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Kurzfassung

In der prabiotischen Chemie werden Reaktionspfade und -netzwerke biologisch relevanter
Molekiile unter plausiblen Bedingungen der Frihen Erde untersucht. Der Entwicklung von
Leben und der biologischen Evolution der verschiedenen Lebensformen ging eine chemische
Evolution voraus, welche aus abiotischer Materie lebensfahige Strukturen schuf. Die
notwendigen Molekile fir Metabolismus, Informationsspeicherung und Kompart-
mentalisierung sind unter anderem Aminosauren und Peptide, Zucker, Nukleotide sowie
Lipide. Hinweise auf die Existenz von flissigem Wasser auf der frihen Erde sowie die
Notwendigkeit von Wasser fur alle bekannten Lebensformen fiihrten zu dessen Verwendung
als offensichtliches Losungsmittel fur prabiotische Reaktionen. Jedoch ist dabei die Synthese
von Kondensationsprodukten sowie die Stabilitat einiger Produkte in wassriger Losung

problematisch.

In der vorliegenden Dissertation werden daher wasserfreie Reaktionsbedingungen fir
prabiotische Synthesen betrachtet. Dabei stehen zur realistischeren Simulation prébiotischer
Bedingungen komplexe Mischungen und Reaktionsnetzwerke im Fokus anstelle von gezielten
chemischen Umsetzungen einzelner Reaktanden. Es wurde der Aufbau zweier Grundbausteine
in wasserfreien Reaktionsmedien untersucht: die Peptidsynthese in fllissigem Schwefeldioxid

und die Monosaccharidsynthese unter I6sungsmittelfreien Bedingungen.

Das erste Themengebiet (Kapitel 4) befasst sich mit der Kondensation von Aminoséauren zu
Peptiden in hygroskopischem Schwefeldioxid, welches durch vulkanische Emissionen auftritt.
Es wurden verschiedene Trennmethoden zur Analyse komplexer Mischungen der
proteinogenen Aminosauren sowie kleiner Peptide per Kapillarelektrophorese und
Hochleistungsflissigchromatographie  entwickelt. Durch die Verwendung einer mit
Polyacrylamid beschichteten Kapillare konnten Kapillarwechselwirkungen unterbunden und
eine stabile Trennung erzielt werden. Gekoppelt mit einer massenspektrometrischen Analyse
konnten die Reaktionsmischungen anhand dieser Methode detailliert untersucht und die
Peptidsequenzen aufgeklart werden. Es konnte gezeigt werden, dass Schwefeldioxid ein
geeignetes Losungsmittel flr Kondensationsreaktionen sein kann und ein durch Kupfersalze
katalysierter Peptidaufbau zu Di- bis Tetrapeptiden moglich ist. Die Peptidbildung in
Mischungen der kanonischen Aminosduren wurde in Hinblick auf Selektivitaten in der
Produktbildung untersucht. Dipeptide aller 20 Aminoséauren sowie die Bildung von Cystin und
dessen Peptide konnten beobachtet werden. Auch bei niedrigen Konzentrationen und geringerer
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Katalysatormenge fand eine Peptidbildung statt. Mit Schwefeldioxid als Losungsmittel konnte
somit ein neues prabiotisches Szenario aufgestellt und die Peptidkondensation erfolgreich

durchgefuhrt werden.

Im zweiten Themengebiet (Kapitel 5) wird die mechanochemische Zuckerbildung behandelt.
Ausgehend von Glycolaldehyd und Formaldehyd kann mithilfe von basischen Katalysatoren
unter mechanischen Einfliissen ein Netzwerk aus Monosacchariden aufgebaut werden. Zur
Untersuchung dieses Netzwerks ohne Informationsverlust wurden zunéchst Derivatisierungs-
und Trennmethoden flir Gas- und Flissigchromatographie entwickelt. Als umfassendste
Methode wurde eine Oximierung mit anschlieRender Silylierung und gaschromatographischer
Analyse gefunden, welche im Folgenden standardmé&fig zur Analyse der Reaktionen eingesetzt
und bei Bedarf von weiteren Methoden erganzt wurde. Im Anschluss wurden Mineralien auf
ihre katalytischen Eigenschaften in der mechanochemischen Zuckerbildung aus Glycolaldehyd
untersucht. Im Labormalistab wurden Kugelmihlen zur Simulation der mechanischen
Krafteinwirkung verwendet. Es wurde fir eine Vielzahl an Mineralienklassen Tetrosen- und
Hexosenbildung nachgewiesen. Das Reaktionsnetzwerk konnte um adsorbierten Formaldehyd
erweitert und auch in geringen Mengen eine Umpolung und Dimerisierung des Formaldehyds
erzielt werden. Die Robustheit des Netzwerks gegeniber &uBeren Einfliissen sowie die
Stabilitdt der Zucker unter den gewéhlten wasserfreien Bedingungen konnte gezeigt werden.
Somit konnte mit der mechanochemischen Variante der Formosereaktion eine valide
Alternative zur wéssrigen Reaktion erhalten werden, welche die fehlende Selektivitat und
Stabilitdt in Wasser (berwindet. Im Kontext des Ursprungs des Lebens liefert diese
mechanochemische Festphasenreaktion einen plausiblen Weg zu Zuckern auf der Erde oder auf

Meteoriten.
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Abstract

Prebiotic chemistry investigates reaction pathways and networks of biologically relevant
molecules under prebiotically plausible conditions of the early Earth. The formation of life and
the biological evolution of different life forms was preceded by a chemical evolution forming
living organisms from abiotic materials. The necessary molecules for metabolism, information
storage and compartmentalisation include amino acids and peptides, sugars, nucleotides and
lipids. Evidence for the existence of liquid water on the early Earth and the necessity of water
for all known living systems lead to the assumption and investigation of water as the most
apparent solvent for prebiotic reactions. However, the synthesis of condensation products as
well as the stability of some products in water prove problematic.

This dissertation therefore deals with water-free reaction conditions on the early Earth. In order
to realistically simulate prebiotic conditions, complex mixtures and reaction networks are
investigated instead of selective chemical transformations of individual components. The
formation of two basic building blocks under water-free conditions is explored: the peptide
synthesis in liquid sulphur dioxide and the monosaccharide synthesis under solvent-free

conditions.

The first topic (chapter 4) covers the condensation of amino acids forming peptides in the
hygroscopic solvent sulphur dioxide, which is available due to volcanic emissions. Different
separation techniques for the analysis of complex mixtures of the proteinogenic amino acids
and small peptides by capillary electrophoresis and high-performance liquid chromatography
were developed. With the use of a polyacrylamide-coated capillary analyte-wall-interactions
were suppressed and a stable separation maintained. Coupled to mass spectrometry, this method
was used for the detailed analysis of the reaction mixtures and the peptide sequences were
determined via fragmentation patterns. It was shown that sulphur dioxide represents a suitable
solvent for condensation reactions and that a copper-catalysed peptide formation up to
tetrapeptides can be performed within. The selectivity of peptide formation in mixtures of the
canonical amino acids was investigated. Dipeptides 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 dioxide as a solvent

and peptide condensation was successfully performed within.
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The second topic (chapter 5) addresses the mechanochemical sugar formation. Starting from
glycolaldehyde and formaldehyde and a basic catalyst a network of monosaccharides can be
formed under mechanical energy input. To achieve a routine analysis of this network without
loss of information, derivatisation and separation techniques for gas and liquid chromatography
were developed in a first step. The most comprehensive method found was the oximation 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 properties in the mechanochemical sugar
formation starting from glycolaldehyde. Under laboratory conditions, ball mills were used for
the simulation of mechanical energy inputs. For a variety of mineral classes tetrose and hexose
formation was shown. The reaction network was extended to 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 the chosen water-free conditions was shown. Therefore, the mechanochemical
formose reaction offers 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 mechanochemical solid-

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

Trotz des grolRen offentlichen Interesses ist die Entstehung des Lebens auf der Erde ausgehend
von abiotischer Materie hin zu lebenden Organismen noch nicht geklart. Besonders der Mangel
an Uberdauerten Relikten und unveranderten, geologischen Beweisstlicken aus dieser Zeit
erschwert diese interdisziplindre Forschung enorm, so dass bereits die Bedingungen auf der
frihen Erde umstritten sind. So sind zwar aus der Astrophysik viele Erkenntnisse zur Bildung
von Planeten bekannt, es besteht allerdings eine Liicke zwischen der Entstehung der Erde bis

hin zu den geologisch genauer untersuchten spateren Erdzeitaltern.

Des Weiteren kommen in der Betrachtung des Ursprungs des Lebens die Fragen auf: Was ist
Leben? Was macht es aus? Welche Stufe in der Entwicklung zu unseren heutigen
Lebensformen ist bereits Leben? Eine beliebte Definition fiir Leben wird von der NASA
verwendet und beschreibt Leben als ,.cin sich selbst erhaltendes chemisches System, das zur
Darwinschen Evolution fihig ist.“[l In anderen Definitionen werden verschiedene Kriterien
oder Eigenschaften von lebenden Systemen beschrieben. So stehen beispielsweise
Informationsspeicherung und Reproduktion, Mutation und Evolution, Metabolismus und

Energie sowie Kompartmentalisierung im Fokus einiger Definitionen.[?!

Die Ungewissheit Uber die Zustdnde auf der Fruhen Erde sowie die Vielzahl an mdglichen
Kriterien fur Leben fuhren zu einer Diversitdt an Forschungsansdtzen zum Ursprung des
Lebens. Zum einen werden die Bedingungen diskutiert, in denen prébiotische Synthesen
lebensrelevanter Bausteine moglich sind. Dabei werden unter anderem hydrothermale Quellen,
SuRwasserseen oder Lagunen in Erwégung gezogen. Zum anderen gibt es Theorien Uber die
Reihenfolge der Entwicklung, bei denen meist jeweils ein Kriterium oben genannter
Definitionen in den Vordergrund gestellt wird. Beispiele dafiir sind die ,,RNA-Welt*“ in
Vorbereitung auf die DNA zur Informationsspeicherung oder eine ,,Lipid-Welt*, welche die

Kompartmentalisierung und Membrane betrachtet.

Die Untersuchung prébiotischer Reaktionen unter nichtwéssrigen Bedingungen steht in dieser
Dissertation im VVordergrund. Dabei soll die Plausibilitat moglicher Bedingungen auf der frithen
Erde sowie mogliche Vorlaufermolekiile und -netzwerke heute relevanter biologischer Systeme
untersucht werden. Zudem soll zur Entwicklung analytischer Trennmethoden zur Erforschung

dieser komplexen Systeme ein Beitrag geleistet werden.
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2 Kenntnisstand

2.1 Der Ursprung des Lebens

2.1.1 Bedingungen auf der Frihen Erde

Nach heutigem Kenntnisstand entstand das Universum vor 13.8 Ga durch den sogenannten
Urknall und expandiert seither.*®1 Unser Sonnensystem bildete sich vor 4.568 Ga,l®! die Erde
ist 4.54 Ga alt.['% Nach aktueller Hypothese wurde etwa 20 - 100 Ma nach der Entstehung der
Erde durch einen groRen Einschlag eines astronomischen Korpers der Mond gebildet.[22131 In
den folgenden Millionen Jahren kiihlte die aus Magma bestehende Erde ab und die Erdkruste
entstand.* Dadurch wurde die Existenz von fliissigem Wasser méglich, erste Indizien dafiir
wurden auf vor 4.4 und 4.3 Ga datiert.**'®1 Aufgrund der Bedeutung von Wasser als
Reaktionsmedium sowie der Notwendigkeit von Wasser flr heutige Lebensformen wird dieses
Datum als ein moglicher Startpunkt fiir die Synthese biologisch relevanter Molekiile
angenommen. Im Rahmen der spateren Akkretion wird ein Grof3es Bombardement (LHB: Late
Heavy Bombardement) etwa vor 3.9 Ga diskutiert, welches durch eine erhohte Intensitat von
Einschldgen und der damit einhergehenden Zerstérung auf der Erde die Prozesse zur
Entstehung des Lebens deutlich verzégert haben kénnte.[*-2% Die Existenz oder das AusmaR

eines solchen Bombardements werden in jiingster Zeit jedoch angezweifelt.[?%]

Erste Hinweise fur Leben auf der Erde sind auf 4.1 Ga alte Zirkone zurlckzufihren, welche
Graphiteinschliisse mit einem fiir biogenen Kohlenstoff typisches ?C/*3C Isotopenverhaltnis
enthalten.??l Ebenfalls *C-armer, potentiell biogener Graphit wurde in mehreren 3.7/3.8 Ga
alten Schiefern und Sedimenten entdeckt.[?>?"] Da jedoch auch nicht biogene Mechanismen
bekannt sind, die eine derartige Verschiebung des Isotopenverhaltnisses verursachen kénnen,
sind diese Befunde keine eindeutigen Nachweise fir die Existenz von lebenden Organismen
und werden weiterhin diskutiert.?2-? Erste fossile Nachweise fiir Mikroorganismen folgen ab
etwa 3.5 Ga. So wurden mikrobiell induzierte Sedimentstrukturen gefunden, welche auf das
Vorhandensein von komplexen mikrobiellen mattenbildenden Gemeinschaften hinweisen.%
Auch eine Mehrzahl an Stromatolithen, durch Mikroorganismen in Wasser gebildete, biogene
Sedimentgesteine, ist aus dieser Zeit bekannt.-331 Mikrofossilien aus der Warrawoona Gruppe
in Australien gehdren zu den altesten fossilen Funden und werden bereits mit Cyanobakterien

in Verbindung gebracht.** Mit dem Auftreten komplexer, zelluldrer Strukturen wird somit der
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Zeitabschnitt flr die ersten prabiotischen, organischen Synthesen nach hinten hin auf etwa
3.5 Ga begrenzt.

Folglich ist flr die prabiotische Chemie das Zeitalter des spaten Hadaikums, vor 4.4 - 4.0 Ga,
sowie des friihen Archaikums, des sogenannten Eoarchaikums vor 4.0 - 3.6 Ga,[®® relevant. Es
besteht noch keine einheitliche Theorie zu den damals auf der Erde herrschenden Bedingungen,
stattdessen werden viele Moglichkeiten diskutiert.*®! Dabei wird auch die globale Situation von
den gegebenenfalls abweichenden Bedingungen in Mikrohabitaten unterschieden, in denen die

prabiotischen Synthesen stattgefunden haben konnten.

Die Ungewissheit tiber die Beschaffenheit der Erdoberflache ist unter anderem darin begriindet,
dass wenig derart alte Gesteinsproben erhalten sind. Dies kann entweder durch
Wechselwirkungen bzw. Umwalzung von Erdkruste und Mantel durch Prozesse wie
Uberschiebung begriindet werden oder durch die verheerenden Einfliisse des LHB, bei dem

moglicherweise die Erdoberflache geschmolzen wurde.®"]

Auch die Zusammensetzung und der Oxidationszustand der Atmosphére sind nicht vollstandig
geklart. Nach der Entstehung des Mondes und mdglicherweise einer als ,late veneer
beschriebenen Periode der Massenzunahme aus chondritischem Material wird von einem
erhohten Druck in der Atmosphare ausgegangen, welcher in den folgenden Millionen Jahren in
unbekannter Weise sank.[*®! AuRerdem wird angenommen, dass der Gehalt an freiem Sauerstoff
in der Atmosphare der Frihen Erde sehr gering oder iberhaupt nicht vorhanden war. Dieser
stieg zum ersten Mal signifikant vor etwa 2.5 - 2.0 Ga an, wobei ein sprunghafter Anstieg in
der GroRen Sauerstoffkatastrophe (GOE: Great Oxidation Event) oder ein uber einen l&ngeren
Zeitraum dauernder Anstieg diskutiert werden.%8-401 Als Hauptkomponenten der Atmosphére
werden Kohlenstoffdioxid, Stickstoff, Wasser, Wasserstoff und Methan genannt. Zuséatzlich
werden  Kohlenstoffmonoxid, Schwefelwasserstoff, Schwefeldioxid und Ammoniak

diskutiert.[4143]

Neben den Bestandteilen der Atmosphare ist auch das Spektrum an Mineralien und kleinen
organischen Molekilen von Interesse, um mdglichst realistische prabiotische Reaktionen
untersuchen zu koénnen. Die meisten der heute existierenden Mineralien sind erst durch
Einflisse von lebenden Organismen entstanden. Aus den geringen Bestanden, die bereits in
chondritischem Material enthalten sind, wurde jedoch im Laufe der Planetenakkretion und
durch Erdkrusten und -mantel Umarbeitung bereits im Hadaikum eine Vielfalt an Mineralien,

wahrscheinlich bestehend aus mehreren Hundert Spezies, geschaffen.[**l Da unter anderem
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noch Kontroversen (ber die zeitliche Einordnung des Beginns von Prozessen wie
Plattentektonik herrscht, welche die Mineralienbestdnde veréndern, ist das Auftreten von
einzelnen Spezies noch nicht gesichert.[*s1 R. Hazen stellte eine vorlaufige Liste mit Mineralien
fir das Hadaikum auf, welche bereits Vertreter der folgenden Mineralienklassen beinhaltet:
Granate, Olivine, Feldspate, Zeolithe, Pyroxene, Amphibole, Glimmer, Tonminerale, Silicate,
Elemente/Legierungen, Carbide, Nitride, Phosphide, Sulfide, Halogenide, Oxide, Hydroxide,
Carbonate, Sulfate und Phosphate.*81 AuRerdem kénnen aus Gasphasenreaktionen oder durch
Eintrag von extraterrestrischem Material aus Kometen, Meteoriten oder kosmischem Staub
auch kleine organische Molekile zur Verfigung gestanden haben. So wurden prébiotische
Gasphasenreaktionen beispielsweise fiir die Bildung von Formaldehyd in Erwagung gezogen”!
und extraterrestrisch viele Substanzklassen wie Alkine, Alkohole, Ketone, Aldehyde,

Carbonsauren, Amide, Nitrile, Aminosauren, Nukleinbasen oder Tonmineralien beobachtet.[*8]

Eine weitere wissenschaftliche Fragestellung beschéaftigt sich mit der Temperatur auf der
Frihen Erde. Das Paradox der schwachen, jungen Sonne beschreibt dabei den Widerspruch
zwischen der um etwa 30% geringeren Strahlungsleistung der Sonne und dem Auftreten von
flussigem Wasser, was auf Temperaturen tber 0°C hinweist. Als Erklarungsmoglichkeiten
wurden verschiedene Treibhausgase sowie das Schmelzen durch Meteoriteneinschlage
diskutiert.**51 Einen Konsens zu den Oberflachen- und Ozeantemperaturen gibt es bisher

nicht. Lokale Temperaturunterschiede dhnlich zur heutigen Erde sind ebenfalls denkbar.

2.1.2 Modelle fir den Ursprung des Lebens
Aufgrund der Ungewissheit iber die Gegebenheiten auf der Friihen Erde, gibt es eine Vielzahl
an Theorien, an welchen Orten, mit Hilfe welcher Energiequellen und unter welchen

Bedingungen erste organische Molekiile aufgebaut wurden.

Szenarien fur Orte und Umweltbedingungen

In Bezug auf potenzielles Terrain fiir prabiotische Reaktionen sind die Szenarien nicht nur auf
die Erde begrenzt. Die Vertreter der Panspermie-Hypothese gehen davon aus, dass Leben sich
durch das Weltall ausbreiten kann und daher die Wahrscheinlichkeit fur einen Ursprung auf der
Erde sehr gering ist. Diese Hypothese beruht auf der Entdeckung von Extremophilen. Dies sind
Lebensformen, die sich extremen Umweltbedingungen wie Temperatur, Strahlung oder pH-
Wert anpassen kénnen.[%?! Fir diesen Fall der extraterrestrischen Entstehung von Leben wére
nicht nur eine Entstehung auf einem anderen bewohnbaren Planeten notwendig, sondern auch
ein Uberleben im Weltall, fir das eine Vielzahl von Faktoren relevant ist: Geschwindigkeit,

Vakuum, Temperatur, Dauer, Nahrung, und Strahlung. SchlieBlich ist das Abfangen der
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Lebensform von der Erde ohne Zerstérung des Lebens notwendig. Obwohl es Berechnungen
flr die theoretische Mdglichkeit des Einfangens gibt und das Problem der Verdlnnung in der
Hydrosphare umgangen wird, 536 jst die Wahrscheinlichkeit fiir dieses Szenario sehr gering.
Daruiber hinaus gibt es bisher keine experimentellen Belege der Theorie und das Problem des
Ursprungs des Lebens wird nicht gelést, sondern nur auf einen anderen Ort verschoben. -8l
Da Verbindungen wie Nukleinbasen und Aminosduren jedoch auf Meteoriten gefunden
wurden,? gibt es die abgeschwéchte Pseudopanspermie-Hypothese, die besagt, dass
relevantes, abiotisches Material von einem anderen Himmelskorper auf die Erde gelangt ist und

dort einen Beitrag zur Entstehung von Leben geleistet hat. In diesem Kontext wird auch die

Synthese in interstellaren Eisformationen untersucht.[®%

hv

Photoreaktionen
in der Atmosphére H20, SOz,

CO2,

S "Efntl'a'dﬂﬁge'n

Vulkan-
aktivita Meteoriten-
einschlage

Festphasen-
reaktionen

Abbildung 2-1: Mégliche Szenarien fiir prabiotische Reaktionen auf der frithen Erde.

Von den wissrigen Reaktionsszenarien auf der Erde ist sicherlich Darwins ,,warmer, kleiner
Teich® eine der bekanntesten.1-%2 Neben dem SiiBwasserteich sind auch die ,,pribiotische
Suppe* als Salzwasserozean, 3 eutektische Losungent®® sowie hydrothermale Quellen in der
Tiefsee in der Diskussion (Abbildung 2-1).17-%1 Das dabei auftretende Problem der hohen
Verdinnung der Reaktanden wurde unter anderem durch die Aufkonzentration bei
Verdunstung entkraftet sowie durch mogliche Thermophorese in pordsen Gesteinen. %70
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Bei hydrothermalen Quellen tritt in der Tiefsee heilRes Wasser in das kalte Ozeanwasser aus
und geloste Stoffe werden ausgefallt, welche die mineralischen Schlote sowie Wolken aus
feinen Partikeln bilden. Je nach Entfernung zur vulkanischen Aktivitat wird zwischen
Schwarzen und Weillen Rauchern unterschieden, an denen verschiedene Bedingungen und
Eigenschaften vorherrschen. Schwarze Raucher treten in grofierer N&he zur Magmaquelle auf,
sind typischerweise um die 400°C hei und haben einen sauren Charakter (pH 2-3).I"1 Diese
beinhalten insbesondere Sulfide und andere Eisen- und Mangan-Salze, welche flr die
schwarzgraue  Farbung  verantwortlich  sind. Zudem sind  Kohlenstoffdioxid,
Schwefelwasserstoff, Methan sowie Ammonium vorhanden.®8 721 In gréRerem Abstand finden
sich die Weilen 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 Temperatur ist mit 40-90°C deutlich geringer und die
Umgebung basisch (pH 9-11).1% 721 Mit der wvulkanischen Energiequelle, auftretenden
thermischen und chemischen Gradienten und dem Vorhandensein von Metallen als
Katalysatoren bieten sich hydrothermale Quellen als Szenario fur prébiotische Synthese an und
sind auch heute noch artenreiche Biotope.[®1 VVor allem durch die von Giinter Wachtershauser
in den 1980er Jahren postulierte Eisen-Schwefel-Welt wurden diese fur prabiotische
Reaktionen in den Fokus gestellt.l’4"81 Weitere in diesem Zusammenhang diskutierte
Umgebungen sind unter anderem hydrothermale Sedimentschichten,[’" subaeriale Geysirel’®-

9 und durch VulkanausstoRe entstehende BimssteinfloRe. ]

Dementgegen steht jedoch die Instabilitdt der Produkte unter hohen Temperaturen und
Hydrolyse.BYJ Auch handelt es sich bei einigen Reaktionen zur Synthese biologisch relevanter
Molekile hdufig um Kondensationsreaktionen, welche thermodynamisch in wéssriger Lésung
ungunstig sind. Daher werden darlber hinaus Nass-Trocken-Zyklen diskutiert. Diese kdnnen
durch Tag-Nacht-Wechsel, Jahreszeiten, regelméaRig tberschwemmende und trocknende
Lagunen oder in der Néhe von Vulkanen auftreten.[®? Prabiotische Synthesen unter zyklischer
Austrocknung wurden beispielsweise bereits fiir Nukleoside,®3! Polynukleotide®, Ester®]

sowie Peptide®® vorgeschlagen.

Um die genannten Nachteile zu umgehen und die Auswahl potenzieller Reaktionsorte zu
erweitern, werden neben den wassrigen Reaktionsbedingungen auch alternative Lésungsmittel
sowie l6sungsmittelfreie Bedingungen als mogliche Szenarien untersucht. So wurden Vulkane
und magmatische Umgebung fur Phosphorylierungen betrachtet!®! und Formamid als Reagenz

und Ldsungsmittel insbesondere fiir (Oligo-)Nukleotidsynthesen evaluiert.®88  Auch
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Feststoffreaktionen als potenzielle Szenarien in Wodsten, an Stranden oder ebenfalls
vulkanischen Umgebungen wurden unter anderem fur Phosphorylierungen und

Aminosédurenpolymerisationen im prébiotischen Kontext verwendet.[2%-%1]

Energiequellen

Fur die bendtigte Energiezufuhr chemischer Reaktionen ist ebenfalls eine Vielzahl an
Mdglichkeiten denkbar. Gerade die sich stetig verandernden Bedingungen auf der Friihen Erde
kdnnen zu Auslenkungen aus dem Gleichgewicht gefiihrt und so die chemische Entwicklung

vorangetrieben haben.

Die einfachste denkbare Energiequelle ist die thermische Energie. Erhohte Temperaturen sind
je nach Hypothese als Bedingungen auf der Friihen Erde méglich,®? diese konnen mit dem
Einfluss von Treibhausgasen begriindet werden. Auch bei einer gemaRigten
Durchschnittstemperatur fir die gesamte Erde, kdnnen durch lokale oder saisonale
Unterschiede héhere Temperaturen stellenweise als Energiequelle vorhanden gewesen sein.
Insbesondere fiir Feststoffreaktionen und Kondensationen wird Hitze als Triebkraft
betrachtet.!®5 % Je nach verwendeter Temperatur ist die thermische Stabilitat der Produkte ein
begrenzendes Kriterium fiir die Plausibilitit der Versuche.[8Y] Neben erhthten Temperaturen
sind auch Temperaturgradienten als Triebkraft in der Diskussion. Diese kdnnen insbesondere
in den oben genannten hydrothermalen Kontexten auftreten.®” 7 Dabei ist auch das
Zusammenspiel mehrerer Gradienten, bei Druck, Gas-, Salz- sowie Produktkonzentration, pH-
Wert sowie Redoxpotential, wahrscheinlich.[¢]

Durch die Abwesenheit einer Ozonschicht im Hadaikum wird trotz der geringeren Leuchtkraft
der Sonne mit erhéhter UV-Strahlung gerechnet.®® Auch wenn weitere Gase wie
Kohlenstoffdioxid, Schwefeldioxid oder Schwefelwasserstoff die Erde abgeschirmt haben
konnten, ist das Ausmall der Abschirmung aufgrund der Unkenntnis {ber die
Atmosphérenzusammensetzung nicht geklart und von einer erhohten UV-Strahlung im
Vergleich zu heute ist dennoch auszugehen.[®¥ Diese Strahlung kann ebenfalls Reaktionen
induzieren, wobei auch hier die potentielle Zersetzung der Produkte unter den
Bildungsbedingungen problematisch ist. Die Photostabilitit als evolutiondrer Vorteil kann
dabei jedoch selektierend gewirkt haben.®l Neben elektromagnetischer Strahlung wird

ebenfalls ionisierende Strahlung als Energiequelle fir prabiotische Reaktionen diskutiert.[°]

Eine weitere Moglichkeit bieten elektrische Energiequellen. Im bekannten Miller-Urey-

Experiment und spéateren Variationen wurden Gasgemische bestehend aus Methan, Ammoniak,
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Wasser, Wasserstoff, Stickstoff, Schwefelwasserstoff, Kohlenstoffmonoxid oder -dioxid
elektrischen Entladungen ausgesetzt und so relevante Verbindungen wie Aminoséuren,
Carbonsauren, Nukleinbasen und Harnstoff erhalten.[®®%€l Die Verwendung der elektrischen
Entladungen als Energiequelle beruht auf Gewitterblitzen oder Entladungen in Aschewolken

von Vulkanen.

Auch die Einschlage von Asteroiden und Meteoriten im Rahmen der spaten Akkretion fiihren
zu hochenergetischen Bedingungen, die fir prabiotische Reaktionen in Betracht gezogen
werden. Die Einschlage kénnen Plasma und Spannungsdurchschlage induzieren,t%0-10
Druckwellen aufbauen, Hitze erzeugen und haben eine mechanische Einschlagskraft.[*% 102
Einerseits wird eine ,Sterilisation® der Erde durch die intensiven Einschlige des LHB
diskutiert,™" andererseits bieten diese Energieeintrage moglicherweise Impulse fiir chemische

Reaktionen.100

Reihenfolge der Entwicklung

Auch die Vorlaufer der heutigen biologischen, replizierenden Systeme sind noch unbekannt.
Man geht von einem gemeinsamen Urvorfahren aller heutigen zellularen Organismen aus, dem
last common universal ancestor (LUCA).[*%%1 Die Entwicklung auf der Erde dorthin, also von
abiotischer Materie bis hin zu LUCA ist noch nicht ausreichend erforscht. Es herrscht eine rege
Debatte, welcher Aspekt zuerst entwickelt wurde: Metabolismus,[’* 104101 |nformations-
speicherung und Replikation in einer ,,RNA-Welt“12%-1101 gder Kompartmentalisierung in
Membranen einer , Lipid-Welt“.['*14  Zysitzlich werden noch selbstreplizierende
Peptidsystemel'>118 oder alternative Replikationssysteme diskutiert.'7-1181 Ein groRer Fokus

liegt auf der Diskussion zwischen zwei Aspekten: Metabolismus gegeniiber RNA. 22

Die Metabolismus-Theorie ist eng verbunden mit der ,Eisen-Schwefel-Welt“ und
hydrothermalen Quellen als prébiotischem Szenario. Dabei wird ein selbsterhaltendes System
aus chemischen Reaktionen ausgehend von Kohlenstoffdioxid ohne die Notwendigkeit einer
Informationsspeicherung in den Fokus gestellt. Dies wird durch die Synthese relevanter,
metabolischer Zwischenprodukte aus bekannten Stoffwechselzyklen wie dem reduktiven
Acetyl-CoA-Weg oder dem Citratzyklus in abiotischen, metallkatalysierten Reaktionen

gestUtzt_[los, 120-121]

Die Theorie einer fritheren ,,RNA-Welt* geht davon aus, dass die RNA als Vorldufer einerseits
von DNA zur Speicherung von Erbinformationen und andererseits von Proteinen zur Katalyse

chemischer Reaktionen gedient hat und im Laufe der Evolution von diesen teilweise abgeldst
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wurde. Dies wird unterstutzt durch das Auftreten von Ribozymen, katalytisch aktiven RNA-
Molekiilen. Diese kénnen wie Proteine als Enzyme chemische Reaktionen katalysieren [122-1231
Zur Unterstitzung dieser Theorie wurden verschiedene, mdglicherweise prabiotische
Synthesen sowohl der Komponenten der RNA wie Ribose oder den Nukleinbasen, sowie die
Verkniipfung dieser zu Nukleosiden, Nukleotiden und polymeren Strukturen untersucht.[83: 1241
Die Bildung von DNA nach bzw. aus der RNA ist allerdings noch ungewiss. Alternativ kdnnen
auch direkt DNA-Nukleoside aus den Nukleinbasen, Acetaldehyd und Glycerinaldehyd

synthetisiert werden.[?]

Weniger verbreitet ist die Hypothese einer ,,Peptidwelt”. Dabei wird die Replikation von
Peptiden als ein weniger fehleranfalliges Informationssystem als Vorlaufer der RNA
diskutiert.™281 Alternativ wird ein Protometabolismus vorgeschlagen, bei dem die Peptidbildung
sowie -spaltung mit Rickkopplungsmechanismen zu einer ersten Stufe der (Selbst-)

Organisation fiihrt.[1?7]

2.1.3 Flussiges Schwefeldioxid auf der Frihen Erde

Schwefeldioxid war auf der Frilhen Erde ebenso wie heute aufgrund von vulkanischen
Emissionen bei Ausbriichen sowie durch dauerhaftes Ausgasen vorhanden und wurde dabei
von Schwefelwasserstoff sowie elementarem Schwefel begleitet.1?812%1 Verschiedene
Gasmengen der Schwefelverbindungen wurden fir die Frihe Erde kalkuliert: Kasting et al.
rechnen mit einem Partialdruck von ps,, = 5.8 - 1077 atm,!*?] Halevy et al. geben die obere
Grenze fir das Verhaltnis der Partialdriicke von Schwefeldioxid und Kohlenstoffdioxid mit
Pso,:Pco, = 1.3:10% an, Ranjan et al. berechnen die Konzentrationen verschiedener
Schwefelverbindungen fiur schwach reduzierende CO2/N, Atmosphére und geben prabiotisch
relevante Mengen an SOj-abgeleiteten lonen in Losung an.**1 Lokale und zeitliche
Veranderung der Atmosphére sowie die Ungewissheit Gber die Bedingungen verhindern eine
genaue Bestimmung. Unabhéngig davon ist das damalige Vorkommen von Schwefeldioxid
unzweifelhaft und lokale Maxima in der Nahe von Vulkanen sind wahrscheinlich und kénnen
somit als prabiotisches Szenario in Erwagung gezogen werden.*8! Aufgrund des Siedepunkts
von -10.02 °C32l sowie des geringen Dampfdrucks von Schwefeldioxid (3 bar bei 20 °C)[23]
ist bei den herrschenden héheren Gesamtdriicken der friilhen Erdatmosphére das Vorkommen

von flissigem Schwefeldioxid wahrscheinlich.

In klassischer organischer oder anorganischer Synthese wird Schwefeldioxid als Reagenz fiir
Sulfonierungen**1381 oder als Ligand in der Komplexchemie eingesetzt.[**1%8 |n wenigen

Fallen wird Schwefeldioxid auch als Lésungsmittel verwendet, beispielsweise bei
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Umlagerungen,™*°1  Alkylierungen,[**!  Polymerisationen,**) der Ritter Reaktion,42
Ringoffnungen* sowie -schlieBungen.[**¥l Dabei kann es gegeniiber anderen organischen
Losungsmitteln zur Vermeidung ungewollter Nebenprodukte oder einer verdnderten

Selektivitat kommen.[139]

Im prébiotischen Kontext hat Schwefeldioxid in den letzten Jahren an Aufmerksamkeit
gewonnen. Zwar wurde es bisher noch nicht als Losungsmittel flr prabiotische Synthesen
eingesetzt, stattdessen jedoch Sulfite in wassriger Losung, um in Wasser gelOstes
Schwefeldioxid zu ersetzen. Als Reaktionen in diesem Zusammenhang wurden
photochemische Reduktionen mit Fe?*/NaHSOs; sowie die Schiitzung von Aldehyden als
Bisulfitaddukte durchgefiihrt.14514€1 Aych Kawai et al. verwendeten mit Schwefeldioxid
erhaltenes Hydroxymethansulfonat (HMS) zur Schiitzung von Formaldehyd, um dieses in
einem HMS-Reservoir zu speichern und langsam fiir die Formosereaktion verfligbar zu

machen.[147]

Abbildung 2-2: Peptidsynthese mit Schwefeldioxid nach Chen et al.[148]

Chen et al. konnten mit SO>, NaHSO3 oder NaxSO3; und Kaliumhexacyanidoferrat als
Oxidationsmittel die Amid-/Peptidkupplung von Carbonsiduren mit Aminen sowie von den
Aminosduren und Dipeptiden Phenylalanin, Alanin, Dialanin und Serin erzielen. Der
Mechanismus wird mit der Oxidation von Schwefeldioxid zu Schwefeltrioxid, dessen Reaktion
mit dem Carboxylat zum gemischten Anhydrid und einer anschlieBenden Reaktion mit dem

Amin zum Amid beschrieben (Abbildung 2-2).[148]

2.1.4 Mechanochemie auf der Frihen Erde

Wie bereits erwéhnt, werden flr verschiedene préabiotische Synthesen bereits Nass-Trocken-
Zyklen diskutiert, um die Problematik der Kondensationen in wéassriger Losung anzusprechen.
Geht man noch weiter zu vollstandig trockenen, I6sungsmittelfreien Bedingungen, so kénnten
diese Feststoffreaktionen auf der Festlandkruste der Frihen Erde entsprechen. Neben den auch
fir andere Reaktionsmedien diskutierten Energieeinfliissen wie UV-Strahlung oder Hitze
konnten diese auch mechanischen Einflissen unterliegen, welche zusatzlich Energie fur die

prabiotischen Reaktionen liefern kénnen.
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Mechanische Einflusse konnen durch drastische Ereignisse wie Einschlagen von
Himmelskorpern entstehen, welche auf der jungen Erde in erhohter Frequenz auftraten.[4%]
Dabei sind vor allem Impakte mit niedriger Geschwindigkeit oder Landmassen in etwas
groRerem Abstand zum Einschlag relevant, da der Einschlag sonst durch extreme
Hitzeentwicklung begleitet wird und eher destruktiv wirkt. Des Weiteren kdnnen geologische
Prozesse wie lithosphéarische Aktivitaten, Erosion, Diagenese oder Verwitterung Quellen fur
mechanische Energie sein (Abbildung 2-3). Hinweise auf die ersten plattentektonischen
Bewegungen finden sich bereits in tiber 3.95 Ga alten suprakrustalen Gesteinen in Kanada.[*>%
Auch fiir Asteroide wurden tektonische Aktivititen beobachtet.[**!! Eine Theorie zum Einfluss
von Mechanochemie im Kontext des Ursprungs des Lebens wurde von H. G. Hansma im
Zusammenhang mit Schichtsilikaten, genauer Glimmern, postuliert.*52 Zwischen den
Schichten kénnen sich Molekiile einlagern, auf die durch die Bewegung der Lagen mechanische
Energie Ubertragen wird. Diese Bewegungen konnen durch duRere Einflisse wie
Meeresstromungen oder Temperaturunterschiede durch Tag/Nacht-Zyklen verursacht werden

und somit die prabiotischen Reaktionen an den Mineralien unterstitzen.[*5!

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

Abbildung 2-3: Mdgliche Quellen fir mechanische Energieeintrége auf der friihen Erde.

Fur den Ursprung des Lebens wurden bisher vergleichsweise wenige Feststoffreaktionen mit
mechanischem Energieeintrag untersucht. Die Bildung und Reaktivitat von Glycolaldehyd oder
auch von Aminoséduren unter Einschlagsbedingungen wurde durch StoRexperimenten mit
Projektilen beispielsweise in Leichtgaskanonen getestet.[*>*1%] Dabei wurde die Bildung von
Tetrosen bei Eintrag von Glycolaldehyd in einer Montmorillonit-Matrix beobachtet, sowie die
Bildung der Aminoséduren Glycin, Alanin, Aminobuttersaure, Isovalin und Norvalin aus
kometenahnlichen Eismischungen bestehend aus Ammoniak, Wasser, Kohlenstoffdioxid und
Methanol. Bei dieser experimentellen Simulation von Meteoriteneinschldgen ist jedoch auch
mit deutlicher Warmeentwicklung zu rechnen nicht nur mit mechanischer Energietbertragung.
Eine mechanochemische, prébiotische Synthese von Aminosdurederivaten wurde von Bolm et

al. in der Kugelmiihle realisiert.*>8! Aus Aldehyden, Aminen und Eisen-Cyanokomplexen als
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Cyanidquelle wurden in einer Art mechanochemischen Strecker-Reaktion a-Aminonitrile

erhalten, welche im Folgenden zu Aminoamiden hydrolysiert wurden.

2.1.5 Préabiotische Peptidbildung

Eine Gruppe biologisch relevanter Molekiile sind die Aminoséuren und Peptide. Fir
Aminosauren wurden bereits verschiedene prabiotische Entstehungsmdglichkeiten untersucht.
Eines der bekanntesten Experimente der Erforschung des Ursprungs des Lebens wurde von
S. Miller und H.C. Urey verdffentlicht. Dabei wurden aus Gemischen von Methan,
Wasserstoff, Ammoniak und Wasser durch elektrische Entladungen Aminosauren synthetisiert
(Abbildung 2-4).[°¢1 Der Mechanismus wird iiber eine Bildung von Aldehyden und Blauséure
erklart, welche im Folgenden in einer Strecker-Synthese Uber Aminonitrile zu den
Aminosauren reagieren.’>1 Die Experimente wurden aufgrund der stark reduzierenden
Gasmischung kritisiert, woraufhin diese mit weniger reduzierenden Bedingungen wiederholt
wurden. Dabei ist die Ausbeute zwar geringer, aber es werden dennoch Aminoséuren
gebildet.'*® In den nachfolgenden Jahren wurden die Versuche von verschiedenen
Forschungsgruppen wiederholt, sowie Variationen mit anderen Gaszusammensetzungen oder
anderen Energiequellen wie UV-Bestrahlung, hohen Temperaturen oder Protonenbestrahlung
getestet.[*5-181 Dabei wurden neben den Aminosauren auch noch einige weitere organische
Verbindungen unter anderem auch Nukleinbasen als Produkte beobachtet.®® In Abhéngigkeit
von den Bedingungen werden bei diesen Versuchen verschiedene der proteinogen
Aminosauren  hergestellt  sowie nicht-proteinogene  Aminosduren,  beispielsweise

a-Aminobuttersaure oder Homoserin. !

CH,

H,0

Abbildung 2-4: Aufbau des Miller-Urey-Experiments zur prébiotischen Aminosaurensynthese durch elektrische
Entladungen nach Bada et al.[%%
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Eine weitere prébiotische Synthese wurde fur hydrothermale Systeme gefunden: Zhang et al.
untersuchten die Bildung von Glycin aus Ethanolamin unter hohen Temperaturen und basischen
Bedingungen mit Metallkatalysatoren.[*®?l  Die Entstehung mehrerer proteinogener
Aminosauren wurden von Hennet et al. unter hohen Temperaturen und Driicken aus CO2, H,
KCN, CH20 und unter Mineralienkatalyse beobachtet.'®31 Des Weiteren wurden auch in
Meteoriten ~ einige  Aminoséuren  gefunden,  welche  teilweise  sogar  mit
Enantiomereniiberschiissen auftraten.['** Dabei handelt es sich nicht nur um proteinogene
Aminoséuren, sondern auch um deren Isomere und weitere Aminosdauren mit unterschiedlich
langen Alkylketten.['®®! Allerdings ist bei den Meteoritenfunden eine Kontaminierung der
Proben zu diskutieren, welche durch terrestrische Quellen beim Einschlag, aber auch durch

menschliches Eingreifen beim Sammeln sowie der Laborbearbeitung auftreten konnen.[*64

Insgesamt tritt bei diesen verschiedenen Experimenten und Quellen Glycin als haufigste der
proteinogenen Aminosauren auf, gefolgt von Alanin. Darlber hinaus werden Asparaginséure,
Glutaminséure, Valin, Serin, Leucin, Isoleucin, Threonin und Prolin ebenfalls haufig gebildet,
die weiteren proteinogenen Aminosauren hingegen weniger.['%¢1 Welche der Aminoséuren
daher als prébiotisch plausibel angenommen werden kénnen und welche Quellen aufgrund
einer ahnlicheren Zusammensetzung relevanter fiir die Frihe Erde sind, wird dabei noch immer

diskutiert.[167-168]

Die folgende Bildung der Peptide aus Aminosduren weist im préabiotischen Kontext zwei
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 Anzahl an méglichen Peptidsequenzen eine Selektivitét in
der Bildung der Peptide notwendig. Verschiedene Optionen zur prabiotischen Peptidsynthese
sind dabei denkbar. Als einfachste Variante wurde das Erhitzen von Aminosdurenmischungen
untersucht. Dabei entstehen polymere Strukturen, welche unter dem Namen ,,Proteinoide*
beschrieben wurden.[®% 169 Djese entstehen vor allem in Mischungen mit gréReren Mengen von
Asparaginsaure und Glutaminséure, zersetzen sich jedoch bei hoheren Temperaturen wieder
und sind nur geringfiigig tber die gewiinschten Amidbindungen verkniipft.[!™®! Eine Alternative
zu diesen Versuchen stellt die Bildung von sogenannten ,,Depsipeptiden* dar. Dabei werden
entweder im Feststoff oder in Nass-Trocken-Zyklen Aminosduren mit a-Hydroxysauren wie
Milchséure oder Glycolsaure copolymerisiert.[}”172 Durch die Bildung von Esterbindungen
und anschliefendem Austausch durch die Amidbindungen soll so die Aktivierungsentropie

gesenkt werden und die Depsipeptide als Protopeptide existiert haben.[*”] Fiir eine Auswahl an
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Aminosauren wurde dabei der bevorzugte Einbau von proteinogenen Aminosauren gegeniiber

nicht-proteinogenen Aminoséuren gefunden. 2]

Des Weiteren werden Kupplungsreagenzien eingesetzt, Metalle und Mineralienoberflachen als
Katalysatoren verwendet oder statt Aminosauren deren aktivierte Derivate polymerisiert. Diese
Methoden koénnen ebenfalls durch erhohte Temperaturen oder Nass-Trocken-Zyklen erganzt

bzw. deren Ausbeute gesteigert werden.

Fur die Kupplungsreagenzien im Kontext des Ursprungs des Lebens wurde in der Literatur eine
Vielzahl an Moglichkeiten getestet, wobei deren prabiotische Plausibilitat zu hinterfragen ist
(Abbildung 2-5).1*" Dazu gehéren lineare und zyklische Polyphosphate wie Pyrophosphat und
Trimethaphosphat, !5l Cyanat oder Cyanamid bzw. dessen Dimer Dicyandiamid,!7-28]
Imidazole und Carbodiimide wie 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC).*8%-
18] AuBerdem wurden Imidazole auch insbesondere in  Kombination  mit
Nukleosidtriphosphaten (NTPs) zur Peptidkupplung eingesetzt.['#+1851 Auch konnte der
positive Effekt von Mineralien(-oberflachen) wie Hydroxylapatit, Montmorillonit oder Quarz
auf die Bildung von Oligopeptiden gezeigt werden. 82 18] Bej vielen dieser Reaktionen wurden

als Nebenprodukte zyklische Dipeptide, die Diketopiperazine (DKP), beobachtet. 84 186

O _ O _O
o) HO. 1_0O.11_O. li_O
O O 0] A~ /[( P"PT P Base
1] 1 N JJ\ N7 N | | | (0]
Na0” 10" ONa SNk =/ N/\> or oo
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 /// _c* \/\/ ~ N
/P\\ N /\N/C N
NaO O
Trimetaphosphat Kaliumcyanat EDC Imidazol

Abbildung 2-5: Mégliche Kupplungsreagenzien zur Peptidbildung.

Eine weitere Variante zur Aminosaurenverknipfung wurde von Rode et al. beschrieben: die
salzinduzierte Peptidbildung (SIPF). Dabei wird ein Metallion als Katalysator verwendet und
es werden in wéssriger Salzlosung bei erhdhter Temperatur aus den Aminosauren kurze Peptide
gebildet.[*8 Durch die hohe Konzentration der Salze ist deren Hydrathiille nicht gesattigt und
sie wirken als wasserentziehendes Mittel. Zudem komplexiert das Metallion zwei Aminoséuren
sowie das verwendete Salzanion (Abbildung 2-6).[*®1 Es wurden verschiedene Metallionen als
Katalysatoren getestet und mit Kupfer(11) die besten Ergebnisse erzielt.'®”1 Kupfer(11) war nach

Berechnungen von Ochiai ab einem Sauerstoff-Partialdruck von p,z = 10735 atm in
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ausreichenden Mengen vorhanden, um fiir Organismen zur Verfiigung zu stehen.['8% Der
Umsatz der Reaktion konnte zusatzlich durch Evaporationszyklen gesteigert werden.[** Die
Reaktivitat der Aminosauren ist dabei sehr unterschiedlich, so bilden manche Aminosauren wie
z.B. Valin alleine keine Dipeptide aus. Durch den Einsatz anderer, katalytischer Aminosauren
wie Glycin werden zuerst gemischte Dipeptide gebildet und anschliefend auch Homodipeptide
der Aminosauren, welche alleine keine Dipeptide bilden. [t

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 Peptidbildung nach Rode et al.[*8]

Wurden nicht nur a-Aminoséuren eingesetzt, sondern auch B- oder y-Derivate, so wurde eine
Priferenz fiir die a-Aminosduren beobachtet.'®? Auch bei der Verwendung von D- und L-
Aminosauren wurden Selektivitaten erhalten. So wurde ein Uberschuss der optisch reinen
Dimere von Alanin gegeniiber den gemischten Dimeren erzielt. Aulerdem war die Ausbeute
fir L-Alanin hoher als fiur D-Alanin.'®3 Eine Erhéhung der Kettenldnge kann durch eine

mineralienkatalysierte Oligomerisierung kurzer Peptide erreicht werden.1%4

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 Powner et al.[*%]

Eine Polymerisation nicht der Aminosauren selbst, sondern verschiedener Derivate kann die
Kondensation umgehen oder erleichtern. Powner et al. erreichten die Kettenverlangerung mit
Aminonitrilen, welche im Anschluss an die Kopplung mit Schwefelwasserstoff am Nitril
thiolysiert werden (Abbildung 2-7).'%! Durch Hydrolyse werden die Thiosduren erhalten,
welche im Folgenden erneut mit einem Aminonitril in Anwesenheit von Hexacyanidoferrat
reagieren und zur nachsten Kettenverlédngerung fiihren. Als l&ngstes Peptid wurde so das Glycin

Hexamer erhalten.[1%]

Eine alternative Gruppe aktivierter Aminosaurederivate sind die N-Carboxyanhydride (NCA).
Diese werden nicht nur als Zwischenstufen bei der Verwendung von Aktivierungsreagenzien
diskutiert,[1%-291 sondern auch selbst als prabiotisch relevante Peptidbausteine betrachtet.[!%-
2001 Dije Bildung der NCAs kann neben der Herstellung aus Aminosauren und oben

beschriebenen Aktivierungsreagenzien auch aus Carbamaten,?° durch die Nitrosierung von
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N-Carbamoylaminoséuren,™® iber Diacylsulfide oder mit Carbonylsulfid Giber Thiocarbamate
erreicht werden.[22-2021 Durch das gemischte Anhydrid sind NCAs nicht nur aktiviert, sondern
auch an der Aminogruppe geschutzt. Als weitere Vorteile der NCAs zur Peptidbildung werden
die Unterdriickung der Bildung zyklischer Diketopiperazine sowie die Mdglichkeit hoher
Polymerisationsgrade insbesondere in Kombination mit Mineralienoberfldchen genannt.[2%
Zur prébiotischen Plausibilitat missen aber auch die Verfligbarkeit der Ausgangsmolekdile
sowie die notwendigen Reaktionsbedingungen wie beispielsweise eine Aufkonzentrierung der

Reaktanden diskutiert werden. 200 2031

2.1.6 Prabiotische Zuckersynthese

Die prébiotische Synthese von Zuckern ist von groem Interesse, da sie zum einen Ribose,
einen wichtigen Bestandteil der RNA liefert, sowie weitere Saccharide, die in
Stoffwechselwegen, Membranen und anderen biologischen Funktionen eine Rolle spielen.
Verschiedene Reaktionen wurden als mdgliche prabiotische Wege zu Zuckern diskutiert. Im

Folgenden wird auf zwei Mdéglichkeiten genauer eingegangen.

Das sogenannte ,,Glyoxylat Szenario“ wurde von Eschenmoser vorgeschlagen (Abbildung
2-8).2041 Basierend auf dem mdglichen Zusammenhang zwischen HCN (-Oligomeren) und
Bestandteilen des Citratzyklus wurden Glyoxylat und Dihydroxyfumarat 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
schlieBlich zu Kohlenhydraten sowie Aminosauren fiihren.?% Diese Theorie wurde durch
experimentelle Arbeiten von Krishnamurthy et al. unterstiitzt, in denen die Dimerisierung von
Dihydroxyfumarat und die Bildung von Ketosen aus Glyoxylat und Dihydroxyfumarat gezeigt

wurde.[205-206]

Kohlenhydrate
Aminosauren

TT

risierung
HON —— O\)J\OH
GIyoxyIat o) O o}
OH ——— HO OH

reduktive Oz OH OH
Oligome-
risierung HO l CO;
0=C=0 — O~
02 OH OH
D|hydroxyfumarat Glycolaldehyd Ho._ ko0
Glyceraldehyd

Abbildung 2-8: Ausschnitt aus Glyoxylat-Szenario zur prébiotischen Zuckersynthese nach Eschenmoser.[204
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Die Formosereaktion ist eine weitere haufig diskutierte Quelle fiir Zucker auf der Frithen Erde.
Dabei wird ausgehend von Formaldehyd und einem Katalysator, traditionell -einer
anorganischen Base, ein Netzwerk an verschiedenen Zuckern und Nebenprodukten aufgebaut
(Abbildung 2-9). Die Reaktion wurde von Butlerow erstmals beobachtet,?”1 durch Breslow

mechanistisch untersucht% und anschlieBend im prabiotischen Kontext diskutiert.[209-211]

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
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Abbildung 2-9: Ausschnitt aus dem Netzwerk der Formosereaktion. 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: Ketohexosen. 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 geochemical setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-
w.[2121 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 verschiedene
mechanistische  Erklarungsansidtze wie ein deprotoniertes Formaldehydhydrat als
Zwischenprodukt,?**] ein nukleophiles Carbenanion!?!4l oder einen Hydridtransfer zwischen

den beiden Formaldehyd-Molekiilen.?!51 Alternativ kann die Umpolung photochemisch
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erfolgen,?®l mithilfe von Umpolungskatalysatoren wie beispielsweise Thiazoliumsalzen[?*’!
erreicht oder Uber die Zugabe von enolisierbaren (Zwischen-) Produkten umgangen werden
(Abbildung 2-10).[2%8 Neben dem Einsatz von Glycolaldehyd oder Monosacchariden, welche
sofort eine Aldolreaktion ermdglichen und so die Umpolung umgehen, sind auch andere
enolisierbare Verbindungen als Katalysatoren mgdglich. Diese bilden in einem ersten Schritt 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 werden. Bei der Verwendung von Thiazoliumsalzen
als Umpolungskatalysatoren werden diese durch eine zugesetzte Base am C-Kohlenstoff
deprotoniert und konnen so nukleophil am Formaldehyd angreifen. Nach einer
Kettenverlangerung kann anschlieRend der Zucker abgespalten werden.?*"] Photochemisch

wird Hydroxymethylen als reaktive Zwischenstufe der Dimerisierung vermutet. 292201
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Abbildung 2-10: Vorgeschlagene Maglichkeiten fiir die Umpolung bzw. Dimerisierung von Formaldehyd. [217-219]

Nach der Bildung von Glycolaldehyd entwickelt sich ein Netzwerk aus Verbindungen Gber
Aldol-/Retroaldolreaktionen sowie Isomerisierungen wie der Lobry-deBruyn-Alberda-van-
Ekenstein-Umlagerung.l??1 Zusatzlich sorgen verschiedene Neben- und Abbaureaktionen zur
Bildung von Nebenprodukten und nach langerer Reaktionszeit zur Bildung eines unléslichen,
dunklen ,Teer“. Bei diesen Reaktionen handelt es sich um Cannizzaro-Reaktionen,
B-Eliminierungen,  Benzilsdureumlagerungen und  Polymerisationen, aus denen

Zuckersauren, -alkohole, Dicarbonylverbindungen und weitere Nebenprodukte entstehen. 222

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 Einfluss auf die Reaktion nehmen kann.[?2222%1 Dje Hauptkritikpunkte an der

Formosereaktion als Zuckerquelle sind die fehlende Selektivitat, 2?41 sowie die Instabilitét der
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Produkte in der wiassrigen, alkalischen Losung.[?25-2261 Dies wurde von Benner et al. durch die
Stabilisierung von Ribose mit Boraten adressiert.??”1 Im prabiotischen Kontext wurde
auBerdem die waéssrige Reaktion mit Mineralienkatalyse,?' 221 eine hydrothermale
Reaktion[??°! und sogar eine interstellare Synthese untersucht.?3% Dariiber hinaus wurde das
Vorkommen von Ribose und anderen Zuckern auf Meteoriten mit der Formosereaktion,
mdoglichweise wahrend Prozessen wie der wassrigen Alteration der Mutterkorper, in
Verbindung gebracht.[234

Als Alternative zu den waéssrigen Reaktionsbedingungen mit den beschriebenen Problemen
wurde von S. Lamour die lI6sungsmittelfreie Aldolreaktion ausgehend von Glycolaldehyd (und
Glycerinaldehyd) mit Calciumhydroxid und anderen Hydroxiden und Carbonaten als
Katalysator untersucht. Dabei wurde der Aufbau von Tetrosen und Hexosen beobachtet, eine
mechanochemische Beschleunigung der Reaktion sowie eine héhere Selektivitat im Vergleich

zu der wassrigen Reaktion beobachtet.[?3?]

2.2 Analyse komplexer 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 Komplexitat
der Reaktionsmischungen gegeben ist, sind hoch entwickelte Trenn- sowie Analysemethoden

mit hoher Sensitivitat notwendig.

2.2.1 Trennung und Analyse von Mischungen kurzer Peptide & Aminosauren

Bei den im genetischen Code vorkommenden, kanonischen Aminosauren handelt es sich um
eine vielféltige Gruppe aus 20 a-Aminocarbonséuren in L-Konfiguration (Ausnahme: Glycin)
mit unterschiedlichen Seitenketten. Diese werden allgemein mit einem 3- und 1-
Buchstabencode abgekdrzt (Abbildung 2-11). Bei den Seitenketten gibt es eine grol3e Diversitat
von hydrophoben Alkyl- oder Arylresten tUber polare, neutrale Alkohole, Thiole und Amide bis
hin zu geladenen, basischen oder sauren Substituenten. Aufgrund der gemeinsamen Amino-
sowie Carboxygruppe sind einige Eigenschaften innerhalb der Gruppe ahnlich, durch die
Variation in der Seitenkette unterscheidet sich ihr Verhalten in Bezug auf andere Eigenschaften
jedoch starker. Ein Vergleich bzw. eine Einteilung der Aminosduren in Gruppen kann z.B. nach
Grolke, Polaritat, aromatischem/aliphatischem Rest oder Ladung erfolgen und dient zum
Verstandnis der Eigenschaften, Funktionen und dem Austausch in Proteinen.[233-234 Da keine
einheitliche Gruppierung vorhanden ist, wird in dieser Arbeit eine Unterteilung nach der
Polaritat der Seitenketten verwendet (Abbildung 2-11).1234
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Die Trennung und Detektion von Aminosauren kann nativ (HPLC, CE) sowie derivatisiert
(HPLC, GC, CE) erfolgen. Fur die Gaschromatographie kann dabei die Volatilitat durch die

Silylierung oder Trifluoracetylierung der Amino- und ggf. der S&uregruppen erhoht werden.

Mit Oligomeren ist die notwendige Volatilitat jedoch auch nach Derivatisierungsschritten kaum

zu erreichen, so dass der Fokus im Folgenden auf den Methoden fir die Flussigkeits-

chromatographie und die Kapillarelektrophorese liegt.

Ohne Seitenkette:
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G HZN\)J\OH
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A NH,
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Abbildung 2-11: Gruppierung der 20 kanonischen Aminosduren nach der Polaritdt der Seitengruppen und
Bezeichnungen nach dem 3- und 1-Buchstabencode.
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Methoden fir die HPLC

Da nur ein Teil der Aminoséuren eine chromophore Einheit beinhaltet, sind fur die
Flussigchromatographie eine Reihe an Derivatisierungsmitteln bekannt, die eine UV- oder
Fluoreszenz-Detektion ermdglichen (Abbildung 2-13). Eine hédufige Verwendung findet
o-Phthalaldehyd (OPA) in Kombination mit Thiolen wie 3-Mercaptopropionséure (MPA) oder
N-Acetyl-L-cystein (NAC),[2%5-2%1 \welches mit den Aminoséuren Isoindolderivate bildet
(Abbildung 2-12). Dieses Reagenz ist allerdings nur fir primédre und nicht fur sekundare
Aminosduren geeignet. Aufgrund der Instabilitdit des Derivatisierungsreagenz sowie der
Addukte wird hiufig eine automatisierte On-Line Vorsaulenderivatisierung durchgefiihrt.[2%]

O
HO

0
| o)
0 n
+ +
OH
HS/\)J\OH P Q
| NH; _ OH
0 N
=
OPA MPA R

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

AuBerdem kdnnen Aminosauren auch mit 9-Fluorenylmethylchloroformiat (Fmoc-Cl) zu Fmoc
Carbamaten,!?®1 mit Phenylisothiocyanat (PITC) zu Phenylthiocarbamylderivaten,/?% mit
1-Dimethylaminonaphthalen-5-sulphonylchlorid  (Dansyl-Cl) zu Sulfonamiden!®® sowie
6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat (AQC / AccQ) zu Harnstoff-Derivaten
umgesetzt werden.?4-2411 Durch die Vielzahl an Anforderungen an die Derivatisierungs-
methoden und darauffolgenden Trennungen, wie Anwendbarkeit fir alle gewinschten
Verbindungen, Auflosung der Trennung, Detektionsgrenzen, Dauer der Analyse,
Probenvorbereitung, Stabilitit der Reagenzien und Derivate, Robustheit gegeniber
Matrixeffekten, gibt es kein optimales Universalmittel, sondern jede der Methoden hat ihre Vor-
und Nachteile, welche fiir die gewiinschte Anwendung evaluiert werden miissen.?*?l Eine
Anwendung der Derivatisierungsmethoden findet vor allem fir die Aminoséuren selbst und

nicht fur Peptide statt.

N~y -
N (@) Cl
Y 0
99 ’ NG
A > .S
Ot Qe
— 0 N
fo D
Cl
Dansyl-Cl Fmoc-Cl AQC / AccQ PITC

Abbildung 2-13: Auswahl an Derivatisierungsreagenzien fiir die HPLC-Analyse von Aminosauren.
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Aufgrund der verbesserten Detektoren, die in der HPLC-Analytik Anwendung finden, kdnnen
mittlerweile auch native Aminosduren analysiert werden. Ein Vergleich verschiedener LC-
kompatibler Detektoren ergab fir mehrere Aminoséuren die geringsten Detektionslimits mit
Massenspektrometern.?*3l In Kombination mit den zusétzlichen strukturellen Informationen,
welche durch die Massenspektren geliefert werden konnen, ist diese Kopplung die
vielversprechendste zur Analyse von underivatisierten Aminosauren und Peptiden. Allerdings
weisen die verschiedenen Aminosduren sehr unterschiedliche Sensitivititen und
Detektionslimits aufgrund unterschiedlicher lonisationswahrscheinlichkeiten auf.?**l Die
Sensitivitat zur Detektion der [M+H]" lonen im positiven Modus ist héher als diejenige zur
Detektion der [M-H]" lonen im negativen Modus.?*®! Die mitunter schlechte lonisation kann
durch das Vorliegen der Aminoséauren als Zwitterionen vor allem bei neutralen Laufmitteln
begriindet werden.?*41 Bei Verwendung von Umkehrphasenbedingungen, liegt eine schlechte
Wechselwirkung der Aminosauren mit der unpolaren stationdren Phase (C18) vor. Diese kann
durch die Verwendung von lonenpaar-Reagenzien verbessert werden, indem sich mit den
ionischen Analyten ein lonenpaar ausbildet, dessen starker hydrophobe Charakter besser mit
der stationaren Phase wechselwirken kann, so dass eine héhere Auflosung erreicht wird.[246]
Jedoch kénnen Probleme wie eine Verschiebung der Retentionszeiten durch Akkumulation des
lonenpaar-Reagenz oder eine geringe Sensitivitdt fir einzelne Verbindungen durch
lonensuppression auftreten.?#6-2%1 Eine weitere Trennmdglichkeit bietet die hydrophile
Interaktionschromatographie (HILIC), welche polare stationdre Phasen mit gebundenen
Amino-, Amido- oder (zwitter-) ionischen Gruppen in Kombination mit ACN/Wasser als
mobiler Phase verwendet, haufig mit ionischen Additiven wie Ammoniumformiat oder -acetat.
Mehrere Methoden fir Aminosauren und einzelne Di- und Tripeptide zur Untersuchung von

Blutplasma oder Zellextrakten wurden auf diese Weise entwickelt.[249-251

Methoden fiir die CE

Da die Aminosduren mit geeignetem Hintergrundelektrolyten (BGE) und entsprechendem pH-
Wert als lonen vorliegen, kann die Kapillarzonenelektrophorese genutzt werden. Eine
Detektion hierbei kann unter anderem mit einem Leitfahigkeitsdetektor oder in Kopplung zu
einem Massenspektrometer erfolgen. Eine Trennung der Aminoséuren erfolgt als Kationen bei
niedrigem pH-Wert. Als BGE wurden unter anderem Ameisenséure,?5?l Essigsaure / Hydroxy-
ethylcellulose,'?>®! Octansulfonate / NaH,PO4,[>41  Ethansulfonate!®> oder Phosphatpuffer
verwendet.[?%] Bei einer Kopplung mit einem Massenspektrometer werden volatile Elektrolyte

benotigt, so dass nicht alle Hintergrundelektrolyte kompatibel sind. Zusétzlich wird zur
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Stabilisierung des Elektrosprays eine Sprayflussigkeit (sheath liquid) zugegeben, welche auch
einen signifikanten Einfluss auf die Sensitivitat der Detektion hat.[*®21 Auch die Position der
Elektrosprayspitze relativ zur Kapillare des Massenspektrometer am Einlass beeinflusst die
Sensitivitat in hohem MaRe.?®®! Durch die Verwendung von Tandem-Massenspektrometrie
(MS-MS) kann die Detektion weiter verbessert werden[?® und es kénnen inzwischen nicht nur
Aminosaurenmischungen, sondern auch Proteine nach Protease-Verdau mit hoher
Trennleistung in kurzer Zeit untersucht werden.?! Dies fiihrt zur aktuellen Anwendung von
CE-MS Methoden im Bereich der Proteomik, wobei tausende von Peptiden gleichzeitig
analysiert werden und welche bisher vorwiegend von HPLC-MS Methoden beherrscht

wurde.[2%8]

Fur Kapillarelektrophorese werden standardméfRig von innen unbeschichtete Kapillaren aus
Quarzglas verwendet (bare fused silica, BFS), welche auflen mit einer Polyimidbeschichtung
zur Erhéhung der Flexibilitat und Stabilitat ausgestattet sind. Die Silanolgruppen ionisieren in
Losung und sorgen durch die Oberflachenladung fiir die Ausbildung einer Doppelschicht mit
dem Elektrolyten. Dies fihrt zum Auftreten des elektroosmotischen Flusses (EOF) bei Anlegen
einer Spannung.?®®! Zusitzlich kénnen die Analyten mit der Kapillarwand wechselwirken, was
sich negativ auf die Auflésung und Signalform auswirken kann oder auch die Adsorption der
Analyten an die Wand und eine schlechte Reproduzierbarkeit zur Folge haben kann. Dies ist
insbesondere auch bei Peptiden der Fall.[?®) Aufgrund dessen wurden verschiedene
Beschichtungen fir die Kapillarinnenseiten entwickelt. Es wird grundsatzlich zwischen
dynamischen und permanenten Beschichtungen unterschieden, wobei erstere durch Adsorption
an die Kapillarwand gebunden sind, letztere durch kovalente Bindungen.[®? Fiir eine
Kombination mit einem Massenspektrometer sind permanente Beschichtungen zu bevorzugen,
damit der Detektor nicht mit den verwendeten Zusétzen kontaminiert wird. Mdgliche Optionen
liefern Polyamide, Epoxide, Polyvinylalkohol, Polyethylenglykole sowie Derivate der
Cellulose.?®! Dabei ist die Stabilitat der Beschichtung tiber den gewiinschten pH-Bereich zu
beachten, sowie weitere Eigenschaften, wie die potenziell komplette Unterdriickung des EOF.
Die meisten Methoden zur Beschichtung bestehen aus mehrschrittigen Verfahren. Durch eine
Vorbehandlung kann die Quarzglas-Oberflache aktiviert werden, anschliefend eine
Zwischenschicht durch Derivatisierung der Silanolgruppen erfolgen und im Folgenden daran

das Polymer gebunden werden. Weitere Wasch- bzw. Immobilisationsschritte konnen folgen.

Polyvinylalkohol-beschichtete (PVA) Kapillaren haben bereits Anwendung in der Peptid-/

Proteintrennung gefunden.?6!1 Es gibt verschiedene Methoden zur Herstellung der PVA-
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Kapillaren (Abbildung 2-14). Nach Karger et al. wird die Oberfliche in einem ersten
Silanisierungsschritt mit einem oligomeren Vinylsilanol behandelt, an dessen Vinylgruppen im
Folgenden Vinylacetat copolymerisiert wird, welches anschlieBend in einem Verseifungsschritt
zum Polyvinylalkohol umgewandelt wird (A).[?67] Yu et al. verwendeten als Zwischenschicht
Diazoharze, welche durch eine Photoreaktion an die Silanolgruppen der Kapillaroberflache
sowie an die Hydroxylgruppen des Polyvinylalkohols gebunden wurden (B).?5%1 Eine
Alternative wurde von Belder et al. beschrieben, welche Glutaraldehyd als Linker einsetzt und

damit geldsten Polyvinylalkohol in der Kapillare quervernetzt und so immobilisiert (C).[264]
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Abbildung 2-14: Methoden zur Polyvinylalkoholbeschichtung von Kapillaren fir die Elektrophorese nach A: Karger
et al.[?62 B: Yu et al.[263] C: Belder et al.[264

In CE-MS-MS-Methoden fir Proteomik-Analysen ist lineares Polyacrylamid (LPA) das
vorherrschende  Beschichtungsmaterial.[?®!  Hjertén beschrieb 1985 eine der ersten
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Beschichtungsmethoden.?®® In der Kapillare wird mit 3-(Trimethoxysilyl)-propylmethacrylat
(y-MAPS) eine Silanolzwischenschicht aufgebaut, an dessen Doppelbindung im né&chsten
Schritt das Acrylamid mit einem Persulfat Initiator und N-, N-, N’-, N'-Tetramethylethylendi-
amin (TEMED) Katalysator polymerisieren kann (Abbildung 2-15). Diese Methode wurde in

den folgenden Jahren automatisiert sowie fiir spezielle Anwendungen abgewandelt.[266-2681
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Abbildung 2-15: Lineare Polyacrylamidbeschichtung der Kapillaroberflache fiir Elektrophorese.

MS-MS von Peptiden

Peptide zeigen im Massenspektrum je nach Sequenz der Aminosauren charakteristische
Fragmente, so dass MS-MS-Experimente einen groRen Beitrag zur Strukturaufklarung liefern
konnen. Um die Beschreibung und Diskussion dieser Fragmentierungen zu vereinheitlichen
wurde von Roepstorff und Fohlman eine Nomenklatur vorgeschlagen.[?6°] Peptide haben je
Aminosdure drei mogliche Bindungen, die entlang der Peptidkette gespalten werden kénnen:
Zwischen dem C,-Atom und der Carboxygruppe (a, x), zwischen der Carboxygruppe und dem
Amidstickstoff (b, y) und zwischen dem Amidstickstoff und dem C,-Atom (c, z). Mit Ladung
am N-Terminus werden diese Fragmente mit a, b und ¢ bezeichnet, am C-Terminus mit X, v,
und z. Mit einer tiefgestellten Zahl wird beschrieben, welche Peptidbindung, also welche
durchnummerierte Aminosdure gespalten wurde jeweils vom N- bzw. C-Terminus aus
(Abbildung 2-16).

Abbildung 2-16: Nomenklatur zur charakteristischen Fragmentierung von Peptiden nach Roepstorff und Fohlman.[269

Mithilfe von Tandem-Massenspektrometrie kann dadurch die Sequenzierung von Peptiden
erfolgen.?’® zusitzlich zu den oben beschriebenen Bindungsspaltungen kann auch Wasser
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oder Ammoniak abgespalten werden oder eine Fragmentierung der Seitenketten erfolgen.?"!]
Durch Abgleich der massenspektrometrischen Daten mit Proteindatenbanken und durch
Unterstitzung moderner Software kann so eine schnelle und detaillierte Analyse groler

Mengen an Proteinproben durchgefiihrt werden.[?72274]

2.2.2 Monosaccharid-Trennung und Analyse

Monosaccharide bilden die einfachste Stoffgruppe innerhalb der Kohlenhydrate und bestehen
aus einem Kohlenstoffgeriist mit mindestens drei Kohlenstoffatomen, einer Carbonylgruppe
und mehreren Hydroxygruppen. Zur Analyse komplexer Zuckerreaktionsgemische ist deren

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 Strukturen (Abbildung 2-17). Es wird, je nach Position der Carbonylgruppe, zwischen
Aldosen und Ketosen unterschieden sowie innerhalb der Stereoisomere durch die mdglichen
raumlichen Anordnungen der Hydroxygruppen. Zusatzlich liegen die Monosaccharide nicht
nur in der linearen Anordnung vor, sondern ab einer Kettenlange von vier Kohlenstoffatomen
konnen zyklische Halbacetale gebildet werden, je nach RinggroRe die Furanosen oder
Pyranosen. Auch bei diesen ist je nach raumlicher Anordnung eine weitere Unterscheidung in
Anomere mit o- und B-Konfiguration moglich. Bei den Diosen und Triosen ist eine
intramolekulare Ringbildung nicht méglich, jedoch bilden diese dimere Ringstrukturen aus. In

Lésung liegen diese mit den Monomeren sowie deren Hydraten im Gleichgewicht.27]

Durch diese Vielzahl an Isomeren und strukturell &hnlichen Molekilen stellt die
chromatographische Auftrennung und Analyse von komplexen Monosaccharidmischungen
eine anspruchsvolle Aufgabe dar. Eine direkte Analyse der Produktmischungen ist mit
Flussigchromatographie theoretisch moglich. Aufgrund des fehlenden Chromophors kénnen
zur direkten Analyse jedoch keine Standard-Detektoren wie UV- oder Fluoreszenz-Detektoren
verwendet werden. Brechungsindexdetektoren bieten eine Alternative, sind jedoch nicht so

sensitiv und stabil.7® \Weitere Méglichkeiten sind Lichtstreu- oder Charged Aerosol
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Detektoren, welche allerdings nichtlineare Signalabhangigkeiten aufweisen.?’”1  Auch
Massenspektrometer kénnen zur Detektion von Zuckern herangezogen werden, 278 jedoch ist
dabei gerade bei kleinen Molekdlen aufgrund der geringen Molekilmasse eine Derivatisierung

vorzuziehen.

Derivatisierungen fur HPLC

Bei der Derivatisierung fir Flissigchromatographie wird vorwiegend ein Chromophor zur
Detektion Gber UV oder Fluoreszenz eingefiigt. Zusétzlich wird haufig eine Kompatibilitat mit
anschlieBender massenspektrometrischer Analyse gewdiinscht. Eine Vielzahl an Methoden ist in
der Literatur bereits bekannt. Diese beinhalten reduktive Alkylierung,?’® per-O-
Benzylierung,'?®  Aminierung,'?®l reduktive Aminierung,?®? Hydrazon-[283-284 sowie
Pyrazolon-Bildung.[?8>2%] Eine vollstindige Umsetzung der zu analysierenden Zucker sowie
die Vermeidung von Nebenprodukten sind fur die Analyse notwendig. Da einige dieser
Methoden Nachteile wie Informationsverlust durch Reduktion, fehlende Anwendbarkeit fir
Ketosen oder Optimierung nur fiir Oligo- und nicht fiir Monosaccharide aufweisen, 28 werden

nur Hydrazon- sowie Pyrazolon-Bildung im 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 mit Monosacchariden.

Durch Einsatz von Hydrazinen reagiert die Carbonylgruppe der Monosaccharide in einer
Kondensation zu Hydrazonen. Die Verwendung aromatischer Substituenten am Hydrazin fhrt
so ein Chromophor ein, beispielsweise (Nitro-)phenyle oder eine Dansylgruppe (Abbildung
2-18).1223, 284, 288-289] Eine weitere Moglichkeit bietet das ,,Girard’s T“ Reagenz, welches mit
einem tertidren Amin eine ionische Verbindung einbaut, welche die Sensitivitat fir
massenspektrometrische Versuche erhoht.?°°l Das Auftreten von mehreren Signalen pro Analyt
wurde in der Literatur entweder einem Gleichgewicht zwischen Hydrazon und bei Uberschuss
des Derivatisierungsmittels gebildeten Osazonen zugeordnet oder dem Auftreten von E/Z-
Isomeren.[2°12%2] Dje Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin wurde bereits erfolgreich

zur Analyse von Formosereaktionsgemischen angewandt.2%3l
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N

ArMP Bis-ArMP-Addukt

Abbildung 2-19: Derivatisierung von Monosacchariden mit 1-Aryl-3-methyl-5-pyrazolonen.

Eine weitere Mdoglichkeit bieten 1-Aryl-3-methyl-5-pyrazolone (ArMP, Ar = Phenyl,
4-Methoxyphenyl,  2-Naphthyl), welche unter Wasserabspaltung und folgender
1,4-Michaeladdition zweifach an reduzierende Zucker addieren (Abbildung 2-19).°4l Die hier
verwendeten basischen Bedingungen fiihren zur Vermeidung von Sialinsédurenabspaltung,
welche bei den hiufig sauren Bedingungen anderer Derivatisierungen problematisch ist.[2%4
Die Bis-ArMP-Addukte eignen sich sowohl zur UV-Detektion als auch zur

massenspektrometrischen Analyse mit charakteristischen Fragmenten. [285-286]

Derivatisierungen fuir gaschromatographische Analyse

Um die Volatilitdt der Monosaccharide zu erhthen und somit eine thermische Zersetzung zu
verhindern, ist eine Schutzung der Hydroxygruppe notwendig. In der Literatur finden sich
Vorschriften zur Etherbildung,?%-2%1 Silylierung,?*" (Trifluor-)Acetylierung®®! sowie zur
Bildung der O-Isopropylidenderivate.?®®! Wahrend die Methylether aufgrund ihrer
aufwandigen Herstellung sowie schlechter chromatographischer Auflésung wenig angewendet
werden, liegt der Nachteil der O-lIsopropylidenderivate in der Notwendigkeit benachbarter
Hydroxygruppen. Dadurch kénnen zum Beispiel Formaldehyd und Glycolaldehyd nicht
analysiert werden, so dass diese Methode nicht relevant fur die Analyse von

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

Die Silylierung ist die verbreiteste Methode mit den Vorteilen der hohen Fliichtigkeit sowie
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thermischen Stabilitat der gebildeten Trimethylsilylether und einer groflen Auswahl an
verschiedenen Derivatisierungsmitteln (Abbildung 2-20).3%!

Die zuerst eingesetzten Silylierungsmittel waren Trimethylchlorsilan (TMCS)E%! sowie
Hexamethyldisilazan (HMDS).[?*"] Letzteres wird durch die Einfachheit der Methode weiterhin
haufig verwendet, allerdings sind mittlerweile reaktivere Derivatisierungsmittel vorhanden.
Das hochreaktive N-Trimethylsilylimidazol (TMSI) wird vor allem fur sterisch gehinderte
Alkohole und Steroide verwendet.?%? Die silylierten Acetamide N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)acetamid (MSA) sowie N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) zeichnen sich
durch ihre Volatilitit und Reaktivitdt aus.F%! Durch den Einsatz der fluorierten Analoga N-
Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid ~ (MSTFA)  sowie  N,O-Bis(trimethylsilyl)-
trifluoracetamid (BSTFA) konnte die Loslichkeit sowie Volatilitat fir Kohlenhydratanalysen

erneut verbessert werden.[304-309]

Die Trifluoracetate zeichnen sich durch ihre hohe Flichtigkeit aus, welche die Analyse bei
geringeren Temperaturen ermdglicht. Dadurch findet diese Methode insbesondere bei chiralen
Trennungen Anwendung.%-2"1 Neben dem Anhydrid der Trifluoressigsdure (TFAA) sowie
Trifluoracetylimidazol (TFAI) wird zur Acetylierung auch N-Methyl-bis(trifluoracetamid)
(MBTFA) eingesetzt (Abbildung 2-21). Bei dessen Verwendung wird als Nebenprodukt keine
Trifluoressigsdure, sondern das flichtige und fir GC-Anwendungen daher unproblematische
N-Methyltrifluoracetamid frei. Zudem konnte MBTFA erfolgreich fur Kohlenhydrate
verwendet werden ohne die bei anderen Derivatisierungsmitteln beobachteten Nebenprodukte
hervorzurufen. 2%
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Abbildung 2-21: Auswahl an Derivatisierungsmitteln fir die Trifluoracetylierung von Monosacchariden.

Der Nachteil dieser einstufigen Derivatisierungen, welche lediglich die Hydroxylgruppen
schutzen, liegt an dem Vorhandensein der zahlreichen Isomere. Durch offenkettige, Pyranose,
Furanose sowie a- und f-Formen, sind bei den Pentosen und Hexosen bis zu fiinf Signale pro
Zucker mdglich, was die Trennung und Auswertung deutlich erschwert. Vermieden werden
kann dies durch Derivatisierung am Carbonylkohlenstoff, wodurch nur die offenkettige Form
erhalten wird. Um die Verdampfbarkeit zu gewahrleisten, muss dabei in einem zweiten Schritt

erneut die Hydroxylgruppe geschiitzt werden. Dies wird in der Regel durch Silylierung oder
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Acetylierung erreicht. Auch fur diese zweistufigen Derivatisierungen sind verschiedene
Methoden bekannt. Die mogliche Bildung von Aldononitril- sowie Alditol-Derivaten soll im
Folgenden nicht weiter beschrieben werden, da diese durch Bildung nichtfliichtiger Produkte
fir Ketosen bzw. durch den Informationsverlust bei Reduktion nicht fir die gewinschte
Anwendung geeignet ist.*% Auch bei der Bildung von Dialkyldithioacetalen treten (zum Teil
unverdampfbare) Nebenprodukte und Zersetzungsprodukte bei Verwendung von Ketosen auf,

so dass diese Methode ebenfalls nicht den Anforderungen entspricht.[308-30]

Der Einsatz von Hydroxylaminen stellt eine vielversprechende Derivatisierungsmethode dar.
Die Zucker werden in Oxime und damit in ihre offenkettige Form tberflhrt, wodurch eine
Reduktion der Signale von (bis zu) funf auf zwei erreicht wird. Diese sind durch das Auftreten
von E/Z-Isomeren zu erklaren (Abbildung 2-22). Neben dem unsubstituierten Hydroxylamin
werden hierzu auch O-alkylierte Varianten verwendet.[2%-2%%1 Dabei wird die unsubstituierte
Hydroxylgruppe im Gegensatz zu den substituierten Hydroxylaminen im zweiten
Derivatisierungsschritt ebenfalls mit einer TMS- oder TFA-Gruppe geschutzt. Neben der
Vereinfachung der Chromatogramme wurde die Verwendung der Oxime auch zur verbesserten

Quantifizierung im Vergleich zu reinen Trimethylsilylethern entwickelt.!3!!]
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Abbildung 2-22: Bildung der Trimethylsilylether oder Trifluoracetate der Zuckeroxime.

Ein Vergleich der O-Ethyl- sowie O-Benzylhydroxylamine als TMS- sowie TFA-Derivate
beziglich der chromatographischen Eigenschaften, Massenspektren, Detektionslimits und
Matrixeffekte wurde von Becker et al. durchgefiihrt.2*®! Durch die hoheren Retentionszeiten
sowie die Dominanz der Benzylgruppe in den Massenspektren und dem daraus folgenden
geringeren Informationsgehalt, wird die Ethylgruppe als Substituent bevorzugt. Dabei
zeichneten sich die Oxim-TMS-Derivate durch die vollstdandige Anwendbarkeit auf alle
getesteten Stoffe, Robustheit gegentiber Matrixeffekten sowie niedrigen Detektionslimits aus.
Die TFA-Derivate zeigten zwar eine bessere Trennung lieferten allerdings Schwierigkeiten bei
der Detektion von Ketosen.[*16] Dies bestatigt die Beobachtung von Andrews, welcher von einer
erhdhten Signalanzahl, zeitlich verénderten Peakverhaltnissen sowie der Zersetzung der
Ketosen bei Oxim-TFA Derivatisierung berichtete. Eine Begrindung fand er in den, durch

geringe Spuren an Trifluoressigsdure erzeugten, cyclischen Oximen.®'4l Ebenfalls wurden



Kenntnisstand 45

Hydroxycarbonsauren als Zerfallsprodukte der trifluoracetylierten Oxime der Ketosen
beobachtet und die Neutralisation mit Kaliumcarbonat zur Hinderung der
Zersetzungsreaktionen eingesetzt.371 Durch den Wechsel der stationdren Phase zu einem
polareren Polymer konnten Zweckmair et al. mithilfe der EtOx-TFA Derivatisierung alle syn-

und anti-Signale von zwei Pentosen und drei Hexosen voneinander trennen. 7]

Weiterhin steht jedoch eine erfolgreiche Anwendung der bisher etablierten Methoden auf die
gesamte Monosaccharidmischung der Formosereaktion, um eine ausreichende Trennung und

detaillierte quantitative Analyse dieser komplexen Mischungen zu erhalten.
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3 Zielsetzung

Bei der Untersuchung von Reaktionen im Kontext des Ursprungs des Lebens wird iberwiegend
Wasser als Losungsmittel verwendet. Jedoch ist dies nur schlecht mit den in Wasser
thermodynamisch ungingstigen Kondensationsreaktionen oder der Instabilitdt einiger
Reaktionsprodukte in wéssriger Losung zu vereinbaren. Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit
nichtwassrige Bedingungen fur prébiotische Synthesen mit komplexen Mischungen untersucht

werden.

Zum einen soll die Kupfer-katalysierte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid als ein
Szenario fir die friihe Erde betrachtet werden. Schwefeldioxid war durch vulkanische
Emissionen vorhanden, ist unter moderaten, plausiblen Bedingungen fliissig und soll somit als
prabiotisches Losungsmittel evaluiert werden. Hierzu sollen in einem ersten Schritt
Trennmethoden fir komplexe Mischungen aus Aminoséuren und kurzen Peptiden entwickelt
werden, um die Reaktionsprodukte zu analysieren. Mithilfe dieser Methoden soll zuerst die
Peptidbildung in Schwefeldioxid aus einzelnen Aminoséuren getestet werden, um sie dann auf
Mischungen kanonischer Aminosauren auszuweiten und mogliche Selektivitaten hinsichtlich
des Einbaus einzelner Aminosauren oder der Sequenzen zu identifizieren. Aullerdem sollen die
Ergebnisse der Peptidbildung in Schwefeldioxid mit den Produkten der salz-induzierten
Peptidbildung in wassriger Losung verglichen werden, welche anstelle des hygroskopischen

Losungsmittels hohe Salzkonzentrationen zur Wasserentziehung nutzt.

Zum anderen soll die mechanochemische Formosereaktion als prabiotisches Szenario
untersucht werden. Formaldehyd und Glycolaldehyd, sowie katalytisch aktive Mineralien
waren bereits im Hadaikum auf der Erde vorhanden und mechanische Energie konnte durch
Einschldge und geologische Prozesse wie Tektonik oder Erosion Ubertragen werden. Zur
Analyse dieser Reaktionen und deren Produktmischungen sollen ebenfalls zuerst Methoden fir
die Trennung von Monosacchariden entwickelt werden. Daflir soll eine méglichst vollstdndige
Trennung der verschiedenen unverzweigten Monosaccharide und Nebenprodukte erzielt und
eine quantitative Analyse erméglicht werden. Diese Methoden sollen dann angewandt werden,
um das mechanochemische Formosenetzwerk auf prébiotische Plausibilitat zu untersuchen.
Dabei soll die katalytische Aktivitdt von Mineralien, welche auf der Frihen Erde existent
waren, getestet und der Einsatz von Formaldehyd als Ausgangsstoff der Formosereaktion

ermaoglicht werden.
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4 Kupferkatalysierte Peptidsynthese in SO

4.1 Analyse komplexer Aminosauren- und Peptidmischungen

Zur Untersuchung der vielfaltigen Produktmischungen wie sie bei der Peptidbildung aus
mehreren Aminoséauren entstehen kénnen, wurden zunéchst Analysemethoden entwickelt und
getestet. Dabei wurde eine native, underivatisierte Analyse gewahlt, um eine Veranderung der
Probenzusammensetzung zu verhindern, und die Kapillarelektrophorese (CE) sowie die
Flussigchromatographie (HPLC) zur Trennung verwendet. Zuerst wurde jeweils die Mischung
der 20 proteinogenen Aminosauren, eine Mischung verschiedener Di- und Tripeptide aus
Alanin und Glycin und im Anschluss eine Testmischung aus den Aminosauren Arginin,
Histidin und Tryptophan sowie den Di- und Tripeptiden Glycyl-Alanin (GA), Alanyl-Alanin
(AA), Glycyl-Glycyl-Glycin (GGG) und Alanyl-Glycyl-Glycin (AGG) in den zu erwartenden
Konzentrationsbereichen zur Evaluation der jeweiligen Trenn- und Detektionsmethode

verwendet.

4.1.1 Peptid-Trennungen via Kapillarelektrophorese

Zur Detektion nach der Trennung mittels Kapillarelektrophorese wurde zundchst ein
Leitfahigkeitsdetektor eingesetzt. Fur die Analyse komplexer Proben und fir eine erhohte
Sensitivitat wurde anschlieRend die Kopplung mit einem ESI-Interface an ein hochauflésendes
Orbitrap-Massenspektrometer verwendet. Die Auswahl des Hintergrundelektrolyten (BGE)
wurde bereits in Hinblick auf die MS-Kopplung auf fliichtige, mit dem Massenspektrometer
kompatible Komponenten beschrankt. Dabei werden in der Literatur vor allem Ameisensdure

und Essigsaure in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.[?58l

Zunachst wurde die Trennung der Aminosduren auf den in der Kapillarelektrophorese
standardmaélig eingesetzten bare fused silica (BFS) Kapillaren durchgefiihrt. Mit einem BGE
von 2 mol/L Essigséure konnten dabei die basischen Aminoséauren (K, R, H) sowie Alanin und
Glycin getrennt werden (Abbildung 4-1). Bei den weiteren Aminoséuren Uberlappten die
Signale jedoch und es wurden nicht alle Komponenten getrennt. Dies liegt auch an der
Verbreiterung der Signale durch die Interaktion der Aminosduren mit der geladenen

Kapillarwand.



48 Kupferkatalysierte Peptidsynthese in SO»

0.352

T WY
||
( 'J ViV o)) e
L/s PIY
aw

E
@ 03514 G A
IE. /
%
X
(=)}
2
@ 0.350 +
K R
0.349 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Migrationszeit [min]

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

Um diese Interaktionen und eine daraus folgende Verféalschung der Analyseergebnisse zu
verhindern sowie die elektrophoretische Trennung zu verbessern, wurden im Folgenden
verschiedene Beschichtungen fiir die Kapillarinnenwand getestet. Zuerst wurde
Polyvinylalkohol als Beschichtungsmaterial untersucht, welches bereits in der Literatur flr
Proteintrennungen eingesetzt wird.!?!) Dazu wurde zunéchst eine PVA-beschichtete Kapillare
nach der Methode von Belder et al. hergestellt, bei der Glutaraldehyd als Linker verwendet
wird. Diese zeichnet sich durch ihre Einfachheit gegentiber weiteren bekannten, vielschrittigen
Methoden aus (siehe Kap. 2.2.1). Im ersten Schritt wird die Kapillare unter Anlegung von
Druck mit einer sauren Glutaraldehyd-L6sung gefillt. Im Anschluss wird eine geringe Menge
Polyvinylalkohol-L6sung eingefillt und sofort im Stickstoffstrom durch die Kapillare gedriickt,
wobei die Verlinkung an der Grenzflache der beiden Losungen stattfindet. Dadurch kann die
Kapillarwand zunéchst in einer unteren Teilschicht mit hochvernetztem PVA beschichtet
werden, gefolgt von der oberen, weniger stark vernetzten PVA-Schicht.[?54 Diese Methode
wurde zundchst im CE-System getestet, wobei maximal ein Druck von 1 bar angelegt wurde.
Dabei verstopfte die Kapillare allerdings wéhrend des Prozesses. Um einen starkeren Druck
und hoheren Durchfluss zu erreichen, wurde eine Swagelok-Apparatur verwendet, bei der 5 bar
Stickstoffdruck zur Verfugung standen. Um weitere mogliche Fehlerquellen auszuschlieRRen,
wurde die BFS-Kapillare vor der Beschichtung ausgeheizt, ein Polymer mit hoherem
Molekulargewicht verwendet und zusétzlich die Glutaraldehyd- sowie PVA-Ldsungen vor
Verwendung filtriert. Jedoch konnten auch mit diesen MalRnahmen die Probleme der

Beschichtung nicht vollstandig behoben werden. Zwar wurde so ein vollstdndiges Blockieren
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der Kapillare verhindert, die Beschichtung erfolgte jedoch nicht gleichméafiig und konnte daher
keine reproduzierbaren Ergebnisse, sowie nur eine unstete Basislinie in der Elektrophorese
erzielen. Daher wurde fir die folgende Trennung eine PVA-beschichtete Kapillare kommerziell

erworben (Agilent Technologies).

Fur die PVA-Kapillare wurden verschiedene Hintergrundelektrolyte getestet (Ameisensaure,
Ammoniumacetatpuffer, Essigséure) sowie das unterstiitzende Anlegen von Druck wéhrend der
Trennung, da die Migration durch die Unterdriickung des EOF verlangsamt war. Bei der
Verwendung von Ameisenséure trat eine geringe Stabilitat der Messung und Schwankungen
der Basislinie auf. Die Verwendung von 1 mol/L Essigsaure (pH 2.4) bei 30 kV Spannung und
10 mbar Druck zeigte die besten Trennergebnisse (Abbildung 4-2). Einige Aminosduren
uberlagerten zwar weiterhin, jedoch konnten mehr Signale voneinander getrennt werden als auf
der unbeschichteten Kapillare. Die Notwendigkeit eines niedrigen pH-Wertes zur lonisation
der Aminosauren stand dabei im Konflikt mit der Stabilitdt der Kapillarbeschichtung
(Einsatzbereich pH 2.5-9.5). Daher wurde neben der PVA-Beschichtung eine weitere
Kapillarbeschichtung untersucht.
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Abbildung 4-2: Elektropherogramm der Trennung der 20 proteinogenen Aminosauren auf der Agilent PVA-Kapillare
(77 cm, 1 mol/L AcOH, 10 mbar, 30 kV, 25°C).

Die Beschichtung mit Polyacrylamid wurde angelehnt an die Methode von Beneito-Cambra et
al. in einem automatisierten Verfahren in der CE-Apparatur sowie angelehnt an die Methode
von Zhang et al. manuell unter hoherem Druck durchgefiihrt.[267-2681 Bej beiden Methoden
wurde die Kapillare zur Vorbehandlung mehrschrittig gespult, im Anschluss die Kapillarwand

in einem Silanisierungsschritt mit y-MAPS vorbereitet und schlieBlich die Polymerisation mit
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Acrylamid und APS als Initiator durchgefihrt. Dabei unterschieden sich die VVorgehensweisen
nicht nur in der Automatisierung und dem angelegten Druck, sondern auch in weiteren Details
der Beschichtungsschritte. So wurde bei der automatisierten Methode katalytische Mengen
TEMED zur Polymerisation zugeflgt und die Konzentration der Reaktanden, die verwendeten
Ldsungsmittel, Dauer sowie Temperatur der verschiedenen Schritte wichen voneinander ab.
Die Methode nach Zhang et al. lieferte dabei eine beschichtete LPA-Kapillare, welche sich in
den anschlieBenden elektrophoretischen Messungen gegeniber der automatisiert-beschichteten
Kapillare durch eine bessere Unterdriickung des EOF sowie einen stabileren Hintergrund
abhob. Dabei waren fir gleichméRige, reproduzierbare Ergebnisse der Beschichtung und die
Vermeidung von Blockaden insbesondere die Dauer der Silanisierung sowie die Menge des

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

Fir die LPA-beschichtete Kapillare wurde sowohl Ameisensdure (300 mmol/L) als auch
Essigsaure (2 mol/L) als BGE getestet. Mit Essigsdure konnten eine stabilere Messung sowie
gute Trennung erreicht werden, so dass von den 20 proteinogenen Aminosduren 16 getrennt
wurden und nur Phenylalanin mit Asparaginsidure sowie Prolin mit Tyrosin Uberlagerte
(Abbildung 4-3). Die Messung der Testmischung zeigte deutlich getrennt die Komponenten R,
H, GA, AGG sowie W, wohingegen AA sowie GGG aufgrund der geringen Konzentration mit
der Sensitivitdt des Leitfahigkeitsdetektors kaum zu erkennen waren (Abbildung 4-4).

Zur Untersuchung der Di- und Tripeptide wurde im Folgenden eine Kopplung mit einem
hochauflésenden Massenspektrometer mit einem sheath flow CE-ESI-MS-interface

vorgenommen. Aufgrund der geringen Flussigkeitsmengen aus der Kapillarelektrophorese
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wurde dabei zur Stabilisierung des Elektrosprays unter Zufluss eines sheath liquids bestehend
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 Verdiinnung
erzielt. Fir die Kopplung wurde eine hohe Abhéngigkeit der Stabilitat und Sensitivitat des
Massenspektrometers von der Position der Sprayspitze gefunden. Auch Parameter der
Umgebung wie die Temperatur sowie die Luftfeuchtigkeit beeintrachtigten die Stabilitat der

Kopplung.
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Abbildung 4-4: Elektropherogramm der Testmischung auf einer nach Zhang et al. beschichteten LPA-Kapillare (80 cm,
2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C).

Bei den Messungen der Referenzsubstanzen konnte die Kopplung schon zu Beginn der CE-
Trennung gestartet werden, bei Proben mit Kupfersalzen wurde das Massenspektrometer erst
ab 9 min nach der Migration der Kupferionen zugeschalten. Zunéchst wurde im full scan-
Modus im Massenbereich von m/z 74 — 750 gemessen, um auch alle Aminoséuren zu
detektierten. Allerdings war durch das Laufmittel und den Hintergrundelektrolyten bei
kleineren m/z-Werten ein hoher Hintergrund zu beobachten. Insbesondere wurde mit
m/z 121.1223 ein intensives Signal erhalten, welches [2 i-PrOH + H]* entspricht. Dies fiihrte
zwar zur Stabilisierung des Totalionenstroms (total ion current, TIC), jedoch auch zu einem
Verlust der Sensitivitat der Messung der Analyten. Daher wurde fiir die Detektion der Peptide
der Messbereich fur den full scan-Modus auf m/z 129 — 750 eingegrenzt. So konnten die
Referenzsubstanzen AA, GG, AG, GA, AGG und GGG bei einer Probenkonzentration von
1 umol/L bei einem Scanbereich von m/z 129 — 750 mit einer Intensitat von etwa 3 - 10°
detektiert werden, wohingegen die Peptide bei gleicher Konzentration und einem Scanbereich
von m/z 74 — 750 nicht mehr sichtbar waren und erst ab etwa 5 pmol/L detektiert werden
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konnten. Fiir die ldentifizierung der Peptide wurde auch eine anschlieRende MS2-Messung mit
datenabh&ngiger Fragmentierung durch kollisionsinduzierte Dissoziation (CID) durchgefiihrt.

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

Eine Detektion der Peptide mit Analyse per MS2-Messung anhand der Fragmentierung konnte
auch bei den zu erwartenden unterschiedlichen Konzentrationen erhalten werden. Allerdings
konnte nahe am Detektionslimit keine erfolgreiche MS?-Messung mehr durchgefiihrt werden,
sondern erst ab etwas hoheren Intensititen (= 8 - 10°), welche bei den Referenzpeptiden meist
ab einer Probenkonzentration von 2 — 5 umol/L erhalten wurde. Die Fragmentierung wurde bei
geringer Kollisionsenergie durchgefiihrt (NCE 30%) und lieferte fir die Peptide die bekannten
Fragmentierungsmuster. Beispielhaft ist in Abbildung 4-5 das MS2-Spektrum von Alanyl-
Glycyl-Glycin (AGG), welches nach der CE-MS-Kopplung erhalten wurde, gezeigt. Deutlich
traten dabei insbesondere die y- und b-Fragmentionen auf. Mithilfe der Fragmentierungsmuster
konnte so im Folgenden auch gezielt bei einzelnen Peptiden ohne vorhandene

Referenzsubstanzen ein Rickschluss auf die Sequenz der Aminoséuren erhalten werden.
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Abbildung 4-5: Zuordnung der Fragmentionen im MS2-Spektrum von Alanyl-Glycyl-Glycin (AGG) nach
kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals bei tmig =14.0 min nach kapillarelektrophoretischer
Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C).

Somit konnte mit der Beschichtung der Kapillaren mit linearem Polyacrylamid eine Methode

gefunden werden, um Wand-Analyt-Wechselwirkungen zu unterbinden und eine gute

kapillarelektrophoretische Trennung der Aminoséuren mit scharfen Signalen und hoher
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Sensitivitat erreicht werden. Auch die Kopplung mit der massenspektrometrischen Analyse
konnte erfolgreich durchgefiihrt werden, so dass mit MS?-Experimenten die Grundlage fiir eine
Identifizierung der kleinen Peptide auch bei einer Uberlagerung moglicher Isomere in den zu

untersuchenden Probenmischungen gelegt werden konnte.

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

Bei der kapillarelektrophoretischen Trennung liegt die Migrationszeit der basischen
Aminoséuren und Dipeptide im Bereich der Kupfer(ll)-lonen. Zudem soll die Trennung durch
Flussigkeitschromatographie erganzt werden. Die in den Reaktionsproben enthaltenden
Kupfersalze sind jedoch nicht kompatibel mit massenspektrometrischer Kopplung sowie mit
HPLC-Trennungen, da sie die stationdre Phase kontaminieren und veréndern, und mussen daher
vor der Analyse aus der Probe entfernt werden. Dabei darf keine Beeinflussung der
Probenzusammensetzung stattfinden, also keine Wechselwirkung mit den Aminoséuren und
Peptiden. Eine Mdglichkeit zur Entsalzung von Proben bietet die Festphasenextraktion (SPE).
Die Verwendung von C18-SPE-Kartuschen lieferte allerdings nicht die gewtiinschte Extraktion
der Proben und wurde daher nicht weiter untersucht. Stattdessen wurde die Entfernung von
Kupfer(I1)-lonen mit lonenaustauschern getestet.

Veli et al. berichteten von der Entfernung von Kupferionen mit den starken Kationentauschern
Dowex HCR S/S und Dowex Marathon C und untersuchten detailliert den Einfluss des pH-
Werts, der Konzentration und Menge des Harzes und des Kupfersalzes sowie die
Kontaktzeit.®*®] Beide Harze erzielten eine Effizienz der Kupferentfernung aus wéssriger
Losung von Uber 98% bei pH-Werten unter 6, wobei der Dowex Marathon C eine hohere
Adsorptionskapazitat aufwies und kiirzere Kontaktzeiten bendtigte.*] Daher wurde dieser
ausgewahlt, um die Kupferentfernung aus den Aminosduremischungen zu testen. Als
Analysemischung wurde eine Mischung aus allen 20 proteinogenen Aminosduren und
Kupfer(Il)chlorid in Wasser gewéhlt. Es wurde die Menge an Dowex Marathon C sowie der
pH-Wert der LOsung variiert und Gber Nacht (16 h) gerthrt. Eine Durchfiihrung des
lonenaustauschs Uber einen Sdulenaufbau erzielte nicht die gewinschte Kupferentfernung,
wahrscheinlich aufgrund zu geringer Kontaktzeit. Anschlielend wurde die Losung mittels
Kapillarelektrophorese auf der BFS-Kapillare mit Leitfahigkeitsdetektion untersucht, um die

Konzentration der Kupferionen und der Aminoséuren zu beobachten.

Fur basische Bedingungen wurde keine Entfernung des Kupfers beobachtet. Fir neutrale oder
saure Bedingungen wurden die Kupfer(ll)-lonen zwar aus der Ldésung entfernt, zuséatzlich

wurde jedoch auch die Konzentration der basischen Aminoséuren (H, R, K) und bei gréReren
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Mengen des lonentauschers auch die Konzentration weiterer Aminosauren in Losung verringert
(Abbildung 4-6). So konnten mit dem Dowex Marathon C zwar effektiv die Kupfer(l1)-lonen
entfernt werden, allerdings wechselwirkte der lonentauscher auch mit den Aminosauren und
verénderte dadurch die Probenzusammensetzung, so dass dies keine geeignete Methode fur die

Probenvorbereitung 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 Aminosauren und Kupfer(ll)chloridldsung. A: 40 mg, B: 20 mg, C: 0 mg
Dowex Marathon C. Trennbedingungen: 80 cm BFS-Kapillare, 2 mol/L Essigséure, 30 kV Spannung.

Aufgrund dessen wurde ein weiterer Kationentauscher getestet. Der Amberlite IRC-748 ist ein
chelatbildendes Harz mit Iminodiessigsauregruppen, wodurch eine Selektivitat fir lonen wie
Kupfer(11) erhalten wird.* Unter analogen Bedingungen wie fiir den Dowex Marathon C
wurde die Menge an lonentauscher und der pH-Wert variiert. Dabei wurde eine Abnahme des
Kupfergehalts bei gleichbleibenden Aminosdurenkonzentrationen beobachtet, mit den besten
Werten bei pH 4-5. Allerdings wurde zunéchst auch bei grofieren Mengen des Harzes keine
vollstandige Entfernung des Kupfers erreicht und da der lonentauscher als Natriumform
erhéltlich ist, wurden anstelle der Kupfer(l1)-lonen Natriumionen frei. Daher wurde zundchst
der Amberlite IRC-748 durch ausgiebiges Spiilen mit 2 mol/L Salzsaure in die H™-Form
uberfiihrt und damit der lonenaustausch durchgefuhrt, welcher weiterhin vergleichbar stattfand.
Da es sich bei dem lonenaustausch um Gleichgewichtsreaktionen handelt, wurde die Methode
auf eine zweischrittige Durchfiihrung geéndert, um eine vollstdndige Entfernung des Kupfers
zu erreichen. So wurde das Harz zur Lésung hinzugegeben, Gber Nacht geriihrt, anschlieRend

das Harz entfernt und durch frischen lonentauscher ersetzt und erneut tiber Nacht gertihrt. Nach
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dieser Methode mit verschiedenen Mengen an lonentauscher wurde im Elektropherogramm
kein Signal mehr fur Kupfer(l1)-lonen erhalten (Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7: Elektropherogramm der Proben nach der Kupferentfernung mit dem Amberlite IRC-748
lonentauscher aus der Gesamtmischung der Aminoséuren und Kupfer(ll)chloridlésung. A: 2 x 20 mg, B: 40 mg, C:
20 mg, D: 0 mg Amberlite IRC-748. Trennbedingungen: 80 cm BFS-Kapillare, 2 mol/L Essigsaure, 30 kV Spannung.

Um eine vollstandige Entfernung zu bestétigen, wurde eine Elementaranalyse (ICP-OES)
durchgefuhrt. Dabei wurde fir 2x 20 mg Amberlite IRC-748 eine Konzentration von
0.28 pg/mL und fur 2 x 30 mg eine Konzentration von 0.09 pg/mL gemessen. Letztere ist
vergleichbar mit den Qualitatsstandards fiir Losungsmittel fur die HPLC und damit ist diese
Methode geeignet fur die Kupfer(ll)-Entfernung aus den Reaktionsmischungen als
Probenvorbereitung fir die HPLC. Zuletzt wurde die Kontaktdauer untersucht, um die
Probenvorbereitung schnellstmoglich durchfuhren zu kdnnen. Jedoch wirkte sich eine kiirzere
Kontaktzeit negativ auf die Kupferentfernung aus und wurde daher fiir die Probenvorbereitung

nicht verkiirzt.

Mit dem Amberlite IRC-748 und dem Austausch des Harzes nach 16 h wurde somit eine
Methode erarbeitet, welche die Kupfer(ll)-lonen ausreichend aus den Proben entfernt, ohne

dabei Aminosduren zu binden und somit die Probenzusammensetzung zu beeinflussen.

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

Flussigchromatographie wurde ein hochauflésendes Flugzeitmassenspektrometer (TOF-MS)
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verwendet. Verschiedene stationdre Phasen wurden auf ihre Eignung anhand der Trennung der

20 proteinogenen Aminoséuren untersucht.

Zunachst wurde eine unpolare C18-Phase verwendet und mit verschiedenen Laufmitteln
getestet. Sowohl mit Gradienten aus Wasser und Acetonitril mit Ameisensaure als auch durch
den Einsatz von Ammoniumsalzen konnte keine ausreichende Interaktion der Aminoséuren mit
der stationaren Phase erreicht werden. Daher erfuhren nur diejenigen Aminoséuren, welche
hydrophobe Gruppen wie aromatische Reste oder Alkylketten beinhalten, eine signifikante
Retention und wurden aufgetrennt, wohingegen ein Grofdteil der Aminosauren mit der
Laufmittelfront der Saule eluiert wurde (Abbildung 4-8).
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Abbildung 4-8: Normalisierte extrahierte lonenchromatogramme der 20 proteinogenen Aminosauren der HPLC-
Trennung auf einer Thermo Acclaim RSLC 120 C18 S&ule (2.1x100 mm, 2.2 pum), Fluss 0.5 mL/min, T =30°C; A:
20 mmol/L NH4OAC(@g), B: ACN/20 mmol/L NH4OAC@g) 90/10, Gradient: 0-20 min 0-20% B.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden im Folgenden (zwitter-) ionische stationéare Phasen und die
hydrophile Interaktionschromatographie fur die Trennung der Aminosduren und Peptide in
Betracht gezogen. Dabei wurden stark unterschiedliche Intensitaten des Detektorsignals je nach
Aminosdure beobachtet. Bei einer 100 umol/L Mischung hoben sich die Signale einiger
Aminosdauren kaum vom Hintergrundrauschen ab (z.B. G, C, D), wohingegen andere
Aminosauren auch bei drei GréRenordnungen geringeren Konzentrationen noch detektierbar
waren (z.B. I, L, F, W). Durch die Verwendung von Ammoniumsalzen im Eluenten ist dabei

eine lonensuppression moglich, welche diese Unterschiede begunstigt. Dadurch war aulerdem
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eine hohere Konzentration der Referenzsubstanzen zur internen Massenkalibration bei den
HILIC-Methoden im Vergleich zur Umkehrphasen-Methode notwendig.

Die zwitterionische Sé&ule Chiralpak ZWIX ist laut Hersteller fir die chirale Trennung von
Aminosauren und Peptiden entwickelt worden. Die Wechselwirkungen mit dem Chinin- und 2-
Aminocyclohexansulfonsaure-basierten Selektor hatten unter den getesteten Bedingungen zwar
fur alle 20 proteinogenen Aminoséuren eine Retention zur Folge, jedoch eluierten 14 der 20
Aminosduren innerhalb von zwei Minuten, so dass die Trennung auch mit dieser Phase nicht
ausreichend war (siehe Anhang). Zudem fehlten die Signale fir einzelne Aminoséauren
innerhalb der Analyse vollstandig (H, C) oder wiesen ein verbreitertes Profil auf. Mit der
achiralen Nucleodur Hilic-Séaule, welche auf einem Ammonium-Sulfonsdure-Liganden basiert,
konnte nach der Variation der mobilen Phase und des Gradienten eine bessere Trennung der 20
proteinogenen Aminosauren innerhalb von 12 min erreicht werden (siehe Anhang). Allerdings
koeluierten einzelne Aminosdauren und die Peakprofile insbesondere von Histidin und

Asparaginséure waren 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 (4.6x150 mm, 3 um), Fluss 1 mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L
NHsOAC@g), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-25 min 70-0% B, 25-35 min 0% B.

Zusatzlich wurde die DCpak PTZ Sdule zur Trennung verwendet, welche auf Poly-N-(1H-
tetrazol-5-yl)-methacrylamid basiert. Bei einer Untersuchung dieser Phase von Lu et al. wurde
beobachtet, dass die NH-Gruppe des Tetrazols bei pH > 5 dissoziiert. Dadurch kdnnen polare
Analyte mit der hydrophileren Phase besser wechselwirken, so dass unter diesen Bedingungen

die Trennleistung hoher ist.*2% Dies wurde auch fiir die Aminoséuren beobachtet, weshalb als
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mobile Phase ein Gradient aus Ammoniumacetat (pH 6.9) und Acetonitril gewéhlt wurde. Die
Trennung der 20 proteinogenen Aminosauren konnte so groftenteils mit einer Retentionszeit
im Bereich von 3.5 — 22 min erreicht werden, wobei auch die Isomere Isoleucin und Leucin
Basislinien-getrennt wurden (Abbildung 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 den zwitterionischen Phasen und deren nahezu
kompletter Retention zusammenhangen oder auch durch die Verwendung des

Ammoniumacetat-Puffers, welcher bei der Detektion andere lonen unterdriickt.

Zur Untersuchung der Di- und Tripeptide wurde zusatzlich eine 100 umol/L Mischung von
Glycyl-Glycin (GG), Glycyl-Alanin (GA), Alanyl-Glycin (AG), Alanyl-Alanin (AA), Glycyl-
Glycyl-Glycin (GGG) und Alanyl-Glycyl-Glycin (AGG) getestet. Dabei konnten insbesondere
die Isomere GA und AG Basislinien-getrennt werden (Abbildung 4-10), so dass hierbei auch
anhand der Retentionszeit eine Unterscheidung mdglich ist. Wiederum auffallig war die
unterschiedliche Intensitat der Signale bei gleicher Konzentration, so dass insbesondere 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 Peptidreferenzen der HPLC-
Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ S&ule (4.6x150 mm, 3 pm), Fluss 0.9 mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L
NHsOAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-25 min 70-0% B, 25-35 min 0% B.

Zur Identifikation der Peptide ohne vorhandene Referenzsubstanzen wurden ebenfalls MS?-
Spektren mithilfe von Inklusionslisten aufgenommen, um durch die Fragmentierung auf die

Sequenz der Peptide Rickschlisse zu ermdglichen. Zur kollisionsinduzierten Dissoziation
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wurden verschiedene Energiewerte getestet. Bei 15eV erfolgte bereits eine deutliche
Fragmentierung, welche eine Zuordnung der Fragmente und Bestimmung der Sequenz zuliel:.
Hohere Energiewerte lieferten sehr stark fragmentierte Massenspektren, so dass im Folgenden
mit 15 eV gemessen wurde. In Abbildung 4-11 sind die MS?-Spektren der Referenzpeptide AG
und GA gezeigt, welche sich nicht nur anhand der abweichenden Retentionszeiten, sondern
auch durch die Fragmentierung insbesondere mithilfe der y-Fragmentionen unterscheiden

lassen.
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Abbildung 4-11: Zuordnung der Fragmentionen im MS2-Spektrum von Alanyl-Glycin und Glycyl-Alanin nach
kollisionsinduzierter Dissoziation (15 eV) der Signale bei tret = 16.7 min / 17.1 min nach HPLC-Trennung auf einer
Daicel DCpak PTZ Séule (4.6x150 mm, 3 pm), Fluss 0.9 mL/min, T =30°C, A: 20 mmol/L NHiOAC@qg), B: ACN,
Gradient: 0-10 min 70% B, 10-25 min 70-0% B, 25-35 min 0% B.

Fur die HPLC-MS-Analyse zeigte insgesamt die Trennung auf der PTZ-HILIC-S&ule die besten
Ergebnisse. Durch 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 Aminosduren, da teilweise entweder eine zu
starke Wechselwirkung oder eine schlechte Detektion bzw. lonensuppression die Analyse stort.
Daher kann die HPLC-MS-Methode nicht universell, allerdings unterstitzend zur CE-MS-
Methode hinzugezogen werden, insbesondere bei den Reaktionsproben, welche nur aus Alanin

und Glycin und nicht aus den vollstandigen Mischungen der Aminosduren erhalten werden.
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4.2 Reaktionen in Schwefeldioxid

Bei der salzinduzierten Peptidbildung (SIPF) werden neben Metallsalzen, insbesondere
Kupfer(Il)-Salzen, auch hohe Mengen an Natriumchlorid 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 ein prabiotisch plausibles Szenario zur Peptidbildung darstellt. Die
Reaktion wurde auf komplexe Mischungen an Aminosduren angewandt, um
Wechselwirkungen und Selektivitdten unter realistischen Bedingungen zu untersuchen.
Aufgrund der Ergebnisse von Rode et al. wurde Kupfer(ll) fir die Untersuchung der
Peptidbildung in Schwefeldioxid gewdhlt und als Startbedingungen ein Verhéltnis von Cu(ll)
zu den Aminosauren von 1:2 mit einer Konzentration von 400 mM als angemessen
betrachtet.[1%]

4.2.1 SlIPF-analoge Reaktion in Schwefeldioxid

Zunéchst wurde die Peptidbildung ausgehend von den einfachsten Aminoséuren Glycin und
Alanin in Schwefeldioxid getestet. Dadurch konnten die Reaktionsbedingungen auch in
Hinblick auf Heterodimere untersucht werden, ohne bereits die Komplexitat der Mischungen
aus mehreren Aminosauren zu erhalten. Es wurden gleiche Mengen L-Alanin, Glycin und
Kupfer(Il)chlorid in einem Reagenzglas vorgelegt, dieses in eine spezialangefertigte
Druckapparatur eingebaut, woraufhin flussiger Schwefeldioxid einkondensiert wurde. Die
Reaktionsmischung wurde flr 1, 3, 7, 14 oder 21 Tage bei Raumtemperatur gerthrt (Abbildung
4-12), das Losungsmittel entfernt und die Produktmischung zur Analyse in Wasser mit einer
Konzentration der Aminosauren von 1 mmol/L geldst. Die Analyse erfolgte qualitativ nach
kapillarelektrophoretischer Trennung mit einer LPA-beschichteten Kapillare. Zusatzlich wurde
zur Unterscheidung der Dipeptide AG und GA nach Entfernung der Kupferionen eine HPLC-
Trennung auf der PTZ Hilic-Saule durchgefihrt.
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Abbildung 4-12: Untersuchung der kupferkatalysierten Peptidbildung in Schwefeldioxid ausgehend von Glycin und
Alanin.

Bereits nach einem Tag konnten Spuren des Dipeptids GG beobachtet werden, nach einer
Woche waren diese erhoht, so dass sie nicht nur mit der sensitiveren massenspektrometrischen
Detektion beobachtet wurden, sondern bereits im Leitfahigkeitsdetektor sichtbar waren. Zudem

konnten weitere Dipeptide (AG/GA) und sogar geringe Mengen des Tripeptids GGG detektiert
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werden. Diketopiperazine, zyklische Dipeptide, welche bei einigen Peptidbildungsreaktionen
als unerwinschte Nebenprodukte auftreten und auch in der wassrigen SIPF-Reaktion detektiert
wurden,® wurden in Schwefeldioxid nicht beobachtet. Auch eine Reaktion mit dem
Losungsmittel zu anderen Nebenprodukten wurde nicht festgestellt. Eine langere Reaktionszeit
(14 bzw. 21 d) sorgte fiir eine weitere geringfugige Zunahme der Intensitdt und Anzahl der
Peptide. Die Zugabe von zehn Aquivalenten Natriumchlorid als wasserentziehendes Mittel war
nicht notwendig, sondern wirkte sich stattdessen hemmend aus, so dass nur Spuren an
Dipeptiden entstanden. Da diese groRen Mengen Natriumchlorid in Schwefeldioxid nicht
I6slich sind und grolie Feststoffmengen vorlagen, war die Durchmischung der Reaktion gestort.
Auch geringere Mengen an Natriumchlorid (1 Ag.) wirkten sich nicht positiv auf die Reaktion
aus, die hygroskopischen Eigenschaften des Schwefeldioxids reichten zur Peptidkondensation

aus.

Des Weiteren wurde Harnstoff als Zusatz getestet, dessen prébiotische Synthese bereits
beschrieben wurde.[®21-3221 Ein positiver Effekt der Harnstoffzugabe auf die Phosphorylierung
von Nukleosiden wurde fiir verschiedene Phosphorquellen beobachtet.[®% 323-3241 Der
Mechanismus und die Wirkungsweise sind nicht aufgeklart, eine Hydrolyse der Harnstoffs
wurde jedoch diskutiert.[*2%1 Da es sich dabei auch um eine Kondensationsreaktion handelt, ist
ebenfalls eine Verbesserung der Kondensation der Aminosauren zu Peptiden denkbar. Die
Reaktion von Alanin und Glycin mit Kupfer(ll)chlorid unter Zugabe von Harnstoff lieferte
bereits nach kirzerer Reaktionszeit und auch deutlich intensivere Signale an Dipeptiden (GG,
AG, GA) und auBerdem die Di- und Tripeptide AA, AAA, AAG & AGG, welche ohne
Harnstoff nicht beobachtet wurden. Die Beginstigung der Kondensation durch Harnstoff

konnte also auch fir Peptidkupplungen beobachtet werden.

Ohne die Zugabe von Kupfer(Il)chlorid wurde keine Reaktion beobachtet. Die
hygroskopischen Eigenschaften von Schwefeldioxid reichen dementsprechend allein nicht zur
Peptidbildung aus, stattdessen wird ein Metallsalz benétigt. In der wassrigen Reaktion ist
Kupfer(1l) im Vergleich zu anderen Metallionen deutlich aktiver. Fir Eisen(ll), welches auch
prabiotisch relevant ist, wurde in der Natriumchloridldsung keine bzw. nur Spuren von Glycyl-
Glycin-Bildung beobachtet.[*87 19 |n Schwefeldioxid wurde mit Eisen(I1)chlorid ebenfalls nur
das Dipeptid GG gebildet. Eine Zugabe 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 Aktivitét

wurde jedoch im Folgenden weiterhin mit Kupfer(l1) gearbeitet.
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Neben dem Metallkation ist auch das Anion relevant. Im von Rode et al. postulierten
Mechanismus der wassrigen Reaktion koordiniert das Chlorid an das Kupfer und verhindert
somit die Chelatbindung der zweiten Aminosaure, so dass es notwendig fiir die Peptidbildung
ist (Abbildung 2-6).[*¥8 Daher wurde anstelle von Kupferchlorid auch Kupfersulfat getestet.
Die Reaktion von Alanin und Glycin mit Kupfersulfat ergab nach einer Woche keine Peptide.
Wurde jedoch zusatzlich Harnstoff zugesetzt, konnte immerhin das Dipeptid GG beobachtet
werden. So ist die Verwendung eines Chloridsalzes zwar nicht unbedingt notwendig, jedoch ist
die Aktivitat bei Verwendung von Kupferchlorid héher im Vergleich zu Kupfersulfat. Neben
der von Rode et al. beschriebenen Rolle als Ligand im Katalysezyklus ist in Schwefeldioxid
auch ein Loslichkeitseffekt als Grund dafur denkbar.

Da bei der wéssrigen SIPF-Reaktion erhohte Temperaturen (70-85°C) ben6tigt werden, um eine
Produktbildung zu erzielen, wurde die Reaktionstemperatur variiert. Dazu wurde die
Druckapparatur im Wasserbad bei 22°C, 50°C oder 85°C erhitzt. Die detektierten Produkte fir
22°C und 50°C unterschieden sich nicht. Bei der erhdhten Temperatur von 85°C wurden die
Druckapparaturen undicht und die Reaktion konnte daher nicht untersucht werden. Da bei der
erhdhten Temperatur von 50°C kein positiver Effekt beobachtet wurde und die Reaktion in
Schwefeldioxid bereits bei geringeren Temperaturen stattfindet, wurde fiir weitere Versuche

bei Raumtemperatur gearbeitet.

Ein moglicher Kritikpunkt fir prabiotische Plausibilitdt chemischer Reaktionen ist hdufig die
notwendige hohe Konzentration der Reaktanden. Die Standardbedingungen der SIPF-Reaktion
liegen Dbei 400 mmol/L der Aminoséuren. Um den Einfluss der Konzentrationen zu
untersuchen, wurden die Verhéltnisse zwischen Aminosauren und Kupfer(ll)chlorid konstant
gehalten. Es wurde neben den 400 mmol/L, auch 200 mmol/L, 100 mmol/L, und 50 mmol/L
getestet und bei allen Konzentrationen wurden Peptide gebildet. Dabei war bei geringen
Konzentrationen sogar ein Anstieg der Peptidbildung zu beobachten, so dass bei 50 mmol/L
Reaktionslosung auch vermehrt Tripeptide und nach 21 d auch Tetrapeptide detektiert wurden.
Damit ist der Kritikpunkt der hohen Konzentrationen der Reaktanden fir die Reaktion in
Schwefeldioxid nichtzutreffend, stattdessen ist bei geringeren Konzentrationen eine hohere
Reaktivitdt zu beobachten. Bei den vorherigen Versuchen wurde Kupferchlorid nicht
katalytisch, sondern stéchiometrisch im Verhdltnis A:G:Cu(ll) 1:1:1 eingesetzt, da in der
wassrigen SIPF-Reaktion nur mit Glycin ein Verhéltnis von G:Cu(ll) von 2:1 als beste
Bedingungen erhalten wurden.*®@ Da im Folgenden bei der Verwendung von

Aminosauremischungen die Aminosauren auch in Konkurrenz miteinander reagieren sollen,
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um so mogliche Selektivitaten zu beobachten, wurde die Reaktion des Weiteren mit einer
geringeren Kupferchloridmenge durchgefihrt. Dabei wurden auch bei einer katalytischen
Menge von 1 mol% nach 7 d Reaktionszeit Spuren von den Dipeptiden GG, AG und GA
detektiert.

In der wassrigen SIPF-Reaktion zeigen einzelne Aminosduren keine oder nur sehr geringe
Reaktivitdt und koénnen erst durch das Hinzufligen katalytischer Aminosduren zu Peptiden
umgesetzt werden.['®t 321 So beobachteten Rode et al. auch fiir Alanin alleine kaum
Peptidbildung und nur durch Hinzufiigen von Glycin konnte ein signifikanter Umsatz erreicht
werden.l®?8] |n Schwefeldioxid wurde dies bei Verwendung von Alanin nicht bestétigt. So
bildete Alanin auch ohne Zugabe von Glycin ein Di- und Tripeptid. Zudem wurden bei
Reaktionen mit Alanin und Glycin bei den Tri- und Tetrapeptiden vermehrt Peptide mit

hoherem Alaninanteil beobachtet.

Tabelle 4-1: Vergleich verschiedener Einflisse auf die kupferkatalysierte Peptidbildung in Wasser und Schwefeldioxid.

Einfluss Wasser Schwefeldioxid
Metallion notwendig™&”] notwendig

> Kupfer(ll) | aktivster Katalysator*®% aktiv

> Eisen(Il) nicht/kaum aktiv!87 190 wenig aktiv
Chlorid notwendigee] positiv
Salzzugabe (NaCl) | positiv (notwendig)8"] negativ
Harnstoff - positiv (bei Kupfer(ll))
Temperatur > 60°C notwendig, > 80°C Hydrolyse, | kein deutlicher Einfluss

Optimum 70 - 80°C:%

Konzentration G hohere Konzentration positiv® geringe Konzentration positiv
Reaktionsdauer ab 1 d; haufig 14 - 28 di*° ab 1 d; signifikant ab 7 d
Glycin (bei A) positiv26] kein deutlicher Einfluss

Evaporationszyklen | positivi*®! i

Eine Peptidbildung in Schwefeldioxid kann also erfolgreich durchgefiihrt werden, wobei ein
Metallsalz fur die Reaktion notwendig ist und mit Kupfer(Il)chlorid die meisten Peptide
gebildet wurden. Als langste Peptidketten wurden Tetrapeptide beobachtet. Im Vergleich zur
waéssrigen Reaktion zeigten sich deutliche Unterschiede. So wirkte die notwendige Salzzugabe
(NaCl) fir die Reaktion in Schwefeldioxid inhibierend, es wurden keine hohen Temperaturen
und Konzentrationen ben6tigt, stattdessen konnte die Reaktion auch unter milden Bedingungen
durchgefuhrt werden. Zudem konnte die Kondensation durch die Zugabe von Harnstoff
gefordert werden und auch das in Wasser unreaktive Alanin bildete in Schwefeldioxid Peptide.
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4.2.2 Kupfer(ll)-katalysierte Peptidbildung in komplexen Mischungen

Da im prébiotischen Kontext nicht einzelne, sondern eine Vielzahl an Aminosauren vorhanden
waren, ist die Untersuchung von Mischungen mehrerer Aminosauren von Interesse. Bei der
Verwendung der 20 proteinogenen Aminosauren ist nicht nur relevant, ob mit der
kupferkatalysierten Variante alle Aminoséuren in Peptide eingebaut werden, sondern auch ob
es bei geringeren Mengen an Kupfer und der daraus folgenden Konkurrenz der Aminoséuren,
Selektivitaten hinsichtlich des Einbaus einzelner Aminosauren oder der Sequenzen in der
Peptidbildung gibt. Dazu wurden neben der Gesamtmischung der Aminoséuren, auch
verschiedene Mischungen entsprechend der Klassifizierung in Gruppen nach der Polaritét der
Seitenketten (siehe Abbildung 2-11) verwendet. Glycin, als Aminosdure ohne Seitenkette,
wurde der polaren Mischung zugegeben. Eine mdgliche katalytische Wirkung einzelner
basischer und saurer Aminosauren wurde durch die Zugabe von Histidin oder Asparaginséure
zu der unpolaren sowie polaren Mischung untersucht. Zusétzlich wurde eine prébiotische
Mischung untersucht, welche mit Glycin, Alanin, Glutaminséure, Asparaginsaure, Valin, Serin,
Isoleucin, Leucin, Prolin und Threonin diejenigen Aminosauren enthielt, welche nach heutigem
Kenntnisstand durch ihr Auftreten in abiotischen Quellen oder prébiotischen Experimenten als
am prabiotisch relevantesten oder als zuerst vorhanden angesehen werden.*81 Aufgrund der
Ergebnisse mit Alanin und Glycin wurden die Reaktionen mit den Aminosdurenmischungen
bei Raumtemperatur fur 7 bzw. 21 d durchgefiihrt ohne die Zugabe von Natriumchlorid und mit
einem Aquivalent Harnstoff (Abbildung 4-13). Um eine Konkurrenz der Aminoséauren zu

erhalten, wurden bei n Aminosauren pro Mischung 1/n Aquivalente 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
i \‘)J\ _1eq. Hamnstoff = \)J\ ts):jlesrcr::) 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 Aminosaurenmischungen in Schwefeldioxid.

Die Proben wurden in Wasser geldst und kapillarelektrophoretisch mit Kopplung zur Orbitrap-
MS untersucht. Da die basischen Peptide eine vergleichbare Migrationszeit wie die
Kupferionen aufwiesen, wurde bei denjenigen Proben, welche basische Aminosduren
enthielten, vor der Analyse mit dem Amberlite IRC-748 lonentauscher die Kupferionen
entfernt. Reaktionsproben ohne basische Aminoséuren wurden direkt analysiert und die
Kopplung zum Massenspektrometer erst nach 9 min, nachdem die Kupferionen bereits migriert
waren, hinzugeschalten. Es wurde mit Inklusionslisten der méglichen Dipeptide gearbeitet, um

so auch datenabhangige MS2-Spektren zu erhalten. Neben dem hochauflésenden Masse-zu-
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Ladung-Verhaltnis des Molekilpeaks sowie der Migrationszeit konnte damit anschlie3end

aufgrund der Fragmentierung eine eindeutige Bestatigung der Produktpeptide erfolgen.

Zur Veranschaulichung der Auswertung sind extrahierte lonenelektropherogramme
ausgewahlter Dipeptide in Abbildung 4-14 dargestellt. Die Intensitdat der Signale lag
typischerweise in der GroBenordnung von 10° counts. Abgebildet sind Methionyl-Methionin,
die Uberlagernden Isomere Methionyl-Prolin und Prolyl-Methionin, die angetrennten Isomere
Methionyl-Tryptophan und Tryptophyl-Methionin, sowie Valyl-Valin.

| m/z 281.0988

3x10° |
2x10° |
1x108 |
A
10x10°
7x10° |
3x10° |
A
5x10°
3x10° |
2x10° |
O - N N : " N 1 N
4x10° - ———miz 217.1547
3x10° f W | .
1x10° | .
0Ff : : ‘ : —
10 15 20 25 30 35

Migrationszeit [min]

[ miz 247 1111

Intensitat

L 1 "
[—— m/z 336.1376

Abbildung 4-14: Ausgewahlte extrahierte lonenelektropherogramme nach kapillarelektrophoretischer Trennung
(LPA-Kapillare, 80 cm, 2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C) und gekoppelter Massenspektrometrie (Orbitrap-MS,
full scan m/z 129-750 und datenabhangige MS? mit NCE = 30%) der kupferkatalysierten Peptidbildung aus der
unpolaren Aminosaurenmischung in Schwefeldioxid nach 21 d.

Eine Zuordnung der Sequenzen erfolgte anhand der Fragmentierungen. Es wurden fir die
Peptide neben dem Verlust von Ammoniak, Wasser und Decarboxylierung insbesondere die
Spaltung entlang des Peptidriickgrats beobachtet und somit die a-, b-, ¢c-, x-, y- und z-
Fragmentionen detektiert (siehe Abbildung 2-16 und Tabelle 8-1). Eine weitere Fragmentierung
zu d-, v- und w-Fragmentionen wurde in der Regel nicht beobachtet, so dass nicht zwischen
Isoleucin und Leucin unterschieden werden konnte. Die zugehorigen MS2-Spektren zu den
extrahierten lonenelektropherogrammen aus Abbildung 4-14 befinden sich in Abbildung 4-15.
Wie im MS?-Spektrum des Vorlauferions 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 NHz (m/z 264.0742) und Decarboxylierung (m/z 235.0916) sind
insbesondere das a- (m/z 104.0528) und y-Fragmention (m/z 150.0556) deutlich zu sehen. Auch
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das b- (m/z 132.0478) sowie das z-Fragmention (m/z 133.0318) sowie die Fragmentierung der
Seitenkette (m/z 61.0115) wurden beobachtet. Im MS2-Spektrum des Vorlauferions
m/z 247.1109 Uberlagern die Fragmente der beiden Isomere. Es dominiert zwar das a-
Fragmention von PM (m/z 70.0660) mit dem zugehoérigen y-Fragmention (m/z 150.0592),
jedoch sind in geringerer Intensitat auch das a- (m/z 104.0528) und das y-Fragmention
(m/z 116.0713) des Isomers MP zu sehen. Eine Zuordnung der beiden Signale mit m/z 336.1376
zu den beiden Isomeren MW und WM kann eindeutig durch die Fragmentierung erfolgen. So
zeigt das zugehorige MS2-Spektrum bei einer Migrationszeit von 18.6 min das a-
(m/z 104.0528), y- (m/z 205.0969) und z-Fragmention (m/z 188.0719) des Dipeptids MW.
Diese sind durch die leichte Uberlappung der Signale in geringer Intensitit zwar auch im MS?2-
Spektrum bei einer Migrationszeit von 19.0 min zu sehen, insgesamt wird dieses jedoch

dominiert durch das a- (m/z 159.0914) sowie auch das z-Fragmention (m/z 133.0319) von WM.
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Abbildung 4-15: Zugehorige MS2-Spektren zu den ausgewahlten Peptiden MM, MP/PM, MW und WM nach
kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 80 cm, 2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C) und gekoppelter
Massenspektrometrie (Orbitrap-MS, full scan m/z 129-750 und datenabhéngige MS? mit NCE =30%) der
kupferkatalysierten Peptidbildung aus der unpolaren Aminosdurenmischung in Schwefeldioxid nach 21 d.
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Aufgrund der geringeren Intensitat des Molekiilions von VV (m/z 217.1547) konnte kein MS2-
Spektrum aufgenommen werden. Jedoch konnte ein Signal mit Ubereinstimmenden
hochaufgeldstem m/z-Wert des Molekiilions von VV erhalten werden, dessen Intensitat (> 10°)
und Migrationszeit auf das Dipeptid schlielen lassen. Da dieses nicht zusatzlich durch die
Fragmentionen bestatigt werden konnte, wurden derartige Signale nur unter VVorbehalt bzw. als
Spuren der jeweiligen Dipeptide gewertet.

Eine Quantifizierung konnte aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitaten des Detektors je
nach Molekdl (lonisationswahrscheinlichkeit/lonensuppression) und der daraus resultierenden
Notwendigkeit von Eichgeraden flr jedes Peptid bei der extrem hohen Anzahl an mdglichen
Produkten nicht durchgefuhrt werden. Eine Unterscheidung der beobachteten Peptide wurde
daher nur in drei Kategorien durchgefiihrt anhand folgender Kriterien: 1. nicht detektiert, 2.
Spuren (HR-MS Signalintensitat (> 10°), Signalform) und 3. vorhanden (HR-MS

Signalintensitat (> 10°), Signalform, MS? Fragmentierung).

C-Terminus
7d 21d

A F IIL M P V W|A F IIL M P V W

N-Terminus

Abbildung 4-16: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in fliissigem Schwefeldioxid
ausgehend von der unpolaren Aminosaurenmischung (Jlf = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).

Die kupferkatalysierte Peptidkondensation ausgehend von den Aminoséuren mit unpolaren
Seitenketten lieferte bereits innerhalb von 7 d fast alle mgglichen Kombinationen an Dipeptiden
(Abbildung 4-16). Nur Valin reagierte etwas schlechter als die anderen Aminosduren, so dass
das Homopeptid VVV sowie die Reaktion mit Phenylalanin zu FV erst nach 21 d und die Bildung
von VF nicht beobachtet wurde. Eine geringere Reaktivitat von Valin als Elektrophil wurde
auch in der wassrigen SIPF-Reaktion beobachtet und mit der sterischen Hinderung der
Seitenkette begriindet.*® Zusitzlich zu den Dipeptiden konnten Spuren von Tripeptiden
detektiert werden, welche aufgrund der geringen Konzentration jedoch nicht mit MS2-

Messungen bestétigt und somit auch nicht auf ihre Sequenz untersucht werden konnten.
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C-Terminus
7d 21d

N-Terminus
< 4 n O 2 O 0

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

Im Vergleich dazu wurden bei der Peptidkondensation der Aminoséuren mit polaren, neutralen
Seitenketten deutlich weniger Dipeptide detektiert (Abbildung 4-17). Dabei wurde auch ein
deutlicher Zuwachs an Peptiden mit langerer Reaktionszeit beobachtet. Insbesondere Cystein-
sowie Tyrosin-haltige Dipeptide wurden kaum detektiert. Fiir Cystein konnte als Ursache dafr
die Oxidation zum Disulfid Cystin (Cys). gefunden werden. Bei einer Migrationszeit von
tmig = 22.2 min konnte ein intensives Signal (Intensitat > 10%) mit m/z = 241.0309 gefunden
werden, welches aufgrund der Fragmentierung im Vergleich zur Literatur eindeutig Cystin
zugeordnet werden konnte (Abbildung 4-18).[327-3281
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Abbildung 4-18: Zuordnung der Fragmentionen im MS2-Spektrum von Cystin nach kollisionsinduzierter Dissoziation

(NCE 30%) des Signals mit m/z = 241.0309 bei tmig =22.2 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-
Kapillare, 80 cm, 2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C).
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Da das Standardredoxpotential von Cystein/Cystin (Ej = -0.22 V)B?°l negativer ist als das
Standardredoxpotential von Cu?*/Cu* (E, = 0.153 V)B% kann die Oxidation des Cysteins
durch die Reduktion des Kupfer(ll)katalysators hervorgerufen worden sein. Es wurde jedoch
nicht nur Cystin selbst, sondern auch Peptide der anderen Aminosauren mit Cystin gebildet.
Dabei wurde Cystin sowohl N-terminal als auch C-terminal in Dipeptide eingebaut, wie am
Beispiel der zwei Signale des Dipeptids mit Glycin gezeigt (Abbildung 4-19). Neben Glycin
wurden auch Dipeptide mit Asparagin und Serin gebildet, welche mit MS2-Spektren bestatigt
werden konnten. Des Weiteren wurden Spuren an Dipeptiden mit Glutamin und Threonin
detektiert. So ist durch die kupferkatalysierte Peptidkondensation in Schwefeldioxid auch der
Einbau von Cystinpeptiden mdglich, welche mit der Disulfidbriicke ein wichtiges

Strukturelement fiir die Tertiarstruktur von Proteinen liefern.
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Abbildung 4-19: Zuordnung der Fragmentionen im MS?-Spektrum von Cystinylglycin und Glycylcystin nach
kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) der Signale mit m/z = 298.0522 bei tmig = 15.7 min und tmig = 16.3 min
nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 80 cm, 2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C).

Zusatzlich wurden aus den Aminosauren mit polarer Seitenkette Tripeptide gebildet. Dabei
wurden hauptséchlich Tripeptide mit zwei Glycin-Molekilen beobachtet. Neben dem
Homopeptid GGG wurden Tripeptide mit Asparagin, Glutamin, Serin und Threonin gebildet,
welche mit MS2-Spektren auf ihre Sequenz untersucht werden konnten. Fir Asparagin und
Glutamin wurden nur die Tripeptide aus der Reaktion mit Glycyl-Glycin gebildet (GGN, NGG
und GGQ, QGG). Fir Serin und Threonin konnten jedoch drei Signale mit unterschiedlichem
Fragmentierungsmuster detektiert und den Peptiden GGS, GSG, SGG sowie GGT, GTG und

TGG zugeordnet werden.
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Far die Aminosduren mit basischer Seitenkette wurden bereits nach 7 d alle moglichen
Kombinationen der Dipeptide detektiert und mit MS2-Messungen bestatigt (Abbildung 4-20).
Bei den sauren Aminosduren wurde aus Asparaginsaure neben dem Homopeptid DD auch beide
maoglichen Kombinationen mit Glutaminsaure DE und ED gebildet. Das Homopeptid EE
hingegen konnte nicht beobachtet werden und die Reaktionsmischung zeigte auch nach der
langeren Reaktionsdauer von 21 d keine Veranderung. Sowohl fir die basischen als auch die

sauren Aminosauren wurden keine Tripeptide detektiert.

A) C-Terminus
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Abbildung 4-20: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
A) der basischen oder B) der sauren Aminosaurenmischung (il = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).

Der Zusatz der basischen Aminosaure Histidin zu der Aminosauremischung mit unpolarer
Seitenkette wirkte sich nicht signifikant auf die Reaktivitat aus, da bereits ohne die Zugabe von
Histidin fast alle moglichen Dipeptide gebildet wurden. Zusétzlich wurden hierbei schon nach
7 d alle Dipeptide mit Histidin beobachtet (Abbildung 8-18). Mit der sauren Aminosédure
Asparaginsédure wurden nicht alle Dipeptide beobachtet und die Peptidkondensation war
langsamer (Abbildung 8-19). Nach 21 d wurden neben den Dipeptiden aus zwei unpolaren
Aminosduren auch die Dipeptide aus Asparaginséure und Isoleucin/Leucin, Prolin, Valin und
Tryptophan gefunden. Der Zusatz einer basischen oder sauren Aminosdure zu der
Aminosauremischung mit polarer, neutraler Seitenkette veranderte die Produkt-
zusammensetzung nur leicht (Abbildung 8-14/Abbildung 8-15). Ein deutlicher Anstieg an
Produkten war auch hier nicht zu sehen. Die Dipeptide aus der Kombination mit der zugesetzten
Aminosaure wurden sowohl bei Histidin als auch bei Asparaginséure erst nach 21 d beobachtet.
Dabei traten hier ebenso wie bei den unpolaren Aminosduren weniger Dipeptide mit

Asparaginséure als mit Histidin auf.

Aus der Gesamtmischung der 20 Aminosauren wurde in der kupferkatalysierten Kondensation
in Schwefeldioxid eine Vielzahl an Dipeptiden gebildet (Abbildung 4-21). Die Anzahl der
Produkte erhohte sich dabei mit langerer Reaktionszeit (\Vgl. Abbildung 8-10). Einige der in
den Untergruppen beobachteten Trends setzten sich auch in der Gesamtmischung fort. So war

die Reaktivitat der unpolaren Aminosduren gegenlber den polaren, neutralen Aminosauren
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leicht erhoht und die der basischen Aminoséuren deutlich gegentiber den sauren Aminosauren.
Maogliche Ursachen dafur kdnnten die Loslichkeit der Aminoséuren im Losungsmittel sein, die
Lewis-Aziditat von Schwefeldioxid oder die Koordination an den Katalysator. Zudem waren
einzelne Aminoséauren wie Tyrosin weiterhin nahezu unreaktiv. Ob dies an der Loslichkeit oder
Polaritat in Schwefeldioxid liegt oder generell in der kupferkatalysierten Reaktion auftritt,
konnte aufgrund der fehlenden Daten zur wassrigen SIPF-Reaktion nicht aufgeklart werden.
Cystein reagierte wie zuvor beobachtet teilweise zu Cystin. Es wurden auch hier Peptide mit
Cystin beobachtet mit der unpolaren Aminoséure Phenylalanin und der basischen Aminoséure
Histidin.
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Abbildung 4-21: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid nach 21 d
ausgehend von der gesamten Aminosaurenmischung (il = vorhanden, [l = Spuren, = nicht detektiert, =
Cystin Spuren).

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

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

untereinander die Produktpalette und Selektivitat beeinflussen kann.

Die Konzentration der einzelnen Aminosduren lag in der Gesamtmischung mit insgesamt
400 mmol/L pro Aminosdure bei 50 mmol/L. Dies war die niedrigste der getesteten
Konzentrationen in den Versuchen ausgehend von Alanin und Glycin und diejenige mit der
meisten Produktbildung. Zusétzlich wurde die Peptidkondensation aus der Gesamtmischung
bei einer Konzentration von 50 mmol/L, dementsprechend 2.5 mmol/L pro Aminosaure,
durchgefiihrt. Dabei konnte weiterhin eine Vielzahl an Dipeptiden gebildet werden, auch wenn
insgesamt die Anzahl und Konzentration sank (Abbildung 8-12). Folglich sind fur die
Durchfiihrung der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid im Kontext des
Ursprungs des Lebens nur geringe Aminosaurenkonzentrationen im Vergleich zu anderen
Peptidbildungsreaktionen und auch im Vergleich zur SIPF-Reaktion in Wasser notwendig. Dies

erhoht die Plausibilitat dieses Szenarios fiir die Friihe Erde.

Um die Auswirkungen der SIPF-Reaktion als prébiotische Peptidkondensation zu untersuchen,
wurden von Rode et al. die Praferenzen innerhalb der Dipeptidprodukte mit der Haufigkeit der
Verknipfung der Aminosauren in den Proteinen von heutigen Archaeen und Prokaryoten
verglichen.®3 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 Wechselwirkung und Konkurrenz
der Aminosauren untereinander wurde daher nicht in die Selektivitdten einbezogen. Daruber
hinaus sind heutige Proteine durch Evolution und Biosynthese derart weiterentwickelt, dass
eine hohe Ubereinstimmung mit urspriinglichen abiotischen Synthesewegen unwahrscheinlich
ist. Aus diesem Grund wurde fur die Peptidbildung in Schwefeldioxid ein Vergleich mit
maoglichst alten Peptidsequenzen angestrebt. Mit dem Urvorfahren oder LUCA (last universal
common ancestor) wird eine hypothetische Lebensform 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 3.9 Ga.[*¥ Fiir ein genaueres Verstandnis tiber LUCA werden moderne
Genome auf ihre Proteinsequenzen untersucht, um unter Ausschluss von horizontalem

Gentransfer durch hohe Ubereinstimmungen universale Ur-Sequenzen und Gene zu finden. 5%
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74 Kupferkatalysierte Peptidsynthese in SO»

Trifonov et al. haben verschiedene Proteome auf gemeinsame Peptidsequenzen untersucht und
dabei hexamere bis octamere Peptidsequenzen gefunden, die omnipresent und daher
moglicherweise LUCA-basierend sind.[*+%71 Um die gebildeten Dipeptide in der
kupferkatalysierten Reaktion in Schwefeldioxid nun mit diesen alten Peptidsequenzen zu
vergleichen, wurde die Anzahl der jeweiligen Verknupfung in diesen Sequenzen flr zwei
Publikationen als Zahlen in die Abbildungen der detektierten Dipeptide eingeftigt (Abbildung
4-22). Dabei treten hohe Ubereinstimmungen zwischen den haufig gefundenen Sequenzen und
den gebildeten Dipeptiden aus unpolaren, polaren und basischen Aminosauren auf. So sind ein
GroRteil der Verknupfungen solche, die eindeutig als Produkte in den durchgefihrten
Experimenten bestatigt wurden; insbesondere h&ufig auftretende Verknlpfungen wie GK, GG,
TT, SG, KS und KT. Nur die sauren Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminséure treten in
den Peptidsequenzen haufiger auf als bei den Produkten der Peptidbildung in Schwefeldioxid.
Es wurden in den Reaktionen allerdings auch equimolare Verhaltnisse der Aminosduren
eingesetzt. Fir die Fruhe Erde ist aus préabiotischen Reaktionen hingegen eine Mischung in
unterschiedlichen Konzentrationen realistischer. Diese konnte die Produktbildung weiterhin
beeinflussen und zum Beispiel bei hoheren Anteilen der sauren Aminoséuren auch zu einer

starkeren Produktbildung der D-/E-haltigen Peptide fiihren.
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Abbildung 4-23: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der prabiotischen Aminosaurenmischung (Jllf = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).

Welche der proteinogenen Aminosduren bereits im Hadaikum auf der Erde durch abiotische
Synthesen vorhanden war, wird in der Forschung diskutiert. Eine Abschatzung der
wahrscheinlichsten Aminosauren wurde von Higgs und Pudritz gegeben.*¢71 Aufgrund dessen

wurde zusatzlich eine Mischung von zehn mdoglichen prabiotischen Aminosduren in der
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kupferkatalysierten Peptidbildung in Schwefeldioxid untersucht. Dabei wurde eine
Produktbildung mit allen zehn Aminoséuren sowie eine Steigerung dieser mit langerer
Reaktionszeit beobachtet (Abbildung 4-23). Besonders reaktiv waren dabei Glycin,
Isoleucin/Leucin und Prolin. Weniger Peptide wurden wiederum mit den sauren Aminosauren
gebildet. In einigen Fallen trat auch die Bevorzugung einer Sequenz gegentber dem isomeren
Dipeptid auf (VT ggu. TV, DG ggi. GD).

Neben dem Aufbau von Proteinvorldufern kdnnen kleine Peptide auch aus katalytischer Sicht
interessant sein. So sind eine Vielzahl von Di-, Tri- und Tetrapeptiden bekannt, welche
katalytische Eigenschaften besitzen und beispielsweise in (asymmetrischen) Aldol-, Michael-
und Additions-Reaktionen genutzt werden.3-3421 Obwohl Peptide verschiedener Aminoséuren
als Katalysatoren dienen kdnnen, so zeigten Histidin- und insbesondere Prolin-haltige Peptide
herausragende Ergebnisse.[3*2-345] Peptide dieser Aminosauren wurden in der untersuchten
Peptidkondensation in Schwefeldioxid in hoher Anzahl gebildet und standen somit in diesem

Szenario als Katalysatoren fur weitere prébiotische Reaktionen zur Verfligung.

Insgesamt konnten aus Mischungen der Aminosauren in einer kupferkatalysierten
Kondensation in Schwefeldioxid eine Vielzahl an Peptiden gebildet sowie mithilfe von CE-
MS? untersucht und zugeordnet werden. Dabei waren die unpolaren Aminoséuren reaktiver als
die polaren, neutralen Aminosauren und die basischen Aminosduren reaktiver als die sauren
Aminosduren. Die beobachteten Dipeptide variierten dabei je nach Zusammensetzung der
Mischung, so dass die Komposition der prabiotischen Reaktionsbedingungen die Selektivitaten
in den Verkniipfungen beeinflussen kann. Mit Cystein wurde die Bildung des Disulfids Cystin
beobachtet sowie die Kondensation zu Cystin-Peptiden. Damit wurden nicht nur
Peptidbindungen aufgebaut, sondern mit der Disulfidbriicke auch ein Strukturelement der
Proteine. Es wurden hohe Ubereinstimmungen der Selektivitaten mit Peptidsequenzen, welche
aufgrund ihrer Omniprdsenz in verschiedenen Lebensformen LUCA zugeordnet werden,
gefunden. Dabei waren nur bei den sauren Aminoséduren deutliche Abweichungen in den
Praferenzen zu beobachten. Somit wurden die Eigenschaften der kupferkatalysierte
Peptidbildung in Schwefeldioxid anhand von Mischungen von Aminoséduren weiter untersucht

und die mogliche Bedeutung der Reaktion als Szenario fir die Friihe Erde bekraftigt.
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5 Mechanochemische Zuckersynthese

5.1 Analyse von Monosaccharidmischungen

In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Trennung und Detektion von
Monosacchariden beschrieben (siehe Kap. 2.2.2). Eine Auswahl dieser wurde auf die Eignung
zur Untersuchung von komplexen Mischungen, wie sie bei der Formosereaktion entstehen,

untersucht sowie geeignete Methoden fir diese Anwendung optimiert.

5.1.1 Monosaccharid-Trennung mittels Hochleistungsflissigchromatographie

Far die Flissigchromatographie ist eine Derivatisierung der Zucker nicht zwingend notwendig.
Die direkte Analyse der Zuckergemische hat die Vorteile, dass keine aufwendige
Probenvorbereitung benétigt und eine Veranderung der Probenzusammensetzung durch den
Derivatisierungsschritt vermieden wird. Zur Detektion underivatisierter Zucker nach der
HPLC-Trennung wurde ein Brechungsindex Detektor verwendet. Aufgrund der Polaritét
wurden zur Trennung eine hydrophile Interaktionschromatographiesdule sowie eine
Anionenaustauschsdule getestet. Flr eine Mischung aus Glycolaldehyd, Erythrose, Fructose
und Mannose war fiir beide Methoden allerdings eine schlechte Trennung zu beobachten
(Abbildung 5-1). Zusétzlich wurden die Nachteile des Detektors, fehlende Sensitivitat sowie
Stabilitdt, deutlich. Daher wurden im Folgenden verschiedene Derivatisierungsmethoden
getestet.

150

100
50 + |‘ \

Retentionszeit [min]

Brechungsindex [mRIU]

Abbildung 5-1: Chromatogramm einer underivatisierten Mischung aus Glycolaldehyd, Erythrose, Mannose und
Fructose auf einer QN-AX Saule (4.6 x 150mm, 5um) mit 1 mL/min ACN/H20 (80:20) bei T = 25°C und Detektion via
Brechungsindex.



Mechanochemische Zuckersynthese 77

Im Bereich der HPLC-Anwendungen werden meist Chromophore eingefihrt, um eine
Detektion mit den Standard-UV-Detektoren moglich zu machen. Von den literaturbekannten
Methoden (Kap. 2.2.2) wurde die Verwendung von 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PMP) und
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) gewahlt. Die PMP-Methoden von McRae et al.[3*1 sowie
Sun et al.[?®l wurden fiir Proben bestehend aus Glycolaldehyd, Erythrose, Threose sowie
Glucose getestet. Dabei wurde mit 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon unter basischen
Bedingungen bei 70°C derivatisiert und die Proben via RP-HPLC mit Ammoniumacetatpuffer
und Acetonitril aufgetrennt. Eine Detektion erfolgte im UV (A = 254 nm) sowie mit ESI-MS.
Dabei wurden bei beiden Methoden komplexe Chromatogramme erhalten (Abbildung 5-2), die
auf einen unvollstandigen Umsatz sowie auf Nebenreaktionen zurtickzuftihren sind. So wurden
neben den Bis-PMP-Produkten auch einfach-substituierte Mono-PMP-Zucker beobachtet. Des
Weiteren wurde Glycolaldehyd nur schlecht eluiert. Aufgrund dieser Nachteile wurde diese

Derivatisierung nicht weiter untersucht.
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Abbildung 5-2: Extrahierte lonenchromatogramme sowie DAD-Chromatogramm der PMP-Derivatisierung nach Sun
et al.?% fiir eine Mischung aus Glucose, Erythrose, Threose und Glycolaldehyd. LiChroCart LiChrosphere C18 Séule
(1 mL/min, A: 50 mmol/L Ammoniumacetat/ 50 mmol/L Essigsaure, B: 70:30 ACN/A. Gradient A 85% - 65%). m/z 511:
[Glu+2PMP+H]*, m/z 451: [Ery+2PMP+H]*, m/z 391: [GA+2PMP+H]*, m/z 175: [PMP+H]*. Ubersetzt nach und mit
Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, 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, 160-167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.015.347] Copyright durch Elsevier B. V.

Als weitere Derivatisierung wurde die Hydrazonbildung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin
untersucht, welche fiir verschiedene Carbonylverbindungen beschrieben wurde.?8 2% Djese
zeichnet sich durch eine schnelle und milde Umsetzung bei Raumtemperatur unter leicht sauren
Bedingungen aus. Dadurch kann neben den Monosacchariden auch deren monomerer
Ausgangsstoff Formaldehyd detektiert werden, welcher in anderen Methoden durch hohere

Reaktionstemperaturen oder bei gaschromatographischen Varianten durch gegebenenfalls
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notwendige Lyophilisation der wéssrigen Proben entweicht. Im Gegensatz zu den erwarteten
E/Z-1someren wurde unter den eingesetzten Bedingungen jeweils nur ein Signal pro
Verbindung beobachtet (Abbildung 5-3). Eine Auftrennung nach Kettenldnge der
Monosaccharide bzw. Aldehyde sowie eine Trennung von Aldosen und Ketosen konnte erreicht

werden, jedoch konnte nicht innerhalb der Konfigurationsisomere unterschieden werden.
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Abbildung 5-3: Trennung der DNPH-Derivate via HPLC auf einer LichroCart LiChrosphere C18 Saule (1 mL/min,
% =360 nm, 50:50 H.O + 0.1% Ameisensaure und ACN + 0.1% Ameisensaure). Ubersetzt nach und mit Erlaubnis
wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, 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, 160-167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.015.341 Copyright durch Elsevier B. V.

5.1.2 Monosaccharid-Trennung via Gaschromatographie

Fur die gaschromatographische Analyse wurde parallel ein Flammenionisationsdetektor (FID)
benutzt, dessen Signal sich fiir die Quantifizierung eignet, sowie ein ElektronenstoRionisations-
Massenspektrometer, um anhand der Masse und Fragmentierung in Kombination mit der
Retentionszeit die Signale genau zuordnen zu konnen. Es ist eine Schiutzung der
Hydroxylgruppen notwendig, um die Volatilitat der Zucker zu erhéhen und eine Zersetzung zu
vermeiden. Zur Silylierung wurde N,O-Bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid (BSTFA) mit
Hexamethyldisilazan (HMDS) verglichen. Dazu wurden Glucose und Glycolaldehyd-Dimer in
Pyridin geltst, mit dem Silylierungsmittel versetzt und bei 70°C fiir 30 min erhitzt. Die
silylierten Proben wurden anschlielend auf einer SE-52 Sdule per GC-MS untersucht. Dabel
wurde eine Vielzahl an Signalen erhalten. Teilweise sind diese durch die isomeren Strukturen
zu erklaren. Bei Glucose wird die offenkettige Form sowie die Furanose und Pyranose erwartet.
Da Glycolaldehyd im Feststoff als Dimer vorliegt, sind ein Flnf- sowie ein Sechsring als Dimer
und das Monomer maglich. Jedoch wurden fur beide Verbindungen mehr als die erwarteten
Signale erhalten und die Zusammensetzung veranderte sich im Verlauf von wenigen Tagen
(Abbildung 5-4). Durch eine Erhéhung der Menge an Silylierungsmittel, um einen

vollstandigen Umsatz zu gewadbhrleisten, konnte keine Verbesserung erzielt werden. Zusétzlich
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wird bei der Derivatisierung mit HMDS eine katalytische Menge an Trifluoressigséure
zugegeben, welche weitere Verunreinigungen einbringen, sowie die S&ule 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 Zersetzungsprodukt bildet, als Silylierungsreagenz verwendet.
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Abbildung 5-4: A: GC-Trennung des mit BSTFA silylierten Glycolaldehyd-Dimers und B: Zeitlicher Verlauf der GC-
Trennung von silylierter Glucose auf einer SE-52 Sdule (L = 14 m, ID = 0.25 mm, FT = 0.25 um FT), 50°C (2 min),
10 K/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 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.2018.07.015.347] Copyright durch Elsevier B. V.

Als zusatzlicher Derivatisierungsschritt wurde die Oximierung der Carbonylfunktion gewéhlt,
wodurch die Zucker in die offenkettige Form gebracht werden, so dass anstelle der vielen
isomeren Signale pro Zucker nur zwei Signale durch die E/Z-Isomere der Oxime erhalten
werden. Aufgrund des Vergleichs verschiedener Derivatisierungsmittel von Becker et al.[3€]
wurde O-ethyl-substituiertes Hydroxylamin fiir den Oximierungsschritt verwendet, um die
Anzahl isomerer Signale im Chromatogramm zu verringern. Es wurden die Methoden von
Becker et al.*%] und Koek et al.[3*8l getestet und verglichen. Die Zucker wurden in Pyridin
geldst, mit O-Ethylhydroxylaminhydrochlorid-Ldsung (EtOx-HCI) versetzt und erhitzt. Nach
dem Abkuhlen wurde das Silylierungsreagenz zugegeben und erneut erhitzt. Die erste Methode
verwendet jedoch zusétzlich katalytische Mengen an 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) im
Oximierungsschritt sowie BSTFA als Silylierungsreagenz; letztere hingegen N-Methyl-N-
(trimethylsilyDtrifluoracetamid (MSTFA). Die Methode von Becker et al. lieferte weniger
Nebenprodukte und wurde daher im Folgenden weiter optimiert und fir die erwarteten

Produktgemische aus Glycolaldehyd bis hin zu Hexosen angepasst.
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Dem Zusatz an katalytischen Mengen DMAP konnte kein positiver Effekt auf die
Derivatisierung zugeschrieben werden, so dass dies im Folgenden nicht weiterverwendet
wurde. Die Temperatur und Dauer der Reaktionen sowie die Menge an Derivatisierungsreagenz
wurden dahingehend verbessert, dass eine ziigige und vollstdndige Umsetzung zu beobachten
war, aber maglichst geringe Uberschiisse der Derivatisierungsmittel und milde Bedingungen
verwendet werden konnten. Als optimale Bedingungen wurden ein jeweiliges Erhitzen von
30 min bei 70°C und die Zugabe von 40 mg/mL EtOx-HCI und 120 uL BSTFA identifiziert
(Abbildung 5-5). Um spater eine Quantifizierung der Produkte durchfiihren zu kénnen, wurde

als interner Standard (1S) Phenyl-B-D-glucopyranosid zugesetzt.
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Abbildung 5-5: Optimierte Bedingungen der EtOx-TMS Derivatisierung der Monosaccharide.

Diese Methode wurde auf alle unverzweigten Monosaccharide bis zu den Hexosen angewandt
und die erhaltene Mischung zur Optimierung der gaschromatographischen Bedingungen
verwendet. So wurden die Polaritdt der stationdren Phase verandert und insbesondere
verschiedene Dimethyl-diphenyl-polysiloxane getestet. Auch die Sdulenldange, sowie das
Temperaturprogramm wurden variiert mit dem Ziel eine moglichst gute Trennung in kurzer
Zeit zu erhalten. SchlieRlich wurde ein Copolymer mit 5% Phenylgruppen (SE-52), eine
Saulenldange von 15m 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 80 kPa Helium als Tragergas gewahlt. Fir einzelne Komponenten war
eine bessere Trennung bei Verwendung einer anderen stationaren Phase, beispielsweise fir die
Hexosen Allose und Galactose auf dem Copolymer mit 12% Phenylgruppen (PS086), mdglich.
Allerdings zeigte tbergreifend fur eine Mischung aller Zucker die oben genannte Methode des
SE-52 Polymers die besten Trennleistungen sowie weitere Vorteile der gewlnschten
Séuleneigenschaften wie geringeres Sdulenbluten. So konnten mit dieser Methode
Glycolaldehyd, Triosen und Tetrosen getrennt werden, innerhalb der Pentosen und Hexosen
gab es allerdings Uberlagerung verschiedener Zucker und keine vollstandige Trennung
(Abbildung 5-6). Zusatzlich wurde Galactoheptose als Vertreter der Heptosen getestet. Eine
komplette Untersuchung aller Heptosen war aufgrund der fehlenden Zugénglichkeit reiner
Referenzsubstanzen nicht moglich. Fir die meisten Komponenten wurden wie erwartet zwei

Signale entsprechend den E/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 getrennt wurden.
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Abbildung 5-6: Gaschromatographische Trennung der EtOx-TMS derivatisierten Zuckerstandards auf einer SE-52
Séule (L =14 m, ID =0.25 mm, FT = 0.25 um), 50°C (2 min) mit 10 °C/min bis 140°C, mit 5 °C/min bis 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 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.2018.07.015.347]
Copyright durch Elsevier B. V.

In Referenz zum internen Standard wurden Eichkurven jeweils fur einen Vertreter der Aldosen
und Ketosen pro Kettenldnge sowie fur Glycolaldehyd aufgenommen, welche eine
Quantifizierung moglich machen. Diese sind Uber einen Konzentrationsbereich von drei
GroRenordnungen linear (Abbildung 5-7). Die Detektions- sowie Quantifikationslimits
(LOD/LOQ) wurden ebenfalls bestimmt. Die Nachweisgrenzen liegen je nach Komponente im
Bereich von 1 - 4 mg/L und die LOQs im Bereich 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 Phenyl-B-D-glucopyranosid.
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Des Weiteren wurde die Stabilitat bzw. Haltbarkeit der Derivatisierungslésungen sowie der
derivatisierten Proben bestimmt. Die EtOx-HCI Lodsung blieb bei 5°C fiur 7 Tage stabil,
derivatisierte Proben zeigten innerhalb von 14 Tage bei Aufbewahrung bei -20°C keine
Veranderung. Langere Lagerung der Proben filhrte zu einer Zersetzung und Veranderung der

Probenzusammensetzung.

Um eventuelle Nebenprodukte identifizieren zu konnen, wurden Vertreter bekannter
Nebenreaktionen der Formosereaktion als Referenzen vermessen. Eine Ubersicht ber

Retentionszeiten sowie beobachtete Fragmente findet sich in Tabelle 5-1.

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

Verbindung tret [MiN] Fragmente [m/z]

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 13.3-13.7 379, 364, 276, 205, 175, 147, 73

Erythrulose 13.7/13.9 379, 364, 276, 187, 147, 103, 73
Pentaerythrit 12.9 409. 319, 244,191, 147,73

Xylit/Ribit 16.7/17.0 512, 497, 423, 395, 332, 319, 307, 277, 217, 147, 129, 73
Aldopentosen 17.3-18.0 481, 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, 319, 217, 147, 129, 73
Aldohexosen 21.8-22.7 583, 568, 319, 217, 205, 157, 147, 129, 73
Ketohexosen 21.1-21.7 583, 568, 378, 307, 277, 217, 147, 103, 73
Gluconat 19.9-22.3 613, 435, 359, 333, 319, 305, 292, 217, 147, 73

Galactoheptose 25.7-26.9 670, 331, 217, 191, 147, 73

Neben dem Molekiilpeak [M]", finden sich haufig die Fragmente [M-CHs],
[M-OSi(CHz3)3]*, [M-CH20Si(CHs)s]* sowie mit m/z73 [Si(CH3)3]* und mit m/z 147
[Si(CH3)30=Si(CHz3)2]". Dies gilt nicht nur fir Aldosen und Ketosen, sondern auch fir die
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Zuckeralkohole. Das Fragmentierungsmuster der Zuckersdauren hingegen unterscheidet sich
davon und weist stattdessen groRe Ahnlichkeiten auf zu den bereits detailliert in der Literatur

beschriebenen trimethylsilylierten Hydroxydicarbonsauren. 4]

Da bei den Zuckeralkoholen und -séuren keine Oximierung erfolgt, sondern nur eine
Silylierung, lassen sich aulRerdem die verschiedenen Substanzklassen durch einen Vergleich
verschiedener Hydroxylamine voneinander unterscheiden. Verwendet man unsubstituiertes
Hydroxylaminhydrochlorid (HACI) als Oximierungsreagenz, so wird dies bei der folgenden
Silylierung am Oxim ebenfalls silyliert. Das O-Ethylhydroxylamin besitzt an dieser Position
bereits die Ethylgruppe und das Oxim bleibt daher im Silylierungsschritt unverandert. So wurde
am Beispiel von Glucose und der zugehorigen Ketose, Zuckersdure und dem Zuckeralkohol
jeweils mit beiden Reagenzien derivatisiert und die bei gleichen Bedingungen erhaltenen

Gaschromatogramme verglichen (Abbildung 5-8).
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Abbildung 5-8: Vergleich der Gaschromatogramme der HACI-TMS (A) und der EtOx-TMS (B) Derivate von Aldose,
Ketose, Zuckersaure und -alkohole. Gaschromatographische Trennung auf einer SE-52 Séule (L = 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 = 80 kPa). Ubersetzt nach
und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, 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, 160-167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.015.41 Copyright
durch Elsevier B. V.

Die Retentionszeit und das Massenspektrum der Zuckersédure und des Zuckeralkohols &nderten
sich hierbei nicht. Bei den Aldosen und Ketosen hingegen erfolgt eine Oximierung mit den
unterschiedlichen Reagenzien, wodurch sich die Retentionszeit verdndert und im
Massenspektrum eine Verschiebung von Am/z 44 durch die Differenz der Massen des
Trimethylsilyl- gegentber des Ethylsubstituenten am Oxim-Sauerstoffatom zu beobachten ist.
Die hohere Anzahl an Signalen fir Gluconsdure liegt an dem mdoglichen intramolekularen
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Ringschluss, so dass neben der offenkettigen Sdure (trt=23.7 min) auch Lactone mit
verschiedenen Ringgréfen moglich sind (tret = 21.3, 21.5 min).

Diese Methoden eignen sich allerdings nicht fir Formaldehyd und dessen Cannizzaro-Produkte
Methanol und Ameisenséure, da diese zu fluchtig sind. Hierfur wurde eine Methode fir die
underivatisierte, ~ gaschromatographische ~ Messung  der  Proben  mit  einem
Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD) entwickelt. Dazu wurden die Referenzen in Dichlormethan
gelost bzw. spater die l6slichen Bestandteile der Reaktionsproben mittels grundlicher
Durchmischung mit einem Vortexmischer in Dichlormethan geldst und der feste Rickstand
abzentrifugiert. Mit einer 50 m langen und mit hoher Schichtdicke ausgestatteten
Dimethylpolysiloxan-S&ule (CP-Sil 5CB) kénnen besonders fliichtige Komponenten
gaschromatographisch getrennt werden. Isotherm bei 50°C und mit 2 mL/min Helium als

Tréagergas wurden Formaldehyd, Methanol und Ameisenséure getrennt (Abbildung 5-9).

20 1 DCM
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12:

10 4 MeOH

Warmeleitfahigkeit [mV]

Retentionszeit [min]

Abbildung 5-9: GC-TCD-Trennung von Formaldehyd, Methanol und Ameisensdure auf einer CP-Sil 5CB Saule
(L=50m, ID =320 um, FT = 5000 nm, He 2 mL/min, T = 50°C). Abbildung angelehnt an und tbersetzt nach M. Haas,
S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial
geochemical setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.[?12l Copyright durch die
Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Um auch die Pentosen und Hexosen vollstandig trennen zu konnen, wurde eine weitere
Derivatisierung getestet. Zweckmair et al. berichteten von einer verbesserten Trennleistung bei
Verwendung von Trifluoroacetylgruppen anstelle von Trimethylsilylgruppen und einer
veranderten stationdren Phase. Dies zeigten sie am Beispiel von drei Hexosen und zwei
Pentosen auf einer Cyanopropyl/phenyl-dimethylpolysiloxan-Saule.*"] Daher wurde dieser
Ansatz gewéhlt und ebenfalls alle unverzweigten Triosen bis Hexosen sowie Glycolaldehyd im

ersten Schritt analog zur EtOx-TMS-Derivatisierung umgesetzt und im zweiten Schritt das
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Silylierungsreagenz BSTFA durch 50 uL des Trifluoroacetylierungsreagenzes N-Methyl-
bis(trifluoroacetamid) (MBTFA) ersetzt (Abbildung 5-10).

OH I Standard OH MBTFA 7
)\70 ¥ \/O\NHZ nterner Stan ar= )\/N\ o FacJ\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
zundchst nur die Aldosen untersucht. Nach Optimierung der gaschromatographischen
Bedingungen konnte eine nahezu vollstandige Trennung aller Aldosen auf einer 30 m langen
OV-225 Sdule erreicht werden mit einem Temperaturprogramm beginnend bei 80°C und einem
Gradienten von 2°C/min bis 160°C und anschliefend 10°C/min bis 200°C mit 80 kPa Helium
als Trégergas (Abbildung 5-11). Dabei Gberlagerten zwar manche Signale, allerdings wurde bis
auf Gulose jeweils eines der beiden isomeren Signale von flinfzehn Monosacchariden getrennt.
Entgegen der Erwartung lag die Retentionszeit von Glycolaldehyd bei 44.3 min und damit
sogar hinter den Hexosen. Das Massenspektrum weil3t auf das trifluoracetylierte Dimer hin,
welches durch Fragmentierung CFs- oder TFA-Gruppen verliert. Das Glycolaldehyd-Dimer
wird folglich in der EtOx-TMS-Derivatisierung zum Monomer gespalten und oximiert, in der
EtOx-TFA-Derivatisierung hingegen nicht und nur im zweiten Derivatisierungsschritt
umgesetzt. Das unterschiedliche Verhalten des Glycolaldehyd-Dimers unter gleichen
Oximierungsbedingungen und nur unterschiedlichem zweiten Derivatisierungsschritt zur

Schiitzung der Hydroxygruppen konnte nicht begriindet werden.
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Abbildung 5-11: Gaschromatographische Trennung der EtOx-TFA-Derivate der unverzweigten Monosaccharide auf
einer OV-225 Saule (L =30 m, ID =0.25 mm, FT = 0.25 pm), 80°C (5 min) mit 2°C/min bis 160°C und mit 10°C/min
bis 200°C (12 min), He (p = 80 kPa). Ubersetzt nach und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, 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, 160-167,
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.015.347] 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, dass geringe Spuren an Trifluoressigséure
entstehen, welche Nebenreaktionen und Zersetzung der Ketosen beispielsweise zu zyklischen
Oximen oder Hydroxycarbonséuren begiinstigen.* 371 Neutralisation mit Kaliumcarbonat
wurde zur Hinderung der Zersetzungsreaktionen vorgeschlagen. Die Neutralisation lieferte
allerdings keine reproduzierbaren Ergebnisse und weiterhin Nebenprodukte, so dass sich die

EtOx-TFA-Derivatisierung nur fir Aldosen und nicht fiir Ketosen eignet.

In den Massenspektren war generell mit m/z 69 das [CFs]*-Fragment und mit m/z 97 das
[COCF3]*-Fragment der Trifluoracetylierung zu beobachten. Neben dem Molekiilpeak [M]*
traten vor allem Fragmente mit ein- oder mehrfachem Verlust der TFA-Gruppen [M-CO2CF3]*,
[M-2(CO2CF3)]" auf. Bei der Zuckerséure war wiederum die Lactonbildung zu beobachten.

Eine Auflistung der beobachteten Fragmente fur die Zuckerderivate findet sich in Tabelle 5-2.

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, 90, 69

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

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

Aldotetrosen 21.4-26.8 451, 337, 224,199, 195, 98, 69
Aldopentosen 28.0-35.6 577, 464, 304, 236, 207, 199, 97, 69
Aldohexosen 34.0-42.6 703, 590, 476, 348, 236, 199, 97, 69
Pentaerythrit 40.0 501, 407, 292, 166, 97, 69

Sorbit 46.5 645, 505, 379, 303, 265, 253, 207, 97, 69
Gluconat 443 492, 464, 377, 280, 264, 238, 193, 97, 69

Zur Quantifizierung wurden ebenfalls Eichkurven im Vergleich zum internen Standard Phenyl-
B-D-glucopyranosid aufgenommen, welche ein lineares Verhalten zeigen (Abbildung 5-12).
Bei den Detektionslimits liegen die Werte fiir die EtOx-TFA derivatisierten Monosaccharide
bei 7 - 44 mg/mL und bei den Quantifikationslimits bei 24 - 146 mg/mL und damit deutlich
hoher als fir die EtOx-TMS Derivatisierung (siehe Anhang). Die Stabilitat der derivatisierten

Proben ist mit 7 d bei -20°C geringer im Vergleich zu den trimethylsilylierten Proben.
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Abbildung 5-12: Eichgeraden fiir die C-Anzahl-korrigierten EtOx-TFA-Derivate der Monosaccharide in Referenz zum
internen Standard Phenyl-B-D-glucopyranosid.

Insgesamt ist die gaschromatographische Analyse der oximierten und trimethylsilylierten
Monosaccharide die umfassendste fur Probenmischungen wie sie bei der Formosereaktion
entstehen. Diese kann gezielt durch die starkere Auftrennung der Pentosen und Hexosen als
EtOx-TFA-Derivate sowie fur Formaldehyd, Methanol und Ameisensdure durch eine
underivatisierte Methode mit Warmeleitfahigkeitsdetektion erganzt werden. Aufgenommene
Standards bieten durch Retentionszeiten und charakteristische Fragmente in den
Massenspektren die Mdglichkeit zur detaillierten Identifikation der Monosaccharide und
Nebenprodukte in den Probenmischungen. In Referenz zum internen Standard, mit linearen
Eichkurven sowie den Detektions- und Quantifikationslimits kdnnen des Weiteren nicht nur
qualitative, sondern auch quantitative Aussagen zu den Probenzusammensetzungen gemacht

werden.
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5.2 Mechanochemische Reaktionen
Die mechanochemische Zuckersynthese ausgehend von Glycolaldehyd und Calciumhydroxid
wurde von S.Lamour untersucht.”®?21 Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde eine

Anwendung im prébiotischen Kontext untersucht.

5.2.1 Mineralienkatalysierte Aldolreaktion

Neben Calciumhydroxid als dem klassischen Katalysator sind in der waéssrigen
Formosereaktion viele weitere Katalysatoren bekannt. So zeigen auch eine Reihe an Mineralien
katalytische Eigenschaften. Die Aktivitat begriindet sich hauptsachlich in der Basizitat sowie
einer Komplexierung durch das Metallion. Es wurde eine Vielzahl an natlrlichen Mineralien
verschiedener Klassen auf ihre Aktivitat hin untersucht. Dabei wurde die Auswahl der
getesteten Mineralien in Anlehnung an das Mineralieninventar, welches nach heutigem
Kenntnisstand wahrscheinlich bereits im Hadaikum auf der Erde vorhanden war oder durch
Meteoriten eingetragen wurde, durchgefiinrt.[*®l Glycolaldehyd-Dimer wurde mit den
Mineralien (20 mol% bezogen auf das Monomer) in einer Schwingmiihle bei 30 Hz fiir 90 min
gemahlen und somit zur Reaktion gebracht (Abbildung 5-13).

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 Tetrosen und Hexosen.

Der hochste Umsatz wurde wie erwartet bei Portlandit beobachtet. Das aus Calciumhydroxid
bestehende Mineral zeigte zwar eine leicht geringere Aktivitat als synthetisches, hochreines
Calciumhydroxid, diese Unterschiede sind jedoch in der geringeren Reinheit zu begriinden. Die
nachsthochsten Aktivitdten wurden fir die Silikate Talk und Montmorillonit sowie das
Hydroxid Brucit und das Phosphat Apatit gefunden. Des Weiteren 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 beobachtet. Im Vergleich einiger
Mineralien zeigte sich auch der hohe Einfluss der Metallionen. So verdoppelte sich der Umsatz
innerhalb der Glimmer von Muskovit zum sehr &hnlichen Fuchsit, welches sich nur durch den
Einbau von Chromionen unterscheidet. Eine hohe Abweichung war bei den Tonmineralien,

dem Montmorillonit zu beobachten. Zwei verschiedene Proben dieses Minerals aus
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verschiedenen Quellen, welche sich im Calcium-, Magnesium und Natrium-Gehalt

unterscheiden, sorgten fir einen Umsatzunterschied von 20%.

Colemanit Glycolaldehyd
Portlandit Anhydrit I Erythrulose
Talk i Quarz [E Threose
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Apatit Fuchsit
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Abbildung 5-14: Produktverteilung in Abhangigkeit der Mineralien von der mechanochemischen Aldolreaktion
ausgehend von Glycolaldehyd. 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 geochemical setting, Commun. Chem.
2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.[?12 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0
International License CC BY.

Neben dem Umesatz sind auch die Selektivitaten innerhalb der Produktverteilung zu beachten.
So waren innerhalb der Tetrosen zwar generell die Aldosen das Hauptprodukt, das Verhéltnis
der Aldotetrosen zur Ketotetrose Erythrulose war aber sehr breit gestreut von 5 (Basaltglas) bis
hin zu 53 (Chabasit). Nicht nur das Gleichgewicht der Isomerisierung zwischen Aldose und
Ketose, sondern auch das vorwiegend gebildete Diastereomer der Aldotetrosen konnte durch
den Katalysator beeinflusst werden. So war das Verhaltnis der zwei Aldotetrosen untereinander
Erythrose/Threose nicht einheitlich. Es lag im Bereich von 0.71 (Brucit) bis 1.23
(Montmorillonit 1) und so unterschied sich je nach Mineral, welches der diastereomeren

Tetrosen das bevorzugte Hauptprodukt war.

Nicht bei allen katalytisch-aktiven Mineralien wurden zusatzlich auch Hexosen gebildet. So
konnten bei Quarz und Diaspor zwar Tetrosen, aber keine Hexosen detektiert werden. Ein
insgesamt hoherer Umsatz korrelierte auch nicht durchgangig mit einem hoheren Anteil an
Hexosen gegenuber den Tetrosen. Bei den Glimmern Muskovit und Fuchsit waren trotz eines
hoheren Umsatzes zu Tetrosen nur Spuren an Hexosen zu beobachten, wohingegen bei
Magnesit zwar ein niedrigerer Umsatz im Vergleich zu den Glimmern beobachtet wurde, aber

etwa zehnmal so viele Hexosen. Damit lag bei den Carbonaten das Produktverhaltnis von
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Tetrosen/Hexosen bei etwa 9. Noch starker in Richtung der Hexosen verschoben war dies beli
Portlandit mit 3.5, allerdings auch insgesamt mit hohem Umsatz.

Insgesamt eignet sich eine Vielzahl an Mineralien verschiedener Klassen und Strukturen als
Katalysator fir den Zuckeraufbau. Nur das Borat Colemanit und das Sulfat Anhydrit waren
unter den getesteten Bedingungen nicht katalytisch aktiv. Die Umsatze, Produktverteilungen
und die Selektivitaten innerhalb der Produkte kdnnen durch die Wahl des Minerals beeinflusst
werden, ein Umsatz zu Tetrosen (und Hexosen) und die Unterdriickung der Nebenreaktionen
erfolgte jedoch durchgéngig. Im Vergleich zu den Zeitspannen im Kontext des Ursprungs des
Lebens wurde dabei innerhalb kurzer Reaktionszeiten fiir die Feststoffreaktion bereits eine

Anreicherung der Zucker beobachtet.

5.2.2 Mechanochemische Formosereaktion

Der Einsatz von Formaldehyd fiir mechanochemische Reaktionen ist aufgrund des gasférmigen
Aggregatzustands bei Raumtemperatur erschwert. Gase finden in der Mechanochemie
Anwendung, erfordern jedoch einen speziellen apparativen Aufwand. Die wéssrige Losung
Formalin kann aufgrund der hohen Flussigkeitsmengen nicht eingesetzt werden. Die polymeren
Formen Trioxan sowie Paraformaldehyd werden bei den niedrigen Temperaturen in der

Kugelmiihle nicht depolymerisiert.[2%?]

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

Daher wurden Derivate von Formaldehyd in den mechanochemischen Reaktionen getestet
(Abbildung 5-15). Dimethoxymethan (DMM), das Dimethylacetal des Formaldehyds, ist zwar
flissig, da es aber unverdinnt und nicht in Lésung eingesetzt werden kann, sind die benétigten
Flussigkeitsmengen fur eine Durchfuhrung in der Kugelmuhle akzeptabel. DMM wurde
zusammen mit Calciumhydroxid als Katalysator unter gleichen Bedingungen wie die
Mineralienversuche zuvor vermahlen, dabei konnte keine Reaktion beobachtet werden. Da dies
auch an der mangelnden Reaktivitdt in der Umpolung liegen kann, wurde in einem weiteren
Versuch Glycolaldehyd zugegeben, um das Aldolnetzwerk zuganglich zu machen. Hierbei
wurde nur die Reaktion des Gycolaldehyds zu Tetrosen und Hexosen beobachtet, jedoch kein
Einbau des DMM. Ein weiteres Derivat von Formaldehyd ist Hydroxymethylsulfonat (HMS)
(Abbildung 5-16). Dies steht in wassriger Losung im Gleichgewicht mit Formaldehyd und

wurde bereits als préabiotisches Reservoir fiir Formaldehyd diskutiert.*47- 301 Sg jst 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 neben den Tetrosen auch Spuren
an Triosen, so dass ein Einbau des HMS mdglich ist. Der Umsatz von HMS war jedoch sehr

gering und 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.

Eine zusétzliche Mdglichkeit Formaldehyd flr die mechanochemischen Reaktionen zuganglich
zu machen, besteht darin, es auf einem Trégermaterial zu adsorbieren. Aufgrund der hohen
Kapazitait wurde als Tragermaterial zunichst synthetisches Molsieb (4 A) verwendet.
Trockenes Paraformaldehyd wurde zur Depolymerisation unter Stickstoffstrom auf 150°C
erhitzt und das thermisch depolymerisierte Monomer durch das ausgeheizte Molsieb geleitet
und dort adsorbiert. Anhand der Gewichtsdifferenz des Tragermaterials konnte die Menge an
adsorbiertem Formaldehyd bestimmt werden. Im Anschluss wurde der adsorbierte
Formaldehyd mit Calciumhydroxid und Glycolaldehyd in der Planetenkugelmihle vermahlen
(Abbildung 5-17). Dabei wurde mithilfe von Begasungsdeckeln unter Stickstoffatmosphéare
gearbeitet, um eine explosive Mischung aus Formaldehyd/Luft zu verhindern.

N o 0 20 mol(‘?/AéDa(OH) o| oH
H{O\’}H N o T 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 bei zusatzlichem Einsatz von adsorbiertem
Formaldehyd auch Triosen, Pentosen und Heptosen gebildet, was fiir einen Einbau des C1-
Bausteins spricht (Abbildung 5-18). Wurde wiederum nur Formaldehyd ohne Glycolaldehyd
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 Reaktion katalysiert durch Calciumhydroxid mit und
ohne adsorbierten Formaldehyd. Abbildung angelehnt an S. Lamour, S. Pallmann, M. Haas, O. Trapp, Prebiotic Sugar
Formation Under Nonaqueous Conditions and Mechanochemical Acceleration. Life 2019, 9, 52,
https://doi.org/10.3390/1ife9020052.354 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0 License CC BY 4.0.

Die Verwendung von adsorbiertem Formaldehyd fir mechanochemische Reaktionen ist auch
im prabiotischen Kontext plausibel. Vielféltige Quellen fur Formaldehyd sind auf der friihen
Erde bekannt und auch die Adsorption auf Mineralien wurde als prébiotisches Reservoir fir
Formaldehyd diskutiert.?521 Um ein realistischeres Szenario fiir die friine Erde zu erreichen,
wurde daher Formaldehyd auf verschiedenen Mineralien anstelle von synthetischem Molsieb
adsorbiert. So wurden Schichtsilikate und Zeolithe aufgrund ihrer Adsorptionsfahigkeit
zwischen den Schichten bzw. in den Poren und Kandlen der Mineralienstruktur ausgewahit.
Analog zur Methode fir synthetisches Molsieb konnte so Formaldehyd auf Fuchsit
(1.1 Gew.-%), Montmorillonit (3.1 Gew.-%), Analcim (2.5 Gew.-%), Clinoptilolit
(8.6 Gew.-% & 9.7 Gew.-%) und Chabasit (10.8 Gew.-%) adsorbiert werden.

Beim Einsatz des adsorbierten Formaldehyds in der mechanochemischen Zuckersynthese mit
Zusatz von Glycolaldehyd konnten fiir alle Mineralien Triosen bis Heptosen aufgebaut werden
(Abbildung 5-19). Der hochste Umsatz trat bei Analcim und Fuchsit auf. So wurde einerseits
der adsorbierte Formaldehyd in die Produkte eingebaut, andererseits konnte das mineralische
Tragermaterial die Reaktion selbst katalysieren und es war kein Zusatz eines weiteren
Katalysators notwendig. Die Zugabe von Calciumhydroxid fuhrte zwar zur Steigerung des
Umsatzes, es wurden jedoch auch mehr Nebenprodukte wie Methanol, Glycolséure, Glycerin,
Milchsdure und Apiose detektiert (Vgl. Abbildung 2-9). Insgesamt wurden jedoch geringe

Mengen an Nebenprodukten beobachtet.
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Analcim Glycolaldehyd
100%; [ ]Glyceraldehyd
i [ ] Dihydroxyaceton
I Erythrose
I Threose

. Clinoptilolit2 |l Erythrulose
B Ribose
[ |Pentosen
Hexosen

Il Heptosen
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Montmorillonit 1 - Clinoptilolit 1
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Abbildung 5-19: Produktverteilung der mechanochemischen Reaktion von Glycolaldehyd 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 geochemical setting, Commun. Chem.

2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.112 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0
International License CC BY.

Der Einbau von Formaldehyd in Zucker in der mineralienkatalysierten, mechanochemischen
Reaktion ist somit im prébiotischen Kontext auch plausibel. Formaldehyd aus der Gasphase
kann auf Mineralien adsorbieren oder durch Schwefeldioxid 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 Formaldehyd durch Reaktion mit Glycolaldehyd erreicht
werden, der erste Schritt im Formose-Netzwerk, die Umpolung und Dimerisierung von
Formaldehyd wurde jedoch nicht erreicht. Um die Dimerisierung zu ermdglichen, sind
verschiedene Alternativen in der Literatur bekannt (siehe Kapitel 2.1.6). Eine enolisierbare
Carbonylverbindung  ebenso  wie  verschiedene  Thiazoliumsalze  wurden  als
Umpolungskatalysator getestet (Abbildung 5-20). Auf Molsieb adsorbierter Formaldehyd
wurde zusammen mit dem Katalysator unter Zusatz von Calciumhydroxid als Base in der

Planetenmiihle 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 Formosereaktion.
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Fur Hydroxyacetophenon, 3-Ethylbenzothiazoliumbromid und 3-Ethylthiazoliumbromid
konnten dabei Spuren von Triosen und Tetrosen detektiert werden (Abbildung 5-21). Die
Mengen an Monosacchariden waren dabei sehr gering, so dass die extrahierten
lonenchromatogramme zur ldentifizierung herangezogen wurden. Eine Umpolung ist

demzufolge auch mechanochemisch maoglich.
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Abbildung 5-21: Extrahierte lonenchromatogramme der EtOx-TMS-derivatisierten Produktmischungen der
mechanochemischen Umpolungsreaktion A/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 geochemical setting, Commun. Chem.
2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.[2121 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0
International License CC BY.

Der Mechanismus bei Verwendung des Hydroxyacetophenons beruht auf Aldolreaktionen, bei
denen zundchst hauptsachlich das Aldolprodukt des Katalysators mit Formaldehyd gebildet
wird. Nach einer weiteren Aldolreaktion mit Formaldehyd und anschlieRender
Retroaldolreaktion kann Glycolaldehyd abgespalten werden. Retroaldolreaktionen finden
mechanochemisch jedoch nur geringfiigig statt, wodurch die Ausbeute an Zuckern hier sehr
niedrig ist. Zusatzlich wurden viele unidentifizierte Nebenprodukte beobachtet. Die
Thiazoliumsalze hingegen werden von der Base deprotoniert und greifen dann nukleophil
Formaldehyd an. Nach weiterer Formaldehyd-Addition und Verlangerung der Kohlenstoffkette
kann dann der Zucker wieder abgespalten werden.[?”] Matsumoto et al. beobachteten fiir die

Reaktion in Wasser nur eine geringe Abhangigkeit der Reaktivitdt von dem Gegenion der
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Thiazoliumsalze, fir den Methyl-substituierten Katalysator allerdings einen geringeren
Umsatz.[?! 3-Methylbenzothiazoliumiodid zeigte im Gegensatz zu den Ethyl-substituierten
Salzen in den mechanochemischen Reaktionen keine Aktivitat fiir die Umpolung. Eine Ursache
dafiir konnte die unterschiedliche Nukleophilie des Katalysators in Abhangigkeit des

Substituenten am Stickstoff sein.

Um die photochemische Aktivierung von Formaldehyd in Kombination mit der
mechanochemischen Reaktion zu testen, wurde eine Vibrationskugelmihle mit Stahlbecher
und Plexiglasdeckel verwendet. Auf Molsieb adsorbierter Formaldehyd wurde eingesetzt und
parallel zur Mahlung mit einer Quecksilberdampflampe durch den Deckel belichtet. Dabei
wurde die Reaktionszeit aufgrund von der Erwdrmung der Apparatur auf 60 min begrenzt. Ohne
Zugabe von Calciumhydroxid wurde nur eine Zersetzung zu Kohlenstoffdioxid beobachtet. Bei
der Reaktion mit Calciumhydroxid wurde nach EtOx-TMS-Derivatisierung und GC-MS-
Analyse ein Produkt detektiert, welches mit keiner der gemessenen Referenzsubstanzen
ubereinstimmt. Die Retentionszeit von tet=7.9 min lag zwischen derjenigen von
Glycolaldehyd/Glycolsaure und denen der Triosen. Dies spricht flr ein kleines Molekil mit
geringer Kohlenstoffanzahl. Das Massenspektrum zeigte mit m/z=73 und 147 die
charakteristischen Signale silylierter Spezies (Abbildung 5-22), was fiir das Vorhandensein
einer Hydroxyl- oder Carbonséauregruppe spricht. Das entstandene Produkt konnte jedoch nicht
eindeutig identifiziert werden. Auferdem wurden durch underivatisierte GC-TCD-Analyse
sowohl die Zersetzung zu Kohlenstoffdioxid als auch die Bildung der Cannizzaro-Produkte

Methanol und Ameisensiure beobachtet.
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Abbildung 5-22: Massenspektrum des EtOx-TMS-derivatisierten Produkts (tret=7.9 min) der photo-
mechanochemischen Reaktion von Formaldehyd und Calciumhydroxid.
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Die photochemische Aktivierung bildet folglich keine Option fiir die mechanochemische
Formosereaktion. Anstelle von Zuckern wurden nur Zersetzungs- bzw. ungewiinschte
Nebenprodukte erhalten. Eine Umpolung kann mechanochemisch jedoch in geringem Malie
erfolgen mit geeigneten Katalysatoren wie den Thiazoliumsalzen, méglichen 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 der Formosereaktion ist neben der fehlenden Selektivitat die
geringe Stabilitat der Produkte unter den wassrigen, basischen Bedingungen. Die Zersetzung
der Zucker fihrt bei langeren Reaktionszeiten zur Bildung eines dunklen, unldslichen
Gemisches, welches polymere Strukturen enthalt (siehe Kapitel 2.1.6).
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Abbildung 5-23: Untersuchung der Stabilitdt 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 Stabilitdt der Produkte unter den Mahlbedingungen wurden jeweils

Glucose, Fructose und Ribose mit 60 mol% Calciumhydroxid (20 mol% bezogen auf GA)
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gemahlen und der zeitliche Verlauf der Produkte beobachtet (Abbildung 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 erst zu den Ketopentosen und im Anschluss auch zu den anderen
Aldopentosen umgewandelt. Jedoch stehen die verschiedenen Isomere miteinander im
Gleichgewicht und es wurden innerhalb der untersuchten Reaktionszeit von 5h keine
deutlichen Retroaldolreaktionen oder andere Zersetzungsreaktionen beobachtet, wohingegen in

der wassrigen Formosereaktion bereits nach einigen Minuten Zersetzung eintritt.

5.2.5 Einfluss der Umgebung
Da die Zusammensetzung und der Oxidationszustand der Atmosphére der Friihen Erde noch
diskutiert werden und es keinen Konsens dariiber gibt, wurde die Robustheit des

mechanochemischen Systems gegeniiber verschiedenen Gasphasen getestet.

Die Reaktion von Glycolaldenyd mit Calciumhydroxid wurde in der Planetenmihle mit
Begasungsdeckeln ausgestatteten Mahlbechern unter Stickstoff, Luft, Kohlenstoffdioxid sowie
Methan untersucht. Dabei wurde innerhalb der Fehlergrenzen keine Abweichung der

Produktzusammensetzung fir Stickstoff, Luft und Methan gefunden (Abbildung 5-24).
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Abbildung 5-24: Produktverteilung in Abhéangigkeit der Atmosphére 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 carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial geochemical
setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.[2*2 Copyright durch die Creative
Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

Dies steht im Gegensatz zur wéassrigen Formosereaktion, fiir die eine geringere Produktbildung

und ein erhohter Anteil an (Cannizzaro)-Nebenprodukten bei Vorhandensein von Sauerstoff

beschrieben wurde.3%%! Unter diesen Bedingungen entstehen mechanochemisch neben den
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Tetrosen und Hexosen auch Octosen sowie durch geringe Mengen an Retroaldolreaktionen
Spuren an Triosen, welche zu Heptosen weiterreagieren. Fir die Kohlenstoffdioxid-Gasphase
war der Umsatz jedoch niedriger als fur die anderen Gase. Dies ist mit der verminderten
Basizitat und der Bildung von Calciumcarbonat zu begriinden. Die Reaktion lieferte zwar
geringere Mengen der Zucker, jedoch weiterhin selektiv die Monosaccharide und keine neuen
Nebenprodukte. Es konnen also unabhdngig von der Atmosphdrenzusammensetzung
Monosaccharide mechanochemisch aufgebaut werden. Der negative Einfluss von Sauerstoff
bei der waéssrigen 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 Reaktion ausgehend von Glycolaldehyd
und Calciumhydroxid zusétzlich unter Kiihlung mit flissigem Stickstoff durchgefiihrt. Dazu
wurde nach einer Vorkihlzeit von 15 min die Mahlung jeweils nach 15 min bei 30 Hz durch
5 min intensive Kihlpausen unterbrochen, um die niedrige Temperatur zu gewahrleisten. Trotz
der geringen Reaktionstemperatur wurden Tetrosen und sogar Spuren von Hexosen gebildet.
Somit ist der mechanochemische Zuckeraufbau auch bei sehr niedrigen Temperaturen
durchfuhrbar und neben Szenarien fir die friihe Erde auch eine Bildung unter extremeren

Bedingungen, wie z.B. Meteoriten denkbar.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden wasserfreie, prébiotische Synthesen von Zuckern und
Peptiden in komplexen Reaktionsnetzwerken untersucht. Dabei wurde das Ziel verfolgt,
Reaktionspfade zu ermdglichen, welche unter wassrigen Bedingungen problematisch sind,

sowie alternative Szenarien zum Ursprung des Lebens zu diskutieren.

Im ersten Themengebiet wurde die kupferkatalysierte Peptidbildung in flussigem
Schwefeldioxid betrachtet. Anhand von Mischungen der proteinogenen Aminosduren und
einzelner Di- und Tripeptide wurden in einem ersten Schritt Analysemethoden fir CE-MS und
HPLC-MS untersucht. Durch die Verwendung von beschichteten Kapillaren fir
elektrophoretische Messungen konnten Peptid-Kapillar-Wechselwirkungen unterbunden und
damit die Verbreiterung der Signale und Verfalschung der Analyseergebnisse durch Adsorption
verhindert werden. Die Beschichtung aus linearem Polyacrylamid lieferte die gewinschte
Trennung und Stabilitit. Eine erfolgreiche Kopplung mit Orbitrap-MS mit gezielten MS?-
Experimenten zur Strukturaufklarung wurde realisiert. Zusatzlich wurden verschiedene
Trennmodi und stationédre Phasen fur die HPLC getestet und mit HILIC-Methoden die besten
Trennungen fur die Aminosauren und Dipeptide erhalten. Eine Kopplung mit TOF-MS und die
Untersuchung der Fragmentierung konnte ebenfalls zur Strukturaufklarung hinzugezogen
werden. Der Vorteil der hoheren Stabilitat der Kopplung im Vergleich zur CE-MS wurde
jedoch durch die extrem variierende Sensitivitit gegenliber den verschiedenen Aminosauren
negiert, so dass im Folgenden fur die Reaktionsuntersuchung vor allem CE-MS 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 durch die hygroskopischen
Eigenschaften eignet, um konzentrierte Salzlésungen der salzinduzierten Peptidbildung zu
ersetzen und dass mit Kupfer(ll)salzen in Schwefeldioxid aus Aminosauren kurze Peptide
gebildet werden kénnen. Aus Alanin und Glycin konnten so mit Kupfer(ll)chlorid in 1 -21d
Di- bis Tetrapeptide gebildet werden. Die Kondensation konnte dabei mit Harnstoff unterstitzt
werden. Im Vergleich zur wassrigen, salzinduzierten Reaktion lief die Peptidbildung in
Schwefeldioxid bei geringeren Temperaturen und mit niedrigeren Konzentrationen ab. Des
Weiteren konnten aus Alanin im Gegensatz zur wassrigen Reaktion auch ohne Zusatz
katalytischer Aminoséuren Peptide aufgebaut werden. Die Anwendung der Reaktion auf
Mischungen der kanonischen Aminoséuren lieferte Dipeptide aller Aminosauren. Mithilfe von
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MS2-Messungen und Fragmentierungsmustern konnten die Strukturen bestatigt sowie die
Sequenzen aufgeklart werden. In Mischungen wurden manche Aminoséuren praferiert in die
Peptide eingebaut sowie Sequenzen bevorzugt beobachtet. Dies konnte teilweise durch die
Zusammensetzung der Reaktionsmischung beeinflusst werden. Insgesamt wurden mit den
unpolaren Aminosauren mehr Peptide gebildet als mit den polaren, neutralen Aminoséuren und
mit den basischen Aminosauren mehr Peptide als mit den sauren Aminoséuren. Die Ursachen
fur die Selektivitaten kdnnen sowohl in der Loslichkeit in Schwefeldioxid als auch in der
Elektrophilie/Nuleophilie der Verbindungen liegen. Weitere Untersuchungen sind notwendig,
um ein tieferes, mechanistisches Verstandnis zu erlangen. Mit Cystein wurde eine Oxidation zu
Cystin und die Bildung von Cystin-Peptiden festgestellt, welche durch ihre Disulfidbriicken
zum Strukturaufbau beitragen kénnen. Nebenprodukte wie die zyklischen Diketopiperazine
wurden nicht beobachtet. Im Vergleich zu vermutlich konservierten, alten Peptidmotiven
wurden hohe Ubereinstimmungen der Sequenzen erhalten. Dabei wurden nur die sauren
Aminoséuren signifikant weniger eingebaut. Mit der Metallsalz-katalysierten Variante in
Schwefeldioxid konnte so eine alternative Route zur Peptidkondensation fir ein vulkannahes
Szenario der Frihen Erde erhalten werden. Durch die milderen Bedingungen und mdglichen

geringen Konzentrationen hebt sich dieses von den wéssrigen SIPF-Reaktionen ab.

Im zweiten Teil wurde die mechanochemische Zuckerbildung untersucht. Um die zu
erwartenden Produktgemische der Monosaccharide detailliert analysieren zu kénnen, wurden
zundchst gas- und  flussigchromatografische  Methoden  entwickelt.  Flichtige
Reaktionsprodukte wie Methanol und Ameisensdure konnten nativ gaschromatografisch
getrennt und mit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor analysiert werden. Fir die Zucker selbst
waren jedoch Derivatisierungsschritte notwendig. Fir die HPLC konnte mit der
Hyrazonbildung die zuverl&ssigste Umsetzung erreicht werden und neben den Zuckern auch
Formaldehyd detektiert werden. Eine Trennung auch innerhalb derselben Kohlenstoff-
kettenlange konnte hingegen mit gaschromatografischen Methoden erhalten werden. Ein
zweistufiges Vorgehen war notwendig, um die intramolekulare Ringbildung zu verhindern und
damit die Anzahl an Signalen pro Zucker zu reduzieren. Mit der Oximierung und
Trimethylsilylierung konnte eine umfangreiche Trennung von Glycolaldehyd bis hin zu
Heptosen erzielt werden. Durch den Vergleich verschieden substituierter Oxime konnte
aullerdem zur Aufkl&rung von Nebenprodukten beigetragen werden. Eine noch vollstandigere
Trennung der Aldosen wurde mit der Oximierung und Trifluoracetylierung erhalten. Fur beide

Methoden wurde durch Referenzsubstanzen die Grundlage zur eindeutigen Identifikation
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maoglicher Formose-Produkte sowie Nebenprodukte gelegt und durch die Verwendung eines

internen Standards und linearer Eichgeraden die Quantifizierung ermaoglicht.

Mechanische Energiequellen waren schon auf der Friihen Erde vorhanden, wie beispielsweise
Meteoriteneinschlage oder geologische Prozesse darunter Tektonik, Erosion und Diagenese.
Durch diese wurde die Aktivierungsenergie flr Festphasenreaktionen bereitgestellt. Mit
katalytischen Mineralien konnte mechanochemisch eine Zuckerbildung ausgehend von
Glycolaldehyd und Formaldehyd entsprechend des Formose-Netzwerks gezeigt werden. Eine
Vielzahl an Mineralien verschiedener Klassen, der Hydroxide, Phosphate, Phosphide,
Carbonate, Silicate, Glimmer und Zeolithe zeigte katalytische Eigenschaften. Die Reaktivitat
und Selektivitat bezuglich Aldosen/Ketosen oder auch einzelner Diastereomere konnte durch
das Mineral und besonders durch die Zusammensetzung der Kationen gesteuert werden. Die
Adsorption von Formaldehyd auf Mineralien ist denkbar als ein prébiotisch relevanter
Anreicherungsmechanismus und fiihrte bei Vorhandensein von Glycolaldehyd unter
mechanischem Einfluss zum Aufbau von Zuckern. Die mechanochemische Dimerisierung von
Formaldehyd konnte durch den Einsatz von Thiazoliumsalzen als Umpolungskatalysatoren,
welche Vorlaufern des Vitamins B Thiamin entsprechen kénnten, in Spuren erreicht werden.
Die beobachtete niedrige Geschwindigkeit der Retroaldolreaktionen liefert dabei einen
mdglichen Grund fur die geringe Bildungsmenge. Eine photo-mechanochemische Aktivierung
von Formaldehyd ergab hingegen keine Monosaccharide. Im Vergleich zur wéssrigen Reaktion
wurde eine hohere Stabilitdt der Produkte und starkere Selektivitat zur Bildung der
unverzweigten Aldosen und Ketosen beobachtet. Die Reaktion konnte unabhéngig der
Atmosphérenzusammensetzung und auch bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt werden.
Nur mit einer Kohlenstoffdioxidatmosphare, vermutlich aufgrund der geringeren Basizitat und
Bildung von Carbonaten, nahm die Reaktivitat leicht ab. Nebenprodukte wurden nur in
geringen Mengen beobachtet. Unter den Mahlbedingungen wurden Pentosen und Hexosen
isomerisiert, aber nicht abgebaut. Der mechanochemische Aufbau von Monosacchariden stellt
durch die Vielzahl an katalytischen Mineralien ein plausibles prébiotisches Szenario dar. Durch
die Robustheit und die geringen Neben- und Abbaureaktionen werden die Kritikpunkte des

wassrigen Formose-Netzwerks tiberwunden.

Insgesamt konnten in dieser Dissertation zwei préabiotische Szenarien beschrieben werden,
welche Alternativen zu den wassrigen Reaktionsbedingungen bieten und die Probleme der
Kondensationsreaktionen und Produktinstabilitaten in wassriger Losung Gberwinden. Dazu

konnten zunéchst analytische Verfahren zur Untersuchung komplexer Reaktionsmischungen
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weiterentwickelt werden. Des Weiteren konnten Peptide gebildet sowie Monosaccharide
aufgebaut werden und so mogliche abiotische Synthesewege gefunden werden. Mit
Schwefeldioxid als Lésungsmittel und der Mechanochemie als I6sungsmittelfreie Variante

wurden somit neue, plausible Méglichkeiten fiir prabiotische Reaktionen evaluiert.
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Abbildung 6-1: Graphische Zusammenfassung zur Untersuchung nichtwassriger Reaktionsbedingungen im Kontext
des Ursprungs des Lebens: Entwicklung von Trennmethoden zur Analyse komplexer Monosaccharid- sowie
Aminosauren- & Peptidmischungen; Mineralienkatalysierte, mechanochemische Formosereaktion; Kupferkatalysierte
Peptidkupplung in flissigem Schwefeldioxid. Individuelle Darstellungen angelehnt an und ubersetzt nach M. Haas, S.
Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial
geochemical setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w,[2*2 Copyright durch die
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Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY und nach M. Haas, S. Lamour, 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, 160-167, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.07.015,[347]
Copyright durch Elsevier B. V.
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7 Experimentaltell

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 erarbeitet.[> 3471 Unter meiner Anleitung untersuchten Jacob Lucian
Gorenflos Lopez und Leonie von Brunn im Rahmen von Forschungspraktika die Oxim-
Derivatisierung von Monosacchariden, sowie Sarah Babette Christ im Rahmen einer

Bachelorarbeit die mechanochemische Zuckersynthese.

Das CE-MS-Interface wurde von Prof. Dr. Oliver Trapp, Fabian Sauer und Constanze Sydow
entwickelt und getestet.[®> Die Trennung der Peptide via CE-MS wurde in Zusammenarbeit
mit Fabian Sauer entwickelt. Filip Jukic untersuchte ebenfalls unter Anleitung im Rahmen eines
Forschungspraktikums die Trennung der Peptide mittels CE- sowie HPLC-MS.

7.1.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Falls nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien von kommerziellen Anbietern (Sigma
Aldrich, ABCR, Acros Organics, TCI Chemicals, Alfa Aesar, Carbosynth) bezogen und ohne
weitere Aufreinigung verwendet. Mineralien wurden von Seltene Mineralien Gunnar Férber
(Samswegen), Mineralien - und Fossilienhandel Dipl. Geologe Alexander Spinn (Erlangen)
oder Lukas Belohlavek (AK Scheu, Department fur Geo- und Umweltwissenschaften, Sektion
Mineralogie, Petrologie und Geochemie, LMU Miinchen) erhalten. Die Zusammensetzung der
Mineralien wurde mittels Elementaranalyse oder REM-EDX-Messungen bestétigt. Eine
Ubersicht tiber Bezugsquellen und Fund- bzw. Abbauort der verwendeten Mineralien findet
sich im Anhang (Tabelle 8-4).

Losungsmittel fur chromatographische Zwecke wurden in HPLC grade oder HPLC-MS grade

verwendet. Wasser wurde mit einem VWR Puranity PU 15 Gerét deionisiert.

Reaktionen in Schwefeldioxid wurden unter Ausschluss von Luft und Feuchtigkeit unter
Stickstoff und unter Verwendung von Standard Schlenk-Techniken durchgefiihrt. Es wurde
Schwefeldioxid N38 (99.98%) von Air Liquide Deutschland verwendet.
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7.1.2 Hochleistungsflissigchromatographie

HPLC-Messungen wurden an Agilent Technologies 1290/1260 Infinity Geraten mit DAD oder
RID aufgenommen. Gekoppelte Massenspektren wurden mit einem Agilent Technologies 6120
Quadrupole LC/MS Gerét mit ESI-Quelle gemessen. Hochauflésende Messungen wurden an
einem Agilent 1260 Infinty 11 SFC-uHPLC-Hybrid-System gekoppelt mit einem 6550 iFunnel-
Q-TOF Massenspektrometer mit ESI-Quelle durchgefiihrt. Dabei wurde als interne Referenz
eine Mischung aus Purin, Ammoniumtrifluoroacetat und Hexakis(1H, 1H, 3H-tetrafluoro-
propoxy)phosphazine in Acetonitril/Wasser (95:5) verwendet. Alle Gerédte wurden mit einem
Autosampler betrieben. HPLC-S&ulen wurden von Daicel Chiral Technologies, Macherey-
Nagel, ThermoFisher Scientific oder Merck Millipore erworben.

7.1.3 Gaschromatographie

Gaschromatographische Messungen wurden mit Thermo Trace GC Ultra mit FID und einem
Thermo Polaris Q oder Thermo ISQ Massenspektrometer mit EI-Quelle aufgenommen.
Zusétzlich wurde eine Thermo GC Trace 1310 mit FID und Warmeleitfahigkeitsdetektor
verwendet. Alle Gerate wurden mit einem Autosampler betrieben. GC-S&aulen wurden entweder
kommerziell erworben (Optima 5-MS Macherey-Nagel, HP-1 / HP-5MS, CP-Sil 5 CB Agilent
Technologies; TraceGOLD TG-225MS ThermoFisher Scientific) oder durch Belegung von
Quarzglaskapillaren (bare fused silica, MicroQuartz Munchen) mit Polymeren anhand der
statischen Methode nach K. Grob erhalten.[5]

Hochauflosende Spektren wurden durch die massenspektrometrische Abteilung der Fakultét
Chemie der LMU Miinchen an einer Thermo Trace 1300 GC gekoppelt mit einem Thermo Q
Exactive Orbitrap Massenspektrometer auf einer Optima 5-MS Sdule (Marcherey-Nagel,

Diren) (30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um FT) gemessen.

7.1.4 Kapillarelektrophorese

Ein Agilent Technologies 3D CE 1600 oder ein Agilent Technologies 7100 wurde fir
Kapillarelektrophorese verwendet. Trennungen wurden mit Quarzglaskapillaren (ID 50 pum,
OD 360 um, MicroQuartz Miinchen) oder beschichteten Kapillaren (Polyvinylalkohol Agilent
Technologies; lineares Polyamid s.u.) verwendet. Detektion erfolgte mittels eines
Leitfahigkeitsdetektors (Detektorposition ca. 14.5 cm vor dem Kapillarauslass) oder einer
Kopplung zu einem ThermoScientific® Q-Exactive plus Massenspektrometer durch eine
spezialangefertigte ESI-Quelle. Eine externe Spannung von 3.2 kV wurde an der Sprayspitze

der ESI-Quelle angelegt. Eine sheath Flussigkeit bestehend aus 0.5 uL min? iso-Propanol/
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Wasser/Ameisensaure (50:50 + 0.05%) wurde durch eine Agilent 1260 Iso Pumpe mit 1:100
Splitter zugefiihrt.

7.1.5 Kugelmuhlen

Fur mechanochemische Reaktionen standen folgende Kugelmihlen zur Verfugung: Soweit
nicht anders angegeben wurde eine Schwingmihle mit optionaler Kihlung mit flissigem
Stickstoff, die CryoMill (Retsch GmbH, Haan), welche mit einem Adapter fiir bis zu vier 5 mL
Edelstahl-Mahlbecher mit jeweils einer 7 mm Edelstahl-Kugel betrieben wurde, verwendet. Fur
Reaktionen unter Schutzatmosphére wurde die Planentenkugelmiihle Pulverisette 7 premium
line (Fritsch GmbH, Idar-Oberstein) mit zwei 20 mL Edelstahl-Mahlbechern ausgestattet mit
Swagelok Begasungsdeckeln und mit zehn 10 mm Edelstahl-Kugeln verwendet. Fir die
Photomechanochemie wurde eine Vibrationskugelmuhle Pulverisette O (Fritsch GmbH, Idar-
Oberstein) mit einem Mahlbecher aus gehértetem Stahl und einer 50 mm Stahlkugel und einem

Plexiglasdeckel verwendet.

7.1.6 Elementaranalyse

Zur Elementaranalyse wurden durch den Zentralen Analytikservice des Departments Chemie
der LMU Miinchen, Frau Jaroslava Obel, ICP-OES Messungen an einem Varian Vista RL Gerét
durchgefuhrt. Die mineralischen Proben wurden dazu mittels HNOs/HCI, HNO3z/HF oder

H>SO4 aufgeschlossen.

REM-EDX Messungen wurden von Christian Minke (AK Schnick, LMU Minchen) auf einem
Messing-Tréger an einem FEI Helios G3 UC Gerét durchgefuhrt. Dazu wurden die Proben mit
Graphit (10 nm) beschichtet.

7.1.7 Kleingerate
Die Temperaturkontrolle der mechanochemischen Reaktionen wurde mit Hilfe des Infrarot-
Thermometers VOLTCRAFT IR 260-8S (Conrad Electronic, Hirschau) durchgefuhrt.

Fur die Derivatisierung wurde als VVortexer der VWR lab dancer verwendet. Die Proben wurden
in einem Heizblock AccuBlock Digital Dry Bath (Labnet International Inc., Cary, USA) und
mit der Schuttelplatte StandardAnalog Shaker (VWR International, Radnor, USA) erhitzt und

durchmischt.

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

Zentrifugation der Proben mit Einsatzen flir Eppendorf-Gefale 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 Swagelok-Druckapparaturen zur Synthese in flissigem Schwefeldioxid.

Fir die Reaktionen in flissigem Schwefeldioxid wurden spezialangefertigte Swagelok-
Druckapparaturen verwendet. Diese Edelstahl-Vorrichtungen enthielten einen abgetrennten
Vorratsbehalter, sowie ein Reaktionsgefaly welche beide mit Reagenzglasern ausgestattet
waren. Uber einen Hahn war eine Verbindung zu Vakuum/Stickstoff méglich. Die Menge an
Schwefeldioxid wurde aus der Differenz des Leergewichts und des Gewichts mit gefllltem
Vorratsbehalter bestimmt und betrug 1 - 3.5 mL. Die Reaktanden wurden in einem Reagenzglas
vorgelegt, in die Druckapparaturen eingebaut und das Reaktionsgefall wurde dreifach evakuiert
und mit Stickstoff gespullt. Das Reaktionsgefal wurde mit Trockeneis gekuhlt und das
Schwefeldioxid aus dem Vorratsbehalter durch Offnen des Hahns einkondensiert. Nach
Ablaufen der Reaktionszeit wurde das Schwefeldioxid wieder in den Vorratsbehalter
kondensiert und das Reaktionsgefal dreifach evakuiert. Das Schwefeldioxid wurde fur bis zu
funf Reaktionen wiederverwendet. Das Reagenzglas wurde entnommen und die Proben bis zur
Analyse bei -18°C gelagert. Die Analyse der Produkte erfolgte mittels CE-MS und HPLC-MS
nach Kupferentfernung. Dazu wurden die Proben in bidest. Wasser mit einer Konzentration von

1 mmol/L je Aminosdure gelost.

7.2.2 Peptidbildung aus Glycin und Alanin

NHZ H 0

0
0 CuCl, -
+ —_ = > N
S o 2 AR,
0O R

NH,

Glycin (90.1 mg, 1.20mmol, 1.0 Ag.), Alanin (106.9 mg, 1.20 mmol, 1.0 Ag.) und
Kupfer(I)chlorid (161.3 mg, 1.20 mmol, 1.0 Ag.) wurden im Reagenzglas vorgelegt. Je nach
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Ansatz wurde zusatzlich Harnstoff (72.1 mg, 1.20 mmol, 1.0 Ag.) oder Natriumchlorid
(701 mg, 12.0 mmol, 10 Aqg.) zugegeben. Nach dreifachem Evakuieren wurden 3 mL
Schwefeldioxid einkondensiert und bei Raumtemperatur fir 1-21 d gerthrt. Das Losungsmittel

wurde entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

7.2.3 Herstellung der Aminosaurenmischungen
Die Aminoséuren wurden in &quimolaren Mengen zusammengegeben und durch eine Mahlung
in der Planetenkugelmuhle in 20 mL Edelstahl-Mahlbechern mit zehn 10 mm Edelstahl-Kugeln

bei 400 rpm fur 10 min homogenisiert.

Gesamtmischung: L-Alanin (115.8 mg, 1.3 mmol, 1.0 Ag.), L-Arginin (226.5 mg, 1.3 mmol,
1.0 Aq.), L-Asparagin (171.8 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aqg.), L-Asparaginsaure (173.0 mg, 1.3 mmol,
1.0 Aq.), L-Cystein (157.5 mg, 1.3 mmol, 1.0 Ag.), L-Glutamin (190.0 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aq.),
L-Glutaminsdure (191.3 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aq.), Glycin (97.6 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aqg.),
L-Histidin (201.7 mg, 1.3 mmol, 1.0 Ag.), L-Isoleucin (170.5mg, 1.3 mmol, 1.0 Aq.),
L-Leucin (170.5 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aqg.), L-Lysin (190.0 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aqg.), L-Methionin
(194.0 mg, 1.3 mmol, 1.0 Ag.), L-Phenylalanin (214.7 mg, 1.3 mmol, 1.0 Ag.), L-Prolin
(149.7 mg, 1.3 mmol, 1.0 Ag.), L-Serin (136.6 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aq.), L-Threonin (154.9 mg,
1.3 mmol, 1.0 Aqg.), L-Tryptophan (266.8 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aq.), L-Tyrosin (235.5 mg,
1.3 mmol, 1.0 Ag.) und L-Valin (152.3 mg, 1.3 mmol, 1.0 Aq.).

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

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

Basische Mischung: L-Arginin (1306.5mg, 7.5 mmol, 1.0 Ag.), L-Histidin (1163.7 mg,
7.5 mmol, 1.0 Aqg.) und L-Lysin (1096.4 mg, 7.5 mmol, 1.0 Aq.).

Saure Mischung: L-Asparaginsiure (1663.8 mg, 12.5 mmol, 1.0 Aqg.) und L-Glutaminséure
(1839.1 mg, 12.5 mmol, 1.0 Aq.).
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Prabiotische Mischung: L-Alanin (267.3mg, 3.0 mmol, 1.0 Ag.), L-Asparaginsaure
(399.3mg, 3mmol, 1.0 Ag.) und L-Glutaminsaure (441.4 mg, 3 mmol, 1.0 Ag.) Glycin
(225.2mg, 3.0mmol, 1.0Aqg.), L-Isoleucin (393.5mg, 3.0 mmol, 1.0 Ag.), L-Leucin
(393.5mg, 3.0 mmol, 1.0 Ag.), L-Prolin (345.4 mg, 3.0 mmol, 1.0 Ag.), L-Serin (315.3 mg,
3.0 mmol, 1.0 Ag.), L-Threonin (357.4 mg, 3.0 mmol, 1.0 Ag.) und L-Valin (351.4 mg,
3.0 mmol, 1.0 Aq.).

7.2.4 Peptidbildung komplexer Mischungen

R e Men §
R — . - N
j)J\OH RT, 50, RO Y Y OH
NH, O R

Die jeweilige Aminosaurenmischung (1.2 mmol, 1.0 Ag.), Harnstoff (60.1 mg, 1.2 mmol,
1.0 Ag.) und Kupfer(ll)chlorid (1/n Ag.) wurden im Reagenzglas vorgelegt. Nach dreifachem
Evakuieren wurden 3 mL Schwefeldioxid einkondensiert und bei Raumtemperatur fur 7 d oder

21 d geruhrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.
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7.3 Analyse der Peptidmischungen

7.3.1 Belegen der CE-Kapillaren

PVA: Die Polyvinylalkohol-Beschichtung der Kapillaren erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Belder et al.1?54l Es wurde eine Losung aus 200 pL Glutaraldehyd (50 Gew.% in
H>0) und 300 pL verdinnter Salzsdure (1:10 konz. Salzsdure/bidest. Wasser) hergestellt und
durch einen Spritzenfilter (Celluloseacetat) filtriert. Des Weiteren wurde 50 mg
Polyvinylalkohol (MW 31000-50000, 98-99% hydrolysiert oder MW 89000-98000, 99+%
hydrolysiert) unter Erwarmen in 950 L bidest. Wasser geldst. 450 uL dieser Losung wurden
mit 50 pL verdiinnter Salzsdure (1:1 konz. Salzsdure/bidest. Wasser) angesauert und ebenfalls
durch einen Spritzenfilter (Celluloseacetat) filtriert. Anschlie}end wurde eine unbeschichtete
bare fused silica Kapillare (ID = 0.05 mm, MicroQuartz, Miinchen) unter Anlegen von 1 bzw.
5 bar Stickstoffstrom zuerst mit der Glutaraldehyd-Ldsung gespult, im Anschluss eine geringe
Menge der Polyvinylalkohol-Ldsung eingespult und dann im Stickstoffstrom die Losung durch
die Kapillare gespult und die Kapillare fir 10 min getrocknet. Die Kapillare wurde im Ofen
eines Thermo Focus GC bei 40°C (1 min) mit 6°C/min bis 160°C (5 h) unter 25 kPa Stickstoff

ausgeheizt.

LPA (automatisiert): Die Polyacrylamid-Beschichtung der Kapillaren erfolgte in Anlehnung
an die Methode von Beneito-Cambra et al.?”] Eine unbeschichtete bare fused silica Kapillare
(ID =0.05 mm, MicroQuartz, Miunchen) wurde in der Agilent 7100 CE Apparatur unter
Anlegen von 1 bar Stickstoffstrom mehrfach gespult (1. 10 min, Aceton; 2. 30 min, 1 mol/L
NaOHg); 3. 10 min, 0.1 mol/L HClg); 4. 10 min, bidest. H.O). Anschlielend wurde zur
Vorbehandlung die Kapillare mit einer Lésung aus 0.6 Vol.% y-Methacryloxy-
propyltrimethoxysilan (y-MAPS) und 0.5 Vol.% Essigsaure in Dichlormethan 4 min gespult
und bei 25°C 50 min stehen gelassen. AnschlieBend wurde erneut gespult (1. 10 min, MeOH,;
2.10 min, bidest. H20). Die Polymerisationslosung bestand aus 15 mg/mL Acrylamid,
1 mg/mL Ammoniumpersulfat (APS) und 0.1 Vol.% N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) in Dichlormethan. Diese wurde 4 min in die Kapillare gespiilt, anschlieRend bei
25°C 1 h stehen gelassen und mit bidest. Wasser fiir 10 min gespiilt. Die Kapillare wurde im
Ofen eines Thermo Focus GC bei 100°C unter 20 kPa Stickstoff ausgeheizt.

LPA (manuell): Die Polyacrylamid-Beschichtung der Kapillaren erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Zhang et al.l?] Eine unbeschichtete bare fused silica Kapillare (ID = 0.05 mm,
MicroQuartz, Minchen) wurde zundchst in einem Ofen eines Thermo Focus GC bei 200°C

unter 30 kPa Stickstoff fiir 10 h ausgeheizt und anschlieBend unter Anlegen von 5 bar Stickstoff
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mehrfach gespult (1. 2 h, 0.1 mol/L NaOHg); 2. 15 min, bidest. H2.O; 3. 24 h, 0.1 mol/L
HClg); 4. 1 h, bidest. H20; 5. 6 h, N2 Trocknen). Anschlie’end wurde zur Vorbehandlung eine
Losung aus 200 pL y-Methacryloxypropyltrimethoxysilan (y-MAPS) in 200 uL Methanol in
die Kapillare gefllt, die Enden der Kapillare mit Silikon verschlossen und bei 45°C 16 h stehen
gelassen. AnschlieBend wurde erneut gespult (1. 1 h, MeOH; 2. 1 h, bidest. H20; 3. 1 h, N2
Trocknen). Zur Polymerisation wurden 120 mg Acrylamid in 3 mL bidest. Wasser geldst und
12 uL einer L6sung von 5 mg Ammoniumpersulfat (APS) in 100 pL bidest. Wasser zugegeben.
Die Losung wurde mit einem Vortexmischer vermischt und im Stickstoffstrom 10 min entgast.
Die Kapillare wurde mit der Polymerisationsldsung gefullt, die Enden mit Silikon verschlossen
und 30 min bei 50°C erwdrmt. AnschlieRend wurde 1 h mit bidest. Wasser gespult, und im
Stickstoffstrom getrocknet. Die Kapillare wurde im Ofen eines Thermo Focus GC bei 100°C
unter 30 kPa Stickstoff ausgeheizt.

7.3.2 Herstellung der Analytik-Testmischung

Es wurden Stammldsungen der einzelnen Aminosauren und Peptide in bidest. Wasser angesetzt
und bei 5°C aufbewahrt. Aus diesen wurde entsprechend Tabelle 7-1 eine Testmischung in
bidest. Wasser zur Evaluation der Trenn- und Analysemethode hergestellt und ebenfalls bei

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

Tabelle 7-1: Zusammensetzung der Testmischung einiger Aminosauren und Peptide zur Evaluation der Trenn- und
Analysemethoden.

Komponente Cstammissung [MM] | CTestmischung [UM] = 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 Aminosauren und Peptide

Die CE-Trennung der Mischungen aus Aminosiduren und Peptide erfolgte durch
Kapillarzonenelektrophorese (CZE). Die Detektion erfolgte mittels Leitfahigkeit. Es wurden
verschiedene Kapillaren und Trennmethoden getestet. Diese wurden im Vorhinein mithilfe der

Peakmaster 5.3 Complex Software berechnet und optimiert.5!
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BFS: Eine bare fused silica Kapillare (L = 80 cm, ID =50 pum) wurde zur Trennung bei 25°C
verwendet. Als Hintergrundelektrolyt (BGE) wurde 2 mol/L Essigséure verwendet. Injektion
erfolgte mit 30 mbar fur 10 s. Zur Trennung wurden 30 kV Spannung angelegt. Die Kapillare
wurde vor Beginn konditioniert mit bidest. Wasser (5 min), 0.1 mol/L NaOHgg) (5 min),

Wasser (5 min) und BGE (5 min). Zwischen den Messungen wurde mit BGE (2 min) gesplilt.

PVA: Eine mit Polyvinylalkohol beschichtete Kapillare (Agilent, L =77 cm, ID =50 pum)
wurde zur Trennung bei 25°C verwendet. Als Hintergrundelektrolyt (BGE) wurde 1 mol/L
Essigsdure oder 150 mmol/L Ameisensédure verwendet. Injektion erfolgte mit 30 mbar fir 10 s.
Zur Trennung wurden 30 kV Spannung und 10-30 mbar Druck angelegt. Die Kapillare wurde
vor Beginn konditioniert mit bidest. Wasser (5 min), 10 mmol/L HzPOagq) (5 min), Wasser
(5 min) und BGE (5 min). Zwischen den Messungen wurde mit BGE (2 min) gespiilt.

LPA: Eine mit linearem Polyacrylamid beschichtete Kapillare (L = 80 cm, ID = 50 um) wurde
zur Trennung bei 25°C verwendet. Als Hintergrundelektrolyt (BGE) wurde 2 mol/L Essigsdure
verwendet. Injektion erfolgte mit 30 mbar fur 10 s. Zur Trennung wurden 30 KV Spannung
angelegt und ein Druck von 30 mbar. Die Kapillare wurde vor Beginn konditioniert mit bidest.
Wasser (5 min), 10 mmol/L H3POaaq) (5 min), Wasser (5 min) und BGE (5 min). Zwischen den
Messungen wurde mit BGE (3 min) gespuilt.

7.3.4 CE-MS Analyse der Aminosauren und Peptide

Fur die Kopplung zum Massenspektrometer wurde eine spezialangefertigte ESI-Quelle mit
Edelstahl-Sprayspitze (L =3.5cm, OD =1/16in, ID =0.5mm) verwendet. Eine externe
Spannung von 3.2 kV wurde an der Sprayspitze der ESI-Quelle angelegt. Eine sheath
Flissigkeit bestehend aus 0.5 uL. min iso-Propanol/Wasser/Ameisenséure (50:50 + 0.05%)
wurde zugefiihrt. Massenspektren wurde im positiven Modus bei einer Kapillarentemperatur
von 140°C, Stickstoff Sweep Gas 1 und einer Auflésung von 70 000 im Massenbereich m/z 74 -
750 oder 129 — 750 gemessen. Fir MS2-Messungen wurden Inklusionslisten der Peptide
verwendet, mit einer Auflésung von 17 500 gemessen und mit einer normalisierten
Kollisionsenergie von NCE = 30% fragmentiert. Je nach Kapillare, wurde die entsprechende
der oben beschriebenen Methoden zur Elektrophorese verwendet. Um keine 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
behandelt (7.3.6).
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7.3.5 Auswertung der CE-MS-Daten

Mit der Thermo Xcalibur Software 4.1 wurden manuell die exakten Massen der Peptide mit
einer maximalen Abweichung von 5 ppm extrahiert. Mit einer eindeutigen Signalform, einer
Intensitat von mind. 1 x 10° (Spuren) bzw. 1 x 10° und den aufgenommenen MS?-Spektren und

der Fragmentierung wurden die Peptide identifiziert.

7.3.6 Entfernung von Kupfer

Der lonentauscher Amberlite IRC-748 (PartikelgroBe 0.5-0.65 mm, Na* Form) mit bidest.
Wasser gewaschen, mit 2 mol/L Salzsaure in die H* Form Uberfiihrt und anschlieBend wieder
mit bidest. Wasser gewaschen bis ein neutraler pH erreicht wurde. Entweder 17 mg
Aminoséurengesamtmischung und 2.2 mg Kupfer(Il)chlorid-Dihydrat in 10 mL bidest. Wasser
oder fur die Reaktionsmischungen 10 mL wassrige Probenltsung, die etwa 2 mg CuClz enthielt,
wurde mit 30 mg des lonentauschers tiber Nacht gerihrt. Der lonentauscher wurde durch 30 mg
neuen lonentauscher ersetzt und erneut tber Nacht gerthrt. Die Probe wurde filtriert und ggf.

zur Analyse mit bidest. Wasser verdinnt.

7.3.7 HPLC-MS-Analyse der Aminosauren und Peptide

Die HPLC-MS-Analyse der Mischungen aus Aminoséuren und Peptiden erfolgte and einem
Agilent 1260 Infinty Il SFC-uHPLC-Hybrid-System gekoppelt mit einem 6550 iFunnel-Q-TOF
Massenspektrometer mit ESI-Quelle und interner Referenz. Massenspektren wurden im
positiven Modus aufgenommen im Bereich von m/z 70-1700 und bei einer
Fragmentorspannung von 120V. Es wurden verschiedene stationdre Phasen und
Trennbedingungen getestet und jeweils 1 uL Probenvolumen injiziert.

HILIC: Eine Marcherey-Nagel EC 50/2 Nucleodur HILIC (2x50 mm, 1.8 um) Sdule wurde
bei T =30°C und einem Fluss von 0.8 mL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurden
A: Bidest. Wasser / 200 mmol/L NHsHCOz2(q) (90:10) und B: ACN /200 mmol/L NH4HCO2(a)
mit dem Gradienten 100-80% B (0-15 min) verwendet.

C18: Eine Thermo Acclaim RSLC 120 C18 (2.1x100 mm, 2.2 um) S&ule wurde bei T = 30°C
und einem Fluss von 0.5 mL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurden A: Bidest.
Wasser / 0.1% Ameisenséure und B: ACN / 0.1% Ameisensdure mit dem Gradienten 0-40% B
(0-20 min) verwendet. Alternativ wurde A: 20 mmol/L NH4OAC@q) und B: ACN / 20 mmol/L
NH4OAC(q) (90:10) mit dem Gradienten 0-20% B (0-20 min) verwendet.

ZWIX: Eine Daicel Chiralpak ZWIX (+) (3x150 mm, 3 um) S&ule wurde bei T =30°C und

einem Fluss von 0.5 mL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurde entweder MeOH /
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bidest. Wasser (98:2) mit 25 mmol/L Ameisensdure + 25 mmol/L NHsHCO, oder
MeOH /ACN/ bidest. Wasser (49:49:2) mit 25 mmol/L Ameisensédure + 25 mmol/L
NH4HCO; verwendet.

PTZ: Eine Daicel DCpak PTZ (4.6x150 mm, 3 um) Séaule wurde bei T = 30°C und einem Fluss
von 0.9 mL/min zur Trennung verwendet. Als Laufmittel wurden A: 20 mmol/L NH4OAC@q)
und B: ACN mit einem Gradienten von 70% B (0-10 min), 70-0% B (10-25 min), 0% B (25-
35 min) verwendet. Die Injektionsmenge der Referenzen betrug 1 uL und der Proben 10 pL.
Fur MS? Spektren wurde eine Inklusionsliste der Peptide verwendet, der Messbereich auf
m/z 50 - 1500 erweitert und flr die kollisionsinduzierte Dissoziation eine Energie von 15 eV

gewahlt.

Die Auswertung der HPLC-MS Daten erfolgte mit der Agilent MassHunter Qualitative
Analysis 10.0 Software. lonenchromatogramme wurden mit einer maximalen, symmetrischen
Abweichung von 20 ppm extrahiert. Die Zuordnung der Alanin- und Glycin-enthaltenden
Peptide erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten von Referenzsubstanzen sowie der
beobachteten Fragmentierung in den MS?-Spektren (Chromatogramme und Spektren siehe
Anhang 8.1).
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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 VVakuumexsikkator tber Phosphorpentoxid getrocknet und in einen
Schlenkkolben iiberfihrt. Molsieb (4 A)/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 und der entstehende monomere Formaldehyd (ber das
Molsieb/Mineral zur Adsorption und danach tiber ein Uberdruckventil durch eine Waschlsung
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 mol/L Salzsdure/Acetonitril geleitet. Die Reaktion wurde
beendet, sobald in der Waschlésung groliere Mengen Formaldehyd auftraten, was zu einem
gelblichen Niederschlag flihrte. Die adsorbierte Menge an Formaldehyd wurde aus der
Differenz des mit adsorbiertem Formaldehyd angereicherten Tragermaterials gegenuber des

getrockneten Tréagermaterials bestimmt.

7.4.2 Mechanochemische, mineralienkatalysierte 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 Schwingkugelmdihle wurden als Standardbedingungen 150 mg Feststoff in einem 5 mL
Edelstahl-Mahlbecher mit einer 7 mm Edelstahl-Kugel bei 30 Hz fur 90 min gemahlen.
Glycolaldehyd-Dimer (0.5 Ag. entsprechend 1 Ag. Monomer) und die Mineralien (20 mol%)
wurden eingesetzt. War die Summenformel des Katalysators nicht bekannt (z.B. Basaltglas), so

wurde Glycolaldehyd-Dimer und das Mineral im Massenverhéltnis 1:1 eingesetzt. Nach



Experimentalteil 117

Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<30°C) und die
Proben wurden bei -78°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.3 Mechanochemische Aldolreaktion unter variabler Atmosphéare

0. oH Gasatmosphare O OH
(0] 20 mol% Ca(OH), |
J: j ‘ 2 1 _on i
HO o Planetenmihle OH
400 rpm, 90 min OH
Glycolaldehyd- Glycolaldehyd Tetrosen-
Dimer Octosen

In der Planetenmiihle wurden in 20 mL Edelstahl-Mahlbechern zehn 10 mm Edelstahl-Kugeln
vorgelegt. Glycolaldehyd-Dimer (850 mg, 7.08 mmol, 0.5 Aq.) und Calciumhydroxid (210 mg,
209.8 mmol, 20 mol%) wurden hinzugegeben und der Mahlbecher mit den Begasungsdeckeln
verschlossen. Die Mahlbecher wurden dreimal im Hochvakuum evakuiert und anschlieBend mit
dem Gas bis zu Atmospharendruck geftllt. Bei 400 rpm wurde fur 90 min gemahlen. Nach
Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<35°C) und die
Proben wurden bei -78°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.4 Mechanochemische Formosereaktion

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 1.5g Feststoffbeladung, einer Umdrehungszahl von
400 rpm und 90 min Mahldauer. Je nach adsorbierter Menge an Formaldehyd wurde die
AnsatzgroRe gewahlt. Adsorbierter Formaldehyd (0.5 Ag.), Glycolaldehyd-Dimer (0.25 Aq.)
wurden entweder ohne oder mit Calciumhydroxid (20 mol%) in 20 mL Edelstahl-Mahlbecher
ausgestattet mit zehn 10 mm Edelstahl-Kugeln gegeben 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 bei -78°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 Planetenmiihle wurden in 20 mL Edelstahl-Mahlbechern zehn 10 mm Edelstahl-Kugeln
vorgelegt. Auf Molsieb (4 A) adsorbierter Formaldehyd (125 mg, 4.16 mmol, 1 Aq.),
Umpolungskatalysator (0.83 mmol, 20 mol%) und Calciumhydroxid (61.7 mg, 0.83 mmol,
20 mol%) wurden hinzugegeben und der Mahlbecher mit den Begasungsdeckeln verschlossen.
Die Mahlbecher wurden mit Stickstoff gespult und verschlossen. Bei 400 rpm wurde fur 90 min
gemahlen. Nach Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert

(<35°C) und die Proben wurden bei -78°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 gehértetem Stahl eine 50 mm
Kugel vorgelegt. Auf Molsieb (4 A) adsorbierter Formaldehyd (351 mg, 11.7 mmol, 1 Ag.) und
Calciumhydroxid (173.2 mg, 2.34 mmol, 20 mol%) wurden hinzugegeben und der Mahlbecher
mit Stickstoff gespiilt und mit dem Plexiglas-Deckel verschlossen. Bei einer Amplitude von 1.5
wurde fir 60 min gemahlen. Dabei wurde von oben durch den Deckel mit einer
Quecksilberdampflampe beleuchtet. Nach Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im

Mahlbecher kontrolliert (<35°C) und die Proben wurden bei -78°C bis zur Analyse aufbewahrt.

7.4.7 Stabilitat unter mechanochemischen Bedingungen

OH OH , O OH OH OH OH OH
HO . _0O 60 mol% Ca(OH), | OH OH
OH OH Schwingmihle
30 Hz, 90 min OH OH O OH
D-Glucose Aldohexosen Ketohexosen

In der Schwingkugelmiihle wurden als Standardbedingungen 150 mg Feststoff in einem 5 mL
Edelstahl-Mahlbecher mit einer 7 mm Edelstahl-Kugel bei 30 Hz fur 90 min gemahlen.
D-Glucose, D-Fructose (125 mg, 694 pmol, 1 Aq.) oder D-Ribose (115 mg, 776 pmol, 1 Aq.)
und die Calciumhydroxid (31.0 mg bzw. 34.1 mg, 20 mol%) wurden eingesetzt. Nach
Beendigung der Mahlung wurde die Temperatur im Mahlbecher kontrolliert (<30°C) und die

Proben wurden bei -78°C bis zur Analyse aufbewahrt.
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7.5 Derivatisierung und Analyse der Monosaccharide

7.5.1 HPLC-RID-Messungen

Glycolaldehyd-Dimer, D-Erythrose, D-Fructose und D-Mannose wurden in 1.1 mL
Acetonitril/Wasser (80:30) geldst. HPLC-Messungen wurden mit Acetonitril / Wasser (80:20)
bei einem Fluss von 1 mL/min und T =25°C aufgenommen. Es wurden folgende S&ulen
getestet: Marcherey-Nagel EC 250/4 Nucleodur 100-5 NHz RP (4 x 250mm, 5um), Marcherey-
Nagel EC 250/4 Nucleodur HILIC (4 x250mm, 5um), Daicel Chiralpak QN-AX
(4.6 x 150mm, 5um).

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 20 pL bidest. Wasser geldst und 200 pL einer 0.05 mol/L Lésung von
PMP in Acetonitril und 20 pL wassrige Ammoniaklésung (17%) wurden zugegeben. Es wurde
flr 35 min bei 70°C erhitzt, im Stickstoffstrom getrocknet und in 500 pL Acetonitril / Wasser
(1:4) geldst und filtriert. HPLC-Trennungen erfolgten auf einer Merck LiChroCART 250-4
LiChrospher 100 RP-18e (4 x 250 mm, 5 pum) S&ule mit einem Fluss von 1 mL/min bei 30°C
und folgendem Gradienten: A: 50 mmol/L Ammoniumacetat in Wasser, B: 70:30
Acetonitril / A, Gradient 0-25 min, 85% A - 65% A). Detektion erfolgte bei A = 245 nm sowie
massenspektrometrisch im Positivmodus (ESI).

7.5.3 DNPH-Derivatisierung

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

RT, 30 min, Ny
ACN/H,0

Iz

Eine Probenmenge entsprechend etwa 2 mg Zucker wurde in 200 pL deionisiertem Wasser
geldst. 600 pL einer gesattigten Losung von 2-4-Dinitrophenylhydrazin in Acetonitril, 195 pL
Acetonitril und 5 pL 2 mol/L Salzséure wurden hinzugegeben und 30 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. 1 pL der Losung wurden in die HPLC injiziert. Zur Trennung wurde eine
Merck LiChroCART 250-4 LiChrospher 100 RP-18e (4 x 250 mm, 5 um) Séule verwendet.
Als Laufmittel wurde 50:50 v/iv A / B (A: Wasser + 0.1% Ameisensdure, B: Acetonitril + 0.1%

Ameisensdure) mit einem Fluss von 1 mL/min gewéhlt. Eine Kopplung mit einem
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Diodenarraydetektor (DAD) eingestellt auf eine Wellenlange von 360 nm und einem

Massenspektrometer im Negativmodus (ESI) wurde zur Detektion verwendet.

7.5.4 Belegen der GC-Saulen

Die Beschichtung der GC-Séulen erfolgte mit einer spezialangefertigten Belegapparatur nach
der statischen Methode nach K. Grob.®! Eine unbeschichtete bare fused silica Kapillare
(ID = 0.25 mm, MicroQuartz, Munchen) wurde fiir eine Schichtdicke von 250 nm mit einer
Polymerlésung von 4 mg/mL in Diethylether oder Dichlormethan gefillt. Ein Ende wurde mit
Silikon verschlossen, die Kapillare bei Raumtemperatur in ein Wasserbad gegeben und langsam
vom anderen Ende im Vakuum das Lésungsmittel entfernt. AnschlieRend wurde die Kapillare
unter 10 kPa Stickstofffluss im GC-Ofen (Thermo Focus GC) ausgeheizt. Dazu wurde die
Temperatur von 50°C fiir 5 min gehalten, mit 2°C/min auf 200°C gesteigert, dies fur 600 min

gehalten und anschliefend 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 Probenmenge entsprechend etwa 1-3 mg Zucker wurden in 200 pL Pyridin gel6st. 120 puL
N,O-Bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid (BSTFA) wurde zugegeben, die Probe mit einem
Vortexer vermischt und 30 min bei 70°C unter Schitteln erhitzt. 0.1 pL der Lésung wurden in
die GC injiziert. Eine fused silica Kapillare (MicroQuartz, Miinchen) beschichtet mit dem SE-
52 Polymer (L =14 m, ID = 0.25 mm, FT =0.25 pum) wurde verwendet. Die Inlettemperatur
betrug 250°C, es wurde im Split-Modus mit einem Fluss von 30 mL/min gearbeitet. Die
Ofentemperatur von 50°C wurde flr 2 min gehalten, mit einem Gradienten von 10°C/min auf
140°C erhoht und anschlieRend mit 5°C/min auf 240°C und dies ebenfalls fir 2 min gehalten.
Als Trégergas wurde Helium mit konstantem Druck von 80 kPa verwendet. Die GC wurde
simultan mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) und einem Massenspektrometer Thermo
PolarisQ mit Elektronenstol3ionisation (El) gekoppelt. Die Temperatur der lonenquelle betrug

200°C. Massenspektren wurden im Scan Modus von m/z 50 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 Probenmenge entsprechend etwa 1-3 mg Zucker wurden in 200 pL Pyridin geldst. 200 pL
einer Derivatisierungslosung mit 40 mg/mL  O-Ethylhydroxylaminhydrochlorid und
50 mmol/L Phenyl-B-D-glucopyranosid in Pyridin wurden zugegeben. Die Probe wurde mit
einem Vortexer vermischt und 30 min bei 70°C unter Schitteln erhitzt. Nach dem Abkuhlen
wurden 120 pL N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoracetamid (BSTFA) zugegeben und erneut
30 min bei 70°C unter Schutteln erhitzt. Feste Mineralienrtickstdnde wurden abzentrifugiert
und 0.1 pL des klaren Uberstands in die GC injiziert. Eine fused silica Kapillare (MicroQuartz,
Minchen) beschichtet mit dem SE-52 Polymer (L =14 m, ID =0.25 mm, FT =0.25 um)
wurde verwendet. Die Inlettemperatur betrug 250°C, es wurde im Split-Modus mit einem Fluss
von 30 mL/min gearbeitet. Die Ofentemperatur von 50°C wurde fiir 2 min gehalten, mit einem
Gradienten von 10°C/min auf 140°C erhoht und anschlieRend mit 5°C/min auf 240°C und dies
ebenfalls fir 2 min gehalten. Als Trégergas wurde Helium mit konstantem Druck von 80 kPa
verwendet. Die GC wurde simultan mit einem FID und einem Massenspektrometer Thermo
PolarisQ mit Elektronensto3ionisation gekoppelt. Die Temperatur der lonenquelle betrug
200°C. Massenspektren wurden im Scan Modus von 50 bis 750 m/z aufgenommen. Die
Identifizierung der Produkte erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten und
Massenspektren mit Referenzsubstanzen (Chromatogramme und Spektren siehe Anhang 8.2).
Die FID Chromatogramme wurden mithilfe von OriginPro 2018 Basislinien-korrigiert und die
Signale integriert. AnschlieRend wurden die Signale um die effective carbon number korrigiert

(Tabelle 8-2), um das unterschiedliche Ansprechverhalten des Detektors zu berlicksichtigen.

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 Probenmenge entsprechend etwa 1-3 mg Zucker wurden in 200 pL Pyridin gel6st. 200 pL
einer Derivatisierungslosung mit 40 mg/mL Hydroxylaminhydrochlorid und 50 mmol/L
Phenyl-B-D-glucopyranosid in Pyridin wurden zugegeben. Die Probe wurde mit einem
Vortexer vermischt und 30 min bei 70°C unter Schitteln erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden
120 pL N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) zugegeben und erneut 30 min bei
70°C unter Schitteln erhitzt. Feste Mineralienriickstande wurden abzentrifugiert und 0.1 pL
des klaren Uberstands in die GC injiziert. Die gaschromatographischen Bedingungen wurden
identisch zur EtOx-TMS-Derivatisierung gehalten. Die Identifizierung der Produkte erfolgte
durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit Referenzsubstanzen

(Chromatogramme und Spektren siehe Anhang 8.2).
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7.5.8 GC-TCD-Messungen

Fir die Referenzen wurden 10 pL Substanz in 1 mL Dichlormethan gelost. Fir die
Reaktionsproben wurden 20 mg Probe in 100 pL Dichlormethan oder fiir die Proben auf
Tragermaterial 100 mg Probe in 200 pL Dichlormethan suspendiert, 1 min mit dem Vortexer
durchmischt und der Riickstand abzentrifugiert. 0.5 uL des klaren Uberstands wurden in die
GC injiziert. Fir Gase wurden 500 uL manuell injiziert. Die Trennung erfolgte auf einer CP-
Sil 5CP Séule (L =50 m, ID =0.32 mm, FT =5 um) Die Inlettemperatur betrug 250°C und der
Splitfluss 20 mL/min. Der Ofen wurde isotherm bei 50°C betrieben mit einem Heliumfluss von
2 mL/min. Zur Detektion wurde ein Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD) verwendet, welcher
bei 200°C betrieben wurde. Die Identifizierung 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 Probenmenge entsprechend etwa 1-3 mg Zucker wurden in 200 pL Pyridin geldst. 200 pL
einer Derivatisierungslosung mit 40 mg/mL  O-Ethylhydroxylaminhydrochlorid und
50 mmol/L Phenyl-B-D-glucopyranosid in Pyridin wurden zugegeben. Die Probe wurde mit
einem Vortexer vermischt und 30 min bei 70°C unter Schiitteln erhitzt. Nach dem Abkihlen
wurden 50 pL N-Methyl-bis(trifluoroacetamid) (MBTFA) zugegeben und erneut 30 min bei
70°C unter Schiitteln erhitzt. Feste Mineralienrtickstdande wurden abzentrifugiert und 0.1 pL
des klaren Uberstands in die GC injiziert. Eine fused silica Kapillare (MicroQuartz, Miinchen)
beschichtet mit dem OV-225 Polymer (L=30m, ID =0.25mm, FT =0.25um) wurde
verwendet. Die Inlettemperatur betrug 250°C, es wurde im Split-Modus mit einem Fluss von
15 mL/min gearbeitet. Die Ofentemperatur von 80°C wurde fur 5 min gehalten, mit einem
Gradienten von 2°C/min auf 160°C erhoht und anschlieBend mit 10°C/min auf 200°C und dies
ebenfalls fur 12 min gehalten. Als Trégergas wurde Helium mit konstantem Druck von 80 kPa
verwendet. Die GC wurde simultan mit einem FID und einem Massenspektrometer Thermo
ISQ mit ElektronenstoRionisation gekoppelt. Die Temperatur der lonenquelle betrug 200°C.
Massenspektren wurden im Scan Modus von 65 bis 750 m/z aufgenommen. Die Identifizierung
der Produkte erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit

Referenzsubstanzen (Chromatogramme und Spektren siehe Anhang 8.2).
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8 Anhang

8.1 Daten zu den Peptidtrennungen und der Peptidbildung in SO>

m/z 76.0393 mi/z 161.0921
———m/z 90.0550 m/z 190.0822
m/z 133.0608 m/z 204.0979
m/z 147.0764 %\G
o |- /’L\‘A‘
/ rk
JrGG
J“ l\. nbi ulde
7~AG/GA
I
AA
(l) ' é . éll I é . EIS . 1]0 ' ‘II2 . 1I4 I 1I6 ' ‘II8 I 2]0

Migrationszeit [min]

Abbildung 8-1: Extrahierte lonenchromatogramme der Referenzpeptide nach CE-MS-Messung mit datenabhangigem
MS2-Experiment (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C, CID mit NCE 30%).
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Abbildung 8-2: ESI*-MS?-Spektrum von Glycyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z = 133.0608 bei tmig = 11.4 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L AcOH,
30 kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-3: ESI*-MS2-Spektrum von Alanyl-Alanin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z = 161.0921 bei tmig = 12.9 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L AcOH,
30 kV, 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 bei tmig = 12.2 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L AcOH,
30 kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-5: ESI*-MS2-Spektrum von Glycyl-Alanin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des Signals
m/z = 147.0764 bei tmig = 12.3 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L AcOH,
30 kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-6: ESI*-MS?-Spektrum von Glycyl-Glycyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des
Signals m/z = 190.0821 bei tmig = 13.2 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L
AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C).
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Abbildung 8-7: ESI*-MS?-Spektrum von Alanyl-Glycyl-Glycin nach kollisionsinduzierter Dissoziation (NCE 30%) des
Signals m/z = 204.0978 bei tmig = 14.0 min nach kapillarelektrophoretischer Trennung (LPA-Kapillare, 70 cm, 2 mol/L
AcOH, 30 kV, 30 mbar, 25°C).

Tabelle 8-1: Masse-zu-Ladungsverhéltnis der Fragmentionen der Dipeptide der 20 Aminosduren nach Bindungsbruch
des Peptidriickgrats.

Fragmen-

. a b C X z sonstige
tion y g

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

<sgs<-—AwmmxpUVvV2Ir-rXT"I6OGMMmMOODP
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Abbildung 8-8: Extrahierte lonenchromatogramme der 20 proteinogenen Aminosauren der HPLC-Trennung auf einer
Daicel Chiralpak ZWIX (+) Saule (3x150 mm, 3 um), Fluss 0.5 mL/min, T =30°C, MeOH / ACN / H20 (49:49:2) mit
25 mmol/L HCO2H + 25 mmol/L NHsHCO:x.
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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 Saule (2x50 mm, 1.8 pm), Fluss 0.8 mL/min, T =30°C,
A: H20 /200 mmol/L NH4HCOz(aq) 90/10, B: ACN / 200 mmol/L NH4HCOz(aq) 90/10, Gradient: 0-15 min 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 0.9 mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@g), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25 min 70-0% B, 25-35 min 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*-MS?-Spektrum von Alanyl-Glycin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 um), Fluss 0.9 mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25 min 70-0% B, 25-35 min 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 0.9 mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@g), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25 min 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 Séaule
(4.6x150 mm, 3 um), Fluss 0.9 mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25 min 70-0% B, 25-35 min 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*-MS?-Spektrum von Glycyl-Glycyl-Glycin nach HPLC-Trennung auf einer Daicel DCpak PTZ Saule
(4.6x150 mm, 3 pm), Fluss 0.9 mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@g), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25 min 70-0% B, 25-35 min 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
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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 0.9 mL/min, T = 30°C, A: 20 mmol/L NH4OAC@q), B: ACN, Gradient: 0-10 min 70% B, 10-
25 min 70-0% B, 25-35 min 0% B.
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Abbildung 8-10: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid nach 7 d
ausgehend von der gesamten Aminosaurenmischung (JJlf = vorhanden, Jlll = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-11: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid nach 21 d
ausgehend von der gesamten Aminosaurenmischung (JJlf = vorhanden, Bl = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-12: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid nach 21 d
ausgehend von der 50 mmol/L gesamten Aminosaurenmischung (Jlll= vorhanden, [l = Spuren, =nicht detektiert).

C-Terminus
7d 21d
C G N Q S T Y|C G N Q S T Y

N-Terminus
< 4 o O 2 O O

Abbildung 8-13: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosaurenmischung (JJlj = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-14: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosaurenmischung und Histidin (Jillf = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-15: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der polaren Aminosdurenmischung und Asparaginsaure (- = vorhanden, - = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-16: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischung (Jll = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-17: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischung nach 21 d (il = vorhanden, Bl = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-18: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischung und Histidin d: vorhanden, [ = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-19: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der unpolaren Aminosaurenmischung und Asparaginsaure (- = vorhanden, - = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-20: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der prabiotischen Aminosaurenmischung (Jlf = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-21: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von

N-Terminus

der basischen Aminosaurenmischung (Jlf = vorhanden, B = Spuren, = nicht detektiert).
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Abbildung 8-22: Detektierte Dipeptide der kupferkatalysierten Peptidkondensation in Schwefeldioxid ausgehend von
der sauren Aminosadurenmischung (- = vorhanden, = Spuren, = nicht detektiert).
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8.2 Daten zur Monosaccharid-Analytik und Synthese

Tabelle 8-2: Verwendete ECN-Werte 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
Phenyl-B-D-glucopyranosid 20.76

Tabelle 8-3: Detektions- sowie Quantifikationslimits der silylierten sowie trifluoracetylierten 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
Glycerinaldehyd 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
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Pentosen
GA
Tetrosen
MJ Heptosen

l"kJ w T T T T - 1 LJ I _A T T LJ' T T AI %LN'J%L_I
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Retentionszeit [min]

Abbildung 8-23: Gaschromatographische Trennung der HACI-TMS-derivatisierten Zuckerstandards auf einer SE-52
Séule (L =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 = 80 kPa). Ubersetzt nach und mit Erlaubnis wiedergeben von M. Haas, S. Lamour, O. Trapp, Development 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.2018.07.015.1347]
Copyright durch Elsevier B. V.
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Abbildung 8-24: EI*-Massenspektrum von Glycolaldehyd nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-25: EI*-Massenspektrum von Glycerinaldehyd nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-26: EI*-Massenspektrum von Dihydroxyaceton nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-27: EI*-Massenspektrum der Aldotetrosen nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-28: El*-Massenspektrum von Erythrulose nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-29: EI*-Massenspektrum der Aldopentosen nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-36: EI*-Massenspektrum von Glycolsdure nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-37: EI*-Massenspektrum von Glycerin nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-38: EI*-Massenspektrum von Glycerinséure nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-41: EI*-Massenspektrum von Apiose nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.
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Abbildung 8-44: EI*-Massenspektrum von Sorbit nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und BSTFA.

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

0ty

147.0655

73.0468

130.0682

100.0576

204.0868

199'1955 219.1103

328.0662

417.9692 470.6908

536.1

721

597.0412

600

673.2208

™
650

749.7486

50

1

J;IJ%,.A

L

100

L —

150

L
T

T

200

T T T T T T T T T T

250 300 350

T

T
400

m/z

T

T
450

T T T

T
500

T T T

T
550

T T T

T
600

T T T

T
650

T T T

Abbildung 8-45: EI*-Massenspektrum von Glycolaldehyd nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.

T
700

T T T

T
750

™
700



150 Anhang

73.0468
100

95
90
85
80
75
70 147.0654
65
60
55
50
45
40
a5 191.0916
30
25 133.0134
20

15

218.1024 321.1603
10 100.0576 |

306.1367

232.1181 380.8720 417.9106  477.7313 560.6840 599.9279 651.8245 735.0219

L L e LT L e o e e T e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
m/z

(5]

2 b o ol L
Ty

o

Abbildung 8-46: EI*-Massenspektrum von Glycerinaldehyd nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-48: EI*-Massenspektrum der Aldotetrosen nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-50: EI*-Massenspektrum der Ketopentosen nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-51: EI*-Massenspektrum der Aldopentosen nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-52: EI*-Massenspektrum der Ketohexosen nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-53: El*-Massenspektrum der Aldohexosen nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-54: EI*-Massenspektrum von Galactoheptose nach Derivatisierung mit HACI und BSTFA.
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Abbildung 8-55: EI*-Massenspektrum von Glycolaldehyd nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und MBTFA.
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Abbildung 8-56: EI*-Massenspektrum von Glycerinaldehyd nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und MBTFA.
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Abbildung 8-57: EI*-Massenspektrum der Aldotetrosen nach Derivatisierung mit EtOx-HCIl und MBTFA.
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Abbildung 8-58: El*-Massenspektrum der Aldopentosen nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und MBTFA.
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Abbildung 8-59: EI*-Massenspektrum der Aldohexosen nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und MBTFA.
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Abbildung 8-60: EI*-Massenspektrum von Sorbit nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und MBTFA.
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Abbildung 8-61: EI*-Massenspektrum von Gluconsaure nach Derivatisierung mit EtOx-HCI und MBTFA.
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Tabelle 8-4: Herkunft der verwendeten Mineralien.

Schreibersit

Phosphid

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

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, Erlangen, Deutschland
Analcim Zeolith Alfa Aesar, Haverhill, USA unbekannt
Colemanit Borat Seltene Mineralien, Gunnar Férber, = USA, California,
Samswegen, Deutschland Borax Mine
Anhydrit Sulfat Seltene Mineralien, Gunnar Férber, Deutschland,
Samswegen, Deutschland Kohnstedt Steinbruch
Apatit Phosphat abcr, Karlsruhe, Deutschland unbekannt
Quarz Silikat Seltene Mineralien, Gunnar Féarber, | unbekannt
Samswegen, Deutschland
Magnesit Carbonat Mineralienhandel Dipl. Geol. A. unbekannt
Spinn, Erlangen, Deutschland
Portlandit Hydroxid | Seltene Mineralien, Gunnar Farber, | Deutschland, Caspar
Samswegen, Deutschland Steinbruch
Brucit Hydroxid | Seltene Mineralien, Gunnar Farber, = Pakistan, Kharan
Samswegen, Deutschland
Diaspor Hydroxid | Seltene Mineralien, Gunnar Farber, = Turkei, Selcuk
Samswegen, Deutschland
Peridot Olivin Seltene Mineralien, Gunnar Farber, 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 Minchen, Island, Krafla
gestein Deutschland
Clinoptilolit 1 Zeolith Zeocem, Bystré, Slowakei Slovakei,
Nizny Hrabovec
Clinoptilolit 2 Zeolith Lithos, Ennsdorf, Osterreich Ruménien, Zalau
Chabasit Zeolith St. Cloud Mining, Tucson, USA USA, Arizona, Bowie

synthetisch
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Tabelle 8-5: Ergebnisse der Elementaranalyse zur Zusammensetzung der verwendeten Mineralien. Tabelle angelehnt
an und Ubersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydrate synthesis by
mechanical forces in a primordial geochemical setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-
020-00387-w.[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, K:
41.42 mg/g, Mg: 1.44 mg/g, Mn: 0.02 mg/g, Na: 0.79 mg/g, Si:
181.05 mg/g

Calcit ICP-OES B: 0.11 mg/g, Ca: 395.65 mg/g, Fe: 0.01 mg/g, K: 0.32 mg/g, Mg:
2.50 mg/g, Mn: 0.15 mg/g, Na: 0.08 mg/g, S: 0.84 mg/g, Si: 0.99 mg/g

Muskovit ICP-OES Al: 74.73 mg/g, Fe: 1.36 mg/g, K: 27.60 mg/g, Mg: 0.07 mg/g, Mn:
0.07 mg/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, Mn:
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/g, K:
2.44 mg/g, Mg: 2.49 mg/g, Mn: 0.71 mg/g, Na: 1.18 mg/g, S: 4.15 mg/g,
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, Na:
0.17 mg/g, S: 233.89 mg/g, Si: 0.91 mg/g

Apatit ICP-OES Ca: 380.41 mg/g, Mg: 0.30 mg/g, Mn: 0.10 mg/g, Na: 0.98 mg/qg,
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, Mg:
289.00 mg/g, Mn: 0.07 mg/g, Na: 0.08 mg/g, S: 0.35 mg/g, Si:
4.60 mg/g

Portlandit ICP-OES B: 0.07 mg/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, Si:
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, Mg:
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, Mg:
29.93 mg/g, Na: 21.00 mg/g, Si: 244.01 mg/g, Ti: 1.37 mg/g

Talk ICP-OES Al: 3.41 mg/g, Ca: 5.02 mg/g, Fe: 3.97 mg/g, Mg 200.00 mg/g, Si:
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, Mg:
35.62 mg/g, Mn: 1.93 mg/g, Na: 12.79 mg/g, Si: 228.79 mg/g, Sr:
0.16 mg/g, Ti: 12.13 mg/g, B: 0.09 mg/g, Cr: 0.13 mg/g, P: 0.88 mg/g,
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/g, Mg:
4.29 mg/g, Na: 3.51 mg/g, Si: 212.10 mg/g, Sr: 0.21 mg/g, Ti: 0.80 mg/g

Clinoptilolit 2 | ICP-OES Al: 60.97 mg/g, Ca: 22.60 mg/g, Fe: 10.00 mg/g, 24.56 mg/g, Mg:
6.01 mg/g, Mn: 0.24 mg/g, Na: 9.87 mg/g, Si: 302.39 mg/g, Sr:
0.41 mg/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: 9.17 mg/g, Mg:
11.74 mg/g, Mn: 0.16 mg/g, Na: 26.06 mg/g, Si: 253.93 mg/g, Sr:
1.30 mg/g, Ti: 1.08 mg/g

Schreibersit REM-EDX |Fe: 70.5%, 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. Tabelle 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 setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140,

https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.[2121 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0 International

License CC BY.
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Tabelle 8-7: Produktverteilung der mechanochemischen Monosaccharidbildung aus Glycolaldehyd und Formaldehyd

adsorbiert auf Mineralien. Tabelle angelehnt an und Ubersetzt nach M. Haas, S. Lamour, S. B. Christ, O. Trapp,
2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.[22 Copyright durch die Creative Commons Attribution 4.0

Mineral-mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial geochemical setting, Commun. Chem.
International License CC BY.
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Anhang

Tabelle 8-8: Produktverteilung der

Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY.

mechanochemischen Monosaccharidbildung aus
Calciumhydroxid unter Einfluss verschiedener Gasphasen. Tabelle angelehnt an und Ubersetzt nach M. Haas, S.
Lamour, S. B. Christ, O. Trapp, Mineral-mediated carbohydrate synthesis by mechanical forces in a primordial
geochemical setting, Commun. Chem. 2020, 3, 140, https://doi.org/10.1038/s42004-020-00387-w.12*a Copyright durch die

Glycolaldehyd und

Atmosphéare Stickstoff Kohlenstoffdioxid | Luft Methan

Produkte [%0] + +
Glycolaldehyd 30.24 0.59 75.66 3.28 28.00 0.99 29.41 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 1.53 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] * * * +
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 | 12.97 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
41 80.73 2.64 | 20.34 1.00 | 568.23 337 | 2454 0.27
51 166.42 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| 000 0.00|693.84 500| 000 000| 000| 0.00| 0.00 0.00
1| 132 0.08|676.25| 073| 268| 0.15| 469 | 040| 890 0.10
21459 | 1.03|656.66 | 236| 6.04 018 1249 | 062 | 4.06 053
312700 209|62295 5321034 | 053] 2568 | 156| 7.87 114
412663 46062294 8833|1024 | 1122645 323| 759 0.13
512120 131|639.15 4.13| 7.77| 0381872 | 102| 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 | 11.89 341 2.29
3| 28.34 0.32| 73.16 0.26 | 661.09 0.24 3.40 0.34
41 9207 0.66 | 148.47 1.62 | 510.84 525 | 14.63 2.97
5| 245.50 1.00 | 152.80 | 12.10| 367.70 | 13.10| - -
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