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Kurzzusammenfassung

Auf der Suche nach einem besseren Verstandnis der grundlegenden chemischen Prozesse
am Ursprung des Lebens erhalten insbesondere Untersuchungen zu ersten abiotischen
Phosphorylierungsreaktionen und Peptidbildungen gro3e Beachtung. Kernfahigkeiten, die
mit dem Begriff Leben assoziiert werden, wie Informationsspeicherung, -transport, Kompar-
timentbildung, Stoffwechselaktivitat und Katalyse werden erst durch die Gegenwart von Or-
ganophosphaten und Biopolymeren ermdglicht. Da diese in Kondensationsreaktionen dar-
gestellt werden, ist deren Bildung in Wasser, das in Bezug auf Leben allgegenwartig ist,
jedoch thermodynamisch unvorteilhaft. Erschwerend kommt hinzu, dass zwitterionisch vor-
liegende Aminosauren und elektrophile Phosphorzentren mit hoher benachbarter negativer
Ladung die Umsetzungen zu den Kondensationsprodukten kinetisch inhibieren kdnnen. Auf
der frihen Erde mengenmalig dominante, aber nahezu unldsliche Phosphatmineralien ver-

komplizieren Phosphorylierungsreaktionen dartber hinaus.

Vor dem Hintergrund der thermodynamischen Reaktionsbarriere in Wasser, werden in der
vorliegenden Arbeit Metall-vermittelte Peptidbildungen und Phosphorylierungsreaktionen in
flissigem Schwefeldioxid als wasserentziehendem LAsungsmittel untersucht. Letzteres
agiert dabei in Kombination mit reduzierten Verbindungen gleichzeitig auch als Oxidations-
mittel und ermdglicht so die Bildung einer Vielzahl an prabiotisch relevanten Verbindungen.
Die Reaktionen wurden zunachst an kleinen Modellsystemen erprobt und charakterisiert.
AnschlielRend wurden prabiotisch plausiblere grofle Mischungen an Aminosauren und Nuk-

leosiden eingesetzt.

Der erste Abschnitt dieser Arbeit behandelt Metall-vermittelte Peptidbildungen in flissigem
Schwefeldioxid. Zunachst konnte die im prabiotischen Kontext essenzielle Robustheit der
bei Raumtemperatur verlaufenden Kupfer-vermittelten Aminosaurekondensation anhand
einer Variation der Reaktionsparameter festgestellt werden. Aufgrund des eingeschrankten
Kupfervorkommens auf der friihen Erde wurde anschlieRend eine Peptidsynthese ausge-
hend von auf der frihen Erde deutlich weiter verbreitetem Eisen entwickelt. Diese weist
infolgedessen ein hohes Potenzial zur Anwendung in einer Vielzahl prabiotischer Szenarien
auf. Dabei lieferten Aminosauren bei Raumtemperatur in Gegenwart von mit Essigsaure
aktiviertem Eisen innerhalb von 29 Tagen Pentapeptide. Bereits geringe Eisenkonzentrati-
onen waren ausreichend fir die Bildung von Peptiden. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass dieser neue Synthesepfad eine hohe Selektivitat beziglich der Bildung von Peptiden
gegenuber Nebenprodukten aufweist und mit allen 20 proteinogenen Aminosauren kompa-
tibel ist. Dabei wurden all diese in Dipeptide eingebaut, wenn auch mit unterschiedlicher

Praferenz. Insgesamt konnte die prabiotische Plausibilitat der Aminosaurekondensation in
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flissigem Schwefeldioxid vulkanischen Ursprungs durch Peptidbildungen mit im Hadaikum

verfugbaren Kupfer- und Eisenmineralien unterstrichen werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das Szenario prabiotischer Umsetzungen in
flissigem Schwefeldioxid auf Phosphorylierungsreaktionen erweitert. Die besten Ergeb-
nisse konnten dabei mit Phosphonsaure als Phosphorylierungsreagenz erzielt werden.
Schwefeldioxid bt hierbei eine Doppelfunktion als Reaktionsmedium und Oxidationsmittel
aus. In letztgenannter Rolle Uberflhrt es die H-Phosphonatkondensationsprodukte in die
gewlnschten Phosphate. Die identifizierte, robuste Phosphorylierungsreaktion lieferte bei
Raumtemperatur in einem Reaktionsschritt Nukleosidmonophosphate, -diphosphate und -
triphosphate sowie Dinukleotide. Hierbei ergab ein Vergleich der verschiedenen kanoni-
schen Nukleoside jedoch grofle Reaktivitatsunterschiede. Anhand massenspektrometri-
scher Untersuchungen der Produktmischungen konnte ein ganzes Netzwerk an verschie-
denen Reaktionspfade identifiziert werden. Darlber hinaus konnten auch weitere prabio-
tisch relevante Substrate phosphoryliert werden. Im Fall der Phosphorylierung von Serin
beginstigte das Phosphorylierungsreagenz gleichzeitig dessen Eigenkondensation. Der
identifizierte Reaktionspfad kann somit einen Weg flr die simultane Bildung verschiedener

Biopolymere darstellen.

VI
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Abstract

Toward a deeper understanding of the fundamental chemical processes at the origin of life
investigations on the first abiotic phosphorylation reactions and peptide formations receive
great attention. Core features associated with the term life, including information storage
and transfer, compartment formation, metabolism and catalysis can only be enabled in the
presence of organophosphates and biopolymers. Since both are obtained from condensa-
tion reactions their formation in water, which is ubiquitous in all facets of life, is thermody-
namically unfavourable. Kinetic inhibition by zwitterionic amino acids and electrophilic phos-
phorus centres with high adjacent negative charge further complicates the formation of con-
densation products. In addition, the almost insoluble phosphate minerals that had been the
quantitatively dominant phosphorus source on the early earth hamper phosphorylation re-

actions.

With the thermodynamic reaction barrier in water in mind, metal mediated peptide for-
mations and phosphorylation reactions in liquid sulphur dioxide as a hygroscopic reaction
medium are investigated in this work. In combination with reduced compounds, this solvent
simultaneously acts as an oxidation agent and enables the formation of various prebiotically
relevant compounds in this way. At first, synthetic pathways were tested and characterised
using small model systems. Second, large amino acid and nucleoside mixtures which are

prebiotically more plausible were applied.

The first part of this thesis deals with metal mediated peptide formations in liquid sulphur
dioxide. At first, the prebiotically essential robustness of copper mediated amino acid con-
densation at room temperature was shown by varying different reaction parameters. Since
the availability of copper had been limited on early earth a peptide synthesis mediated by
abundantly existing iron was developed, which shows great potential for application to var-
ious prebiotically plausible scenarios. In this context, amino acid condensation at room tem-
perature subsequent to iron activation by acetic acid provided pentapeptides within 29 days.
Even small iron quantities were sufficient for product formation. In addition, the synthetic
pathway is highly selective with respect to the formation of peptides over by-products and
tolerates all proteinogenic amino acids. All of them were incorporated into dipeptides, albeit
with different preference. Overall, the prebiotic plausibility of amino acid condensations in
liquid sulphur dioxide originating from volcanic outgassing could be emphasized by peptide

formations mediated by Hadean copper and iron minerals.

Furthermore, the prebiotic scenario of liquid sulphur dioxide as reaction medium was ex-
tended to phosphorylation reactions in the second part of the dissertation. Best results were

obtained with phosphorous acid as phosphorylation agent. In this process sulphur dioxide

Vil
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conducts a double role as solvent and oxidation agent. The latter function enables conver-
sion of the resulting H-phosphonates to the desired phosphates. The identified, robust phos-
phorylation reaction provides nucleoside monophosphates, diphosphates, triphosphates
and dinucleotides in one step at ambient temperature. However, the different canonical nu-
cleosides showed large variations in reactivity. Mass spectrometric investigations of product
mixtures allowed identification of a network consisting of various reaction pathways. In ad-
dition to the nucleosides, further prebiotically relevant substrates were successfully phos-
phorylated. In the case of serine phosphorylation, the phosphorylation reagent simultane-
ously promoted the self-condensation of the substrate. Thus, the identified reaction route

presents a pathway for the simultaneous formation of different biopolymers.

VIl
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A Adenosin

Ao Alanylalanin

Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A

AcOH Essigsaure

Aq. Aquivalente

AG Alanylglycin

AmTP Amidotriphosphat

AS Aminosaure

BA Adenin

BC Cytosin

BFS bare fused silica (blankes Quarzglas)

BG Guanin

BGE background electrolyte (Hintergrundpuffer)
BIS-TRIS Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan
BT Thymin

BU Uracil

C Cytidin

c Konzentration

CDI Carbonyldiimidazol

CE capillary electrophoresis (Kapillarelektrophorese)
COS Carbonylsulfid

CS, Kohlenstoffdisulfid

CZE capillary zone electrophoresis (Kapillarzonenelektrophorese)
d Tag

dA 2’-Desoxyadenosin

DAMN Diaminomaleonitril

DAP Diamidophosphat

dC 2’-Desoxycytidin

dG 2’-Desoxyguanosin

DKP Diketopiperazin

dN Desoxynukleosid

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
dT 2’-Desoxythymidin

ICP-OES inductively coupled plasma optical emission spectrometry

(optische Emissionsspektrometrie mittels induktiv gekoppelten

Plasmas)
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i-PrOH
EDAC
EIE
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ESI
et al.
GA
Ga
GC
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G3
GL
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HPLC
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MISS
MMP
MS
MS/MS

internal diameter (Innendurchmesser)
Isopropanol
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
extracted ion electropherogram
(extrahiertes lonenelektropherogramm)
elektroosmotischer Fluss
Elektrospray-lonisation

und andere

Glycylalanin

Jahrmilliarde (Gigaannum)
Gaschromatographie

Glyceraldehyd

Guanosin

Glycylglycin

Glycylglyclglycin

Glycerin

great oxidation event (grolte Sauerstoffkatastrophe)
Stunde

high performance liquid chromatography (Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie)

4-Hydroxyprolin

high resolution (hochauflésend)
Katalysator

Kilopascal

Wellenlange
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Lactat

lineares Polyacrylamid

last universal common ancestor (Urvorfahr)
Monoamidophosphat

Millibar

Migration

Minute

mikrobiell induzierte Sedimentstrukturen
monomeres Monophosphat
Massenspektrometrie

Tandem-Massenspektrometrie
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N-Carboxyanhydrid
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parts per million (Anteile pro Million)
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Sekunde

salt induced peptide formation (Salz-induzierte Peptidbildung)
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Zeit

Temperatur
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total ion current (Gesamtionenstrom)
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Aminosauren

Alanin Ala
Arginin Arg
Asparagin Asn
Asparaginsaure Asp
Cystein Cys
Glutamin Gin
Glutaminsaure Glu
Glycin Gly
Histidin His
Isoleucin Iso
Leucin Leu
Lysin Lys
Methionin Met
Phenylalanin Phe
Prolin Pro
Serin Ser
Threonin Thr
Tryptophan Trp
Tyrosin Tyr
Valin Val
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Phosphorverbindungen

Fir die Mehrheit der phosphorylierten Produkte erfolgte keine Bestimmung der Konstitutionsisomere. Ein Grol3-
teil der méglichen Phosphonat- und Phosphatverknipfungen wird mithilfe der Benennungen und Abkirzungen

veranschaulicht. Diese nehmen Bezug auf die Gesamtheit der entstandenen Isomere.

cNMP cyclic nucleoside monophosphate
(zyklisches Nukleosidmonophosphat)
NDP Nukleosiddiphosphat
NMP/ N-pV Nukleosidmonophosphat
N-p'" Nukleosidmonophosphonat
N-p"(S) Nukleosidthiophosphonat
N-p"-N Dinukleosidphosphonat
N-pV-N Dinukleosidphosphat
N-p'-p'" Nukleosiddiphosphonat
p'-N-p'"
N-pV-p"! Phosphor(lll), Phosphor(V) gemischtes diphosphoryliertes
pV-N-p'! Nukleosid
pV-N-cp¥ gemischtes (a-)zyklisches Nukleosiddiphosphat
N-cpV-p¥
N-pV-p"(S) Thiophosphonat/ Thiophosphat-Derivat eines Phosphor(lll),
p"-N-pY(S) Phosphor(V) gemischten diphosphorylierten Nukleosids
pV_N_pIII(S)
p"-N-p"-N Dinukleosiddiphosphonat
N-p'-p'-N
pV-N-p¥-N Dinukleotid
N-pV-p¥-N
p"-N-pV-N Phosphor(lll), Phosphor(V) gemischtes Dinukleotid
N-p-pV-N
NTP Nukleosidtriphosphat
N-pV-pV-p"! Phosphor(lll), Phosphor(V) gemischtes triphosphoryliertes
p"'-N-pV-pV Nukleosid
pIII_N(pV)_pV
pV-pY-N-cp¥ gemischtes (a-)zyklisches Nukleosidtriphosphat
pV_N_CpV_pV
p"'-pV-N-cp" Phosphor(lll), Phosphor(V) gemischtes (a-)zyklisches
p"-N-cpV-pV Nukleosidtriphosphat
pV-pV-N-cp"

5-pV-A-3'-pV-5'-A  5'-Adenylsaure-3‘, 5'-adenosinphosphat

Xl
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Exemplarische Strukturen der Phosphorverbindungen

o) Base 0 0 Base
- 11 - 11 11
0-P-0 0 0-P-0-P-0 0
Y Z Y
OH X OH X
N_plll Y=H N_plll_plll Y=Z=H
N-p¥Y Y=0 N-pV-p"" Y=0,z=H
S Base S ') Base
- 11 - |l 11
0-P-0 0 0-P-0-P-0 o
H H O_
OH X OH X
N-p'(s) N-p¥-p'(s)
0 Base 0 o Base
- 11 — 11 11
om0 0-P-0-7-07) o
Oo_ Y O_
o. O Oo. O
/P\ ’/P\
O O O O
pV_N_ch pV_pV_N_ch Y=0

Base o Base
- 11
HO— o 0-P-0— o
z
¢ X 0 X
Y—-P=0 Base Y—P=0 Base
! |
7 :o: 0 o
OH X OH X
1 1 - _
N-p"-N Y=H p"-N-p"-N Y=Z=H
N-pY-N Y =0 p"-N-p¥-N Y=0,2Z=H
pV-N-p¥-N Y=2Z=0
(0] 0] (0] Base
- 1l I I
0-P-0-P-0-P-0 0
| | |
H O O
OH X
N-pV-pV-p'!

Exemplarische Strukturen der Phosphorverbindungen (Ribonukleoside: X = OH, Desoxyribonukleoside: X = H).
Fir die Mehrheit der phosphorylierten Produkte erfolgte keine Bestimmung der Konstitutionsisomere. Ein Grol3-
teil der mdglichen Phosphonat- und Phosphatverknlpfungen wird mithilfe der Benennungen und Abkulrzungen

veranschaulicht. Diese nehmen Bezug auf die Gesamtheit der entstandenen Isomere.
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Mineralien

Akaganeit
Apatit
Brucit
Childrenit
Chromit
Covellin
Goethit
Hamatit
Kaolinit
Magnetit
Markasit
Perryit
Pyrit
Quarz
Schreibersit
Serpentin
Siderit
Whitlockit
Wistit

B-FeO(OH,CI)
Cas[(PO4)3(F,CI,OH)]
Mg(OH),
FeAIPO4(OH), x H20
FeCrx0O4

CuS

a-FeO(OH)

Fe203
Aly[Si4O10](OH)s
Fes0a4

FeS: (orthorhombische Modifikation)

(Ni,Fe)s(Si,P)s

FeS, (kubische Modifikation)

SiO;

(Fe,Ni,Cr)sP

Mgz s5F €0.15Si205(0OH)4
FeCOs
CasMg(PO4)s(POsOH)
FeO
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Die Frage nach der Entstehung des Lebens bewegt die Menschheit seit jeher. Gegenwartig
steht die Thematik nicht zuletzt aufgrund von Expeditionen hinsichtlich der Bewohnbarkeit

anderer Planeten sowie der Forschung zu kiinstlichem Leben im Fokus.["-3

Intensiver Forschung zum Trotz sind viele Fragen zum Ursprung des Lebens bis heute un-
beantwortet. Ursachlich hierfir ist vor allem die Abwesenheit kontaminationsfreier Ge-
steinsproben aus dem Hadaikum und friihen Archaikum. In Konsequenz dessen kénnen
die Reaktionsbedingungen der friihen Erde, wie Temperatur, Druck, Verfiuigbarkeit anorga-
nischer Reaktanden und Atmospharenzusammensetzung, nicht exakt rekonstruiert wer-
den.5¢l Erschwerend hinzu kommen verschiedene Auffassungen dessen, was Leben aus-
macht. Als charakteristische Fahigkeiten lebender Systeme werden in einer Vielzahl von
Definitionen Evolution, Selbstreplikation, Stoffwechselaktivitdt und Kompartimentbildung

genannt.”

Studien verschiedener Forschungsrichtungen, wie der Geowissenschaften oder der Astro-
physik, liefern potenzielle Rahmenbedingungen fiir prabiotische Reaktionen,®'% in denen
anorganische Reaktanden zu ersten kleinen organischen Molekiilen umgewandelt werden.
Die prabiotische Chemie befasst sich dartiber hinaus auch mit dem Folgeschritt, der Oligo-
merisierung bzw. Polymerisation dieser Monomere zu biochemisch relevanten Polymeren.
Eine hohe Kompatibilitat dieser Umsetzungen mit verschiedenen prabiotisch plausiblen
Szenarien, wie hydrothermalen Quellen,!"'-'? vulkanischen Umgebungen oder wassrigen
Reaktionsorten,['*'4 ist erwiinscht. Des Weiteren ist eine hohe Toleranz gegentiber ande-
ren Substraten sowie Reaktionspfaden zu verschiedenen Biopolymeren vorteilhaft, da auf
der fruhen Erde hochstwahrscheinlich komplexe Mischungen vorlagen. Wie die Transfor-
mation dieser abiotischen Prozesse hin zu lebenden Organismen ablief, ist ebenfalls un-
klar.['® Verschiedene Theorien, wie die RNA-Welt- oder die Peptid-Welttheorie, fokussieren
oben genannte Fahigkeiten zu Beginn auf eine Stoffklasse.l'5'8] Dementgegen steht die
Metabolismus-Theorie und der Systems Chemistry Ansatz.['%-??] Bei letzterem soll ein Mehr-
wert an Funktionalitat durch die Koevolution verschiedener Stoffklassen ermdglicht worden

sein !9

Bei einer Vielzahl prabiotisch relevanter Umsetzungen, wie beispielsweise bei Peptidbil-
dungen oder Phosphorylierungsreaktionen, handelt es sich um Kondensationen. Diese sind
aufgrund des thermodynamischen Gleichgewichts nur eingeschrankt kompatibel mit poten-
ziellen wassrigen Reaktionsumgebungen auf der friihen Erde.?*24 Aus diesem Grund wer-
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit prabiotisch plausible Reaktionspfade zu Konden-
sationsprodukten in flissigem Schwefeldioxid als wasserentziehendem Reaktionsmedium

untersucht und entwickelt. Im Hadaikum kénnten erhdhte Atmospharendricke dazu gefuhrt
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haben,!"% 2>2° dass Schwefeldioxid vulkanischen Ursprungs in flissiger Form vorlag.[?°-30
Durch den Einsatz von Metallen und eines neutralen Phosphorylierungsreagenzes soll zu-
dem die kinetische Inhibition nukleophiler Angriffe auf elektrophile Zentren mit hoher be-
nachbarter negativer Ladung Uberwunden werden.?* 31-33 Dabei werden mogliche Pfade zu

Produkten, in denen Schwefeldioxid gleichzeitig als Oxidationsmittel agiert, aufgezeigt.
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2.1 Der Ursprung des Lebens

2.1.1 Die friihe Erde

Vor 4.56 Milliarden Jahren (Ga) entstand unser Sonnensystem.243% Das Alter der Erde wird
auf 4.54 Ga datiert.?® Im Anschluss daran soll vor 4.5 Ga eine Kollision mit einem Protopla-
neten zur Bildung des Mondes geflhrt haben. ! 37-39 Dje folgende Abkuhlung der Erde Uber
einen Zeitraum von Millionen von Jahren fihrte zur Bildung der Erdkruste und schuf eine
wichtige Randbedingung fur das Vorhandensein von flissigem Wasser und somit von Le-
ben.®% Anhand von Untersuchungen der Sauerstoffisotopenverhaltnisse in Zirkonen wird
von einer Existenz fliissigen Wassers vor bis zu 4.4-4.3 Ga ausgegangen.’%#2 Vermehrte
Meteoriteneinschlage um 3.9 Ga kénnten sich jedoch kontraproduktiv auf die Entstehung
von Leben auf der Erde ausgewirkt haben.[*3481 Erwarmung und Zerstérung in Folge der
Kollisionen kénnten zum Verschwinden oberflachennaher Organismen geflhrt haben, wo-
hingegen ein solches Szenario fur Organismen in der Tiefsee eher weniger plausibel er-

scheint.[*”]

Isotopisch leichte Graphiteinschlisse in bis zu 4.1 Ga alten Zirkonen werden als alteste
Indizien terrestrischen Lebens genannt.*8-52 Als Ursache fiir das hohe '2C/'*C-Isotopenver-
haltnis sind neben der enzymatischen Kohlenstofffixierung jedoch auch Prozesse, wie FI-
SCHER-TROPSCH Reaktionen, die Disproportionierung von Siderit (FeCO3) oder der Einbau
meteoritischer Materialien denkbar.!*® 53 Ein abiotischer Ursprung kann somit nicht vollstan-
dig ausgeschlossen werden. Als verlasslichere Hinweise werden ca. 3.5 Ga alte Sediment-
gesteine (Stromatolithen) betrachtet, die in Folge der Stoffwechselaktivitat von Mikroorga-
nismen entstanden.% %% Ein Fund mikrobiell induzierter Sedimentstrukturen (MISS) weist
in etwa dasselbe Alter auf.b”! Darliber hinaus lassen Mikrofossilien photosynthetische Akti-
vitat vor 3.3-3.5 Ga vermuten.®® Die Entstehung von Biomolekdlen ist somit auf einen Zeit-
raum vor mehr als 3.5 Ga zu datieren. Unter Beriicksichtigung der Hinweise zur Existenz
von flissigem Wasser stehen flir den Ablauf prabiotischer Reaktionen das spate Hadaikum

sowie das frilhe Archaikum (4.4-3.5 Ga) zur Verfiigung.®

Die auf der friihen Erde vorherrschenden physikalischen und chemischen Bedingungen in
diesem Zeitraum kdnnen aufgrund fehlender bzw. sehr seltener Gesteinsproben nicht exakt
definiert werden, weshalb verschiedene Gegebenheiten zur Diskussion stehen.*8 Es wird
angenommen, dass die Atmosphéare der frihen Erde einen sauerstoffarmen, schwach re-
duzierenden Charakter hatte. Als Hauptkomponenten werden Kohlenstoffdioxid, Stickstoff,

Wasser und Wasserstoff in Betracht gezogen.l*5 25 59 Kohlenstoffmonoxid, Methan,
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Schwefelwasserstoff, Schwefeldioxid und Ammoniak kdnnten in kleineren Konzentrationen
vorgelegen haben.[ 2539 Aych ist nicht bekannt, welcher Druck vorherrschte. Im Gesprach
sind erhohte Dricke bis hin zu 200 bar fir Kohlenstoffdioxid und bis zu 2-3 bar fur Stick-
stoff.[. 25-2%1 Ungeklart ist darliber hinaus auch tber welchen Zeitraum es im Anschluss
durch Verwitterung und Carbonatbildung zu einem Druckabfall kam.?5 27 8% Ein starker An-
stieg der Sauerstoffkonzentration wird fir den Zeitraum von vor 2.5-2.0 Ga angenom-
men."62 Ursachlich fur die groRe Sauerstoffkatastrophe (GOE: great oxidation event) wa-
ren vermutlich verstarkte photosynthetische Aktivitat sowie ein geringeres Angebot an Re-

duktionsmitteln aus dem Erdmantel, verursacht durch die Entstehung der Kontinente .62

Die Frage nach der Beschaffenheit der friihen Atmosphare spielt auch bei der Erforschung
der Temperatur zum Zeitpunkt der Entstehung des Lebens eine grofie Rolle.*54 Die junge
Sonne wies eine ca. 30% geringere Strahlungsleistung auf, was unter Annahme der mo-
dernen Atmospharenzusammensetzung in einem Eis bedeckten Planeten resultieren
wurde.l'% 8% Dementgegen steht die Existenz flissigen Wassers, was als Paradoxon der
jungen Sonne bezeichnet wird.[® Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes sind in Mo-
dellen mit verschiedenen Treibhausgasen erreichbar.3-64 AuRerdem wird ein Schmelzen
der Ozeane in Folge von Meteoriteneinschlagen diskutiert, bei dem in tieferen, mdglicher-
weise flissigen, Ozeanschichten gespeicherte Gase an die Oberflache gelangen konn-
ten.[® Diese konnten wiederum das Gefrieren der Ozeane zwischen mehreren Einschlagen
verhindert haben.®® Darliber hinaus erscheinen lokale Temperaturunterschiede wahr-
scheinlich. So ist zum Beispiel eine Unterbrechung der Eisdecke in rdumlich begrenzten

Gebieten um Vulkane vorstellbar.[?%

Weiterhin ist auch die Zusammensetzung der Lithosphare von groRer Bedeutung fiir die
prabiotische Chemie. Nach der Bildung primarer chondritischer Mineralien vor tiber 4.55 Ga
kam es zur Modifikation, Metamorphose und Differenzierung der Planetesimale.® Die fol-
gende Mineralentwicklung beruht auf der Uberarbeitung der Erdkruste sowie des Erdman-
tels. So beeinflussen etwa Vulkanismus und Ausgasen das Mineralienspektrum und es
kommt zur Granitbildung.®! Plattentektonische Auswirkungen auf die Mineralienvielfalt wer-
den frihestens vor 3.0 Ga erwartet.® % Jedoch ist unklar, wann Plattentektonik sowie Sub-
duktion erstmals auftraten, weshalb auch der Zeitpunkt der Bildung von Kontinenten wei-
terhin diskutiert wird.[® 861 Zusatzlich nahmen bis zum Eintreten des GOE anoxische, abioti-
sche und biotische Prozesse Einfluss auf Mineralien. Das Mineralienspektrum auf der fri-
hen Erde wird somit wesentlich kleiner gewesen sein als das auf der modernen Erde, da
ein Grofdteil der heutigen Mineralienwelt auf Wechselwirkungen mit Lebewesen zurtickzu-
fuhren ist.®! Des Weiteren wurde die Mineralienvielfalt auf der friihen Erde auch durch den

Charakter der Atmosphare beeinflusst.’® So sind unter anoxischen neutralen Bedingungen

8



Kapitel 2
Kenntnisstand

Verbindungen mit Metallen in niedrigen Oxidationsstufen stabil, sodass unter anderem die
Existenz reduzierter Eisenspezies denkbar ist.[! Obwohl prinzipiell von einer sauerstoffar-
men Atmosphare ausgegangen wird,!5 3% 62671 kénnen auch bei der Betrachtung der Sauer-
stoffkonzentration lokale Unterschiede nicht ausgeschlossen werden.® So konnten abioti-
sche Prozesse wie die Photodissoziation von Wasser, Vulkanismus, Photooxidation oder
lonisation in Folge von Blitzentladungen fur eine vermehrte Sauerstoffbildung verantwort-
lich sein.’®® Eine vorlaufige Zusammenstellung weit verbreiteter bzw. volumentechnisch sig-
nifikanter Mineralien des Hadaikums weist unter anderem Elemente und Legierungen, Car-
bide, Nitride, Phosphide, Silizide, Sulfide, Arsenide, Halogenide, Oxide, Hydroxide, Carbo-

nate, Phosphate und Silikate auf.!

Zusatzlich zum mineralischen Inventar der frihen Erde waren fir prabiotische Reaktionen
wahrscheinlich auch kleine organische Molekile extraterrestrischen Ursprungs verfligbar.
So konnten Aminosauren in interplanetarem Staub und auf Meteoriten nachgewiesen wer-
den.[%711 | etztere beinhalten darliber hinaus Carbonsauren, Amine, Amide, Sulfon- sowie
Phosphonséauren, Alkohole, Nukleobasen sowie Fettsauren.72 Kometen wiederum wei-

sen unter anderem Ammoniak, Acetylen, Ameisensdure, Formamid und Formaldehyd

auf.[6%
‘ extraterrestrische
‘ Szenarien
hv
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der fir die friihe Erde diskutierten Reaktionsszenarien.
Zusatzlich zu global diskutierten Bedingungen induzieren abiotische Prozesse lokal sowie
temporar unterschiedliche Gegebenheiten.[® 231 Dar(iber hinaus liegen Jahreszeiten so-

wie Mikrohabitate im Bereich des Moglichen.
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Die Unklarheit bezlglich der Bedingungen auf der frihen Erde spiegelt sich in der Vielfalt
an Theorien zur Entstehung erster biologisch relevanter Verbindungen wider. Abbildung 1

gibt eine Ubersicht tiber die diskutierten Reaktionsszenarien auf der friihen Erde.

Ursuppe

DARWIN schlug 1871 einen ,warmen kleinen Teich“ als Ursprungsort des Lebens vor.!"® Ein
Energieeintrag, z. B. durch Licht oder Elektrizitat, sollte die Entstehung erster organischer
Molekile aus im Wasser gelésten Ammonium- und Phosphatsalzen herbeifiihren. 1953 si-
mulierte MILLER ein solches Szenario im Labor. Die Einwirkung von Koronaentladungen auf
eine Gasmischung bestehend aus Methan, Ammoniak, Wasserdampf und Wasserstoff

fuhrte zur Bildung proteinogener und nicht-proteinogener Aminosauren (Abbildung 2).I7374

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung des MILLER-Experiments.[74]

Mechanistische Untersuchungen von Miller ergaben, dass in Folge der Entladungen Alde-
hyde und Blausaure gebildet wurden. Diese kdnnen bekannterweise laut der STRECKER-
Synthese zu Amino- und Hydroxynitrilen reagieren. Deren Hydrolyse liefert abschlie3end
Amino- und Hydroxysauren.[”® Schwefelhaltige Aminosduren waren in Experimenten mit
reduzierenden, schwefelwasserstoffhaltigen Atmospharen zuganglich.®771 Die von MILLER
und UREY angenommene stark reduzierende Atmospharenzusammensetzung ist,["* 8 wie
oben beschrieben, jedoch nach heutigem Wissenstand tberholt. Experimente mit weniger
stark reduzierenden bzw. neutralen Modellatmospharen lieferten ebenfalls Aminosauren

sowie weitere kleine Molekiile, allerdings in geringeren Ausbeuten.”®8% Dariiber hinaus

10
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wurde der Einsatz verschiedenster prabiotisch plausibler Energiequellen, wie z. B. ultravi-
oletter (UV) und Protonenstrahlung erprobt.l’6-81 | etztgenanntes Experiment stellt eines der

wenigen dar, in denen sogar Nukleobasen nachgewiesen werden konnten.[81-82

Als wassrige Reaktionsorte auf der frithen Erde kommen des Weiteren auch salzwasser-
haltige Ozeane in Frage. Der Urozean wies vermutlich eine héhere Salzkonzentration sowie
einen niedrigen pH-Wert (~ 5.8) als die modernen Ozeane auf.[384 |n Entladungsexperi-
menten konnten auch mit Salzzusatzen sowie bei verschiedenen pH-Werten Aminosauren

erhalten werden.[8587]

Hydrothermale Quellen

Ozeane stellen nicht nur in Bezug auf die Ursuppen-Theorie eine potenzielle Umgebung flr
die Entstehung von Leben dar. Hydrothermale Quellen am Meeresboden unterstitzen die
Idee eines autotrophen Lebensursprungs.l'"'?l Als schwarze Raucher werden hydrother-
male Quellen bezeichnet, die sich unmittelbar tiber Verbreiterungszonen am mittelozean-
ischen Ricken befinden. Sie entstehen in Folge vulkanischer Aktivitdt durch Lavaaustritt
aus Magmakammern.['" Kaltes Ozeanwasser tritt durch Risse im ozeanischen Boden in die
Kruste ein und wird beim Passieren der Magmakammern aufgeheizt. Konvektionsgetrieben
steigt das Wasser auf, um an der Schlotéffnung mit einer Temperatur von ca. 400 °C auf
das kalte Meerwasser zu treffen -8 Die ausstromende Fliissigkeit (pH 2-3) beinhaltet ge-
I6ste Eisen(ll)- und Mangan(ll)-Salze und ist in Folge der vulkanischen Aktivitat reich an
Kohlenstoffdioxid, Schwefelwasserstoff, Wasserstoff und Methan.8-8 Somit fuhrt das Auf-
einandertreffen der heiRen Hydrothermalflissigkeit mit dem kalten Meerwasser zu Sulfat-
und Sulfidniederschlagen.®® Neben den schwarzen Rauchern sind seit Anfang des Jahr-
tausends auch weile Raucher bekannt.® Diese befinden sich nicht unmittelbar an der
Verbreiterungszone, sondern mehrere Kilometer davon entfernt. Vergleichbar zu den
schwarzen Rauchern fliel3t Meerwasser durch die Kruste, passiert aber nicht unmittelbar
magmatische Kammern, sodass lediglich Temperaturen von ca. 200 °C erreicht werden.['"!
Das durchflossene magnesium- und eisenhaltige Olivingestein reagiert dabei mit dem
Meerwasser zu Serpentin (Mg2.s5Fe0.15Si205(OH)4), Magnetit (FezO4), Brucit (Mg(OH),),
Wasserstoff sowie Kohlenwasserstoffen.®®! Der bei der als Serpentinisierung bezeichneten
Reaktion freigesetzte Wasserstoff kann wiederum Kohlenstoffdioxid aus dem Mantelge-
stein zu Kohlenwasserstoffen reduzieren.['" °1l Neben der Konvektion tragt auch die
exotherm verlaufende Serpentinisierung zur Zirkulation und schlief3lich zum Austritt des
vergleichsweise kiihlen Wassers (40-91 °C) bei.®* 2 Die hydrothermale Flissigkeit der
weilken Raucher ist alkalisch (pH 9-11) und enthalt hauptsachlich Wasserstoff und Me-

than.[®>9 Kohlenstoffdioxid und geloste Metalle sind nur in niedrigen Konzentrationen

11
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enthalten.®® Beim Zusammentreffen des ausstromenden heiRen Wassers mit dem kalten
Meereswasser werden Carbonate ausgefallt, wodurch die Kaminstrukturen an Grolie ge-
winnen.®? Hydrothermale Quellen stellen somit eine extreme Umgebung fiir Leben dar.
Nichtsdestotrotz geben 3.25 Ga alte Pyritfilamente, bei denen es sich um Mikroorganismen-
ruckstande handeln kénnte, Hinweise auf einen sehr alten chemotrophen, hydrothermalen
Lebensraum.®¥ Zudem sind Archaeen, die ihre Replikation bei bis zu ca. 121 °C aufrecht
erhalten konnen, an extreme Bedingungen angepasst.®* Damit im Einklang steht, dass die
Schnittstelle an weilken Rauchern, an der Hydrothermalflissigkeit und Meerwasser aufei-

nander treffen, Methan bzw. Schwefel oxidierenden Bakterien einen Lebensraum bietet.['!]

In Folge der Unterschiede zwischen Hydrothermalflissigkeit und Meerwasser liegen an den
Quellen sowohl chemische als auch Temperaturgradienten vor.?"! An weilen Rauchern
wird aufgrund des alkalischen Ausstofes zusatzlich auch ein pH-Gradient hervorgerufen.['?]
Denkbar ist, dass friihe Lebewesen Uber Adenosintriphosphat (ATP)-Synthasen verfiigten
und so geochemische Protonengradienten in nutzbare chemische Energie umwandeln
konnten.'> 221 Abiotische Gradienten konnten als Vorlage fiir spater auftretende biotische

Prozesse zum Potentialaufbau gedient haben.!' 22!

Eng verbunden mit dem Szenario der Hydrothermalquellen ist die von WACHTERSHAUSER
postulierte Eisen-Schwefel-Welt.?%! In dieser werden durch die Bildung von Pyrit (FeS;) aus
FeS und Schwefelwasserstoff Reduktionsaquivalente fur die Kohlenstoffdioxidfixierung zur
Verfligung gestellt. Deren anionische Produkte kénnten sich wiederum an die positiv gela-

dene Pyritoberflache anlagern, wodurch sich dort ein Stoffwechsel entwickeln kénnte. 20 %5
96]

Extraterrestrischer Ursprung

Im Gegensatz zu den beschriebenen irdischen Entstehungsszenarien sieht die Pansper-
mie-Theorie die Entstehung von Leben an einem beliebigen Ort im Universum vor, der ge-
eignete Rahmenbedingungen aufweist.”’l In der Vergangenheit wurden hierfir z. B. der
Mars oder der Jupitermond Europa vorgeschlagen.®® Im Anschluss soll sich das Leben
durch das Universum ausgebreitet haben. Als Transportmittel wurden hierbei Meteoriten
vorgeschlagen.®” Allerdings werden weiterhin mehrere zentrale Aspekte diskutiert. So
setzten im Weltall herrschende Strahlung, extreme Temperaturen und Hochvakuum ext-
reme Lebensformen voraus und es ist nach wie vor fraglich,® ob Organismen robust genug
fur eine langere Reise in dieser Umgebung waren.®”! Die Lebenszeit spielt auch bei der
Frage nach der Einfangswahrscheinlichkeit der Meteoriten eine entscheidende Rolle. Be-
rechnungen zeigen, dass diese sehr gering ist.['% Ein Iangeres Bestehen der Organismen

unter den Extrembedingungen wirde eine langere Reise ermdglichen und somit auch die

12
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Einfangswahrscheinlichkeit positiv beeinflussen.l'®-1°" Um die Reisezeit in dieser lebens-
feindlichen Umgebung zu minimieren sind zudem hohe Geschwindigkeiten des Transport-
mittels wiinschenswert.['° Dem gegentiber steht jedoch die sinkende Uberlebensrate der
Organismen beim Aufprall.[®® 190 Gegner der Panspermie-Theorie argumentieren aulRer-
dem, dass die zentrale Frage nach dem Ursprung des Lebens weiterhin ungeklart bleibt.”
Aktuelle Studien gehen diesen Fragen nach: So wurden unter anderem vom Mars stam-
mende Meteoriten daraufhin untersucht, ob der Einschlag auf der Erde zu einer thermi-
schen Sterilisation flihrte.['°? Anhand von Langzeitexperimenten wurde zudem versucht die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Bakteriensporen im Weltraum zu ermitteln.® Eine an-
dere Herangehensweise liegt in der Abschwachung der Panspermie-Theorie, welche an-
nimmt, dass Organismen die Reise nicht Uberleben, jedoch das tote Material der Entste-

hung von Leben auf der Erde zutraglich ist.['%%

Nass-Trocken-Zyklen und trockene Szenarien

Bis hierhin wurden lediglich wassrige Szenarien fur die frihe Erde diskutiert. Dementgegen
steht, dass Reaktionen zur Bildung kleiner biochemisch relevanter Molekulle — und insbe-
sondere deren Polymerisation — oft Kondensationsschritte beinhalten, die in wassriger L6-
sung thermodynamisch unvorteilhaft sind.?*24 Nass-Trocken-Zyklen, die auf der friihen
Erde in Folge von Regen, Gezeiten, Frost, Flut, Tages- sowie Jahreszeiten und aktiven
Geysiren und heilen Quellen plausibel erscheinen,['%41%! stellen eine Losung flr dieses
zentrale Problem dar. Zyklische De- und Rehydratisierung schafft stets Systemzustande
fernab vom Gleichgewicht,['* wie es fiir Leben erforderlich ist.['" In der Dehydratisierungs-
phase herrschen hohe Konzentrationen, die Molekiile sind jedoch ohne Einfluss von auf3en
nicht mobil. Rehydratisierung fihrt anschlie®end zu einer Neuverteilung der Molekile und
ermoglicht so weitere Umsetzungen.[' Ein positiver Effekt von Nass-Trocken-Zyklen
wurde fur die Polymerisation von Aminosauren sowie in Phosphorylierungsreaktionen beo-
bachtet.['"711% AuRerdem fand das Szenario auch Anwendung bei der prabiotischen Syn-
these von Nukleosiden und Estern.l': "] Als problematisch fiir ein solches Szenario wer-

den unzureichende Hydratisierung sowie zu lange Trockenperioden erachtet.['%]

Dauerhaft trockene Szenarien, wie sie z. B. an Stranden oder in Wistengebieten zu erwar-
ten sind,"'>""3 wurden in Peptidkondensationen sowie bei der Bildung von Kohlenhydraten
ebenfalls erprobt.l'"'*1""I Mechanochemische Vorgange, wie Erosionen, Meteoriten- und Ko-
meteneinschlage, diagenetische Abldufe und Verwitterung, sowie Hitze stellen hierbei die

erforderliche Energie bereit.!4116]
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Nicht wéassrige Reaktionsmedien

Ein spezifisches Problem der in Zusammenhang mit Nass-Trocken-Zyklen genannten
Phosphorylierungsreaktionen ist die geringe Wasserloslichkeit von Phosphatmineralien,
wie z. B. Apatit (Cas[(POa)s(F,CI,OH)]),l''®12% die den Grofteil des Phosphorvorkommens
auf der frihen Erde ausgemacht haben.®! Die Existenz verschiedener Reaktionsmedien auf
der frihen Erde zusatzlich zu Wasser ist aufgrund der Unklarheit Uber die Bedingungen auf
der frihen Erde denkbar. So kénnten Formamid und eutektische Lésungsmittel Phosphate
fur die Bildung von Organophosphaten zuganglich gemacht haben.l'%: 121221 Phosphorylie-
rungsreaktionen in mehreren Amidlésungsmittel sowie auch in eutektischen Medien verlie-
fen erfolgreich.l'?2'241 Dariiber hinaus wurde 3‘,5-zyklisches Guanosinmonophosphat in

(Dimethyl-)Formamid polymerisiert.l'?!

Vulkanische Reaktionsumgebungen

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Szenarien sind auch vulkanische Umgebungen
interessante Schauplatze fir den Ursprung des Lebens. YAMAGATA et al. konnten zeigen,
dass in Wasser unldsliche Phosphatsalze durch vulkanische Aktivitat in Polyphosphate hé-
herer Loslichkeit Gberfihrt werden konnen.!'¥ Des Weiteren wurden vulkanische Gebiete

auch fir die Bildung von Hydroxy- und Aminoséuren vorgeschlagen.['2¢]

2.1.2 Reaktionen in und mit Schwefeldioxid

Vulkane stellen jedoch nicht nur eine potenzielle prabiotische Reaktionsumgebung dar, sie
sind zugleich Lieferant von Schwefeldioxid und Schwefelwasserstoff auf der friihen Erde.?*-
301 Da fur diese im Vergleich zur modernen Erde eine erhohte tektonische Aktivitat erwartet
wird, wird angenommen, dass die Schwefeldioxidemission von Vulkanen die heutige um
etwa den Faktor drei tUiberstieg.?>*" Weiterhin wird von einer kontinuierlichen Emission der
schwefelhaltigen Gase ausgegangen, da die Ausgasungen grofitenteils nicht wahrend der
Eruptionsphasen erfolgten.?®» Um eine Aussage (iber die Verflgbarkeit von Schwefeldioxid
auf der frihen Erde tatigen zu kénnen, missen neben der Beschaffenheit vulkanischer
Ausgasungen auch mogliche Abbauwege betrachtet werden. So kdnnten Regen oder Hyd-
rolyse in den Ozeanen aber auch Oberflachenablagerungen zu einer Verringerung der at-
mospharischen Schwefeldioxidkonzentration gefiihrt haben.?°-3% Zusatzlich kénnten photo-
chemisch erzeugte Hydroxyl- und Sauerstoffradikale die Oxidation von Schwefeldioxid be-
wirkt haben.’?®-301 BRIMBLECOMBE et al. berechneten, dass Schwefeldioxid 3.6 Tage stabil
gegenlber der Oxidation durch Hydroxylradikale ist.*® Photochemisch ist auRerdem die
Reduktion zu elementarem Schwefel moglich.?® Die Fragestellung, welches Gewicht pho-

tochemische Reaktionen in Hinblick auf den gesamten Prozess der Entstehung von Leben
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hatten, ist jedoch komplex, da UV-Strahlung als Energiequelle fiir die Entstehung organi-

scher Verbindungen sowie auch fiir deren Abbau denkbar ist.[?%

Basierend auf diesen Uberlegungen gehen KASTING et al. bei einem Oberflachendruck von
2.9 atm von einem Schwefeldioxidpartialdruck von 5.8 x 10° atm aus.?® Auf 1.3 x 10°® be-
stimmten HALVEY et al. den oberen Grenzwert flr das Partialdruckverhaltnis von Schwefel-
dioxid zu Kohlenstoffdioxid.l'?”! AuRerdem werden mikromolare Konzentrationen schwefel-
haltiger Anionen, welche in Folge der Hydrolyse von Schwefeldioxid und Schwefelwasser-

stoff auftreten, erwartet.['28]

Auch wenn aufgrund der Unklarheit Uber die auf der frihen Erde herrschenden Bedingun-
gen die exakte Schwefeldioxidkonzentration nicht bekannt ist, sollte dieses prinzipiell ver-
fligbar gewesen sein. Prabiotische Studien greifen diese Gegebenheit durch den Einsatz
von (Hydrogen-)Sulfitsalzen auf.'?®! Das Hydrolyseprodukt von Schwefeldioxid wurde hier-
bei vor allem als Reduktionsmittel verwendet. Beispiele sind die partielle Reduktion von
Nitrit zu Hydroxylamin oder photochemische Reaktionen in Gegenwart von Eisen(ll)-Sal-
zen,"3% wie die reduktive HCN-Homologisierung oder die Reduktion von Glykolnitril.[131-132]
Aulerdem erzeugten CHEN et al. ausgehend von Schwefeldioxid oder alternativ von (Hyd-
rogen-)Sulfiten in Kombination mit dem prabiotisch plausiblen Oxidationsmittel Kaliumhe-
xacyanoferrat (Ks[Fe(CN)e]) ein Schwefeltrioxid-Intermediat, welches nucleophil von der
Carboxylgruppe einer Aminosaure angegriffen werden kann. Nucleophile Substitution am
Carbonylkohlenstoffatom mit einer zweiten Aminosaure fiihrt zu Peptidbildung und Verdran-
gung von Sulfat."*® Die Speicherung von Formaldehyd stellt eine weitere mdgliche prabio-
tische Anwendung von Hydrogensulfiten dar.['**! Die reversible Reaktion mit Hydrogensul-
fiten zu Hydroxymethansulfonaten verhindert CANNIZZARO-Produkte und macht gleichzeitig
in Folge der langsamen Rickreaktion Formaldehyd fiir prabiotische Umsetzungen verfiig-

bar.[134

Auch aulRerhalb des prabiotischen Kontextes findet Schwefeldioxid Anwendung in organi-
schen und anorganischen Synthesen: So wird es in der Herstellung von Sulfonen und Sul-
finsduren aber auch als Ligand in Komplexen verwendet.['3%13% Schwefeldioxid ist dariiber
hinaus mit einem Siedepunkt von =10 °C bei Atmospharendruck sowie einem niedrigen
Dampfdruck (~3 bar bei 20 °C) auch ein attraktives,'4%-142 aprotisches, "% 431 polares L6-
sungsmittel mit hoher lonisationskraft, das leicht recycelt werden kann.'4%: 144 Besonders
gut l6slich sind Anionen sowie kovalente n- und T-Elektronendonoren.['43: 1451461 jedoch ist
im Vergleich zu Wasser aufgrund der geringeren Dielektrizitatskonstante die Loslichkeit io-
nischer Verbindungen reduziert.['*3! Darliber hinaus kann sich der Einsatz von Schwefeldi-

oxid als Lésungsmittel positiv auf die Bildung von Nebenprodukten auswirken, da aufgrund
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des niedrigen Schmelzpunktes von =75 °C Umsetzungen bei geringen Temperaturen még-
lich sind.l'"* Flissiges Schwefeldioxid wurde bereits in Ringschluss- sowie Ringoffnungs-
reaktionen,!'4% 1471 Komplexbildungsreaktionen,!'#® Alkylierungs- sowie Alkoxylierungs- und
Umlagerungsreaktionen als Lésungsmittel eingesetzt.'** 49 Die LEwis-Aziditat des Lo-
sungsmittels wird aulRerdem in Glykolysierungsreaktionen mit Glykosylfluoriden sowie in
der RITTER-Reaktion ausgenutzt.l'®%151 | etztere lauft in Schwefeldioxid ohne LEWIS-saure
Additive ab.l"" Ein weiteres Anwendungsbeispiel stellen Polymerisationsreaktionen dar. In
Letztgenannten kann Schwefeldioxid aulierdem auch die Funktion des (Co-)Initiators, Akti-

vators oder eines Monomers einnehmen.['43!

Zwar wurde flissiges Schwefeldioxid bis jetzt noch nicht als Lésungsmittel in prabiotischen
Reaktionen eingesetzt, jedoch ist dessen Prasenz auf der frihen Erde angesichts des dis-
kutierten erhdhten Atmospharendrucks bei mit Raumtemperatur vergleichbaren Umge-
bungstemperaturen plausibel.l'® 2>291 Auch lokal bzw. temporéar vorherrschende niedrige

Temperaturen kénnten die Existenz von fliissigem Schwefeldioxid begtinstigt haben.

2.1.3 Konzepte zur Entstehung von Leben

Einen wesentlichen Schritt in der Entstehung von Leben stellt der Ubergang von zuvor be-
schriebenen abiotischen Prozessen hin zu lebenden Organismen und schlieRlich dem LAST
UNIVERSAL COMMON ANCESTOR (LUCA) dar. Die Transformation ist Gegenstand aktueller
Forschung. Diese beschaftigt sich vor allem damit, in welcher Reihenfolge Replikation,
Stoffwechsel und Kompartimentbildung auftraten und welche Stoffklasse diese Funktionen
initial ermoglichte.'S! Dartiber hinaus ist strittig, welcher Natur erste Ablaufe waren. Verlie-
fen diese heterotroph oder autotroph?!'! Verschiedene Konzepte, die sich mit diesen zent-

ralen Fragestellungen befassen, sollen im Folgenden vorgestellt werden.

RNA-Welt

Das Konzept der Ribonukleinsaure- (RNA: ribonucleic acid) Welt stammt aus den 1960er
Jahren und beruht auf der Vorstellung,['®'"1 dass RNA zu Beginn sowohl die Funktionen
von Desoxyribonukleinsaure (DNA: deoxyribonucleic acid) als auch von Proteinen aus-
fuhrte und diese sich erst anschlieRend entwickelten.['%>154 Ca. 20 Jahre spéter fiihrte die
Entdeckung von katalytischen RNA-Fragmenten,!'%5"571 sogenannten Ribozymen, zur Stér-
kung der Theorie. Essenziell in einer hypothetischen RNA-Welt ist die Selbstreplikation von
RNA, wobei Mutation und Rekombination neue Funktionen und somit die Entwicklung des
Systems ermoglichen.!'s?! Hierbei werden fir die RNA-Replikation verschiedene, moglich-
erweise nicht isoliert auftretende Szenarien diskutiert. Neben der nicht-enzymatischen Po-

lymerisation anhand einer Vorlage, bei welcher vor allem die Produkt-Inhibition ein Problem
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darstellt, ist auch eine RNA-Polymerase-basierte Reaktion im Gesprach.'®®! Letztere eroff-
net eine Mdglichkeit zur Autokatalyse und die Fahigkeit der Polymerase unterschiedliche
Substrate zu replizieren, kdnnte zu einem Netzwerk aus Ribozymen fliihren. Da jedoch die
prabiotische Entstehung einer komplexen Polymerase unwahrscheinlich erscheint, wird
auch ein Netzwerk vieler kurzer RNA-Strange diskutiert, in dem die verschiedenen Bestand-
teile wechselseitig ihren Aufbau katalysieren, sodass das Verhalten des Gesamtnetzwerkes
autokatalytisch ist.">® Im Anschluss an die Replikation wird durch Kombination mit Kofak-
toren eine Vielzahl enzymatischer Moglichkeiten freigeschaltet und es kommt auflerdem
zur Bildung von RNA-Adaptermolekiilen.['®2 198 Deren Fahigkeit aktivierte Aminosauren zu
binden, ermdglicht anschliefend die Entstehung von Proteinen. Letztere Ubernehmen die
enzymatische Rolle der RNA, da sie effizientere und schnellere Katalysen ermdglichen.
Umgekehrte Transkription der RNA fiihrt zur Bildung von DNA, die wiederum einen stabilen

Informationsspeicher darstellt und somit diese Rolle der RNA (ibernimmt.['52

Jedoch gibt es auch Kritik zu mehreren Annahmen der Theorie. So wird vorausgesetzt,
dass es eine abiotische Quelle fir aktivierte 3-D-Nukleotide gab oder dass die Replikation
selektiv erfolgte.['® Auch bleibt unklar, welche thermodynamische Triebkraft die Replika-
tion ermdglichte und welcher Mechanismus der Polynukleotidbildung zu Grunde lag.[53-1%4
Einen weiteren Kritikpunkt stellt darliber hinaus die Instabilitdit von RNA in bestimmten

wassrigen prabiotischen Szenarien dar.l'® 153

Peptid-Welt

Die Idee, dass die ersten informationstragenden und replizierenden Systeme aus Peptiden
aufgebaut waren, ist hingegen weniger popular.l'®! Der Hypothese liegt die Annahme zu-
grunde, dass Peptide im Vergleich zu RNA effizientere und weniger fehlerbehaftete Repli-
katoren darstellen. Daruber hinaus wird argumentiert, dass Peptide abiotisch zuerst und
leichter zuganglich waren und sie eine groRRere Stabilitat in fir die friihe Erde diskutierten
Szenarien zeigen.!"8 Gestiitzt wird die Theorie einer Peptid-Welt durch Studien, die bele-
gen, dass Peptide zur (Selbst-)Replikation befahigt sind.[**%"! Diese Eigenschaft steht im
engen Zusammenhang mit der durch Selbstorganisation erzielten tbergeordneten raumli-
chen Struktur der Peptide. So beobachteten CHMIELEWSKI et al. an einem Peptid-Templat,
das im Sauren eine Coiled-Coil Struktur ausbildet und im Neutralen in einer zuféalligen Coil-
Struktur vorliegt, pH-Wert abhangiges Replikationsverhalten. Der Kopiervorgang verlief bei
niedrigen pH-Werten autokatalytisch, wohingegen ein solches Verhalten im Neutralen nicht
beobachtet werden konnte.['*¥ Die (ibergeordneten raumlichen Strukturen der Peptide wer-
den durch Wasserstoffbriickenbindungen, - Stacking sowie elektrostatische, hydro-

phobe und van-der-Waals-Wechselwirkungen ermdglicht.?®! BRACK beobachtete fiir
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Peptide, deren Sequenz alternierend hydrophobe und hydrophile Aminosaureseitenketten
aufweist, eine B-Faltblattstruktur und erachtete darauf aufbauend die Ausbildung einer Dop-
pelschicht als wahrscheinlich.['%2 Des Weiteren werden in der Literatur Peptid-basierte Na-
noréhren, Faden und Vesikel beschrieben.['%-1%4 Teilweise erfolgt die Ausbildung der Struk-
turen bereits ausgehend von sehr kurzen Peptiden mit einstelliger Aminoséurezah|.[165-167]
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass Proteinoid-Kugelchen die Bildung von Di- und
Trinukleotiden beglnstigen. Proteinoid-Kligelchen, die zusatzlich auch Poly(A) enthalten,
konnen in Gegenwart von ATP auBerdem zu Peptidbildungen fiihren.!"®® Infolgedessen ist
es denkbar, dass Peptid-Membrane bereits zu Beginn der Entstehung des Lebens rdumlich

abgesteckte Reaktionsraume zur Verfligung stellten.[5: 164, 169

Neben dem Peptid-basierten Replikationssystem ist ein Peptid-Protometabolismus im Ge-
sprach. In einem initialen Peptid-Pool unterliegen Peptidbildung sowie -hydrolyse Ruck-
kopplungsmechanismen, wodurch die Selektion bestimmter Eigenschaften moglich ist. Dar-
Uber hinaus wird vorgeschlagen, dass (auto-)katalytische Aktivitat innerhalb des Peptid-
Pools auftreten konnte und es zur Selbstorganisation kommen kénnte.['% Experimente mit
Dipeptiden im synthetisch organischen sowie prabiotischen Kontext zeigen, dass diese als
Katalysatoren in Aldol-Reaktionen,!'""'73I konjugierten Additionen und bei der Kondensation
von RNA wirken kénnen.['3-174] Peptid-katalysierte Reaktionen kdnnten somit zur Selektion

bestimmter Spezies beigetragen haben.l'""]

Weitere Konzepte

Analog zur Peptid-Welt beruht auch das Konzept einer Lipid-Welt auf dem Gedanken, dass
Selbstorganisation Komplexitat und schliellich Funktion schafft. Die autokatalytische Hy-
drolyse wasserunléslicher Tensidvorlaufer in Gegenwart von Vesikeln fiihrt zur Selbstrepli-
kation letzterer.['”®! Die Beobachtung von abiotisch induziertem Wachstum und Teilung von

Vesikeln unterstitzt die Theorie.[7®!

Des Weiteren sind auch alternative Replikationssysteme im Gesprach: Diskutiert werden
unter anderem azyklische Nukleosidbausteine basierend auf Glycerin oder Acrolein,!'””!
Nukleoside verschiedener Zucker in unterschiedlichen Konstitutionen sowie Nukleinsduren

auf Peptidbasis.[54 178-179]

Ahnlichen Bekanntheitsgrad wie die RNA-Welt Hypothese weist indessen die Metabolis-
mus-basierte Theorie auf. Sie stellt die Kohlenstoffdioxidfixierung in den Mittelpunkt,’?? wes-
halb ein enger Zusammenhang zu WACHTERSHAUSERS Eisen-Schwefel Welt besteht.[20 %
%I Als mogliches Szenario fur diesen Prozess werden die oben beschriebenen hydrother-

malen Quellen betrachtet.”? Fiir die Theorie spielt neben anderen Kohlenstofffixierungs-

18



Kapitel 2
Kenntnisstand

wegen vor allem der Acetyl-CoA Pfad eine zentrale Rolle,?? da er Acetogenen und Metha-
nogenen zusatzlich auch zum Aufbau eines lonengradienten dient und somit ATP zur Ver-
fugung stellen kann.?'-22. 1801811 (7Zwischen-)Produkte verschiedener Stoffwechselzyklen,
unter anderem auch des Acetyl-CoA Pfades, sind abiotisch zuganglich,!'®>8% weshalb abio-
tische Prozesse als Vorlaufer des modernen Enzym-basierten Metabolismus denkbar

sind.[22 184

Neben den beschriebenen Hypothesen, die ein initiales Vorlaufersystem postulieren, wird
auch die Mdglichkeit der Koevolution verschiedener Systeme diskutiert.!?® 1851871 \Verkn(pft
mit dieser Vorstellung ist der Systems Chemistry Ansatz. Dieser beschaftigt sich mit der
Erforschung komplexer Systeme ahnlich zu lebenden Organismen, die sich fernab des
Gleichgewichts befinden und in denen Funktionen beobachtbar sind, die die Gesamtheit
der Einzelfunktionalitdten Gbersteigen. Supramolekulare Interaktionen, Riickkopplungsme-
chanismen sowie Molekllauf- und Abbau ermdglichen die Kopplung von Einzelsyste-

men.[19. 188]

2.2 Prabiotische Peptidkondensationen

Fur die frihe Erde wird allgemein angenommen, dass Peptide durch die nicht-enzymatische
Polymerisation von Aminosauren bzw. deren aktivierten Vorlaufern entstanden.?®! Eine abi-
otische Quelle fir Aminosauren stellt das zuvor beschriebene MILLER-UREY-Experiment
dar.[3-7 Verschiedene Studien zeigen jedoch, dass auch hydrothermale Quellen, fir die
hohe Temperaturen, Mineralienoberflachen, erhéhter Druck sowie der Austritt (kohlen)was-
serstoffhaltiger Fliissigkeiten charakteristisch sind,!'" 891 als Umgebungen fiir die abioti-
sche Aminoséaurebildung in Frage kommen.!'8-192] Durch Reduktion der im Meerwasser ge-
I6sten Nitrite, Nitrate sowie des Stickstoffes an Mineralien und Metallen werden reaktive
Stickstoffverbindungen fiir die Synthese organischer Verbindungen zur Verfligung ge-
stellt.l'®3-1%4 Neben proteinogenen Aminosauren konnten auch nicht-proteinogene Amino-
sauren und Amine beobachtet werden .['8%1%0 Dass letztere Aminosaurevorlaufer darstellen
koénnen, zeigt die Umwandlung von Ethanolamin zu Glycin unter hydrothermalen Bedingun-
gen.["" Aufgrund der harschen Bedingungen wird neben der Bildung von Aminoséauren al-
lerdings auch deren Abbau beobachtet.['® Zusatzlich stellen Meteoriten und interplanetarer
Staub extraterrestrische Aminosaurequellen dar.%"" Vorkommen von nicht-proteinogenen
Aminosauren sowie das Auftreten von Racematen werden als Hinweis darauf angesehen,
dass die meteoritischen Aminosé&uren abiotischen Ursprungs sind.['9%-1%€! Epantiomeren-
Uberschusse proteinogener Aminosauren zu Gunsten des L-Enantiomers hingegen werden

als biologische Kontaminationen interpretiert.'® In Folge des Fundes nicht-racemischer,
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nicht-proteinogener Aminosauren in Kombination mit racemischen proteinogenen Amino-

sauren werden extraterrestrische Quellen als Ursprung der Homochiralitat diskutiert.!'%5 1971

Insgesamt zeigen Untersuchungen zu abiotischen Aminosaurequellen im Vergleich unter-
einander recht heterogene Produktverteilungen.['%® Gemein ist jedoch allen die Dominanz
von Glycin beziiglich der Haufigkeit des Auftretens und der Konzentration.!'®81%1 Dariiber
hinaus stellt das Fehlen eines Entstehungspfades fir Glutamin und Tryptophan sowie die
unzureichende Erforschung potenzieller Funktionen nicht-proteinogener Aminosauren eine
weitere Uberschneidung dar.[% 2% |nfolgedessen fallt eine Einschatzung, welche Amino-
sauren auf der friihen Erde relevante Rollen eingenommen haben kdénnten schwer.!'%]
PUDRITZ et al. verdffentlichten eine umfassende Analyse diverser prabiotischer Aminosau-
requellen. Diese lasst vermuten, dass zu Beginn vor allem Glycin, Alanin, Asparagin- und

Glutaminsaure, Valin, Serin, (Iso-)Leucin, Prolin und Threonin verflgbar waren.['%!

Die anschlieRende Kondensationsreaktion zu Peptiden ist in Wasser nicht nur thermodyna-
misch unvorteilhaft, sondern ist aufgrund des zwitterionischen Charakters der Monomere
auch kinetisch gehemmt.B" Wie genau diese Barrieren auf der frilhen Erde ohne enzyma-
tischen Beistand iberwunden wurden, ist Gegenstand aktueller Forschung. Auf den ersten
Blick scheint eine wasserfreie bzw. wasserarme Aminosaureschmelze am naheliegends-
ten.l''4 2011 Jedoch ist hierfiir ein Uberschuss der sauren Aminosauren Asparagin- und Glu-
taminsaure erforderlich, um dem Abbau neutraler Aminosauren vorzubeugen.!''#202 |n An-
betracht der vorangehenden Ausflihrungen erscheint dies allerdings prabiotisch wenig
plausibel.l'® Zusatzlich zeigen NMR-Studien, dass die thermischen Produkte nicht-protei-
nogene B- und y-Verkniipfungen aufweisen.?% YAMAMOTO et al. wandelten den beschrie-
benen Ansatz ab und kondensierten Aminosauren in einer Harnstoffschmelze, welche als
polares und wasserentziehendes Reaktionsmedium die Peptidbildung begunstigt. Neben
Peptiden konnten auch N-Carbamoylpeptide sowie Peptide mit N-terminalem Hydantoin-
Ring detektiert werden.?°4 Thermische Energie stellt jedoch nicht die einzige mdgliche
Energiequelle fir Peptidbildungen in trockenen Reaktionsszenarien dar. HERNANDEZ et al.
erzeugten mechanochemisch Peptidoligomere. Als Nebenprodukt wurden zyklische Dipep-
tide, sogenannte Diketopiperazine (DKPs), beobachtet. Des Weiteren konnte gezeigt wer-
den, dass die Anwesenheit von Mineralien einen positiven Effekt auf die Polymerisations-
reaktion hat.l'"”! Zudem haben auch Nass-Trocken-Zyklen einen positiven Einfluss auf Pep-
tidbildungsreaktionen, wobei auch hier DKPs beobachtet wurden.['"®! In den folgenden Ab-
schnitten wird deutlich, dass dieses prabiotische Szenario haufig mit anderen Strategien
zur Aminosaurekondensation kombiniert wird.['9: 107. 2051 S5 wurden diese unter anderem
auf hydroxy- und aminosaurehaltige Reaktionsmischungen angewendet.['% 2061 Dije resul-

tierenden Depsipeptide, welche Amid- und Esterverknipfungen enthalten (Abbildung 3),
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sind als mdgliche Peptidvorlaufer auf der friihen Erde im Gesprach.?°”! Ester-Amid-Aus-
tauschreaktionen, Esterhydrolyse sowie Ringdéffnungsreaktionen an Dilactonen und zykli-
schen gemischten Aminosaure-Hydroxysaure-Dimeren vereinfachen die Knipfung von
Amidbindungen.['® 2071 |nfolgedessen kann mit steigender Zyklenanzahl eine sukzessive
Zunahme des Aminosaureanteils in den Polymeren beobachtet werden.['%® In Austrock-
nungsexperimenten mit einer Mischung aus (nicht-)proteinogenen Aminosauren sowie

Hydroxysauren wurden zudem vorzugsweise proteinogene Aminosauren polymerisiert.[2°7]
(0] O @] R 0]
H R . H
Aod o o r g, Ay hpon A,
OH o) NH, OH o) OH

O R O
O
oo
OH O
Depsipeptid

Abbildung 3: Depsipeptidbildung am Beispiel von Milchsaure und a-Aminosauren nach GROVER et al.[208]

Kondensationsreagenzien

Eine weitere Strategie, um nicht-enzymatische Aminosaurekupplungen zu realisieren, stellt
der Einsatz von Kondensationsreagenzien dar. Deren Hydrolyse entzieht dem System
Wasser und die dabei freiwerdende Energie steht fur die Kupplungsreaktion zur Verfu-
gung.?>118.208] Dgg in den vergangenen Jahrzehnten getestete breite Spektrum prabiotisch
diskutierter Kondensationsmittel umfasst: Cyanamid,?%-2"% Cyanat,?'1 Carbodiimide,?'?
Dicyanamid,?'¥ Dicyandiamid,?'#2' Diaminomaleonitrii (DAMN),2'®! Harnstoff,?'"1 Dia-
midophosphat (DAP),'®! Carbonylsulfid (COS),?'9-22% |midazol,?'? 221-222] Kohlenstoffdisul-
fid (CS.),22% Schwefeldioxid/(Hydrogen-)sulfite in Kombination mit Kaliumhexacyanoferrat
(K3[Fe(CNg)]) sowie zyklische und azyklische Polyphosphate (darunter auch Nukleosid-
triphosphate (NTP)) (Abbildung 4).[33. 224-227]

In Aminosaurekupplungen ausgehend von Glycin und Trimetaphosphat wurde aul3er ver-
schiedenen Peptiden auch Glycin-N-phosphat detektiert.??®! Ausgehend davon schlugen
RABINOWITZ et al. vor, dass es zunachst durch den nukleophilen Angriff der Aminogruppe
von Glycin auf das zyklische Kondensationsreagenz zu einer Ringéffnung kommt. Das da-
bei entstehende Glycin-N-triphosphat kann anschlielend in einer Ringschlussreaktion Py-

rophosphat abspalten. Das flinfgliedrige zyklische Acylphosphoramidat kann entweder
phosp p g ge zy ylphosp
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schrittweise von Wasser zur Aminosaure hydrolysiert werden oder durch den nukleophilen
Angriff eines zweiten Glycinmolekiils zu Diglycin-N-phosphat, welches ebenfalls detektiert
wurde, abreagieren (Abbildung 5). Dessen Hydrolyseprodukt Diglycin kann anschlieend
ebenfalls mit dem zyklischen Acylphosphoramidat reagieren, wodurch die Kette verlangert

wird.[225]

NH,

NH,
=0 N=—NH, N\\\N///N A AN NC)\(NH2
- HoN N
CN
Cyanat Cyanamid Dicyanamid Dicyandiamid = Diaminomaleonitril
0 @)
\ /O\ // _
I (I)I (I? (|)| (|)| o:||3 ||3_o n
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6o O ©O H,N NH,
OH OH
Nukleosidtriphosphat Harnstoff Carbonylsulfid  Kohlenstoffdisulfid
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Imidazol Carbonyldiimidazol 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(CDI) (EDAC)

Abbildung 4: Ubersicht iiber im prébiotischen Kontext diskutierte Kondensationsreagenzien.

Alternativ zu einem zyklischen Acylphosphoramidat wurden auflerdem azyklische Acyl-
phosphat-Intermediate, welche durch nukleophilen Angriff der Carboxylgruppe auf Trime-
taphosphat bzw. Glycin-N-triphosphat gebildet werden kénnten, vorgeschlagen.2%8: 2281 |n
Analogie dazu wird weiterhin angenommen, dass die Umsetzung von Aminosauren mit
NTPs in Gegenwart von Imidazol ebenfalls tiber Aminoacylphosphat-Verbindungen er-
folgt.2?6-227] Besonders interessant ist hierbei die Ahnlichkeit zur Proteinbiosynthese, in der
die Aminoacylierung der transfer-RNA (tRNA) einen zentralen Schritt darstellt.?2%! Fiir Pep-
tidbildungen in Gegenwart von DAP werden ebenfalls Acylphosphoramidate als Intermedi-

ate vorgeschlagen.2'8]
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Kritik, an der durch Kondensationsreagenzien unterstitzten, abiotischen Peptidbildung be-
zieht sich haufig auf die geringe Bandbreite getesteter Aminosauren sowie auf die geringe

prabiotische Verfligbarkeit des jeweiligen Kondensationsreagenz.[?3 31208, 229]

o)
\ O - - -
0=p"*P=0 0 N9 0200
e tan I — o N-p-Osp 05 -OH
O\P/O 2 o} I I I
()// \O— O O O
I\ P,0;%, H*
o H,O O L H,0 KZZ)
- N.T_O

—O)K/NHZ ‘74 o)K/ P ‘7‘4 HN\P,O

- + N -

HPO,? O 2H o

Abbildung 5: Von RaABINOWITZ et al. vorgeschlagener Mechanismus der Trimetaphosphat-vermittelten Pep-
tidbildung am Beispiel von Glycin.[225]

Aktivierte Vorlaufermolekiile

Aktivierte Aminosaurederivate, welche anstelle von Aminosduren polymerisiert werden, er-
offnen einen weiteren plausiblen, abiotischen Pfad zu Peptiden. Viele von ihnen treten au-
Rerdem als Intermediate der Kondensationsmittel-basierten Peptidbildungsreaktionen aus
dem vorherigen Abschnitt auf.[212219.221.2301 Dje wohl am haufigsten in der Literatur beschrie-
benen Derivate stellen die LEUCHS'schen Anhydride, die auch als N-Carboxyanhydride
(NCAs) bekannt sind, dar.?> 28" Diese auRerst effizienten gemischten Anhydride — hypo-
thetisch gebildet aus Aminosauren und Kohlenstoffdioxid — erflllen eine Doppelfunktion:1232
2331 Schutz der Aminogruppe und infolgedessen Unterbinden von DKP-Nebenprodukten so-
wie zeitgleich Beginstigung eines nukleophilen Angriffs aufgrund der aktivierten Carboxyl-
funktion.?® 22 Ausgehend von COS, das im vorherigen Abschnitt als Kondensationsrea-
genz aufgefuhrt wurde und fiir das ein hydrothermaler Ursprung auf (Fe,Ni)S-Oberflachen
plausibel ist,1?2% 234 treten diese als intermediare Zwischenstufen auf. Ein nukleophiler An-
griff einer Aminosaure auf das Kondensationsreagenz fiuhrt zur N-Thiocarbamoylamino-
saure, welche in einer intramolekularen Ringschlussreaktion das NCA-Intermediat bilden

kann. Hydrogensulfid stellt jedoch eine schlechte Abgangsgruppe dar, weshalb es sich
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hierbei um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt handelt.?'® Zugabe von Oxidations-
sowie Alkylierungsmitteln oder von Metallionen wertet die Abgangsgruppe auf und be-

schleunigt somit die Reaktion (Abbildung 6).
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Abbildung 6: NCA-Bildungsreaktionen sowie Pfade zu prabiotisch relevanten Verbindungen uber aktivierte

NCA-Derivate.[?3. 217, 219]
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Der Ringschluss kann alternativ auch Uber eine Isocyanat-Zwischenstufe ablaufen, die in
Gegenwart von Aminosauren zu geringen Mengen Harnstoff-verbriickter Kondensations-
produkte abreagieren kann.l2'® 23% |socyanat-Intermediate, die anschlieRend zur NCA-Bil-
dung fuhren, sind auch in Cyanat- und Harnstoff-unterstitzten Kondensationen erreich-
bar,?'"l wenn das initial gebildete N-Carbamoyladdukt nitrosiert wird.[?¢! Dariiber hinaus
kénnen N-Carbamoylaminosauren mit Cyanamid bzw. Carbodiimiden zu einem weiteren
wichtigen aktivierten Intermediat, den 2-Amino-5(4H)-Oxazolonen reagieren.?3% Zusatzlich
zu den bereits genannten Kondensationsmitteln wird auch fir die CDI-basierte Peptidbil-

dung ein Mechanismus tber ein NCA-Intermediat vorgeschlagen.[212 221l

Neben Schutzgruppen- und Aktivator-Funktion kénnen intermediare NCAs wahrend der
Peptidbildung einen Beitrag zur chemischen Selektion proteinogener Aminosauren leis-
ten.[233.2371 5o verlaufen Kondensationen bevorzugt tiber fiinfgliedrige Intermediate, welche
in Umsetzungen von Kondensationsreagenzien mit a-Aminosauren zuganglich sind. Sechs-
und siebengliedrige Intermediate, die ausgehend von B- und y-Aminosauren erreichbar
sind, sind weniger wahrscheinlich. Auch ist die Kondensation proteinogener Aminosauren
gegenuber von am a-Kohlenstoffatom mehrfach substituierten Analoga bevorzugt, da die

sterische Hinderung wahrend der Ringschlussreaktion geringer ist.[233 237]

Interessant ist dartber hinaus auch, dass NCA-basierte Kondensationen eine Moglichkeit
zum abiotischen Symmetriebruch aufzeigen. So konnten BONNER et al. in Folge von ste-
reoselektivem Einbau sowie erhohter Stabilitat gegen Hydrolyse eines Enantiomers dessen

Anreicherung in den polymeren Produkten beobachten.?%!

In der Frage nach prabiotisch plausiblen Kondensationsreaktionen auf der friihen Erde neh-
men NCAs eine zentrale Position ein, da sie nicht nur mit Aminosauren zu Peptiden reagie-
ren kdnnen, sondern auch eine Moglichkeit flr die Aktivierung anorganischer Phosphate
bieten.?3% 239 Dije Umsetzung mit diesen liefert Aminoacylphosphate, die in Gegenwart ei-
nes zusatzlichen Phosphat-Molekils die Bildung reaktiver Pyrophosphate ermdglichen kdn-
nen (Abbildung 6).2%5) Wird anstelle eines anorganischen Phosphates ein Mononukleotid
(NMP) eingesetzt, so werden die bereits im vorherigen Abschnitt thematisierten Aminoacyl-
nukleotide erhalten.[?%524% Als weitere Stoffklasse sind mit Hydrogen-/Alkylsulfiden auch a-

Aminothiosauren bzw. a-Aminothioester zuganglich.[?21: 2411

5(4H)-Oxazolone, die anstelle einer Aminofunktion Alkylreste an der 2-Position aufweisen,
sind Intermediate der Peptidbildung ausgehend von N-Acylaminosauren in Gegenwart von
Cyanamid bzw. Carbodiimiden.?*?l Es wurde vorgeschlagen, dass die rasche Epimerisie-
rung der von N-Acylaminosauren abstammenden Zwischenstufen in Peptidbildungsreak-

tionen mit racemischen Eduktpools einen Symmetriebruch induziert haben kénnte.[242-244]
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Ein anderer Ansatz startet mit a-Aminothiosduren als aktivierten Derivaten. Deren Oxidation
im sauren Milieu liefert Disulfide. Diese durchlaufen einen intramolekularen Acyltransfer,

wodurch es zur Ausbildung von Amidbindungen kommt (Abbildung 7).[24%

R
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Abbildung 7: Peptidbildung ausgehend von a-Aminothiosduren nach KAJIHARA et al.[24%]

POWNER et al. hingegen nutzen a-Aminonitrile als aktivierte Derivate (Abbildung 8a).[24¢!
Diese werden in einem ersten Schritt in Gegenwart von [Fe(CN)s]** mit Thiosauren oxidativ
aktiviert. Die resultierenden a-Amidonitrile, die das Auftreten von DKP-Nebenprodukten
verhindern, werden im Anschluss mit Schwefelwasserstoff in die analogen Thioamide Gber-
fuhrt. Hydrolyse liefert a-Amidothiosauren, deren Kette mit einer neuen a-Aminonitrileinheit
im nachsten Kupplungsschritt oxidativ verlangert werden kann. Vorteilhaft an diesem Syn-
theseweg ist, dass die Reaktion bei neutralem pH-Wert ablauft und selektiv a-Aminonitrile
eingebaut werden. Von Nachteil ist jedoch, dass stéchiometrische Konzentrationen an
Schwefelwasserstoff sowie Oxidationsmittel erforderlich sind. Fur diese missen zudem se-
parate abiotische Quellen zur Verfigung stehen, die die Reaktion abwechselnd speisen, da

beide ansonsten miteinander abreagieren wiirden. 24!

Um die Problematik zu I6sen, entwickelten POWNER et al. eine katalytisch verlaufende re-
versible Addition von Thiolen an a-Amidonitrile (Abbildung 8b). Als Thiolverbindungen wur-
den hierbei N-Acetylcystein aber auch 3-Mercaptopropionsaure getestet. Der nukleophile
Angriff der Aminogruppe einer a-Aminosaure bzw. eines a-Aminoamides auf das Imid-Koh-
lenstoffatom flihrt zur Regeneration des Thiol-Katalysators sowie zur Bildung eines Amidin-

produktes, dessen Kette in weiteren Katalysezyklen verlangert werden kann.247!

DKPs stellen gangige Nebenprodukte in prabiotisch plausiblen Peptidbildungsreaktionen
dar,[110. 117,218, 226] \y 35 die Frage aufwirft, ob es sich bei diesen um eine Sackgasse handelt

oder ob sie sogar vielmehr aktivierte Verbindungen darstellen.['7: 248]
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Abbildung 8: Aminonitril-basierte Ansatze nach POWNER et al.[246-247]

Die energetisch glinstigste Konformation in linearen Peptiden ist dadurch charakterisiert,
dass alle Amidbindungen in frans-Konformation vorliegen. DKPs hingegen weisen cis-
Amidbindungen auf. Ringoffnung in Folge eines nukleophilen Angriffs durch die Amino-
gruppe einer Aminosaure bzw. eines Peptides kdnnte deshalb einen Energiebeitrag zur
Ausbildung einer Peptidbindung liefern.*8] So ist es wenig erstaunlich, dass in Ansatzen
mit DKPs und Aminosauren bzw. Peptiden um zwei Einheiten verlangerte Produkte zu be-

obachten sind.['17248]

Eine weitere Gruppe aktivierter Aminosaurederivate stellen nach SUTHERLAND et al. N-Ace-
tylaminosduren dar. In Kombination mit Methylisonitril werden Imidoylacetylaminosduren
gebildet, deren Imid-Kohlenstoffatom nukleophil von einer Aminogruppe angegriffen wer-
den kann. Acyltransfer im resultierenden gemischten Anhydrid fihrt zur Ausbildung einer
Peptidbindung. Die selektive Inkorporation von a-Aminosauren erfolgt jedoch nur in relativ

sauren Reaktionsumgebungen (pH 3).249)

Metall- und Mineralien-unterstiitzte Kondensationen

Im prabiotischen Kontext stellt die Kupfer-katalysierte salzinduzierte Peptidbildung (SIPF:
salt induced peptide formation) nach RODE et al. die bekannteste Metall-vermittelte Amino-
saure/Peptid-Kondensation dar.!??° Es wird davon ausgegangen, dass fir Organismen aus-
reichende Kupfer(ll)-Konzentrationen ab einem Sauerstoffpartialdruck von 1073 atm vorla-
gen.f”l Zentral fiir die Peptidbildung nach RODE ist die Ausbildung intermediarer Chloro-
cuprat-Komplexe,?%°-2%2 in denen eine Aminosaure als Chelatligand auftritt und eine zweite

Uber die Carboxylfunktion end-on an das Metallzentrum koordiniert ist. So wird nicht nur die
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raumliche Distanz zwischen den Reaktanden verringert, sondern diese sind auch bereits
fur die Ausbildung einer Amidbindung vorausgerichtet.?5?l Hohe Natriumchloridkonzentrati-
onen in der wassrigen Reaktionslosung garantieren die Koordination eines Chloridliganden
und verhindern so die Bildung von katalytisch inaktiven Bisglycinato-Chelatkomplexen (Ab-
bildung 9).125°-2%21 Dariiber hinaus wirken die hohen Salzkonzentrationen dehydratisierend
und ermdglichen es so die thermodynamische Barriere der Kondensationsreaktion zu be-
zwingen.?? Die gebildeten Peptide koordinieren weniger stark an das Kupfer(ll)-Zentrum,

sodass diese freigesetzt werden kénnen. 252

OH, OH,
/:/\2)\/*'
IO 0 o NH;
/Af elad
O™ ™o | "a
OH,

Abbildung 9: Kupfer(ll)-katalysierte Peptidbildung nach RODE et al.[252-253]

Werden Peptide als Edukte eingesetzt, so koordinieren diese end-on an das Metallzentrum
und treten deshalb im Produkt als N-terminaler Baustein auf.?'! Die salzinduzierte Kup-
fer(ll)-katalysierte Peptidbildung verlauft bei Temperaturen von 70-80 °C optimal.?®"! Nass-
Trocken-Zyklen haben einen zusatzlichen positiven Effekt auf die Peptidbildung.?*" Als Ne-
benprodukt der SIPF-Reaktion konnten DKPs beobachtet werden.?% In Versuchsreihen
mit anderen Katalysatoren konnten lediglich mit wenigen alternativen Metallionen, darunter
Eisen(ll), geringe Dipeptidmengen detektiert werden.?? 251 Diese Resultate sind allerdings
denen der Kupfer(ll)-katalysierten Reaktion unterlegen.?>" Weitergehende Studien von
RODE et al. zeigen, dass die erzielten Peptidsequenzen unter anderem durch die Elektro-
philie und Sterik der Aminosauren beeinflusst werden.?>¥ Zudem wurde festgestellt, dass
Glycin und Histidin eine katalytische Wirkung auf die Peptidbildung haben. 253 2%5-2571 |n Be-
zug auf die friihe Erde sind dartiber hinaus der préaferierte Einbau von a-Aminoséauren, 258!
die bevorzugte Entstehung homochiraler Produkte sowie héhere Ausbeuten ausgehend
vom L-Enantiomer von Bedeutung.?* Die Versuche zur Stereoselektivitdt wurden am Bei-

spiel von Alanin durchgefiihrt.2%%

Die Idee der Mineralien-unterstiitzten Peptidbildung geht auf BERNAL zurlick, der erstmals
die Oberflachen von (Ton-)Mineralien als Reaktionsorte fir Polymerisationen auf der friihen
Erde ins Gesprach brachte.[205 260-2811 Dje thermodynamische Barriere der Aminosaure-/
Peptidkupplung kann mithilfe von Mineralienoberflachen Uberwunden werden, vorausge-
setzt die Adsorption des Kondensationsproduktes zeigt eine grofiere negative freie Energie

als die Adsorption der beiden Edukte.?%0 2621 Daraus folgt, dass die Oberflachen-
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unterstutzte Kondensation mit zunehmendem Polymerisationsgrad unattraktiver wird und
Produkte irreversibel adsorbiert werden.?®l Um diese Probleme zu vermeiden, werden Mi-
neralien-basierte Reaktionspfade haufig mit Trocknungsschritten kombiniert, die die Pep-
tidkondensation thermodynamisch beglnstigen und somit ohne starke Produktadsorption
auskommen.?® |etztere ist ebenfalls nicht erforderlich, wenn die Kondensationsreaktion

mit einem Energie freisetzenden Prozess kombiniert wird.[2%

Mechanistisch wird flir Mineralien-unterstitzte Peptidbildungen die Positionierung sowie
Aktivierung der Aminosauren gegenuber einem nukleophilen Angriff durch Wechselwirkung
mit LEWIS- bzw. BRONSTEDT-aziden Zentren auf der Oberflache diskutiert.[?53-2671 Des Wei-
teren konnten Aminogruppen auf basischen Oberflachen durch Deprotonierung aktiviert

werden.[283]

Studien von RODE et al. zeigen, dass Tonmineralien, wie Montmorillionit, die Polymerisation
kurzer Peptide beglinstigen,288-26%1 wohingegen Siliziumdioxid und Aluminium besser geeig-

net sind, um Dipeptide aus Aminosauren aufzubauen.?64

Von groRem Interesse flr Metall-katalysierte und Oberflachen-basierte Peptidbildungen ist
die Verfugbarkeit der Metalle und Mineralien auf der frihen Erde. Kupfer stellt auf der frihen
Erde mit einer angenommenen durchschnittlichen Haufigkeit in der Erdkruste von 50 ppm
ein eher seltenes Element dar.®! Im Gegensatz dazu wird die Eisenhaufigkeit auf
41000 ppm geschatzt.®! Aufgrund dieses groBen Reservoirs bieten sich Eisen und seine
Verbindungen fiir prabiotische Umsetzungen an.® 8 Wird wie oben beschrieben eine anoxi-
sche Atmosphare vorausgesetzt,*> 2559 o ist mit einer Koexistenz von reduzierten Eisen-
verbindungen und Eisen(lll)-Spezies auf der frihen Erde zu rechnen.! 86-67. 2701 OcHlAl be-
rechnete, dass Sauerstoffpartialdriicke > 1076 atm erforderlich sind, damit zugleich Ei-
sen(ll)- und Eisen(lll)-Verbindungen anwesend sind.®” Eisen(ll)-Mineralien waren in Folge
der Verwitterung der basalt- und komatiithaltigen Erdkruste prasent.?’! Elementares Eisen
stand auf der frlihen Erde durch Serpentinisierung von mafischem Gestein und durch Me-

teoriteneintrag zur Verfligung.[® 272-274]

Trotz des umfangreichen Eisenvorkommens der Erde werden Eisenmineral-basierte Pep-
tidbildungen in nur wenigen Studien thematisiert. Diese nutzen teils synthetisch hergestellte
Eisen(lll)-haltige Mineralien wie Goethit (a-FeO(OH)),12% 275 Akaganeit (3-FeO(OH,CI)),1"*
2781 Hamatit (Fe203) oder Magnetit und gemischte Metallferrite.[252 275-278] \/greinzelt wird
hierbei auch mit Nanopartikeln gearbeitet.?’6-2’71 Aufgrund der sehr unterschiedlichen Re-
aktionsbedingungen fallt ein Vergleich der Versuchsreihen untereinander sowie auch mit
anderen Mineralien schwer.?%2 2781 Eine Gegenuberstellung der Eisen-basierten Ansétze

zeigt jedoch, dass die Aminosaurekupplung bevorzugt im trockenen Zustand und bei
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erhOhter Temperatur vorgenommen wird.[262: 275 277-278] 7,satzlich stellten ZAIA et al. fir ihr
System fest, dass Nass-Trocken-Zyklen die Peptidbildung im Vergleich zu trockenen Be-
dingungen noch weiter beglinstigen.?%! In den beschriebenen Studien wurden so ausge-
hend von Eisenoxiden und Eisenoxidhydroxiden bis zu zwei Kupplungsschritte je Molekdl-
kette beobachtet.[295 262, 275-278] H3yfig wurden dabei DKPs als Nebenprodukte detektiert.[2%%
262, 275-278] Njcht mit einbezogen in diese Zusammenfassung wurde die Arbeit von NAKA et
al., da sich diese Studie durch den Einsatz kolloidaler Lésungen sowie von 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC) als zusatzlichem Kondensationsmittel deutlich

von den vorangehenden Publikationen unterscheidet.’?”

2.3 Prabiotische Phosphorylierungsreaktionen

Entstehung von Nukleosiden

Eine weitere zentrale Fragestellung der prabiotischen Chemie stellt die Entstehung von Or-
ganophosphaten dar. Im Fokus steht hierbei vor allem die Phosphorylierung von Nukleosi-
den sowie von Zuckern. Letztere sind prabiotisch unter anderem durch die Formose-Reak-
tion zugénglich (Abbildung 10).2¢%

(@]
o |
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H™ H OH
)OL Ca(OH), [/0 Ca(OH), “ . Aldosen
H H OH — > Ketosen

Ho/\[ﬁOH

0]

Abbildung 10: Formose-Reaktion nach BUTLEROW und BRESLOW.[280-281]

Die Umpolung von Formaldehyd und dessen anschliefiende Dimerisierung in Gegenwart
einer Base fuihrt zu Glykolaldehyd. Dieses kann Aldol-Reaktionen mit sich selbst oder mit
Formaldehyd durchlaufen. Das Produkt der letztgenannten Umsetzung, Glyceraldehyd,
kann zu Dihydroxyaceton tautomerisieren. Weitere (Retro-)Aldol-Reaktionen resultieren in
komplexen Mischungen von Aldosen und Ketosen.?8l Neben der fehlenden Selektivitat
stellt die Umpolung von Formaldehyd unter prabiotisch plausiblen Bedingungen einen zent-
ralen Kritikpunkt dar.?®'! Vorgestellte Lésungsansatze bewaltigen diesen Reaktionsschritt
beispielsweise photochemisch oder umgehen ihn durch Zugabe von Glykolaldehyd als Ka-
talysator.?81-262] Alternativ zur Formose-Reaktion kbnnten Zucker auf der frihen Erde durch
eine prabiotische Variante der KILIANI-FISCHER-Synthese verfligbar gewesen sein.[283-28%]

Photoredox-Prozesse ermdglichen hierbei die Reduktion von Blausaure. Sukzessive
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Hydrolyse, Addition von Blausaure und Reduktion liefern verschiedene Zuckerverbindun-
gen [285-286]

MILLER-artige Reaktionsszenarien sowie Eintrag durch Meteoriten wurden bereits zu Be-
ginn als Quellen fir Nukleobasen auf der frihen Erde genannt.®® 81821 Zysatzlich ist die
Bildung der Pyrimidin-Base Cytosin (BC) und dessen Hydrolyseprodukt Uracil (BU) nach
ORGEL et al. auch in wassrigen Lésungen ausgehend von Cyanoacetylen und Cyanat mdg-
lich.?8”] Da Cyanoacetylen und Cyanat jedoch hydrolyseempfindlich sind,?87-28 schlugen
MILLER et al. die Entstehung von Cytosin ausgehend von Cyanoacetaldehyd, dem Hydro-
lyseprodukt von Cyanoacetylen, in einer Harnstofflésung vor.% Alternativ kann Harnstoff
auch durch Guanidin ersetzt werden.?®°l Ein neuer Reaktionspfad zu den Pyrimidin-Basen
von CARELL et al. basiert hingegen auf der Speicherung von Cyanoacetylen in Form eines
Acrylnitril-Derivates.??®” Die Purin-Basen konnten auf der friihen Erde zusatzlich durch Po-
lymerisation von Blausaure zur Verfligung gestanden haben.?®1 ORGEL et al. beschrieben
die Bildung von Purin-Basen Uber Imidazolintermediate, welche ausgehend vom Blau-

saure-Trimer (Aminomalononitril) und -Tetramer (DAMN) gebildet werden kénnen.[292-2%3]

Um zu RNA-Nukleosiden zu gelangen ist abschlieRend die Knlipfung einer glykosidischen
Bindung zwischen D-Ribose und den Nukleobasen erforderlich. Dies birgt jedoch eine Viel-
zahl von Problemen: Die Formose-Reaktion verlauft nicht nur unselektiv mit geschatzten b-
Riboseausbeuten von unter 1%,121:2941 |etztere ist auch instabil in wassrigen Lésungen. 2%
2% Zusatzlich wurden sowohl Studien von ORGEL et al. ausgehend von D-Ribose, Cyanamid
und Cyanoacetylen sowie in direkten Umsetzungen von D-Ribose mit Purin-Basen Produkt-
mischungen, die aulRer den natirlichen B-Furanosylverbindungen auch die entsprechenden
a-Anomere, Pyranosylverbindungen und regioisomere Produkte enthielten, erzielt.[297-300
Die Umsetzungen mit Purin-Basen lieferten haufig nur geringe Ausbeuten,?%8 3% Reaktio-
nen mit Pyrimidin-Basen waren zudem nicht erfolgreich.?*! Um diese Probleme zu umge-
hen, entwickelten SUTHERLAND et al. eine Route zu Pyrimidin-basierten RNA-Nukleosiden
ausgehend von Glykolaldehyd und Cyanamid (Abbildung 11).2%" Das resultierende 2-Ami-
nooxazol reagiert anschlieRend mit Glyceraldehyd zu verschiedenen Aminooxazolin-Deri-
vaten. Lyxo- und Xylo-Isomer treten nur in geringem MaRe auf.°"! Die Ribo-Verbindung
kann in Phosphat-Puffer zum Arabino-Derivat isomerisieren, welches fir die Bildung der

gewlinschten B-D-Furanoside benétigt wird.301-302]

Weiterentwicklungen des Reaktionspfades nehmen Bezug auf komplexe prabiotische Sze-
narien: Die Reaktion komplexer Zuckermischungen flihrt ohne schrittweise Zugabe der Re-
aktanden zu Ribonukleotiden.B%! AuRerdem wurde ein einheitlicher Weg zu Pyrimidin- und

8-Oxo-Purin-Nukleotiden vorgeschlagen.24
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Abbildung 11: Prabiotisch plausible Reaktionspfade zu RNA- und DNA-Nukleosiden.[301. 305-306]

Studien von CARELL et al. zeigen einen Weg zu den Purin-basierten RNA-Nukleosiden auf.
Aus der Umsetzung von Guanidin mit dem Blausaure-Trimer Aminomalononitril oder wahl-
weise dessen Hydrolyseprodukt Aminocyanoacetamid resultierende Aminopyrimidine lie-
fern mit Ameisensaure Formamidopyrimidine (FaPys).B%! Diese kdnnen mit D-Ribose zu
a-/B-Furanosiden und Pyranosiden umgesetzt werden. Die -Anomere Uberwiegen hier-
bei.B%! Neuere Arbeiten der Forschungsgruppe setzen den Ldsungsansatz in einen gro-
Beren prabiotischen Kontext und zeigen zudem einen einheitlichen Weg fir Purin- und Py-

rimidin-Nukleoside auf.l'": 130!

Zuletzt erzielten TRAPP et al. durch sukzessiven Aufbau der D-Desoxyribose-Einheit an den
DNA-Nukleobasen die entsprechenden DNA-Nukleoside. Mit Acetaldehyd gebildete Vinyl-
nukleobasen liefern hierbei mit D-Glyceraldehyd B-Desoxyribonukleoside. Fur die Reaktion

konnte eine hohe Regio- sowie Stereoselektivitat beobachtet werden.%!
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Bedingungen fiir Phosphorylierungen auf der friihen Erde

Ausgehend von Nukleosiden bedarf es abschlielfend eines Phosphorylierungsschrittes, um
zu Nukleotiden zu gelangen. Die Bildung von Organophosphaten auf der friihen Erde erfor-
dert jedoch das Uberwinden mehrerer Hindernisse. Phosphorylierungen sind Kondensati-
onsreaktionen. In wassriger Lésung ist somit eine thermodynamische Barriere zu bezwin-
gen.?4 19 Hinzu kommt, dass das Phosphorinventar der Erde im Hadaikum - wie auch auf
der modernen Erde - vor allem aus in Wasser nahezu unléslichen Phosphatmineralien, wie
beispielsweise Apatit oder Whitlockit (CagMg(PO4)s(PO30H)), bestand.B 119-1201 Zysatzlich
sind nukleophile Angriffe auf Phosphate durch die negative Ladung in unmittelbarer Nahe
zum elektrophilen Zentrum kinetisch gehemmt,?* 321 was jedoch gleichzeitig die hydrolyti-

sche Stabilitat und den Verbleib von Biomolekiilen in Kompartimenten gewahrleistet.!32: 307]

Die Uberwindung dieser Barrieren ist Gegenstand aktueller Forschung. Um die Bandbreite
der Lésungsansatze in den prabiotischen Kontext einordnen zu kénnen, ist es unabdingbar
einen genaueren Blick auf das Phosphorinventar der friihen Erde und somit auf méglicher-
weise in geringen Mengen vertretene reduzierte Phosphorspezies zu werfen. So kdnnten
vorwiegend vorliegende Phosphatverbindungen auf der frihen Erde durch abiotische Pro-
zesse zu Phosphiten reduziert worden sein. Verschiedene Forschungsarbeiten konnten
zeigen, dass dies mithilfe von elektrischen Entladungen, welche beispielsweise in Folge
von vulkanischer Aktivitat auftreten konnen, moglich ist.’%-31% Eine weitere Studie unter-
suchte erfolgreich die Phosphatreduktion durch Eisen(ll),*'"! welches in den Urozeanen in
hohen Konzentrationen vermutet wird.l®! Als weiteres Produkt neben Phosphit konnte hier-
bei Pyrophosphat beobachtet werden.®'"! Reduzierte Phosphorverbindungen kénnten je-
doch nicht nur durch Reduktion von terrestrischen Phosphaten vorgelegen haben, sondern
kénnten auch auf Meteoriten auf die friihe Erde transportiert worden sein. Meteorite sowie
auch interplanetare Staubwolken enthalten Phosphide, wie beispielsweise Schreibersit
((Fe,Ni,Cr)sP), Nickelphosphid (NisP) oder Perryit ((Ni,Fe)s(Si,P)s).[® 312 Zusatzlich konnten,
wie bereits zu Beginn erwahnt, auf dem MURCHISON-Meteorit Alkylphosphonsauren ausge-
macht werden."?l Schatzungen geben fiir die Menge reduzierter Phosphorverbindungen,
die wahrend des late heavy bombardements durch extraterrestrische Quellen auf die frihe
Erde gebracht wurden, einen Wert von 10" bis 108 kg an.l'?®! Eine Studie von GERASIMOV
et al. legt zudem nahe, dass mit den Meteoriteneinschlagen einhergehende Schmelz- und
Verdampfungsprozesse zusatzlich zur Reduktion terrestrischer Phosphate gefiihrt haben

kénnten.13

Zahlreiche Forschungsarbeiten beschaftigen sich mit der Korrosion von Schreibersit in Ge-
genwart von Wasser bzw. wéassrigen Losungen mit verschiedenen Additiven.B'4-319 Hierbei

wird haufig auf das synthetische Analogon FesP zurlickgegriffen.314-315.317.319 phggphonate
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und Phosphate stellen die Hauptprodukte der Korrosion dar.14-315. 3171 AuRerdem konnten
auch Hypo- sowie Pyrophosphat, Diphosphonat, Isohypophosphat und Triphosphat beo-
bachtet werden (Abbildung 12).B3'4319 Anwesender Sauerstoff hat keinen Einfluss auf das
Produktspektrum, jedoch erméglicht dieser hdhere Ausbeuten als solche, die in Versuchen
unter Schutzgasatmosphare erzielt wurden.?'s! Nennenswert sind auerdem auch Korrosi-
onsversuche von KEE et al., in denen unter Sauerstoffausschluss mithilfe von UV-Strahlung
Phosphinate beobachtet werden konnten.B™ LAURETTA und PASEK konnten auferdem fest-
stellen, dass in Gegenwart organischer Substrate die Bildung organischer Phosphorverbin-
dungen moglich ist.B' 31%1 Mechanistisch wird von einer radikalischen Reaktion ausgegan-
gen. Initial kdnnten sich durch Reaktion des Schreibersits mit Wasser Phosphonat-Radikale
bilden. Diese kénnten durch (wiederholte) Rekombination sowie Kettenfortpflanzung zu den

verschiedenen Korrosionsprodukten fiihren 9

0] O O O
11 11 || || 1l
/P\ - - /P\ - _O/?\O_ _O/FI>\O/I:I>\O_
H |_I| 0] o |_I| O o 0°0.
Phosphinat Phosphonat Phosphat Pyrophosphat
[H2PO,J [HPOZ]* [POL* [P,071*
O O O O o
bk . - B g P
-7 \\ — H/ I\O/ I\H _O/ I\O/ I\H _O/ I\O/ I\O/ I\O_
0o 00° 0~ O o~ O._ 0.~ 0. O
Hypophosphat Diphosphonat Isohypophosphat Triphosphat
[P206]* [HoP,05]* [HP,0¢]* [P3010]>

Abbildung 12: Produkte der Korrosion von FezP.[314-319]

Damit im Einklang steht der Fund von Phosphiten in ozeanischen Carbonaten, die dem
frihen Archaikum zugeordnet werden,®2% sowie in geothermalen Quellen und in Fulguri-
ten.318.321-322 Thermodynamisch sind Phosphonate instabil, jedoch weisen sie eine gewisse
kinetische Stabilitat auf,3'" *'°! sodass davon ausgegangen wird, dass diese sich auf der
friihen Erde anreichern konnten.B®'"! Entscheidend bei der Oxidation von Phosphonaten ist
die Anwesenheit von Radikalen. Sie ermdglichen die Spaltung der Phosphor-Wasserstoff-
Bindung, die den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt.['?? Erfolgt die Phospho-
nat-Oxidation in einer reduzierenden Atmosphare (p(H2) = 0.1 bar) durch UV-Photolyse, so
schatzt PASEK die Halbwertszeit auf 108 bis 10'° Jahre.['??] Eine jlingere experimentelle Stu-
die von PASEK et al. geht hingegen von einer abiotischen Phosphonat-Halbwertszeit von
ca. 6 x 10° bis 108 Jahren in einer sauerstoffarmen Umgebung (107 x modernes Sauer-

stofflevel) und in Abwesenheit von Radikalbildnern, wie beispielsweise Eisen, aus.®'"
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Thermische Organophosphatbildung

Vergleichbar zur oben beschriebenen Peptidbildung wurde auch in Phosphorylierungsre-
aktionen versucht die thermodynamische Barriere thermisch zu Uberwinden. So wurden
beispielsweise Verdampfungsexperimente bei 90 °C mit Thymidin und Apatit als Phospho-
rylierungsreagenz durchgefihrt. In Gegenwart von Oxalat, welches die Calciumionen
chelatisiert und somit die verfigbare Phosphatmenge positiv beeinflusst, konnte die Bildung
monophosphorylierter sowie hoherer Produkte erzielt werden.®23] Des Weiteren konnten
MACK et al. durch Erhitzen nukleosid- und phosphathaltiger Lyophilisate auf 160 °C ver-
schiedene Monophosphate sowie Dinukleosidphosphate (N-pY-N)' beobachten.!"'3! Prabio-
tisch plausible Verdampfungsszenarien und Nass-Trocken-Zyklen finden sich dartber hin-
aus in der Literatur auch haufig in Kombination mit den im Folgenden beschriebenen An-

satzen.[324-3261

Phosphorylierung in nicht-wassrigen Reaktionsmedien

Nicht-wassrige Reaktionsmedien kdnnen Phosphorylierungsreaktionen erleichtern. Vor die-
sem Hintergrund untersuchten SCHOFFSTALL et al. Amide als alternative Reaktionsmedien
mit besonderem Fokus auf Formamid. Mit Phosphatsalzen konnte auf diese Weise die Bil-
dung von Nukleosiddiphosphaten (NDP) und verschiedener azyklischer sowie zyklischer
Monophosphate festgestellt werden.['?3327-328] jedoch wurden keine N-pY-N gebildet.['?3 3281
Daruber hinaus kommt es sowohl zur Isomerisierung phosphorylierter Produkte als auch zu
deren Zersetzung.['?* 3271 |n Harnstoff-L6sungen wurden zusétzlich Harnstoffaddukte detek-
tiert.'>31 Als reaktive Spezies der Phosphorylierung in Formamid wurde monomeres Mono-
phosphat (MMP) vorgeschlagen (Abbildung 13).'?%! In weitergehenden Studien wurde so-
wohl der Einsatz von kondensierten Phosphaten als auch von Phosphatmineralien erfolg-

reich erprobt.[122. 3281

AMP, cAMP
P
(0]
- A I
H,PO4 “H,0 > O//P\O_
\fik
MMP ApV-A

Abbildung 13: Vorgeschlagener Mechanismus der Phosphorylierung in Formamid nach SCHOFFSTALL et al.['23]

Alternativ kommen haufig eutektische Losungen zum Einsatz. So gelang in Harnstoff/Cho-
linchlorid-Lésungen (2:1) ausgehend von Phosphatsalzen und -mineralien die Phosphory-

lierung von Glycerin, Glukose, Ethanolamin, Cholinchlorid, Adenosin (A) und Uridin (U). Far

' Die Benennung der Phosphorverbindungen ist im Abkiirzungsverzeichnis erlautert.
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die Nukleoside konnten auch die entsprechenden Di- und Triphosphate detektiert wer-
den.['?] Eutektische Lésungen von Glycerin und Cholinchlorid zeigen auRerdem in Gegen-
wart von Phosphatsalz bzw. -mineral oder von Trimetaphosphat monophosphorylierte Pro-
dukte der Lésungsmittelbestandteile.®?®! Die Entstehung oligomerer Nukleotide bis hin zu
Trimeren konnten MENOR-SALVAN et al. ausgehend von Dinatriumhydrogenphosphat in ei-
ner eutektischen Lésung aus Harnstoff, Ammoniumformiat und Wasser, die beim Erhitzen
Formamid bildet, beobachten.l'® Versuche mit Phosphatmineralien in diesem Reaktions-
medium fiihrten zudem zur Bildung sekundarer Mineralien, wodurch die Verfiigbarkeit von

Phosphat verbessert werden konnte.['%%

Kondensationsreagenzien

In analoger Weise zur Aminosaurekondensation kdnnten Kondensationsreagenzien auch
zur Phosphorylierung von organischen Molekulen auf der frihen Erde beigetragen haben.
Dementsprechend ist es wenig erstaunlich, dass verschiedene Studien ein breites Spekt-
rum an Kondensationsmitteln aufzeigen. Dieses beinhaltet: Dicyandiamid,®*?® Harnstoff,!'%%:
112, 323-324,330-3311 Cyanogen,%? Cyanamid,33% 333-3341 Dicyanamid,??'® Cyanat,®3¥ Cyanid so-
wie COS in Gegenwart von Aminosé&uren (Abbildung 6).12%%33%1 F{ir die Phosphorylierung in
Gegenwart von Harnstoff wurden hierbei unter anderem Phosphoramidate und

Carbamoylphosphate als aktive Intermediate vorgeschlagen.!'%% 112

Aktivierte Phosphate

Bei der nukleophilen Substitution an Phosphorzentren aktivierter Phosphate wird im Ge-
gensatz zur Reaktion mit Phosphat kein Wasser als Abgangsgruppe freigesetzt. In wassri-
gen Lésungen ist somit aufgrund der Seltenheit der Abgangsgruppe im System die Reak-
tion mit den aktivierten Verbindungen thermodynamisch begunstigt. Funktionelle Seiten-
gruppen, die einen starken elektronenentziehenden Effekt auf das elektrophile Phosphor-

zentrum ausliben, wirken sich zuséatzlich positiv auf die Phosphorylierungsreaktion aus.[''

0 0 0 0 0
Fesp L 36ea) P P P P P
3 E—— LIS + P -t PN + - _Po + - P -
H,N” 1 NH H,N" 1 0 H.N"IH  O"1"H 0.0
2o 7 2V o 270 o o

DAP MAP

Abbildung 14: Produkte der Schreibersit-Korrosion in wassriger Ammoniak-Lésung nach KRISHNAMURTHY et
al.[33e]

Eine bekannte Klasse aktivierter Phosphate stellen Amidophosphate dar. Zwar sind keine
entsprechenden mineralischen Vorkommen bekannt,[''® jedoch sind diese durch Inkuba-

tion von Schreibersit, Polyphosphaten oder Phosphonaten in wassriger Ammoniak-Ldsung
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zuganglich (Abbildung 14).2%¢! Vorteil des gebildeten DAP ist dessen im Vergleich zu Phos-
phaten erhéhte Ldslichkeit in Wasser in Anwesenheit zweiwertiger Metallsalze. Ursachlich

hierfiir ist die geringere negative Ladung, die intensivere Ausfallung verhindert.3%!

KRISHNAMURTHY et al. setzten DAP erfolgreich in der Phosphorylierung von RNA-Nukleosi-
den ein. Umsetzungen pastdser Reaktionsmischungen sowie in wassriger Lésung mit und
ohne Imidazol als Additiv lieferten hauptséachlich 2°, 3'-zyklische Phosphate.?'8 In wassri-
gen Reaktionen ausgehend von 5-NMPs wurden 5‘-Nukleosidamidodiphosphate sowie
-triphosphate detektiert. Pastdse Reaktionsmischungen flihrten auf3er zu den monomeren
Produkten auch zu Oligomeren bis hin zu Tetrameren, welche terminal 2¢, 3‘-zyklische
Phosphatgruppen aufweisen. Es wird angenommen, dass ein nukleophiler Angriff der Hy-
droxylgruppen des Nukleosids zur Bildung von Monophosphoramidaten fiihrt. Diese kdn-
nen in einer weiteren nukleophilen Substitution das zyklische Organophosphat bilden.2'8
In Anwesenheit von Imidazol kondensiert DAP zunachst mit dem Additiv zu einem Imida-
zolamidophosphat. Dieses kann anschlieRend nukleophil von den Hydroxylgruppen der
Nukleoside angegriffen werden.[?'® Kurze Zeit spater konnte ausgehend von DAP auch die
Phosphorylierung von DNA-Nukleosiden in Gegenwart von Imidazol gezeigt werden.3! Als
Produkte konnten 5‘-amidophosphorylierte Desoxynukleoside erhalten werden. Ausgehend

von diesen werden bevorzugt 3‘-5‘-verkniipfte Oligomere erzeugt.!3’!

Ausgehend von Amidophosphaten konnten auch Phosphorylierungen weiterer prabiotisch
relevanter Verbindungen erzielt werden. So gelang ESCHENMOSER et al. die Phosphorylie-
rung von Glykolaldehyd mit Amidotriphosphat (AmTP).®%8 Es wurde angenommen, dass
zunachst das Carbonylkohlenstoffatom nukleophil durch die Aminogruppe angegriffen wird.
Das resultierende Triphosphat kénnte mit Pyrophosphat als Abgangsgruppe ein zyklisches
Phosphoramidat bilden, welches anschliefiend durch Abspaltung von Ammoniak das Gly-
kolaldehydphosphat liefert.238] Im Einklang mit diesem Mechanismusvorschlag steht eine
spatere Studie, welche die regioselektive Phosphorylierung verschiedener Aldosen in a-
Position zeigt.®3% Des Weiteren nutzten POWNER et al. DAP und AmTP zur Phosphorylie-
rung von Glykol- und Glyceraldehyd, um Phosphoenolpyruvat zu erzeugen.?° Dartiber hin-
aus wird DAP in der Literatur auch zur Phosphorylierung von Glycerin, Aminosauren und

Aminonitrilen sowie zur Bildung von Phospholipiden eingesetzt.[2'8: 341

HucCK et al. hingegen bedienen sich Carbamoylphosphaten, um effektive, prabiotisch plau-
sible Phosphorylierungsreaktionen zu erméoglichen.B?%! Nach deren Bildung aus Phospha-
ten in Gegenwart von Cyanat werden diese in thermodynamisch instabile Imidazolphos-
phate Uberfuhrt. Letztere kdnnen jedoch aufgrund ihrer kinetischen Stabilitat in der Losung

angereichert werden und reagieren erst nach einem Trocknungsschritt mit verschiedenen
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organischen Substraten (Abbildung 15). Nicht abreagiertes Phosphat ist nach erneutem

Losen in Gegenwart von Cyanat verfligbar.[32%)
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Abbildung 15: Carbamoylphosphate als aktivierte Phosphat-Verbindungen nach Huck et al.[325]

Polyphosphate stellen eine weitere Klasse aktivierter Phosphate dar. Problematisch im pra-
biotischen Kontext ist jedoch der sehr geringe Mineralbestand, der sich auf einen einzelnen
Vertreter der Klasse beschrankt.[''® Jedoch zeigt eine Studie von YAMAGATA et al., wie oben
beschrieben, dass die Entstehung von Polyphosphaten in vulkanischen Umgebungen mdg-
lich sein konnte.['* Des Weiteren stellt die Oxidation von Phosphonaten und Hypophospho-
naten mit Hydroxyl-Radikalen eine weitere prabiotisch plausible Quelle fiir Polyphosphate
dar.342l Unter der Annahme, dass Polyphosphate auf der friihen Erde verfligbar waren,
konnten PASEK et al. in Phosphorylierungsreaktionen mit Pyrophosphat zyklische und azyk-
lische Monophosphate sowie N-pY-N erzeugen.B*'! In einer Vielzahl von Forschungsarbei-
ten wurde aulRerdem mit Trimetaphosphat oder linearem Triphosphat gearbeitet, was eben-
falls in der Bildung zyklischer und azyklischer Monophosphate sowie der Entstehung von
NTP resultierte.[®26: 343344 Magnesiumionen kénnen hierbei durch Koordination des Nukleo-
sids und der Phosphatspezies katalytisch wirken.34! Neben der Phosphorylierung von Nuk-
leosiden wird in der Literatur auRerdem auch die Bildung von Amphiphilen ausgehend von

B-Hydroxy-n-Alkylaminen und Trimetaphosphat beschrieben 4!

Mineralien-basierte Phosphorylierung

Auch die Anwesenheit von Mineralien, wie Silikaten, kann Phosphorylierungsreaktionen be-
gunstigen: Mit Kaolinit (Als[(OH)sSisO10]) und Quarz (SiO2) konnten hdéhere Ausbeuten bei
der Phosphorylierung von Glycerin erzielt werden und auf amorphen Silika ist ausgehend
von Adenin (BA), Ribose und Phosphat die Bildung von Adenosinmonophosphat (AMP)
maoglich.B2% 3481 | etzteres kann auch durch die Adsorption auf Mordenit, einem Zeolith, er-
reicht werden.34"! Silikate unterstiitzen darlber hinaus auch die Phosphorylierung von Glu-
kose und Glycerin unter hydrothermalen Bedingungen.248-349 Ebenfalls forderlich wirken in

dieser Reaktion Hamatit sowie Perlit.[348]

Des Weiteren kann auch die Korrosion von Schreibersit in wassrigen Lésungen organischer

Substrate zu deren Phosphorylierung fiihren. Denkbar ist hierbei eine energetische
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Kopplung der Kondensation mit der exergonen Korrosionsreaktion.3¢ 359 VVersuchsreihen
von PASEK et al. zeigen auf diese Weise sowohl die Phosphorylierung von Nukleosiden als

auch von Glycerin und Essigséaure. 3153203501

Phosphorylierung mit reduzierten Phosphorverbindungen

Vergleichbar zur Schreibersit-Korrosion und der Hydrolyse verschiedener aktivierter Phos-
phate verlauft auch die Oxidation von Phosphonaten in Wasser exergon,!''8 33¢l sodass sich
auch diese als Phosphorylierungsreagenzien flr organische Substrate anbieten.[''® Tetra-
koordinierte Phosphonate weisen im Vergleich zu Phosphaten eine geringere negative La-
dung in unmittelbarer Nachbarschaft zum elektrophilen Phosphorzentrum auf. Aus diesem
Grund Ubertrifft die Geschwindigkeit nukleophiler Angriffe auf Phosphonate die auf héher
oxidierte Analoga.®?*% Dieser Vorteil in Kombination mit der geringen Oxidationsempfind-
lichkeit im Vergleich zu trikoordinierten Phosphiten wurde Mitte der 1980er Jahre erstmals
zur synthetischen Herstellung von Nukleotidoligomeren genutzt.?3 3513531 Neben den be-
schriebenen Reaktivitatseigenschaften ist fur die prabiotische Chemie auch die im Ver-
gleich zu Phosphaten erhdhte Léslichkeit von Phosphor(lll)-Salzen in Wasser von Bedeu-

tung, da letztere somit verflgbar fiir Umsetzungen auf der friihen Erde waren. %8 311354

Im Einklang damit steht der erfolgreiche Einsatz von Phosphor(lll)-Verbindungen in prabi-
otischen Studien wie der von SCHWARTZ et al., in der Ammoniumphosphit als Phosphory-
lierungsreagenz dient.3%% Umsetzung mit Uridin bei 60 °C lieferte binnen eines Tages 20%
des 5-Monophosphonatproduktes, wohingegen in der Reaktion mit dem entsprechenden
Phosphor(V)-Analogon auch nach langerer Reaktionszeit nahezu keine Produkte detektiert
werden konnten.B%! Im Einklang damit steht eine jiingere Studie, in der ausgehend von
Phosphonsaure (H3PO3) die Bildung von Nukleosid-, Glukose-, Cholin- und Glycerin-Mono-
phosphonaten gelang.['* Monophosphate sind in beiden Forschungsarbeiten in Abwesen-
heit eines Oxidationsmittels nicht zuganglich.['?* 3% Dar(iber hinaus konnten lediglich in
erstgenannter Studie ungeladene H-Phosphonatdiester beobachtet werden.?%! Eine mog-
liche Erklarung hierfir ist deren hohe Hydrolyseempfindlichkeit.!** 361 PEYSER et al. sahen
in dieser zudem ein Hindernis fiir Phosphonat-Verbindungen als prabiotische Vorlaufer mo-
derner Phosphat-basierter Biopolymere.%¢ H-Phosphonatdiester sind jedoch im Vergleich
zu H-Phosphonatmonoestern leicht oxidierbar, was deren Hydrolyse auf der frihen Erde
durch Uberfiihrung in die entsprechenden Phosphatdiester verhindert haben kénnte.[355-357]
Unterstltzt wird diese Hypothese durch experimentelle Studien von LONNBERG.B%83%9 |n
einer vergleichbaren Geschwindigkeit zu ihrer Hydrolyse werden H-Phosphonatdiester in
Gegenwart von elementarem Schwefel oxidativ in die entsprechenden Thiophosphat-Deri-

vate Uberfiinrt.¥58-3%° |n Reaktionen mit Thymidin konnten so bis zu Nukleotid-Pentamere

39



Kapitel 2
Kenntnisstand

mit Thiophosphatverknlipfung detektiert werden. Mdglicherweise stellt die raschere Oxida-
tion der Diester hierbei die Triebkraft der Oligomerbildung dar.®%® Nachteilig sind jedoch die
harschen Reaktionsbedingungen sowie, dass abschliellend ein zusatzlicher Desulfurie-

rungsschritt unabdingbar ist, um zu den gewiinschten Phosphaten zu gelangen.%8

2.4 Kapillarelektrophorese zur Trennung komplexer Mischungen

Produktmischungen in der prabiotischen Chemie konnen recht komplex ausfallen,['15:36% da
im Gegensatz zur klassischen Synthesechemie keine gerichtete Umsetzung erfolgt, son-
dern ausgehend von den Edukten verschiedenste Reaktionen ablaufen und Kombinationen
gebildet werden kénnen. In Zahlen ausgedriickt bedeutet dies, dass allein ausgehend von
den zwanzig proteinogenen Aminosauren 400 verschiedene Dipeptidkombinationen zu-
ganglich sind. Analog kdnnen aus den RNA- und DNA-Nukleotiden 64 verschiedene Dinuk-

leotide gebildet werden.

Da sowohl Aminosauren und Peptide als auch Nukleotide in Losung geladen vorliegen kon-
nen, bietet sich neben der chromatographischen Trennung in Form der Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC) deren kapillarelektrophoretische Trennung an.[3¢'-368 De-
ren einfachste Form, die Kapillarzonenelektrophorese (CZE: capillary zone electrophore-
sis), beruht auf unterschiedlichen elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten in
Abhangigkeit der Ladung sowie des hydrodynamischen Radius der zu analysierenden lo-
nen in einem elektrischen Feld.% Zusatzlich zur elektrophoretischen Wanderung von ge-
ladenen Verbindungen kann bei elektrophoretischen Verfahren auch immer Elektroosmose
beobachtet werden.*® Die Ublicherweise in der Kapillarelektrophorese (CE: capillary
electrophoresis) verwendeten bare fused silica (BFS)-Kapillaren weisen nach Deprotonie-
rung der Silanol-Gruppen, beispielsweise mit Natriumhydroxid-Losung, eine negativ gela-
dene Oberflache auf. Anlagerung positiv geladener lonen aus der Elektrolytlésung flhrt zur
Ausbildung einer Doppelschicht, welche unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes zur
Kathode wandert.¢8 %691 |nfolgedessen wird aufgrund der schmalen Kapillargeometrie der
gesamte Kapillarinhalt zu diesem Pol transportiert, wodurch eine Pfropfenstrdmung und so-
mit scharfe Signale resultieren (Abbildung 16).2%¢: 3¢9 Der sogenannte elektroosmotische
Fluss (EOF) bt keine Trennwirkung aus, sondern wirkt sich gleichermalien auf ungeladene
und geladene Molekile in der Kapillare aus. Die observierbare Mobilitat eines Analyten
stellt dementsprechend in Bezug auf GréRe und Richtung die Summe aus der elektropho-
retischen Mobilitat des Analyten (ue)) und der Mobilitat des EOF (ueor) dar.3%6 36° Beide
Komponenten sind vom pH-Wert des Hintergrundpuffers (BGE: background electrolyte) ab-
hangig, da dieser zum einen die Ladung der Analyten und zum anderen den Ladungszu-

stand der Kapillarwand bestimmt.[366. 369
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Abbildung 16: Der EOF bewirkt eine Pfropfenstromung in der CE-Kapillare. Abbildung in Anlehnung an ENGEL-
HARDT et al.1366]

Eine Variation der Starke und Richtung des EOF ist durch Modifikation der Kapillaroberfla-
che maoglich %3701 Gleichzeitig kann so die Adsorption von Analyten, wie beispielsweise
Peptiden, auf der Kapillaroberflache unterbunden und auf diese Weise eine Auftrennung
hoher Qualitat gewahrleistet werden.B1-373 Modifizierte Kapillaroberflachen kénnen dabei
sowohl durch dynamische als auch permanente Beschichtung mit Polymeren erhalten wer-
den.B Erfolgt die Belegung der Kapillare dabei rein durch Adsorption von Polymeren, so
wird von einer dynamischen Beschichtung gesprochen. Diese zeichnen sich vor allem
durch ihre simple Herstellung aus, erfordern jedoch in gewissen Zeitabstanden regenera-
tive Malnahmen.®’® Im Gegensatz dazu weisen permanente Beschichtungen, bei denen
die Belegung durch kovalente Bindungsknupfung erfolgt, bei geringen Instandhaltungsauf-
wand eine langere Haltbarkeit auf. Die reproduzierbare Beschichtung der Kapillaren ist je-
doch durch einen hohen Schwierigkeitsgrad gekennzeichnet.?”! Um reproduzierbare sowie
qualitativ hochwertige permanente Beschichtungen zu erreichen, ist es sinnvoll die BFS-
Kapillaren im Vorfeld mit Natriumhydroxid und Salzs&ure zu aktivieren.®% 374 Durch ab-
schlieRendes Ausheizen soll der Oberflache verbliebenes Wasser entzogen werden. 2703741
Dies vereinfacht die Aufbringung bifunktioneller Silane, wie beispielsweise 3-(Trimethoxy-
silyl)propylmethacrylat (y-MAPS),B7? die haufig den ersten Schritt in der Herstellung per-
manenter Kapillarbelegungen darstellt.?’% Wahrend lber die Silan-Einheit die Bindung an
die Kapillarwand hergestellt wird, kann die zweite funktionelle Gruppe in einer Polymerisa-
tionsreaktion mit einem Monomer zur Belegung der Kapillare fiihren.E7 Beispielsweise
kann das Uber die Methoxysilan-Gruppen an die Kapillarwand geknipfte y-MAPS an der
Doppelbindung mit Acrylamid in einer radikalischen Polymerisationsreaktion in Gegenwart
eines Persulfats und N, N, N, N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) zu linearem Polyac-
rylamid (LPA) umgesetzt werden.B’? Eine verbesserte Reproduzierbarkeit der Polymerisa-

tion erzielten DOVICHI et al. in Abwesenheit von TEMED durch thermische Initiation.7®!
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2.4.1 Kapillarelektrophorese-Massenspektrometrie Kopplung (CE-MS)

Weitverbreitet in kapillarelektrophoretischen Untersuchungen ist die on-column Detektion
der Analyte durch UV-Absorption, Fluoreszenz- aber auch Leitfahigkeitsmessungen. 366 369
Fir eine sichere Zuordnung der Signale sind jedoch Referenzsubstanzen erforderlich, was
mit Hinblick auf die komplexen Produktspektren in der prabiotischen Chemie nicht oder nur
in Verbindung mit erheblichem Aufwand mdglich ist. Aus diesem Grund sind Trennverfah-
ren mit gekoppelter hochauflésender (HR: high resolution) massenspektrometrischer De-

tektion von groRRer Bedeutung fir die Erforschung chemischer Prozesse auf der frihen
Erde_[115—116, 362, 365]

Die grolie Herausforderung bei der Kopplung von CE und Elektrospray-lonisations-Mas-
senspektrometrie (ESI-MS) ist die Handhabung zweier elektrischer Kreislaufe am CE-Out-
let, an dem die Analytlésung die Kapillare verlasst. An diesem muss nicht nur der elektri-
sche Kreislauf der CE-Trennung vervollstandigt werden, sondern gleichzeitig auch der Be-
trieb des Elektrosprays durch einen entsprechenden elektrischen Kontakt sichergestellt
werden.B’¢-3771 Erschwerend kommt hinzu, dass beide Kreislaufe sich beziiglich der Gro-
Renordnung, und je nach Experiment, auch in der Richtung der Spannung unterschei-

den. 78

Ansatze zur Bewerkstelligung der Kopplung von CE und ESI-MS kénnen entsprechend der
gewahlten LoOsungsstrategie in zwei Kategorien eingeteilt werden: Sheath-flow- und
sheathless-Interfaces. Haufigste Ausfihrungsvariante des erstgenannten ist das koaxiale
sheath-flow-Interface, welches als sehr robust gilt und bereits kommerzialisiert wurde.’¢-
381l Eine koaxial zur Trennkapillare stromende Flussigkeit — das sogenannte sheath-liquid
(SL) - gewahrleistet den elektrischen Kontakt zwischen der Elektrolytflissigkeit und dem
Elektrospray-Emitter, der gleichzeitig als CE-Elektrode fungiert.76-377. 3821 Weiterer Vorteil
des sheath-flow-Setups ist die Loslésung der Spray-Eigenschaften von der Beschaffenheit
des BGE sowie des EOF .76 381-382] Dje Beschaffenheit des Sprays wird in diesem Aufbau
durch das SL bestimmt.’®! Nachteilig hingegen ist der mit der Verdinnung durch das SL
einhergehende Sensitivitatsverlust sowie die Peakverbreiterung in Folge der am Kapilla-

rende auftretenden Sogwirkung.[376-37]

Sheathless-Interfaces hingegen zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat aus, da auf ein
verdiinnend wirkendes SL verzichtet wird.*®2! Um auch in Abwesenheit eines solchen einen
konstanten elektrischen Kontakt zu gewahrleisten, wurden vielfaltige Strategien, wie bei-
spielsweise die Applikation metallischer Trennkapillarentiberzuige,*®® die Verwendung po-

roser Kapillarenspitzen oder das Einfiihren eines Golddrahtes in die Trennkapillare,[384-38°]
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erprobt. Von Nachteil bleibt jedoch die hohe Komplexitat sowie geringe Reproduzierbarkeit

der Herstellungsprozesse.#?

Tandem-Massenspektrometrie von Peptiden und Nukleotiden

Eine unkomplizierte Analysemdglichkeit der Primarsequenz von Peptiden und Proteinen
bietet die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS).*8! Ohne vorherige Aufreinigung der
Proben kann anhand charakteristischer Fragmente die Aminosaureabfolge bestimmt wer-
den.B®I Die Identifikation unbekannter Polymere kann dabei durch Datenbankabgleich der
detektierten Fragmente erleichtert werden.® Die Benennung der Fragmente geht auf Ro-
EPSTORFF zuriick: N-terminale Fragmente werden je nach Bruchstelle mit a, b oder c be-
zeichnet. C-terminale Bruchstiicke heilRen analogerweise x-, y- oder z-Fragment.®¥"! Die
tiefgestellte Zahl gibt zudem Auskunft Gber die Aminosaureanzahl des Fragmentes (Abbil-

dung 17).871 Auch mdglich ist die Abspaltung von Wasser, Ammoniak und Seitenketten. 3]

X3 Y3 Z3 Xo Yo Zo Xq Yq Z4 W2 Xz Y2 Zp Wq Xq Y1 Z4

A A A A

| | | | | | | | | B1: : : : : : : :
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2 .\n/. Pl u\n/u i o :O:P:'O: ,
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Abbildung 17: Nomenklatur der Peptid-Fragmente nach ROEPSTORFF et al. und der Nukleotid-Fragmente nach
McLUCKEY et al.[387. 389

Im Vergleich zu Peptiden weisen Nukleotide mehr potenzielle Bruchstellen pro monomerer
Einheit auf,®87 381 was zu komplexen Spektren flihrt.3%0-3%1 Zysatzlich ist auch die Abspal-
tung einzelner oder mehrerer Basen mdglich.*®% Ahnlich zur Peptidnomenklatur werden
5’0OH-terminale Fragmente mit a, b, ¢ oder d benannt. 3’OH-terminale Fragmente heifl3en
hingegen w, x, y oder z. Die Basenanzahl gezahlt vom jeweiligen Terminus aus wird durch

die tiefgestellte Zahl angegeben.8]
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Eine Vielzahl essenzieller Biomolekile, wie Peptide oder Organophosphate, stellen Kon-
densationsprodukte dar. Bedingt durch den Reaktionstyp ist deren Entstehung in Wasser
jedoch thermodynamisch unvorteilhaft. Zusatzlich kénnen zwitterionisch vorliegende Ami-
nosauren sowie elektrophile Zentren mit benachbarter negativer Ladung die Umsetzungen
kinetisch beeintrachtigen. Mit diesen Hurden sind im prabiotischen Kontext diskutierte Re-
aktionspfade konfrontiert. Aus diesem Anlass sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
prabiotisch plausible Syntheserouten in flissigem Schwefeldioxid als alternativem Reakti-
onsmedium entwickelt und untersucht werden. In Folge vulkanischer Aktivitat war Schwe-
feldioxid auf der friihen Erde vorhanden und bereits ein geringfiigig erhdhter Atmospharen-
druck, wie er auch fur die friihe Erde diskutiert wird, ist ausreichend damit es in flissiger

Form vorliegt.

Bei der Erforschung moglicher prabiotischer Reaktionsrouten stellen Robustheit, Verflg-
barkeit der Ausgangsstoffe sowie kurze Reaktionssequenzen wesentliche Kriterien dar. In
diesem Zusammenhang sollen im ersten Teil dieser Arbeit Peptidbildungsreaktionen in flis-
sigem Schwefeldioxid untersucht werden. Zunachst soll die Robustheit einer Kupfer-vermit-
telten Peptidbildungsreaktion anhand einer Variation verschiedener Reaktionsparameter
quantifiziert werden. Motiviert durch die geringe Verfligbarkeit von Kupfer soll anschlielRend
ein Eisen-basierter Reaktionspfad zu Peptiden in flissigem Schwefeldioxid entwickelt wer-
den. Hierbei sollen reduzierte Eisenverbindungen, welche unter anoxischen Bedingungen
mit Eisen(lll)-Spezies auf der friihen Erde koexistierten, als Ausgangsmaterialen verwendet
werden. Neben der Robustheit des Reaktionspfades soll auch die Vereinbarkeit der Syn-
theseroute mit einem prabiotisch plausiblen komplexeren Szenario untersucht werden. Ab-
schliel3end soll die prabiotische Plausibilitat beider Metall-vermittelter Aminosaurekupplun-
gen anhand des Einsatzes von Mineralien, welche dem Hadaikum zugeordnet werden kon-

nen, evaluiert werden.

Im zweiten Teil soll das prabiotische Szenario von fliissigem Schwefeldioxid als Reaktions-
medium fur Phosphorylierungsreaktionen bewertet werden. Hierbei soll Phosphonsaure,
deren Existenz unter anderem in Folge der Korrosion meteoritischen Schreibersits plausibel
ist, als Phosphorylierungsreagenz dienen, um kinetischer Inhibition, wie sie beim Einsatz
von Phosphorelektrophilen mit hoher benachbarter negativer Ladung beobachtet wird, vor-
zubeugen. Mit Adenosin als Modellsubstrat soll erprobt werden, ob mithilfe der Oxidations-
kraft des Lésungsmittels separate Schritte zur Bildung von Organophosphaten verzichtbar
sind. Ausgehend davon sollen mdgliche Produktpfade der Syntheseroute identifiziert und
untersucht werden. Abschlielend soll sowohl die Vereinbarkeit mit weiteren biochemisch
relevanten Substraten sowie auch die Anwendung in einem prabiotisch plausiblen, komple-

xeren Szenario getestet werden.
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4.1 Metall-vermittelte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid

Die Ergebnisse zur Kupfer-vermittelten Peptidbildung wurden in F. Sauer, M. Haas, C. Sy-
dow et al.,, Nat. Commun. 2021, 12, 7182, https://www.nature.com/articles/s41467-021-
27527-7 veroffentlicht.®%? Die Darstellung der adaptierten und Ubersetzten Abbildungen
und Tabellen ist durch die Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY,
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ gestattet. Die Ergebnisse zur Eisen-vermittel-
ten Peptidbildung wurden in C. Sydow et al., ChemSystemsChem 2022, €202200034,
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/syst.202200034 veroffent-
licht.®%! Die Darstellung der adaptierten und Ubersetzten Abbildungen und Tabellen erfolgt
mit der Erlaubnis des Wiley-Verlags (Creative Commons Attribution 4.0 International Li-
cense CC BY-NC, https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/). Die Methode zur ka-
pillarelektrophoretischen Auftrennung von Aminosauren und Peptiden wurde von DR. MA-
REN HAAS und DR. FABIAN SAUER optimiert.[294-3%

4.1.1 Kupfer-vermittelte Peptidbildung

In Anlehnung an die SIPF-Reaktion nach RODE et al. wurde in der Arbeitsgruppe TRAPP
von DR. MAREN HAAS ein Kupfer-vermittelter Reaktionspfad zu Peptiden in flissigem
Schwefeldioxid entwickelt (Abbildung 18).2%% 394 Wahrend in der SIPF-Reaktion hohe Na-
triumchloridkonzentrationen dehydratisierend wirken,!?2! (ibt in letztgenanntem Ansatz das
hygroskopische Lésungsmittel einen wasserentziehenden Effekt aus.* Somit kann auf
hohe Natriumchloridkonzentrationen verzichtet werden. Diese hemmen die Reaktion so-
gar.B% In Gegenwart von Harnstoff konnte auf diese Weise bei Raumtemperatur mit &qui-
molaren Mengen von Glycin, L-Alanin und Kupfer(ll)chlorid (je 400 mm) bereits nach einem
Tag die Bildung von Dipeptiden beobachtet werden. Eine Reaktionsdauer von sieben Ta-

gen war ausreichend, um mithilfe von CE-ESI-MS-Messungen Tripeptidspuren zu detektie-

ren.[3%4
O CUC|2 R O
o] \HJ\ Harnstoff HQJ\
+
HN JJ\OH OH "R s0, H2N)\ff : Of
NH> 1-21d O R

R=CHj H

Abbildung 18: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation in flissigem Schwefeldioxid.

Die bisherigen Untersuchungen sind jedoch rein qualitativer Natur. In der vorliegenden Ar-

beit wurden die Ergebnisse dieses Modellsystems quantifiziert, um die Robustheit der

51



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

Reaktion besser bewerten zu kdnnen. Eine weitergehende Betrachtung der prabiotischen

Plausibilitat erfolgte durch die Substitution des Kupfersalzes mit einem Kupfermineral.

Da sich die CE flr die Trennung geladener Analyte anbietet, erfolgte die Quantifizierung
der Peptide mithilfe dieser Analysetechnik. Die Analyse wurde auf einer unbehandelten
BFS-Kapillare mit Essigsaure (2 M) als BGE durchgefiihrt. Glycin, L-Alanin sowie die aus
ihnen aufgebauten Di- und Tripeptide liegen somit wahrend der Auftrennung als Kationen
vor, was bei einer positiven Trennspannung kurze Messzeiten garantiert. Da weder die
Analyte noch der BGE UV-aktiv sind, wurde die Leitfahigkeit der Analytldsung gemessen,
um die Reaktionskomponenten zu detektieren. Die Analyse einer Testmischung bestehend
aus Glycin, L-Alanin, Glycylgylcin (Gz), Alanylglycin (AG), Glycylalanin (GA), Glycylglyclgly-
cin (Gs) und Alanylglycylgylcin (AG2) zeigt, dass die Dipeptide mit Ausnahme der gemisch-
ten Verbindungen getrennt werden konnten (Abbildung 19). A2 und Gz kénnen so zwar nur
angetrennt werden, dies ist jedoch nicht von Nachteil fur die Quantifizierung, da die Kon-
zentration der gebildeten Tripeptide zu gering war, um diese mithilfe des Leitfahigkeitsde-

tektors zu erfassen. Somit ist auch die Uberlappung von Gz und Glycin nicht hinderlich.

0.288
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Abbildung 19: Elektropherogramm einer Mischung von Glycin, L-Alanin, G2, AG, GA, A2, Gz und AG: (je
100 pm). Die Auftrennung erfolgte auf einer BFS-Kapillare (80 cm, 30 kV, 2 m AcOH (pH 2.0), 25 °C).

Die Aminosaurekondensationen in flissigem Schwefeldioxid wurden in Druckapparaturen
durchgefiihrt (Abbildung 51). Die Reaktandmischungen wurden zunachst in die Edelstahl-
apparaturen eingebracht bevor im Anschluss an Evakuieren und Fluten mit Stickstoff,
Schwefeldioxid einkondensiert wurde. Die Reaktionsmischungen wurden nach Ablauf der
Reaktionszeit im Vakuum getrocknet und als Feststoff bei —18 °C gelagert. Vor der Analyse
der Proben wurde der Feststoff in Wasser aufgenommen und mit einem internen Standard
versetzt, um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu Uberwachen. Hierflir wurde 4-Hy-
droxyprolin (4-HP) ausgewahlt, da dieses wesentlich langsamer als die zu analysierenden

Spezies migriert und somit die Messung nicht beeintrachtigt. Gleichzeitig zeigt die Verbin-
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dung groRe strukturelle Ahnlichkeit zu den Analyten und sollte deshalb mit diesen vergleich-
bar sein. Die Probe wurde dabei auf eine Konzentration von 10 mM in Bezug auf die ur-
springliche Konzentration einer Aminosaure verdinnt. Reproduzierbare 4-HP-Peakflachen
sowie Peakflachenverhaltnisse von Analyt zu 4-HP zeigen die Stabilitat der Auftrennungen
(Abbildung 53-55, Tabelle 8-21 ab s. 118). Die Auftragung dieses Verhaltnisses gegen die
Analytkonzentration zeigt ein lineares Verhalten und die Bestimmung der Dipeptidkonzen-
trationen in den Proben ist anhand von Eichgeraden moglich. Die minimal quantifizierbare
Konzentration der einzelnen Dipeptidprodukte betrug dabei 7.5 uM. In Abbildung 20 ist bei-

spielhaft die Auftrennung einer Probenmischung gezeigt.
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Abbildung 20: Elektropherogramm der Reaktion von Glycin, L-Alanin, CuCl2 und Harnstoff (je 400 mm) in flis-
sigem Schwefeldioxid fir 21 d bei Raumtemperatur. Die Auftrennung erfolgte auf einer BFS-Kapillare mit 4-HP
(100 um) als internem Standard (80 cm, 30 kV, 2 m AcOH (pH 2.0), 25 °C).

Bereits nach einem Tag liegen quantifizierbare Dipeptidausbeuten vor (Abbildung 21).
Diese steigen mit zunehmender Reaktionsdauer an. Lediglich die G2-Ausbeute nimmt ab
einer Reaktionsdauer von drei Tagen einen nahezu konstanten Wert ein. Einen mdglichen
Grund hierflr kdnnte dessen rascher Einbau in Tripeptide darstellen, die nach sieben Tagen

mithilfe sensitiverer sheath flow CE-ESI-MS-Analysen detektiert werden konnten.3%4
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Abbildung 21: Von der Reaktionszeit abhangige Dipeptidausbeuten der Reaktion von Glycin, L-Alanin, CuCl2
und Harnstoff (je 400 mm). In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten
Isomere. Als Fehler ist die Standardabweichung aus zwei CE-Messungen abgebildet.

Aus prabiotischer Sicht ist es zudem wichtig, dass Reaktionen auch bei zunehmender Ver-
dinnung verlasslich ablaufen, da viele der Reaktionsorte, die flir den Ursprung des Lebens
in Erwagung gezogen werden, keine groReren Reaktandvorkommen aufweisen. Die Be-
stimmung der Dipeptidausbeuten einer Versuchsreihe mit unterschiedlichen Reaktandkon-
zentrationen zeigt, dass bereits mit niedrigen Ausgangskonzentrationen quantifizierbare
Dipeptidkonzentrationen gebildet werden (Abbildung 22). Wahrend die Ausbeute der ge-
mischten Dipeptide Uber den getesteten Konzentrationsbereich konstant bleibt, bricht die
G2-Ausbeute bei Reaktandkonzentrationen von 50 mM gegentiber 100 mM ein. Dementge-

gen kdnnen ausgehend von geringsten Reaktandkonzentrationen maximale Ax-Ausbeuten

erhalten werden.
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Abbildung 22: Von den Reaktandkonzentrationen abhangige Dipeptidausbeuten der Reaktion von dquimola-
ren Mengen Glycin, L-Alanin, CuClz2 und Harnstoff nach 7 d. In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich
auf die Gesamtheit der gebildeten Isomere. Als Fehler ist die Standardabweichung aus zwei CE-Messungen
abgebildet.

Anstelle des zur Erprobung des Reaktionspfades in flissigem Schwefeldioxid verwendeten
synthetischen Kupfer(ll)chlorids missen auf der frihen Erde Mineralien die Rolle des Ver-
mittlers eingenommen haben. Um die prabiotische Kompatibilitat der Reaktion weiter zu
untersuchen, wurde Kupfer(ll)chlorid durch Covellin (CuS) ersetzt. HAZEN ordnet dieses als
Mineral des Hadaikums ein und geht von einem hydrothermalen Ursprung aus.®! Bevor das
Mineral in der Peptidbildungsreaktion zum Einsatz kam, wurde zunachst dessen Zusam-
mensetzung bestimmt, die Ergebnisse sind in Tabelle 7 auf s. 117 abgebildet. Die Reakti-
onsmischung der Umsetzung von Glycin und L-Alanin mit dem Mineral in Gegenwart von
Harnstoff zeigte nach kapillarelektrophoretischer Auftrennung keine Produkte bei der Ana-

lyse mit dem Leitfahigkeitsdetektor.

Um festzustellen, ob die Reaktion tatsachlich nicht ablauft oder ob die Dipeptidkonzentra-
tion lediglich zu gering ist flr die Analyse mit dem Leitfahigkeitsdetektor, wurde die Probe
im Anschluss an die kapillarelektrophoretische Auftrennung mithilfe eines sheath flow CE-
ESI-MS-Interfaces massenspektrometrisch analysiert.% Stabile Messungen konnten mit-
hilfe eines SL-Flusses von 3 uL/min erzielt werden. Das SL bestand dabei aus Isopropanol
(-PrOH) und Wasser, versetzt mit geringen Mengen Ameisensaure (1:1 + 0.05% v/v) und
konnte zusammen mit dem CE-Eluent durch Anlegen einer Spannung von 3.2 kV am Edel-
stahlemitter verspriht werden. Im Gegensatz zu den vorherigen CE-Messungen wurde an-
stelle einer BFS-Kapillare eine LPA-beschichtete Kapillare verwendet. Vorangehende Ar-

beiten veranschaulichen, dass diese insbesondere in Hinblick auf langsam migrierende

55



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

Komponenten grélRerer Aminosauremischungen, die im weiteren Verlauf dieser Arbeit un-
tersucht werden, eine bessere Trennleistung aufweisen.3%+3%1 Ursachlich hierfur ist vermut-
lich die durch die Beschichtung verringerte Interaktion der Analyte mit der Kapillarwand.B""-
373 Die beschriebene Quantifizierung wurde nicht auf LPA-Kapillaren durchgefiihrt, da die
erforderlichen hohen Probenkonzentrationen deren Lebensdauer auf sehr wenige Messun-
gen verkurzten. Der Einsatz von LPA-Kapillaren in den Messungen mit massenspektrome-
trischer Analyse ist hingegen aufgrund der grofReren Sensitivitat der Detektionsmethode
und den damit verbundenen geringeren Probenkonzentrationen praktikabel. Fir die im Ver-
gleich zu anderen Aminosauren rasch migrierenden Komponenten der oben beschriebenen
Testmischung konnten auf BFS- und mit LPA belegten Kapillaren &hnliche Ergebnisse er-
zielt werden (Abbildung 23).

0.289 4

; G,
0.288

Leitfahigkeit (a.u.)

Migrationszeit (min)

Abbildung 23: Elektropherogramm einer Mischung von Glycin, L-Alanin, Gz, A2, Gz und AGz2 (je 100 um). Die
Auftrennung erfolgte auf einer nach DovicHI et al. mit LPA belegten Kapillare (80 cm, 30 kV, 2 M AcOH (pH 2.0),
25 °C, 30 mbar).

Um zeitlich angemessene Auftrennungen auf der belegten Kapillare mit unterdriicktem EOF
zu realisieren, wurden diese druckassistiert durchgeflhrt. Nach dem Belegen der Kapillaren
wurde deren Trennleistung mit einer Mischung der 20 proteinogenen Aminosauren getes-
tet. Abbildung 56 auf s. 124 zeigt beispielhaft eine solche Auftrennung. Vor der CE-ESI-
MS-Messung wurde die Probe der Covellin-vermittelten Reaktion auf eine Konzentration
von 5 mM bezogen auf die anfangliche Konzentration einer Aminosaure verdiunnt. Um das
Massenspektrometer nicht mit Metallionen zu kontaminieren, wurde die Elution der Kup-
fer(ll)-lonen (tmig ~ 7 min) abgewartet bevor die Sprayspannung am Emitter angelegt und
die massenspektrometrische Detektion gestartet wurde. Nach sieben Tagen waren HR-MS-
Signale samtlicher moglichen Dipeptidkombinationen beobachtbar. Die gemischten Dipep-
tide konnten zwar nicht kapillarelektrophoretisch aufgetrennt werden, jedoch gibt ein
MS/MS-Spektrum Hinweise darauf, dass beide Isomere entstanden sind (Abbildung 24).

Zu erkennen sind jeweils die yi-Fragmente von AG (grin) und von GA (blau). Zusatzlich
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konnten m/z Werte detektiert werden, die isomeren Fragmenten beider Dipeptidsequenzen

zugeordnet werden kdnnen (grau).

R = CHg, H v o
1,02 90.0554 -
R'#R H3N7)LOH
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|L\ N ,J\
7Y OH
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"
111.0441
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Abbildung 24: MS/MS-Spektrum des Signals der gemischten Dipeptidprodukte (m/z = 147.0764) der Covellin-
vermittelten (Aminosauren/Mineral-Verhaltnis: 20.9 mmol/g) Reaktion von Glycin und L-Alanin in Gegenwart von
Harnstoff (je 400 mm) nach sieben Tagen. AG Fragmentionen: griin, GA Fragmentionen: blau, m/z Werte, die
isomeren Fragmenten beider Sequenzen zuordenbar sind: grau. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte
bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.

Die mithilfe massenspektrometrischer Experimente nachgewiesene Bildung jeder mdgli-
chen Dipeptidkombination in Gegenwart des prabiotisch plausiblen Minerals Covellin unter-
streicht die prabiotische Plausibilitdt des Reaktionspfades. Eine vulkanische Umgebung ist
dementsprechend prinzipiell denkbar fur Peptidbildungen auf der frithen Erde. Dartber hin-
aus zeigt die Quantifizierung der Dipeptidausbeutden, dass es sich bei der Kupfer-vermit-
telten Aminosaurekondensation in fliissigem Schwefeldioxid um eine robuste Reaktion han-
delt.
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4.1.2 Eisen-vermittelte Peptidbildung

Ein wichtiges Kriterium flr Syntheserouten im prabiotischen Kontext stellt die Verfugbarkeit
der Reaktanden auf der frilhen Erde dar. Die prabiotische Plausibilitdt der beschriebenen
Kupfer-vermittelten Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid ist somit durch das geringe
Kupfervorkommen auf der frihen Erde limitiert.l®] Eisen hingegen war mit einer geschatzten
durchschnittlichen Haufigkeit von 41000 ppm in der Erdkruste eines der am meisten vertre-
tenen Elemente auf der friihen Erde.® Wird von einer anoxischen Atmosphare im Hadaikum
ausgegangen,*® 2% 59 go kénnten sowohl Eisen(lll)- als auch reduzierte Eisenverbindun-
gen, wie elementares Eisen und Eisen(ll)-Mineralien, vorgelegen haben.! 66-67.2701 5o geht
HAZEN davon aus, dass im Hadaikum neben elementarem Eisen diverse Eisen(ll)- und Ei-
sen(lll)-Mineralien, wie beispielsweise Pyrit und Markasit (FeS2), Chromit (FeCr.O4), Wustit
(FeO), Childrenit (FeAIPO4(OH), x H-0), Magnetit, Hamatit und Goethit zur Verfligung stan-
den.BBl Abweichend von diesen Studien finden sich in der Literatur vor allem Eisen(lll)-ba-
sierte Peptidbildungen. Diese erfordern hohe Reaktionstemperaturen und haufig wurden
DKPs als Nebenprodukte beobachtet.i205 262. 275-278] Eisen(ll)-Verbindungen wurden hinge-
gen lediglich in COS-basierten Aminosaurekupplungen als Additiv bzw. in Peptidbildungs-
reaktionen mit Kohlenstoffmonoxid und Schwefelwasserstoff als Oberflachenmaterial ein-
gesetzt.?19-2201 |n der vorliegenden Arbeit wurde deshalb ein Eisen-vermittelter Synthese-
pfad zu Peptiden ausgearbeitet, der reduzierte Eisenverbindungen als Intermediate bertick-
sichtigt. Da flissiges Schwefeldioxid sich bereits in der Kupfer-vermittelten Peptidsynthese
als geeignetes Losungsmittel erwies und es Umsetzungen bei milden Reaktionstemperatu-
ren ermdglicht, wurde auch die Eisen-vermittelte Aminosdurekondensation in diesem Re-

aktionsmedium untersucht.

Modellsystem aus Glycin und L-Alanin

Da aufgrund der fur das Hadaikum diskutierten anoxischen Atmosphére bereits die Existenz
elementaren Eisens plausibel ist,’® 66 270 wurden zur Peptidbildung zunachst Eisenpulver
und Aminosauren mit Essigsaure inkubiert. Letztere kann auf der frGhen Erde durch Koh-
lenstoffdioxid-Reduktion auf Eisenoberflachen oder photochemisch mit Hydrogensulfit als
Elektronendonor entstehen.[12%: 182.234.397] Aysschlaggebend fiir den Zusatz von Essigséaure
war der Ansatz, dass diese die Korrosion des elementaren Eisens zu Eisen(ll)-Spezies be-
schleunigt,®%! welche dann ahnlich zu den Kupfer(ll)-Spezies in der SIPF-Reaktion als In-
termediate agieren kénnten.?°2-2531 |m Anschluss an die Inkubation wurde die Reaktionsmi-
schung bei Raumtemperatur fir mehrere Tage in flissigem Schwefeldioxid gerihrt (Abbil-
dung 25). Die Reaktion wurde zunachst anhand eines einfachen Modellsystems bestehend

aus Glycin und L-Alanin getestet, optimiert und untersucht bevor deren Kompatibilitat mit
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allen proteinogenen Aminosauren erprobt wurde. Umsetzung der Aminosauren (je 400 mm,
insgesamt 1.00 Aq.) mit Eisenpulver (0.50 Aq.) und Essigsaure (0.05 Aq.) lieferte nach sie-
ben Tagen Spuren von Gy, die jedoch zu gering fur eine Quantifizierung mithilfe des Leitfa-

higkeitsdetektors waren und nur massenspektrometrisch detektiert werden konnten.

Fe-Pulver
) (Harnstoff) H\)J\
N
+
HzNJJ\OH %OH RT, SO, HZN/kff - O
NH; 1-29d O R

R =CHa, H

Abbildung 25: Eisen-vermittelte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid.

Im Folgenden wurde der Einfluss von Harnstoff untersucht, um die Peptidbildung zu opti-
mieren. Dessen Existenz auf der frihen Erde gilt als gesichert und als Additiv begunstigt
dieser nicht nur Phosphorylierungsreaktionen,’® 19 331 sondern unterstiitzt auch die Kup-
fer-vermittelte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid.®** Welcher Mechanismus dem
positiven Effekt in beiden Kondensationsreaktionen zugrunde liegt, ist ungeklart. Jedoch
sind fir Phosphorylierungsreaktionen, die bei erhdhter Temperatur durchgefiihrt wurden,
aktive Intermediate, wie Phosphoramidate oder Carbamoylphosphate,'® 112l sowie die
Hydrolyse von Harnstoff im Gesprach.['"® Dariiber hinaus ist bekannt, dass Harnstoff die
Ldslichkeit von Peptiden in wassriger Losung verbessert und Proteine denaturiert, wobei

innerhalb der ersten Hydrathille Dehydratisierung auftritt.2%

Variation der Harnstoffkonzentration

2.5
0Aq.
. B 0.25 Aqg.
S 2.0 1 B 0.50 Aq.
>
=
=
x 1.5 4
o
C
=
3
5 10
s
Q
E
T
3 0.5 1
o

(‘9‘1, @ ?a 0"3 D
\g \\9

Abbildung 26: CE-MS-Peakflachen der Peptidprodukte ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver (0.50 Aq.) und Essigséaure (0.05 Ag.) nach 7 d in Abhangigkeit der Harnstoffkonzentra-
tion. In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten isomeren Sequenzen.
Als Fehler ist die Standardabweichung aus drei CE-MS-Messungen abgebildet.

59



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

Die oben beschriebene Reaktionsmischung wurde um 0.25 Aq. Harnstoff erganzt. Infolge-
dessen konnte eine VergréRerung der Produktpalette beobachtet werden: neben G, wur-
den auch (AG)? und Spuren von A; detektiert. Allerdings waren die entstandenen Dipeptid-
konzentrationen immer noch nicht ausreichend, um die Ausbeute der Produkte zu quantifi-
zieren (wie auch bei der Kupfer-vermittelten Peptidbildung betragt die minimal quantifizier-
bare Konzentration der einzelnen Dipeptide 7.5 uMm). Neben der erweiterten Produktpalette
zeigen die G,-Peakflachen der Analyse via CE-MS in Abbildung 26, dass auch die Gz-Kon-

zentration in Gegenwart von Harnstoff zugenommen hat.

Wird die Harnstoffkonzentration weiter erhéht auf 0.50 Aqg., so nehmen die Dipeptidkon-
zentrationen weiter zu. Die G2- (0.5%) sowie die (AG)- (0.1%) Ausbeuten konnten bestimmt
werden. DarlUber hinaus konnten anhand MS/MS-Analyse sowohl AG als auch GA nachge-
wiesen werden (Tabelle 39, s. 135). Die Quantifizierung von A, war, wie auch in den fol-
genden Reaktionen Uber ein bis sieben Tage, nicht moglich. Vergleich der A-Peakflachen
zeigt jedoch eine Zunahme des Produktes mit zunehmenden Harnstoffaquivalenten. Eine
Abschatzung der A>-Ausbeute durch Vergleich der entsprechenden Peakflache mit denen
der anderen Dipeptide ist aufgrund der unterschiedlichen lonisationswahrscheinlichkeiten

jedoch nicht méglich.

Zusatzlich zur Zunahme der Dipeptidkonzentrationen konnte in Gegenwart von 0.50 Aq.
Harnstoff auch die Bildung von Tripeptiden beobachtet werden. Das MS/MS-Spektrum des
gemischten Tripeptids (AG>) lieferte charakteristische Signale flir das Isomer mit der Se-

quenz G2A (Abbildung 27, griin dargestellt).

Darlber hinaus konnten, wie bereits auch im Fall von (AG), m/z Werte detektiert werden,
die isomeren Fragmenten verschiedener Sequenzen zuordenbar sind. Die grau markierten
Fragmente az, x1, b2 und y1 kdnnen sowohl auf AG; als auch auf GAG, nicht aber auf G,A
zurtickgeflhrt werden. Somit muss zumindest eines der beiden Tripeptide mit C-terminaler

Glycineinheit vorliegen.

Als Ursache fur die Begunstigung der Eisen-vermittelten Peptidbildung innerhalb des ge-
testeten Reaktionszeitraums sollte der Zerfall von Harnstoff keine Rolle spielen, da dieser
bei 25 °C mit einer Halbwertszeit von 40 a sehr langsam vonstattengeht.[* Im Hadaikum
hingegen standen weitaus groRRere Zeitspannen fur prabiotische Umsetzungen zur Verfu-
gung, sodass der Zerfall von Harnstoff bei mit Raumtemperatur vergleichbaren Umge-
bungstemperaturen in Hinblick auf die frihe Erde durchaus einen Einfluss gehabt haben

konnte.

2 In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten Sequenzisomere.
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Abbildung 27: MS/MS-Spektrum des Signals der (AG2) Tripeptide (m/z = 204.0979) ausgehend von Glycin, L-
Alanin (je 400 mwm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Aq.) und Essigséure (0.05 Aq.) nach
7 d. G2A Fragmentionen: griin, m/z Werte, die isomeren Strukturen verschiedener Sequenzen zuordenbar sind:
grau. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.

Des Weiteren ist eine Aussage Uber die Bildung von Harnstoffaddukten als aktive Interme-
diate der begunstigten Peptidbildungsreaktion nur bedingt moglich, da Massenspektren
aufgrund eines durch das SL erzeugten intensiven Signal bei m/z 121.1223
([2 i-PrOH + H]") aus Sensitivitatsgrinden in einem Massenbereich von m/z 129-750 bzw.
m/z 122-750 aufgezeichnet wurden. Harnstoffaddukte der Aminosauren mit m/z < 122
konnten deshalb nicht untersucht werden. Auch ist es unklar, ob die aktiven Intermediate
unter den gewahlten Reaktionsbedingungen ausreichend stabil sind, um detektiert werden
zu kénnen. Harnstoffderivate der Peptidprodukte mit m/z > 122 konnten nach einer Reakti-
onszeit von sieben Tagen nicht detektiert werden. Die Bildung von Harnstoffaddukten er-
scheint somit zwar unwahrscheinlich, kann aber aufgrund der aufgeflihrten Argumente nicht
vollends ausgeschlossen werden. Zuletzt missen auch die oben beschriebenen physiko-
chemischen Eigenschaften von Harnstoff als Ursache fiir dessen positiven Effekt in Erwa-

gung gezogen werden.

Da in Gegenwart von 0.50 Aq. Harnstoff die besten Ergebnisse erzielt wurden, wurden die

anderen Reaktionsparameter unter diesen Bedingungen variiert und untersucht.

Zunachst wurden die Auswirkungen verschiedener Essigsaurekonzentrationen auf die Pro-
duktbildung untersucht. Bereits in Abwesenheit von Essigsaure konnte die Bildung der
Dipeptide G2, GA und A, nach sieben Tagen beobachtet werden (Abbildung 28a). Dies ist
vor allem im prabiotischen Kontext interessant, da vermutet wird, dass Umsetzungen auf

der frihen Erde haufig durch geringe verfligbare Reaktandkonzentrationen limitiert waren.
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Mit Ausnahme von A; zeigt der Vergleich der Peakflachen eines ausgewahlten Produktes
bei unterschiedlichen Essigsaurekonzentrationen maximale Produktkonzentrationen in An-
wesenheit von 0.05 Aq. Essigséure. Damit im Einklang stehen die erzielten G,- und (AG)-
Ausbeuten (Abbildung 28b).

Variation der Essigsaurekonzentration
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Abbildung 28: CE-MS-Peakflachen der Peptidprodukte (a) und Dipeptidausbeuten (b) ausgehend von Glycin,
L-Alanin (je 400 mwm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver und Harnstoff (je 0.50 Aqg.) nach 7 d in Abhéngigkeit der
Essigsaurekonzentration. In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten
isomeren Sequenzen. Als Fehler der CE-MS-Peakflachen ist die Standardabweichung aus drei, als Fehler der
Ausbeuten die Standardabweichung aus zwei Messungen abgebildet.

Di- und Tripeptidsequenzen, die anhand von Fragmenten eindeutig zugeordnet werden
konnten, sind in Tabelle 39 auf s. 135 aufgefiinrt. Ausgehend von 0.25 Aq. Essigsaure
konnten zusatzlich Fragmente (a2, bz, y1), die fiir beide Sequenzen, AG, und GAG, charak-
teristisch sind, detektiert werden. Eine Unterscheidung der beiden Sequenzen war jedoch
nicht méglich. Dieselben charakteristischen Fragmente der Peptide mit C-terminaler Glyci-
neinheit konnten auch mit 0.50 Aq. Essigsaure beobachtet werden. Anhand seines y.-Frag-

ments konnte AG; eindeutig identifiziert werden.

Die Untersuchung der Reaktion hinsichtlich der Eisenaquivalente zeigte hingegen, dass bei
hoheren Eisenkonzentrationen vermehrte Peptidbildung eintritt (Abbildung 29). Nichtsdes-

totrotz konnten bereits ab 0.05 Aq. Eisenpulver Tripeptidspuren beobachtet werden.

Des Weiteren lieferte die Reaktion ausgehend von 0.05 Aq. Eisenpulver 0.3% G, und 0.1%
(AG) (Abbildung 30). Erstaunlich ist aulRerdem, dass sogar in Abwesenheit von Eisenpulver

Spuren von G detektiert, werden konnten.
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Variation der Eisenkonzentration
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Abbildung 29: CE-MS-Peakflachen der Peptidprodukte ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aq.) und Essigséure (0.05 Aq.) nach 7 d in Abhangigkeit der Eisenkonzentration. In
Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten isomeren Sequenzen. Als
Fehler ist die Standardabweichung aus drei Messungen abgebildet.

Dieses Reaktionsverhalten unterstreicht zusammen mit den Beobachtungen fiir geringe
Essigsaurekonzentrationen die prabiotische Plausibilitat des vorgestellten Syntheseweges.

Eindeutig zuordenbare Sequenzen der Peptide sind in Tabelle 39 auf s. 135 zusammenge-
fasst.

Variation der Eisenkonzentration

0.6
I 0.05 Aq.
B 0.25 Aq.
I 0.50 Aq.
3?
< 044
(]
5
@
o]
w
=]
©
i=)
°
g 02
[m)]
0.0 -
(g 2\
Q?‘O

Abbildung 30: Dipeptidausbeuten ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt 1.00 Ag.), Harnstoff
(0.50 Aq.) und Essigsaure (0.05 Aq.) nach 7 d in Abhangigkeit der Eisenkonzentration. In Klammern dargestellte
Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten isomeren Sequenzen. Als Fehler ist die Standardab-
weichung aus zwei Messungen abgebildet.
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Die Untersuchung der Einflisse der Reaktionsparameter Iasst mehrere Schlusse zu. Die
Peptidbildung in Abwesenheit von Essigsaure weist darauf hin, dass mdoglicherweise be-
reits elementares Eisen die Reaktion beglinstigen kann. Ein Blick auf die Redox-Potenziale
der Reaktionsteilnehmer in Tabelle 1 zeigt,*°® dass auch die Aminosauren, das Lésungs-
mittel oder in Folge der Kondensationsreaktion freigesetztes Wasser das Eisenpulver kor-
rodieren kénnen. Eisen(ll)-Verbindungen sollten somit auch in Abwesenheit von Essigsaure
zur Verfigung gestanden haben. Da fir flissiges Schwefeldioxid keine Redox-Potenziale
tabelliert sind, wurden naherungsweise die Potenziale flir saure wassrige Lésungen heran-

gezogen.

Tabelle 1: Redox-Potenziale in wassriger Losung bei pH =0 und T = 298.15 K nach BRATSCH.[39]

Redox- H''H, Fe?*/Fe Fe®/Fe** SO, H'/ SO, HY/ SO, HY/ SOy, HY/
Paar HS,035" Ss 84062_ HS,0,4"

E% (V) 0.00 -0.44 0.77 0.43 0.45 0.54 0.07

Basierend darauf, dass Eisenpulver in Ab- und in Anwesenheit von Essigsaure zu Eisen(ll)

korrodiert wird, wird der in Abbildung 31 dargestellte Mechanismus postuliert.

H O o R H 0
H’N\)J\OH + H2N\_)J\OH HZNJﬁ.‘/N\_)J\OH + 0.5 Fe(OH)2
R O R

R

0.5 Fe(OAc), AcOH
0.5 H, 0.5 Fe

Abbildung 31: Postulierter Mechanismus der Eisen-vermittelten Peptidbildung am Beispiel zweier Aminosau-
ren.

Zunachst tritt die Korrosion des Eisenpulvers, bevorzugt durch Reaktion mit Essigsaure,
ein. Es kommt unter Freisetzung von Wasserstoff zur Bildung von Eisen(ll)acetat. Koordi-
nation der Aminosauren am Eisen(ll)-Zentrum kénnte raumliche Nahe sowie eine Voraus-
richtung zwischen diesen herbeifuhren und so die Knlpfung einer Peptidbindung begunsti-
gen. Regeneration der Essigsdure durch in der Kondensationsreaktion freigesetztes Was-
ser kdnnte neben der Prasenz anderer Oxidationsmittel dazu flhren, dass bereits geringe
Essigsaurekonzentrationen ausreichend sind, um die Eisenkorrosion zu beschleunigen.

Unter der Voraussetzung, dass dem System ausreichend Protonen durch Wasserstoff-
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bildung entzogen wurden, ist bei hinreichend hohem pH Wert denkbar, dass Eisenpulver

durch Bildung von Eisen(ll)hydroxid dehydratisierend wirkt.

Eine mdgliche Erklarung fur die verminderte Produktbildung bei hdheren Essigsdurekon-
zentrationen liefert eine Studie von GOODMAN et al.*°" In dieser wird der Bruch von Pep-
tidbindungen in trifluoressigsaurehaltigen Lésungen am Beispiel von N-terminal acetylierten
sowie C-terminal geschiitzten Peptiden beschrieben.[*"! Mechanistisch wird im Anschluss
an die Protonierung einer Amid-Carbonylgruppe die Bildung eines zyklischen Intermediates
vorgeschlagen. Dieses entsteht durch den nukleophilen Angriff des benachbarten Amid-
Sauerstoffatoms auf das in Folge der Protonierung aktivierte Carbonylkohlenstoffatom. Pro-
tonentransfer und Abspaltung der C-terminalen Aminosaure fihrt anschlieRend zum Pep-
tidbindungsbruch.“"l Moglicherweise begtinstigt Essigsaure den Bruch von Peptidbindun-

gen in der beschriebenen Peptidbildungsreaktion auf ahnliche Weise.
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Abbildung 32: Dipeptidausbeuten ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt 1.00 Aq.), Harnstoff
(0.50 Aq.) und wahlweise Eisenpulver (0.50 Aq.) + Essigséure (0.05 Aq.), Fe(OAc). (0.05 Aqg.) oder Markasit
(Aminosauren/Mineral-Verhaltnis: 20.9 mmol/g) nach 7 d. In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf
die Gesamtheit der gebildeten isomeren Sequenzen. Als Fehler ist die Standardabweichung aus zwei Messun-
gen abgebildet.

Die Beobachtung von Di- und Tripeptidprodukten in Gegenwart Eisen(ll)acetat mit Harnstoff
als Additiv bekraftigt die Hypothese, dass Eisen(ll)-Verbindungen die Peptidbildung be-
gunstigen. Nach sieben Tagen konnten fast 0.4% G2 und 0.2% (AG) erhalten werden (Ab-
bildung 32). Zusatzlich konnten Spuren von A, Gs und (AG:) und somit ein dhnliches Pro-
duktspektrum wie in der Reaktion ausgehend von Eisen und Essigsaure beobachtet werden
(Abbildung 33). Im Fall des gemischten Tripeptids konnte die Sequenz G2A eindeutig iden-

tifiziert werden. Detektion der fur die beiden isomeren Sequenzen identischen az, b, und y1

65



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

Fragmente zeigt dariber hinaus, dass zudem mindestens eines der beiden ebenfalls vor-

liegen muss.

Im Einklang damit steht die Kondensation von Aminosauren in Gegenwart von Markasit. Es
wird angenommen, dass dieses in Folge von hydrothermalen Prozessen und Metamor-
phose bei niedrigen Temperaturen bereits im Hadaikum vorhanden war.®! Mit Harnstoff als
Additiv konnten, wie auch mit Eisen(ll)acetat, fast 0.2% G. erhalten werden (Abbildung 32).
Zusatzlich sind Spuren von GA, Az, Gs und (AG2) zugegen (Abbildung 33). Eindeutig zuord-
enbare Sequenzen sind in Tabelle 39 (s. 135) aufgeflhrt. Im Vergleich zur Reaktion mit
elementarem Eisen konnten zwar geringere Konzentrationen erhalten werden, das Pro-
duktspektrum ist hingegen vergleichbar. In Anbetracht dessen, dass neben elementarem
Eisen auch ein natirlich vorkommendes Eisen(ll)-Mineral die Peptidbildung begiinstigen

kann, ist die Umsetzung des beschriebenen Reaktionspfades auf der frihen Erde plausibel.
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Abbildung 33: CE-MS-Peakflachen der Di-und Tripeptidprodukte ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm,
insgesamt 1.00 Ag.), Harnstoff (0.50 Aq.) und wahlweise Eisenpulver (0.50 Aq.) + Essigsdure (0.05 Aq.),
Fe(OAc)2 (0.05 Aq.) oder Markasit (Aminosauren/Mineral-Verhéltnis: 20.9 mmol/g) nach 7 d. In Klammern dar-
gestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten isomeren Sequenzen. Als Fehler ist die
Standardabweichung aus drei Messungen abgebildet.

Zum Vergleich wurde auch die Aminosaurekondensation mit Eisen(lll)-Mineralien, die in
der Literatur verwendet wurden,262 275-2761 erprobt. Reaktionen ausgehend von Akaganeit
(B-Fe(O(OH,Cl)) und Hamatit in Gegenwart von Harnstoff lieferten deutlich geringere
Dipeptidausbeuten als die Kondensation mit Markasit. So konnte im Gegensatz zur Reak-
tion mit Markasit in Gegenwart keines der beiden Eisen(lll)-Mineralien die G2-Ausbeute
quantifiziert werden. Auch die Detektion von Tripeptiden war nicht méglich. Die Ergebnisse

der Versuche mit Eisenverbindungen verschiedener Oxidationsstufen in Abwesenheit von
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Essigsaure bestatigen somit die Vermutung, dass Eisen(ll)-Verbindungen die Hauptrolle in

der Aminosaurekondensation zukommt.

Neben dem Einfluss der Reaktanden wurde auch die Peptidbildung in Abhangigkeit der
Reaktionszeit untersucht. Unter Anwendung der optimierten Reaktionsbedingungen (Glycin
und L-Alanin (je 400 mMm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver und Harnstoff (je 0.50 Ag.) und
Essigsaure (0.05 Aqg.) konnten innerhalb eines Tages Spuren von G, und GA detektiert
werden (Abbildung 34). Nach sieben Tagen konnten die G2- und die (AG)-Ausbeute erst-
mals quantifiziert werden. Diese steigen Uber einen Zeitraum von 29 Tagen kontinuierlich
auf 2.5% (G2) und 1.4% ((AG)) an. Nach dreitagiger Reaktionszeit treten zudem erstmals
A2- und Gs-Spuren auf. Die A>-Konzentration nach 29 Tagen betrug 1.5%. Zudem wurde
das bereits oben beschriebene Produktspektrum nach 7 Tagen innerhalb von 29 Tagen um
die Tripeptide As und (A2G) erganzt. Eine eindeutige Sequenzbestimmung war nach 29
Tagen flr die Tripeptide AG2, G2A, A2G und GA; maoglich (s. Tabelle 39 auf s. 135). Die
detektierten y,, az, bo und y1 Fragmente der Tripeptide AGA und GAG stimmen mit isomeren
Fragmenten eindeutig identifizierter inverser Vorlaufermolekdle tberein, weshalb Gber die

Gegenwart dieser beiden Tripeptide keine Aussage gemacht werden kann.
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Abbildung 34: CE-MS-Peakflachen der Di-und Tripeptidprodukte ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mwm,
insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver und Harnstoff (0.50 Aq.) und Essigsaure (0.05 Aq.) in Abhangigkeit der Re-
aktionszeit. In Klammern dargestellte Produkte beziehen sich auf die Gesamtheit der gebildeten isomeren Se-
quenzen. Als Fehler ist die Standardabweichung aus drei Messungen abgebildet.

DarUber hinaus konnten nach Ablauf von 29 Tagen Spuren verschiedener Tetra- und Pen-
tapeptide detektiert werden (Tabelle 38 auf s. 134). Eindeutig identifiziert werden konnten
folgende Tetra- und Pentapeptidsequenzen: AGs, GsA, A2Gz, G2A2, AGs, GsA, A2Gs und

GsA.. Vorwiegend detektierte a, b und y Fragmente anderer Sequenzen sind massengleich

67



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

zu isomeren Fragmenten eindeutig identifizierter Peptide. Eine Aussage Uber die Prasenz
dieser Sequenzen ist somit nicht méglich. MS/MS-Spektren der Tetra- und Pentapeptidsig-
nale sowie die Zuordnung der Signale sind in Abbildung 63-66 und Tabelle 40-43 ab s. 136
dargestellt. Dieses Resultat zeigt eindrucksvoll, dass ausgehend von den Aminosauren drei
bzw. vier Kondensationsschritte ablaufen kénnen. In Eisen(lll)-basierten Studien konnte
dies bisher nicht beobachtet werden.[20% 262, 275-278] Eg st jedoch unklar, ob die in den jewei-
ligen Arbeiten verwendeten Analysemethoden eine vergleichbar hohe Sensitivitat wie die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebenen CE-MS-Messungen aufwiesen. Somit
ist es moglich, dass Spuren langkettiger Peptide zwar gebildet wurden, jedoch nicht detek-

tiert werden konnten.

Im Gegensatz zu vielen literaturbekannten Eisen(lll)-vermittelten Reaktionen, die bei er-
hohter Temperatur ablaufen, 295 262,275, 277-278] konnten innerhalb von 29 Tagen keine DKP-
Nebenprodukte ausgemacht werden. In Gegenwart von Essigsaure ist zusatzlich auch die
Bildung von acetylierten Peptiden denkbar. Auch diese konnten massenspektrometrisch

nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die beschriebene Eisen-vermittelte
Peptidbildungsreaktion in flissigem Schwefeldioxid bei Raumtemperatur bis zu vier Kupp-
lungsschritte je Kette ermdglicht. Darlber hinaus verlauft die Peptidbildung bei milderen
Reaktionstemperaturen und mit hdherer Selektivitat als literaturbekannte Eisen(lll)-vermit-
telte Kondensationen, da keine DKP-Nebenprodukte erhalten werden. Die Reaktionsroute,
die sich einfacher Reaktanden bedient, ermdglicht zudem bereits bei geringen Eisen- und
Essigsaurekonzentrationen Produktbildung. Dieses robuste Verhalten in Kombination mit
dem grofRen Eisenvorkommen der frihen Erde lasst eine hohe Vereinbarkeit mit verschie-
denen prabiotischen Reaktionsszenarien und -orten, wie zum Beispiel auch Eisenmeteori-
ten, erwarten. Des Weiteren unterstreicht der Einsatz eines natirlich vorkommenden Mine-

rals die prabiotische Plausibilitat des Reaktionspfades.

Mischung der 20 proteinogenen Aminosauren

Abschlieend wurde die Vereinbarkeit des beschriebenen Reaktionspfades mit einem kom-
plexen Szenario, wie es auch auf der friihen Erde aufgetreten sein kénnte, untersucht.
Hierzu wurde eine Reaktionsmischung bestehend aus allen 20 proteinogenen Aminosauren
(je 20 mMm) eingesetzt. Nach Ablauf von sieben Tagen wurde die Produktmischung auf die
Bildung von Dipeptiden untersucht. Die Auftrennung und Analyse erfolgte dabei wie bereits
bei den Glycin- und L-Alanin-basierten Versuchen und Studien gréerer Mischungen im
Zusammenhang mit der Kupfer-vermittelten Peptidbildung in vorangehenden Arbeiten via

CE-MS auf LPA-beschichteten Kapillaren.%-3%! Um einer Kontamination des Massen-
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spektrometers vorzubeugen, wurde erst nach der Elution der Metallspezies (nach ca. sechs
Minuten) die Sprayspannung am Emitter angelegt sowie die Detektion gestartet. Dipeptid-
produkte wurden zunachst mithilfe von HR-MS identifiziert und anschlieRend anhand von
MS/MS-Experimenten sequenziert. Die Mehrheit konstitutionsisomerer Sequenzen ge-
mischter Dipeptide migrierte gleich schnell, sodass flir diese analog zu den Homodimeren
nur ein Signal erhalten wurde. In mehreren Fallen waren die Konstitutionsisomere gemisch-
ter Dipeptide jedoch auch angetrennt, wie das Beispiel von F(I/L) und (I/L)F zeigt (Abbildung
35). Anhand verschiedener phenylalaninhaltiger Dipeptide soll im Folgenden beispielhaft

die Auswertung des Versuchs genauer erlautert werden.
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Abbildung 35: Beispielhafte extrahierte lonenelektropherogramme (EIEs) der Produktmischung aus der Reak-
tion der Aminos&uremischung (aquimolar, insgesamt 400 mm, 1.00 Ag.) mit Eisenpulver, Harnstoff (je 1.00 Aq.)
und Essigsaure (0.10 Ag.) nach 7 d. Die Auftrennung erfolgte auf einer LPA-Kapillare (80 cm, 30 kV, 2 M AcOH,
30 mbar, 25 °C). Full scan Massenspektren wurden in einem Bereich von m/z 129-750 und datenabhangige
MS/MS-Spektren wurden bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30% aufgezeichnet.

Das MS/MS-Spektrum des Vorlauferions mit m/z 313.1547 bei einer Migrationszeit von
8.51 min zeigt das a; sowie das y1 Fragment von F2 und bestatigt so die Zuordnung des
Signals im extrahierten lonenelektropherogramm (EIE) (Abbildung 36a). Im Fall der nicht
aufgetrennten gemischten Dipeptide FW und WF liefert das MS/MS-Experiment wichtige
Informationen fir die Zuordnung des Signals zu den massengleichen Sequenzisomeren.
Da Fragmente beider Isomere vorhanden sind (Abbildung 36b), kann das Signal auf beide
zuruckgefiihrt werden. Das MS/MS-Spektrum wird hierbei, wie auch Spektren ausgehend
von anderen Dipeptidvorlaufern, von den a, b, y und z Fragmenten dominiert. Die Massen-
spur des gemischten Dipeptids aus einem Phenylalanin- und Leucin- bzw. Isoleucinbau-
stein weist zwei nicht Basislinien-getrennte Signale auf. Das MS/MS-Spektrum des vorde-
ren Signals bei 7.94 min zeigt das a; und y1 Fragment des Sequenzisomers mit N-termina-
lem Phenylalaninrest, wohingegen das MS/MS-Spektrum des hinteren Peaks bei 8.22 min

die analogen Fragmente des Dipeptids mit inverser Sequenz aufweist (Abbildung 36¢
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und d). Somit kénnen beide Signale eindeutig jeweils einem der beiden Sequenzisomere
zugeordnet werden. Da keine Fragmentierung der Leucin- bzw Isoleucinseitenkette beo-

bachtet werden konnte, war eine Unterscheidung dieser beiden Aminosaurebausteine nicht

moglich.
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Abbildung 36: MS/MS-Spektren der Signale von F2 (m/z = 313.1547) (a), FW, WF (m/z = 352.1656) (b), F(I/L)
(relative Intensitdt m/z 132.1011: 0.22%) (c) und (I/L)F (m/z =279.1703) (relative Intensitat m/z 166.0858:
0.48%) (d) aus der Reaktion der Aminoséauremischung (aquimolar, insgesamt 400 mm, 1.00 Aq.) mit Eisenpul-
ver, Harnstoff (je 1.00 Aq.) und Essigséaure (0.01 Ag.) nach 7 d. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei
einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.

Aufgrund des grofien Produktspektrums (400 mogliche Dipeptidkombinationen) wurde auf
eine Quantifizierung verzichtet. Stattdessen wurde eine qualitative Auswertung vorgenom-
men. Detektierte Dipeptide wurden dabei in zwei Kategorien eingeteilt: Produkte, die nur in
Spuren vorlagen und deshalb nur mithilfe von HR-MS identifiziert werden konnten und Pro-
dukte, die in ausreichend hohen Konzentrationen prasent waren, um zusatzlich eine Se-

quenzbestimmung zu ermdglichen.

Bei Betrachtung des in Abbildung 37 dargestellten Produktspektrums wird deutlich, dass
alle Aminosauren, wenn auch mit unterschiedlicher Praferenz, in Dipeptide eingebaut wur-
den. Besonders auffallig ist dabei die Detektion zahlreicher Dipeptide mit Aminosaurebau-
steinen, die Uber eine basische Seitenkette verfigen (Histidin, Lysin und Arginin). Lediglich
drei Dipeptidsequenzen (HQ, RV und KY) konnten nicht beobachtet werden. Ursachlich
hierfir konnte entweder deren im Vergleich bessere lonisierbarkeit oder eine groRere Re-
aktivitat der Aminosauren mit basischer Seitenkette sein. Im Gegensatz dazu zeigen Tyro-
sin und die Aminosauren mit saurer Seitenkette (Asparagin- und Glutaminsaure) die ge-

ringste Reaktivitat. Ferner konnte im Gegensatz zur Kupfer-vermittelten Peptidbildung
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keine Oxidation von Cystein zu dem entsprechenden Disulfid Cystin beobachtet werden.!3%4
In Hinblick auf potenzielle Funktionen kurzer Peptide ist aulRerdem die gute Reaktivitat von
Prolin von Bedeutung. So konnten WENNEMERS et al. zeigen, dass Prolin-basierte Tri- und
Tetrapeptide konjugierte Additions- sowie Aldolreaktionen katalysieren.['”3 4021 Neben un-
terschiedlichen Léslichkeiten kénnte ahnlich wie bei der SIPF Reaktion auch die Elektro-
philie und die Sterik eine mogliche Koordination der jeweiligen Aminosauren am Metallzent-

rum und somit deren Einbau in Dipeptide beeinflussen. 254 3921
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Abbildung 37: Produktspektrum der Reaktion der 20 proteinogenen Aminoséuren (dquimolar, insgesamt
400 mm, 1.00 Ag.) in Gegenwart von Eisenpulver, Harnstoff (je 1.00 Ag.) und Essigséaure (0.10 Ag.) nach 7 d.
B durch MS/MS-Spektrum bestatigt, | in Spuren vorhanden, | nicht detektiert.

Als Fazit kann festgehalten werden, dass der Reaktionspfad mit allen proteinogenen Ami-
nosauren kompatibel ist und somit dessen Einsatz in komplexen Szenarien auf der frithen
Erde denkbar ist.
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4.2 Phosphorylierung in flissigem Schwefeldioxid

Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in C. Sydow et al., Commun. Chem. 2022, 5, 143,
https://www.nature.com/articles/s42004-022-00761-w veroffentlicht.[*9%! Die Darstellung der
adaptierten und Ubersetzten Abbildungen und Tabellen ist durch die Creative Commons
Attribution 4.0 International License CC BY, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

gestattet.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde untersucht, ob hygroskopisches Schwefeldioxid
aulder fur Peptidbildungsreaktionen auch fiir eine andere prabiotisch essenzielle Konden-
sationsreaktion, die Phosphorylierung biochemisch relevanter Molekule, ein geeignetes Re-
aktionsmedium darstellt. Als Phosphorylierungsreagenz wurde Phosphonsaure eingesetzt,
da der nukleophile Angriff auf Phosphor(V)-Zentren mit hoher benachbarter negativer La-
dung kinetisch gehemmt ist.?* 32 Obwohl die prabiotische Existenz von Phosphor(lll)-Ver-
bindungen als gesichert gilt,!12% 308, 311. 3151 hefagsten sich in der Vergangenheit nur wenige
Studien mit deren Rolle in prabiotischen Phosphorylierungsreaktionen.['4:3%:3%I Djese zei-
gen, dass Phosphor(lll)-Verbindungen ein gro3es Potenzial als Phosphorylierungsreagen-
zien fir organische Substrate aufweisen. Die Umsetzungen verlaufen jedoch bei erhohter
Temperatur und ein zusatzlicher Reaktionsschritt ist unumganglich, um Organophosphate
und haufig auch, um phosphorylierte Dimere zu erhalten.['?# 355 3%] Dayon motiviert, wurde
untersucht, ob die Kondensationsreaktion in Schwefeldioxid bei milden Temperaturen mdg-
lich ist und ob, zeitgleich aufgrund der Redox-Eigenschaften des Losungsmittels ein zu-

satzlicher Oxidationssschritt verzichtbar ist. (Abbildung 38).

RO-P!-OH RO-PY-OH
H OH
R-OH H.PO (Harnstoff) . . . .
- + —_— -H*|| +H —_— -2H7|| +2H
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RO-P!-O RO-PY-0
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Abkiirzung: R-p' R-pY

Abbildung 38: Phosphorylierung in flissigem Schwefeldioxid mit Phosphonsaure als Phosphorylierungsrea-
genz.
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Mit Adenosin als Substrat wurde die Reaktion zunachst optimiert sowie mégliche Pfade zu

verschiedenen Produkten aufgezeigt.

4.2.1 Untersuchung der Reaktionsbedingungen

Zu Beginn wurden Adenosin (100 mm) und Phosphonsaure im Verhaltnis 1:1 in der Druck-
apparatur vorgelegt (Abbildung 51). Unter inerten Bedingungen wurde anschlielend
Schwefeldioxid einkondensiert. Nach Ablauf einer Reaktionszeit von sieben Tagen, wah-
rend der die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur gertihrt wurde, wurde das Losungs-
mittel entfernt und die Proben bis zur Analyse bei —18 °C aufbewahrt. Die Auftrennung der
resultierenden Phosphorverbindungen erfolgte kapillarelektrophoretisch anhand einer von
RODRIGUEZ-GONZALO et al. entwickelten Methode fiir Ribonukleosid-5-monophosphate. 671
Fur die Separation der Probenbestandteile auf BFS-Kapillaren wurde Ammoniumformiat
(NH4FA) (30 mm) als BGE verwendet. Dessen pH-Wert wurde auf 9.5 eingestellt. Folglich
lagen die Analyten als Anionen vor und eluierten bei der angelegten positiven Trennspan-
nung langsamer als der EOF. Abbildung 39 zeigt beispielhaft die Auftrennung verschiede-
ner phosphorylierter Adenosinderivate. Monophosphorylierte Verbindungen migrieren wie
erwartet schneller als die hdher geladenen Di- und Triphosphate. Die UV-Spur bei 254 nm

zeigt scharfe Signale fir die Analyten, welche gréfltenteils Basislinien-getrennt vorliegen.
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Abbildung 39: Kapillarelektrophoretische Auftrennung phosphorylierter Adenosinderivate. Die Struktur der 5
Adenylsaure-3‘, 5-adenosinphosphat-Referenz (5-pY-A-3‘-pV-5'-A) ist in Abbildung 67 auf s. 141 dargestellt.
Die Auftrennung erfolgte auf einer BFS-Kapillare (I = 80 cm, 30 kV, 30 mm NH4FA (pH 9.5), 25 °C). Die Analyten
wurden bei 254 nm detektiert.

Zusatzlich wurden die kapillarelektrophoretischen Auftrennungen auch in Kombination mit
HR-ESI-MS-Detektion durchgeflhrt, um auch Produkte identifizieren zu kénnen, fur die
keine Referenz erhaltlich war (Abbildung 71 und 72 auf s. 150 zeigen beispielhaft die Auf-
trennung einer Reaktionsmischung). Wie auch bei der Analyse der Peptidbildungsreaktio-
nen kam dafiir ein sheath-flow CE-ESI-MS-Interface zum Einsatz. Als SL wurden /PrOH
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und Wasser mit Ameisensaure (1:1 + 0.05% v/v) mit einem Fluss von 3 uL/min verwendet.
Anlegen einer Spannung von —4.5 kV am Edelstahlemitter erméglichte das Versprihen der

Losung.

Durch Kombination der Detektionsmethoden konnte fiir die Reaktion ausgehend von aqui-
molaren Mengen Adenosin und Phosphonsaure nicht nur die Bildung des Adenosinmono-
phosphonates (A-p")3, sondern auch von Monophosphaten beobachtet werden. Zwar sind
fur Schwefeldioxidlésungen keine Redox-Potenziale tabelliert, werden jedoch naherungs-
weise die Potenziale in saurer wassriger Losung flr eine Abschatzung herangezogen, so
wird deutlich, dass die Oxidation von Phosphonaten mit Schwefeldioxid unter inerten Be-
dingungen mdglich sein sollte. Die entsprechenden Redox-Potenziale sind in Tabelle 2 zu-

sammengefasst:

Tabelle 2: Redox-Potenziale in wassriger Losung bei pH = 0 und T = 298.15 K nach BRATSCH.[398]

Redox- H3PO4, HY/  H4P20e, H*/ SOy, HYY SOy, Hf SOy, HY/ SO, HY/
Paar HsPO3 H3POs3 HS203” Ss S406% HS,04~

E% (V) -0.30 0.30 0.43 0.45 0.54 0.07

Neben allen drei azyklischen Regioisomeren (5°-, 3'- und 2*-AMP) wurden auch Spuren von
cAMP gefunden. Dariber hinaus konnte die Bildung von Diphosphaten festgestellt werden.
Ko-Injektion einer Referenz bestatigte die Prasenz von 5-Adenosindiphosphat (5'-ADP).
Drei Signale in der ADP-Massenspur lassen jedoch vermuten, dass neben dem 5'-Isomer
noch andere Isomere entstanden sind. Reproduzierbare CE-Trennungen mit UV-Detektion
bei 254 nm ermoglichten die Bestimmung der 5-AMP- (7.8%) und der 5-ADP-Ausbeute
(0.4%). Die minimal quantifizierbare Konzentration betrug dabei fur 5'-AMP 5 yM und fur 5°-
ADP 3 um. Die entsprechenden Eichgeraden der Referenzsubstanzen sind in Abbildung 68
und 69 ab s. 141 dargestellt. Eine Quantifizierung des 3‘-AMP-Produktes konnte aufgrund

der Uberlagerung mit dem natiirlich vorkommenden Dinukleotid nicht erfolgen.

Als dimere Produkte konnten Diadenosinphosphat (A-pV-A) und Dinukleotide (pV-A-pV-A/ A-
pV-pY-A) massenspektrometrisch detektiert werden (Abbildung 40, Tabelle 72 auf s. 151).
Wahrend die Massenspur von A-pV-A lediglich ein Signal beinhaltet, sind fiir letztgenanntes
Produkt ein Signal (tmig ~ 9.9 min) und mehrere Uberlagernde Signale (tmig ~ 12.4 min) zu
erkennen. Fir beide Produkte sind verschiedene regioisomere Verknlpfungen der Nukle-

osidbausteine Uber Phosphatgruppen mdéglich. Phosphate Ubertreffen Alkohole jedoch in

3 Die Benennung der Phosphorverbindungen ist im Abklrzungsverzeichnis erlautert. Fiir die Mehrheit der phos-
phorylierten Produkte erfolgte keine Bestimmung der Konstitutionsisomere. Mégliche Phosphonat- und Phos-
phatverkniipfungen werden mithilfe der Benennungen und Abkurzungen veranschaulicht. Diese nehmen Be-
zug auf die Gesamtheit der entstandenen Isomere. Identifizierte Regioisomere enthalten eine Positionsangabe
fur die Phosphatgruppe(n).
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der Rolle des Nukleophils,?* weshalb im Fall des Dinukleotids zusatzlich die Verbriickung
Uber einen Pyrophosphat-Linker wahrscheinlich ist.

BA
HO— o + HgPO4
OH OH
RT, SO,
7d
0 BA BA BA 0 BA
— 1 — Il
o_ H
OH OH (I) OH OH CI) OH OH
0-P=0 0-P=0
o O_
5'-AMP 3'-AMP 2'-AMP A-p'
BA % BA (I)I (I? BA
HO O OfF‘)*O O O_IID_O_IID_O O
H O_ O_
Oo. O OH OH OH OH
//P\
5'-ADP
cAMP A-p'(s) +
weitere Konstitutionsisomere
BA o) BA OH OH
— 0
HO 0 O—FI’—O 0 o
J 9
O OH 9 OH BA o:l‘Dfo’
_O*F":O BA ‘0-P=0 BA 0
_ |
O 0 (0] o O*i‘?:O BA
(@)
O
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OH OH

5'-pV-A-3'-pV-5'-A
A-pV-A + A-pV-pY-A
weitere Konstitutionsisomere

Abbildung 40: Exemplarische Strukturformeln der Produkte ausgehend von Adenosin (100 mM) und Phos-
phonsaure (1.00 Ag.) nach 7 d. Fir die grau dargestellten Produkte erfolgte keine Bestimmung der Konstitu-

tionsisomere. Die Konstitution der in schwarz dargestellten Produkte wurde anhand von Referenzmessungen
bestatigt.
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Um die VerknlUpfung der Adenosineinheiten genauer zu untersuchen, wurden MS/MS-Ex-

perimente fir solche Signalpaare durchgefihrt.

Hierbei zeigten MS/MS-Spektren beider Signale Fragmente, wie [M-H-A]™ und [M-H-AMPT,
die beiden Verknipfungen zugeordnet werden kénnen (Abbildung 41). Zusatzlich konnte
fur die langsamer migrierenden Komponenten ein [M-H-HPOs]~ Fragment mit m/z 595.1406
detektiert werden. Dieses entspricht dem [M-H] -lon von A-p¥-A und ist somit charakteris-
tisch fir das Phosphat-verbriickte Dinukleotid. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der MS/MS-Experimente steht die Ko-Injektion einer 5'-pV-A-3‘-p"-5-A-Referenz, die mit
der gleichen Geschwindigkeit wie eines der Uberlagernden Signale migriert. Anhand der
Ergebnisse wird das zuerst eluierende Signal Pyrophosphat-basierten Dinukleotiden zuge-
schrieben. Die Uberlagernden, langsamer migrierenden Signale sind vermutlich auf ver-

schiedene regioisomere Dinukleotide mit Phosphat-Linker zurlckzuflhren.

a b
080
408.0074 9.97 min 78.9589 12.57 min
[M-H-AMP+H,0] H.PO.
M-H-BA-AMP+H,O] 2r 4
[ 0] ) 96,9695 [M-H-AMP+H,OT
PO -FAMP) M-H-BA-AMP+H,0] [MH-AY
78.9590 272.9522 M-H-BA~ *H:0T 346.0547 —
H,PO, 3380451 | | 408.0064
96.9695 346.0543 [M-H-AMP] [M-H-HPO,]
\ [BA-H)- 210.9990 328.05:18 595.1406 i
[BA-HT (M-H] 134.0467 1 v itus
134./0466 | 675.1062 | 272.9549 .
210.9991 421.2719 ‘
AL {7 AL AL LY. N | TN T |
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700
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Abbildung 41: MS/MS-Spektren der Adenosindinukleotide (m/z = 675.1083) bei tmig = 9.97 min (a) und bei
tmig = 12.57 min (b). Fir pV-A-pV-A charakteristische Fragmente sind griin dargestellt. Die kollisionsinduzierte
Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.

Obwohl das Produktspektrum A-p"" umfasst, konnten jedoch keine Mono- und Diphospho-
nat-verbriickten Adenosineinheiten (A-p"-A und p"-A-p"-A/ A-p"'-p'"-A) detektiert werden.
Eine maogliche Erklarung dafir liefert eine Untersuchung von GAREGG et al., die zeigt, dass
Phosphonatdiester leichter oxidierbar sind als entsprechende Monoester.%"! Dar(iber hin-
aus konnte die Abwesenheit von Phosphonatdiestern auch in deren Hydrolyseempfindlich-

keit begriindet sein %!

Vergleichbar zu anderen nicht-enzymatischen Ansatzen werden verschiedene regioiso-
mere Produkte erhalten.['22331.335.365] §70STAK et al. berichteten jedoch, dass auch in Ge-
genwart von 2°-5'-Verknipfungen im RNA-Rickgrat deren Faltung weiterhin méglich ist und
infolgedessen deren katalytische Eigenschaften nicht gefahrdet sind.%* Langsamere Ko-
piervorgange uber 2‘-5‘-Verknipfungen sowie deren gréRere Hydrolyseempfindlichkeit ver-
glichen mit den naturlich vorkommenden 3‘-5‘-verknupften Einheiten sollten des Weiteren
zu deren sukzessiven Austausch durch diese beitragen.“%°%! Basierend auf diesen Stu-

dien stellt die Prasenz nicht-kanonischer Verkniipfungen somit kein Problem fiir einen fol-
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genden Replikationsschritt dar. Und mehr noch, die verminderte thermische RNA-
Duplexstabilitat in Folge des Auftretens von 2‘-5'-Verknupfungen kdnnte sich forderlich auf
eine Templat-basierte Replikation auswirken.%* 4071 |m Gegensatz zur Arbeit mit thermisch
stabileren, kanonischen Templaten werden inhibierende Templat-Produkt-Wechselwirkun-

gen unterbunden 404 407]

In &hnlicher Weise sollte auch die Entstehung von Pyrophosphat-Verknipfungen unproble-
matisch sein. So kdnnen 3‘-5°-Pyrophosphat-Verkntpfungen, die auch durch Bruch eines
RNA-Stranges gefolgt von Primererweiterung entstehen kénnen, als Templat flr kanon-
ische 3'-5'-Verknupfungen dienen.% Da die Geschwindigkeit des Kopiervorgangs jedoch
geringer ist als mit natirlichen 3'-5'-Phosphatverknipfungen und die Pyrophosphate weni-
ger resistent gegenuber anwesenden Magnesiumionen sind, kdnnten diese laut SZOSTAK

et al. zeitlich limitiert einen Beitrag zur Reparatur beschadigter RNA-Stréange leisten. 408!

Basierend auf diesen ersten Ergebnissen, die darauf hindeuten, dass Schwefeldioxid nicht
nur ein geeignetes Reaktionsmedium fiir die Phosphorylierungsreaktion ist, sondern auch
die Rolle des Oxidationsmittels einnimmt, wurde der Einfluss verschiedener Reaktionspa-

rameter analysiert.

Variation der Phosphonsaurekonzentration

Die Untersuchung der Konzentration des Phosphorylierungsreagenz zeigt, dass Uber-
schiisse an Phosphonsaure (3.00 Aq.) zu einer Verbesserung der 5-AMP- und 5'-ADP-
Ausbeuten flihren (Abbildung 42).

Variation der Phosphonsiurekonzentration

20
1.00 Ag.
I 3.00 Aq.
16 4 I 5.00 Ag.
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5'-AMP 5'-ADP

Abbildung 42: 5-AMP- und 5-ADP-Ausbeuten ausgehend von Adenosin (100 mm) nach 7 d in Abhangigkeit
von der Phosphonsaurekonzentration. Als Fehler ist die Standardabweichung aus zwei Messungen abgebildet.

77



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

Auch auf das Produktspektrum hat die héhere Phosphonsaurekonzentration einen positi-
ven Einfluss. Im Gegensatz zu der Reaktion in Gegenwart von aquimolaren Mengen Phos-
phorylierungsreagenz konnte zwar kein cAMP detektiert werden, dafir wurde die Produkt-
palette um Adenosindiphosphonat (A-p"-p"/ p"-A-p"), Phosphor(lll), Phosphor(V) ge-
mischte diphosphorylierte Adenosinderivate (A-pY-p"/ p"-A-pY), ATP und gemischtes
(a-)zyklisches Diphosphat (A-cpV-pY/ pY-A-cp¥) erganzt (siehe Tabelle 72 auf s. 151). Der
Einsatz von 5.00 Aq. Phosphonséure resultiert in einem Produktspektrum, das dem der
Reaktion mit 3.00 Aq. Phosphorylierungsreagenz dhnelt. Zusatzlich konnten erstmals auch
Spuren des Phosphor(lll), Phosphor(V) gemischten Dinukleotids (A-p"-pV-A/ p"-A-pY-A) be-

obachtet werden konnten (siehe Tabelle 72 auf s. 151).

Prinzipiell ist es denkbar, dass die gebildeten Phosphonatdiester in Gegenwart von Schwe-
feldioxid oxidativ in die entsprechenden Phosphatdiester Uberfuhrt werden und so deren
Hydrolyse verhindert wird.[2%%-3%] L ONNBERG stellte basierend darauf, dass Phosphonatdies-
ter einfacher zu oxidieren sind als Phosphonatmonoester,?® die Hypothese auf, dass die
Oxidation von Phosphonatestern die Triebkraft bei der Bildung von Oligonukleotiden dar-

stellen kdnnte.[358!

Bei Betrachtung der 5-AMP- und 5-ADP-Ausbeuten in Abhangigkeit der Konzentration des
Phosphorylierungsreagenzes wird deutlich, dass maximale Produktkonzentrationen mit
3.00 Ag. Phosphonsaure erzielt wurden. Der Riickgang der Ausbeuten in Anwesenheit ho-
herer Konzentrationen des Phosphorylierungsreagenzes ist woméglich auf den in Folge der
hoheren Saurekonzentration niedrigeren pH-Wert zurlickzufihren. Es ist bekannt, dass

saure Reaktionsbedingungen die Hydrolyse von AMP begtinstigen.!!

Harnstoff als Additiv

Wie bereits im Abschnitt zur Eisen-vermittelten Peptidbildung beschrieben, beglnstigt
Harnstoff Phosphorylierungsreaktionen.!'%: 331 Basierend auf diesem Wissen wurde getes-
tet, ob die Zugabe von Harnstoff auch einen positiven Effekt auf die untersuchte Phospho-
rylierungsreaktion in flissigem Schwefeldioxid zeigt. Hierzu wurde Adenosin mit 3.00 Aq.
Phosphonsaure in Gegenwart verschiedener Harnstoffkonzentrationen umgesetzt. Die
Auswertung der CE-MS-Analysen zeigt, dass die Anwesenheit des Additivs keinen wesent-
lichen Einfluss auf die Produktpalette austibt (siehe Tabelle 72 auf s. 151). Gleiches gilt
jedoch nicht fir die 5-AMP- und 5‘-ADP-Ausbeuten. Fir diese kann in Gegenwart von
Harnstoff ein Zuwachs verzeichnet werden. Maximale Produktkonzentrationen wurden da-
bei mit 1.00 Ag. Harnstoff erzielt (Abbildung 43).
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In der Literatur fir die Beglinstigung von Phosphorylierungsreaktionen durch Harnstoff vor-
geschlagene aktive Intermediate, wie Carbamoylphosphate oder Phosphoramidate, % 1121
konnten massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden. Allerdings ist es unklar, ob
Harnstoffaddukte der Phosphat- bzw. Phosphonatspezies unter den gewahlten Reaktions-
bedingungen ausreichend stabil sind, als dass deren Detektion méglich ist. Ein Mechanis-
mus Uber die diskutierten Intermediate erscheint somit unwahrscheinlich, kann jedoch nicht
ganzlich ausgeschlossen werden. Darlber hinaus wird aufgrund der geringen Geschwin-
digkeit des Harnstoffzerfalls bei Raumtemperatur davon ausgegangen, dass dieser keine
wesentliche Rolle fir die Beglnstigung der untersuchten Phosphorylierungsreaktion
spielt.*%% Eine weitere mdgliche Erklarung fiir die Begiinstigung der Kondensationsreaktion
durch Harnstoff stellen die physikochemischen Eigenschaften des Additivs dar. So kénnen
Nukleobasen nicht-kovalente Wechselwirkungen mit Harnstoff eingehen und ahnlich zu
wassrigen Peptidldsungen beeinflusst das Additiv die Léslichkeit von Nukleosiden in die-

sem Reaktionsmedium positiv.410-411]

Variation der Harnstoffkonzentration
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Abbildung 43: 5-AMP- und 5-ADP-Ausbeuten ausgehend von Adenosin (100 mm) und Phosphonsaure
(3.00 Ag.) nach 7 d in Abhangigkeit von der Harnstoffkonzentration. Als Fehler ist die Standardabweichung aus
zwei Messungen abgebildet.

Zum Vergleich wurde die optimierte Phosphorylierung von Adenosin (100 mM) mit Phos-
phonsaure (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.) auch in Wasser durchgefiihrt.
Unter anoxischen Bedingungen wurden dabei jedoch lediglich A-p"'- und AMP-Spuren er-
halten (siehe Tabelle 74 auf s.153). Die Bildung von Spuren oxidierter Produkte stimmt mit
den Erwartungen Uberein, da die Oxidation von Phosphonaten in saurer wassriger Lésung
auch in Abwesenheit von Sauerstoff unter Bildung von Wasserstoff mdglich ist (s. Tabelle

2 aufs. 74). Die Potenzialdifferenz ist allerdings geringer als fiir die Oxidation durch Schwe-
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feldioxid.*%! Somit ist die Reaktion in Wasser ebenfalls mdglich. Flissiges Schwefeldioxid
stellt jedoch aufgrund der wasserentziehenden Eigenschaft das Uberlegene Reaktionsme-

dium dar, was sich in den guten Ausbeuten sowie dem breiten Produktspektrum dul3ert.

Abhangigkeit von der Substratkonzentration

Neben diesen positiven Eigenschaften ist im prabiotischen Kontext die zuverlassige Pro-
duktbildung Uber einen grofden Bereich von Reaktionsbedingungen und insbesondere bei
geringen Reaktandkonzentrationen von Interesse. Ausschlaggebend hierfir ist, dass flr
viele Reaktionsszenarien auf der frihen Erde mit einer hohen Verdinnung gerechnet wird.
Die Phosphorylierung von Adenosin in Gegenwart von stéchiometrischen Phosphonsaure-
konzentrationen lieferte maximale Ausbeuten bei niedrigen Substratkonzentrationen (Ab-
bildung 44). Mit steigender Adenosinkonzentration nehmen diese ab. Bei einer Substrat-
konzentration von 400 mm lauft die Phosphorylierungsreaktion immer noch ab, jedoch ist

die erhaltene 5‘-ADP-Konzentration zu gering flr eine Quantifizierung.
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Abbildung 44: 5-AMP- und 5'-ADP-Ausbeuten der Reaktion von Adenosin mit Phosphonsaure im Verhaltnis
1:1 nach 7 d in Abhangigkeit von der Adenosinkonzentration. Als Fehler ist die Standardabweichung aus zwei
Messungen abgebildet.

Im Einklang mit diesen Ergebnissen steht auch die groRere Produktvielfalt bei niedrigeren
Substratkonzentrationen. So wurde das Produktspektrum der Reaktion ausgehend von
25 mM Adenosin im Vergleich zu dem der eingangs beschriebenen stdchiometrischen Re-
aktion mit 100 mMm Adenosin um die Produkte p"-A-pV-A/ A-pV-p"-A, A-p"-p'"/ p"-A-p", A-
pV-p"/ p"-A-p¥ und A-cp¥-p¥/ p¥-A-cp¥ erweitert (siehe Tabelle 72 auf s. 151). Die Reaktion
mit 400 mm Adenosin liefert hingegen dasselbe Produktspektrum wie die Phosphorylierung

von 100 mM Adenosin. Die beschriebene Umsetzung mit Phosphonséaure in fliissigem
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Schwefeldioxid stellt somit einen robusten Reaktionspfad zu phosphorylierten Produkten

dar.

Schwefeldioxid als Oxidationsmittel

Nachdem die Eignung von Schwefeldioxid als Reaktionsmedium flr prabiotisch plausible
Phosphorylierungsreaktionen ausgehend von Phosphonsaure veranschaulicht werden
konnte, wurde Uberprift, ob das Lésungsmittel tatsachlich auch als Oxidationsmittel fun-
giert. Sollte Schwefeldioxid diese Rolle ibernehmen, so wird es selbst reduziert. In diesem
Fall sollte mindestens eines der folgenden moéglichen Reduktionsprodukte erhalten werden:
Thiosulfat (S20327), Dithionit (S20427), Tetrathionat (Ss0¢?”) oder elementarer Schwefel
(s. Tabelle 2 auf s. 74).5%! Ein Indiz fiir die Anwesenheit des letztgenannten Reduktions-
produktes konnte die gelbliche Verfarbung des eingangs farblosen Feststoffes nach der
Umsetzung in flissigem Schwefeldioxid darstellen (Abbildung 73 aufs. 154 zeigt den Fest-
stoff eines Blank-Versuchs mit Phosphonsaure vor und nach der Zugabe von flliissigem
Schwefeldioxid). Dartuber hinaus konnte die Entstehung von Thiosulfat und Dithionit mithilfe

von CE-Messungen verifiziert werden (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Kapillarelektrophoretische Auftrennung der Reaktionsmischung ausgehend von Adenosin
(100 mm), Phosphonsaure und Harnstoff (je 3.00 Aq.). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Adenosin-
konzentration auf 10 mm verdiinnt. Die Auftrennung erfolgte auf einer BFS-Kapillare (I = 80 cm, 30 kV, 30 mm
BIS-TRIS + 20 mm Salicylsaure (pH 6.0), 25 °C). Die Analyten wurden indirekt bei 214 nm detektiert.

Hierzu wurde auf eine von TRAPP et al. entwickelte Trennmethode zuriickgegriffen, die
durch den Einsatz eines UV-aktiven BGEs bestehend aus Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan (BIS-TRIS) und Salicylsaure (pH = 6.0) die indirekte Detektion
der Analyten ermoglicht.®'7! Abbildung 45 zeigt beispielhaft das resultierende Elektrophero-
gramm der Reaktion von Adenosin (100 mM) mit Phosphonsaure in Gegenwart von Harn-

stoff (je 3.00 Aq.). Durch Ko-Injektion konnten neben der eingesetzten Phosphonsaure
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auch deren anorganisches Oxidationsprodukt sowie Thiosulfat als Schwefeldioxid Redukti-

onsprodukt zugeordnet werden.

Bei der Komponente, die nur geringfligig langsamer migriert als das Thiosulfat, kdnnte es
sich laut Referenzmessungen sowohl um Dithionit als auch um Sulfat handeln, welches in
Folge von Disproportionierungsreaktionen entstanden sein kénnte. Die massenspektro-
metrische Analyse der Reaktionsmischung ergab, dass beide Schwefelverbindungen an-
wesend waren. Des Weiteren konnte Thiosulfat als Produkt bestatigt werden. Zusatzlich zu
den monoisotopischen Signalen bekraftigen Isotopenpeaks (M+2), die auf das 3*S-Isotop
des Schwefels (relative Haufigkeit: 4.4%) zurickzufluhren sind, die Prasenz der jeweiligen

Schwefelverbindungen (Tabelle 3).

Die anfangliche Vermutung, dass Schwefeldioxid in der beschriebenen Reaktion eine Dop-
pelfunktion als Lésungs- und als Oxidationsmittel zukommt, konnte somit durch zwei von-

einander unabhangige Analysemethoden bestatigt werden.

Tabelle 3: Ubersicht (iber die nach direkter Injektion massenspektrometrisch detektierten Schwefelverbindun-
gen der Reaktion von Adenosin (100 mm) mit Phosphonsdure und Harnstoff (je 3.00 Ag.) nach 7 d. Bezogen
auf die anfangliche Adenosinkonzentration wurde die Probe auf eine Konzentration von 1 mm verdiinnt. Ge-
wahlte Messbedingungen: m/z 95-1425, Auflésung 140000, Sprayspannung -4.0 kV, Kapillartemperatur
320 °C, S-lens RF Wert 50.

Analyt M/Z(perechnet) M/Z(gefunden) Relative Intensitat
Isotopensignal (%)
Thiosulfat  H328%2S05~ 112.9372 112.9372
H32S%S05~ 114.9330 114.9329 8.5
Dithionit H32832S0,~ 128.9321 128.9318
H32S%S0,4~ 130.9279 130.9273 7.3
Sulfat H32S0,4~ 96.9601 96.9601
H3*SO4” 98.9559 98.9559 4.4

Untersuchung moglicher Reaktionspfade

AbschlielRend wurden am Beispiel von Adenosin mdgliche Pfade zu Produkten untersucht.
HierfUr wurde zunachst die Phosphorylierung des Substrates in Abhangigkeit der Reakti-
onszeit betrachtet. Bereits nach Ablauf eines Tages hatten sich zusatzlich zu monophos-
phorylierten Produkten (5-, 3'- und 2-AMP, A-p"' und cAMP) auch diphosphorylierte Ver-
bindungen (ADP, A-p"-p"/ p"-A-p", A-pV-p"/ p"-A-pY, p¥-A-cpV/ A-cpV-p"), Diadenosinphos-
phat (A-p¥-A) und sogar Dinukleotide (pV-A-pV-A/ A-pV-pV-A, p"-A-pV-A/ A-p'"-pV-A) gebildet
(Tabelle 73 auf s.152). Die innerhalb eines Tages erzielte 5-AMP-Ausbeute von 7.3%
wuchs nach Ablauf von sieben Tagen auf 26.7% an (Abbildung 46). ADP konnte zwar be-

reits nach einem Tag qualitativ nachgewiesen werden, die 5-ADP-Konzentration war je-
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doch erst nach einer Woche hoch genug fiir eine Ausbeutebestimmung. Ebenfalls nach
Ablauf einer Woche konnte ATP detektiert werden. Der Trend der ersten Reaktionstage
setzte sich jedoch nicht tUber einen grélieren Reaktionszeitraum von 26 d fort. Neben einem
Abfall der Ausbeuten in Abbildung 46 ist auch eine Verkleinerung der Produktpalette zu
beobachten. Im Vergleich zu den kirzeren Reaktionszeiten fehlen nach Ablauf von 26 d die
Phosphor(lll)-basierten Produkte p"-A-pY-A/ A-pV-p"'-A und A-p"-p"/ p"-A-p'". Als Ursache
fir beide Beobachtungen muss, die in Konkurrenz zur Kondensation stehende Hydrolyse
in Betracht gezogen werden. Im Fall der Phosphor(lll)-Produkte erscheint dariber hinaus

auch die fortschreitende Oxidation zu den entsprechenden Phosphor(V)-Analoga plausibel.
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Abbildung 46: 5'-AMP- und 5-ADP-Ausbeuten ausgehend von Adenosin (100 mm), Phosphonséure (3.00 Aq.)
und Harnstoff (1.00 Ag.) in Abhangigkeit der Reaktionszeit. Als Fehler ist die Standardabweichung aus zwei
Messungen abgebildet.

Aufgrund der Vielzahl beobachteter Phosphor(lll)-basierter Produkte in den ersten Reak-
tionstagen wird vermutet, dass Adenosin zunachst unter Abspaltung von Wasser mit der
Phosphonsaure reagiert und das Kondensationsprodukt im Anschluss oxidiert wird. Um
diese Vermutung zu Uberprifen, wurde die Phosphorylierung von Adenosin mit Phosphor-
saure in An- und in Abwesenheit von Harnstoff im Verhaltnis 1:1:1 getestet. Die Bildung von
lediglich AMP-Spuren steht im Einklang mit der obigen Hypothese (Tabelle 74 aufs. 153),
dass Adenosin erst mit Phosphonsaure kondensiert und anschlielRend eine Oxidation von
Phosphor(lll) zu Phosphor(V) stattfindet. Dartiber hinaus zeigten Reaktionen mit &quimola-
ren Konzentrationen Diammoniumhydrogenphosphat ((NH4).HPO4) sowie der Natrium-
salze der aktivierten Polyphosphate Pyrophosphat (Na2P.O;) und Trimetaphosphat
(NaszP309) keinerlei Produktbildung. In Gegenwart von Dinatriumhydrogenphosphit
(NazHPO3) konnten hingegen AMP-Spuren beobachtet werden. Die im Vergleich zu den
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Umsetzungen mit den entsprechenden freien Sduren verminderte Produktbildung kdnnte
der negativen Ladung in unmittelbarer Nachbarschaft zum elektrophilen Zentrum geschul-
det sein. Diese hat einen negativen Einfluss auf die Geschwindigkeit des nukleophilen An-
griffs am Phosphorzentrum.[32 356. 4121 Eine andere Erklarung fir die geringe Reaktivitat der
getesteten Phosphorverbindungen kénnte aber auch deren moéglicherweise schlechte Lds-
lichkeit im aprotischen Losungsmittel darstellen.['43 4131 Auch die phosphorylierten Produkte
5'-AMP und 5‘-ADP weisen in Abwesenheit von Phosphonsaure eine geringe Reaktivitat
auf. So konnten ausgehend von einer Mischung aquimolarer Mengen Adenosin, 5-AMP
und Harnstoff keine weiteren phosphorylierten Verbindungen beobachtet werden. Ein ana-
loges Experiment mit 5'-ADP lieferte vor allem das Hydrolyseprodukt 5-AMP (3.4%). Zu-
satzlich konnte, vermutlich in Folge von Phosphattransfer, 5'-ATP detektiert werden. Wird
5-AMP (100 mM) jedoch als Substrat der Reaktion mit Phosphonsaure (3.00 Aq.) in Ge-
genwart von Harnstoff (1.00 Aq.) eingesetzt, so konnte A-pV-p"/ p"-A-p¥ beobachtet werden
(Tabelle 73 auf s. 152). Somit stellen Phosphor(lll)-Kondensationsprodukte auch die Inter-
mediate der Phosphorylierung von Nukleotiden dar. AnschlieBende Oxidation fihrt zu ver-
schiedenen ADP-Isomeren. Daruber hinaus konnte auch die Bildung von ATP-Isomeren
festgestellt werden. Die kapillarelektrophoretische Auftrennung der Produktmischung zeigt
aullerdem, dass unter den Reaktionsbedingungen keine isomeren Monophosphate gebil-
det wurden. Ein Vergleich der Ausbeuten 5'-substituierter Produkte, die mit derselben An-
zahl an Kondensationsschritten erzielt wurden, veranschaulicht die Uberlegenheit der Re-
aktion ausgehend von Adenosin (Tabelle 4).

Tabelle 4: Produktausbeuten der Phosphorylierung verschiedener Adenosin-basierter Substrate (100 mm) in

Gegenwart von Phosphonsaure (3.00 Aq.) und Harnstoff (1.00 Ag.) nach 7 d. Als Fehler ist die Standardabwei-
chung aus zwei Messungen angegeben.

5-AMP 5-ADP 5-ATP
A (26.7 £6.7)% (22+0.1)% Spuren?
5-AMP - (2.0+£0.3)% (0.4 £0.2)%°
5-ADP (68.8 £ 3.7)% - (1.1 £0.1)%°

2 Die Konstitution der ATP-Isomere wurde nicht bestimmt.
b Die minimal quantifizierbare 5-ATP-Konzentration betrug 2.5 pm.

Auch in der Phosphorylierungsreaktion von 5‘-ADP konnte A-pV-p'"'/ p"'-A-pV detektiert wer-
den. Es wird angenommen, dass dieses durch Kondensation des in hohem Malle auftre-
tenden Hydrolyseproduktes von 5-ADP, 5'-AMP, mit Phosphonsaure gebildet wird. Auf
diese Weise kommt es zur Isomerisierung von 5°-ADP, die anhand mehrerer Signale in der
entsprechenden Massenspur zu beobachten ist. Ausgehend von den verschiedenen ADP-
Isomeren sowie auch vom Hydrolyseprodukt 5-AMP kann durch Kondensations- und Oxi-

dationsschritte die Bildung von ATP erreicht werden. Als Intermediat wurde hierbei Phos-
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phor(lll), Phosphor(V) gemischtes triphosphoryliertes Adenosin (A-pY-pY-p"/ p"-A-pV-pV/
p"-A(pY)-p") detektiert. Abbildung 47 gibt einen Uberblick liber die beschriebenen mogli-

chen Reaktionspfade. In Rot dargestellte Verbindungen konnten nicht detektiert werden.

Als Fazit kann festgehalten werden, dass es initial zur Kondensation des Substrates mit der
Phosphonsaure kommt. Organophosphate werden anschliellend oxidativ aus den Phos-
phonat-Intermediaten erhalten. Wahrend Kondensationsschritte reversibel sind, zeichnet
sich der anschliefende Oxidationsschritt in Folge der Redox-Eigenschaften von Schwefel-
dioxid durch seine Irreversibilitat aus. Lebende Systeme werden unter anderem durch ihre
Stoffwechselaktivitat charakterisiert.[’] Hierfiir ist nicht nur die Bildung von Organophospha-
ten, sondern auch deren Abbau sowie Isomerisierung, wie sie unter den beschriebenen

Reaktionsbedingungen beobachtet werden kann, unabdingbar.['®: 11l
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Abbildung 47: Mdgliche Reaktionspfade der Phosphorylierung in flissigem Schwefeldioxid. Da die Konstitution
der Produkte nicht bestimmt wurde, beziehen sich die Benennungen auf die Gesamtheit der gebildeten Isomere.
m/z Wert gefunden: schwarz; m/z Wert nicht gefunden: rot. Kasten um Produkte grenzen ein, welche Produkte
auf welchem Weg entstehen kénnten. Auf die Darstellung der inversen Reaktionsabfolge fir die Umsetzung
von A-pV-p!l/ p!"-A-pV zu A-pV-pV-p!'/ pM-A-pV-pV/ p-A(pY)-p¥ wurde zur Vereinfachung der Abbildung verzichtet.
Das entsprechende Intermediat A-pV-p'-p!/ pi-A-pV-p!ll/ pl-A(pVY)-p'!" konnte nicht beobachtet wurden.

Die Untersuchung und Optimierung der Phosphorylierungsreaktion mit Phosphonsaure in
flissigem Schwefeldioxid zeigt, dass bei milden Temperaturen eine robuste Umsetzung zu
phosphonat- und phosphathaltigen Produkten erreicht werden kann. Gute Adenosinmono-
phosphatausbeuten kdnnen bereits in einem Reaktionsschritt erzielt werden. Neben der
kurzen Reaktionssequenz ermoglicht das redox-aktive Reaktionsmedium die unmittelbare
Bildung dimerer Produkte, da die entsprechenden H-Phosphonatdiester-Vorlaufer oxidativ

vor Hydrolyse geschitzt werden.3%5-3%! Somit kann auf zusatzliche Oxidations- bzw. De-
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sulfurierungsschritte verzichtet werden. Diese sowie auch erhdhte Temperaturen sind in
literaturbekannten Phosphorylierungen mit Phosphor(lll)-Reagenzien unabdingbar, um Or-

ganophosphate zu erhalten.[124: 355, 358]

4.2.2 Phosphorylierung der kanonischen Nukleoside

Im Anschluss an die Untersuchung und Optimierung der Phosphorylierungsreaktion am
Beispiel des Modellsubstrates Adenosin, wurde die Kompatibilitdt der Umsetzung mit den
anderen kanonischen Nukleosiden Uberprift. Die Phosphorylierung der Ribonukleoside un-
ter den optimierten Reaktionsbedingungen (3.00 Aq. Phosphonsaure, 1.00 Ag. Harnstoff)
lieferte fUr die Substrate Cytidin (C) und Uridin gute 5*-NMP- und 5°-NDP-Ausbeuten in der
gleichen GroRRenordnung wie sie bereits fir das Modellsubstrat Adenosin beschrieben wur-
den (Tabelle 5). Die 5-Guanosinmonophosphat- (5'-GMP) Ausbeute betragt hingegen le-
diglich ein Drittel bis ein Viertel der anderen 5-NMP-Ausbeuten. Die minimal quantifizier-
bare Konzentration der phosphorylierten Produkte betrug jeweils 3 uM. Des Weiteren
konnte zwar unter mehreren anwesenden Isomeren 5‘-Guanosindiphosphat durch Ko-In-
jektion mit einer Referenz identifiziert werden, aufgrund der niedrigen Konzentration war
dessen Quantifizierung jedoch nicht mdglich.

Tabelle 5: Produktausbeuten der Phosphorylierung verschiedener Ribonukleoside (100 mmM) mit Phosphon-

séure (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.) nach 7 d. Als Fehler ist die Standardabweichung aus
zwei Messungen angegeben.

5-NMP 5-NDP NTP
Adenosin (26.7 £6.7)% (2.2+£0.1)% Spuren
Cytidin (23.2+2.4)% (3.0£0.3)% Spuren
Guanosin (7.1 £1.6)% Spuren Spuren
Uridin (29.6 £ 2.5)% (1.5+£0.0)% Spuren

Ein &hnlicher Trend konnte fiir die Produktspektren ausgemacht werden. In den Reaktionen
mit Cytidin und Uridin konnten breite Produktpaletten erhalten werden. In diesen sind zwar
im Gegensatz zur Phosphorylierung von Adenosin unter optimierten Bedingungen N-pV-N
Verbindungen abwesend, dafir wurden neben den entsprechenden Analoga der anderen
Produkte zusatzliche triphosphorylierte Verbindungen beobachtet. So enthalten die Pro-
duktspektren der beiden Pyrimidin-basierten Nukleoside gemischte Phosphor(lll), Phos-
phor(V) triphosphorylierte Spezies (N-pV-pV-p"/ p"-N-pY-p"/ p"-N(pY)-pY). Dariiber hinaus
wird die Produktmischung der Cytidin-basierten Reaktion durch gemischte (a-)zyklische
triphosphorylierte Verbindungen (pV-pV-C-cp/ pV-C-cp¥-p¥ und p"'-p¥-C-cp"/ p"'-C-cpV-pV/
pV-pV-C-cp'"') komplettiert (siehe auch Tabelle 85 auf s. 166). Im Vergleich dazu wurde mit

Guanosin (G) als Substrat ein kleineres Produktspektrum erzielt. Zwar konnte G-p¥-G de-
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tektiert werden, jedoch sind im Gegensatz zu den Phosphorylierungen der Pyrimidin-Nuk-
leoside cNMP, Phosphor(lll), Phosphor(V) gemischte Dinukleotide und Phosphor(lll), Phos-
phor(V) gemischte triphosphorylierte Verbindungen abwesend. Die Massenspuren der rei-
nen Phosphor(V)-Dinukleotide zeigten jeweils ein separates Signal und zusatzlich bei
héheren Migrationszeiten mehrere Uberlagernde Signale. Analog zur Reaktion mit Adeno-
sin konnten im Fall von Cytidin und Uridin in MS/MS-Experimenten des separaten Signals
sowie auch der Gberlagernden Signale Fragmente detektiert werden, die sowohl Phosphat-
als auch Pyrophosphat-verknupften Konstitutionsisomeren zuordenbar sind. Fragmente,
wie [M-H-HPO:s]", die charakteristisch fir das Phosphat-verbriickte Produkt sind, konnten
hingegen nur fur die langsamer migrierenden, Uberlagernden Signale beobachtet werden.
Aus diesem Grund wird angenommen, dass das diskrete, schneller eluierende Signal py-
rophosphathaltigen Produkten (N-pY-pY-N) zugeordnet werden kann. Die langsamer mig-
rierenden, Uberlagernden Signale sind auf Verbindungen mit Phosphat-Linker (pV-N-pV-N)
zuruckzufihren. Abbildung 82-85 ab s. 162 zeigen die entsprechenden MS/MS-Spektren.
Die geringe Intensitat der Signale der Guanosin-basierten Dinukleotide verhinderte die Auf-

zeichnung von MS/MS-Spektren und somit auch die Analyse der Phosphatverknipfungen.

Unterschiedliche Reaktivitdten konnten bei der Phosphorylierung der Desoxyanaloga flr
die Purin- und Pyrimidin-Nukleoside festgestellt werden. Wahrend ausgehend von den Pu-
rin-Nukleosiden lediglich NMP- sowie N-p"-Spuren detektiert werden konnten, lieferten die
Kondensationsreaktionen ausgehend von den Pyrimidin-Nukleosiden die hochsten 5°-
Mono- und Diphosphatausbeuten (Tabelle 6). Mit verantwortlich fir letztere Beobachtung
kénnte die im Vergleich zu den Ribonukleotiden geringere Anzahl zuganglicher Regioiso-
mere sein. Die minimal quantifizierbare Konzentration lag fir 5-Desoxycytidinmonophos-
phat (5-dCMP) sowie fir 5-Desoxythymidinmonophosphat (5*-dTMP) bei 5 uM und fir 5'-
Desoxythymidindiphosphat (5-dTDP) bei 3.2 pm.

Die Produktspektren der Reaktion mit Desoxycytidin (dC) und Desoxythymidin (dT) zeigen
eine hohe Ubereinstimmung mit den Produktmischungen der Ribonukleoside (siehe Ta-
belle 85 auf s. 166). Auffallig ist vor allem, dass im Gegensatz zu den Umsetzungen der
Ribonukleoside eine geringere Vielfalt diphosphorylierter Produkte erhalten wurde. So
konnten weder mit Desoxycytidin noch mit -thymidin N-p"'-p"// p"-N-p" und N-cpV-p" erhal-
ten werden. Das p"-N-cpV-Isomer des letztgenannten Produktes kann bedingt durch die

Desoxyfunktionalitat der Edukte von vorneherein ausgeschlossen werden.

Eine weitere Gemeinsamkeit mit den Produktmischungen der Ribonukleosidversuche stellt
das Auftreten eines separaten Signals sowie zusatzlich mehrerer Uberlagernder Signale in

der Massenspur der Phosphor(V)-basierten Dinukleotide dar. Auch im Fall von Desoxycy-
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tidin und -thymidin zeigen MS/MS-Spektren des separaten Signals sowie der Signalgruppe
Fragmente, die sowohl flir Pyrophosphat- als auch fir Phosphat-verbriickte Produkte cha-
rakteristisch sind. Dementgegen konnten flir das Phosphat-verbriickte Konstitutionsisomer
charakteristische [M-H-HPOs]™ Fragmente lediglich in MS/MS-Experimenten der langsamer
migrierenden, Uberlagernden Signale detektiert werden (siehe Abbildung 86-89 ab s. 164).
Infolgedessen wird angenommen, dass das schneller migrierende Signal auch im Fall der
Desoxynukleotide auf pyrophosphathaltige Konstitutionsisomere zuriickzufiihren ist. Die
spater eluierenden iberlagernden Signale werden Phosphat-verbriickten Verbindungen zu-
geordnet.

Tabelle 6: Produktausbeuten der Phosphorylierung verschiedener Desoxyribonukleoside (100 mm) mit Phos-

phonséure (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.) nach 7 d. Als Fehler ist die Standardabweichung
aus zwei Messungen angegeben.

5-dNMP 5-dNDP dNTP
Desoxyadenosin Spuren? - -
Desoxycytidin (32.6 £5.5)% nicht bestimmt® Spuren®
Desoxyguanosin Spuren? - -
Desoxythymidin (31.7 £9.4)% (3.6 £0.2)% Spuren®

2 Die Konstitution des dNMP-Isomers wurde nicht bestimmt.
b Ko-Injektion mit 5-dCDP bestatigte die Bildung des 5'-Isomers. Zusatzlich ist mindestens ein weiteres Iso-
mer anwesend.
¢ Das 5-dNTP-Isomer konnte durch Ko-Injektion einer Referenz identifiziert werden. Zusatzlich sind weitere
Isomere anwesend.
In den Phosphorylierungsreaktionen ausgehend von Adenosin, Cytidin, Uridin, Guanosin
und Desoxythymidin konnte zusatzlich die Bildung schwefelhaltiger Nebenprodukte beo-
bachtet werden. So konnten via CE-MS-Analyse Thiophosphonate bzw. Thiophosphate
(N-p"(S) und bzw. oder N-pY-p"'(S)/ p"'-N-pY(S)/ pY-N-p"(S)) detektiert werden. Dieses Er-
gebnis steht im Einklang mit Studien von LONNBERG, in denen H-Phosphonatdiester in Ge-
genwart von elementarem Schwefel oxidativ in Thiophosphate und H-Phosphonatmonoes-

ter in Thiophosphonate Uberfihrt werden.[3%8-3%

Es kann zusammengefasst werden, dass alle kanonischen Nukleoside in fliissigem Schwe-
feldioxid in Gegenwart von Phosphonsaure phosphoryliert werden konnten. Je nach Sub-
strat konnten allerdings grof3e Unterschiede beziiglich der Ausbeute, des Produktspek-

trums sowie der Kettenlange der Produkte beobachtet werden.

4.2.3 Phosphorylierung einer Nukleosidmischung

Als Nachstes wurde in Analogie zur Eisen-vermittelten Peptidbildung untersucht, ob der

beschriebene Reaktionspfad auf ein aus prabiotischer Sicht denkbares, komplexes Szena-
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rio anwendbar ist. Zu diesem Zweck wurde eine Mischung der kanonischen Nukleoside
erstellt, welche anschlieRend unter den optimierten Reaktionsbedingungen in flissigem
Schwefeldioxid mit Phosphonsaure umgesetzt wurde. Die resultierende Produktmischung
wurde zunachst kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss an die Separation der
Probenbestandteile konnten massenspektrometrisch Signale vieler N-pV-N und pY-N-pV-N/
N-pV-p"-N detektiert werden (Abbildung 48). Eine eindeutige Identifikation der Nukleosid-
bausteine war fur die Uberwiegende Zahl der Desoxycytidin-, Desoxythymidin-, Cytidin-,
Guanosin- und Uridin-basierten Dimere anhand des fiir das jeweilige Nukleosidpaar cha-
rakteristischen m/z Wertes moglich. Fir die verbleibenden Produkte, die m/z Werte aufwei-
sen, die mehreren Dimeren zuordenbar sind, konnte keine Aussage beziiglich der Nukleo-
sidbausteine getroffen werden, da aufgrund der niedrigen Konzentrationen keine aussage-

kraftigen MS/MS-Spektren erhalten werden konnten.

p-N-p-N / N-p-p-N
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Abbildung 48: Produktspektrum der Phosphorylierung einer Nukleosid-Mischung (A, C, G, U, dA, dG, dC, dT)
(je 25 mm, insgesamt 1.00 Aq.) mit Phosphonséure (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.) nach 7 d.
M via CE-MS detektiert, nicht detektiert, %% der detektierte m/z Wert des Produktes kann auf verschiedene
Nukleosidpaarungen zurtickgefiihrt werden, weshalb das Signal nicht eindeutig einer Kombination von Nukleo-
sidbausteinen zugewiesen werden konnte. Die Massenspuren wurden mit einer Abweichung von 5 ppm extra-
hiert

Die Massenspuren der Dinukleotidprodukte (pV-N-pY-N/ N-pY-pY-N) beinhalteten jeweils
zwei Signalgruppen. Zwar konnten keine aussagekraftigen MS/MS-Spektren der Dinukleo-
tidsignale erhalten werden, das beobachtete Signalmuster steht jedoch im Einklang mit de-
nen analoger Produkte der Versuche der einzelnen Nukleoside, weshalb vermutet wird,
dass es sich um die jeweiligen Pyrophosphat- und Phosphat-verbriickten Konstitutionsiso-

mere handelt.

Auch die im Vergleich zu (Desoxy-)Cytidin, Desoxythymidin, Guanosin und Uridin geringe
Reaktivitdt von Desoxyadenosin (dA) stimmt mit den Ergebnissen der Umsetzungen der

isolierten Nukleoside Uberein. So waren lediglich in zwei der betreffenden Massenspuren
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Signale auszumachen. Hierbei muss jedoch bedacht werden, dass diese neben den dime-
ren Produkten von Desoxyadenosin mit Cytidin und Guanosin auch auf andere Nukleosid-
kombinationen zurtickzufiihren sein kénnten. In Frage kommen flr erstgenannten m/z Wert
folgende Paarungen: Adenosin-Desoxycytidin und Desoxyguanosin (dG)-Desoxycytidin
sowie flur letztgenannten: Adenosin-Desoxyguanosin, Desoxyguanosin-Desoxyguanosin,
Adenosin-Adenosin. Die Reaktivitat von Desoxyadenosin kann im Vergleich zu dessen Ri-
bonukleosidanalogon sowie Desoxyguanosin aus oben genannten Griinden nicht bewertet

werden.

Nukleotidstrange, die eine Mischung von RNA- und DNA-Bausteinen beinhalten, bilden in
Folge von Rickgratinhomogenitat, bedingt durch verschiedene Zuckerkonformationen,
Doppelhelices geringerer Stabilitat aus als Einzelstrange, die aus Nukleosiden eines Zu-
ckers aufgebaut sind.*'¥ Dies kann sich, wie auch die Anwesenheit nicht-kanonischer Ver-
knupfungen, positiv auf die Templat-basierte Replikation auswirken, da im Vergleich zu ei-
nem kanonischen Templat schwachere Wechselwirkungen mit dem Substrat eingegangen

werden und so eine Inhibition vereitelt werden kann.?#14-415]

Ein weiteres Charakteristikum der gemischten Einzelstrange stellt die bevorzugte Bindung
homogener Polymere dar.[*'! Darliber hinaus nehmen KRISHNAMURTHY et al. an, dass die
Information der Nukleobasenabfolge gemischter Strange vererbt werden kann.*'! In einer
hypothetischen heterogenen Welt, welche als Gegenentwurf zu einer homogenen RNA-
Welt im Gesprach ist,['817 18 koexistieren RNA und DNA.['8] Ohne selektive Prozesse ist
in einer solchen Welt die Anwesenheit gemischter Nukleotidstrange vorstellbar.®'4
KRISHNAMURTHY et al. schlagen basierend auf dem beobachteten Verhalten gemischter
Nukleotidstrange in Replikationsvorgangen eine sukzessive Akkumulation homogener Ver-
bindungen ausgehend von heterogenen Templaten vor.*'¥ In analoger Weise konnten die
im Rahmen der beschriebenen Umsetzung einer Nukleosidmischung beobachteten ge-

mischten Dimere in den prabiotischen Kontext eingeordnet werden.

4.2.4 Phosphorylierung anderer prabiotisch relevanter Substrate

Abgesehen von den bisher untersuchten Nukleotiden spielen in lebenden Organismen
phosphorylierte Derivate von Carbon- und Aminosduren, Zuckern sowie Alkoholen eine be-
deutende Rolle als Stoffwechselbestandteile oder bei der Bildung von Amphiphilen.[416-417]
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob der beschriebene Reaktionspfad mit Substraten
dieser Stoffklassen vereinbar ist. Hierzu wurde die Phosphorylierung ausgewahlter Stell-
vertreter der verschiedenen Stoffklassen unter den am Beispiel von Adenosin optimierten

Reaktionsbedingungen getestet. Die Auswahl der getesteten Substrate umfasste folgende
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Verbindungen: Glycerin (GL), Glyceraldeyhd (GCA), D-Ribose (Rib), L-Lactat (Lc), L-Serin
(Ser).

Mit Ausnahme der Reaktion mit Ribose konnten mit einem Uberschuss an Phosphonsaure
(3.00 Ag.) und in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.) nach Ablauf von sieben Tagen H-
Monophosphonatprodukte (R-p'"') séamtlicher Substrate erhalten werden (siehe auch Ta-
belle 86 auf s. 167). Somit kann angenommen werden, dass die Phosphorylierung nicht nur
im Fall der Nukleosidsubstrate durch einen initialen Kondensationsschritt mit der Phosphon-
saure eingeleitet wird. Oxidation der H-Phosphonate durch das Reaktionsmedium flihrte
anschlieRend zur Bildung azyklischer Monophosphate (R-pY) samtlicher getesteten Sub-
strate. Hierbei konnten durch Ko-Injektion mit den entsprechenden Referenzsubstanzen
folgende Konstitutionsisomere eindeutig identifiziert werden: Glycerin-1- und Glycerin-2-
phosphat, Ribose-5-phosphat und O-Phosphoserin. Die Massenspur des Ribosemono-
phosphates wies jedoch weitere Signale auf, was vermuten Iasst, dass zusatzlich auch an-
dere Isomere vorlagen. Dementgegen konnten zyklische Monophosphatprodukte (R-cpV)
lediglich ausgehend von Glycerin und Lactat beobachtet werden. Zusatzlich zu den mono-
meren Verbindungen konnten in den Reaktionen mit Glycerin, Glyceraldehyd, Lactat und
Serin auch monophosphorhaltige Substratdimere beobachtet werden. Mit Ausnahme von
Glyceraldehyd, ausgehend von welchem das H-Phosphonat-verbrickte Dimer des Substra-
tes (GCA-p"-GCA) detektiert werden konnte, handelt es sich jedoch um phosphathaltige
Dimere der Substrate. Eine weitere Besonderheit der Umsetzung von Glyceraldehyd unter
den gewahlten Bedingungen ist, dass neben der Phosphonsaure auch das Substrat als
Reduktionsmittel agiert, sodass Spuren von Glycerinsdure erhalten wurden. Dimere Ver-
bindungen, wie pV-R-p¥-R/ R-pV-p"-R konnten alleinig bei der Phosphorylierung von Glyce-
rin und Serin ausgemacht werden. Da Phosphate als Kondensationsreagenzien Peptidbil-
dung begiinstigen kbnnen,[133 2242271 ist fir letztgenanntes Substrat neben der Bildung der
bereits genannten Konstitutionsisomere auch die Entstehung isomerer diphosphorylierter
Dipeptide vorstellbar. Analoges gilt auch fir die Konstitution des monophosphorylierten
Substratdimers. Eine Analyse der Reaktionsmischung auf Selbstkondensationsprodukte
der Aminosaure unterstitzt diese Mdglichkeit, da unter den gewahlten Reaktionsbedingun-
gen Diserin entsteht. In Kapitel 2 wurde die Trimetaphosphat-unterstitzte Peptidbildung
Uber Aminosaure-N-Triphosphat- und zyklische Acylphosphoramidat-Zwischenstufen oder
alternativ Uber lineare Acylphosphat-Intermediate beschrieben.[?08 225.2281 Dg bei der Phos-
phorylierung in Schwefeldioxid jedoch O-Phosphoserin als einziges monophosphoryliertes
Produkt mit einer Serineinheit detektiert wurde, wurde ein geringfligig modifizierter Mecha-
nismus fir die Bildung von Serin-basierten Peptiden vorgeschlagen. Eingangs kommt es
zur Kondensation der Hydroxylgruppe der Serin-Seitenkette mit Phosphonsaure (Abbildung

49). Oxidation des H-Phosphonates und intramolekulare Kondensation des resultierenden
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Phosphates kdnnten zur Bildung eines zyklischen Intermediates fiihren. AnschlieRende
Ring6ffnung in Folge des nukleophilen Angriffs der Aminogruppe eines zweiten Serinmole-
kils auf das Carbonylkohlenstoffatom kénnte unter Ausbildung einer Amidbindung O-Phos-
phodiserin liefern. Die Bildung langkettiger Serin-Peptide ist durch den Angriff der
Aminogruppe von O-Phosphodiserin oder auch langerer Analoga auf das Carbonylkohlen-
stoffatom des zyklischen Intermediates vorstellbar. Weitere Aminosauren wurden im Rah-
men der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Wahrend Aminosauren mit nukleophilen Sei-
tenketten, wie beispielsweise Threonin oder Tyrosin, mit dem vorgeschlagenen Mechanis-
mus vereinbar sein sollten, ist dieser nicht auf Aminosauren ohne eine solche anwendbar.
Sollte mit diesen jedoch die Phosphorylierung der Amino- bzw. Carboxylgruppe mdoglich
sein, so ist die Bildung von Peptiden Uber die von RABINOWITZ et al. beschriebenen Inter-

mediate vorstellbar.[208 225. 228]

Q Q Q Q
Ser 2% HO/P\O/\HJ\OH — HO/P\O/\HJ\OH
| |
H Ox. OH
NH, NH,
O. OH
i a0
o iNe
H/go Q\ /OH
. NHy
Oligomere /\HJ\ H/g
NH,

Abbildung 49: Mechanismusvorschlag fiir die Bildung von Serinpeptiden in Gegenwart von Phosphonsaure in
Anlehnung an RaBINOwWITZ et al. m/z Wert gefunden: schwarz; m/z Wert nicht gefunden: rot. Als langstes Peptid
wurde Diserin detektiert.[225]

Die Umsetzung von Serin lieferte dartiber hinaus bis zu triphosphorylierte Produkte mit ei-
ner Serineinheit. Gleiches konnte nur fur die Phosphorylierung von Lactat beobachtet wer-
den. Dementgegen wurden mit der Bildung eines Oligomers bestehend aus drei Substrat-
sowie Phosphateinheiten ausgehend von Glycerin die meisten Kondensationsschritte in-

nerhalb eines Produktmolekils erzielt.

Als Ergebnis kann die Vereinbarkeit des Reaktionspfades mit einem breiten Spektrum bio-
chemisch relevanter Substrate, die verschiedenen Stoffklassen angehdren, festgehalten
werden. Hervorzuheben ist hierbei insbesondere die Bildung von Diserin. Prabiotische Re-
aktionen unterscheiden sich von zielgerichteten Laborsynthesen insofern, dass mit der An-
wesenheit verschiedenster prabiotisch plausibler Verbindungen gerechnet werden muss.
Infolgedessen ist die Toleranz der Reaktionspfade gegentiber anderen Substraten bzw.

Reaktionsrouten zu verschiedenen biochemisch relevanten Verbindungen unabdingbar. Im
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Fall der beschriebenen Reaktionsroute trifft dies zu: Serin wird nicht nur als Substrat der
Phosphorylierungsreaktion toleriert, sondern gleichzeitig begtinstigen die Reaktionsbedin-

gungen dessen Eigenkondensation.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden im Kontext der prabiotischen Chemie Synthe-
serouten zu Peptiden und Organophosphaten in flissigem Schwefeldioxid als hygroskopi-
schem Lésungsmittel untersucht und entwickelt. Auf diese Weise wurden Kondensations-
reaktionen realisiert, die in wassriger Losung thermodynamisch unvorteilhaft sind. Zusatz-
lich wurde das prabiotische Szenario flissiger Schwefeldioxidlésungen in Bezug auf Phos-
phorylierungsreaktionen getestet. Schwefeldioxid war auf der frihen Erde als Bestandteil
vulkanischer Ausgasungen verfligbar. Unter den fir das Hadaikum diskutierten Atmospha-
rendriicken konnte es bereits bei milden Temperaturen als flissiges Reaktionsmedium zur
Verfigung gestanden haben. Die Produktmischungen der Umsetzungen in flissigem
Schwefeldioxid wurden kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und massenspektrometrisch

sowie mithilfe verschiedener on-column Detektionsmethoden analysiert.

Der erste Abschnitt der Arbeit widmete sich Metall-vermittelten Peptidbildungsreaktionen in
flissigem Schwefeldioxid. Zunachst wurde eine Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensa-
tion auf ihre Robustheit in Bezug auf die Variation der Reaktionsparameter untersucht. Eine
quantitative Analyse der Dipeptidprodukte in einem Modellsystem bestehend aus Glycin
und L-Alanin fuhrte zur Beobachtung stabiler Ausbeuten Uber grofiere Konzentrationsbe-
reiche der Reaktanden. Uber einen langeren Reaktionszeitraum stiegen die Produktkon-
zentrationen an. Die erzielten Ausbeuten betrugen nach 21 Tagen zwischen 1.7 und 4.1%.
Bei der Bewertung von Reaktionspfaden im Kontext der prabiotischen Chemie spielt neben
deren Robustheit auch die Verfugbarkeit der Reaktanden auf der fruhen Erde eine entschei-
dende Rolle. Das eher geringe Kupfervorkommen im Hadaikum reduziert somit die prabio-
tische Plausibilitdt dieses Reaktionspfades. Aus diesem Grund wurde ein Reaktionspfad
ausgehend von reduzierten Eisenverbindungen unter den vorteilhaften Bedingungen in
flissigem Schwefeldioxid entwickelt. Eisen war auf der friihen Erde reichlich vorhanden und
die Koexistenz der entsprechenden reduzierten Verbindungen mit Eisen(lll)-Spezies, auf
die sich bisherige Studien zur Peptidbildung konzentrieren, ist unter anoxischen Bedingun-
gen plausibel. Ausgehend von Glycin und L-Alanin konnte in Gegenwart von mit Essigsaure
aktiviertem Eisenpulver Diglycin gebildet werden und so das Potenzial reduzierter Eisen-
verbindungen fiir die Peptidbildung gezeigt werden. Auf dieser Basis wurden anschlie3end
die Reaktionsbedingungen optimiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass sich die An-
wesenheit von Harnstoff positiv auf die Produktbildung auswirkt. Neben einem Anstieg der
Dipeptidkonzentrationen wurde auch eine Erweiterung des Produktspektrums um die wei-
teren Dipeptidkombinationen sowie mehrere Tripeptide beobachtet. Weiterhin wurde die
Robustheit der Eisen-vermittelten Peptidbildung bezlglich der Reaktionsparameter unter-
sucht. Bereits ausgehend von geringen Konzentrationen des Metalls wurden dabei Di- und
Tripeptide gebildet. Darliber hinaus resultierte die Aktivierung von Eisen mit geringen Es-

sigsaurekonzentrationen in maximalen Peptidkonzentrationen. Auch in Abwesenheit der
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Essigsaure und somit ohne beschleunigte Eisenkorrosion konnte noch in geringem Malle
Produktbildung beobachtet werden. Die Ursache hierflir kann neben der Eisenkorrosion
durch die Aminosauren oder durch das Reaktionsmedium auch eine geringfiigige Aktivitat
des elementaren Eisens als Vermittler der Kondensationsreaktion darstellen. Diese Ergeb-
nisse verdeutlichen somit die Unempfindlichkeit der Reaktionsroute in Bezug auf die ver-
flugbare Eisen- sowie Essigsauremenge. Experimente mit Eisenreagenzien verschiedener
Oxidationsstufen ergaben, dass Eisen(ll)-Verbindungen eine zentrale Rolle in dem identifi-
zierten Reaktionspfad tGibernehmen. Des Weiteren konnte im Rahmen einer zeitabhangigen
Versuchsreihe unter optimierten Reaktionsbedingungen Dipeptidbildung binnen eines Ta-
ges festgestellt werden. GroRere Reaktionszeitrdume resultierten in einem stabilen Anstieg
der Produktkonzentrationen sowie einer Verbreiterung des Produktspektrums. So lieferte
die Umsetzung von Glycin und L-Alanin Uber einen Zeitraum von 29 Tagen Dipeptidaus-
beuten von bis zu 2.5% und Kondensationsprodukte bis hin zu Pentapeptiden, wodurch die
Effizienz der identifizierten Reaktionsroute veranschaulicht werden konnte. Diese Reakti-
onsroute zeichnet sich durch die Bildung langkettiger Produkte bei im Vergleich zu litera-
turbekannten Eisen(lll)-basierten Pfaden milden Temperaturen aus. Zusatzlich ist sie in
Folge der Abwesenheit prominenter Nebenprodukte, wie der Diketopiperazine, durch eine
hohe Selektivitat gekennzeichnet. Bezogen auf die prabiotische Chemie weist die Reakti-
onsroute aul3erdem aufgrund ihrer Robustheit, der einfachen Reaktanden und des grof3en
Eisenvorkommens ein grofles Potenzial hinsichtlich der Vereinbarkeit mit einer Vielzahl
prabiotisch plausibler Szenarien auf. Die Simulation eines komplexeren Szenarios, in dem
alle 20 proteinogenen Aminosauren vorliegen, zeigte durch den Einbau samtlicher Mono-
mere in Dipeptide die Kompatibilitdt des Ansatzes mit bunt zusammengesetzten prabioti-
schen Szenarien. Des Weiteren konnte anhand von Eisen- und Kupfermineral-vermittelten
Aminosaurekondensationen die Modglichkeit eines vulkanischen Reaktionsszenarios fur

Metall-vermittelte Peptidbildungen auf der friihen Erde bestatigt werden.

Ausgehend davon, dass es sich auch bei Phosphorylierungsreaktionen um Kondensatio-
nen handelt, befasste sich der zweite Abschnitt dieser Arbeit mit der Evaluation von flissi-
gem Schwefeldioxid als Losungsmittel flr die prabiotische Phosphorylierung organischer
Substrate. Mit dem Ziel die kinetische Beeintrachtigung im Zusammenhang mit nukleophi-
len Angriffen auf Phosphor(V)-Zentren mit hoher benachbarter negativer Ladung zu umge-
hen, wurde ausgehend von Phosphonsaure ein Reaktionspfad zu Organophosphaten ent-
wickelt und untersucht. Begriindet durch die Korrosion meteoritischen Schreibersits sowie
verschiedene Reduktionsprozesse fir Phosphate gilt die Existenz reduzierter Phosphorver-
bindungen auf der frihen Erde als gesichert. Anhand von Adenosin als Modellsubstrat
konnte die effiziente Bildung von Organophosphaten bei Raumtemperatur gezeigt werden

und so die Eignung von Schwefeldioxid als Reaktionsmedium fur die Einfuhrung der
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Phosphatfunktion demonstriert werden. Zusatzlich zu Monophosphatprodukten konnten
auch Di- und Triphosphate sowie Dinukleotide erhalten werden. Eine Analyse des Redox-
Systems flihrte zur Identifikation der Schwefeldioxid Reduktionsprodukte Thiosulfat und
Dithionit. Demnach kommt Schwefeldioxid eine Doppelrolle als Losungs- und Oxidations-
mittel in der Phosphorylierungsreaktion zu. In der Folge kann die Bildung von Organophos-
phaten im Gegensatz zu bisherigen Phosphor(lll)-basierten Ansatzen in einem Reaktions-
schritt sowie bei milderen Temperaturen realisiert werden. Die Optimierung des Reaktions-
pfades zeigte einen positiven Einfluss von Harnstoff auf die Produktausbeuten. So konnten
in Gegenwart des Additivs 26.7% 5‘-Adenosinmonophosphat erhalten werden. Dartber hin-
aus konnte Uber einen gréReren Konzentrationsbereich des Adenosinsubstrates robuste
Produktbildung beobachtet werden. Der Erhalt maximaler Produktausbeuten sowie brei-
terer Produktspektren ausgehend von den geringsten Substratkonzentrationen zeigt ein-
drucksvoll die Vereinbarkeit des Reaktionspfades mit potenziellen prabiotischen Szenarien
mit einem limitierten Angebot an Ausgangsverbindungen. In einem weiteren Schritt ermog-
lichten massenspektrometrische Produktanalysen in Kombination mit zeitabhangigen Ver-
suchen die Identifikation verschiedener Produktpfade im Reaktionsnetzwerk. Die Detektion
verschiedener Phosphonatprodukte deutete darauf hin, dass es zunachst zur Kondensation
zwischen dem Substrat und der Phosphonsaure kommt. Die anschlielende - aufgrund der
Redox-Aktivitat von Schwefeldioxid - irreversible Oxidation der Phosphonatintermediate lie-
fert die gewlinschten Organophosphate. Diese kdnnen auf dem beschriebenen Reaktions-
pfad innerhalb eines Tages gebildet werden. Uber langere Zeitrdume kdnnen die Phosphat-
produkte unter den gewahlten Reaktionsbedingungen jedoch auch wieder abgebaut wer-
den. Demzufolge ist der initiale Kondensationsschritt reversibel. Der festgestellte Abbau
und die Isomerisierung von als Substrat eingesetzten Organophosphaten bestatigen dies.
Die Beobachtung der genannten Prozesse zeigt darlber hinaus, dass neben der Phospho-
rylierungsreaktion auch weitere stoffwechselrelevante Umsetzungen unter den beschriebe-
nen Reaktionsbedingungen ablaufen kénnen. Neben der Umsetzung von Adenosin gelang
auch die Phosphorylierung der anderen kanonischen Nukleoside sowie weiterer prabiotisch
relevanter Molekile, wie beispielsweise Glyceraldehyd, Glycerin und Ribose. Im Zuge der
Phosphorylierung von Serin konnte dabei gleichzeitig die Eigenkondensation des Substra-
tes beobachtet werden. Somit wird unter den gewahlten Reaktionsbedingungen ein Reak-
tionspfad zu einer anderen Klasse von Biomolekulen nicht nur toleriert, sondern sogar be-
gunstigt, was in komplexen Szenarien auf der frihen Erde in Abwesenheit zielgerichteter
synthetisch-chemischer Voraussetzungen von Vorteil sein kann. Die Detektion einer Viel-
zahl von Dinukleotiden ausgehend von einer Mischung bestehend aus allen kanonischen
Nukleosiden deutet ebenfalls auf die Vereinbarkeit dieses identifizierten Reaktionspfades

mit solchen komplexen Szenarien im Zusammenhang mit dem Ursprung des Lebens hin.

99



Kapitel 5
Zusammenfassung und Ausblick

Zukunftige Studien, die sich mit Schwefeldioxid als Reaktionsmedium im Zusammenhang
mit der Entstehung von Leben beschaftigen, sollten die Toleranz verschiedener Monomere
sowie die beobachtete simultane Bildung verschiedener Biomolekulle ausnutzen, um durch
deren Kombination zu Funktionen lebender Organismen zu gelangen. So konnte beispiels-
weise eine Mischung aus Nukleosiden und Aminosauren in Gegenwart von Phosphonsaure
umgesetzt werden. Auf diese Weise kénnte mdglicherweise in einem Reaktionsschritt ne-
ben der Bildung von Peptiden und Nukleotiden auch die Aminoacylierung letzterer, die ei-
nen zentralen Schritt in der Proteinbiosynthese darstellt, erprobt werden. Dariber hinaus
sollte mit Fokus auf die Isomerisierung und den Abbau der phosphorylierten Produkte der
Aufbau eines stoffwechseldhnlichen Reaktionsnetzwerkes in flissigem Schwefeldioxid ver-
sucht werden. Denkbar ware jedoch auch zunachst die Bildung verschiedener Kondensati-
onsprodukte in Schwefeldioxid gefolgt von deren anschlieRender Uberfiihrung in eine le-
bensfreundlichere Reaktionsumgebung. Mit Blick auf die frihe Erde ist dies beispielsweise
durch Verdampfen des Losungsmittels in Folge eines Temperaturanstiegs bzw. eines
Druckabfalls denkbar. Im Anschluss ist die Umsetzung der entstandenen Biomolekiile so-
wohl in trockenen als auch wassrigen Reaktionsumgebungen vorstellbar. Die Untersu-
chung der entsprechenden Reaktionssequenzen kénnte einen weiteren Gegenstand zu-

kinftiger Forschungsvorhaben darstellen.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten somit Reaktionspfade in fliissigem
Schwefeldioxid entwickelt werden, die den in wassriger Losung thermodynamisch unvor-
teilhaften Aufbau von Peptiden und Organophosphaten erlauben. Dabei wurde das Szena-
rio prabiotischer Umsetzungen in fliissigem Schwefeldioxid auf Phosphorylierungsreaktio-
nen erweitert. In diesen Ubernimmt das Reaktionsmedium eine Doppelrolle, indem es
gleichzeitig das Oxidationsmittel flir das prabiotisch plausible, reduzierte Phosphorylie-
rungsreagenz darstellt. Die Charakteristika der untersuchten Reaktionspfade wie Kompati-
bilitat mit einer Vielzahl an Substraten, kurze Reaktionssequenzen und Umsetzung bei mil-

den Reaktionstemperaturen begriinden eine hohe prabiotische Plausibilitat.
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Abbildung 50: Graphische Zusammenfassung der Untersuchung und Entwicklung prabiotisch plausibler Re-
aktionspfade in flissigem Schwefeldioxid. Oben: Metall-vermittelte Peptidbildung; unten: Phosphorylierung mit
Phosphonséure als Phosphorylierungsreagenz. Adaptierte und Ubersetzte Abbildung nach [392-393, 403] mit
Erlaubnis des Wiley-Verlags (Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY & CC BY-NC).
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6.1 Aligemeine Angaben

Die in der vorliegenden Arbeit thematisierten Forschungsprojekte wurden zum Teil in Ko-

operation durchgefihrt.

Das CE-MS-Interface wurde in Zusammenarbeit mit PROF. DR. OLIVER TRAPP und DR. FA-
BIAN SAUER entwickelt und erprobt.**! Die Peptidanalyse via CE-MS wurde von DR. MAREN
HAAS und DR. FABIAN SAUER entwickelt.[3%4-399]

Die Druckapparaturen flr Reaktionen in flissigem Schwefeldioxid wurden von DR. MAREN
HAAS und PROF. DR. OLIVER TRAPP entwickelt. Peptidbildungen in flissigem Schwefeldioxid
ausgehend von Kupfer(ll)chlorid, Glycin und L-Alanin wurden von DR. MAREN HAAS durch-
gefiihrt.3® Die Quantifizierung der Produkte aus diesen Reaktionen erfolgte im Rahmen

der vorliegenden Arbeit.

Im Rahmen ihrer Bachelorarbeit testete CHRISTIANE SEIBAND unter meiner Anleitung die
Trennung von Nukleotiden an der CE und fihrte erste Phosphorylierungsversuche in flis-

sigem Schwefeldioxid durch.

6.1.1 Chemikalien und Léosungsmittel

Chemikalien wurden von Abcr, Alfa Aesar, Carbosynth, Jena Bioscience, Metabion, Sigma
Aldrich, TCI Chemicals, Thermo Fisher Scientific und VWR sowie von der Chemikalienaus-
gabe der Chemischen Institute erworben und wenn nicht anders vermerkt ohne weitere
Aufreinigung eingesetzt. Covellin (Fundort: Polen), Akaganeit (Fundort: Deutschland) und
Hamatit (Fundort: Italien) wurden von Seltene Mineralien GUNNAR FARBER (Samswegen,

Deutschland) bezogen. Markasit (Fundort: unbekannt) wurde von Alfa Aesar erhalten.

Fir analytische Zwecke wurden HPLC grade bzw. HPLC-MS grade Lésungsmittel verwen-
det. Destilliertes Wasser wurde zusatzlich mithilfe eines VWR Puranity PU 15 Gerates auf-

gereinigt.

SO, N38 (99.98%) wurde von Air Liquide (Deutschland) erworben. Reaktionen in fllissigem

Schwefeldioxid wurden unter Luftausschluss in einer Stickstoffatmosphare durchgefihrt.

6.1.2 CE

Elektrophoretische Auftrennungen wurden an einer Agilent CE 7100 mit einem Dioden-
array-Detektor (Waldbronn, Deutschland) vorgenommen. Die Geratesteuerung erfolgte mit-

hilfe der ChemStation Software (Version C.01.07). Die verwendeten Quarzglaskapillaren
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(ID =50 um, OD = 360 um) wurden von MicroQuartz (Minchen, Deutschland) erhalten.
Proben wurden vor der Analyse filtriert (Filtermaterial: Celluloseacetat, Porengrofie:
0.45 um). Elektropherogramme wurden mithilfe von CEval 0.6g und OriginPro 2018G aus-

gewertet.18]

6.1.3 CE-MS-Interface

Die Standard lon Max ESI-Quelle eines Orbitrap Q Exactive Plus Massenspektrometers der
Firma Thermo Fisher Scientific wurde durch ein spezialangefertigtes CE-MS-Interface aus-
getauscht. Dieses bestand aus einem Edelstahlgerist mit einer (x-y-z)-Bihne von Thorlabs
(Dachau, Deutschland). Auf dieser befand sich ein PEEK T-Stuck, in dem der Emitter sowie
die Kapillare befestigt wurden. Fur die Herstellung der Emitter wurden Rohrstlicke aus Edel-
stahl (OD = 1/16“, ID = 0.5 mm) von Altmann Analytik KG (Munchen, Deutschland) erwor-
ben. Die Emitterspitze wurde anschlieliend mit einem Dremel 8100 (Racine, USA) angefer-
tigt. Zur Kontrolle der Emitterqualitat diente ein Kruess MSZ5600 Mikroskop (Hamburg,
Deutschland). Die auRere Polyimidschicht der Quarzglaskapillaren wurde am Outlet ent-
fernt und die Kapillare wurde so im Emitter positioniert, dass sie minimal hervorstand. Das
CE-Outlet wurde so ausgerichtet, dass es sich auf gleicher Hohe wie das geerdete Inlet der
lonentransfer-Kapillare (T = 140°°C) befand. Ein stabiles Elektrospray wurde durch Anle-
gen einer externen Spannung (Spannungsquelle von Phywe Systeme KG, Goéttingen,
Deutschland) und eines koaxialen SL-Fluss (H20/i-PrOH 1:1 + 0.05% v/v Ameisensaure)
von 3 pyL/min gewahrleistet. Um eine optimale Sprayqualitat zu erzielen, wurde die Position
der Emitterspitze vor jeder Messung mithilfe der (x-y-z)-Blihne eingestellt. Proben wurden

vor der Analyse filtriert (Filtermaterial: Celluloseacetat, Porengréfe: 0.45 um).

6.1.4 Kugelmiuhle

Die Aminosauremischung wurde in einer Planeten-Mikromuhle des Typs PULVERISETTE
7 premium line der Firma Fritsch (Idar-Oberstein, Deutschland) mit Edelstahl-Mahlbechern

(20 mL) und Edelstahl-Kugeln (d = 10 mm, zehn Stlick je Mahlbecher) homogenisiert.

6.1.5 Elementaranalyse

Mineralien wurden vor ihrem Einsatz am Anorganisch Chemischen Institut der LMU Mun-
chen von JARKA OBEL, SOPHIE GUTENTHALER und PHILIPP MAIER in Mikrowellenversuchen
aufgeschlossen und emissionsspektrometrisch auf ihre Zusammensetzung hin untersucht.

Die emissionsspektrometrischen Messungen mittels induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-
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OES: inductively coupled plasma optical emission spectrometry) wurden an einem Varian

Vista Simultan Spektrometer vorgenommen.

6.2 Reaktionen in fluissigem Schwefeldioxid

6.2.1 Druckapparaturen fur die Reaktionen in fluissigem Schwefeldioxid

{

Vorrats- Reaktions-
seite seite

Abbildung 51: Druckapparatur fir die Reaktionen in flissigem Schwefeldioxid. Vorrats- und Reaktionsseite
sind jeweils mit Reagenzglas und Riihrfisch ausgestattet. Ubersetzte und adaptierte Abbildung nach F. Sauer,
M. Haas, C. Sydow et al., Nat. Commun. 2021, 12, 7182, https://www.nature.com/articles/s41467-021-27527-
7.1392] Die Darstellung ist durch die Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY, https://cre
ativecommons.org/licenses/by/4.0/ gestattet.

Im Vorfeld der Experimente wurden die Druckapparaturen (Abbildung 51) abwechselnd drei
Mal evakuiert und mit Stickstoff geflutet sowie anschlieRend auf der Vorratsseite unter Kih-
lung (T = =76 °C) mit flissigem Schwefeldioxid befiillt. Anhand der Einwaage der leeren
und beflllten Apparaturen konnte das Schwefeldioxid-Fulllvolumen ermittelt werden. Das
maximale Fulllvolumen betrug 3.5 mL. Reaktionen wurden bis zu einem Minimalvolumen
von einem Milliliter durchgefihrt. Spatestens nach fliinf Reaktionen wurden die Druckappa-

raturen gereinigt und neu befilllt.
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Abbildung 52: Druckmessung bei Raumtemperatur in einer der Edelstahlapparaturen, die mit 3.7 g Schwefel-
dioxid beflllt ist (p = 3.2 bar). Adaptierte Abbildung nach C. Sydow et al., Commun. Chem. 2022, 5, 143,
https://www.nature.com/articles/s42004-022-00761-w.1%3 Die Darstellung ist durch die Creative Commons At-
tribution 4.0 International License CC BY, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ gestattet.

6.3 Metall-vermittelte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid

6.3.1 Kupfer-vermittelte Peptidbildung

(o) CUC|2 R 0
0 \H}\ Harnstoff HJJ\
+ >
HzNQJ\OH OH Rt so, HZNJ\W © OH
NH, O R
R = CHj, H

Glycin (90.1 mg, 1.20 mmol), L-Alanin (107 mg, 1.20 mmol) (2.40 mmol insgesamt,
1.00 Aq.), Harnstoff (72.1 mg, 1.20 mmol, 0.50 Ag.) und CuCl; (161 mg, 1.20 mmol,
0.50 Aq.) oder wahlweise Covellin (CuS) (115 mg, Aminosauren/Mineral-Verhaltnis
20.9 mmol/g) wurden auf der Reaktionsseite in die Druckapparatur eingebracht und ab-
wechselnd drei Mal evakuiert und mit Stickstoff geflutet (Abbildung 51). Anschlief3end
wurde die Reaktionskammer auf =76 °C gekuhlt und Schwefeldioxid (3.0 mL) aus der Vor-
ratsseite einkondensiert. Nach SchlieBen des Hahns zwischen den beiden Kammern und
Entfernen der Kiihlung wurde die Reaktionsmischung fiir 1 bis 21 d bei Raumtemperatur
gerlhrt. Am Ende der Reaktionszeit wurde Schwefeldioxid auf der Vorratsseite kondensiert.
Der Feststoff wurde in vacuo getrocknet und bis zur Probenmessung bei -18 °C aufbe-
wahrt.
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Peptidbildungen ausgehend von CuCly, Glycin und L-Alanin wurden von DR. MAREN HAAS
durchgefiihrt.3%4

6.3.2 Eisen-vermittelte Peptidbildung mit Glycin und L-Alanin

Fe-Pulver
o AcOH
O Harnstoff \)J\
+
AN \A)ko'* RT, SO, HN )\W T OH
NH, R

R = CHj, H

Glycin (90.1 mg, 1.20 mmol), L-Alanin (107 mg, 1.20 mmol) (2.40 mmol insgesamt,
1.00 Aq.), Harnstoff (72.1 mg, 1.20 mmol, 0.50 Aq.) und Eisenpulver (67.2 mg, 1.20 mmol,
0.50 Aq.) wurden gemischt. Eisenpulver wurde optional durch ein Eisenmineral (115 mg,
Aminosauren/Mineral-Verhaltnis 20.9 mmol/g) oder Fe(OAc), (20.9 mg, 120 umol,
0.05 Aq.) ersetzt. Reaktionsmischungen mit Eisenpulver wurden zundchst 2 h mit Essig-
saure (6.90 uL, 120 ymol, 0.05 Aq.) inkubiert, bevor diese in der Reaktionsseite der Druck-
apparatur positioniert wurden (Abbildung 51). Nach dreimaligem Evakuieren und Fluten mit
Stickstoff wurde die Reaktionsseite auf —76 °C gekihlt und Schwefeldioxid (3.0 mL) aus
der Vorratsseite auf die Reaktionsseite kondensiert. Nach SchlieRen des Hahns zwischen
den beiden Kammern und Entfernen der Kihlung wurde die Reaktionsmischung flir 1 bis
29 d bei Raumtemperatur gerthrt, bevor die Reaktion durch Kondensation des Schwefeldi-
oxids auf die Vorratsseite beendet wurde. Der Feststoff wurde in vacuo getrocknet und bis

zur Probenmessung bei —50 °C aufbewahrt.

6.3.3 Eisen-vermittelte Peptidbildung mit der Aminosauremischung

Fir die Aminosduremischung wurden je proteinogener Aminosaure 1.3 mmol eingewogen.
Anschlieend wurde die Mischung in der Kugelmuhle fir zehn Minuten bei einer Drehzahl
von 400 rpm homogenisiert. Die Lagerung der Aminosauremischung erfolgte bei —18 °C.
Die Aminosauremischung (1.20 mmol, 1.00 Aq.), Harnstoff (72.1 mg, 1.20 mmol, 1.00 Aq.)
und Eisenpulver (67.2 mg, 1.20 mmol, 1.00 Ag.) wurden zunéchst fir 2 h mit Essigsaure
(6.90 pL, 120 umol, 0.10 Aq.) inkubiert. Die Mischung wurde auf der Reaktionsseite der
Druckapparatur positioniert und es wurde abwechselnd drei Mal evakuiert und mit Stickstoff
geflutet bevor auf =76 °C gekuhlt wurde. 3.0 mL Schwefeldioxid von der Vorratsseite wur-
den auf die Mischung kondensiert und diese wurde anschlieftend 7 d bei Raumtemperatur

gerihrt. Am Ende der Reaktionszeit wurde Schwefeldioxid wieder zurlck auf die
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Vorratsseite kondensiert. Der Feststoff wurde in vacuo getrocknet und bis zur Probenmes-
sung bei =50 °C aufbewahrt.

6.3.4 CE-MS—Messungen der Peptidmischungen

Proben der Glycin- und L-Alanin-basierten Versuche wurden vor der Analyse auf 5 mMm in
Bezug auf die anfangliche Konzentration einer Aminosaure verdinnt. Die Probe ausgehend
von der Aminosauremischung wurde auf 1 mM in Bezug auf die anfangliche Konzentration
einer Aminosaure verdunnt. Alle Auftrennungen erfolgten druckassistiert (p = 30 mbar) bei
einer Spannung von 30 kV und einer Temperatur von 25 °C. Als Trennkapillaren wurden
mit LPA-beschichtete Quarzglaskapillaren (I = 80 cm) verwendet. Zu Beginn eines Messta-
ges wurden die Kapillaren mit Wasser, 10 mm Phosphorsaure, Wasser (jeweils finf Minu-
ten) und abschlieRend drei Minuten mit BGE (2 m AcOH) konditioniert. Zwischen den Mes-
sungen wurde zudem mit Wasser, 10 mm Phosphorsaure, Wasser (jeweils 2 min) und mit
BGE (3 min) gespiilt. Die Injektion der Proben erfolgte druckgetrieben (30 mbar fir 10 s).
Am Emitter wurde eine Sprayspannung von 3.2 kV angelegt. Full scan Massenspektren
(m/z 129-750 bzw. m/z 122-750) wurden im positiven Modus bei einer Auflosung von 70000
aufgezeichnet. Um eine Kontamination des Massenspektrometers durch Metallspezies zu
vermeiden, wurde erst zeitverzogert zur CE-Auftrennung nach der Elution der Metallionen
die Sprayspannung am Emitter angelegt sowie die Aufnahme der Massenspektren gestar-
tet. Das S-Lens Level wurde hierbei auf 50 eingestellt. Die Sequenzbestimmung der Pep-
tide erfolgte mithilfe von MS/MS-Experimenten. Daten-abhangige MS/MS-Spektren wurden
ab einem minimalen AGC target von 8 x 10° mit einer Aufloésung von 17500 anhand von
Inklusionslisten, welche alle mdglichen Dipeptidkombinationen enthielten, aufgenommen.
Das Isolationsfenster betrug 0.4 m/z und die relative Fragmentierungsenergie wurde auf
30% gesetzt. Die erhaltenen Massenspektren wurden mithilfe der Thermo Xcalibur Soft-
ware 4.1 ausgewertet. Die Extraktion der einzelnen Massenspuren erfolgte hierbei mit einer

Abweichung von 3 ppm.

6.3.5 Belegen der Kapillaren mit LPA

BFS-Kapillaren wurden anhand einer von DOVICHI et al. entwickelten und von DR. MAREN
HAAS und DR. FABIAN SAUER modifizierten Methode mit einer LPA-Schicht belegt.[275 394-395.
4191 Zunachst wurde die BFS-Kapillare fir 10 h bei 200 °C und einem Stickstoffdruck von
30 kPa in einem Thermo Focus GC Ofen ausgeheizt. AnschlieRend wurde die BFS-Kapil-
lare druckassistiert (5 bar Stickstoff) mit 0.1 M NaOH (2 h), Wasser (1 h), 0.1 M Salzsaure
(24 h) und Wasser (1 h) konditioniert und 5 h im Stickstoffstrom getrocknet. Danach wurden
die Kapillaren fur 10 min mit einer Lésung aus y-MAPS und Methanol (1:1) gespult. Die

110



Kapitel 6
Experimenteller Teil

Kapillare wurde mit Septen verschlossen und fir 14 h im Wasserbad auf 45 °C erwarmt
bevor sie mit Methanol (1 h) und Wasser (1 h) gespuilt und im Stickstoffstrom fiir 1.5 h ge-
trocknet wurde. Im nachsten Schritt wurde die Kapillare 10 min mit einer Acrylamidldsung
(120 mg in 3 mL Wasser), welche mit 10 yL Ammoniumpersulfatlésung (c = 5 mg/mL) ver-
setzt und entgast wurde, gesplult. Im Anschluss wurde die Kapillare erneut mit Septen ver-
schlossen und bei 50 °C fur 30 min im Wasserbad erwarmt. Im Anschluss an einen Spul-
schritt mit Wasser (1 h) und Trocknen im Stickstoffstrom fir 15 min wurde die belegte Ka-
pillare fir 10 h bei 100 °C und einem Stickstoffdruck von 30 kPa ausgeheizt. Die belegten
LPA-Kapillaren wurden vor ihrer Benutzung mit einer Mischung bestehend aus allen 20

proteinogenen Aminosauren (je 100 uM) auf ihre Trennleistung hin getestet (Abbildung 56).

6.3.6 Quantifizierung der Glycin- und L-Alanin-basierten Dipeptide an der CE

Proben der Glycin- und L-Alanin-basierten Versuche wurden vor der Analyse, wenn nicht
anders beschrieben, auf eine Konzentration von 10 mm in Bezug auf die anfangliche Kon-
zentration einer Aminosaure verdinnt. Die verwendeten BFS-Kapillaren (I = 80 cm) wurden
zu Beginn eines Messtages jeweils finf Minuten mit Wasser, 0.1 M NaOH, Wasser und drei
Minuten mit BGE (2 M AcOH) konditioniert. Zwischen den Messungen wurde ebenfalls mit
Wasser, 0.1 M NaOH, Wasser (jeweils 2 min) und BGE (3 min) konditioniert. Die Trennun-
gen erfolgten bei einer Spannung von 30 kV und 25 °C. Die Injektion der Analyten erfolgte
druckgetrieben (30 mbar fiir 10 s) und die Detektion wurde mithilfe eines Leitfahigkeitsde-
tektor realisiert. Als interner Standard diente hierbei 4-HP (100 um). Eichgeraden der Dipep-
tide (G2, AG+GA, Az) wurden in dreifacher Ausfuhrung aufgenommen. Proben wurden je

zwei Mal an der CE analysiert.

6.4 Phosphorylierung in flissigem Schwefeldioxid

Base H;PO5 fe) Base
-
HO o Harnstoff o—|:|>—o o
RT, 8O, Oo_
OH X OH X X=0H,H

Adenosin (80.2 mg, 300 umol, 1.00 Aq.) oder ein anderes zu phosphorylierendes Edukt,
Phosphonséure (73.8 mg, 900 ymol, 3.00 Aq.) und Harnstoff (18.0 mg, 300 umol, 1.00 Aq.)
wurden in der Reaktionskammer der Druckapparatur vorgelegt und drei Mal evakuiert und
mit Stickstoff geflutet. AnschlieRend wurde die Reaktionskammer auf —76 °C gekuhlt und
Schwefeldioxid (3.0 mL) aus der Vorratskammer auf der Reaktionsseite kondensiert. Nach
SchlieRen des Hahns zwischen den beiden Kammern und Entfernen der Kiihlung wurde

die Reaktionsmischung flir 1 bis 26 d bei Raumtemperatur gerihrt. Am Ende der
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Reaktionszeit wurde die Vorratsseite auf —76 °C gekuhlt und Schwefeldioxid dorthin zurtick
kondensiert. Der Feststoff wurde in vacuo getrocknet und bis zur Probenmessung bei
-18 °C aufbewahrt.

Fir die Reaktion der Nukleosidmischung wurden Adenosin, Cytidin, Guanosin, Uridin, Des-
oxyadenosin, Desoxycytidin, Desoxyguanosin und Desoxythymidin (aquimolar, insgesamt
600 umol, 1.00 Aq.), Phosphonséure (148 mg, 1.80 mmol, 3.00 Aq.) und Harnstoff
(36.0 mg, 600 umol, 1.00 Aq.) in der Druckapparatur vorgelegt.

6.4.1 CE-MS-Analyse der phosphorylierten Verbindungen

Proben der Phosphorylierungsversuche wurden vor der Analyse auf eine Konzentration von
5 mM in Bezug auf die anfangliche Konzentration eines Nukleosids verdinnt. Alle Auftren-
nungen erfolgten bei einer Trennspannung von 25 kV und einer Temperatur von 25 °C. Zu
Beginn eines Messtages wurden die verwendeten BFS-Kapillaren (I = 80 cm) jeweils funf
Minuten mit Wasser, 0.1 M NaOH, Wasser und abschliel3end drei Minuten mit BGE (30 mMm
NH4FA, pH = 9.5) konditioniert. Zwischen den Messungen wurde ebenfalls mit Wasser,
0.1 M NaOH, Wasser (jeweils 2 min) und mit BGE (3 min) konditioniert. Die Probeninjektion
erfolgte druckgetrieben (30 mbar fiir 10 s). Die Sprayspannung am Emitter betrug —4.5 kV.
Full scan Massenspektren (m/z 50-750 bzw. m/z 80-1200) wurden im negativen Modus bei
einer Auflésung von 140000 aufgenommen. Das S-Lens Level wurde hierbei auf 50 einge-
stellt. Die erhaltenen Massenspektren wurden mithilfe der Thermo Xcalibur Software 4.1
ausgewertet. Pyrophosphate und Produktdimere mit alternierenden Phosphat- und Nukle-
osideinheiten wurden anhand von MS/MS-Experimenten unterschieden. Datenabhangige
MS/MS-Spektren wurden ab einem AGC-target von 1 x 10° mit einer Auflésung von 17500
aufgenommen. Die Fragmentierung erfolgte anhand von Inklusionslisten bei einem Isolati-

onsfenster von 0.4 m/z sowie 30% relativer Fragmentierungsenergie.

6.4.2 Quantifizierung der Nukleotide an der CE

Proben der Phosphorylierungsversuche wurden vor der Analyse auf eine Konzentration von
0.2 bis 1 mm in Bezug auf die anfangliche Konzentration des jeweiligen Substrates ver-
dinnt. Die verwendeten BFS-Kapillaren (I = 80 cm) wurden zu Beginn eines Messtages je-
weils funf Minuten mit Wasser, 0.1 M NaOH, Wasser und drei Minuten mit BGE (30 mMm
NH4FA, pH = 9.5) konditioniert. Zwischen den Messungen wurde mit Wasser, 0.1 M NaOH,
Wasser (jeweils 2 min) und BGE (3 min) konditioniert. Die Produktmischungen wurden
druckgetrieben injiziert (30 mbar fir 10 s) und mithilfe einer Spannung von 30 kV bei 25 °C

aufgetrennt. Die Detektion der Analyten erfolgte bei A = 254 nm. Die Kapillarlange bis zum
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Detektor betrug 71.5 cm. Eichgeraden der 5’-NMPs, 5-NDPs sowie von 5-ATP wurden in

dreifacher Ausflihrung aufgezeichnet. Die Proben wurden je zwei Mal an der CE analysiert.

6.4.3 Identifikation der Schwefel-Spezies an der CE

Proben der Phosphorylierungsversuche wurden vor der Analyse auf eine Konzentration von
10 mm in Bezug auf die anfangliche Adenosinkonzentration verdinnt. Die verwendeten
BFS-Kapillaren (I = 80 cm) wurden zu Beginn eines Messtages jeweils funf Minuten mit
Wasser, 0.1 M NaOH, Wasser und drei Minuten mit BGE (30 mm BIS-TRIS + 20 mMm Sa-
licylsdure, pH = 6.0) konditioniert. Zwischen den Messungen wurde mit BGE (3 min) kondi-
tioniert. Die Probeninjektion erfolgte druckgetrieben bei 20 mbar fir 10 s. AnschlieRend
wurden die Proben durch Anlegen einer Spannung von —30 kV am CE-Inlet aufgetrennt.
Die Messungen wurden druckassistiert (40 mbar) durchgefiihrt. Die Detektion der Analyten

erfolgte indirekt bei A = 214 nm. Die Kapillarlange bis zum Detektor betrug 71.5 cm.
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Adaptierte und Ubersetzte Abbildungen und Tabellen im Anhang zur Kupfer-vermittelten
Peptidbildung nach F. Sauer, M. Haas, C. Sydow et al., Nat. Commun. 2021, 12, 7182,
https://www.nature.com/articles/s41467-021-27527-7 und zur Phosphorylierung nach C.
Sydow et al., Commun. Chem. 2022, 5, 143, https://www.nature.com/articles/s42004-022-
00761-w.B%2.4031 Dje Darstellung der adaptierten und tbersetzten Abbildungen und Tabellen
ist durch die Creative Commons Attribution 4.0 International License CC BY, https://crea
tivecommons.org/licenses/by/4.0/ gestattet. Adaptierte und Ubersetzte Abbildungen und
Tabellen im Anhang zur Eisen-vermittelten Peptidbildung nach C. Sydow et al., ChemSys-
temsChem 2022, e202200034, https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/
10.1002/syst.202200034.3%1 Die Darstellung der adaptierten und lbersetzten Abbildungen
und Tabellen erfolgt mit der Erlaubnis des Wiley-Verlags (Creative Commons Attribution

4.0 International License CC BY-NC, https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/).

7.1 Metall-vermittelte Peptidbildung in flissigem Schwefeldioxid

ICP-OES-Analysen der Mineralien

Tabelle 7: Mit ICP-OES bestimmte Zusammensetzung der verwendeten Mineralien. Welche Elemente jeweils
bestimmt wurden, wurde anhand begleitend auftretender Mineralien entschieden.

mg/g Covellin Markasit Akaganeit Hamatit
(CuS) (FeSy) (B-FeO(OH,CI)) (Fe20s3)

Al 3.8 n. b. 1.8 0.3
Ba 0.1 n. b. 0.5 -
Ca 12.7 7.1 30.2 0.2
Co 0.2 n. b. 0.5 -
Cu 585.7 n. b. - -
Fe 2.3 448.0 288.2 657.3
Mg 6.9 7.3 10.7 0.1
Mn 0.3 n. b. 0.4 -
Na 1.2 n. b. 22.6 0.3
S 284.9 475.0 26.6 -
Si 4.9 1.9 4.2 2.1
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7.1.1 Kupfer-vermittelte Peptidbildung

Eichgeraden

G,/ 4-HP
Peakflachenverhaltnis
N
1

o Gz

I | | |
0 50 100 150 200 250
Konzentration (uM)

Abbildung 53: Gz-Eichgerade (m = 0.01443 + 9.89762 x 1075, R2 = 0.99972). Die Messbedingungen fir die
elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und Az wurden wie folgt
gewahlt: BGE: 2Mm AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion
(30 mbar fir 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme wur-
den mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfliihrung aufgezeichnet.
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AG + GA/ 4-HP
Peakflachenverhaltnis
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Abbildung 54: AG + GA-Eichgerade (m = 0.01621 £ 1.8585 x 1074, R? = 0.99921). Die Messbedingungen fiir
die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2 wurden wie folgt
gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion
(30 mbar fir 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme wur-
den mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.

A,/ 4-HP
Peakflachenverhaltnis

° A

| | | |
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Abbildung 55: A>-Eichgerade (m = 0.01741 + 1.48436 x 1074, R?2 = 0.99956). Die Messbedingungen fir die
elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2 wurden wie folgt
gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | =80cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion
(30 mbar fur 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme wur-
den mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfihrung aufgezeichnet.
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Ausbeuteberechnung

Tabelle 8: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 400 mm) nach 1 d (erste Auftrennung).

Peakflache Dipeptid /  Cprove CReaktion Ausbeute
(107%a.u. x min) 4-HP (um) (mm) (%)
G2 1.8195 0.4705 32.61 1.30 0.65
AG + GA 29733 0.7689 47.43 1.90 0.48
Az 1.5277 0.3950 22.69 0.91 0.45
4-HP 3.8672

Tabelle 9: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuCl2 und Harnstoff
(je 400 mm) nach 1 d (zweite Auftrennung).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (Um) (mm) (%) (%)
G2 1.7081 0.4657 32.27 1.29 0.65 0.65 £ 0.00
AG + GA 2.6678 0.7273 44 .87 1.79 0.45 0.47 +0.02
Az 1.6427 0.4479 25.73 1.03 0.51 0.48 £ 0.04
4-HP 3.6680

Tabelle 10: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuCl2 und Harnstoff
(je 400 mm) nach 3 d (erste Auftrennung).

Peakflache Dipeptid/  Cprobe CReaktion Ausbeute
(107%a.u. x min) 4-HP (um) (mm) (%)
G2 4.7800 1.1547 80.02 3.20 1.60
AG + GA 7.1281 1.7219  106.22 4.25 1.06
Az 3.5616 0.8604 49.42 1.98 0.99
4-HP 4.1396
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Tabelle 11: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 400 mm) nach 3 d (zweite Auftrennung).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton  Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (Um) (mm) (%) (%)
G2 4.4932 1.1250 77.96 3.12 1.56 1.58 £ 0.03
AG + GA 6.9818 1.7481 107.84 4.31 1.08 1.07 £ 0.01
Az 3.7850 0.9477 54.43 2.18 1.09 1.04 £ 0.07
4-HP 3.9940

Tabelle 12: Kupfer-vermittelte Aminosdurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 400 mm) nach 7 d (erste Auftrennung).

Peakflache Dipeptid /  Cprobe CReaktion Ausbeute
(10 a.u.xmin)  4-HP (UM) (mMm) (%)
G2 4.0689 1.1210 77.69 3.1 1.55
AG + GA 6.5202 1.7963  110.81 4.43 1.11
Az 3.8237 1.0534 60.51 242 1.21
4-HP 3.6298

Tabelle 13: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 400 mm) nach 7 d (zweite Auftrennung).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton  Ausbeute J Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (um) (mm) (%) (%)
G2 3.9564 1.0579 73.31 2.93 1.47 1.51 £ 0.06
AG + GA 6.5119 1.7412  107.42 4.30 1.08 1.10 £ 0.02
As 4.0827 1.0917 62.71 2.51 1.25 1.23£0.03
4-HP 3.7398
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Tabelle 14: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 400 mm) nach 21 d (erste Auftrennung).

Peakﬂache Dlpept|d / CProbe CReaktion AUSbeUte

(10%a.u. xmin)  4-HP (uM) (mm) (%)
G2 0.4475 12099  83.85 3.35 1.68
AG + GA 1.3327 3.6031 22228  8.89 2.22
Az 1.3274 3.5887 206.13  8.25 4.12
4-HP 0.3699

Tabelle 15: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 400 mm) nach 21 d (zweite Auftrennung).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakon Ausbeute @ Ausbeute

(10™ a.u. x min) [ 4-HP (um) (mm) (%) (%)
G2 0.4592 1.2133 84.08 3.36 1.68 1.68 £ 0.00
AG + GA 1.3102 3.4621  213.58 8.54 2.14 2.18 £ 0.06
Az 1.3166 3.4790 199.83 7.99 4.00 4.06 +0.08
4-HP 0.3784

Tabelle 16: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuCl2 und Harnstoff
(je 50 mm) nach 7 d (erste Auftrennung). Die Probe wurde vor der Auftrennung auf 9.9 mm in Bezug auf die
anfangliche Konzentration einer Aminosaure verdinnt.

Peakflache Dipeptid /  Cprove CReaktion Ausbeute
(107° a.u. x min) 4-HP (Um) (mm) (%)
G2 1.6406 0.4854 33.64 0.17 0.68
AG + GA 5.5947 1.6552 102.11 0.52 1.04
Az 9.0355 2.6732 153.54 0.78 3.10
4-HP 3.3801
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Tabelle 17: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 50 mm) nach 7 d (zweite Auftrennung). Die Probe wurde vor der Auftrennung auf 9.9 mm in Bezug auf die
anfangliche Konzentration einer Aminosaure verdinnt.

Peakflache Dipeptid CProbe Creakon  Ausbeute @ Ausbeute
(10°a.u. xmin)  /4-HP (Um) (mm) (%) (%)
G2 1.6073 0.4044 28.02 0.14 0.57 0.63 £ 0.08
AG + GA 5.7663 1.4507 89.49 0.45 0.90 0.97 £0.10
As 9.3272 2.3465 134.78 0.68 2.72 2.91+0.27
4-HP 3.9749

Tabelle 18: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuCl2 und Harnstoff
(je 100 mm) nach 7 d (erste Auftrennung).

Peakflache Dipeptid /  Cprobe CReaktion Ausbeute
(107° a.u. x min) 4-HP (UMm) (mm) (%)
G2 2.6907 0.8112 56.22 0.56 1.12
AG + GA 5.4373 1.6392 101.12 1.01 1.01
As 4.1186 1.2416 71.32 0.71 1.43
4-HP 3.3171

Tabelle 19: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuCl2 und Harnstoff
(je 100 mm) nach 7 d (zweite Auftrennung).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton Ausbeute @ Ausbeute
(10°a.u.xmin)  /4-HP (um) (mm) (%) (%)
Ge 3.1807 0.8514 59.00 0.59 1.18 1.15+0.04
AG + GA 5.4662 1.4632 90.27 0.90 0.90 0.96 + 0.08
Az 3.5716 0.9561 54.92 0.55 1.10 1.27 £0.23
4-HP 3.7358
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Tabelle 20: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 200 mm) nach 7 d (erste Auftrennung).

Peakﬂache Dlpept|d / CProbe CReaktion AUSbeute

(10%5a.u. xmin)  4-HP (uM) (mm) (%)
G2 2.6990 0.7693  53.31 1.07 1.07
AG + GA 6.0124 1.7137 10572 2.1 1.06
Az 5.4487 15530  89.20 1.78 1.78
4-HP 3.5085

Tabelle 21: Kupfer-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin, CuClz und Harnstoff
(je 200 mm) nach 7 d (zweite Auftrennung).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakion Ausbeute @ Ausbeute

(10%a.u. xmin)  /4-HP (M) (mm) (%) (%)
Gz 2.5762 0.7255 5028  1.01 1.01 1.04 + 0.04
AG + GA 6.0699 1.7095 105.46  2.11 1.06 1.06 + 0.00
A 5.3851 15166  87.11  1.74 1.74 1.76 £ 0.03
4-HP 3.5508

Auftrennung der Aminosauremischung auf einer LPA-Kapillare
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Abbildung 56: Elektropherogramm einer Mischung der 20 proteinogenen Aminosauren und CuClz (je 100 pm).
Die Auftrennung erfolgte auf einer LPA-Kapillare (80 cm, 30 kV, 2 M AcOH, 30 mbar, 25 °C).
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7.1.2 Eisen-vermittelte Peptidbildung

Eichgeraden

G,/ 4-HP
Peakflachenverhéltnis
N
1

0+ ® G,

1 1
0 100 200
Konzentration (uM)

Abbildung 57: Gz-Eichgerade (m = 0.01445 + 1.37762 x 104, R2 = 0.99936) (Kapillare 1). Die Messbedingun-
gen fir die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2 wurden
wie folgt gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | = 80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probenin-
jektion (30 mbar fur 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 ym) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme
wurden mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfuihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 58: AG + GA-Eichgerade (m = 0.01622 + 1.84574 x 104, R2 = 0.99909) (Kapillare 1). Die Messbe-
dingungen fur die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus Gz, AG, GA und Az
wurden wie folgt gewahlit: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | = 80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Pro-
beninjektion (30 mbar fir 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektrophero-
gramme wurden mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.

A,/ 4-HP
Peakflachenverhaltnis

0 o A

1 I
0 100 200
Konzentration (UM)

Abbildung 59: A>-Eichgerade (m = 0.01744 + 1.73462 x 1074, R? = 0.99931) (Kapillare 1). Die Messbedingun-
gen fir die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2 wurden
wie folgt gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | = 80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probenin-
jektion (30 mbar fir 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 pm) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme
wurden mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausflihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 60: G>-Eichgerade (m = 0.01600 + 7.73474 x 1075, R2 = 0.99981) (Kapillare 2). Die Messbedingun-
gen flr die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2 wurden
wie folgt gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | = 80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probenin-
jektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme
wurden mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 61: AG + GA-Eichgerade (m =0.01798 £ 1.77922 x 1074, R2 = 0.99922) (Kapillare 2). Die Messbe-
dingungen fir die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2
wurden wie folgt gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | = 80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Pro-
beninjektion (30 mbar fir 10 s), CE-Inlet. 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektrophero-
gramme wurden mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfuhrung aufgezeichnet.
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Abbildung 62: A>-Eichgerade (m = 0.01925 + 1.56253 x 1074, R? = 0.99947) (Kapillare 2). Die Messbedingun-
gen fir die elektrophoretische Auftrennung einer Dipeptidmischung bestehend aus G2, AG, GA und A2 wurden
wie folgt gewahlt: BGE: 2 M AcOH (pH = 2.0), BFS-Kapillare | = 80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probenin-
jektion (30 mbar fir 10 s), CE-Inlet: 30 kV. 4-HP (100 um) diente als interner Standard. Die Elektropherogramme
wurden mithilfe eines Leitfahigkeitsdetektors in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Ausbeuteberechnung

Tabelle 22: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und AcOH (0.05 Aq.) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapillare 1).

Peakflache Dipeptid /  Cprobe CReaktion Ausbeute
(1075 a.u. x min) 4-HP (Um) (mm) (%)
G2 1.3878 0.3722 25.76 1.03 0.52
AG + GA 0.6707 0.1799 11.09 0.44 0.11
A, - - - - -
4-HP 3.7287

Tabelle 23: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und AcOH (0.05 Aqg.) nach 7 d (zweite Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (Um) (mm) (%) (%)
G2 1.4458 0.4351 27.19 1.09 0.55 0.54 £+ 0.02
AG + GA 0.8009 0.2410 13.40 0.54 0.14 0.13+0.02
A, - - - - - -
4-HP 3.3231

Tabelle 24: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und AcOH (0.25 Aq.) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid /  Cprobe CReaktion Ausbeute
(107° a.u. x min) 4-HP (M) (mm) (%)
G2 0.8000 0.2417 15.11 0.60 0.30
AG + GA 0.5866 0.1772 9.86 0.39 0.10
A, - - - - -
4-HP 3.3099
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Tabelle 25: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aqg.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und AcOH (0.25 Aq.) nach 7 d (zweite Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (UMm) (mm) (%) (%)
G2 0.9499 0.2830 17.69 0.71 0.36 0.33 £ 0.04
AG + GA 0.6751 0.2012 11.19 0.45 0.11 0.11 £ 0.01
A, - - - - - -
4-HP 3.3564

Tabelle 26: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff und AcOH (je 0.50 Aq.) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid/  Cprobe CReaktion Ausbeute
(10®°a.u.xmin)  4-HP (UM) (mm) (%)
G2 0.7355 0.2263 14.14 0.57 0.29
AG + GA 0.4668 0.1436 7.99 0.32 0.08
A, - - - - -
4-HP 3.2507

Tabelle 27: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff und AcOH (je 0.50 Aqg.) nach 7 d (zweite Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakon  Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (Um) (mm) (%) (%)
G2 0.6048 0.1677 10.48 0.42 0.21 0.25 £ 0.06
AG + GA 0.5777 0.1602 8.91 0.36 0.09 0.09 £ 0.01
A, - - - - - -
4-HP 3.6071
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Tabelle 28: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aq.), Eisenpulver und AcOH (je 0.05 Aq.) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapillare 2).

Peakﬂache Dlpept|d / CProbe CReaktion AUSbeUte

(10%a.u.xmin)  4-HP (uM) (mm) (%)
Gy 0.4513 0.1565  9.78 0.39 0.20
AG + GA 0.4323 0.1499  8.34 0.33 0.08
A2 - - - - -
4-HP 2.8833

Tabelle 29: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aq.), Eisenpulver und AcOH (je 0.05 Aqg.) nach 7 d (zweite Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton  Ausbeute @ Ausbeute

(10 a.u.xmin)  /4-HP (um) (mm) (%) (%)
G2 0.7913 0.3007 18.79 0.75 0.38 0.29+£0.13
AG + GA 0.5039 0.1915 10.65 0.43 0.11 0.10 £ 0.02
A, - - - - - -
4-HP 2.6315

Tabelle 30: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aq.), Eisenpulver (0.25 Ag.) und AcOH (0.05 Aq.) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapil-
lare 2).

Peakflache Dipeptid /  Cprove CReaktion Ausbeute

(107° a.u. x min) 4-HP (UMm) (mm) (%)
Ge 1.3583 0.3884 24.27 0.97 0.49
AG + GA 0.9569 0.2736 15.22 0.61 0.15
As - - - - -
4-HP 3.4976
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Tabelle 31: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aq.), Eisenpulver (0.25 Aq.) und AcOH (0.05 Aqg.) nach 7 d (zweite Auftrennung, Ka-
pillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakon Ausbeute @ Ausbeute

(10%a.u. xmin)  /4-HP (UMm) (mm) (%) (%)
G2 1.0130 0.3419 21.37 0.85 0.43 0.46 +0.04
AG + GA 0.7152 0.2414 13.43 0.54 0.14 0.15+0.01
A, - - - - - -
4-HP 2.9625

Tabelle 32: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Ag.) und Fe(OAcz) (0.05 Aqg.) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid/  Cprobe CReaktion Ausbeute

(107° a.u. x min) 4-HP (um) (mm) (%)
G2 0.9203 0.2895 18.09 0.72 0.36
AG + GA 0.8398 0.2642 14.69 0.59 0.15
A, - - - - -
4-HP 3.1788

Tabelle 33: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Ag.), Harnstoff (0.50 Ag.) und Fe(OAc)2 (0.05 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (um) (mm) (%) (%)
G2 0.8826 0.2633 16.46 0.66 0.33 0.35+0.02
AG + GA 1.0136 0.3024 16.82 0.67 0.17 0.16 £ 0.01
Az - - - - - -
4-HP 3.3517
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Tabelle 34: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aqg.) und Markasit (FeS2) (20.9 mmol/g) nach 7 d (erste Auftrennung, Kapillare 2).

Peakﬂache Dlpept|d / CProbe CReaktion AUSbeUte

(10 a.u. xmin)  4-HP (UM) (mm) (%)
G2 0.3806 0.1297 8.11 0.32 0.16
AG + GA - - - - -
Ao - - - - -
4-HP 2.9335

Tabelle 35: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Harnstoff (0.50 Aqg.) und Markasit (FeS2) (20.9 mmol/g) nach 7 d (zweite Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton  Ausbeute @ Ausbeute

(10 a.u.xmin)  /4-HP (um) (mm) (%) (%)
G2 0.4569 0.1361 8.51 0.34 0.17 0.17 £ 0.01
AG + GA - - - - - -
A, - - - - - -
4-HP 3.3574

Tabelle 36: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und AcOH (0.05 Aq.) nach 29 d (erste Auftrennung, Kapillare 1).

Peakflache Dipeptid /  Cprobe CReaktion Ausbeute

(107° a.u. x min) 4-HP (Um) (mm) (%)
G2 7.7758 2.0105  139.13 5.57 2.79
AG + GA 9.5649 24730 152.47 6.10 1.53
As 5.4845 1.4180 81.31 3.25 1.63
4-HP 3.8677
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Tabelle 37: Eisen-vermittelte Aminosaurekondensation ausgehend von Glycin, L-Alanin (je 400 mm, insgesamt
1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Aq.) und AcOH (0.05 Aq.) nach 29 d (erste Auftrennung, Kapillare 2).

Peakflache Dipeptid CProbe Creakton Ausbeute @ Ausbeute
(10%a.u. xmin)  /4-HP (UMm) (mm) (%) (%)
G2 5.8698 1.7238 107.74 4.31 2.16 248 £0.45
AG + GA 7.4464 2.1868 121.63 4.87 1.22 1.38 £ 0.22
Az 4.3633 1.2814 66.57 2.66 1.33 1.48 £ 0.21
4-HP 3.4051

Peakflachen der Tetra- und Pentapeptide

Tabelle 38: CE-MS-Peakflachen von Tetra- und Pentapeptidprodukten der Reaktion ausgehend von Glycin, L-
Alanin (je 400 mm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Aqg.) und AcOH (0.05 Ag.) nach 29 d.
Bei Produkten in Klammern bezieht sich die angegebene Peakflache auf die Gesamtheit der erhaltenen Se-

quenzen.

Peakflache (counts x min x 107) nach 29 d
G4 (2.49 + 0.39)
As (0.34 + 0.08)
(AGs) (3.58 £ 0.77)
(A2G2) (3.59 + 0.99)
(AsG) (1.24 £0.23)
Gs (0.16 + 0.01)
(AGy) (0.43 £ 0.13)
(A2G:s) (0.44 +0.19)
(AsG2) (0.19+0.13)
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Peptidsequenzen im Glycin-, L-Alanin-Modellsystem

Tabelle 39: Zusammenfassung der durch MS/MS-Analyse eindeutig zuordenbaren Peptidsequenzen aus den

Reaktionen mit Glycin und L-Alanin (je 400 mm, insgesamt 1.00 Aq.).

Eisenverbin- AcOH Harnstoff Reaktions- m/z Sequenzen

dung (Aq.) (Aq.) dauer (d)

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.05 0.25 7 147.0764 -

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.05 0.50 7 147.0764 AG, GA
204.0979 GA

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.25 0.50 7 147.0764 AG, GA
204.0979 GA

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.50 0.50 7 147.0764 GA
204.0979 AG,, GoA

Eisenpulver

(0.50 Aq.) - 0.50 7 147.0764 GA

Fe(OAc). i

(0.05 Aq.) 0.50 7 147.0764 GA
204.0979 G2A

Eisenpulver

(0.05 Aq.) 0.05 0.50 7 147.0764 GA

Eisenpulver

(0.25 Aq.) 0.05 0.50 7 147.0764 AG, GA

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.05 0.50 1 147.0764 GA

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.05 0.50 3 147.0764 GA

Eisenpulver

(0.50 Aq.) 0.05 0.50 29 147.0764 AG, GA
204.0979 AG;, GoA
218.1135 AxG, GA2
261.1194 AGs, G3A
275.1350 AxGy, GoA2
318.1408 AGs, GsA
332.1565 AGs, GsA2

Markasit 0.50 7 147.0764 GA

(20.9 mmol/g)
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MS/MS-Spektren der Tetra- und Pentapeptide
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76.0401‘ | ‘ I /204.0981
L '| J | N L R - s

80 100 1 0 160 180 200 220 240 260
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Abbildung 63: MS/MS-Spektrum des Signals der (AGs)-Tetrapeptide (m/z = 261.1194) ausgehend von Glycin,
L-Alanin (je 400 mwm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und Essigs&ure (0.05 Ag.) nach
29 d. AGs-Fragmentionen: griin. GsA-Fragmentionen: blau. m/z Werte, die isomeren Strukturen verschiedener
Sequenzen zuordenbar sind: grau. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentie-
rungsenergie von 30%.

Tabelle 40: Zuordnung der grau gekennzeichneten Fragmentionen aus Abbildung 63.

m/z gefunden AGs GAG: G2AG GsA
76.0401 Y1 Y1 Y1 -
87.0559 - - az az
101.0714 az az - -
115.0506 - - b2 b2
129.0661 b2 b2 - -
133.0609 y2 y2 - -
147.0765 - - Y2 y2
158.0921 as as as -
186.0873 bs bs bs -

204.0981 - Y3 y3 VE
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Abbildung 64: MS/MS-Spektrum des Signals der (A2G2)-Tetrapeptide (m/z = 275.1350) ausgehend von Glycin,
L-Alanin (je 400 mm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und Essigséure (0.05 Aqg.) nach
29 d. A2Gz-Fragmentionen: griin. G2A2-Fragmentionen: blau. m/z Werte, die isomeren Strukturen verschiedener
Sequenzen zuordenbar sind: grau. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentie-
rungsenergie von 30%.

Tabelle 41: Zuordnung der grau gekennzeichneten Fragmentionen aus Abbildung 64.

m/z gefunden AxGy AGAG AGA GAG G2A2 GAGA
76.0399 V1 Y1 - Y1 - -
90.0556 - - Y1 - Y1 Y1

101.0714 - az az az - az
129.0661 - b, b, b, - b2
147.0765 - y2 y2 y2 - y2
158.0926 - - as - as as
186.0874 - - bs - bs b3
200.1026 bs bs - b3 - -

204.0981 Y3 Y3 y3 - - -

218.1147 - - - Y3 y3 y3
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Abbildung 65: MS/MS-Spektrum des Signals der (AG4)-Pentapeptide (m/z = 318.1408) ausgehend von Glycin,
L-Alanin (je 400 mwm, insgesamt 1.00 Aq.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und Essigs&ure (0.05 Ag.) nach
29 d. AGs-Fragmentionen: griin. GsA-Fragmentionen: blau. m/z Werte, die isomeren Strukturen verschiedener
Sequenzen zuordenbar sind: grau. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentie-
rungsenergie von 30%.

Tabelle 42: Zuordnung der grau gekennzeichneten Fragmentionen aus Abbildung 65.

m/z gefunden AG, GAG; G2AG, Gs3AG GsA
87.0561 - - az az az
101.0716 ar az - - -
115.0505 - - b2 b, b2
129.0662 b2 b2 - - -
133.0610 y2 y2 y2 - -
147.0760 - - - y2 y2
172.0720 - - - bs b3
186.0877 bs bs bs - -
190.0828 Y3 V3 - - -
204.0983 - - Y3 Y3 y3
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Abbildung 66: MS/MS-Spektrum des Signals der (A2G3)-Pentapeptide (m/z = 332.1565) ausgehend von Gly-
cin, L-Alanin (je 400 mwm, insgesamt 1.00 Ag.), Eisenpulver, Harnstoff (je 0.50 Ag.) und Essigsaure (0.05 Aqg.)
nach 29 d. A2Gs-Fragmentionen: griin. GsAz-Fragmentionen: blau. m/z Werte, die isomeren Strukturen ver-

schiedener Sequenzen zuordenbar sind: grau. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen
Fragmentierungsenergie von 30%.
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7.2 Phosphorylierung in flissigem Schwefeldioxid

7.2.1 Versuche mit Adenosin als Modellsubstrat

Struktur der Dinukleotidreferenz

Abbildung 67: Struktur von 5-Adenylsaure-3‘, 5'-adenosinphosphat (5‘-pV-A-3'-pV-5-A).

Eichgeraden

Peakflache (mAU x min)

0
O—IID—O o NH,
0-P=0 N N/)
0 o

OH OH

0.20 1

0.15 4

0.10

0.05 H

0.00 H

® 5-AMP

0 20 40 60 80
Konzentration (uM)

Abbildung 68: 5'-AMP-Eichgerade (m = 0.00174 £ 3.42621 x 1075, R2 = 0.9973). Die Messbedingungen fir die
elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 69: 5'-ADP-Eichgerade (m = 0.00278 + 4.41685 x 1073, R? = 0.99823). Die Messbedingungen fiir
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfilihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 70: 5-ATP-Eichgerade (m = 0.00417 £ 1.14115 x 1074, R2 = 0.99479). Die Messbedingungen fir
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-/nlet. 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Ausbeuteberechnung

Tabelle 44: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (1.00 Aq.) nach 7 d (erste Auftren-
nung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkonzentration auf 1 mm verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (uMm) (mm) (%)
5-AMP 0.1311 75.35 7.54 7.54
5-ADP 0.0111 3.98 0.40 0.40

Tabelle 45: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit Hs3POs (1.00 Aq.) nach 7 d (zweite Auftren-
nung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkonzentration auf 1 mm verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (uM) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.1403 80.66 8.07 8.07 7.80+0.38
5‘-ADP 0.0124 4.46 0.45 0.45 0.42+0.03

Tabelle 46: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (3.00 Aq.) nach 7 d (erste Auftren-
nung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 300 ym (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mMm (zur Bestimmung der 5'-ADP-Ausbeute) verdinnt.

PeakﬂaChe CProbe CReaktion AUSbeUte

(mAU x min) (MM) (mm) (%)
5-AMP 0.0955 54.87 18.29 18.29
5-ADP 0.0245 8.81 0.88 0.88

Tabelle 47: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs (3.00 Aq.) nach 7 d (zweite Auftren-
nung). In Bezug auf die anféangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 300 pyMm (zur Bestimmung der
5'-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ADP-Ausbeute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.0912 52.42 17 .47 17 .47 17.88 + 0.58
5‘-ADP 0.0264 9.50 0.95 0.95 0.92 +0.05
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Tabelle 48: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (5.00 Aq.) nach 7 d (erste Auftren-
nung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 500 pym (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5*-ADP-Ausbeute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5-AMP 0.1305 75.02 15.00 15.00
5-ADP 0.0103 3.72 0.37 0.37

Tabelle 49: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (5.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftren-
nung). In Bezug auf die anféangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 500 pym (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ADP-Ausbeute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.1144 65.75 13.15 13.15 14.08 + 1.31
5-ADP 0.0098 3.52 0.35 0.35 0.36 £0.01

Tabelle 50: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPO3 (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Aqg.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die
Probe auf 200 pym (zur Bestimmung der 5'-AMP-Ausbeute) bzw. auf 500 um (zur Bestimmung der 5'-ADP-Aus-
beute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (um) (mm) (%)
5-AMP 0.1095 62.91 31.45 31.45
5-ADP 0.0316 11.38 2.28 2.28

Tabelle 51: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die
Probe auf 200 pm (zur Bestimmung der 5'-AMP-Ausbeute) bzw. auf 500 pum (zur Bestimmung der 5-ADP-Aus-
beute) verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.0764 43.90 21.95 21.95 26.70 +6.72
5-ADP 0.0303 10.90 2.18 2.18 2.23+0.07
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Tabelle 52: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aqg.) mit H3POs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (3.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die

Probe auf 250 pm (zur Bestimmung der 5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ADP-Aus-
beute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5'-AMP 0.1093 62.84 25.14 25.14
5'-ADP 0.0463 16.64 1.66 1.66

Tabelle 53: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harn-
stoff (3.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die

Probe auf 250 pm (zur Bestimmung der 5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5'-ADP-Aus-
beute) verdlnnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5-AMP 0.0630 36.18 14 .47 14 .47 19.80 £+ 7.54
5‘-ADP 0.0424 15.26 1.53 1.53 1.59+0.10

Tabelle 54: Phosphorylierung von Adenosin (25.0 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftren-
nung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 500 pyMm (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mM (zur Bestimmung der 5°-ADP-Ausbeute) verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (uMm) (mm) (%)
5'-AMP 0.1090 62.66 3.13 12.53
5'-ADP 0.0174 6.26 0.16 0.63

Tabelle 55: Phosphorylierung von Adenosin (25.0 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (1.00 Aq.) nach 7 d (zweite Auftren-
nung). In Bezug auf die anféangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 500 pm (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mM (zur Bestimmung der 5°-ADP-Ausbeute) verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.1240 71.24 3.56 14.25 13.39+1.21
5-ADP 0.0201 7.25 0.18 0.72 0.68 £ 0.07
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Tabelle 56: Phosphorylierung von Adenosin (50.0 mm, 1.00 Ag.) mit HsPO3 (1.00 Aq.) nach 7 d (erste Auftren-
nung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 500 pym (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5*-ADP-Ausbeute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5-AMP 0.0936 53.80 5.38 10.76
5-ADP 0.0127 4.58 0.23 0.46

Tabelle 57: Phosphorylierung von Adenosin (50.0 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs (1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftren-
nung). In Bezug auf die anféangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe auf 500 pym (zur Bestimmung der
5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ADP-Ausbeute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.0855 49.13 4.91 9.83 10.29 + 0.66
5-ADP 0.0143 5.16 0.26 0.52 0.49 £0.04

Tabelle 58: Phosphorylierung von Adenosin (400 mm, 1.00 Aq.) mit HsPO3 (1.00 Aq.) nach 7 d (erste Auftren-
nung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkonzentration auf 1 mm verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute
(mAU x min) (UM) (mm) (%)
5'-AMP 0.1043 59.94 23.97 5.99

Tabelle 59: Phosphorylierung von Adenosin (400 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftren-
nung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkonzentration auf 1 mm verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute
(mAU x min) (um) (mm) (%) (%)
5 -AMP 0.1047 60.17 24.07 6.02 6.01 +0.02
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Tabelle 60: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit H3POs (1.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Aq.) nach 1 d (erste Auftrennung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkonzent-
ration auf 500 um verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute
(mAU x min) (uMm) (mm) (%)
5-AMP 0.0659 37.86 7.57 7.57

Tabelle 61: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs (1.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Ag.) nach 1 d (zweite Auftrennung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkon-
zentration auf 500 pm verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute
(mAU x min) (MMm) (mm) (%) (%)
5‘-AMP 0.0604 34.74 6.95 6.95 7.26 +0.44

Tabelle 62: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit H3POs3 (1.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Aqg.) nach 3 d (erste Auftrennung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkonzent-
ration auf 500 uM verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute
(mAU x min) (uMm) (mm) (%)
5'-AMP 0.0585 33.59 6.72 6.72

Tabelle 63: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs3 (1.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Aqg.) nach 3 d (zweite Auftrennung). Die Probe wurde bezogen auf die anfangliche Nukleosidkon-
zentration auf 500 pM verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute
(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-AMP 0.0736 42 .30 8.46 8.46 7.59+1.23

Tabelle 64: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aqg.) mit H3POs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Ag.) nach 26 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die

Probe auf 200 pm (zur Bestimmung der 5-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ADP-Aus-
beute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5'-AMP 0.0605 34.78 17.39 17.39
5'-ADP 0.0257 9.23 0.92 0.92
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Tabelle 65: Phosphorylierung von Adenosin (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Aqg.) nach 26 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die
Probe auf 200 pum (zur Bestimmung der 5'-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ADP-Aus-
beute) verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5‘-AMP 0.0698 4012 20.06 20.06 18.72 +1.89
5‘-ADP 0.0333 11.98 1.20 1.20 1.06 £0.19

Tabelle 66: Phosphorylierung von 5-AMP (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche 5‘-~AMP-Konzentration wurde die Probe
auf 1 mm verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (uM) (mm) (%)
5-ADP 0.0618 22.22 2.22 2.22
5-ATP 0.0216 5.18 0.52 0.52

Tabelle 67: Phosphorylierung von 5-AMP (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPO3 (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche 5‘-AMP-Konzentration wurde die Probe
auf 1 mm verdinnt.

Peakflache Cprobe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (um) (mm) (%) (%)
5-ADP 0.0489 17.59 1.76 1.76 1.99 £ 0.33
5-ATP 0.0106 2.53 0.25 0.25 0.39+0.19

Tabelle 68: Phosphorylierung von 5-ADP (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPO3 (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche 5'-ADP-Konzentration wurde die Probe
auf 50 pm (zur Bestimmung der 5°-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mM (zur Bestimmung der 5-ATP-Ausbeute) ver-
dinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5'-AMP 0.0576 33.11 66.21 66.21
5-ATP 0.0430 10.30 1.03 1.03
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Tabelle 69: Phosphorylierung von 5'-ADP (100 mwm, 1.00 Aq.) mit HaPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche 5*-ADP-Konzentration wurde die Probe
auf 50 pm (zur Bestimmung der 5'-AMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5-ATP-Ausbeute) ver-
diinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5‘-AMP 0.0621 35.71 71.43 71.43 68.82 + 3.69
5‘-ATP 0.0479 11.48 1.15 1.15 1.09 £ 0.08

Tabelle 70: Reaktion von 5-ADP (100 mm, 1.00 Aq.), Adenosin und Harnstoff (je 1.00 Ag.) nach 7 d (erste
Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche 5'-ADP-Konzentration wurde die Probe auf 1 mm verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5-AMP 0.0549 31.53 3.15 3.15
5'-ATP 0.0196 4.69 0.47 0.47

Tabelle 71: Reaktion von 5-ADP (100 mm, 1.00 Ag.), Adenosin und Harnstoff (je 1.00 Aq.) nach 7 d (zweite
Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche 5'-ADP-Konzentration wurde die Probe auf 1 mm verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5‘-AMP 0.0621 35.69 3.57 3.57 3.36 +0.29
5‘-ATP 0.0247 5.92 0.59 0.59 0.53+0.09

149



Kapitel 7
Anhang

CE-MS-Messungen

— TIC

— AMP

iAo Wb i bl iy st idammpir sl

|

M

- A-p”l'pV'A, pIII_A_pV_A

l

10

Migrationszeit (min)

15 20

Abbildung 71: CE-MS-Messung der Reaktion von Adenosin (100 mm) mit Hs3POs (3.00 Ag.) und Harnstoff
(1.00 Aq.) nach 7 d. Abgebildet sind der total ion current (TIC) (m/z 50-750) und EIEs (A = 5.0 ppm) der phos-
phorylierten Produkte. Da die Konstitution der Produkte nicht bestimmt wurde, zeigen die Benennungen alle
denkbaren Phosphonat- und Phosphatbindungsmdglichkeiten auf. Die Bezeichnungen beziehen sich auf die

Gesamtheit der gebildeten Isomere.
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Abbildung 72: CE-MS-Messung der Reaktion von Adenosin (100 mm) mit H3POs (3.00 Ag.) und Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d. Abgebildet sind der TIC (m/z 50-750) und EIEs (A = 5.0 ppm) der phosphorylierten Pro-
dukte. Da die Konstitution der Produkte nicht bestimmt wurde, zeigen die Benennungen alle denkbaren Phos-
phonat- und Phosphatbindungsmaéglichkeiten auf. Die Bezeichnungen beziehen sich auf die Gesamtheit der

gebildeten Isomere.
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Reduktion von Schwefeldioxid

Abbildung 73: Blank-Reaktion mit H3POs; (300 mm) in flissigem Schwefeldioxid. Feststoff vor Zugabe von
Schwefeldioxid (links) und nach 7 d in flissigem Schwefeldioxid (rechts).
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7.2.2 Versuche mit anderen Nukleosiden

Eichgeraden
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Abbildung 74: 5-CMP-Eichgerade (m = 0.00108 + 9.19523 x 10°%, R2 = 0.99956). Die Messbedingungen fiir
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
| =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausflihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 75: 5'-CDP-Eichgerade (m =0.00175 £ 3.63983 x 1075, R2 = 0.99698). Die Messbedingungen flr
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet. 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 76: 5'-UMP-Eichgerade (m = 0.0013 £ 2.00939 x 1073, R2 = 0.99834). Die Messbedingungen fir die
elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet. 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfliihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 77: 5-UDP-Eichgerade (m = 0.0023 + 4.66751 x 105, R2 = 0.99712). Die Messbedingungen fir die
elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
| =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 78: 5-GMP-Eichgerade (m = 0.00214 + 2.57224 x 1075, R2 = 0.99899). Die Messbedingungen flr
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfliihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 79: 5-dCMP-Eichgerade (m = 0.00101 + 9.44669 x 10-%, R2 = 0.99947). Die Messbedingungen fiir
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare

| =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet: 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 80: 5-dTMP-Eichgerade (m = 0.00131 + 4.08834 x 1075, R2 = 0.99417). Die Messbedingungen flr
die elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare
I =80 cm; T = 25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet. 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfliihrung aufgezeichnet.
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Abbildung 81: 5'-dTDP-Eichgerade (m = 0.00162 + 2.08208 x 107, R2 = 0.999). Die Messbedingungen fiir die
elektrophoretische Auftrennung wurden wie folgt gewahlt: BGE: 30 mm NH4FA (pH = 9.5), BFS-Kapillare

I =80 cm; T =25 °C, druckgetriebene Probeninjektion (30 mbar fiir 10 s), CE-Inlet. 30 kV, Detektion durch UV-
Absorption bei A = 254 nm. Die Elektropherogramme wurden in dreifacher Ausfiihrung aufgezeichnet.
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Ausbeuteberechnung

Tabelle 75: Phosphorylierung von Cytidin (100 mm, 1.00 Aq.) mit HsPO3 (3.00 Aqg.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe
auf 200 pm (zur Bestimmung der 5-CMP-Ausbeute) bzw. auf 500 um (zur Bestimmung der 5-CDP-Ausbeute)
verdunnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5-CMP 0.0537 49.70 24.85 24.85
5'-CDP 0.0287 16.39 3.28 3.28

Tabelle 76: Phosphorylierung von Cytidin (100 mm, 1.00 Aqg.) mit HsPO3 (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe
auf 200 um (zur Bestimmung der 5'-CMP-Ausbeute) bzw. auf 500 um (zur Bestimmung der 5'-CDP-Ausbeute)
verdunnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-CMP 0.0463 42 .90 21.45 21.45 23.15+2.40
5'-CDP 0.0244 13.96 2.79 2.79 3.04 £ 0.34

Tabelle 77: Phosphorylierung von Uridin (100 mwm, 1.00 Aq.) mit HsPOs3 (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anféangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe
auf 200 um (zur Bestimmung der 5-UMP-Ausbeute) bzw. auf 500 um (zur Bestimmung der 5-UDP-Ausbeute)
verdunnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (MMm) (mm) (%)
5-UMP 0.0816 62.77 31.38 31.38
5-UDP 0.0176 7.65 1.53 1.53

Tabelle 78: Phosphorylierung von Uridin (100 mwm, 1.00 Aq.) mit HsPOs3 (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die Probe
auf 200 um (zur Bestimmung der 5-UMP-Ausbeute) bzw. auf 500 um (zur Bestimmung der 5°-UDP-Ausbeute)
verdunnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-UMP 0.0725 55.76 27.88 27.88 29.63 +2.48
5'-UDP 0.0178 7.76 1.55 1.55 1.54 + 0.01
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Tabelle 79: Phosphorylierung von Guanosin (100 mm, 1.00 Aqg.) mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die
Probe auf 200 um verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute
(mAU x min) (M) (mm) (%)
5'-GMP 0.0351 16.41 8.20 8.20

Tabelle 80: Phosphorylierung von Guanosin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harn-
stoff (1.00 Ag.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde die
Probe auf 200 um verdinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute
(mAU x min) (um) (mm) (%) (%)
5'-GMP 0.0255 11.91 5.96 5.96 7.08 +1.59

Tabelle 81: Phosphorylierung von Desoxycytidin (100 mm, 1.00 Aq.) mit H3PO3 (3.00 Ag.) in Gegenwart von
Harnstoff (1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde
die Probe auf 200 pym verdunnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute
(mAU x min) (M) (mm) (%)
5'-dCMP 0.0738 73.08 36.54 36.54

Tabelle 82: Phosphorylierung von Desoxycytidin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von
Harnstoff (1.00 Aq.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anféngliche Nukleosidkonzentration wurde
die Probe auf 200 um verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute
(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-dCMP 0.0580 57.42 28.71 28.71 32.62 +5.54

Tabelle 83: Phosphorylierung von Desoxythymidin (100 mm, 1.00 Ag.) mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von
Harnstoff (1.00 Ag.) nach 7 d (erste Auftrennung). In Bezug auf die anféangliche Nukleosidkonzentration wurde
die Probe auf 200 pm (zur Bestimmung der 5'-dTMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5'-dTDP-
Ausbeute) verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%)
5'-dTMP 0.1004 76.66 38.33 38.33
5'-dTDP 0.0555 34.24 3.42 3.42
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Tabelle 84: Phosphorylierung von Desoxythymidin (100 mm, 1.00 Ag.) mit H3POs (3.00 Ag.) in Gegenwart von
Harnstoff (1.00 Aq.) nach 7 d (zweite Auftrennung). In Bezug auf die anfangliche Nukleosidkonzentration wurde
die Probe auf 200 um (zur Bestimmung der 5-dTMP-Ausbeute) bzw. auf 1 mm (zur Bestimmung der 5'-dTDP-
Ausbeute) verdiinnt.

Peakflache CProbe CReaktion Ausbeute @ Ausbeute

(mAU x min) (M) (mm) (%) (%)
5'-dTMP 0.0657 50.13 25.06 25.06 31.70 £ 9.38
5‘-dTDP 0.0608 37.56 3.76 3.76 3.59+0.23
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CE-MS-Messungen
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Abbildung 82: MS/MS-Spektrum des Signals des Cytidin-basierten Dinukleotides (nm/z = 627.0858,
tmig = 9.42 min). Cytidin (100 mm) wurde fiir 7 d mit HsPOs (3.00 Aqg.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.)
umgesetzt. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.

POy p'-C-p"-C
78.9590 11.64 min
[M-H-CMP+H,0]
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Abbildung 83: MS/MS-Spektrum des Signals des Cytidin-basierten Dinukleotides (m/z = 627.0858,
tmig = 11.64 min). Cytidin (100 mm) wurde fir 7 d mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aqg.)
umgesetzt. Fragmente, die charakteristisch fir das Phosphat-verbriickte Dinukleotid sind, sind griin markiert.
Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.
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Abbildung 84: MS/MS-Spektrum des Signals des Uridin-basierten Dinukleotides (m/z =629.0538,
tmig = 10.25 min). Uridin (100 mm) wurde fur 7 d mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Aq.)
umgesetzt. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.

[M-H-UMP+H,0] oV-U-p'-U
323.0278 12.80 min
PO,
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Abbildung 85: MS/MS-Spektrum des Signals des Uridin-basierten Dinukleotides (m/z = 629.0538,
tmig = 12.80 min). Uridin (100 mm) wurde fiir 7 d mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff (1.00 Ag.)
umgesetzt. Fragmente, die charakteristisch fur das Phosphat-verbriickte Dinukleotid sind, sind griin markiert.
Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.
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[M-H-dC]- dC-pV-pV-dC
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Abbildung 86: MS/MS-Spektrum des Signals des Desoxycytidin-basierten Dinukleotides (m/z = 595.0960,
tmig = 9.09 min). Desoxycytidin (100 mm) wurde fiir 7d mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff

(1.00 Ag.) umgesetzt. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie
von 30%.

H2P04- pV_dc_pV_dC
96.9696 11.18 min
PO;
78.9590
~N
[M-H-dCMP+H,O[
[M-H-dCJ
[M-H-BC-dCMP+H,0]
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Abbildung 87: MS/MS-Spektrum des Signals des Desoxycytidin-basierten Dinukleotides (m/z = 595.0960,
tmig = 11.18 min). Desoxycytidin (100 mm) wurde fiir 7 d mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) umgesetzt. Fragmente, die charakteristisch fiir das Phosphat-verbriickte Dinukleotid sind, sind griin
markiert. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.
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Abbildung 88: MS/MS-Spektrum des Signals des Desoxythymidin-basierten Dinukleotides (m/z = 625.0953,
tmig = 9.33 min). Desoxythymidin (100 mm) wurde fir 7 d mit HsPOs (3.00 Aq.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Ag.) umgesetzt. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie
von 30%.

H,PO, pV-dT-p¥-dT
96.9696 11.46 min
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Abbildung 89: MS/MS-Spektrum des Signals des Desoxythymidin-basierten Dinukleotides (m/z = 625.0953,
tmig = 11.46 min). Desoxythymidin (100 mm) wurde fiir 7 d mit HsPOs (3.00 Ag.) in Gegenwart von Harnstoff
(1.00 Aq.) umgesetzt. Fragmente, die charakteristisch fiir das Phosphat-verbriickte Dinukleotid sind, sind griin
markiert. Die kollisionsinduzierte Dissoziation erfolgte bei einer relativen Fragmentierungsenergie von 30%.
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7.2.3 Versuche mit anderen prabiotisch relevanten Substraten

Tabelle 86: Anhand von CE-MS-Messungen detektierte Signale der Versuche mit anderen prabiotisch relevan-
ten Substraten in Gegenwart von H3POs3 (3.00 Ag.) und Harnstoff (1.00 Aq.) nach 7 d. Die angegebene Intensi-
tat bezieht sich jeweils auf das intensivste Signal.

Substrat  Produkt Signalanzahl Intensitat  Produkte bestatigt
(Abweichung (ppm))  (counts) durch Ko-Injektion
GL GL Phosphat 2 (10.0) 2.7TE7 GL-1-Phosphat
GL-2-Phosphat
zyklisches GL Phosphat 1(10.0) 5.5E6
GL Phosphonat 1(10.0) 1.2E6
GL2 Phosphat 1(10.0) 7.7E6
GL:2 Diphosphat 3(10.0) 3.7E6
GL:2 Triphosphat 2 (10.0) 1.4E5
GL3 Triphosphat 1(10.0) 8.7E4
gemischtes (a-)zyklisches 1(10.0) 2.3E5
GL Diphosphat
gemischtes (a-)zyklisches 1 (10.0) 1.9E5
GL:2 Diphosphat
GCA GCA Phosphat 1(6.0) 9.7E4
GCA Phosphonat 1(6.0) 2.0E5
GCA:2 Phosphonat 1(6.0) 2.4E7
Glycerinsaure 1(10.0) 1.8E6
Rib Rib Phosphat 3(5.0) 8.9E5 Rib-5-Phosphat
Lc Lc Phosphat 1(6.5) 5.4E6
zyklisches Lc Phosphat 1(6.5) 8.1E4
Lc Phosphonat 2 (6.5) 2.9E5
Lc Phosphat Phosphonat 1(6.5) 1.4E5
Lc Triphosphonat 1(6.5) 9.5E4
Lcz Phosphat 1(6.5) 2.2E5
Ser Ser Phosphat 1(8.0) 4.5E7 O-Phospho-Ser
Ser Phosphonat 1(8.0) 5.6E6
Ser Diphosphat 1(8.0) 1.2E6
Ser2 Phosphat 1(8.0) 1.1E6
Ser2 Diphosphat 2 (8.0) 5.3E5
Ser Triphosphat 1(8.0) 2.2E5
Ser Triphosphonat 1(8.0) 1.3E5
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