetzung, so dass dies keine geeignete Methode fir die

Probewvorbereitung darstellt.

A
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Abbildung 4-6: Elektropherogramm der Proben nach der Kupferentfernung mit dem Dowex Marathon C
lonentauscher aus der Gesamtmischung der Aminoséauren und Kupfer(ll)chloridldsung. A40 mg, B: 20mg, C: Omg
Dowex Marathon C. Trennbedingungen: 8Gcm BFS-Kapillare, 2 mol/L Essigsaure, 3&kV Spannung.

Aufgrund dessemwurde ein weiterer Kationentauscher getestet. Der Amberlite7MR1st ein
chelatbildendes Harz mit Iminodiessigsauregruppen, wodurch eine Selektivitat fur lonen wie
Kupfer(ll) erhalten wird®!®! Unter analogen Bedingungen wie fiir den Dowex Marathon C
wurde die Menge an lonentauscher und deiVpett variiert. Dabei wurde eine Abnahrdes
Kupfergehalts bei gleichbleibenden Aminoséaurenkonzentrationen beobachtet, mit den besten
Werten bei pHi-5. Allerdings wurde zunachst auch bei groReren Mengen des Harzes keine
vollstandige Entfernung des Kupfers erreicht und da der lonentauscher talsmiam
erhaltlich ist, wurden anstelle der Kupfer{lgnen Natriumionen frei. Daher wurde zunachst

der Amberlite IRG748 durch ausgiebiges Spillen mim2l/L Salzsaure in die HForm
Uberfuhrt undlamitder lonenaustausclurchgefuhrt, welchaveiterhin vergleichbar stattfand.

Da es sich bei dem lonenaustausch um Gleichgewichtsreaktionen handelt, wurde die Methode
auf eine zweischrittige Durchfihrung geandert, um eine vollstdndige Entfernung des Kupfers
zu erreichen. So wurde das Harz zur L6ésung hirgelgen, Uber Nacht geruhrt, anschlie3end

das Harz entfernt und durch frischen lonentauscher ersetzt und erneut tiber Nacht gerihrt. Nach
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dieser Methode mit verschiedenen Mengen an lonentauscher wurde im Elektropherogramm
kein Signal mehr fur Kupfer(#)onenerhalten Abbildung4-7).
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Abbildung 4-7: Elektropherogramm der Proben nach der Kupferentfernung mit dem Amberlite IRC-748
lonentauscher aus der Gesamtmischung der Aminoséauren und Kupfer(ll)chloridiésungA: 2 x 20 mg, B: 40 mg, C:
20 mg, D: 0 mg Amberlite IRC-748.Trennbedingungen: 80cm BFSKapillare, 2 mol/L Essigséure, 3&V Spannung.

Um eine vollstandige Entfernung zu bestatigen, wurde eine Elementaranalys€OES)P
durchgefuhrt. Dabei wurde fir X20mg Amberlite IRG748 eine Konzentration von
0.28pg/mL und fir 2x 30mg eine Konzentration von 0.09 pg/mL gemessen. Letztere ist
vergleichbamit den Qualitatsstandards flidsungsmittel fir die HPLC und damit ist diese
Methode geeignet fir die KupferdBntfernung aus den Reaktionsmischungen als
Probenvorbereitung fir die HPLC. Zuletzt wurde die Kontaktdauer untersucht, um die
Probenvorbereiing schnellstmdglich durchfiihren zu kénnen. Jedddktevsich eine kirzere
Kontaktzeit negativ auf die Kupferentfernung aus und wurde daher fur die Probenvorbereitung

nicht verkirzt.

Mit dem Amberlite IRC748 und dem Austausch des Harzes nachh 1urde somit eine
Methodeerarbeitet welche die Kupfdtl)-lonen ausreichend aus den Proben entfelnte

dabei Aminosauren zu binden und somit die Probenzusammensetzung zu beeinflussen.

4.1.3 Peptid-Trennungen mittels Hochleistungsfliissigchromatographie
Zur Analyse der Peptidmischungen und Entwicklung geeigneter Trennmethoden mittels

Flissigchromatographie wurde ein hochauflosendes FlugzeitmassenspektrometddSIOF
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verwendet. Verschiedene stationare Phasen wurdehralEignung anhand der Trennung der

20 proteinogenen Aminoséauren untersucht.

Zunachst wurde eine unpolare CRBase verwendet und mit verschiedenen Laufmitteln
getestetSowohl mit Gradienten aus Wasser und Acetonitril Aniteisensaurals auch durch
den Einsatz von Ammoniumsalzéwnnte keine ausreichentigeraktion der Aminosauren mit
der stationdren Phasgreicht werden. Daher erfuhrewir diejenigen Aminosauren, welche
hydrophobe Gruppen wie aromatische Reste oder Alkylketten beinhalten, ein&angaif
Retention undwurden aufgetrennt, wohingegen ein Grof3teil der Aminosauren mit der

Laufmittelfrontder Saule eluiert wurdé\bbildung4-8).
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Abbildung 4-8: Normalisierte extrahierte lonenchromatogramme der 20 proteinogenen Aminosduren der HPLE
Trennung auf einer Thermo Acclaim RSLC 120C18 S&ule (2.1x100nm, 2.2pum), Fluss 0.5mL/min, T =30°C; A:
20mmol/L NH4OAC(ag), B: ACN/20 mmol/L NH4OAC@q) 90/10, Gradient: 320 min 0-20% B.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden im Folgenden (zwjti@nische stationare Phasen und die
hydrophile Interaktionschromatographie fiir die Trennung der AminosaukrPeptide in
Betracht gezogemabei wurderstarkunterschiedlichéntensitaterdes Detektoignalsje nach
Aminosaure beobachteBei einer 10Qumol/L Mischung hoben sichdie Signale einiger
Aminosauren kaum vom Hintergrundrauscheh (z.B. G, C, D), wohngegen andere
Aminosauren auch bei drei Gré3enordnungen geringeren Konzentrationen noch detektierbar
waren ¢.B. 1, L, F, W). Durch die Verwendung von Ammoniumsalzen im Eluenten ist dabei

eine lonensuppression moglich, welche diese Unterschiede begidatigtch walaul3erdem
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eine hohere Konzentration der Referenzsubstanzen zur internen Massenkalibration bei den
HILIC -Methoden im Vergleich zur Umkehrphasktethode notwendig.

Die zwitterionische Saule Chiralpak ZWIist laut Herstelleftr die chirale Trennung von
Aminosauren und Peptiden entwicketirden Die Wechselwirkungen mit deChinin- und2-
AminocyclohexansulfasurebasierterSelektoattenunter den getesteten Bedingungerar

fur alle 20 proteinogenen Aminosauren eine RetentiorFalge, jedoch eluiertendlder 20
Aminosauren innerhalb von zwei Minuteso dass die Trennung auch mit dieser Phase nicht
ausreichend wafsiehe Anhang)Zudem fehlten die Signale fiir einzelne Aminoséauren
innerhalb der Analyse vollstandig (H, C) oder wiesein verbreitertes Profil aulit der
achiralerNucleodur HilicSaule, welche auf eineAmmoniumSulfonsaurd.igandenbasiert,
konntenach der Variation der mobilen Phase und des Gradieitebhesserdrennung de20
proteinogenen Aminosaurémerhab von 12min erreicht werdensjehe Anhanp Allerdings
koeluierten einzelne Aminosdren und die Peakprofileinsbesondere vorHistidin und

Asparaginsaurevaren unter den gewahlten Bedingungen deutlich verbreitert.
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Abbildung 4-9: Normalisierte extrahierte lonenchromatogramme der 20 proteinogenen Aminosauren der HPLC
Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule (46x150mm, 3um), Fluss 1mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L
NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10min 70% B, 10-25min 70-0% B, 2535min 0% B.

Zusatzlich wurde die DCpak PTZ Saule zur Trennung verwendet, welcheofuN-(1H-
tetrazot5-yl)-methacrylamicasiert. Bei einer Untersuchung dieser Phase vast liwurde
beobachtet, dass die NBruppe des Tetrazols bei pBI5 dissoziiert Dadurchkénnenpolare
Analyte mit der hydrophileren Phase besser wechselwirken, so dass unter diesen Bedingungen

die Trennleistung hoher i82% Dies wurde auch fiir die Aminosauren beobachtet, weshalb als
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mobile Phase ein Gradient aus Ammoniumacetatq®und Acetonitril gedhlt wurde. Die
Trennung der 20 proteinogenen Aminosauren konnte so groéf3tenteils mit einer Retentionszeit
im Bereich von 3.5 22min erreicht werden, wobei auch die Isomere Isoleucin und Leucin
Basisliniengetrennt wurdenAbbildung 4-9). Jedoch konnte Arginin nicht detektiert werden

und Cystein wies wiederum ein sehr schwaches, breites Signal auf. Dies kann zum einen an
einer hohen Wechselwirkung der Analyten mit desitterionischen Phasen und deren nahezu
kompletter Retention zusammenhdngen oder auch durch die Verwendung des

AmmoniumacetaPuffers, welcher bei der Detektion andere lonen unterdriickt.

Zur Untersuchung der Bund Tripeptide wurde zusatzlich eid®0umol/L Mischung von
Glycyl-Glycin (GG), GlycytAlanin (GA), AlanytGlycin (AG), AlanytAlanin (AA), Glycyl-
Glycyl-Glycin (GGG) und AlanyGlycyl-Glycin (AGG) getestet. Dabei konnten insbesondere

die Isomere GA und AG Basisliniggetrennt werdei(Abbildung 4-10), so dass hierbei auch
anhand der Retentionszeit eine Unterscheidung mdglich ist. Wiederum auffallig war die
unterschiedliche Intensitat der Signale bei gleidf@nzentrationso dass inshesondere GGG

ein hohes Hintergrundrauschen und eine geringe Intensitat aufwies. Die sehr unterschiedlichen
Nachweisgrenzen sind dementsprechend bei der Probenanalyse zu beachten.
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Abbildung 4-10: Extrahierte lonenchromatogramme der Alanin und Glycin enthaltenden Peptidreferenzemer HPLC-
Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Séule (4.6x150mm, 3 um), Fluss 0.9mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L
NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-25min 70-0% B, 2535min 0% B.

Zur ldentifikation der Peptide ohne vorhandene Referenzsubstanzen wurden ebentalls MS
Spektrenmithilfe von Inklusionslisteraufgenommen, um durch die Fragmentierung auf die

Sequenz der Peptidetckschlisse zu ermdglichedur kollisionsinduzierten Dissoziation
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wurden verschiedene Energiewerte getesBxi 15eV erfolgte bereits eine deutliche
Fragmentierung, welche eine Zuordnung der Fragmente und Bestimmung der Sequenz zuliel3.
Hohere Energiewte lieferten sehr stark fragmentierte Massenspektren, so dass im Folgenden
mit 15eV gemessen wurdi Abbildung4-11sind die MS-Spektren der Referenzpeptide AG

und GA gezeigt, welche sich nicht nur anhand der abweichenden Retentionszeiten, sondern
auch durch dieFragmentierung insbesondengithilfe der yFragmentionerunterscheiden
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Abbildung 4-11. Zuordnung der Fragmentionen im MS-Spektrum von Alanyl-Glycin und Glycyl-Alanin nach
kollisionsinduzierter Dissoziation (15eV) der Signale bei &t =16.7min / 17.1min nach HPLC-Trennung auf einer
Daicel DCpak PTZ Sé&ule(4.6x150mm, 3 um), Fluss 0.9mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L NH4OAcC@q), B: ACN,
Gradient: 0-10 min 70% B, 10-25min 70-0% B, 25-35min 0% B.

Fur die HPLGMS-Analyse zeigtensgesamtlie Trennung auf der PTRILIC-Saule die besten
ErgebnisseDurch die Interaktion mit der zwitterionischen Phase konnten einerseits sehr gute
Trennungen der Aminosauren und auch isomerer Peptide wie AG/GA erhalten werden,
andererseits eignet sich die Methode nicht fur alle Aminosauren, da teilweise entwedar eine
starke Wechselwirkung oder eine schlechte Detektion bzw. lonensuppression die Analyse stort.
Daher kann die HPL®1S-Methode nicht universell, allerdings unterstitzend zurME
Methodehinzugezogen werdemsbesondere bei den Reaktionsproben, welchaumsiAlanin

und Glycin und nicht aus den vollstdndigen MischungemAminosaurererhalten werden.



60 Kupferkatalysierte Peptidsynthese in-SO

4.2 Reaktionen in Schwefeldioxid

Bei der salzinduzierten Peptidbildung (SIPF) werden neben Metallsalzen, insbesondere
Kupfer(ll)-Salzen, auch hohe Mengen antilanchlorid zur Wasserentfernung verwendet.
Diese Reaktion wurde in flissigem Schwefeldioxid als Losungsmittel untersucht in Hinblick
darauf, ob die hochkonzentrierte Salzlésung durch das hygroskopische Schwefeldioxid ersetzt
werden kann und ob dies eindpiotisch plausibles Szenario zur Peptidbildung darsEzikt.
Reaktion wurde auf komplexe Mischungen an Aminosauren angewandt, um
Wechselwirkungen und Selektivitdten unter realistischen Bedingungen zu untersuchen.
Aufgrund der Ergebnisse von Rodd al wurde Kupfer(ll) fir die Untersuchung der
Peptidbildung in Schwefeldioxid gewéhihd als Startbedingungen ein Verhaltnis von Cu(ll)

zu den Aminosauren von 1:2 mit einer Konzentration von MBD als angemessen
betrachtet'®”

4.2.1 SIPF-analoge Reaktion inSchwefeldioxid

Zunachst wurde die Peptidbildung ausgehend von den einfachsten Aminosauren Glycin und
Alanin in Schwefeldioxid getesteDadurch konnten die Reaktionsbedingungen auch in
Hinblick auf Heterodimere untersucht werden, ohne bereits die Konitleldat Mischungen

aus mehreren Aminoséauren zu erhaltéa.wurden gleiche Mengen-Rlanin, Glycin und
Kupfer(ll)chlorid in einem Reagenzglas vorgelegt, dieses in eine spezialangefertigte
Druckapparatur eingebaut, woraufhin flissiger Schwefeldioxid einkmnele¢ wurde. Die
Reaktionsmischung wurde fiir 1, 3, 7, 14 oder 21 Tage bei Raumtemperatur @efiidung

4-12), das Losungsmittel entfernt und deoduktmischungur Analyse in Wasser mit einer
Konzentration der Aminosauren vonrnol/L geldst.Die Analyse erfolgte qualitativ nach
kapillarelektrophoretischer Trennung mit einer l-Béschichteten Kapillare. Zusétzlich wurde

zur Unterscheidung der Dipgde AG und GA nach Entfernung der Kupferionen eine HPLC
Trennung auf der PTZ Hili&aule durchgefuhrt.

CUC|2 [o)
o _(+NaC) \)j\
HN AL, YJ\OH RT, SO, R/\n/
NH; 1-21d

Abbildung 4-12 Untersuchung der kupferkatalysierten Peptidbildungin Schwefeldioxid ausgehend von Glycin und
Alanin.

Bereits nach einem Tag konnten Spudas Dipeptids GG beobachtet werden, nach einer
Woche waren diese erhdht, so dass sie nicht nur mit der sensitiveren massenspektrometrischen
Detektion beobachtet wurndesondern bereits im Leitfahigkeitsdetektor sichtbar waren. Zudem

konntenweitere Dipeptide (AG/GA) und soggeringe MengedesTripeptids GGGdetektiert
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werden Diketopiperazine, zyklische Dipeptide, welche bei einigen Peptidbildungsreaktionen
alsunerwiinschteNebenprodukte auftretemd auch in der wassrigen SHReaktion detektiert
wurden*®® wurden in  Schwefeldioxid nicht beobachtetAuch eine Reaktion mit dem
Lésungsmittel zu anderen Nebenprodukten wurde nicht festgelSteditiangere Reaktionszeit

(14 bzw. 21d) sorgtefur eineweiteregeringfliigigeZunahme deintensitat und Anzahl der
Peptide Die Zugabe von zehn Aquivalenten Niatnchlorid als wasserentziehendes Mittel war
nicht notwendig, sondern wirkte sich stattdes$emmend aysso dass nur Spuren an
Dipeptiden entstanderDa diese groRen Mengen Natriumchlorid in Schwefeldioxid nicht
I6slich sind und grof3e Feststoffmengenlagen, war die Durchmischung der Reaktion gestort.
Auch geringere Mengen an Natriumchlorid (1 Aqg.) wirkten sich nicht positiv auf die Reaktion
aus, die hygroskopischen Eigenschaften des Schwefeldioxids reichten zur Peptidkondensation

aus.

Des Weiteren wule Harnstoff als Zusatz getestet, dessen préabiotische Synthese bereits
beschrieben wurdé?*32?1 Ein postiver Effekt der Harnstoffzugabe auf die Phosphorylierung
von Nukleosiden wurdefiir verschiedene Phosphorquelldreobachtef® 3233241 Der
Mechanismus und die Wirkungsweise sind nicht aufgeklart, eine Hydrolyse der Harnstoffs
wurde jedoch diskutieR?% Da es sich dabei auch um eine Kondensationsreaktion handelt, ist
ebenfalls me Verbesserung der Kondensation der Aminosauren zu Peptiden debiar.
Reaktion von Alanin und Glycin mit Kupfer(ll)chlorid untéugabe von Harnstofieferte

bereits nach kirzerer Reaktionszeit und auch deutlich intensivere Signale an Dipeptiden (GG,
AG, GA) und aullerdem die Dund Tripeptide AA, AAA, AAG & AGG, welche ohne
Harnstoff nicht beobachtet wurdenieDBeginstigung der Kondensation durch Harnstoff

konnte also auch fur Peptidkupplungen beobachtet werden.

Ohne die Zugabe von Kupfer(ll)chlorid wurde keine Reaktion beobachtet. Die
hygroskopischen Eigenschaften von Schwefeldioxid reichen dementsprechend allein nicht zur
Peptidbildung aus, stattdessen wird ®letallsalz bendtigt. In der wéassrigen Reaktion ist
Kupfer(ll) im Vergleich zu anderen Metallionen deutlich aktiver. Fir Eisen(ll), welches auch
prabiotisch relevant ist, wurde der Natriumchloridldsungeine bzw. nuSpuren von Glycyl
Glycin-Bildung beobachtét®”: 1% In Schwefeldioxidvurdemit Eisen(ll)chloridebenfalls nur

das Dipeptid GG gebildet. Einaugabe von Harnstoff wirkte sich hierbei im Gegensatz zur
Reaktion mit Kupfer(ll)chlorid nicht positiv auf die Peptidbildung aus. Mit anderen
Metallionen kann daher also auch eine Peptidbildung erreicht werden, aufgrund der Aktivitat

wurde jedoch im Folgerah weiterhin mit Kupfer(ll) gearbeitet
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Neben dem Metathton ist auch das Aniomelevant. Im von Rodest al. postulierten
Mechanismus der wassrigen Reaktion koordiniert das Chlorid an das Kupfer und verhindert
somit die Chelatbindung der zweiten Aminas#so dass es notwendig fur die Peptidbildung

ist (Abbildung 2-6).[%81 Daher wurde anstelle von Kupferchlorid auch Kupfersulfat getestet.
Die Reaktion von Alanin und Glycin mit Kupfersulfat ergab nach einer Woche keine Peptide.
Wurde jedoclreusatzlichHarnstoff zugesetzt, konnte immerhin das Dipeptid GG beobachtet
werden. So ist die Verwendung eines Chloridsalzes zwar nicht unbedingt notwedaolady, iist

die Aktivitat bei Verwendung von Kupferchlorid héher im Vergleich zu Kupffat Neben

der von Rodeet al beschriebenen Rolle als Ligand im Katalysezyklus ist in Schwefeldioxid
auch ein Loslichkeitseffekt als Grund dafur denkbar.

Da bei der iissrigen SIPIReaktionethohte Temperature(v0-85°C) bendtigt werden, um eine
Produktbildung zu erzielen, wurde die Reaktionstemperatur variiert. Dazu wurde die
Druckapparaturm Wasserbad bei 22°C, 50°C oder 85°C erhitzt. Die detektierten Produkte fir
22°C und 50°Cunterschieden sich nicht. Bei der erhéhten Temperatur von 85°C wurden die
Druckapparaturen undicht und die Reaktion konnte daher nicht untersucht werden. Da bei der
erhéhten Temperatur von 50°C kein positiver Effekt beobachtet wurde und didoRen
Schwefeldioxid bereits bei geringeren Temperaturen stattfindet, wurde flr weitere Versuche

bei Raumtemperatur gearbeitet.

Ein moglicher Kritikpunkt fur préabiotische Plausibilitdt chemischer Reaktionen ist haufig die
notwendige hohe Konzentratidier Reaktanden. Die Standardbedingungen der-BEktion
liegen bei 400nmol/L der Aminosauren.Um den Einfluss der Konzentrationen zu
untersuchen, wurden die Verhéltnisse zwischen Aminosauren upiei{l)chlorid konstant
gehalten. Es wurde neben der04mol/L, auch 200nmol/L, 100mmol/L, und 50mmol/L
getestet und bei allen Konzentrationen wuardReptide gebildetDabei war bei geringen
Konzentrationen sogar ein Anstieg der Peptidbildung zu beobachten, so dassnb®lA0
Reaktionslosung auch verméfiripeptideund nach 2H auch Tetrapeptidgetektiert wurden.
Damit ist der Kritikpunkt der hohen Konzentrationen der Reaktanden fir die Reaktion in
Schwefeldioxidnichtzutreffend stattdessen ist bei geringeren Konzentrationen eine héhere
Reaktivitat zu beobachterBei den vorherigen Versuchen wurde Kupferchlorid nicht
katalytisch, sondern stéchiometrisch im Verhéltnis A:G:Cu(ll) 1:1:1 eingesetzt, da in der
wassrigen SIPHReaktion nur mit Glycin ein Verhéltnis von G:Cu(ll) von 2:1 als beste
Bedingungen erhalten wurdéf®® Da im Folgenden bei der Verwendung von

Aminosauremischuren die Aminosauren auch in Konkurrenz miteinander reagieren sollen,
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um so mogliche Selektivitdten zu beobachten, wurde die ReatidisnNeiteremmit einer
geringeren Kupferchloridmenge durchgefiihrt. Dalveirden auch bei einer katalytischen
Menge von Imol% nach 7 Reaktionszeit Spuren von den Dipeptiden GG, AG und GA
detektiert

In der wassrigen SIRReaktion zeigereinzelne Aminosauren keine oder nur sehr geringe
Redtivitat und konnen erst durch das Hinzufiigen katalytischer Aminosduren zu Peptiden
umgesetzt werded®% 32°1 So beobachteten Rodet al auch fiir Alanin alleine kaum
Peptidbildung und nur durch Hinzufiigen von Glycin konnte ein signifikanter Umsatz erreicht
werden®?®! In Schwefeldioxid wurdedies bei Verwendung von Alanin nicht bestétigt. So
bildete Alanin auch ohne Zugabe vorly@Gn ein Di- und Tripeptid.Zudem wurden bei
Reaktionen mit Alanin und Glycin bei den Tiind Tetrapeptiden vermehrt Peptide mit

héherem Alaninanteil beobachtet.

Tabelle4-1: Vergleich verschiedener Einflisse auf digupferkatalysierte Peptidbildung in Wasser und Schwefeldioxid.

Einfluss Wasser Schwefeldioxid
Metallion notwendidt®”! notwendig

U Kupfer(ll) | aktivsterKatalysatot’ aktiv

a Eisen(ll) nicht/kaum aktivt&7. 190 wenig aktiv
Chlorid notwendid'%8! positiv
SalzugabegNaCl) | positiv (notwendig}®”! negativ
Harnstoff - positiv (bei Kupfer(ll))
Temperatur > 60°C notwendig, >80°C Hydrolyse, kein deutlicher Einfluss

Optimum 70- 80°C*%0

KonzentratiorG hohereKonzentration positi°’ geringe Konentrationpositiv
Reaktionsdauer | ab 1d; haufig 14- 28 di*°U ab 1d; signifikantab 7d
Glycin (bei A) positivi32°! kein deutlicher Einfluss

Evaporationszykler positivit®” -

Eine Peptidbildung in Schwefeldioxid kann also erfolgreich durchgefiihrt werden, wiabei
Metallsalz fir die Reaktionnotwendig istund mit Kupfer(ll)chlorid die meisten Peptide
gebildet wurdenAls langste Peptidketten wurden Tetrapeptide beobadheétergleich zur
wassrigen Reaktioreigien sich deutliche Unterschiede. Biokte die notwendige Salzzugabe
(NaCl) fur die Reaktion irSchwefeldioxidinhibierend es wirden keine hohen Temperaturen
und Konzentrationen bendtigt, stattdessamnie die Reaktion auch unter milden Bedingungen
durchgefuhrt werdenZudem lonnte die Kondensationdurch die Zugabe von Harnstoff
gefordert werdennd auchdasin Wasseunreaktive Alanirbildetein SchwefeldioxidPeptide
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4.2.2 Kupfer(ll) -katalysierte Peptidbildung in komplexen Mischungen

Da im prabiotischen Kontext nicht einzelne, sondern eine Vielzahl an Aminosauren vorhanden
waren, ist die Untersuchungn Mischungen mehrerer Aminosauren von Interesse. Bei der
Verwendung der 20 proteinogenen Aminosauren ist nicht nur relevant, ob mit der
kupferkatalysierten Variante alle Aminosauren in Peptide eingebaut wesaleern aucbb

es bei geringeren Mengen &upfer und dedaraus folgendeKonkurrenz der Aminoséuren,
Selektivitatenhinsichtlich des Einbaus einzelner Aminosauren oder der Sequénzisr
Peptidbildung gibt. Dazu wurden neben der Gesamtmischung der Aminosauren, auch
verschiedene Mischungen entsprechder Klassifizierung in Gruppen nach der Polaritat der
Seitenketten (sieh@bbildung 2-11) verwendet. Glycin, als Aminoséaure ohne Seitenkette,
wurde der polaren Mischung zugegebé&ine mogliche katalytische Wirkung einzelner
basischer und saur@minosauren wurde durch die Zugabe von Histidin odgrafaginsaure

zu der unpolaren sowie polaren Mischung untersuctsatzlich wurde eine prébiotische
Mischung untersucht, welche mit Glycin, Alanin, Glutaminsaure, Asparaginsaure, Valin, Serin,
Isoleucin, Leucin, Prolin und Threonin diejenigen Aminosaunghielt, welche nach heutigem
Kenntnisstand durch ihr Auftreten in abiotischen Quellen oder prabiotischen Experimenten als
am prabiotisch relevantestederals zuerst vorhanden angesehen wel#énAufgrund der
Ergebnisse mit Alanimind Glycin wurden die Reaktionen mit den Aminosédurenmischungen
bei Raumtemperatur furbzw.21 d durchgefiihrt ohne die Zugabe von Natriumchlorid und mit
einem Aquivalent HarnstofAbbildung 4-13). Um eine Konkurrenz der Aminosauren zu

erhalten, wurden b&i Aminosauren pro MischungriAquivalente Kupferchlorid zugegeben.

unpolar: A, F, I, L,M, P, W, V
0 1/n eq. CuCl, o polar:C,G,N,Q,S, T, Y
] \‘)J\ _1eq. Hamstoff - \)J\ ts):jlesrcTD HEK R
OH "RT, 7d/21d R/\[r prabiotisch: A, D, E, G, I, L,P, S, T, V
NH; SO, gesamt: A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M,
N,P,QR,STVWY

Abbildung 4-13: Kupferkatalysierte Peptidbildung aus Aminosédurenmischungen in Schwefeldioxid.

Die Proben wurden in Wasser geldst und kapillarelektrophoretisch mit Kopplung zur Qrbitrap
MS untersucht. Da die basischen Peptide eine vehilare Migrationszeit wie die
Kupferionen aufwiesen, wurde bei denjenigen Proben, welche basische Aminoséuren
enthielten, vor der Analyse mit dem Amberlite IR@8 lonentauscher die Kupferionen
entfernt. Reaktionsproben ohne basische Aminoséauren wurdezktdanalysiert und die
Kopplung zum Massenspektrometer erst nactir nachdem die Kupferionen bereits migriert
waren, hinzugeschalteBs wurde mit Inklusionslisten der mdglichen Dipeptide gearbeitet, um

so auch datenabhangige RSpektren zu erhalteiNebendem hochauflésenden Masze
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LadungVerhaltnis des Molekilpeaks sowie der Migrationskemnte damit anschlielRend
aufgrund der Fragmentierung eine eindeutige Bestatigung der Produktpeptide erfolgen.

Zur Veranschaulichung der Auswertung sind extradie lonenelektropherogramme
ausgewabhlterDipeptide in Abbildung 4-14 dargestellt. Die Intensitat der Signale lag
typischerweise in der GréRenordnung vofi ddunts Abgebildet sind MethionyiMethionin,
die Uberlagernden Isomere Methiofyblin und ProlytMethionin, die angetrennten Isomere
MethionytTryptophan und Tryptophyiethionin, sowie ValyValin.

| m/z 281.0988

3x10° |
2x10° |
1x108 |
o
10x10°
7x10° |
3x10° |
A
5x10°
3x10° |
2x10° |
O - N N " N 1 N
4x10° [——miz 217.1547

5 W
3x10° - .

1x10° | 1
of '
10 15 20 25 30 35

Migrationszeit [min]

[ miz 247 1111

Intensitat

L 1 "
[—— m/z 336.1376

Abbildung 4-14: Ausgewahlte atrahierte lonenelektropherogramme nach kapillarelektrophoretischer Trennung
(LPA-Kapillare, 80cm, 2mol/L AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C) und gekoppelterMassenspektrometrie (Orbitrap-MS,
full scan m/z 129750 und datenabhangige M$ mit NCE = 30%) der kupferkatalysierten Peptidbildung aus der
unpolaren Aminosaurenmischung in Schwefeldioxid nach 2d.

Eine Zuordnung der Sequenzen erfolgte anhand der Fragmentieriagy@murden fir die
Peptide neben dem Verlust von Ammoniak, Wasser und Decarboxylierung insbesondere die
Spaltung entlang des Peptidrickgrats beobachtet und somit,die, a-, x-, y- und 2z
Fragmentionen detektiert (sieAbbildung2-16undTabelle8-1). Eine weitere Fagmentierung

zu d, v- und wFragmentionen wurde in der Regel nicht beobachtet, so dass nicht zwischen
Isoleucin und Leucin unterschieden werden konbie. zugehdrigen M&3Spektren zu den
extrahierterionenelektropherogrammeusAbbildung4-14 befinden sich imAbbildung4-15.

Wie im MS>-Spektrum des Vorlaufems m/z 281.0985 zu sehen, handelt es sich dabei
eindeutig um das Dipeptid MM. So lassen sich die zu erwartenden Fragmente beobachten.
Neben einem Verlust an NHmM/z264.0742) und Decarboxylierungn(z235.0916) sind
insbesondere das @n/z104.0528) ud y-Fragmenibn (m/z150.0556) deutlich zu sehekuch
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das b (m/z132.0478) sowie daskragmentionf)/z133.0318) sowie die Fragmentierung der
Seitenkette /z61.0115) wurden beobachtet.

m/z247.1109 Uberlagern die Fragnte der beiden Isomere. Es dominiert zwar das a

Im RASpektrum des Vorlauferions

Fragmention von B (m/z70.0660) mit dem zugehdérigenRragmention r/z150.0592),
jedoch sind in geringerer Intensitdt auch das(ma/z104.0528) und das-kragmention
(m/z116.0713) des Isomers MP zu selt&ine Zuordnung der beiden Signaié m/z336.1376

zu den beiden Isomeren MW undW\kann eindeutig durch die Fragmentierung erfolgen. So
zeigt das zugehorige MSSpektrum bei einer Migrationszeit von 18 das a
(m/z104.0528), y (m/z205.0969) und -Fragmention 1f/z188.0719) des Dipeptids MW.
Diese sind durch die leichte Uberlappung der Signale in geringer Intensitat zwar auchim MS
Spektrum bei einer Migrationszeit von 19in zu sehen, insgesamt wird dieses jedoch
dominiert durchdas a(m/z159.0914) sowie auch das-zagmentionrf/z133.0319) von WM.

104.0528

70.0660
" MM \, PM/MP
‘ m/z 281.0985, 17.9 min ‘ miz 247.1109, 16.9 min
~s
Xy z x' Y, 7,
kéol . é) K K& Q
HoNE +&+N+ CO,H +&+N+ —_CO,H HN- +6+ COH
YR b \HIH Y
A 222 I

56.0505 v, [M+H]*
M+H-NH 2471117
2 150.0556 [M-CO,]* [ o v
+HT* . !
61.0115 ™~ (MH] vy '\ 1629508
: 133.0318 235.091 281 0678 \ | 150.0502
| | || I | m ||| 1 u | 2640?42 Il 104.0528 116.0713 ||| N
T T T 1 T T 1 T T 1
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104‘05\23 MW 159.0914 WM
) AN .
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ZI
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205.0969 170.0612 HaNE .L&.LN.L —-CO,H
[
HJ J
a, \
56,0505 [M+H-NH ]
£ 3191007
\
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[M-CO,J 104.0537
Y, 2431149
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Abbildung 4-15. Zugehotrige MS-Spektren zu den ausgewahlten Peptiden MM, MP/PM, MW und WI nach
kapillarelektrophoretischer Tren nung (LPA-Kapillare, 80 cm, 2mol/L AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C) und gekoppelter
Massenspektrometrie (Orbitrap-MS, full scan m/z 129750 und datenabhangige M3 mit NCE =30%) der
kupferkatalysierten Peptidbildung aus der unpolaren Aminosdurenmischung in Saolefeldioxid nach 21d.
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Aufgrund der geringeren Intensitat des Molekiilions von WWz@17.1547) konnte kein MS
Spektrum aufgenommen werden. Jedoch konnte ein Signal mit (bereinstimmenden
hochaufgelosterm/zWert des Molekiilions von VV erhalten werden,sksIntensitét (:20°)

und Migrationszeit auf das Dipeptid schlieBen lassen. Da dieses nicht zusatzlich durch die
Fragmentionen bestétigt werden konnte, wurden derartige Signale nur unter Vorbehalt bzw. als
Spuren der jeweiligen Dipeptide gewertet.

Eine Quantifizierung konnte aufgrunder unterschiedlichen Sensitivitaten des Detektors je
nach Molekul (lonisationswahrscheinlichkeit/lonensuppression) und der daraus resultierenden
Notwendigkeit von Eichgeraden fir jedes Peptidd®i extrem hohen Anzahl an méglichen
Produkten nicht durchgefiihrt werddfine Unterscheidung der beobachteten Peptide wurde
daher nur in drei Kategorien durchgefiirthand folgender Kriterierl. nicht detektiert, 2.
Spuren (HRMS Signalintensitat (20°), Signaform) und 3. vorhanden KR-MS
Signalintensitat (1(f), Signaform, MS* Fragmentierung).

C-Terminus

A F IL M P V WA F IIL M P V W

N-Terminus

Abbildung 4-16: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in flissigem Schwefeldioxid
ausgehend von der unpolaremminosaurenmischung [l = vorhanden, Bl = Spuren, = nicht detektiert).

Die kupferkatalysierte Peptidkondensation ausgehend von den Aminosduren mit unpolaren
Seitenketten lieferte bereits innerhalb vaihfast alle méglichen Kombinationen an Dipeptiden
(Abbildung4-16). Nur Valin reagierte etwas schlechter als die anderen Aminosauren, so dass
das Homopeptid VV sowie die Reaktion mit Phenylalanin zeR¥nach 24 und die Bildung

von VF nichtbeobachtet wurdeEine geringere Reaktivitatom Valin als Elektrophil wurde

auch in der wassrigen SIFFeaktion beobachtet und mit der sterischen Hinderung der
Seitenkette begrindB®! zZusatzlichzu den Dipeptiderkonnten Spuren von Tripeptiden
detektiert werden, welche aufgrund der geringen Konzentration jedoch nich¥®3it

Messungen bestatigt und somit auch nicht auf ihre Sequenz untersucht werden konnten.
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C-Terminus

N-Terminus
< 4 n O ZzZ O O

Abbildung 4-17: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosaurenmischung(ilij = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert, = Cystin vorhanden,
= Cystin Spuren).

Im Vergleich dazu wurden bei der Peptidkondensation der Aminosauren mit polaren, neutralen
Seitenketten deutlich weniger Dipeptide detektidtkildung 4-17). Dabei wurde auch ein
deutlicher Zuwachs an Peptiden mit langerer Reaktionszeit beobachtet. Insbesondere Cystein
sowie Tyrosinhaltige Dipeptide wurdekaum detektiert=tr Cystein konnte als Ursache dafur

die Oxidation zum Disulfid Cystin (Cys) gefunden werden. Bei einer Migrationszeit von
tmig = 22.2min konnte ein intensives Signal (Intensital®®) mit m/z=241.0309 gefunden
werden, welcheswfgrund der Fragmentierung im Vergleich zur Literatur eindeutig Cystin

zugeordnet werden konntak{bildung4-18).1327-3281
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Abbildung 4-18: Zuordnung der Fragmentionen im MS?-Spektrum von Cystin nach kollisionsinduzierter Dissoziation

(NCE 30%) des Signals mitm/z=241.0309 bei #ig = 22.2min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-
Kapillare, 80cm, 2 mol/L AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C).
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Da dasStandardedoxpotential von Cystei@ystin (O =-0.22V)132% negativer ist als das
Standardedoxpotential vonCw?*/Cu* (O =0.153V)B30 kann die Oxidation des Cysteins
durch die Reduktion des Kupfer(ll)katalysators hereougen worden sein. Es wurde jedoch
nicht nur Cystin selbst, sondern auch Peptide der anderen Aminosauren mit Cystin gebildet.
Dabei wurde Cystin sowohl#&érminal als auch @erminal in Dipeptide eingebaut, wie am
Beispiel der zwei Signale des Dipeptidg @lycin gezeigt Abbildung 4-19). Neben Glycin
wurden auch Dipeptide mit Asparagin und Serin gebildet, welche nft9@8ktren bestatigt
werden konntenDes Weiterenwurden Spuren an Dipeptiden mit Glutamin und Threonin
detektiert.So ist durch die kupferkatalysierte Peptidkondensation in Schwefeldioxid auch der
Einbau von Cystinpeptiden mdoglich, welche mit der Disulfidbricke ein wichtiges

Strukturelement fldie Tertiarstruktur von Proteinen liefern.

NH o 177.0336 NH o
/177,0339 o 3 < / o 3 <
0 E/K/ \S/N/U\H/\COZH ° \E/K_, ‘S/\l/u\OH
/VLN/\COZH NH; OH HN. 0
S“N_ H ~NH
H3 N, NH,
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HO e SH 9
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Abbildung 4-19: Zuordnung der Fragmentionen im MS?-Spektrum von Cystinylglycin und Glycylcystin nach
kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) der Signale ntim/z=298.0522 beiig = 15.7min und tmig = 16.3min
nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 80cm, 2mol/L AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C).

Zusatzlich wurden aus den Aminosauren mit polarer Seitenkette Tripeptide gebildet. Dabei
wurden hauptsachlich Tripeptide mit zwei GlyeMolekilen beobachtet. Neben dem
Homopeptid GGG wurden Tripeptide mit Asparagin, Glutamin, Serin und Threonin gebildet,
welche mit MS-Spektren auf ihre Sequenz untersucht werden konnten. Fir Asparagin und
Glutamin wrden nur die Tripeptidaus der Reaktion mit Glycyklycin gebildet (GGN, NGG

und GGQ, QGG). Fiur Serin und Threonin konnten jedoch drei Signale mit unterschiedlichem
Fragmentierungsmuster detektiert und den Peptiden GGS, GSG, SGG sowie GGT, GTG und
TGG zweordnet werden.
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Fir die Aminosauren mit basischer Seitenkette wurden bereits ndchll& moglichen
Kombinationen der Dipeptide detektiemd mit MS-Messungen bestatighbbildung 4-20).

Bei den sauren Aminosauranmirde aus Asparaginsaure neben dem Homopeptid DD auch beide
maoglichen Kombinationen mit Glutaminsdure DE und ED gebilBets Homopeptid EE
hingegen konnte nicht beobachtet werden und die Reaktionsmischung zeigte auch nach der
langeren Reaktionsdauer vatd keine Veranderungowohl fur die basischen als auch die

sauren Aminosauren wurden keine Tripeptide detektiert.

A) C-Terminus

Z

C-Terminus
7d 21d 7d 21d

N-Terminus

N-Terminus

Abbildung 4-20: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
A) der basischenoder B) der saurenAminosaurenmischung(lill = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).

Der Zusatz der basischen Aminoséaure Histidin zu Aminosduremischung mit unpolarer
Seitenkettavirkte sich nicht signifikant auf die Reaktivitéat aus, da bereits ohne die Zugabe von
Histidin fast alle mdglichen Dipeptide gebildet wurden. Zusatzlich wurdehéiischon nach

7 d alle Dipeptide mit Histidin beobachteAl{bildung 8-18). Mit der sauren Aminosaure
Asparaginsaure wurden nicht alle Dipeptide beobachtet und diediRemtensation war
langsamer(Abbildung 8-19). Nach 21d wurden neben den Dipeptiden aus zwei unpolaren
Aminosauren auch die Dipeptide aus Asparaginséaure und Isoleewamdl, Prolin, Valin und
Tryptophan gefunden. Der Zusatz einer basischen oder sauren Aminosaurer zu de
Aminosauremischung mit polarer, neutraler Seitenkette verdnderte die Predukt
zusammensetzung nur leichabpildung 8-14/Abbildung 8-15). Ein deutlicher Anstieg an
Produkten war auch hier nicht zu sehen. Die Dipeptide aus der Komhinatider zugesetzten
Aminosaure wurden sowohl bei Histidin als auch bei Asparaginsaure erst ndbe@iachtet.
Dabei traten hier ebenso wie bei den unpolaren Aminosauren webigeptide mit

Asparaginsaurals mit Histidin auf.

Aus derGesamtmischunder 20 Aminosaurewurde in der kupferkatalysierten Kondensation

in Schwefeldioxid eine Vielzahl an Dipeptiden gebildabbildung 4-21). Die Anzahl der
Produkteerhghte sich dabei mit langerer Reaktions@égl. Abbildung 8-10). Einige derin

den Untergruppen beobachteten Trends setzten sich auch in der Gesamtmischung fort. So war

die Reaktivitdt der unpolaren Aminosauren gegenuber den polaren, nednalepsauren
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leicht erhdht und die der basischen Aminosauren deutlich gegentber demAaumosauren.
Mogliche Ursachen dafir kbnnten die Loslichkeit der Aminosauren im Losungsmittel sein, die
Lewis-Aziditat von Schwefeldioxid oder die Koordination an den Katalysator. Zudem waren
einzelne Aminosauren wie Tyrosin weiterhi@mhezu unreaktivOb dies an der Loslichkeit oder
Polaritat in Schwefeldioxid liegt oder generell in der kupferkatalysierten Reaktion auftritt,
konnte aufgrund der fehlenden Daten zur wassrigen-Bé&ktion nicht aufgeklart werden.
Cystein reagierte wie zuvor beobachtetimeise zu Cystin. Es wurden auch hier Peptide mit
Cystin beobachtenit der unpolaren Aminosaure Phenylalanin und der basischen Aminosaure
Histidin.

C-Terminus

A FIL M P V W|C G N Q S T Y|H K R|D E
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Abbildung 4-21: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid nach 21 d
ausgehend von der gesamten Aminosaurenmischurfilf = vorhanden, ll = Spuren, = nicht detektiert, =

Cystin Spuren).

Im Vergleich zu den einzelnen Untergruppen zeigieh in der Gesamtmischung jedoch auch
Abweichungen in den Produktpeptiden. So wurden einige Dipeptide, welche in den

Untergruppen gebildet wurden, in Konkurrenz mit allen 20 Aminosauren nicht mehr detektiert
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(z.B. MI, ST, HH, DD). Des Weiteren war inme&b der unpolaren Aminosauren Valin am
unreaktivsten, in der Gesamtmischung hingegen wurden von den unpolaren Aminosauren mit
Tryptophan die wenigsten Dipeptide detektiert. Das heif3t, dass die Zusammensetzung der
Aminosauren in der Reaktionsmischung durdtiechselwirkungen und Konkurrenz

untereinander die Produktpalette und Selektivitat beeinflussen kann.

Die Konzentration der einzelnen Aminosduren lag in der Gesamtmischung mit insgesamt
400mmol/L pro Aminosaure bei 5tmol/L. Dies war die niedrigste degetesteten
Konzentrationen in den Versuchen ausgehend von Alanin und Glycin und diejenige mit der
meisten Produktbildung. Zuséatzlich wurde die Peptidkondensation aus der Gesamtmischung
bei einer Konzentration von 30mol/L, dementsprechend 2mmol/L pro Aminosaure,
durchgefihrt. Dabei konnte weiterhin eine Vielzahl an Dipeptiden gebildet werden, auch wenn
insgesamt die Anzahl und Konzentration sambkildung 8-12). Folglich sind fir die
Durchfuhrung der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldimoxikbntextdes
Ursprung des Lebens nur geringe Aminosaurenkonzentrationen im Vergleich areand
Peptidbildungsreaktionen uadichim Vergleich zur SIPReaktion in Wasser notwendigies

erhoht die Plausibilitat dieses Szenarios fur die Friihe Erde.

Um dieAuswirkungen deBIPFReaktionals prabiotisché?eptidkondensationu untersuchen,
wurden wn Rodeet al.die Praferenzen innerhalb der Dipeptiodduktemit der Haufigkeit der
Verknupfung der Aminosauren in den Proteinen von heutigen Archaeen und Prokaryoten
verglichen33! Jedoch wurden dabei keine Experimente zwischen Mischungen mehrerer
Aminosauren durchgefiihrt, sondern nur ein oder zwei Aminosauren gleichzeitig zu Peptiden
kondensiert. Eine Beeinflussung der Produktbildung durch Wesinkehg und Konkurrenz

der Aminosauren untereinander wurde daher nicht in die Selektivitaten einbezogen. Darlber
hinaus sind heutige Proteine durch Evolution und Biosynthese derart weiterentwickelt, dass
eine hohe Ubereinstimmung mit urspriinglichen albis Synthesewegen unwahrscheinlich

ist. Aus diesem Grund wurde fur die Peptidbildung in Schwefeldioxid ein Vergleich mit
maoglichst alten Peptidsequenzen angestMhiitdem Urvorfahreroder LUCA (ast universal
common ancestprwird eine hypothetische Lebsform beschrieben, welche die letzte
gemeinsame Stammform vor der Diversifizierung zu Eukaryoten, Archaeen und Bakterien
darstellt. Die zeitliche Einordnung dieser wird noch diskutiert; moglicherweise liegt das Alter
sogar bei mehr als 3.9a83%% Fur ein genaues Verstandnis tiber LUCA werden moderne
Genome auf ihre Proteinsequenzen untersucht, um unter Ausschluss von horizontalem

Gentransfer durch hohe UbereinstimmungeiversaleUr-Sequenzen und Gene zu find&sl
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Abbildung 4-22: Vergleich der detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid nach 21 d ausgehend von der gesamten Aminosaurenmisgh(il] =
vorhanden, [l = Spuren, = nicht detektiert, = Cystin Spuren) mit der Haufigkeit der Peptidverknupfungen in alten Sequenzen (Zahlen) nach Trifonoet al A) 2006334 und B)
2007339
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Trifonov et al. haben verschiedene Proteome auf gemeinsame Peptidsequenzen untersucht und
dabei hexamere bis octamere Peptidsequenzen gefunden, die omnipresent und daher
moglicherweise LUCAbasierend sin83+%%1 Um die gebildeten Dipeptide in der
kupferkatdysierten Reaktion in Schwefeldioxid nun mit diesen alten Peptidsequenzen zu
vergleichen, wurde die Anzahl der jeweiligen Verknupfung in diesen Sequenzen fur zwei
Publikationen als @hlen in die Abbildungen der detektierten Dipeptide eingefiigbi{dung

4-22). Dabei treten hohe Ubereinstimmungen zwischen den haufig gefundenen Sequenzen und
den gelldeten Dipeptideraus unpolaren, polaren und basischen Aminosaut®o sind ein
Grofdteil der Verknipfungen solche, die eindeutig als Produkte in den durchgeflhrten
Experimenten bestétigt wurden; insbesondere haufig auftretende Verknupfungen wie GK, GG
TT, SG, KS und KT. Nur die sauren Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure treten in
den Peptidsequenzen haufiger auf als bei den Produkten der Peptidbildung in Schwefeldioxid.
Es wurden in den Reaktionen allerdings auch equimolare Verhéltnissenadaos&uren
eingesetzt. Fur die Frihe Erde ist aus prabiotischen Reaktiongagen eine Mischung in
unterschiedlichen Konzentrationen realistischer. Diese konnte die Produktbildung weiterhin
beeinflussen und zum Beispiel bei hoheren Anteilen der saureno8auren auch zu einer

starkeren Produktbildung der/B-haltigen Peptide fihren.

C-Terminus

& m O »

N-Terminus
=
-

< 4 »n T

Abbildung 4-23: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der prabiotischen Aminosaurenmischung(lilf = vorhanden, ll = Spuren, = nicht detektiert).

Welche der proteinogenen Aminosauren bereitéadaikumauf der Erde durch abiotische
Synthesen vorhanden war, wird in der Forschung diskutiert. Eine Abschatzung der
wahrscheinlichsten Aminosauren wurden\Higgs und Pudritz gegeb&§” Aufgrund dessen

wurde zuséatzlicheine Mischung von zehn mdglichen prébiotischen Aminosauren in der
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kupferkatalysierten Peptidbildung in Schwefeldioxid untersucht. Dabei wurde eine
Produktbildung mit Ben zehn Aminosauren sowie eine Steigerung dieser mit langerer
Reaktionszeit beobachtetAlfbildung 4-23). Besonders reaktiv waren dabei Glycin,
Isoleucin/Leucin und Pflim. Weniger Peptide wurden wiederum mit den sauren Aminosauren
gebildet. In einigen Fallen trat auch die Bevorzugung einer Sequenz gegeniber dem isomeren
Dipeptid auf (VT ggu. TV, DG ggu. GD).

Neben dem Aufbau von Proteinvorlaufern konnen kleine Peptide @aus katalytischer Sicht
interessant sein. So sind eine Vielzahl von, Oiri- und Tetrapeptiden bekannt, welche
katalytische Eigenschaftdresitzen und beispielsweise (esymmetrischenAldol-, Michael
undAdditions-Reaktionen genutzt werd&i®342l Obwohl Peptide verschiedener Aminoséauren
als Katalysatoren dienen konnen, so zeigten Histigiial insbesondere Prollmaltige Peptide
herausragende Ergebnis¥&34%! Peptide dieseAminosaurenwurden in der untersuchten
Peptidkondensation in Schwefeldioxidhoher Anzahl gebildet und standen somit in diesem

Szenario als Katalysatoren fur weitere préabiotische Reaktionen zur Verfligung.

Insgesamt konnten aus Mischungen der Aminosaureneiner kupferkatalysierten
Kondensation in Schwefeldioxid eine Vielzahl an Peptiden gebildet sowie mithilfe ven CE
MS? untersucht und zugeordnet werden. Dabei waren die unpolaren Aminosauren reaktiver als
die polaren, neutralen Aminosauren und die lchgis Aminosauren reaktiver als die sauren
Aminosauren.Die beobachteten Dipeptide variierten dabei je nach Zusammensetzung der
Mischung, so dass die Komposition der prabiotischen Reaktionsbedingungen die Selektivitaten
in den Verknupfungen beeinflussen kaMit Cystein wurde die Bildung des Disulfids Cystin
beobachtet sowie die Kondensation zu CyB@ptiden. Damit wurden nicht nur
Peptidbindungen aufgebaut, sondern mit der Disulfidbriicke auch ein Strukturelement der
Proteine. Es wurden hohe Ubereinstinmgen der Selektivitaten mit Peptidsequenzen, welche
aufgrund ihrer Omniprasenz in verschiedenen Lebensformen LUCA zugeordnet werden,
gefunden. Dabei waren nur bei den sauren Aminosauren deutliche Abweichungen in den
Praferenzen zu beobachten. Somit warddie Eigenschaften derkupferkatalysierte
Peptidbildung in Schwefeldioxid anhand von Mischungen von Aminosauren weiter untersucht

unddie mogliche Bedeutung der Reaktion als Szenario fur die Frihe Erde bekraftigt.
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5 Mechanochemische Zuckersynthese

5.1 Analyse von Monosaccharidmischungen

In der Literatur werden verschiedene Metbodzur Trennung und Detektion von
Monosacchariden beschrieben (siehe Kap.d. Eine Auswahl dieser wurde auf die Eignung
zur Untersuchung von komplexen Mischungese sie bei der Formoseaktion entstehen

untersucht sowie geeignete Methoden fiir diese Anwendung optimiert.

5.1.1 MonosaccharidTrennung mittels Hochleistungsflissigchromatographie

Fardie Flussigchromatographie ist eine Derivatisierung der Zucker nicht zwingend notwendig.
Die direkte Analyse der Zuckergemische hat die Vorteile, dass keine aufwendige
Probenvorbereitung bendétigt und eMeranderungder Probenzusammensetzung durch den
Derivatsierungsschritt vermiedewird. Zur Detektion aderivatisierer Zucker nachder
HPLC-Trennungwurde ein Brechungsindex Detektorerwendet Aufgrund der Polaritat
wurden zur Trennung einehydrophile Interaktionschromatographiesaule sowie eine
Anionenaustaschséaule getestet. Fir eine Mischung aus Glycolaldehyd, Erythrose, Fructose
und Mannose war fur beide Methoden allerdings eine schlechte Trennung zu beobachten
(Abbildung 5-1). Zusatzlich wurdemlie Nachteile des Detektors, fehlende Sensitivitat sowie
Stabilitdt deutlich Daher wurden im Folgenderverschiedene Derivatisierungsmethoden
getestet.

150

100
50 + |‘ \

Retentionszeit [min]

Brechungsindex [mRIU]

Abbildung 5-1: Chromatogramm einer underivatisierten Mischung aus Glycolaldehyd, Erythrose, Mannose und
Fructose auf einer QNAX Saule @.6x 150mm, 5un) mit 1 mL/min ACN/H 20 (80:20) bei T=25°C und Detektionvia
Brechungsindex.
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Im Bereich der HPLEAnwendungen werden meisthromophore eingefiihrt, um eine
Detektion mit den StandatdV-Detektoren moglich zu machevion den literaturbekannten
Methoden (Kap2.2.2 wurde dieverwendung vori-Phenyt3-methyt5-pyrazolon(PMP) und
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) gewahIbie PMP-Methoden von McRaet al**¢! sowie
Sun et al?®¥ wurden fir Proben bestehend aus Glycolaldehyd, Erythrose, Thseuse
Glucose getestet. Dabei wurde mit-Phenyt3-methyt5-pyrazolon unter basischen
Bedingungen bei 70°C derivatisiert und die ProbarRP-HPLC mit Ammoniumacetatpuffer
und Acetonitril aufgetrennt. Eine Detektion erfolgte im W&=254nm) sowie mitESFMS.
Dabei wurden bei beiden Methoden komplexe Chromatogramme erlrsiigitd(ing5-2), die
auf einen unvollstandigen Umsatz sowie auf Nebenreaktionen zuriickzusirnte®o wurden
neben den Bi®MP-Produkten auch einfaefubstituierte Mond®MP-Zucker beobachtet. Des
Weiterenwurde Glycolaldehyd nur schlecht eluiert. Aufgrund dieser Nachteile wurde diese

Derivatisierung nicht weiter untersucht.
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Abbildung 5-2: Extrahierte lonenchromatogramme sowie DADChromatogramm der PMP-Derivatisierung nach Sun
et all?4fiir eine Mischung aus Glucose, Erythrose, Threose und GlycolaldehytiChroCart LiChrosphere C18 Saule
(2 mL/min, A: 50 mmol/L Ammoniumacetat/ 50 mmol/L Essigsdure B: 70:30 ACN/A. Gradient A 85% - 65%). m/z511:
[Glu+2PMP+H]*, m/z451: [Ery+2PMP+H]*, m/z391: [GA+2PMP+H]*, m/z175: [PMP+H]*. Ubersetzt nach und mit
Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, O. TrappDevelopment of an advanced derivatization protocol for
the unambiguous identification of monosaccharides in complex mixtures by gas andjdid chromatography, J.
Chromatogr. A2018,1568 166167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01%1 Copyright durch Elsevier B. V.

Als weitere Derivatisierung wurde die Hydrazonbildung mit-Riditrophenylhydrazin
untersucht, welche fir verschiedene Carbonylverbindungen beschrieben&futéféDiese
zeichnet sich durch eine schnelle und milde Umsetzung bei Raumtempeteatigicint sauren
Bedingummgen aus. Dadurch kann neben den Monosacchariden @&@n monomerer
AusgangsstoffFormaldehyddetektiertwerden, welchein anderen Methoden durch hoéhere

Reaktionstemperaturen oder bei gaschromatographischen Varianten durch gdgkben
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notwendige Lyopitisation der wassrigen Proben entweicht. Im Gegensatz zu den erwarteten
E/Z-Isomeren wurde unter den eingesetzten Bedingungen jeweils nur ein Signal pro
Verbindung beobachtet Abbildung 5-3). Eine Auftrennung nach Kettenlange der
Monosaccharide bzw. Aldehyde sowie eine Trennung von Aldosen und Ketosen konnte erreicht

werden, jedoch konnte nicht innerhalb der Konfigurationsisomere unterschieden werden.

HDNPH
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Abbildung 5-3: Trennung der DNPH-Derivate via HPLC auf einer LichroCart LiChrosphere C18 S&ule(1 mL/min,
a=360 nm, 50:50 HO + 0.1% Ameisensaureund ACN + 0.1% Ameisenséurd. Ubersetzt nach und mit Erlaubnis
wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, O. TrappDevelopment of an advanced derivatization protocol for the
unambiguous identification of monosaccharides in complex mixtures by gas and liquid chromatography;, Chromatogr.
A 2018,1568 160167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01%7 Copyright durch Elsevier B. V.

5.1.2 MonosaccharidTrennung via Gaschromatographie

Fur die gaschromatographische Analyse wurde parallel ein Flammenionisationsdetektor (FID)
benutzt, dessen Signal sich fir die Quantifizierung eignet, sowie ein Elektronenstol3ionisations
Massenspektimeter, um anhand der Masse und Fragmentierung in Kombination mit der
Retentionszeit die Signale genau zuordnen zu konnen.isEsine Schitzung der
Hydroxylgruppemotwendig, um die Volatilitdt der Zucker zu erhéhen und eine Zersetzung zu
vermeiden. Zur Silylierung wurdeéN,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) mit
HexamethyldisilazanrHMDS) verglichen. Dazu wurden Glucose und GlycolaldeByaier in

Pyridin gelost, mit dem Silylierungsmittel versetzt und bei 70°C fum®0 erhitzt. Die
silylierten Proben wurden anschlie3end auf eineb3E4aule per GBS untersuchtDabei

wurde eine Vielzahl an Signalen erhalten. Teilweise sind diese durch die isomeréar&truk

zu erklaren. Bei Glucose wird die offenkettige Form sowie die Furanose und Pyranose erwartet.
Da Glycolaldehyd im Feststoff als Dimer vorliegt, sind ein F8oWie ein Sechsring als Dimer

und das Monomer moglich. Jedoch wurden fur beide Verbindumgdm als die erwarteten
Signale erhalten und die Zusammensetzung veranderte sich im Verlauf von wenigen Tagen
(Abbildung 5-4). Durch eine Erhohung der Menge an Silgdiggsmittel, um einen

vollstandigen Umsatz zu gewahrleisten, konnte keine Verbesserung erzielt werden. Zusétzlich
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wird bei der Derivatisierung mit HMDS eine katalytische Menge an Trifluoressigsaure
zugegeben, welche weitere Verunreinigungen einbringenesies Sdule beschadigen kann.

Um eine saubere und reproduzierbare gaschromatographische Analysemethode zu erhalten,
war daher ein weiterer Derivatisierungsschritt notwendig und es wurde im Folgenden BSTFA,

welches nur ein fliichtiges Zersetzungsprodulddiilals Silylierungsreagenz verwendet.
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Abbildung 5-4: A: GC-Trennung desmit BSTFA silylierte n Glycolaldehyd-Dimersund B: Zeitlicher Verlauf der GC -

Trennung von silylierter Glucose aufeiner SE52 Saule L = 14 m,ID = 0.25mm, FT = 0.25 pm FT), 50°C (2 min)

10K/min, 140°C, 5 K/min, 240°C (2 min), He (p = 80 kPa).Ubersetzt nach und mit Erlaubnis wiedergeben von M.
Haas, S. Lamour, O. Trapp,Development of an advanced derivatization qtocol for the unambiguous identification of
monosaccharides in complex mixtures by gas and liquid chromatographyl. Chromatogr. A2018, 1568 160167,

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.015847 Copyright durch Elsevier B. V.

Als zusatzlicher Derivatisierungsschritt wurde die Oximierung der Carbonylfunktion gewahlt,
wodurch die Zuckein die offenkettige Form gebracht werden, so dass anstelle der vielen
isomeren Signale pro Zucker nur zwei Signale durchEdelsomere der Oxime erhalten
werden.Aufgrund des Vergleichserschiedener Derivatisierungsmitiein Beckeret all36!
wurde O-ethyl-substituiertes Hydroxylamifir den Oximierungsschritt verwendet, um die
Anzahl isomereiSignaleim Chromatogramm zu verringergs wurden die Methoden von
Beckeret al®'%l und Koeket al®**® getestet ud verglichen.Die Zuckerwurden in Pyridin
gel6st, mitO-EthylhydroxylamirnydrochloridLésung (EtOx-HCI) versetzt und erhitzt. Nach
dem Abkuhlen wurde das Silylierungsreagenz zugegeben und erneut Braitzste Methode
verwendefedochzusatzlichkatalytische Mengen an-@Dimethylaminojpyridin (DMAP) im
Oximierungsschritt sowie BSTFA als Silylierungsreagenz; letztere hingligdmethyl-N-
(trimethylsilyltrifluoracetamid(MSTFA). Die Methode von Beckeet al. lieferte weniger
Nebenprodukte und wurde daher im Folgenden weiter optimiert und fir die erwarteten

Produktgemischeus Glycolaldehyd bis hin zu Hexosen angepasst.
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Dem Zusatz an katalytischen Mengen DMAP konnte kein positiver Effekt auf die
Derivatisierung zuges$ecieben werden, so dass dies im Folgendamt weiterverwendet
wurde.Die Temperatur und Dauer der Reaktionen sowie die Menge an Derivatisierungsreagenz
wurdendahingehend verbessedass eine ziligige und vollstandige Umsetzung zu beobachten
war, aber molichst geringe Uberschiisse der Derivatisierungsmittel und milde Bedingungen
verwendet werden konnteAls optimale Bedingungemwurden ein jeweiliges Erhitzen von
30min bei 70°C undlie Zugabe vo0mg/mL EtOx-HCI und 12QL BSTFA identifiziert
(Abbildung 5-5). Um spater eine Quantifizierung der Butedurchfiihren zu kénnen, wurde

als interner StandaidS) Phenyib-D-glucopyranosidGugesetzt.

Me3Si\

)oi/o . \/O\NH Interner Standard OH BSTFA 0

_ 2 > N.

R H=Cl 70°C, 30 min, R™>Z07 700¢, 30 min, R)\éN 0
Pyridin Pyridin

Abbildung 5-5: Optimierte Bedingungen der EtOxTMS Derivatisierung der Monosaccharide.

DieseMethode wurdeaufalle unverzweigten Monosaccharide bis zu den Hexosen angewandt
und die erhaltenéMischung zur Optimierungder gaschromatographiseh Bedingungen
verwendet So wurden die Polaritat der stationaren Phase verandertingbdsondere
verschiedene Dimetmdiphenylpolysiloxane getestetAuch de Saulenlange, sowie das
Temperaturprogramm wurden variienit dem Ziel éne moglichst gute Trennung in kurzer
Zeit zu erhalten Schliel3lichwurde ein Copolymer mit 5% Phenylgruppen {&8, eine
Séaulenlange von 1\ und ein Temperaturprogramm mit Start bei 50°C, einem ersten
Gradienten von 5°C/min bis 140°C und einem zweiten Gradienten von 10°C/min bis 240°C
und einem Druck von 8kPa Helium als Tragergas gewalitir einzelne Komponenten war
eine bessere Trennung beirviendung einer anderen stationaren Phasispielsweisélir die
Hexosen Allose und Galactose auf dem Copolymer mit 12% Phenylgruppen (R868&h

All erdings zeigte Ubergreiferiidr eine Mischungaller Zuckerdie obengenannte Methodees

SE52 Polymes die besten Trereistungen sowieweitere Vorteile der gewinschten
Sauleneigenschaften wie geringeres Saulenblutéa konnten mit dieser Methode
Glycolaldehyd, Triosen und Tetrosen getrennt werden, innerhalb der Pentosen und Hexosen
gab es allerdings Wslagerung verschiedener Zucker und keine vollstandige Trennung
(Abbildung 5-6). Zusétzlich wurde Galactoheptose als Vertreter der Heptosen getestet. Eine
komplette Untersuchung aller Heptosen war aufgrund der fehlenden Zuganglichkeit reiner
Referenzsubstanzen nicht migyl Fir die meisten Komponenten wurden wie erwartet zwei

Signale entsprechend delB/Z-Isomeren der Oxime erhalten. Ausnahmen bilden das
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symmetrische Dihydroxyaceton sowie Ribose, Arabinose, Xylulose, Fructose und Sorbose,
deren zwei Isomere nicht getremirden.

Ketohexosen,  Aldohexosen

EtOx-TMS DHA Lyx 1S
Gly \ x
xyll | [V 7

Gly o N \,‘

GA ' '
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Abbildung 5-6: GaschromatographischeTrennung der EtOx-TMS derivatisierten Zuckerstandards auf einer SE52
Saule € = 14 m,ID = 0.25 mm, FT = 0.25 un), 50°C (2 min) mit 10°C/min bis 140°C, mit5 °C/min bis 240°C (2 min),
He (p = 80kPa). Ubersetzt nach und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, O. Trap@evelopment of
an advanced derivatization protocol for the unambiguous identification of monosaccharides in complex mixtures by gas
and liquid chromatography, J. Chromatogr. A2018,1568 160167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01%]
Copyright durch Elsevier B. V.

In Referenz zunnternen StandandurdenEichkurven jeweils fur einen Vertreter der Aldosen
und Ketosen pro Kettenlange sowie fur Glycolaldehyd aufgenommen, welche eine
Quantifizierung moglich machen. Diese sind Uber einen Konzentrationsbhexaictrei
GroRRenordnungerlinear (Abbildung 5-7). Die Detektions sowie Quantifikationslimits
(LOD/LOQ) wurden ebenfalls bestimmt. DiNachweisgrenzelegenje nach Komponenten
Bereich von * 4 mg/L und die LOQs im Breich von 3 13 mg/L (siehe Anhang).
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Abbildung 5-7: Eichgeraden fiir die ECN-korrigierten EtOx -TMS-Derivate der Monosaccharide in Referenz zum
internen Standard Phenytb-D-glucopyranosid.
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Des Weiterenwurde die Stabilitat bzw. Haltbarkeit der Derivatisierungslosungen sowie der
derivatisierten Proben bestimmt. Die EtOx-HCI| Lésung blieb bei 5°C fliageé stabil,
derivatisierte Proben zeigten innerhalb vonTige bei Aufbewahrung beR0°C keine
Veréndeung. Langere Lagerung der Proben fuhrte zu einer Zersetzung und Veranderung der

Probenzusammensetzung.

Um eventuelle Nebenprodukte identifizieren zu konnen, wurden Vertreter bekannter
Nebenreaktionen deFormosereaktionals Referenzen vermessen. Eine Uiséts liber

Retentionszeiten sowie beobachtete Fragmente findet si@bille5-1.

Tabelle 5-1: Fragmentierung der EtOx-TMS-Derivate verschiedener Monosaccharide und Nebenprodukte der
Formosereaktion

Verbindung tret [MiN] Fragmente [m/Z4

Glycol 4.7 191, 149, 147,131, 73

Glycolaldehyd 5.6 160, 130, 103, 73

Glycolsaure 6.2 205, 177, 161, 149, 147, 133, 73
Milchséure 6.0 219, 191, 147, 133, 117, 73

Glycerin 9.4 218, 205, 190, 147, 133, 117,73
Glycerinaldehyd | 9.7/10.0 277,262,217, 174, 147,73
Glycerinsaure 10.7 307, 292, 217, 205, 189, 147, 73
Dihydroxyaceton | 10.3 277,262,174, 147,73

Erythrit/Threit 13.0/12.8 410, 395, 320, 307, 293, 217, 147,73
Aldotetrosen 13.313.7 379, 364, 276, 205, 175, 147,73
Erythrulose 13.7/13.9 379, 364, 276, 187, 147, 103, 73
Pentaerythrit 12.9 409. 319244, 191, 147,73

Xylit/Ribit 16.7/17.0 512, 497, 423, 395, 332, 319, 3Q77/, 217, 147, 129, 73
Aldopentosen 17.318.0 481, 466, 307, 217, 147, 103, 73
Ketopentosen 17.7 481, 466, 378, 277, 187, 147, 73

Sorbit/Mannit 21.2/21.0 614, 421, 345, 31217, 147, 129, 73
Aldohexosen 21.822.7 583, 568, 319, 217, 205, 157, 147, 129, 73
Ketohexosen 21.1-21.7 583, 568, 378, 307, 277, 217, 147, 103, 73
Gluconat 19.922.3 613, 435, 359, 333, 319, 305, 292, 217, 147, 73
Galactoheptose | 25.7-26.9 670,331, 217, 191, 147, 73

Neben dem Molekilpeak [M] finden sich haufig die Fragmente {8Hs],
[M-OSi(CHs)3]", [M-CH.OSI(CH)3]" sowie mit m/z73 [Si(CHs)3]" und mit m/z147
[Si(CH3)30=Si(CHs).]". Dies gilt nicht nur fir Aldosen und Ketosesgndern auch fiir die
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Zuckeralkohole. Das Fragmentierungsmuster der Zuckersauren hingegen unterscheidet sich
davon und weist stattdessen groRe Ahnlichkeiten auf zu den bereits detailliert in der Literatur

beschriebenen trimethylsilylierten Hydroxydicarbamss >+

Da bei den Zuckeralkoholen undgauren keine Oximierun@rfolgt sondern nur eine
Silylierung, lassen sich auf3erdem die versamet Substanzklassen durch einen Vergleich
verschiedener Hydroxylamine voneinander unterscheigfenwendet man unsubstituiertes
Hydroxylaminhydrochlorid (HACI) al©Oximierungseagenz, so wird dies bei der folgenden
Silylierung am Oxim ebenfalls silylierDas O-Ethylhydroxylamin besitzt an dieser Position
bereits die Ethylgruppe und das Oxim bleibt daher im Silylierungsschritt unver&wenrde

am Beispiel von Glucosend derzugehérige Ketose, Zuckerséure urdem Zuckeralkohol
jeweils mit beiden Reagnzien derivatisierind die bei gleichen Bedingungeerhaltenen

Gaschromatogrammeerglichen Abbildung5-8).
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Abbildung 5-8: Vergleich der Gaschromatogramme der HACITMS (A) und der EtOx-TMS (B) Derivate von Aldose,
Ketose, Zuckersaure undalkohole. Gaschromatographischelrennung auf einer SE52 Séule [ = 14 m,ID = 0.25 mm,
FT = 0.25 pm), 50°C (2 min) mit 10°C/min bis 140°C, mit 5°C/min bis 240°C (2 min), He (p= 80kPa). Ubersetzt nach
und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, OTrapp, Development of an advanced derivatization
protocol for the unambiguous identification of monosaccharides in complex mixtures by gas and liquid
chromatography, J. Chromatogr. A2018,1568 160167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01%37 Copyright
durch Elsevier B. V.

Die Retentionszeit und das MassenspektrunZdekersdure und des Zuckeralkohols &nderten
sich hierbei nicht. Bei den Aldosen und Ketosen hingegen erfolgt eine Oximierung mit den
unterschiedlichen Reagenzien, wodurch sich die Retentionszeit veradndert und im
Massenspektrum ei ne/zAMdurchcdie iDéféreann der Massen dgs
Trimethylsilyl- gegentber des Ethylsubstituenten am OSauerstoffatom zu beobachten ist.

Die hohere Anzahl an Signalen fir Gluconséure liegt an dem moglichen intramolekularen
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Ringschluss, so dass neben der offenketti@iure t:=23.7min) auch Lactone mit
verschiedenen RinggréRen moéglich sing £21.3, 21.5min).

Diese Methoden eignen sich allerdings nicht fur Formaldehyd und desseaazaamProdukte
Methanol und Ameisensaure, da diese zu flichtig dihekfir wurde eine Methode fir die
underivatisierte,  gaschromatographische @ Messung der  Proben mit  einem
Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD) entwickelt. Dazu wurden die Referenzen in Dichlormethan
gelost bzw. spater didodslichen Bestandteile deReaktionsprobenmittels grindlicher
Durchmischungnit einem Vortexmischer in Dichlormethan gelostd der feste Riuckstand
abzentrifugiert. Mit einer 5n langen und mit hoher Schichtdicke ausgestatteten
DimethylpolysiloxanSaule (CP-Sil5CB) konnen besonders flichtige Keponenten
gaschromatographisch getrennt werden. Isotherm bei 50°C und miitnZn Helium als
Tragergas wurden Formaldehyd, Methanol und Ameisensaure getkéibiitiing5-9).

20 1 DCM
18
16
14
12:

10 4 MeOH

Warmeleitfahigkeit [mV]

Retentionszeit [min]

Abbildung 5-9: GC-TCD-Trennung von Formaldehyd, Methanol und Ameisensaure auf einer GiSil 5CB Saule
(L =50m, ID =320um, FT = 5000 nm,He 2 mL/min, T = 50°Q). Abbildung angelehnt an undiibersetzt nach M. Haas,
S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Minerakmediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial
geochemical settingCommun. Chem202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s4200420-00387w.1?12 Copyright durch die
Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Um auch die Pentosen und Hexosellstandig trennen zu kdnnen, wurde eine weitere
Derivatisierung getesteZweckmairet al.berichteten von einer verbesserten Trennleistung bei
Verwendung von Trifluoroacetylgruppen anstelle von Trimethytgibppen und einer
verdnderten stationaren Phase. Dies zeigten sie am Beispiel von drei Hexosen und zwei
Pentosen auf einer CyanopropyienytdimethylpolysiloxanSaule®*”! Daher wurde dieser
Ansatz gewahlt und ebenfalls alle unverzweigten Triosen bis Hexosen sowie Glycolaldehyd im

ersten Schritt analog zur EtEpMS-Derivatisierung umgesetzt und im zweiten Schritt das
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Silylierungsreagen8BSTFA durch 5QuL des TrifluoroacetylierungsreagenzésMethyl-
bis(trifluoroacetamid{MBTFA) ersetzt Abbildung5-10).

O

OH OH

)\70 + \/O\NHZ Interner Standard= )\/N\ /\ MBTFA FSCJ\O

R H=Cl 70°C, 30 min, R = 0 70°C, 30 min, N
Pyridin Pyridin R N2

Abbildung 5-10: EtOx-TFA-Derivatisierung der Monosaccharide.

Da es bei der Derivatisierung der Ketosen hierbei zu Nebenreaktionen kommen kann, wurden
zunadchst nur die Aldosen untersucMach Optimierung der gaschromatographischen
Bedingungen konnte eine nahezu vollstandige Trennung aller Aldosen auf emdaB@n
0OV-225 Saule erreicht werden mit einem Temperaturprogramm beginnend bei 80°C und einem
Gradienten von 2°C/min bis 160°C und anschlieRend 10°C/min bis 200°C ki?a3@elium

als TragergasAbbildung5-11). Dabei tiberlagerten zwar manche Signale, allerdings wurde bis
auf Gulose jeweils egsder beiden isomeren Signale von fiinfzehn Monosacchariden getrennt.
Entgegen der Erwartung lag die Retentionszeit von Glycolaldbkyd4.3min und damit

sogar hinter den Hexosen. Disassenspakum weil3t auf das trifluoracdierte Dimer hin
welches durch Fragmentierung £Bder TFAGruppen verliert. Das Glycolaldempimer

wird folglich in der EtOXTMS-Derivatisierung zum Monomeyespalten und oximiert, in der
EtOx-TFA-Derivatisierung hingegen nicht und nur im zweiten Derivatisierungsschritt
umgesetzt. Das unterschiedliche Verhalten des Glycolaldehydrs unter gleichen
Oximierungsbedingungen und nur unterschiedlichem zweitenvddsierungsschritt zur

Schitzung der Hydroxygruppen konnte nicht begriindet werden.

Gly

T h Lyx Xyl Gl

)
I
Ery R|b Lyx xyl ‘ MaGnu‘ | GA
Er | Ara ‘ | iell ‘ ‘ |
Yy L] | || h f L |
Il |I___,__A__,\_‘ | \ LJ

| T | T I T | T | T | T | T | T T I T | T | T | 1
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Retentionszeit [min]

Abbildung 5-11: Gaschromatographische Trennung der EtOXTFA-Derivate der unverzweigten Monosaccharide auf
einer OV-225 Saulg(lL = 30 m, ID = 0.25 mm, FT = 0.25 pn), 80°C (5 min) mit 2°C/min bis 160°C und mit 10°C/min
bis 200°C (12min), He (p = 80 kPa). Ubersetzt nach und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, Samour, O. Trapp,
Development of an advanced derivatization protocol for the unambiguous identification of monosaccharides in complex
mixtures by gas and liquid chromatography, J. Chromatogr. A 2018, 1568 160167,
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01847 Copyright durch Elsevier B. V.
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Die Derivatisierung der Ketosen mit dieser Methode wurde bereits in der Literatur als
problematisch beschrieben. So wird vermutet, dgmsnge Spuren an Trifluoressigsaure
entstehen, welche Nebenreaktionen und Zersetdangletosen beispielsweise zyklischen

Oximen oder Hydroxycarbonsdurebegiinstigef?4 3171 Neutralisation mit Kaliumcarbonat
wurde zurHinderung der Zersetzungsreaktiomesrgeschlagen. Die Neutralisation lieferte
allerdings keine reproduzierbaren Ergebnisse und weiterhin Nebenprodukte, so dass sich die

EtOx-TFA-Derivatisierung nur fur Aldoseund nicht fir Ketoserignet.

In den Massenspektremar generellmit m/z 69 das[CFs]*-Fragmentund mit m/z 97 das
[COCK*-Fragment der Trifluoracetylierung zu beobachten. Neben dem Molekilpeak [M]
traten vor allem Fragmente mit ewmder mehrfachem Verlust der TFAruppenM-CO,CF]*,
[M-2(CO.CRs)]" auf. Bei der Zuckersaure war wiederum die Lactonbildung zu beobachten.

Eine Auflistung debeobachteteRragmente fur die Zuckerderivate findet siciTabelle5-2.

Tabelle 5-2: Fragmentierung der EtOx-TFA-Derivate verschiedener Zucker und Nebenprodukte.

Verbindung tret [MiN] Fragmente [m/Z

Glycolaldehyd-Dimer | 44.3 214, 145, 117, 969

Glycerinaldehyd 11.1-14.0 325, 212, 183, 97, 69

Glycerin 18.9 267, 253, 153, 125, 97, 69

Aldotetrosen 21.426.8 451, 337, 224, 199, 195, 98, 69
Aldopentosen 28.035.6 577,464, 304, 236, 207, 199, 97, 69
Aldohexosen 34.042.6 703, 590, 476, 348, 236, 199, 97, 69
Pentaerythrit 40.0 501, 407, 292, 166, 97, 69

Sorbit 46.5 645, 505, 379303, 265253, 207, 97, 69
Gluconat 44.3 492, 464, 377, 280, 264, 238, 193, 97, 69

Zur Quantifizierung wurden ebenfalls Eichkurven im Vergleich zum internen Standard-Phenyl
b-D-glucopyranosid aufgenommewelche ein lineares Verhalten zeig@bbildung 5-12).

Bei den Detektionslimits liegen die Werte fur die EXOKXA derivatisierten Monosaccharide
bei 7- 44 mg/mL und bei den Quantifikationslimits bei 2246 mg/mL und damit deutlich
hoher als fur die EtOXMS Derivatisierungsiehe Anhang)Die Stabilitat der derivatisierten

Proben ist mit d bei-20°C geringerm Vergleich zu den trimethylsilylierten Proben.
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Abbildung 5-12: Eichgeraden fiir die GAnzahl-korrigierten EtOx -TFA-Derivate der Monosaccharide in Referenz zum
internen Standard Phenytb-D-glucopyranosid.

Insgesamt ist die gaschromatographische Analyseorienierten und trimethylsilylierten
Monosaccharide diemfassendstéir Probemischungenwie sie bei der Formeseaktion
entstehen. Diese kann gezielt durch sti&rkereAuftrennung der Pentosen und Hexosen als
EtOx-TFA-Derivate sowie fur Formaldehyd, Methanol und Ameisensaure durch eine
underivatisierte Methode mit Warmeleitfahigkeitsdetek&ogéanzt werdenAufgenommene
Standards bieten durch Retentionszeiten und charakteristische Fragmente in den
Massenspektren die Mdoglichkeit zur detaillierten Identifikation der Monosaccharide und
Nebenprodukte in den Prateischungen. In Referenz zum internen Standard, neaiegn
Eichkurven sowie den Detektionsnd Quantifikationslimits konnen d&geiteren nicht nur
qualitative, sondern auch quantitative Aussagen zu den Probenzusammensetzungen gemacht

werden.
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5.2 Mechanochemische Reaktionen
Die mechanochemisch&uckersynthese ausgehend von Glycolaldehyd und Calciumhydroxid
wurde von SlLamour untersuch?®? Aufbauend auf diesen Ergebnissevurde eine

Anwendung im prabiotischen Kontext untersucht.

5.2.1 Mineralienkatalysierte Aldolreaktion

Neben Ckiumhydroxid als dem klassischen Katalysator sind in der wassrigen
Formosereaktion viele weitere Katalysatoren bekannt. So zeigen auch eine Reihe an Mineralien
katalytische Eigenschaften. Die Aktivitat begrinsieh hauptsachlichn der Basizitat sowie
einer Komplexierung durch das MetallioBs wurde eine Vielzahl an natirlichen Mineralien
verschiedener Klassen auf ihre Aktivitat hin untersucht. Dabei wurde die Auswahl der
getesteten Mineralien in Anlehnung an das Mineralieninventar, welches nach imeutige
Kenntnisstand wahrscheinlich bereits kiadaikumauf der Erde vorhanden war oder durch
Meteoriten eingetragen wurde, durchgefitftt. GlycolaldehydDimer wurde mit den
Mineralien (20mol% bezogen auf das Monem in einer Schwingmuhle bei 3 fir 90min
gemahlen und somit zur Reaktion gebragtiihjldung5-13).

O. _OH . O OH O OH OH
0 20 mol% Mineral | +
2 - . OH OH
(_on g —
HO o chwingmuihle OH OH OH
30 Hz, 90 min
Glycolaldehyd- Glycolaldehyd Tetrosen Hexosen

Dimer

Abbildung 5-13: Mineralienkatalysierte, mechanochemische Aldolreaktion zum Aufbau von Tebsen und Hexosen.

Der hochste Umsatz wurde wie erwartet bei Portlandit beobachtet. Das aus Calciumhydroxid
bestehende Mineral zegtwar eineleicht geringere Aktivitat als synthetisches, hochreines
Calciumhydroxid, diese Unterschiede sind jedoch in der geringeren Reinheit zu begriinden. Die
nachsthochste Aktivitaten wurden fur die Silikate Talk und Montmorillonit sowie das
Hydroxid Brucit unddas Phosphat Apatit gefunden. Wésiteren sind Vertreter der Carbonate,
Zeolithe, Glimmer, Schichtsilikate, Phosphide, Olivine und auch vulkanisches Basaltglas
katalytisch aktiv Abbildung 5-14). Von den getesteten Mineralien wurde nur beim Borat
Colemanit sowie beim Sulfat Anhydrit kein Umsatz beobachtat. Vergleich einiger
Mineralienzeige sich auch der hohe Einfluss der Metallionen. So verdapgieh der Umsatz
innerhalb der Glimmer von Muskovit zum sehr ahnlichen Fuchsit, welches sich nur durch den
Einbau von Chromionen unterscheidet. Eine hohe Abweickargei den Tonmineralien,

dem Montmorillonit zu beobachten. Zwei verschiedene Proben dieses Minerals aus
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verschiedenen Quellenwelche sich im Calcium Magnesium und Natriussehalt
unterscheidersorgten fur einen Umsatzunterschied von 20%.

Colemanit Glycolaldehyd
Portlandit Anhydrit I Erythrulose
Talk i Quarz [E Threose

I Erythrose

. Diaspor |[ ]Hexosen

\

10%

Montmorillonit 2

1%

o

Brucit Muskovit

Apatit Fuchsit
Calcit dl‘\‘ Clinoptilolit 1
Montmorillonit 1 Clinoptilolit 2
Analcim Peridot

Magnesit Basalt
Chabasit  Schreibersit

Abbildung 5-14: Produktverteilung in Abhangigkeit der Mineralien von der mechanochemischen Aldolreaktion
ausgehend von GlycolaldehydAbbildung angelehnt an und Gibersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp,
Mineral -mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial geochemical settirggmmun. Chem.
202Q 3, 140 https://doi.org/10.1038/s420040€20-00387w.1212l Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0
International License CC BY.

Neben dem Umsatz sind auch die Selektivitaten innerhalb der Produktverteilung zu beachten.
Sowareninnerhalb der Tetrosen zwar generell die Aldosen das Hauptprodukt, das Verhaltnis
der Aldotetrosen zufetaetroseErythrulosewar aber sehr breit gestreut von 5 (Basaltglas) bis

hin zu 53 (ChabasitNicht nur das Gleichgewicht der Isomerisierung zwischen Aldose und
Ketose, sondernugh dasvorwiegend gebildete Diastereomer der Aldotetrosen konnte durch
den Katalysatobeeinflusst werden. So war désrhaltnis der zwei Aldotetrosen untereinander
Erythrose/Threose nicht einheitlich. Hag im Bereich von 0.71 (Brucit) bis 1.23
(Montmorillonit 1) und so unterséd sich je nach Mineral, welches ddrastereomeren

TetroserdasbevorzugteHauptprodukivar.

Nicht bei allen katalytisclaktiven Mineralien wurden zusatzlich auch Hexosen gebitet.
konnten bei Quarz und Diaspor zwar Tetrosen, aber keine Hexosen detektiert \iz@mden.
insgesamt hoherer Umsatz korrelierte auadhindurchgangig mit einem hdheren Anteil an
Hexosen gegenuber den Tetrodgei den Glimmern Muskovit und Fuchsiarentrotz eines
hoheren Umsatzes zu Tetrosen nur SpuaerHexosen zu beobachtemohingegenbei
Magnesit zwaein niedrigerer Umsatz im Vgleich zu den Glimmern beobachtet wurde, aber

etwa zehnmal so viele Hexosddamit lag bei den Carbonaten das Produkiénis von
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Tetrosen/Hexosebei etwa 9 Noch starkem Richtungder Hexosen verschobevrar dies bei
Portlandit mit 3.5allerdings auch insgesamt mit hohem Umsatz

Insgesamt eignet sich eine Vielzahl an Mineralien verschiedener Klassen und Strukturen als
Katalysator fur den Zuckeraufbau. NdasBorat Colemanitund das Sulfat Anhydrit waren

unter den getesteten Bedingunganht katalytisch aktiv. Die Umsatze, Produktverteilungen
und die Selektivitaten innerhalb der Produkte konnen durch die Wahl des Minerals beeinflusst
werden, ein Umsatz zu Tetrosen (und Hexosen)dimdnterdriickung der Nebreaktionen
erfolgte jedoctdurchgéngiglm Vergleich zu den Zeitspannen im Kontext des Ursprungs des
Lebens wurde dabei innerhalb kurzer Reaktionszeiten fir die Feststoffreaktion bereits eine

Anreicherung der Zucker beobachtet.

5.2.2 Mechanochemische Formosesktion

Der Einsatz von Formaldehyd fiir mechanochemische Reaktionen ist aufgrund des gasformigen
Aggregatzustands bei Raumtemperatur erschw@ese finden in der Mechanochemie
Anwendung, erfordern jedoch einen speziellen apparaufwand Die wassrige Bsung
Formalin kann aufgrund der hohen Flussigkeitsmengen nicht eingesetzt viddedegolymeren
Formen Trioxan sowie Paraformaldehyd werden bei den niedrigen Temperaturen in der

Kugelmiihle nicht depolymerisi€ft?

Abbildung 5-15: Getestete Derivate von Formaldehyd: Dimethoxymethan (DMM) und Hydroxymethylsulfonat (HMS).

Daher wurden Derivate von Formaldehyd in den mechanochemistbaktionen getestet
(Abbildung5-15). Dimethoxymethan (DMM), das Dimethylacetis Formaldehyds, ist zwar
flissig, da es aber unverdiinnt und nicht in Losung eingegetden kann, sind die bendtigten
Flissigkeitsmengen fur eine Durchfihrung in der Kugelmuihle akzeptabeM DMrde
zusammen mit Calciumhydroxid als Katalysatonter gleichen Bedingungen wie die
Mineralienversuche zuvaermahlen, dabei konnte keine Reaktbeobachtet werden. Da dies
auch an der mangelnden Reaktivitat in der Umpolung liegen kann, wurde in einem weiteren
Versuch Glycolaldehyd zugegeben, um das Aldolnetzwerk zugénglich zu machen. Hierbei
wurde nurdie Reaktiondes Gycolaldehyds zu TetrosemduHexosen beobachtet, jedoch kein
Einbaudes DMM. Ein weiteres Derivat von Formaldehyd ist Hydroxymethylsulfonat (HMS)
(Abbildung 5-16). Dies steht in wassriger Losumm Gleichgewicht mit Formaldehyd und

wurde bereits als prabiotisches Reservoir fiir Formaldehyd disKtftieit?’So ist eine Bildung
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von HMS durch vulkanisches Schwefeldioxid aus Formaldehyd denkbar. In der
mechanochemischen Reaktion mit Calciumhydroxid konnte auch hier kein Umsatz beobachtet
werden. Wurde Glycolaldehyd zugegeben, entstanden jedoch nebeetdesei auckpuren

an Triosen, so dass ein Einbau des HMS mdglich ist. Der UmsatEIMS war jedoch sehr

geringund nicht quantifizierbar

20 mol% Ca(OH)

SO
\\ ONa
* J: j/ Schwingmiihle \/K/OH * \/\OH

30 Hz, 90 min OH OH

HMS Glycolaldehyd- Tetrosen Triosen
Dimer

Abbildung 5-16: Einbau von Hydroxymethylsulfonat (HMS) im mechanochemischen Aldolnetzwerk.

EinezusatzlicheMoglichkeit Formaldehyd fur die mechanochemischen Reaktionen zuganglich
zu machen, besteht darin, es auf einem Tragermateriatizorbieren. Aufgrund der hohen
Kapazitat wurde als Tragermaterial zunéchst synthetisches Molsid) (rwendet.
Trockenes Paraformaldehyd wurdar Depolymerisatiorunter Stickstoffstrom auf 150°C
erhitzt und das thermisch depolymerisierte Monomer ddeshausgeheizte Molsieb geleitet
und dort adsorbierAnhand der Gewichtsdiffererdes Tragermaterialonnte die Menge an
adsorbiertm Formaldehyd bestimmt werdenlm Anschluss wurde et adsorbierte
Formaldehyd mit Calciumhydroxid und Glycolaldehyd im Bé&anetenkugelmuihle vermahlen
(Abbildung 5-17). Dabei wurde mithilfe von Begasungsdeckeln unter Stickastoibsphére
gearbeitet, um eine explosiMischungaus Formaldeyd/Luft zu verhindern.

N o 0 20 mol(‘?/AéDa(OH) o| oH
H{O\qu LIV R | 20 mol% Ca(OH), H/K/R
n 150°C  H" Hg) Moisieb H Higs)  Planetenminhle
400 rpm, 90 min OH

Triosen - Heptosen

Abbildung 5-17: Einsatz von adsorbiertem Formaldehyd in der mechanochemischen Synthese von Triosen bis
Heptosen.

Entstanden bei der mechanochemischen Reaktion ausgehend von Glycolaldehyd, welches zwei
Kohlenstoffatome beinhaltet, nur die Tetrosen und Hexosen, also die Monosaccharide mit
geradzahliger Kohlenstoffanzahl, so wurden kasatzlichemEinsatz von adsorbigem
FormaldehydauchTriosen, Pentosen und Heptosen gebildet, was fir einen Einbau des C1
Bausteins sprichtAbbildung 5-18). Wurde wiederum nur Formaldehyd ohne Glytdéhyd
eingesetzt, war kein Umsatz zu beobachten. Die Umpolung findet unter diesen

mechanochemischen Bedingungen folglich nicht statt.
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Abbildung 5-18 Produktverteilung der mechanochemischen Reaktiorkatalysiert durch Calciumhydroxid mit und
ohne adsorbierten Formaldehyd. Abbildung angelehnt anS.Lamour, S.Pallmann, M. Haas,O. Trapp, Prebiotic Sugar
Formation Under Nonaqueous Conditions and Mechanochemical Acceleration.Life 2019 9, 52
https://doi.org/10.3390/1ife90200525 Copyright durch die Creative Commans Attribution 4.0 License CC BY 4.0.

Die Verwendung voradsorbiertenfFormaldehyd fir mechanochemische Reaktionen ist auch
im prabiotischen Kontexplausibel.Vielféaltige Quellen fir Formaldehydind auf derfriihen

Erde bekannt unduchdie Adsorption auMineralien wurde als prabiotisches Reservoir fir
Formaldehyd diskutie$>?! Um ein realistischeres Szenario firr dighe Erde zu erreichen,
wurde daher &rmaldehyd auf verschiedenen Mineralien anstelle von synthetischem Molsieb
adsorbiert. So wurden Schichtsilikate und Zeolithe aufgrund ihrer Adsorptionsfahigkeit
zwischen den Schichten bzw. in den Poren und Kanalen der Mineraliensaukgewahlt.
Analog zur Methode fir synthetisches Molsieb konnte so Formaldehyd auf Fuchsit
(1.1Gew:%), Montmorillonit (3.1Gew:-%), Analcim (2.5Gew-%), Clinoptilolit
(8.6Gew:-% & 9.7 Gew:-%) und Chabsit (10.8 Gew-%) adsorbiert werden.

Beim Einsatz deadsorbierten Formaldehyds in der mechanochemischen Zuckersynthese mit
Zusatz von Glycolaldehyd konnten fur alle Mineralien Triosen bis Heptosen aufgebaut werden
(Abbildung 5-19). Der hochste Umsatz trat bei Analcim und Fuchsit 8afwurde einerseits

der adsorbierte Formaldehyd in die Produkte eingebaut, andererseits konnte das mineralische
Tragermaterial die Reaktion selbst katalysieren und es kesr Zusatz eines weiten
Katalysators notwendig. Die Zugabe von Calciumhydroxid flhrte zwar zur Steigerung des
Umsatzes, es wurden jedoch auch mehr Nebenproduktéethanol, Glycolsaure, Glycerin,
Milchsaure und Apiose detektieft’gl. Abbildung 2-9). Insgesamt wurden jedoch geringe
Mengen an Nebenprodukten beobachtet.
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Analcim Glycolaldehyd
100%; [ ]Glyceraldehyd
- [ ] Dihydroxyaceton
I Erythrose
- [ Threose

. Clinoptilolit2 |l Erythrulose
B Ribose
[ ] Pentosen
Hexosen

Il Heptosen

Fuchsit

Montmorillonit 1 - Clinoptilolit 1
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Abbildung 5-19: Produktverteilung der mechanochemischen Reaktion vonGlycolaldehyd und auf Mineralien
adsorbiertem Formaldehyd Abbildung angelehnt an und ibersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp,
Mineral -mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial geoamécal setting, Commun. Chem.

202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s420040€20-00387w.1?12 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0
International License CC BY.

Der Einbau von Formaldehyid Zucker in der mineralienkatalysierten, mechanochemischen
Reaktion ist somit im prabiotischen Kontext auch plausibel. Formaldehyd aus der Gasphase
kann auf Mineralien adsorbieren oderauSchwefeldioxid als HMS gespeichert werden und

im Anschluss bei Vorhandensein von Glycolaldehyd zu Monosacchariden reagieren.

5.2.3 Umpolung von Formaldehyd

Bisher konnte zwar ein Einbau von Formaldekygich Reaktion miGlycolaldehyd erreicht
werden, der ete Schritt im Formos&letzwerk, die Umpolung und Dimerisierung von
Formaldehyd wurde jedoch nicht erreicht. Um démerisierungzu emdglichen sind
verschiedene Alternativen in der Literatur bekannt (siehe Kapile. Eine enolisierbare
Carbonylverbindung ebenso wie verschiedene Thiazoliumsalze wurden als
Umpolungskatalysator getesteAbpildung 5-20). Auf Molsieb adsorbierte Formaldehyd
wurde zusammen mit dem Katalysator unter Zusatz von Calciumhydroxid als Base in der

Planetenmuhle vermahlen.

° OH S S S
5\ @EN/Z r (:[N/>+ Br [N/>+ Br
\ - .

Hydroxy- 3-Methylbenzo- 3-Ethylbenzo-  3-Ethylthiazolium-
acetophenon thiazoliumiodid  thiazoliumbromid bromid

Abbildung 5-20: Getestete Umpolungskatalysatoren fiir die Formoseaktion.
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Fur Hydroxyacetophenon, -Bthylbenzothiazoliumbromid und -Bthylthiazoliumbromdl
konnten dabei Spuren vofriosen und Tetrosedetektiert werdenAbbildung 5-21). Die

Mengen an Monosacchariden waren dabei sehr gering, so dass die extrahierten

lonenchromatogrammezur Identifizierung herangezogenwurden. Eine Umpolung ist

demzufolge auch mechanochemisch moglich.
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Abbildung 5-21: Extrahierte lonenchromatogramme der EtOx-TMS-derivatisierten Produktmischungen der
mechanochemischen Umpolungsreaktiod/B: mit Hydroxyacetophenon, C/D mit 3-Ethylthiazoliumbromid. A/C:
Triosen, B/D: Tetrosen.Abbildung angelehnt an und Ubersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp,
Mineral -mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial geoemical setting, Commun. Chem.
202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s42004920-00387w.1212 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0
International License CC BY.

Der Mechanismubei Verwendungles Hydroxyacetophenons beruht auf Aldolreaktioben,
denenzunachst hauptsachliatas Aldolprodikt des Katalysators mit Formaldehgeébildet
wird. Nach einer weiteren Aldolreaktion mit Formaldehyd und anschliel3ender
Retroaldolreaktion kann Glycolaldehyd abgespalten werdéRairoaldolreaktionen finden
mechanochemiscjedochnur geringflgig stattwodurch die Ausbeute an Zuckern hier sehr
niedrig ist. Zusatzlich wurden viele unidentifizierte Nebenprodukte beobacime.
Thiazoliumsalze hingegen werden von der Base deprotoniert und greifemudkdienphil
Formaldehyd an. Nach weiterer Formaldetiatition und Verlangerung der Kohlenstoffkette
kann dann der Zucker wieder abgespalten weFdémMatsumotoet al. beobachteten fiir die

Reaktion in Wasserun eine geringe Abhangigkeit der Reaktivitat von dem Gegenion der
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Thiazoliumsalze, fur den Methglubstituierten Katalysator allerdings einen geringeren
Umsatz?!" 3-Methylbenzothiazoliumiodid zeigte im Gegensatz zu den Ethigbtituierten
Salzen in den mechanochemischen Reaktioner keitivitat fur die Umpolung. Eine Ursache
dafir konnte die unterschiedliche Nukleophilie des Katalysators in Abhangigkeit des

Substituenten am Stickstoff sein.

Um die photochemische Aktivierung von Formaldehyd in Kombination mit der
mechanochemischen Rei@n zu testen, wurde eine Vibrationskugelmuhle 8tghlbecher
und Plexiglasdeckel verwenddétuf Molsieb adsorbierteFormaldehyd wurde eingesetzt und
parallel zur Mahlung mit einer Quecksilberdampflampe durch den Deckel beliDateti
wurde die Realnszeit aufgrund von der Erwarmung der Apparatur amtbegrenzt. Ohne
Zugabe von Calciumhydroxid wurder eine Zersetzung zu KohlenstoffdiokidobachteBei

der Reaktion nt Calciumhydroxid wurdenach EtOx-TMS-Derivatisierung und G®AS-
Analyse ein Produkt detektiertwelches mit keiner degemessenerReferenzsubstanzen
Ubereinstimmt. Die Retentionszeit von ret=7.9min lag zwischen derjenigen von
GlycolaldehydGlycolsaureund denen der Triosemies spricht fur ein kleines Molekul mit
geringer Kdlenstoffanzahl Das Massenspektrum zesgimit m/z=73 und 147 die
charakteristischen Signale silylierter Speziabl{ldung 5-22), was fir dasvorhandensein
einer Hydroxyt oder Carbonsauregruppe spridbas entstandene Produkt konnte jedoch nicht
eindeutig identifiziert werdenAufRerdem wurderdurch underivatisierte G&CD-Analyse
sowohl die Zersetzung zu Kohlenstoffdioxid als auch die BilddeigCannizzard’rodukte

Methanol und Ameisensaure beobachtet.
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Abbildung 5-220 Massenspektrum des EtOXTMS-derivatisierten Produkts (tret=7.9min) der photo-
mechanochemischen Reaktion von Formaldehyd uhCalciumhydroxid.
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Die photochemische Aktivierung bildet folglich keine Option fir die mechanochemische
Formosereaktion. Anstelle von Zuckern wurden nur Zersetzubgw. ungewinschte
Nebenprodukte erhaltezine Umpolung kann mechanochemisch jedoch imngem Mal3e
erfolgen mit geeigneten Katalysatoren wie den Thiazoliumsalzen, moglichen Vorlaufern des
Vitamins B. Thiamin, welches in modernem Metabolismus von Zuckerderivaten eine Rolle
spielt.

5.2.4 Stabilitat der Zucker unter mechanochemischen Bedingungen

Einer der Hauptkritikpunkte deFormosereaktionist neben der fehlenden Selektivitat die

geringe Stabilitat der Produkte unter den wassrigen, basischen Bedingungen. Die Zersetzung

der Zucker fuhrt bei langeren Reaktionszeiten zur Bildung eines dunklen, umdslic

Gemisches, welches polymere Strukturen enthélt (siehe Kapité).

A 074 = B 0.7 4
. e ‘\_‘\\-—I/_/‘
0.6 4 i 0.6
% ] \\ % 054
£ E
E a4 Eoa4]
© @
2 2
E 0.3 4 E 0.3 4
5 5
in 0.2 4 in 0.24
0.1 4 0.1
I —
0.0 - 0.0 4
L) L] L L) L] L] L] L) L] L) L]
0 1 2 3 4 5 0 1 2 4 5
Zeit [h] Zeit [h]
D
0.8 - . OH OH O OH OH
T O 60 mol% Ca(OH |
07 — HO : P v Ca(OH)2 OH
OH H Schwingmihle H H
0.6 - 30 Hz, 90 min
TEJ D-Glucose Aldohexosen
£ 0.5+
=% +
$04 4 Psicose
5 —— Fructose OH OH OH
% 0.3 4 «— Mannose OH
& —— Glucose
0.2 - H
’ and. Hexosen
014 —— Ara, Xyl, Lyx Ketohexosen
—— Rbu, Xlu
0.0 4 —— Ribose
and. Pentosen

Zeit [h]

Abbildung 5-23: Untersuchung der Stabilitat der Monosaccharide unter Mahlbedingungen (D). Kinetische Verlaufe
der Isomerisierungen zu anderen Hexosen bzw. Pentosen von A: Glucose, B: Fructose und C: Ribose.

Zur Untersuchung der Stabilité@ler Produkte unter den Mahlbedingungen wurden jeweils
Glucose, Fructose und Ribose mit801% Calciumhydroxid (20nol% bezogen auf GA)
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gemahlen und der zeitliche Verlauf der Produkte beobacdhibdtil(lung 5-23). Dabei wurde

nur eine Isomerisierung zu anderen Hexosen bzw. Pentosen beobachtet, jedoch keine
Zersetzung. Fructose zeigte am wenigsten Isomerisierung, Glucose isomerisierte vor allem zu
Fructose Ribose wurde st zu den Ketopentosen und im Anschluss auch zu den anderen
Aldopentosen umgewandelt. Jedoch stehen die verschiedenen Isomere miteinander im
Gleichgewicht und es wurdeinnerhalb der untersuchten Reaktionszeit voh Keine
deutlicherRetroaldolreaktioanoder andere Zersetzungsreaktionen beobaedéiingegen in

der wassrigen Formosereaktion bereits nach einigen Minuten Zersetzung eintritt

5.2.5 Einfluss der Umgebung
Da die Zusammensetzung und der Oxidationszustand der Atmosphé&re der Frihen Erde noch
diskutiet werden und es keinen Konsens dartber gibt, wurde die Robustheit des

mechanochemischen Systems gegenuber verschiedenen Gasphasen getestet.

Die Reaktion von Glycolaldehyd mit Calciumhydroxwdurde in der Planetenmuihle mit
Begasungsdeckehusgestattetedahlbecherrunter Stickstoff, Luft, Kohlenstoffdioxid sowie
Methan untersucht. Dabei wurde innerhalb der Fehlergrenzen keine Abweichung der

Produktzusammensetzung fur Stickstoff, Luft und Methan gefu(lanldung 5-24).
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Abbildung 5-24: Produktverteilung in Abhangigkeit der Atmosphéare von der mechanochemischen Aldolreaktion
ausgehend von Glycolaldehyd und Calciumhydroxid Abbildung angelehnt an und tbersetzt nach M. Haas, S. Lamour,
S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydratesynthesis by mechanical forces in a primordial geochemical
setting, Commun. Chem202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s420090€20-00387w./212 Copyright durch die Creative
Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Dies steht im Gegensatz zur wassrigen Formosereaktion, fir digegingere Produktbildung

und ein erhodhter Anteil an (Cannizzatdg¢benprodukten bei Vorhandensein von Sauerstoff

beschrieben wurdé>®! Unter diesen Bedingungen entstehen mechanochemisch neben den



98 Mechanochemische Zuckersynthese

Tetrosen und Hexosen auch Octosen sowie durch geringe Mengen an Retroaldolreaktionen
Spuren an Triosenyelche zu Heptosen weiterreagier€ir die Kohlenstoffdioxi€Gasphase

war der Umsatz jedochiedrigerals fur die anderen Gase. Dies ist mit germinderten
Basizitat und der Bildung von Calciumcarbonat zurtieden. Die Reaktion lieferte zwar
geringereMengen der Zucker, jedoch weiterlgalektivdie Monosaccharide und keine neuen
Nebenprodukte.Es kdnnen also unabhangig von der Atmospharenzusammensetzung
Monosaccharide mechanochemisch aufgebaut werden. Der negative Einfluss von Sauerstoff
bei der wassgen Formosereaktion wurde nicht fir die mechanochemische Variante

beobachtet. Bei hohen Anteilen von Kohlenstoffdioxid ist die Synthese jedoch verlangsamt.

Um die Temperaturbelastbarkeit zu testen, wurde die Reaktiegehend von Glycolaldehyd

und Calciumhydroxid zusatzlich unter Kiahlung mit flissigem Stickstoff durchgefiihrt. Dazu
wurde nach einer Vorkihlzeit von bin die Mahlung jeweils nach Iin bei 30Hz durch

5 min intensive Kihlpausen unterbrochen, um die niedrige Temperatur zu gewahrleten.

der geringen Reaktionstemperatur wurden Tetrosen und sogar Spuren von Hexosen gebildet.
Somit ist der mechanochemische Zuckeraufbau auch bei sehr niedrigen Temperaturen
durchfihrbar uncheben Szenarien fur die frihe Erde auch eine Bildumgr extremem

Bedingungenwie z.B. Meteoriten denkbar.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegendemissertation wurden wasserfreie, prabiotische Synthesen von Zuckern und
Peptiden in komplexen Reaktionsnetzwerken untersucht. Dabei wurde das Ziel verfolgt,
Reaktionspfade zermdoglichen welche unter wassrigen Bedingungen problematisch sind,

sowie alternive Szenarien zum Ursprung des Lebens zu diskutieren.

Im ersten Themengebiet wurde die kupferkatalysierte Peptidbildung in flissigem
Schwefeldioxid betrachtetAnhand von Mischungen der proteinogenen Aminosauren und
einzelner Di und Tripeptide wurden iainem ersten Schritt Analysemethoden firK28& und
HPLC-MS untersucht. Durch die Verwendung von beschichteten Kapillaren fur
elektrophoretische Messungen konnten Pegagillar-Wechselwirkungen unterbunden und
damit die Verbreiterung der Signale und \&sthung deAnalyseegebnisse durch Adsorption
verhindert werdenDie Beschichtung aus linearem Polyacrylamid lieferte die gewlnschte
Trennung und StabilitaEine erfolgreiche Kopplung mit OrbitrddS mit gezielten M%
Experimenten zur Strukturaufklarungurde realisiert Zusatzlich wurden verschiedene
Trennmodi und stationare Phasen fur die HPLC getestet und mit HillelBodendie besten
Trennungen fur die Aminosauren und Dipeptide erhalten. Eine Kopplung miMI®nd die
Untersuchung der Fragmentiegurkonnte ebenfalls zur Strukturaufklarung hinzugezogen
werden. &r Vorteil derhdohere Stabilitdt der Kopplung im Vergleich zur €S wurde
jedoch durch die extrem variierende Sensitivitdt gegeniber den verschiedenen Aminoséauren
negiert, so dass im Folgesm fur die Reaktionsuntersuchung vor allem@& mit der LPA

beschichteten Kapillare verwendet wurde.

Schwefeldioxid aus vulkanischen Emissionen kann schon unter milden Bedingungen
verflissigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass es sich durdmygleskopischen
Eigenschaftereignet,um konzentrierte Salzlésungen der salzinduzierten Peptidbildung zu
ersetzen und dass mit Kupfidysalzen in Schwefeldioxid aus Aminosauren kurze Peptide
gebildet werden kdnneus Alanin und Glycin konnten so mit Kupfej@hlorid in 1- 21d

Di- bis Tetrapeptide gebildet werden. Die Kondensation konnte dabei mit Harnstoff unterstitzt
werden. Im Vergleich zur wassrigen, salzinduzierten Reakigindie Peptidbildung in
Schwefeldioxid bei geringeren Temperaturen und nmetdmngeren Konzentrationeab Des
Weiteren konnten aus Alanin im Gegensatz zur wassrigen Reaktion cduneh Zusatz
katalytischerAminosauren Peptide aufgebaut werdéne Anwendungder Reaktionauf
Mischungen der kanonischen Aminosauren lieferte DipeplideAminosauren. Mithilfe von
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MS?-Messungen und Fragmentierungsmustern konnten die Strukturen bestatigt sowie die
Sequenzen aufgeklart werdén Mischungenwurden manchédminosaurerpraferiert in die
Peptide eingebawtowie Sequenzen bevorzugpeobachtetDies konnte teilweise durch die
Zusammensetzung der Reaktionsmischung beeinflusst wertigresamt wurden mit den
unpolaren Aminosauren mehr Peptide gebildet als mit den polaren, neutralen Aminoséuren und
mit den basischen Aminosauren mehrtiRigpals mit den sauren Aminosauréme Ursachen

fur die Selektivitaterkbnnen sowohl in der Loéslichkeit in Schwefeldioxid als auctder
Elektrophilie/Nuleophilie der Verbindungen liegen. Weitegtersuchungesind notwendig,

um ein tieferes, mechansthes Verstandnis zu erlangéfit Cystein wurde eine Oxidation zu
Cystin und die Bildung von CystiReptidenfestgestellt, welche durch ihre Disulfidbriicken

zum Strukturaufbau beitragen konnésebenprodukte wie die zyklischen Diketopiperazine
wurden nidt beobachtetim Vergleich zu vermutlich konservierten, alten Peptidmotiven
wurden hohe Ubereinstimmueiy der Sequenzen erhalten. Dabei wurden nur die sauren
Aminosauren signifikant weniger eingebaiit der Metallsalzkatalysierten Variante in
Schwefeldoxid konnte so eine alternative Route zur Peptidkondensation fur ein vulkannahes
Szenario der Friihen Erde erhalten werden. Durch die milderen Bedingungen und méglichen

geringen Konzentrationen hebt sich dieses von den wéssrigerR8HkEonen ab.

Im zwdten Teil wurde die mechanochemische Zuckerbildung untersucht. digmzu
erwartenden Produktgemische der Monosaccharide detailliert analysieren zu kdnnen, wurden
zundchst gas und flussigchromatografische  Methoden entwickelt.  Flichtige
Reaktionsprodukte wi Methanol und Ameisensédure konnten nativ gaschromatografisch
getrennt undmit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor analysiert werden. Fur die Zucker selbst
waren jedoch Derivatisierungsschritte notwendigFur die HPLC konnte mit der
Hyrazonbildung die zuveiksigste Umsetzung erreicht werden und neben den Zuckern auch
Formaldehyd detektiert werden. Eine Trennuagch innerhalb derselben Kohlenstoff
kettenlangekonnte hingegenmit gaschromatografischen Methoderhaten werden. Ein
zweistufigesvorgehen war nisvendig, um dientramolekulare Ringbildung zu verhindern und
damit die Anzahl an Signalenpro Zucker zu reduzieren. Mit der Oximierung und
Trimethylsilylierung konnte eine umfangreiche Trennung von Glycolaldehyd bis hin zu
Heptosen erzielt werderDurch den Vergleich verschiedesubstituierterOxime konnte
aulRerdenzur Aufklarung von Nebenprodukten beigetragen werden. Eine noch vollstandigere
Trennung der Aldosen wurde mit der Oximierung und Trifluoracetylierung erhalten. Fur beide

Methoden wurde durch Refenzsubstanzen die Grundlage zur eindeutigen Identifikation
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maoglicher Formos@roduktesowie Nebenprodukte gelegt und durch die Verwendung eines
internen Standards und lineakgchgeraden die Quantifizierung ermaoglicht.

Mechanische Energiequellen waremen auf deFriihen Erde vorhanden, wieispielsweise
Meteoriteneinschlage oder geologische ProzdssenterTektonik, Erosionund Diagenese.

Durch diesewurde die Aktivierungsenergie fur Festphasenreaktionen bereitgedtéilit.
katalytisch@ Mineralien konnte mechanochemisch eine Zuckerbildung ausgehend von
Glycolaldehyd und Formaldehyd entsprechend des Foridesaverks gezeigt werden. Eine
Vielzahl an Minerden verschiedener Klassen, der Hydroxide, Phosphate, Phosphide,
Carbonate, Silicate, Glimmer und Zeolithe zeigte katalytische Eigenschaften. Die Reaktivitét
und Selektivitat bezliglich Aldosen/Ketosen oder auch einzelner Diastereomere konnte durch
das Mineal und besonderdurchdie Zusammensetzung der Katiorgesteueriverden.Die
Adsorption von Formaldehyd auf Mineralien idenkbar alsein prébiotisch relevanter
Anreicherungsmechanismus und fighrbei Vorhandensein von Glycolaldehyd unter
mechanischem EBfluss zum Aufbau von ZuckerBie mechanochemische Dimerisierung von
Formaldehyd konnte durch den Einsatz von Thiazoliumsalzen als Umpolungskatalysatoren,
welche Vorlaufen des Vitamins B Thiamin entsprechen koten, in Spuren erreicht werden.

Die beobabtete niedrige Geschwindigkeit der Retroaldolreaktionkefert dabei einen
mdglichen Grundir die geringe Billungsmenge. Eine phetoechanochemische Aktivierung

von Formaldehy@rgabhingegerkeine Monosaccharidém Vergleich zur wassrigen Reaktion
wurde eine hohere Stabilitatler Produkteund starkere Selektivitat zur Bildung der
unverzweigten Aldosen und Ketosdreobachtet. Die Reaktion konnte unabhéngig der
Atmospharenzusammensetzumgd auch bei niedrigen Temperaturdurchgefihrt werden

Nur mit einer Kohlenstoffdioxicatmospharevermutlich aufgrund der geringeren Basizitat und
Bildung von Carbonatempahm die Reaktivitatleicht ab. Nebenprodukte wurden nur in
geringen Mengen beobachtet. Unter den Mahlbedingungen wurden Pentosen und Hexosen
isomerisert, aber nicht abgebaler mechanochemische Aufbau von Monosacchariden stellt
durch die \felzahl arkatalytischen Mineralierin plausibles prébiotisches Szenaria Bamrch

die Robustheit und digeringenNeben und Abbaureaktionen werden die Kritikgde des

wassrigen Formosletzwerks Uberwunden.

Insgesamt konnten in dieser Dissertation zwei prabiotische Szenarien beschrieben werden,
welche Alternativen zu den wassrigen Reaktionsbedingungen bieten und die Brdblem
Kondensationsreaktionen und Produktinstabilitdten in wassriger Losung Uberwinden. Dazu

konnten zunéachst analytische Verfahren zur Untersuchung komplexer Reaktionsmischungen
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weiterentwickelt werden. Des Weiterdkonnten Peptide gebildet sowie Monosauaie
aufgebaut werden und so mdgliche abiotische Synthesewege gefunden werden. Mit
Schwefeldioxid ald_6sungsmittelund der Mechanochemie didsungsmittelfreieVariante

wurden somit neue, plausible Mdglichkeiten flr prabiotische Reaktionen evaluiert.
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Abbildung 6-1: Graphische Zusammenfassung zur Untersuchungichtwassriger Reaktionsbedingungen im Kontext
des Ursprungs des LebensEntwicklung von Trennmethoden zur Analyse komplexer Monosaccharid- sowie
Aminosauren- & Peptidmischungen; Mineralienkatalysierte, mechanochemischEormosereaktion, Kupferkatalysierte
Peptidkupplung in flissigem SchwefeldioxidIndividuelle Darstellungen angelehnt an undiibersetzt nach M. Haas, S.
Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial
geochemical settingCommun. Clem.202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s42004920-0038 7w,212 Copyright durch die
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Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BYund nachM. Haas, S. Lamour, O. Trapp,Development
of an advanced derivatization protocol for the unambiguous identification of monosaccharides in complexxtures by
gas and liquid chromatography,J. Chromatogr. A2018,1568 160167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01%"
Copyright durch Elsevier B. V.
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/ EXxperimentaltell

7.1 Allgemeines

Im Rahmen der Forschungsprojekte wurden Teile dieser Arbeit in Zusammenarbeit
durchgefuhrt. Die Derivatisierung und Analytik von Monosacchariden wurde gemeinsam mit
Dr. Saskia Lamour erarbeit8t> 3471 Unter meiner Anleitung untersuchtelacob Lucin
Gorenflos Lopez und Leonie von Brunn im Rahmen von Forschungspraktika die Ox
Dervatisierung von Monosacchariden, sowie Sarah Babette Christ im Rahmen einer

Bachelorarbeit die mechanochemische Zuckersynthese

Das CEMS-Interface wirde von Prof. Dr. Oliver Trapg;abian Saueund Constanze Sydow
entwickelt undgetestet> Die Trennung der Peptidéa CE-MS wurde in Zusammenarbeit
mit Fabian Sauer entwickekKilip Jukic untersuchte ebenfalls unter Anleitung im Rahmen eines
Forschungspraktikums die Trennung der Peptide mittelssGkie HPLCMS.

7.1.1 Chemikalien und Losungsmittel

Falls nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien von kommerziellen Ank&tema
Aldrich, ABCR, Acros Organics, TCI Chemicals, Alfa Aesar, Carbosyiélzpgen und ohne
weitere Aufreinigung verwendelineralien wurden vorgeltene MineralielGunnar Farber
(Samswegen Mineralien- und Fossilienhandel DiplGeologe Alexander Spinn (lrigen)
oder Lukas Belohlavek (AK ScheDgpartment fur Geaund UmweltwissenschafteBektion
Mineralogie, Petrologie und Geochemie, LMU MincheraltenDie Zusammensetzung der
Mineralien wurde mittels Elementaranalyse oder REDX-Messungen bestatigtEine
Ubersicht Uber Bezugsquellen und Fubdw. Abbauort der verwendeten Mineralien findet
sich im AnhangTabelle8-4).

Losungsmittel fir chromatographische Zweckarden in HPLCgrade oder HPL@/S grade

verwendet. Wasser wurde mit einem VWRranity PU 155erét deionisiert.

Reaktionen in Schwefeldioxid wurden unter Ausschluss von Luft und Feuchtigkeit unter
Stickstoff und unter Verwendung von Stand&cthlenkTechniken durchgefiihrEs wurde
Schwefeldioxid N38 (99.98%) von Air Liquide Deutschland verwendet.
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7.1.2 Hochleistungsfliissigchromatographie

HPLC-Messungen wurden an Agilent Technologies 1290/1260 Infinity Geraten mitddaD
RID aufgenommen. GekoppelMassenspektren wurden mit einem Agilent Technologies 6120
Quadrupole LC/MSGerat mit ESIQuelle gemessedochauflésende Messungen wurden an
einem Agilent 1260 Infinty Il SF@HPLCHybrid-System gekoppelt mit einem 6550 iFurnel
Q-TOF MassenspektrometentnESI-Quelle durchgefihrtDabei wurde als interne Referenz
eine Mischung aus Purin, Ammoniumtrifluoroacetat whexakis(H, 1H, 3H-tetrafluore
propoxy)phosphazinii Acetonitril/Wasser (95:5) verwendetlle Gerate wurden mit einem
Autosampler betrieberHHPLC-Saulen wurden von Daicel Chiral Technologi&&acherey
Nagel ThermoFisher Scientifioder Merck Millipore erworben.

7.1.3 Gaschromatographie

Gaschromatographische Messungen wurden mit Thermo Trace GC Ultra mit FID und einem
Thermo Polaris Q oder Thermo QSMassenspektrometer mit -Bluelle aufgenommen.
Zusatzlich wurde em Thermo GC Trace 1310 mit FID und/armekitfahigkeitsdetektor
verwendetAlle Gerate wurden mit einem Autosampler betrielé&@.S&aulen wurden entweder
kommerziell erworben (Optima®S MachereyNagel, HR1/ HP-5MS, CR-Sil 5 CBAgilent
Technologies TraceGOLD TG225MS ThermoFisher Scientific) oder durch Belegung von
Quarzglaskapillarenb@re fused silica MicroQuartz Miinchen mit Polymeren anhand der
statischen Methode nach K. Grethalten2°°!

Hochauflésende Spektren wurden durch die massenspektrometrische Abteilungudigit Fak
Chemie der LMU Miinchen an einer Thermo Trace 1300 GC gekoppelt mit einem Thermo Q
Exactive Orbitrap Massenspektrometer auf einer OptirMS5Saule (Marchereiagel,
Duren) (30m x 0.25mm ID x 0.25um FT) gemessen.

7.1.4 Kapillarelektrophorese

Ein Agilent Technologies3D CE 1600 oder ai Agilent Technologiesr100 wurde fur
Kapillarelektrophorese verwendéirennungernwurden mitQuarzglaskapillarerfiD 50em,
OD 360em, MicroQuartz Minchen)oder beschichteten Kapillaren (Polyvinylalkohol Agilent
Technologies lineares Polyamid s.u.)verwendet. Detektion erfolgte mittels eines
Leitfahigkeitsdetekt@ (Detektorposition cal4.5cm vor dem Kapillarauslasg)der eine
Kopplung zu einemThermoScientific® @Exactive plusMassenspektrometer durch eine
spezialangefertigte SFQuelle Eine externe Spannung v82kV wurde an der Sprayspitze

der EStQuelle angelegtEine sheathFliissigkeit bestehend a@s5puL min? iso-Propanol/



Experimentalteil 107

WassetAmeisensaurg€s50:50 + 0.05%wurde durch eine Agilerit260 IsoPumpemit 1:100
Splitter zugefuhrt

7.1.5 Kugelmuhlen

Fur mechanochemische Reaktionen stanftdgende Kugelmuihlen zur VerfligungSoweit

nicht anders angegeben wurde elBehwingmihle mit optionaler Kihlung mit flissigem
Stickstoff, die CryoMill (RetscismbH, Haaiy, welche mit einem Adaptédtir bis zu vier SmL
EdelstahiMahlbechemit jeweils einer inm EdelstahKugel betrieben wurde, verwendEgtir
Reaktionen unter Schutzatmosphéare wurde die Planentenkugelmuihle Pulverisette 7 premium
line (Fritsch GmbH, IdaDbersein) mit zwei 20 mL EdelstaniMahlbechern ausgestattet mit
Swagelok Begasungsdeckeln und mit zehrmb® EdelstahKugeln verwendetFur die
Photomechanochemie wurde eine Vibrationskugelmuihle Pulveris@&etsth GmbH, Idar
Oberstein)nit einem Mahlbecher aus gehértetem Stahl und einemb@tahlkugel und einem

Plexiglasdeckel verwendet.

7.1.6 Elementaranalyse

Zur Elementaranalyse wurdelirch den Zentralen Analytikservice des Departments Chemie
der LMU Minchen, Frau Jaroslava Obel, tOES Messungen an einem Varian Vista RL Geréat
durchgefuhrt. Diemineralischen ®ben wurden dazu mittels HNMBICI, HNOz/HF oder

H>SOQw aufgeschlossen.

REM-EDX Messungen wurden von Christian Minke (AK SchrickU Mincher) auf einem
MessingTrager an einem FEI Helios G3 UC Gedatchgefuhrt. Dazu wurden die Proben mit
Graphit (10nm) beschichtet.

7.1.7 Kleingerate
Die Temperaturkontrolleler mechanochemischen Reakenwurde mit Hilfe des Infraret
Thermometers VOLTCRAFT IR 268S (ConradElectronic, Hirschaudlurchgefuhrt

Fur die Derivatisierung wurde als Vortexer der VWR lab daneevendet. Die Proben wurden
in einem HeizblockAccuBlock Digital Dry Bath (Labnelnternational Inc., Cary, USA)nd
mit der Schiittelplatte Stand#malog Shake(VWR International, Radnor, USA) erhitzt und

durchmischt

Die Zentrifuge EBA 20 (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen) wurde fir die

Zentrifugationder Probemnit Einsatzen fir Eppende@efale verwendet.
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7.2 Kupferkatalysierte Peptidbildung in SO>

7.2.1 Allgemeine Vorgehensweise

No/Vakuum

Olive zum Schlauchanschluss

Vorratsbehalter Reaktionsgefal

Abbildung 7-1: Aufbau und Schema der SwagelolDruckapparaturen zur Synthese in flissigem Schwefeldioxid.

Fir die Reaktionen in flissigem Schwefeldioxid wurden spezialangefertigte Swagelok
Druckapparaturen verwenddbdiese EdelstakV/orrichtungen entielten einen abgetrennten
Vorratsbehalter, sowie ein Reaktionsgefa? welche beide mit Reagenzglasern ausgestattet
waren Uber einen Hahmwar eine Verbindung zu Vakuum/Stickstoff moglich. Die Menge an
Schwefeldioxid wurde @ der Differenz des Leergewichts und des Gewichts mit gefulltem
Vorratsbehalter bestimmt und betrug3d.5mL. Die Reaktanden wurden einemReagenzglas
vorgelegt, in die Druckapparaturen eingebaut und das Reaktionsgefal wurde dreifach evakuiert
und mit Stickstoff gespult. Das Reaktionsgefal3 wurde mit Trockeneis gekihlt und das
Schwefeldioxid aus dem Vorratsbehélter durch Offnen des Hahns einkondeNsieit.
Ablaufen der Reaktionszeit wurde das Schwefeldioxid wieder in den Vorratshehélter
kondensiert ud das Reaktionsgefal3 dreifach evakuiedas Schwefeldioxid wurde flr bis zu

funf Reaktionen wiederverwend&as Reagenzglas wurde enthommen und die Proben bis zur
Analyse bet18°C gelagertDie Analyse der Produkte erfolgte mittels ®S und HPLGMS

nad Kupferentfernung. Dazu wurden die Proben in bidest. Wasser mit einer Konzentration von

1 mmol/L je Aminosaure gelost.

7.2.2 Peptidbildung aus Glycin und Alanin

NHZ H 0

0
0 CuCl, -
+ —_ = > N
S o 2 AR,
0O R

NH,

Glycin (90.1mg, 1.20mmol, 1.0Ag.), Alanin (106.9mg, 1.20mmol, 1.0Ag.) und
Kupfer(Il)chlorid (161.3mg, 1.20mmol, 1.0Aq.) wurden im Reagenzglas vorgelegt. Je nach
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Ansatz wurde zuséatzlich Harnstoff (72rg, 1.20mmol, 1.0Ag.) oder Natriumchlorid
(701mg, 120 mmol, 10Ag.) zugegeben.Nach dreifachemEvekuieren wurden 3mL
Schwefeldioxid einkondensiert und bei Raumtemperatur-2lk d gertihrt. Das Lésungsmittel

wurde entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

7.2.3 Herstellung der Aminosaurenmischungen
Die Aminosauren wurden in dquimolaren Mengen zusangegeben und durch eine Mahlung
in der Planetenkugelmuhle in 26L EdelstardMahlbechern mit zehn 1am EdelstahlKugeln

bei 400rpm fir 10min homogenisiert.

Gesamtmischung:L-Alanin (115.8mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Arginin (226.5mg, 1.3mmol,
1.0Aq.), L-Asparagin {71.8mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Asparaginsaurel{73.0mg, 1.3mmol,
1.0Aq.), L-Cystein (57.5mg, 1.3mmol, 1.0Ag.), L-Glutamin (L90.0mg, 1.3mmol, 1.0Aq.),
L-Glutaminsaure 191.3mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), Glycin ©7.6mg, 1.3mmol, 1.0Aq.),
L-Histidin (201.7mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Isoleucin (70.5mg, 1.3mmol, 1.0Aq.),
L-Leucin (L70.5mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Lysin (190.0mg, 1.3mmol, 1.0Ag.), L-Methionin
(194.0mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Phenylalanin Z14.7mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Prolin
(149.7mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Serin (L36.6mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Threonin (54.9mg,
1.3mmol, 1.0Aq.), L-Tryptophan 266.8mg, 1.3mmol, 1.0Aq.), L-Tyrosin @35.5mg,
1.3mmol, 1.0Aq.) und L-Valin (152.3mg, 1.3mmol, 1.0Aq.).

Unpolare Mischung: L-Alanin (267.3mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), Glycin (225.2mg, 3.0mmol,
1.0Aq.), L-Isoleucin (393.5ng, 3.0mmol, 1.0Ag.), L-Leucin (393.5mg, 3.thmol, 1.0Aq.),
L-Methionin (447.6mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Phenylalanin (495.6g, 3.0mmol, 1.0Aq.),
L-Proiin (345.4mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Tryptophan (615.7ng, 3.0mmol, 1.0Aq) und
L-Valin (351.4mg, 3.0mmol, 1.0Aq.).

Polare, neutrale Mschung L-Asparagin (528.5ng, 4.0mmol, 1.0Ag.), L-Cystein
(484.6mg, 4.0mmol, 1.0Aq.), L-Glutamin (584.6ng, 4.0mmol, 1.0Aq.), Glycin (300.3mg,
4.0mmol, 1.0Aq.), L-Serin (420.4ng, 4.0mmol, 1.0Ag.), L-Threonin (476.5ng, 4.0mmol,
1.0Aq.) und L-Tyrosin (724.8mg, 4.0mmol, 1.0Aq.).

Basische Mschung L-Arginin (1306.5mg, 7.5mmol, 1.0Aq.), L-Histidin (11637 mg,
7.5mmol, 1.0Aq.) und L-Lysin (1096.4mg, 7.5mmol, 1.0Aq.).

Saure Mischung L-Asparaginsaure (1663r8g, 12.5mmol, 1.0Ag.) und L-Glutaminsaure
(1839.1mg, 12.5mmol, 1.0Aq.).
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Prabiotische Mischung L-Alanin (267.3mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Asparaginséure
(399.3mg, 3mmol, 1.0Ag.) und L-Glutaminsaure (441#g, 3mmol, 1.0Aq.) Glycin
(225.2mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Isoleucin (393.5ng, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Leucin
(393.5mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Prolin (345.4mg, 3.0mmol, 1.0Aq.), L-Serin (315.3mg,
3.0mmol, 1.0Ag.), L-Threonin (357.4ng, 3.0mmol, 1.0Ag.) und L-Valin (351.4mg,
3.0mmol, 1.0Aq.).

7.2.4 Peptidbildung komplexer Mischungen

) CuCl,

Harnstoff Wy 9
R arnsto H N
W)ko'* RT.s0, R aJLOH
NH, 0O R

Die jeweilige Aminosaurenmischun¢.2mmol, 1.0Aq.), Harnstoff (60.dmg, 1.2mmol,
1.0Ag.) und Kupfer(Il)chlorid (1/n Ag.) wurden im Reagenzglas vorgelegt. Nach dreifachem
Evakuieren wurden 8L Schwefeldioxid einkondensiert und bei Raumtemperatur flioder

21d gerihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Fesistdfakuum getrocknet.
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7.3 Analyse der Peptidmischungen

7.3.1 Belegen der CEKapillaren

PVA: Die PolyvinylalkoholBeschichtung der Kapillaren erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Beldeet al?%* Es wurde eine Lésung aus 200 Glutaraldehyd (50 Gew.% in
H20) und 30QuL verdinnter Salzsdure (1:10 korgalzsaurkidest. Wasser) heegtellt und
durch einen Spritzenfilter (Celluloseacetat) filtrierDes Weiteren wurde 5@g
Polyvinylalkohol (MW 3100660000, 9899% hydrolysiertoder MW 8900698000, 99+%
hydrolysiery unter Erwarmen in 95QL bidest. Wasser gelost. 4pQ dieser Lésungvurden

mit 50 uL verdiinnter Salzsaure (1:1 konz. Salzsaure/bidest. Wasser) angesaedreniiatls
durch einen Spritzenfilter (Celluloseacetat) filtrieknschlieRend wurdeine unbeschichtete
barefused silicaKapillare (ID=0.05 mm, MicroQuartz,Minchen) unter Anlegen void bzw.

5 bar Stickstoffstronzuerst mit der Glutaraldehylddsung gespuilt, im Anschluss eine geringe
Menge der Polyvinylalkohelésung eingespult und dann im Stickstoffstrom die Lésung durch
die Kapillare gespilt und die Kapillare fid min getrocknet. Die Kapillare wurde im Ofen
eines Thermo Focus GC bei 40°Cnfin) mit 6°C/min bis 160°C (8) unter 25Pa Stickstoff

ausgeheizt.

LPA (automatisiert): Die PolyacrylamieBeschichtung der Kapillaren erfolgte in Anlehnung
an die Methode vo BeneiteCambraet al.’8”! Eine unbeschichteteare fused silicaKapillare
(ID =0.05 mm, MicroQuartz, Mincher) wurde in der Agilent 7100 CE Apparatwinter
Anlegen vonl bar Stickstoffstrom mehrfach gespult (1 min, Aceton; 2. 30min, 1 mol/L
NaOHagy, 3. 10min, 0.1mol/L HCl@gy 4. 10min, bidest. HO). AnschlieRend wurde zur
Vorbehandlung die Kapillare mit eing Loésung aus 0.6Vol.% o-Methacryloxy
propyltrimethoxysilan(a-MAPS) und 0.5Vol.% Essigséure in Dichlormethanmin gespult
und bei25°C 50 min stehen gelassen. AnschlieRend wurde erneut gg¢dpidlomin, MeOH,;
2.10 min, bidest. D). Die Polymerisationslosung bestand ausmf@mL Acrylamid,

1 mg/mL Ammoniumpersulfat (APS) und Ovbl.% N, N, NNjNNJ etramethylethylendiamin
(TEMED) in Dichlormethan. Diese wurdemin in die Kapillaregespiilt, anschlie3end bei
25°C 1 h stehen gelassen und mit bidest. Wasser fimihOgespilt. Die Kapillare wurde im
Ofen eines Thermo Focus GC bei 100°C untekP® Stickstoff ausgeheizt.

LPA (manuell): Die PolyacrylamieBeschichtung der Kapillaren er@iie in Anlehnung an die
Methode von Zhangt al.’?%®! Eine unbeschichteteare fused silicaKapillare (ID=0.05 mm,
MicroQuartz,Munchen wurde zunachst in einem Ofen eines Thermo Focus GC bei 200°C
unter 30kPa Stickstoff fur 10 ausgeheizt und anschlieRBemder Anlegen vob bar Stickstoff
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mehrfachgespdlt (1. 2, 0.1mol/L NaOHagy 2. 15min, bidest. HO; 3. 24h, 0.1mol/L
HCl(agy 4. 1h, bidest. HO; 5. 6h, N> Trocknen). Anschlie3end wurde zur Vorbehandlung eine
Lésung aus 20QL a-Methacryloxypropyltrimethoxysilaf-MAPS) in 200uL Methanol in

die Kapillare geflllt, die Enden der Kapillare mit Silikon verschlossehbei 45°CL6 h stehen
gelassen. AnschlielBend wurde erneut gespult f1.MeOH; 2. 1h, bidest. HO; 3. 1h, No
Trocknen). Zur Polymerisation wurd@20 mg Acrylamid in3 mL bidest. Wasser gelost und
12 yL einer L6sung von .ng Ammoniumpersulfat (APSh 100uL bidest. Wasser zugegeben.
Die Losung wurdenit einemVortexmischervermischt und im Stickstoffstrom Iflin entgast.
Die Kapillare wurde mit der Polymerisationslosung gefullt, die Enden mit Silikon verschlossen
und 30min bei 50°C erwarmt. Ansael3end wurde h mit bidest. Wasser gespult, und im
Stickstoffstrom getrocknet. Die Kapillare wurde im Ofgnes Thermo Focus Giaei 100°C
unter30 kPa Stickstoff ausgeheizt.

7.3.2 Herstellung der Analytik-Testmischung

Es wurden Stammlésungen der einzelnen Arsd@uren und Peptide in bidest. Wasser angesetzt
und bei 5°C aufbewahrt. Aus diesen wuetdsprechend abelle7-1 eine Testmischung in
bidest. Wasser zur Evaluation derenn und Analysemethode hergestellt und ebenfalls bei

5°C aufbewahrt und fiir bis zu vier Wochen verwendet.

Tabelle 7-1: Zusammensetzung der Testmischung einiger Aminoséauren und Peptide zur Evaluation d&renn- und
Analysemethoden.

Komponente Cstammlésung[MM] | Crestmischung[AM] Volumen [pL]
R 20 50 50

H 20 250 250

GA 20 50 50

AA 10 0.5 1

GGG 10 1 2

AGG 20 50 50

w 20 250 250
bidest. Wasser - - 19347

7.3.3 CE-Trennung der Aminoséuren und Peptide

Die CETrennung der Mischungen aus Aminosauren und Peptide erfolgte durch
Kapillarzonenelektrophorese (CZH)ie Detektion erfolgte mittels LeitfahigkeiEs wurden
verschiedene Kapillaren und Trennmethoden geté3iete wurden im Vorhinein mithilfe der

Peakmaster 5.3 Compl&oftwareberechnet und optimielt®!
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BFS: Einebare fused silic&apillare (L=80cm, ID =50 um) wurdezur Trennung bei 25°C
verwendetAls Hintergrundelektroly{BGE) wurde 2mol/L Essigsaure verwendet. Injektion
erfolgte mit 30mbar fur 10s. Zur Trennung wurden 3/ Spannung angeledRie Kapillare
wurde vor Beginn konditioniert mit bidestvasser % min), 0.1mol/L NaOHag) (5 min),
Wasser (5min) und BGE (5min). Zwischen den Messungen wurde mit BGHE(ia) gespuilt.

PVA: Eine mit Polyvinylalkohol beschichtet&apillare Agilent, L =77cm, ID=50pum)
wurde zur Trennung bei 25°C verwendeétls Hintergrundelektroly{BGE) wurde 1 mol/L
Essigsaure oddi50mmol/L Ameisersaure verwendet. Injektion erfolgte mit Bar fur 10s.
Zur Trennung wurden 3KV Spannungund 1630 mbar DruckangelegtDie Kapillare wurde
vor Beginn konditioniert mit bidesiWasser % min), 20 mmol/L HzPQyaq) (5 min), Wasser
(5 min) und BGE (Gmin). Zwischen den Messungen wurde mit BGH(&) gesplilt.

LPA: Einemit linearem Polyacrylamid beschicteétapillare (L=80cm, ID =50 um) wurde
zur Trennung bei 25°C verwendats Hintergrundelektroly{BGE) wurde 2mol/L Essigsaure
verwendet. Injektion erfolgte mit 3@bar fir 10s. Zur Trennung wurden 30/ Spannung
angelegund ein Druck vor80 mbar Die Kapillare wurde vor Beginn konditioniert mit bidest.
Wasser% min), 10 mmol/L H3PQugag) (5 min), Wasser (5nin) und BGE (5min). Zwischen den
Messungen wurde mit BGB (nin) gesplilt.

7.3.4 CE-MS Analyse der Aminosauren und Peptide

Fur die Kopplung zum Massenspektrometer wurde eine spezialangefertigteQEglle mit
EdelstahiSprayspitze (l=3.5cm, OD=1/16in, ID =0.5mm) verwendet. Eine externe
Spannung von 3.BV wurde an der Sprayspitze der HJlelle angelegtEine sheath
Flussigkeit bestehendus 0.5uL min iso-PropanoliWassetfAmeisensaur€50:50 + 0.05%)
wurde zugefuhrtMassenspektren wurde im positiven Modus bei einer Kapillarentemperatur
von 140°C, Stickstoff Sweep Gasidd einer Auflésung von 70 000 im Massenberewh/4 -

750 oder129i 750 gemessenEir MS-Messungen wurden Inklusionslisten der Peptide
verwendet mit einer Auflésung von 1300 gemesserund mit einer normalisierten
Kollisionsenergie vorNCE = 30% fragmentiertJe nach Kapillare, wurde die entsprechende
der oben beschiienen Methoden zur Elektrophorese verwendietkeine Kupferionen in das
Massenspektrometer einzubringen, wurde entweder die Kopplung erst nach der Retentionszeit
dieser hinzugeschaltet oder die Probe zuvor mit dem lonentauscher Amberlite IRC 748
behandel{7.3.9.
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7.3.5 Auswertung der CE-MS-Daten

Mit der Thermo Xcalibur Software 4wurdenmanuell die exakten Massen der Peptide mit
einer maximalen Abweichung md ppm extrahiert. Miteiner eindeutigen Signalforreiner
Intensitat von mindl x 1 (Spuren) bzw. 1 x faund den aufgenommenen RASpektren und

der Fragmentierung wurden dbeptideidentifiziert

7.3.6 Entfernung von Kupfer

Der lonentauscher Amberlite IRCA8 (RartikelgréRe 0.9.65mm, Nd Form) mit bidest.
Wasser gewaschen, min®l/L Salzsaure in die HForm Gberfiihrt und anschlieRend wieder
mit bidest. Wasser gewaschen bis ein neutraler pH erreicht wéntkveder 174ng
Aminosaurengesamtmischung und &g Kupfer(ll)chlorid-Dihydrat in 10mL bidest. Wasser
oder fur die Reaktionsmischunge@mL wassrige Probenldsung, die etwag CuChenthielt,
wurde mit30 mg des lonentauschers Uber Nacht gerihrt. Der lonentauscher wurdadiongh
neuen lonentauscher etst und erneut Gber Nacht geruhrt. Die Probe wurde filtriert und ggf.

zur Analyse mit bidest. Wasser verdinnt.

7.3.7 HPLC-MS-Analyse der Aminosauren und Peptide

Die HPLGMS-Analyse der Mischungen aus Aminosauren und Peptiden erfolgte and einem
Agilent 1260 Infnty Il SFGUHPLG-Hybrid-System gekoppelt mit einem 6550 iIFurQelT OF
Massenspektrometer mit EQIuelle und interner ReferenzMassenspektren wurden im
positiven Modus aufgenommen im Bereich vom/z 70-1700 und bei einer
Fragmentorspannung von 1¥0 Es wurden verschiedene stationdre Phasen und

Trennbedingungegetestetind jeweils JuL Probenvolumermijiziert.

HILIC: Eine MarchereyNagel EC 50/2 Nucleodur HILI@2x50mm, 1.8um) Saule wurde
beiT = 30°C und einem Flus®m 0.8mL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurden
A: Bidest. Wasser / 20@mol/L NH4HCOz(aq)(90:10) und B: ACN / 200nmol/L NH4HCOz(aq)
mit dem Gradienten 1680% B (615 min) verwendet.

C18: Eine Thermo Acclaim RSLC 120 C18.1x100mm, 2.2um) Saule wurde béi = 30°C
und einem Fluss von OrBL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurden A: Bidest.
Wasser / 0.1% Ameisensaure und B: ACN / 0.1% Ameisensaure mit dem GradidGtnB)
(0-20 min) verwendetAlternativ wurce A: 20mmol/L NH4OAcC@qgund B: ACN / 20mmol/L
NH4O0AC(aq) (90:10) mit dem GradientenZD% B (320 min) verwendet.

ZWIX: Eine Daicel Chiralpak ZWIX (+) 8x150 mm, 3um) Sale wurde bei = 30°C und

einem Fluss von 0.8L/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurde entwéde©OH /
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bidest. Wasser (98:2mit 25mmol/L Ameisensdure + 2&mol/L NHsHCO, oder
MeOH/ACN/ bidest. Wasser (49:49:2init 25mmol/L Ameisensdure + 2&mol/L
NH4HCO, verwendet

PTZ: EineDaicel DCpak PTZ (4.6x15m, 3um) Saulevurde bei T = 30°C und einem Fluss
von 0.9mL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurden28:mmol/L NH4OAC@g)

und B: ACN mit einem Gradienten von 70% B10min), 700% B (1625min), 0% B (25
35min) verwendetDie Injektionsmenge der Referenzen betryg-lund der Proben 1(0L.

Fir MS Spektren wurdesine Inklusionsliste der Peptide verwendet, der Messbereich auf
m/z50- 1500 erweitert undiir die kollisionsinduzierte Dissoziation eine Energie vare¥

gewabhilt.

Die Auswertung der HPL®AS Daten erfolgte mit der Agilent MassHunt@ualitative
Analysis 10.0Software lonenchromatogramme wurden mit einer maximaggmmetrischen
Abweichung von20 ppm extrahiert. Die Zuordnung der Alaniund Glycinenthaltexen
Peptide erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten von Referenzsubstanzen sowie der
beobachteten Fragmentierung in den?pektren(Chromatogramme und Spektren siehe
Anhang8.1).
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7.4 Mechanochemische Zuckersynthese

7.4.1 Herstellung von adsorbiertem, monomerem Formaldehyd

Abbildung 7-2: Apparatur zur Depolymerisation von Paraformaldehyd und Adsorption des Monomers auf Mineralien.

Paraformaldehyd wurde im Vakuumexsikkator tiber Phosphorpentoxid getrocknet und in einen
Schlenkkolben (iberfiihrt. Molsieb R)/Tragermaterialien wurde im Trockenschrank bei
130°C vorgetrocknet und nach Uberfiihrung in eine Vakuumfritte im Hochvakuum unter
Erhitzen getrocknet. Unter leichtem Stickstoffstrom wurde das Paraformaldehyd durch
Erhitzen auf 150°C depolymerisiert unérantstehende monomere Formaldehyd Uber das
Molsieb/Mineral zuAdsorptionund danach tiber ein Uberdruckventil durch eine Waschlésung
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2nol/L Salzs&aure/Acetonitril geleitet. Die Reaktion wurde
beendet, sobald in der WaschlogugréRere Mengen Formaldehyd auftraten, was zu einem
gelblichen Niederschlag filhrte. Die adsorbierte Menge an Formaldehyd wurde aus der
Differenz des mit adsorbiertem Formaldehyd angereicherten Tragermaterials gegeniber des

getrockneten Tragermaterials besnt.

7.4.2 Mechanochemischemineralienkatalysierte Aldolreaktion

O. _OH O OH O OH OH
0 20 mol% Mineral | + |
LJ =2 o o
HO” YO Schwingmiihle H H H
30 Hz, 90 min 0 OH ©
Glycolaldehyd- Glycolaldehyd Tetrosen Hexosen

Dimer

In der Schwingkugelmuihle wurdets&tandardbedingungen 16@ Feststoffin einem 5mL
EdelstahiMahlbechermit einer 7mm EdelstakKugel bei 30Hz fir 90min gemabhlen.
GlycolaldehydDimer (0.5Aq. entsprechend Ag. Monomer) und die Mineralier2Q mol%)

wurden eingesetzt. War die Summenformel des Katalysators nicht bekannt (z.B. Basaltglas), so

wurde GlycolaldehyéDimer und das Mineral im Massenverhéltnis lihgesetzt. Nach
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Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<30°C) und die
Proben wurden be8°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.3 Mechanochemischeldolreaktion unter variabler Atmosphare

Gasatmosphare OH

(0]
J:Oj/OH ) OI 20 mol% Ca(OH), %/R
Ho o K/OH Planetenmihle

400 rpm, 90 min OH  OH
Glycolaldehyd- Glycolaldehyd Tetrosen-
Dimer Octosen

In derPlanetenmuiihle wurden in 20L EdelstahiMahlbecherrzehn 10mm EdelstarKugeln
vorgelegt. Glycolaldehy®imer (850mg,7.08mmol,0.5Aq.) und Calciumhydroxid (21Mg,
209.8mmol, 20 mol%) wurden hinzugegeben und der Mahlbecher mit den Begasungsdeckeln
verschlossen. Die Mahlbecher wurden dreimal im Hochvakuum evakuiert und anschliel3end mit
dem Gas bis zu Atmospharendruck gefillt. B@drpm wurde fiir90 min gemahlenNach
Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<35°C)ieind d
Proben wurden bev8°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.4 Mechanochemische Formos®&aktion

GA-D

o O OH
J\ 20 mol% Ca(OH), K/K/R
H™ Hads) Planetenmiile
400 rpm, 90 min OH
adsorbierter Triosen -
Formaldehyd Heptosen

Die Standardbedingungen lagen bei d.¥Feststoffbeladung, einer Umdrehungszahl von
400rpm und 90min Mahldauer.Je nach adsorbiertdvlenge an Formaldehyd wurde die
AnsatzgroRe gewahlt. Adsorbiert€ormaldehyd (0.3\g.), GlycolaldehyeDimer (0.25Aq.)
wurden entweder ohne oder mit Calciumhydroxid rf&8%) in 20mL EdelstahiMahlbecher
ausgestattet mit zehn b@m EdelstahKugeln gegebn und mit den Begasungsdeckeln
verschlossen. Die Mahlbecher wurden mit Stickstoff gespult und verschlossen. Nach
Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<35°C) und die

Proben wurden ber8°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.5 Umpolungsreaktion

20 mol% Katalysator

o 20 mol% Ca(OH H H
)J\ ol% Ca(OH), I + I OH
H H Planetenmiuhle
(ads) OH OH

400 rpm, 90 min

adsorbierter Triosen Tetrosen
Formaldehyd
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In der Planetenmuhle wurden in 20 EdelstahiMahlbechern zehn 1&m EdelstakhKugeln
vorgelegt. Auf Molsieb (4) adsobierter Formaldehyd(125mg, 4.16mmol, 1Aq.),
UmpolungskatalysatorO(83mmol, 20 mol%) und Calciumhydroxid (61./ng, 0.83mmol,
20 mol%) wurden hinzugegeben und der Mahlbecher mit den Begasungsdeckeln verschlossen.
Die Mahlbecher wurden mit Stickstoff gespult und verschlo®e00rpm wurde fir 90nin
gemahlenNach Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbechenokimt

(<35°C) und die Proben wurden béB°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.6 Photomechanochemie

hv

0 (0]
)J\ 20 mol% Ca(OH), %

H H(ads) Vibrationsmihle
Amplitude 1.5, 60 min OH

Formaldenyd .
In der Vibrationskugelmuhle wurden in einem Mahlbechern aus gehartetem Stahl gine 50
Kugel vorgelegt. Auf Molsieb (4) adsrbierter Formaldehyd61mg,11.7mmol, 1Aq.) und
Calciumhydroxid £73.2mg, 2.34mmol, 20mol%) wurden hinzugegeben und der Mahlbecher
mit Stickstoff gespult und mit dem Plexigi&®eckelverschlosserBei einer Amplitude von 1.5
wurde fur 60min gemahén. Dabei wurde von oben durch den Deckel mit einer
Quecksilberdampflampe beleuchtdach Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im

Mahlbecher kontrolliert (<35°C) und die Proben wurdenB&iC bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.7 Stabilitat unter mechanochemischen Bedingungen

OH OH , O OH OH OH OH OH
Ho/\/H)\¢O 60 mol% Ca(OH), i oH OH
OH OH Schwingmihle
30 Hz, 90 min OH OH O OH
D-Glucose Aldohexosen Ketohexosen

In der Schwingkugelmiihle wurden als Standardbedingungemg3eeststoff in einem &L
EdelstahiMahlbechermit einer 7mm EdelstakKugel bei 30Hz fir 90min gemabhlen.
D-Glucose D-Fructose (12%ng, 694 pmol, 1Ag.) oderD-Ribose(115mg, 776umol, 1Aq.)

und die Calciumhydroxid (31.0mg bzw. 34.Img, 20mol%) wurden eingesetzt. Nach
Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<30°C) und die

Proben wurden be8°C biszur Analyse aufbewahrt.
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7.5 Derivatisierung und Analyse der Monosaccharide

7.5.1 HPLC-RID-Messungen

GlycolaldehydDimer, D-Erythrose, DFructose und EMannose wurden in 1L
AcetonitrilWasser (80:30yel6st. HPLEMessungen wurden mit AcetonitfiWasser (80:20)
bei einem Fluss von L/min und T=25°C aufgenommen. Es wurden folgende Saulen
getestetMarchereyNagel EC 250/Aucleodurl00-5NH2 RP (4 x 250mm, 5pum)Marcherey
Nagel EC 250/4 Nucleodur HILIC (4x250mm, 5um,) Daicel Chiralpak QMNAX
(4.6x 150mm, 5unp.

7.5.2 PMP-Derivatisierung

0 o)
f Y>_ Ammoniak
+ N- /7 _—
HO” R phe N Wasser/ACN
70°C, 35 min
PMP Bis-PMP-Addukt

1-2 mg Zucker wurde in 2QL bidest. Wasser gelost und 20D einer 0.05mol/L Lésung von
PMP in Acetonitril und 2QL wéassrige Ammoniaklésung (17%jurden zugegeben. Es wurde
fur 35min bei 70°C erhitzt, im Stickstoffstrogetrocknetund in 500uL Acetonitril / Wasser
(1:4) gel6st und filtriert. HPLdrennungen erfolgteauf einer Merck LiChroCART 2564
LiChrospher 100 RR8e (4x 250mm, 5um) Saulemit einem Fluss von fnL/min bei 30°C
und folgendem Gradienten: A: Bmol/L Ammoniumacetat in Wasser, B: 70:30
Acetonitril / A, Gradient 825 min, 85% A- 65% A). Detektion erfolgte bet= 245nm sowie

massenspektrometrisch iAositivmodus (ESI)

7.5.3 DNPH-Derivatisierung

OH OZN NOZ HCI 02N N02 OH
o * —_—
R)\? N-NHz \)\
H

RT, 30 min, Ny R
ACN/H,0

Iz

Eine Probenmenge entsprechend etwag2Zucker wurde in 20QL deionisiertem Wasser
gel6st.600 L einer gesattigten Losung vord2Dinitrophenylhydrazin in Acetonitril, 19aL
Acetonitril und 5uL 2 mol/L Salzs&ure wurden hinzugegeben unar® bei Raumtemperatur
stehen gelassed.pL der Lésung wurden in die HPL®jiziert. Zur Trennung wurde eine
Merck LiChroCART 25&4 LiChrospher 100 RR8e (4x 250mm, 5um) Saule verwendet.
Als Laufmittel wurdes0:50 v/iv A/ B (A: Wasser + 0.1% Ameisensaure, B: Acetonitril + 0.1%

Ameisensaure)mit einem Fluss von fnL/min gewé&hlt Eine Kopplung mit einem
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Diodenarraydetektor(DAD) eingestellt auf eineWellenlange von 368m und einem
Massenspektrometer im Negatiodus(ESI) wurde zur Detektion verwendet.

7.5.4 Belegen der GCSaulen

Die Beschichtung der GSaulen erfolgte mit einer spezialangefertigten Belegapparatur nach
der statischen Methode nach K. GFBl Eine unbeschichtetbare fused silicaKapillare

(ID =0.25mm, MicroQuartz, Munchen) wurd@r eine Schichtdicke von 25@m mit einer
Polymerlosung von fg/mLin Diethylether oder Dichlormethan geftllt. Ein Ende wurde mit
Silikon verschlossen, die Kapillare bei Raumtemperatur in ein Wasserbad gegeben und langsam
vom anderen Ende im Vakuum dadsungsmitteentfernt AnschlieRend wurde die Kapillare

unter 10kPa Stickstofffluss im G@&Ofen (Thermo Focus GC) ausgeheizt. Dazu wurde die
Temperatur von 50°C fur ®in gehalten, mit 2°C/min auf 200°C gesteigert, dies furrGd0

gehalten und anschlielBend mit 4°C/min wieder auf 50°C gesenkt.

7.5.5 Silylierung

)Oi/ BSTFA MesSisg

o ——>

R 70°C, 30 min, R)\¢O
Pyridin

Eine Probenmengentsprechendtwa 3 mg Zucker wurden in 200L Pyridin geldst. 12QuL
N,O-Bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid(BSTFA) wurde zugegeben, die Probe mit einem
Vortexer vermischt und 3@in bei 70°C unter Schitteln erhitztlQuL der Losung wurden in
die GCinjiziert. Einefused silicaKapillare (MicroQuartzMuincher) beschichtet mit dem SE
52 Polymer(L =14 m, ID =0.25mm, FT =0.25um) wurde verwendetDie Inlettemperatur
betrug 250°C, es wurde irSplit-Modus mit einem kiss von 30 mL/min gearbeitet Die
Ofentemperatur von 50°C wurde fun#n gehalten, mit eine@radienten von 10°C/min auf
140°C erhéht und anschlieRend mit 5°C/min @4°C und dies ebenfalls fir @in gehalten
Als Tragergas wurde Helium miionstantem Druck von &Pa verwendetDie GC wurde
simultan mit einem FlammeniaaitionsdetektofFID) und einem Massenspektrometéermo
PolarisQmit Elektronenstof3iosation (El) gekoppeltDie Temperatur der lonenquelle betrug

200°C. Massenspektren vaen imScan Modus vom/z50 bis 750 aufgenommen.

7.5.6 EtOx-TMS-Derivatisierung

)oi/o + SO n Interner Standard )Oi/ BSTFA MeaSing
> 2 > N
R H—Cl 70°C,30min,  R7>F 07N 70°C, 30 min, R)\&N o

Pyridin Pyridin
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Eine Probenmengentsprechendtwal-3 mg Zucker wurden in 200L Pyridin gel6st. 20QuL

einer Derivatisierungslosung mit #@g/mL O-Ethylhydroxybamirhydrochlorid und

50 mmol/L Phenyib-D-glucopyranosid in Pyridin wurden zugegeben. Die Probe wurde mit
einem Vortexer vermischt und 3@in bei 70°C unter Schiitteln erhitzt. Nach dem Abkuhlen
wurden 12QuL N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) zugegeben und erneut
30min bei 70°C unter Schitteln erhitzt. Feste Mineralienriickstande wurden abzentrifugiert
und Q1 pL des klaren Uberstands in die @@iziert. Einefused silicaKapillare (MicroQuartz,
Minchen beschichtet mit dem S&2 Polymer (L =14m, ID =0.25mm, FT=0.25um)
wurde verwendeDie Inlettemperatur betrug 250°€s wurde inSplit-Modus mit einem kiss

von 30 mL/min gearbeitetDie Ofentemperatur vos0°C wurde fir 2min gehalten, mit einem
Gradienten von 10°C/min a@#(°C erhoht und anschlie3end mit 5°C/min @4f°C und dies
ebenfalls fir 2nin gehaltenAls Tragergas wurde Helium mit konstantem Druck 80rkPa
verwendetDie GC wurde simultan mit einem P und einem Massenspektromeldrermo
PolarisQ mit Elektronenstoi®dnisation gekoppelt.Die Temperatur der lonenquelle betrug
200°C. Massenspektren wurden ican Modus von 50 bis 75®/z aufgenommenDie
Identifizierung der Produkte erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten und
Massenspektren mit Referenzsubstanzen (Chromatogramme und Spektren sieheB&hhang
Die FID Chromatogramme wurden mithilfe von OriginPro 2018 Basiskk@rngiert und die
Signale integriert. Anschlie3end wurden die Signale uneffiéetive carbon numbé&orrigiert

(Tabelle8-2), um das unterschiedliche Ansprechverhalten des Detektors zu bertcksichtigen.

7.5.7 HACI-TMS-Derivatisierung

Me;Si

OH Int Standard OH BSTFA
HO. nterner Standar O
Lo * TONH, > S AN _siMe
R H-Cl 70°C, 30 min, R™ »7 "OH  70°C, 30 min, R >Nz "0 73
Pyridin Pyridin

Eine Probenmengentsprechendtwa 13 mg Zucker wurden in 200L Pyridin gel6st. RO uL

einer Derivatisierungslésung mit #@g/mL Hydroxylamirhydrochlorid und 50nmol/L
Phenyib-D-glucopyranosid in Pyridin wurden zugegeben. Die Probe wurde mit einem
Vortexer vermischt und 3@in bei 70°C unter Schutteln erhitzt. Nach dem Abkudhlen wurden
120puL N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid(BSTFA) zugegeben und erneut B80n bei

70°C unter Schutteln erhitzt. Feste Mineralienrtickstande wurden abzentrifugiert yrd 0.1

des klaren Uberstands in die @fjziert. Die gaschromatographischen Bedingungen wurden
identisch zur EtOX'MS-Derivatisierung geheen. Die Identifizierung der Produkte erfolgte
durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit Referenzsubstanzen
(Chromatogramme und Spektren siehe AnHag2y
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7.5.8 GC-TCD-Messungen

Fir die Referenzen wurden fiQ Substanz in InL Dichlormethan gel6st. Fur die
Reaktionsproben wurden 28g Probe in 10QiL Dichlormethanoder fur die Proben auf
Tragermaterial 10éhg Probe in 20QiL Dichlormethansuspendiertl min mit dem Vortexer
durchmischt und der Riickstand abzentrifugi@.uL des klaren Uberstands wurden in die
GC injiziert. Fir Gase wurden 5Q€L manuellinjiziert. Die Trennung erfolgte auf einer €P

Sil 5CP SauléL =50m, ID = 0.32mm, FT =5 pum) Die Inlettemperatur betrug 250°C und der
Splitfluss 20mL/min. Der Ofen wurde isotherm bei 50°C betrieben mit einem Heliumfluss von
2 mL/min. Zur Detektion wurde ein WarmeleitfahigkeitsdeteKIbCD) verwendet, welcher

bei 200°C betrieben wurdBie Identfizierung der Produkte erfolgte durch den Vergleich der

Retentionszeiten mit Referenzsubstanzen.

7.5.9 EtOx-TFA-Derivatisierung

OH OH Q
)vo + \/O\NHZ Interner Standard= )\/N N MBTFA FSCJ\O
R H-CI 70°C, 30 min, R = 0 70°C, 30 min, N
Pyridin Pyridin R >Nz="107

Eine Probenmengentsprechendtwa 13 mg Zucker wurden in 200AL Pyridin geldst. 20QuL

einer Derivatisierungslosung mit  #@g/mL  O-Ethylhydroxylamirydrochlorid und

50 mmol/L Phenytb-D-glucopyranosid in Pyridin wurden zugegeben. Die Probe wurde mit
einem Vortexer vermischt und 3@n bei 70°C unter Schutteln erhitzt. Nach dem Abkuhlen
wurden 50uL N-Methyl-bis(trifluoroacetamidYMBTFA) zugegeben und erneut 80n bei
70°C unter Schutteln erhitzt. Feste Mineralienrickstande wurden abzentrifugiert yrd 0.1
des klaren Uberstands die GCinjiziert. Einefused silicakapillare (MicroQuartzMiincher)
beschichtet mit demOV-225 Polymer (L =30m, ID =0.25mm, FT=0.25um) wurde
verwendetDie Inlettemperatur betrug 250°C, es wurdeSplit-Modus mit einem kissvon
15mL/min gearbei¢t Die Ofentemperatur voB0°C wurde fir5 min gehalten, mit einem
Gradienten von 2°C/min ad60°C erh6ht und anschliel3end mit 10°C/min 200°C und dies
ebenfalls fir 12nin gehaltenAls Tragergas wurde Helium mit konstantem Druck vokBa
verwendet Die GC wurde simultan mit einem P und einem Massenspektromeldrermo

ISQ mit Elektronenstol3iosation gekoppeltDie Temperatur der lonenquelle betrug 200°C.
Massenspektren wurden ftan Modus von 65 bis 78@%zaufgenommerDie Identifizierung

der Produkte erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit

Referenzsubstanzen (Chromatogramme 8pektren siehe Anha).
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8 Anhang
8.1 Daten zu den Peptidtrennungen und der Peptidbildung in S©
m/z 76.0393 m/z 161.0921
—m/z90.0550 m/z 190.0822
m/z 133.0608 m/z 204.0979
m/z 147.0764 %\G
M /\A‘
i
JrGG
J“ l\. B VIR I
q~AGf’GA
Ik
AA
o 2 4 & 8 10 12 14 6 18 20

Migrationszeit [min]

Abbildung 8-1: Extrahierte lonenchromatogramme der Referenzpeptide nach CBMS-Messung mit datenabhangigem
MS2-Experiment (LPA-Kapillare, 70cm, 2mol/L AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C, CID mit NCE 30%).
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Abbildung 8-2: ESI*-MS2-Spektrum von Glycyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z=133.088 bei tnig = 11.4min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70cm, 2mol/L AcOH,
30kV, 30 mbar, 25°C).



124 Anhang

119.0193
100

90

80

70 90.0556

60 161.0923

50

40

30 101.0091

% 115.0872 137.0295

70.8730 121.0078
69.0135 | 77.2351 94.7902 104.5536 127.5246

I

O e e At e e e e e e R g e o e e s o s s haad s Lt et M e i ]
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
m/z

10 139.0185

Abbildung 8-3: ESI*-MS?-Spektrum von Alanyl-Alanin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z=161.0921 beidig = 12.9min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70cm, 2mol/L AcOH,
30kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-4: ESI*-MS?-Spektrum von Alanyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z=147.0764 beidig = 12.2min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70cm, 2mol/L AcOH,
30kV, 30mbar, 25°C).
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Abbildung 8-5: ESI*-MS?-Spektrum von Glycyl-Alanin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z=147.0764 beiig = 12.3min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2mol/L AcOH,
30kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-6: ESI*-MS2-Spektrum von Glycyl-Glycyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des
Signalsm/z=190.0821 beiig = 13.2min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70cm, 2mol/L
AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-7: ESI*-MS2-Spektrum von Alanyl-Glycyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des
Signalsm/z=204.0978 beiig = 14.0min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70cm, 2mol/L
AcOH, 30kV, 30 mbar, 25°C).

Tabelle 8-1: Massezu-Ladungsverhaltnis der Fragmentionen der Dipeptide der 20 Aminoséuren nach Bindungsbruch
des Peptidriickgrats.

Fragmen

tion b c X y z sonstige

44.0495 72.0444 89.0709 116.0342 90.0550 73.0284
76.0216 104.0165 121.0430 148.0063 122.0270 105.0005
88.0393 116.0342 133.0608 160.0240 134.0448 117.0182
102.0550 130.0499 147.0764 174.0397 148.0604 131.0339
120.0808 248.0757 165.1022 192.0655 166.0863 149.0597
30.0338 58.0287 75.0553 102.0186 76.0393 59.0128
110.0713 138.0662 155.0927 182.0560 156.0768 139.0502
86.0964 144.0913 131.1179 158.0812 132.1019 115.0754
101.1073 129.1022 146.1288 173.0921 147.1128 130.0863 84.0808
86.0964 144.0913 131.1179 158.0812 132.1019 115.0754
104.0529 132.0478 149.0743 176.0376 150.0583 133.0318
87.0553 115.0502 312.0768 133.0608 159.0400 116.0342
70.0651 98.0600 115.0866 142.0499 116.0706 116.0706
101.0709 129.0659 146.0924 173.0557 147.0764 130.0499
129.1135 157.1084 174.1349 201.0982 175.1190 158.0924
60.0444 88.0393 105.0659 132.0291 106.0499 89.0233
74.0600 102.0550 119.0815 146.0448 120.0655 103.0390
72.0808 100.0757 117.1022 144.0655 118.0863 101.0597
159.0917 187.0866 204.1131 231.0764 205.0972 188.0706
136.0757 164.0706 181.0972 208.0604 182.0812 165.0546
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Abbildung 8-8: Extrahierte lonenchromatogramme der 20 proteinogenen Aminosauren der HPLE& rennung auf einer
Daicel Chiralpak ZWIX (+) Saule (3x150mm, 3 um), Fluss 0.5mL/min, T =30°C, MeOH / ACN / H20 (49:49:2) mit
25mmol/L HCO2H + 25mmol/L NH4HCOo.
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Abbildung 8-9: Normalisierte extrahierte lonenchromatogramme der 20 proteinogenen Aminosauren der HPLC
Trennung auf einer Macherey Nagel EC 50/2 Nucleodur Hilic Saulé2x50mm, 1.8 um), Fluss 0.8mL/min, T =30°C,
A: H20 / 200mmol/L NH4HCO2(aq) 90/10, B: ACN/ 200mmol/L NH4HCO2(aq) 90/10, Gradient: 315min 100-80% B.
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x10 4 |+ESI Product lon (rt: 17.47975 min) Frag=120.0V CID@15.0 (133.0608[z=1] -> **) 20200724_PTZ_ACN_20mMNH4OAc_grad_ESI+_AGMix100_MSMS_03.d
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Figure 8-1: ESI*-MS2-Spektrum von Glycyl-Glycin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 pm), Fluss 0.9mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25min 70-0% B, 25-35min 0% B.

x10 4 |+ESI Product lon (rt: 16.69113 min) Frag=120.0V CID@15.0 (147.0770[z=1] -> **) 20200724_PTZ_ACN_20mMNH40Ac_grad_ESI+_AGMix100_MSMS_03.d
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Figure 8-2: ESI*-MS2-Spektrum von Alanyl-Glycin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 um), Fluss 0.9mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC(@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25min 70-0% B, 25-35min 0% B.
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x10 8 |+ESI Product lon (rt: 17.06883 min) Frag=120.0V CID@15.0 (147.0770[z=1] -> **) 20200724_PTZ_ACN_20mMNH40OAc_grad_ESI+_AGMix100_MSMS_03.d
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Figure 8-3: ESI*-MS?-Spektrum von Glycyl-Alanin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 um), Fluss 0.9mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L NH4OACq), B: ACN, Gradient: 0-10min 70% B, 10
25min 70-0% B, 25-35 min 0% B.

x10 5 |+ESI Product lon (rt: 16.58185 min) Frag=120.0V CID@15.0 (161.0921[z=1] -> **) 20200724_PTZ_ACN_20mMNH40Ac_grad_ESI+_AGMix100_MSMS_03.d
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Figure 8-4: ESI*-MS?Spektrum von Alanyl-Alanin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.x150 mm, 3 um), Fluss 0.9mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25min 70-0% B, 25-35min 0% B.
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x10 8 |+ESI Product lon (rt: 18.52020 min) Frag=120.0V CID@15.0 (190.0828[z=1] -> **) 20200724_PTZ_ACN_20mMNH4OAc_grad_ESI+_AGMix100_MSMS_03.d
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Figure 8-5: ESI*-MS2-Spektrum von Glycyl-Glycyl-Glycin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 pm), Fluss 0.9mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25min 70-0% B, 25-35min 0% B.

x10 5 |+ESI Product lon (rt: 17.74818 min) Frag=120.0V CID@15.0 (204.0984[z=1] -> **) 20200724_PTZ_ACN_20mMNH40Ac_grad_ESI+_AGMix100_MSMS_03.d
2.2+
2.1+

133.0610 |

1.9-
1.8+
1.7
1.6-
1.5-
1.4+
1.3+
1.2-
1.1

14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

76.0397
101.0713

129.0661

—73.0765
—78.9851
—86.0239
— 105.0660
—115.0504
—159.0761

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

60 70

=]
o

Figure 8-6: ESI*-MS2-Spektrum von Alanyl-Glycyl-Glycin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 um), Fluss 0.9mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC(@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25min 70-0% B, 25-35min 0% B.
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Abbildung 8-10: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation m Schwefeldioxid nach 7 d
ausgehend von der gesamten Aminosaurenmischuifiili] = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-11: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation n Schwefeldioxid nach 21 d
ausgehend von der gesamten Aminosaurenmischuifiilf = vorhanden,lll = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-12: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation n Schwefeldioxid nach21 d
ausgehend von des0 mmol/L gesamten Aminosaurenmischundiili = vorhanden [l = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-13: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosaurenmischung(liil = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-14: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosaurenmischungund Histidin (Jillf = vorhanden, Bl = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-15: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosaurenmischungund Asparaginséure(- = vorhanden,- = Spuren, = nicht detektiert).



Anhang 135

C-Terminus

A F IL M P V W|A F IL M P V W

N-Terminus

Abbildung 8-16: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischung(lill = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-17: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischungnach 21 d(lll = vorhanden, [l = Spuren, = nicht detektiert).
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C-Terminus

N-Terminus

Abbildung 8-18: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischungund Histidin i: vorhanden, | = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-19: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosdurenmischungund Asparaginséure(- = vorhanden,- = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-20: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der prabiotischen Aminosaurenmischung(lilf = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-21: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von

der basischenAminosaurenmischung(lilf = vorhanden, [ = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-22: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der saurenAminoséurenmischung(- = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert).
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8.2 Daten zur MonosaccharidAnalytik und Synthese

Tabelle 8-2: Verwendete ECNWerte fiir die EtOx-TMS-derivatisierten Produkte.

Verbindung Effective Carbon Number (EtOx-TMS-Derivate)
Glycolaldehyd 5.29

Triosen 8.98

Tetrosen 12.67

Pentosen 16.36

Hexosen 20.05

Heptosen 23.74

Octosen 27.43
Phenyib-D-glucopyranosid 20.76

Tabelle 8-3: Detektions sowie Quantifikationslimits der silylierten sowie trifluoracety lierten Monosaccharid

Oximderivate.

Verbindung EtOx-TMS EtOx-TFA
LOD [mg/L] LOQ [mg/L] | LOD [mg/L] LOQ [mg/L]
Glycolaldehyd 2.8 9.3 43.8 145.8
Glyceiinaldehyd 1.2 4.1 7.4 24.6
Dihydroxyaceton 1.0 3.4 - -
Threose 2.0 6.8 8.6 28.8
Erythrulose 3.8 12.7 - -
Ribose 1.8 6.0 11.6 38.6
Xylulose 1.7 5.5 - -
Mannose 2.5 8.5 10.7 35.7
Fructose 2.0 6.8 - -
1S
Hexosen
Triosen
Pentosen
GA
Tetrosen
MJ Heptosen
|J w T T g E— T j 1 _A T T J T Al 4LNJL_|
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
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Abbildung 8-23: GaschromatographischeTrennung der HACI-TMS-derivatisierten Zuckerstandards auf einer SE52
Saule € =14 m,ID = 0.25 mm, FT = 0.25 pm), 50°C (2 min) mit 10°C/min bis 140°C, mit 5°C/min bis 240°C (2 min),
He (p = 80kPa). Ubersetzt nach und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, O. Trap@evelopment of
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an advanced derivatization protocol for the unambiguous identification of monosaccharides in complex mixtures by gas
and liquid chromatography, J. Chromatogr.A 2018,1568 160-167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.01%]
Copyright durch Elsevier B. V.
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Abbildung 8-24: El *-Massenspektrum von Glycolaldehyd nach Derivatisierung mit EtOXHCI und BSTFA.
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Abbildung 8-25: El*-Massenspektrum von Glyerinaldehyd nach Derivatisierung mit EtOx HCl und BSTFA.
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Abbildung 8-26: El *-Massenspektrum von Dihydroxyaceton nach Derivatisierung mit EtOXHCl und BSTFA.
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Abbildung 8-27: ElI*-Massenspektrumder Aldotetrosen nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-28: El*-Massenspektrumvon Erythrulose nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-29: El*-Massenspektrumder Aldopentosennach Derivatisierung mit EtOx HCl und BSTFA.
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Abbildung 8-30: El*-Massenspektrumder Ketopentosennach Derivatisierung mit EtOx HCIl und BSTFA.
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Abbildung 8-31: ElI*-Massenspektrumder Aldohexosemach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-32: El*-Massenspektrumder Ketohexosemach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-33: El *-Massenspektrum vonGalactoheptosenach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-34: El -Massenspektrum vonMilchsaure nach Derivatisierung mit EtOx HCIl und BSTFA.
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Abbildung 8-35: ElI*-Massenspektrum vonGlykol nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-36: El *-Massenspektrum vonGlycolsdure nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-37: El *-Massenspektrum vonGlycerin nach Derivatisierung mit EtOx HCIl und BSTFA.
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Abbildung 8-38: El *-Massenspektrum vonGlycerinsaure nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-39: El -Massenspektrum vonErythrit nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-40: El *-Massenspektrum vonPentaerythrit nach Derivatisierung mit EtOx HCIl und BSTFA.
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Abbildung 8-41: El *-Massenspektrum vonApiosenach Derivatisierung mit EtOx HCIl und BSTFA.



148 Anhang

217.1
100+

©
o
Ll

11

73.1

2]
o

147.2

~
o
Lo el

(%2}
o
L1

1

B a1
o o

I

w
o

129.2
218.2
1492 319.1

205.2 307.1
157.2 1 [219.2
T 277.2 3321

N
o

i
o
trrrlraaal
[
o
w
S

333.2
\175-2 L l“ » Jﬂgi“-z Lo ‘r' 3952 4331 4971 5131 5500  597.2 630.7
| L T

(N1
LI N I s e s s s B e e s e B ey e s |

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z

o

Abbildung 8-42: EI*-Massenspektrum vonXylit nach Derivatisierung mit EtOx HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-43: EI*-Massenspektrum von Gliconsaurenach Derivatisierung mit EtOx HCIl und BSTFA.
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Abbildung 8-46: El *-Massenspektrum von Glyerinaldehyd nach Derivatisierung mit HACI| und BSTFA.
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Abbildung 8-47: El *-Massenspektrum vonDihydroxyaceton nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.



151

147.0654

73.0468

117.0365

205.1072

191.0915

219.1103

320.1524

2441181
| 348.8931

408.187
08[80 2
T

71.3537 512.2716

T T T

591.9998

T T

T

677.5173 719.3775

L L R

T

350

L
=T

250

T T

300

T T T

=TT
400
m/z

450

LI N A S S

500

550

600

650

700

Abbildung 8-48: El *-Massenspektrumder Aldotetrosennach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-50: El *-Massenspektrumder Ketopentosennach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-51: El *-Massenspektrumder Aldopentosennach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-52: El *-Massenspektrumder Ketohexosemach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-53: El *-Massenspektrumder Aldohexosennach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-54: El *-Massenspektrum von Glactoheptosenach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-55: El *-Massenspektrum von Glycolaldehyd nach Derivatisierung miEtOx HCl und MBTFA.
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Abbildung 8-56: El *-Massenspektrum von Glyerinaldehyd nach Derivatisierung mit EtOx HCl und MBTFA.
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Abbildung 8-58: El *-Massenspektrumder Aldopentosennach Derivatisierung mit EtOx HCIl und MBTFA.
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Abbildung 8-59: El *-Massenspektrumder Aldohexosennach Derivatisierung mit EtOx HCIl und MBTFA.
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Abbildung 8-60: El *-Massenspektrum vonSorbit nach Derivatisierung mit EtOx HCI und MBTFA.
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Tabelle 8-4: Herkunft der verwendeten Mineralien.

Schreibersit

Phosphid

Mineral Klasse Herkunft Fundort

Fuchsit Glimmer | Mineralienhandel Dipl. Geol. A Brasilien
Spinn, Erlangen, Deutschland

Calcit Carbonat | Mineralienhandel Dipl. Geol. A unbekannt
Spinn, Erlangen, Deutschland

Muskovit Glimmer | Mineralienhandel Dipl. Geol. A Brasilien
Spinn, ErlangerDeutschland

Analcim Zeolith Alfa Aesar, Haverhill, USA unbekannt

Colemanit Borat Seltene Mineralien, Gunnar Farb( USA, California,
Samswegen, Deutschland Borax Mine

Anhydrit Sulfat Seltene Mineralien, Gunnar Féarb( Deutschland,
SamswegerDeutschland Kohnstedt Steinbrucli

Apatit Phosphat = abcr, Karlsruhe, Deutschland unbekannt

Quarz Silikat Seltene Mineralien, Gunnar Farb( unbekannt
Samswegen, Deutschland

Magnesit Carbonat | Mineralienhandel Dipl. Geol. A unbekannt
Spinn,Erlangen, Deutschland

Portlandit Hydroxid @ Seltene Mineralien, Gunnar Farb( Deutschland, Caspi
Samswegen, Deutschland Steinbruch

Brucit Hydroxid | Seltene Mineralien, Gunnar Farb( Pakistan, Kharan
Samswegen, Deutschland

Diaspor Hydroxid | Seliene Mineralien, Gunnar Farbe Turkei, Selcuk
Samswegen, Deutschland

Peridot Olivin Seltene Mineralien, Gunnar Farb( Pakistan, Sapat Gali
Samswegen, Deutschland

Montmorillonit 1 = Tonmineral Alfa Aesar, Haverhill, USA unbekannt

Montmorillonit 2 ' Tonmineral abcr, Karlsruhe, Deutschland unbekannt

Talk Silikat Lithos, Ennsdorf, Osterreich Afghanistan,

Khugiani
Basalt Vulkan- Bettina Scheu, LMU Mincher Island, Krafla
gestein Deutschland
Clinoptilolit 1 Zeolith ZeocempBystré, Slovakei Slovakei,
Ni gnT Hr al
Clinoptilolit 2 Zeolith Lithos, Ennsdorf, Osterreich Rumanien Zalau
Chabasit Zeolith St. Cloud Mining, Tucson, USA | USA, Arizona, Bowie

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

synthetsch
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Tabelle 8-5: Ergebnisse der Elementaranalyse zur Zusammensetzung der verwendeten Mineralidrabelle angelehnt
an und Ubersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Minerainediated carbohydrate synthesis by
mechanical forces in a primordial geochemical settingcommun. Chem202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s42004
020-00387w.[212 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Mineral Methode | Analysenergebnis

Fuchsit ICP-OES | Al: 122.47 mg/g, Ca: 0.18 mg/g, Cr: 7.67 mg/g, Fe: 2.98 mg/g
41.42mgl/g, Mg: 1.44 mg/g, Mn: 0.02 mg/g, Na: 0.78g/g, Si:
181.05mg/g

Calcit ICP-OES |B: 0.11 mg/g, Ca: 395.65 mg/g, Fe: 0.01 mg/g, K: 0.32 mg/g,
2.50mg/g, Mn: 0.15 mg/g, Na: 0.08 mg/g, S: 0.84 mg/g, Si: 9%

Muskovit ICP-OES | Al: 74.73 mg/g, Fe: 1.36 mg/g, K: 27.60 mg/g, Mg: 0.07 mg/g,
0.07mg/g, Na: 4.82 mg/g, Si:92.47 mg/g

Analcim ICP-OES | Al: 115.80 mg/g, Ca: 0.60 mg/g, K: 4.10 mg/g, Mg: 0.59 mg/g,
4.84 mg/g, Na: 72.96 mg/g, Si: 244.11 mg/g

Colemanit ICP-OES | Al: 5.28 mg/g, B: 141.59 mg/g, Ca: 198.12 mg/g, Fe: 1.90 mg/
2.44mg/g, Mg: 2.49 mg/g, Mn: 0.71 mg/g, Na: 1.18 mg/g, S: 4nifig,
Si: 16.31 mg/g

Anhydrit ICP-OES |B: 0.34 mg/g, Ca: 292.25 mg/g, K: 0.57 mg/g, Mg: 2.08 mg/g,
0.17mgl/g, S: 233.89 mg/g, Si: 0.91 mg/g

Apatit ICP-OES |Ca: 380.41 mg/g, Mg: 0.30 mg/g, MA.10 mg/g, Na: 0.98 mg/
P:185.85 mg/g

Quarz ICP-OES | Si: 273.46 mg/g

Magnesit ICP-OES |B: 0.07 mg/g, Ca: 4.72 mg/g, Fe: 0.07 mg/g, K: 0.35 mg/g,
289.00mg/g, Mn: 0.07 mg/g, Na: 0.08 mg/g, S: 0.35 mg/g,
4.60mg/g

Portlandit ICP-OES |B: 0.07mg/g, Ca: 514.18 mg/g, Fe: 1.73 mg/g

Brucit ICP-OES |B: 0.15 mg/g, Fe: 2.20 mg/g, Mg 433.99 mg/g

Diaspor REM-EDX | Al: 34%, O: 66%

Peridot ICP-OES | Cr: 0.08 mg/g, Fe: 12.25 mg/g, Mg: 114.36 mg/g, Mn: 1.05 mg/(g
178.48 mg/g

Montmor. 1 ICP-OES | Al: 88.71 mg/g, Ca: 7.63 mg/g, Fe: 24.38 mg/g, K: 1.09 mg/g,
13.84 mg/g, Mn: 0.22 mg/g, Na: 9.83 mg/g, Si: 260.00 mg/g

Montmor. 2 ICP-OES | Al: 82.73 mg/g, Ca: 11.44 mg/g, Fe: 22.02 mg/g, K 2.01 mg/g,
29.93 mg/g, Na: 21.00 mg/g, Si: 244.01 mg/g, Ti7In®/g

Talk ICP-OES | Al: 3.41 mg/g, Ca: 5.02 mg/g, Fe: 3.97 mg/g, Mg 200.00 mg/d
281.31 mg/g

Basalt ICP-OES | Al: 67.53 mg/g, Ca: 71.99 mg/g, Fe: 114.91 mg/g, K: 2.57 mg/g,
35.62 mg/g, Mn: 1.93 mg/g, Na: 12.79 mg/g, Si: 228.79 mg/g
0.16mg/g, Ti: 12.13 mg/g, B: 0.09 mg/g, Cr: 0.13 mg/g, P: 0.88 n
S: 1.63 mg/g

Clinoptilolit1 |ICP-OES | Al: 62.80 mg/g, Ca: 20.80 mg/g, Fe: 8.51 mg/g, K: 28.06 mg/qg,
4.29 mg/g, Na: 3.51 mg/g, Si: 212.10 mg/g, Sr: 0.21 mg/g, Ti:r@g0

Clinoptilolit2 |ICP-OES | Al: 60.97 mg/g, Ca: 22.60 mg/g, Fe: 10.00 mg/g, 24.56 mg/g,
6.01mg/g, Mn: 0.24 mg/g, Na: 9.87 mg/g, Si: 302.39 mg/g,
0.41mg/g, Ti: 0.73 mg/g

Chabasit ICP-OES | Al: 69.90 mg/g, Ca: 13.53 mg/g, Fe: 21.13 mg/g, K: 9rig/g, Mg:
11.74 mg/g, Mn: 0.16 mg/g, Na: 26.06 mg/g, Si: 253.93 mg/g
1.30mg/g, Ti: 1.08 mg/g

Schreibersit REM-EDX |Fe: 70.86, P: 22.9%, O: 5.9%, Mg: 0.7%
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Tabelle 8-6: Produktverteilung der mechanochemischen Monosaccharidbildung aus Glycolaldehyd und Mineralien als
Katalysatoren. Tabelleangelehnt an und Ubersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Minerahediated

carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial geochemical settinGommun. Chem.202Q 3, 14Q
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162 Anhang

Tabelle 8-8: Produktverteilung der mechanochemischen Monosaccharidbildung aus Glycolaldehyd und
Calciumhydroxid unter Einfluss verschiedener GasphasenTabelle angelehnt an und (bersetzt nach M. Haas, S.
Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial
geochemical settingCommun. Chem202Q 3, 14Q https://doi.org/10.1038/s4200420-0038 7w.[212 Copyright durch die
Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Atmosphére Stickstoff Kohlenstoffdioxid | Luft Methan

Produkte [%] + * + +
Glycolaldehyd 30.24 0.59] 75.66 3.28| 28.00 0.99] 2941 0.97
Erythrose 18.08 0.20 9.21 1.14) 17.67 0.15| 17.76 0.14
Threose 25.63 0.14) 11.77 153 25.27 0.12] 25.42 0.17
Erythrulose 7.20 0.43 0.90 0.15 7.30 0.17 7.76 0.10
Hexosen 17.47 0.54 2.40 0.42] 19.39 0.80] 18.18 0.93
Heptosen 0.45 0.05 0.04 0.04 0.67 0.04 0.57 0.03
Octosen 0.93 0.07 0.02 0.02 1.69 0.24 0.91 0.04
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Tabelle 8-9: Produktverteilung der Isomerisierung von Glucose unter Mahlbedingungen.

Stoffmenge | Fructose Mannose Glucose andere
[umol] Hexosen
Zeit [h] * t * *
0 0.00 0.00 0.00 0.00| 693.84| 5.00 0.00 0.00
1 411 0.09 0.00 0.00| 676.76 294 1297 2.85
2| 1861 0.04 3.94 0.15| 659.67 0.94| 11.62 0.83
3| 4177 0.29 5.50 0.52| 637.09 2.80 9.47 2.00
4| 80.73 2.64| 20.34 1.00| 568.23, 3.37| 24.54 0.27
5| 166.42 2.76| 29.18 0.36| 459.60 1.63| 38.64 0.77
Tabelle 8-10: Produktverteilung der Isomerisierung von Fructose unter Mahlbedingungen.
Stoffmenge| Psicose Fructose Mannose Glucose andere
[umol] Hexosen
Zeit [h] + + + + +
0| 0.00/ 0.00|693.84 5.00, 0.00/ 0.00f 0.00 0.00f 0.00| 0.00
1| 132 0.08/676.25 0.73| 2.68 0.15| 4.69/ 0.40| 890 0.10
21459 1.03|656.66/ 2.36| 6.04 0.18| 12.49 0.62| 4.06/ 0.53
3|27.00 2.09|62295 5.32| 10.34 0.53| 25.68 156| 7.87 1.14
41 26.63 4.60|622.94 8.83| 10.24 1.12| 26.45 3.23| 7.59| 0.13
52120/ 1.31|639.15| 4.13| 7.77 0.38|18.72| 1.02| 6.99 1.43
Tabelle 8-11: Produktverteilung der Isomerisierung von Ribose unter Mahlbedingungen.
Stoffmenge | Xyl/Ara/Lyx Xlu/Rbu Ribose andere
[umol] Pentosen
Zeit [h] + * * *
0 0.00 0.00 0.00 0.00| 766.00/ 5.00 0.00 0.00
1 3.47 0.04| 13.64 0.13| 742.45 0.18 6.44 0.08
2| 17.06 1.93| 50.23 7.67| 695.31 11.89 3.41 2.29
3| 28.34 0.32| 73.16 0.26| 661.09 0.24 3.40 0.34
4| 92.07 0.66| 148.47 1.62| 510.84 5.25| 14.63 2.97
5| 245.50 1.00| 152.80, 12.10| 367.70| 13.10| - -
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