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Ich mag verdammen was du sagst, aber ich werde
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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Eine der gro3ten ungeltsten Fragen der Menschheit ist: Wer sind wir und wo kommen wir
her? Diese Frage wurde durch Charles Darwin teilweise beantwortet, indem er erklarte
wie aus einfachem Leben immer komplexeres Leben entstehen kann. Allerdings konnte
bisher nie final beantwortet werden, wie Leben erstmals entstehen konnte. Die heutzutage
meist genannte Theorie hierzu ist die RNA-Welt Hypothese. Diese besagt, dass sich
Leben aus ersten einfachen, sich selbst replizierenden RNA-Oligomeren gebildet hat.
Durch chemische Evolution wurden diese Systeme dann immer komplexer, bis sich ein
so komplexer Mechanismus gebildet hat, der als erste lebende Zelle bezeichnet werden
kann. Als Grundvorrausetzung fur diese Theorie gilt die prabiotische Entstehung von RNA
aus unbelebter Materie auf der frihen Erde, wofur die Bildung der Grundbausteine der
Watson-Crick Basenpaare A:U und C:G unabdingbar ist.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden bereits fur alle vier erwahnten Nukleoside prabiotische
Bildungswege entwickelt, allerdings konnten nur jeweils A und G oder U und C unter
bestimmten vorherrschenden Bedingungen entstehen. Zur Bildung sich selbst
replizierender Systeme ist allerdings die Moglichkeit der Ausbildung der Watson-Crick
Basenpaare unabdingbar, sodass die Notwendigkeit zur prabiotischen Synthese aller vier
kanonischen RNA-Nukleoside am selben Ort besteht. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein
neuer prabiotischer Syntheseweg fur Pyrimidine entwickelt, welcher kompatibel war zu
der zuvor publizierten Purin-Syntheselll. Somit gibt es nun erstmals die Mdglichkeit alle
fur die RNA-Welt notwendigen Nukleoside am selben Ort unter gleichen Bedingungen zu

synthesieren (Schema 1).
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Schema 1: Neuer Bildungsweg der Pyrimidine (unten) und der dazu kompatible Bildungsweg der Purine
(oben).

Nachdem bei der Veroffentlichung des zuvor erwéhnten Bildungsweges aller kanonischen
Nukleoside die Verwendung von Cyanoacetylen als Startmaterial kritisiert wurde, stellten
wir fest, dass die in der Uberwiegenden Mehrheit aller prébiotischen Synthesen
verwendeten reduzierten Kohlenstoff-Stickstoff Verbindungen als Startmaterialien
fragwirdig sind. Dies liegt daran, dass sich Geologen einig sind, dass die, auch von Urey
und Miller verwendete, reduzierende Atmosphéare auf der friihen Erde niemals existierte.
Sie konnte maximal durch extreme Ereignisse, wie gigantische Meteoriteneinschlage, fur
aus geologischer Sicht kurze Zeitraume entstehen. Um dieses Paradox, der fir die
prabiotische Chemie notwendigen Atmosphare und den von Geologen angenommen
Zustanden aufzulésen, haben wir einen neuen Reaktionsweg entwickelt, welcher die
Bildung von biologisch wertvollen Produkten aus der geologisch plausibleren redox-
neutralen Atmosphare ermdglicht. Kernpunkt dieser neuen Idee war, dass sich in solch
einer Atmosphare Hydroxylamin bilden kann, welches mit dort ebenfalls gebildeten
Aldehyden, welche aus Formaldehyd zuganglich sind, schnell und sauber zu Oximen
reagiert. Diese Oxime lassen sich nun unter verschiedensten Bedingungen
dehydratisieren um Nitrile zu formen, womit eine Vielzahl an Intermediaten aus bereits
publizierten Bildungswegen gebildet werden kann. Gleichzeitig ergibt sich auch die
Moglichkeit neue Syntheserouten zur Bildung von Biomolekilen zu beschreiten (Schema
2).
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Schema 2: Bildungswege verschiedener Biomolekiile aus Aldehyden und Formaldehyd. Umklammerte
Strukturen zeigen Zwischenprodukte, die direkt zum néichsten Produkt weiterreagieren konnten.

Diese neue Mdglichkeit der Nitrilsynthese unter redox-neutraler Atmosphare ermdglicht
es, Biomolekile zu jeder Zeit auf der frihen Erde synthetisieren zu kdnnen ohne von
bestimmten Ereignissen wie Meteoriteneinschlagen abhangig zu sein.

Zusatzlich wurde eine Apparatur zu entwickelt, in welcher der komplette zuvor erwahnte
Bildungsweg fur Pyrimidine mit minimalen Eingriffen von auf3en Ablaufen kann. Nachdem
zuerst eine Glasapparatur (Abbildung 1) entwickelt worden war, wurde beschlossen auf
ReaktionsgefaRe aus Gesteinen, welche auf der frihen Erde héchstwahrscheinlich
prasent waren, umzusteigen. Dies hatte den Hintergrund, dass die Erdoberflache der
frihen Erde auch nicht aus inerten Materialien wie Glas bestand, sondern aus chemisch
aktiven Oberflachen, wie sie Mineralien oder Gesteine besitzen, bestehen. Hierbei wurde
ein Aufbau mit Reaktionsgefalien aus Basalt oder Gneiss-Quadern mit Reaktionsmulden
(Abbildung 2) entwickelt, in welchem die zuvor beschriebene neue Pyrimidinsynthese
ablaufen kann. Zudem wurde dieser Bildungsweg auf die neuartige Reaktionsumgebung

optimiert.



1. Zusammenfassung

Abbildung 1: Glasapparatur bestehend aus drei verschiedenen Reaktionsgefdfsen, welche (iber Sandbdder
erwdrmt werden kénnen. Durch Umlenken des Stickstoffflusses kénnen ReaktionslGsungen von einem
Reaktionskolben in den nédichsten beférdert werden. Die Tropftrichter kénnen zwischenzeitlichen Regen
oder das geflutet werden eines Reaktionsortes simulieren.

Abbildung 2: Bild der Gesteinsreaktoren aus Basalt (links) und aus Gneiss (rechts) mit Reaktionsmulden.



2. Summary

2. Summary

One of the greatest questions of mankind is, who are we and where do we come from?
This question was partially answered by Charles Darwin by explaining how complicated
life can be formed from more simple forms. However, his explanation could never answer
the question how life formed for the first time. The most often mentioned theory explaining
the origin of life today is the RNA world hypothesis. This states that life formed from first
simple, self-replicating RNA polymers. Through a process called chemical evolution,
these systems then could have become more and more complex until such a complex
system was formed that can be called a living being. The basic premise for this theory is
the prebiotic formation of RNA from inanimate matter on early Earth, for which the
prebiotic formation of the basic building blocks of the Watson-Crick base pairs A:U and
C:G is necessary.

At the beginning of this work, prebiotic formation pathways already existed for all four
mentioned nucleosides, but only A and G or U and C could form under certain prevailing
conditions. However, for the formation of self-replicating systems, the possibility for
formation of both Watson-Crick base pairs is essential, creating a need for prebiotic
synthesis of all four canonical RNA nucleosides at the same place under the same
conditions. Therefore, a new prebiotic synthetic pathway for pyrimidines was developed
in this work, which is compatible with the previously published purine synthesis. Thus, for
the first time, there is now the possibility to synthesize all necessary nucleosides for the

RNA world at the same place and under the same conditions (Schema 3).
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Schema 3: The new prebiotic synthesis pathway for pyrimidine nucleosides (bottom) and the compatible
purin synthesis pathway (top).

After the use of cyanoacetylene as starting material was criticized during the publication
process of the previously mentioned formation pathway of all four canonical nucleosides,
we found that the reduced carbon-nitrogen species used as starting materials in the vast
majority of all prebiotic syntheses are questionable as starting materials from a prebiotic
point of view. This is because geologists agree that the reducing atmosphere used by
Urey and Miller to form these materials has never been present at the beginning of the
Earth, but could have only formed by extreme events, such as giant meteorite impacts,
for short periods of time on geologist's timescales. In order to solve the paradox that
chemists need a reducing atmosphere to do productive chemistry and the conditions
assumed by geologists, we considered a way to form biologically valuable products from
the redox-neutral atmosphere. The key point of this new idea was that hydroxylamine can
be formed from such an atmosphere, which can react quickly and cleanly with aldehydes,
which are accessible from formaldehyde, to form oximes. These oximes can then be
dehydrated under a wide variety of conditions to form nitriles, allowing synthesis of a
variety of intermediates from previously published prebiotic pathways but also new

synthetic routes to form biomolecules (Schema 4).
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Schema 4: Formation pathways of various biomolecules from aldehydes and formaldehyde. Clasped
structures show intermediates in a One-Pot reaction to the next structure.

This new possibility of nitrile synthesis from products of a redox-neutral atmosphere
makes it possible to synthesize biomolecules on the early Earth at all time without being

dependent on specific events such as meteorite impacts.

Additionally, it was attempted to develop an apparatus in which the complete formation
pathway for pyrimidines could proceed in an interconnected setup with minimal external
intervention necessary to perform the reactions. After developing a glass apparatus
(Abbildung 3), it was decided to switch to reaction vessels made of stones, which were
most likely present on early Earth. The background was that the surface of the early Earth
also did not consist of inert materials like glass, but of chemically active surfaces, like
minerals or stones.

Here, Basalt and Gneiss reaction wells (Abbildung 4) were developed in which the
previously described novel pyrimidine synthesis can indeed proceed. In addition, this

formation pathway was optimized for the novel reaction environments.



2. Summary

Abbildung 3: The glass apparatus for the synthesis consisting of three different reaction vessels which can
be heated via sand baths. By changing the nitrogen flow, reaction solutions can be transported from one

reaction vessel to the next. The dropping funnels can simulate intermediate rain or the flooding of a
reaction pot.

Abbildung 4: Picture of the reaction vessels made out of basalt (left) and gneiss (right).



3. Einleitung

3. Einleitung

Aufgrund des hoch entwickelten Bewusstseins der Menschheit, besitzt diese die Fahigkeit
ihre eigene Herkunft zu hinterfragen. Allerdings wurde zuerst versucht diese Frage nicht
wissenschaftlich, sondern spirituell zu beantworten.l?! Die spatere wissenschaftliche
Betrachtungsweise dieser Frage fuhrte zur Darwins Evolutionstheorie. Diese Theorie
beantwortet, wie das vielfaltige Leben, von einfachen Einzellern Gber Pflanzen bis zu
intelligenten Lebensformen wie dem Menschen, welches wir auf der heutigen Erde
kennen, hat entstehen kdnnen. Allerdings beantwortet sie nicht, wie das erste Leben auf
der Erde entstanden sein konnte.®! Aus dieser biologischen Evolutionstheorie lasst sich
die Deszendenztheorie ableiten, welche besagt, dass es einen letzten gemeinsamen
Vorfahren allen Lebens auf der Erde geben haben muss, aus welchem alles heute
bekannte Leben entstanden sein muss.[* Dieser wird LUCA (,Last Universal Common

Ancestor® oder zu Deutsch letzter allgemeiner gemeinsamer Vorfahre) genannt.

3.1. LUCA

Obwohl es fir LUCA wahrscheinlich keine fossilen Hinweise auf dessen Struktur gibt!®,
kann tGber Analysen des Genoms der heutigen Lebewesen, den Nachfahren LUCAs, und
deren Gemeinsamkeiten auf den Aufbau und die Fahigkeiten LUCAs geschlossen
werden. Anhand dieser Rickschlisse konnte eine Studie aus dem Jahr 2016 bis zu 355
Gene identifizieren,® & welche héchstwahrscheinlich in LUCA prasent waren. Aus diesem
Genom lasst sich schlieRen, dass LUCA ein komplexes Lebewesen war, welches bereits
in der Lage war DNA zu RNA zu transkribieren und letztere in Proteine zu translatieren.
Diese Studien schliel3en zusatzlich, dass LUCA ein thermophiler Tiefseebewohner war.
Aufgrund der bereits vorhanden Komplexitat LUCASs, darf dieses jedoch nicht mit der
ersten lebenden Zelle oder dem ersten Leben gleichgesetzt werden.l’l Viel
wahrscheinlicher ist, dass sich LUCA erst durch Evolution aus der ersten lebenden Zelle

entwickelt hat. Dies beinhaltet auch die Moglichkeit, dass LUCA sich erst im Laufe der



3.2. RNA Welt

Zeit an die Bedingungen der Tiefsee angepasst haben kdnnte und, dass das Leben nicht
dort entstanden sein muss.

Denn die erste gebildete Lebensform der Erde muss vermutlich weitaus weniger komplex
als LUCA aufgebaut gewesen sein, sodass diese sich spontan aus unbelebter Materie
bilden konnten, ohne eine komplett unmdégliche erscheinende Wahrscheinlichkeit fur
dieses Szenario zu erhalten. Fir die direkte Entstehung von LUCA mit zuvor erwdhnten
Fahigkeiten aus unbelebter Materie, mussten namlich DNA, RNA und Proteine simultan
am selben Ort gebildet worden sein oder unter den richtigen Bedingungen zum richtigen
Zeitpunkt zueinander gefunden haben. Aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit dieser
Szenarien, stellt sich stattdessen die Frage, welches dieser Biopolymere zuerst
entstanden ist oder ob sie tatsachlich zur selben Zeit entstanden sein konnten. Gab es
nun die katalytischen Fahigkeiten der Proteine oder die informationsspeichernden
Fahigkeiten der DNA zuerst?

3.2. RNA Welt

Diese Frage erinnert an das Ratsel, ob das Huhn oder das Ei zuerst entstanden ist. Eine
einfachere Antwort hierauf wurde jedoch durch die Entdeckung der Ribozyme durch
Altman 1978(8 und Cech 1982[° gefunden. Dies sind katalytisch aktive RNA Strange,
welche die Funktionen von DNA und Proteinen in nur einem Biopolymer vereinen kbénnen.
Aus dieser Erkenntnis entwickelte Gilbert 1986/1% die RNA Welt Hypothese, obwohl
ahnliche Theorien schon friher aufgestellt wurden!1-14, Diese Hypothese besagt, dass
die ersten Lebewesen nur auf RNA als Biopolymer zurtickgriffen und sich erst im Laufe
der Zeit durch Evolution DNA und Proteine gebildet habenl(>11.16] Dje RNA Welt Theorie
schlieBt das Vorhanden sein von Peptiden bei der Entstehung des Lebens nicht
grundséatzlich aus. Allerdings schlie3t diese eine durch Ribozyme oder Vorlaufer
katalysierte Synthese von Polypeptiden zur damaligen Zeit aus.l*®! Ein Indiz daftr, dass
Aminosaure bei der Entstehung des Lebens beteiligt gewesen sein koénnten, sind die
Vielzahl an Variationen der kanonischen RNA Nukleobasen. Etliche davon sind mit
Aminosauren modifiziert und diese sind auch heute noch in RNA zu finden. Besonders
viele dieser Basenmodifikationen treten bei heutigen Lebewesen im Umfeld von
Ribozymaktivitaten auf, als bekanntestes Beispiel hierfur dient das Ribosom mit seiner

10



3.2. RNA Welt

tRNA.[Y] Dies ist besonders interessant, da Ribozyme als eine Art Uberbleibsel einer der
heutigen DNA-Peptid Welt vorausgegangenen RNA-Welt angesehen werden konnenl8
21]_

Die RNA Welt Hypothese vereinfacht nun die Suche nach der Entstehung des Lebens
soweit, dass nur noch die Frage nach der Entstehung der RNA beantwortet werden muss,
und nicht die nach mehreren Biopolymeren. Hierfur muss aber immer noch geklart
werden, wie die Ribonukleoside und daraus wiederum Oligomere entstanden sein
konnten und dies ausgehend von einer unbelebten Umwelt ohne Hilfe durch
Proteinkatalyse.

Da RNA immer noch ein relativ kompliziert aufgebautes Oligomer ist, gibt es auch Kritik
an der RNA Welt Hypothese.?2?4 Ein groRRer Anteil dieser Kritik betrifft die Notwendigkeit
des Vorhandenseins von reiner Ribose, einem bei physiologischen Bedingungen nicht
sehr stabilen Molekil, um RNA aufbauen zu konnen.l?S Allerdings kénnen auch
verschiedene andere Zucker Oligonukleotide ausbilden, welche die Fahigkeit besitzen
miteinander Basenpaaren zu konnen.[?5-28 Die Mdglichkeit der Verwendung von anderen,
zum Teil einfacherer Zucker zum Aufbau eines informationskodierenden Polymers, flhrt
neben einigen anderen Uberlegungen zur Theorie einer pra-RNA Welt.?® 30 Diese
besagt, dass die Entstehung der RNA schon ein biologischer Evolutionsschritt war, und
das Leben aus einfacheren Molekulen entstanden sein muss. Allerdings wird hier im
weiteren Verlauf der Einleitung nur auf die prabiotische Herstellung der Nukleoside fir die
RNA-Welt Hypothese eingegangen, da trotz aller Kritik dieser nur andere Hypothesen und
keine verbesserten, einfacheren Theorien zur Entstehung des Lebens aufgestellt werden
konnten.3Y Zuséatzlich gibt es die Mdglichkeit fur viele der in nachsten Abschnitten
erwahnten Nukleosid-Bildungswege die Mdglichkeit Ribose problemlos durch andere

Zucker zu substituieren.
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3.3. Prabiotische Chemie

3.3. Prabiotische Chemie

3.3.1 Prabiotisch plausible Bedingungen

Bevor Uber die prabiotische Synthese von Molekilen diskutiert werden kann, muss
zunachst definiert werden, welche Reaktionsbedingungen als prabiotisch plausibel
angesehen werden kénnen. Generell ist festzustellen, dass die Bedingungen auf der
frihen Erde nicht exakt rekonstruiert werden kdnnen, somit sollten die Bedingungen fir
eine prabiotisch plausible Reaktion nicht zu eng definiert werden. Trotzdem gibt es einige
generelle Anhaltspunkte die eingehalten werden sollten:[32

-Sauerstoff war maximal als Spurenelement in der Atmosphare vertreten.

-Als Losemittel kommen Wasser oder eventuell Formamid (1) in Frage. Sonst sind nur
Reaktionen unter |6semittelfreien Bedingungen maglich.

-Es muss plausibel erklarbar sein, wie die Startmaterialien einer Reaktion in
ausreichenden Mengen am Reaktionsort zur Verfiigung stehen konnten.

-Zur Aktivierung oder als Katalysator stehen nur Wéarme, Licht, Mineralien, Sauren und

Basen oder prabiotisch plausible kleine Molekile zur Verfigung.

Eine engere Definition der Rahmenbedingungen ergibt keinen Sinn, da diese aufgrund
der Unsicherheiten Uber klimatische und geologische Verhéltnisse zur damaligen Zeit
nicht nachvollziehbar méglich ist. Zusatzlich waren die Bedingungen zur damaligen Zeit,
analog zu heute, auf der Erde nicht einheitlich. So sind in der Nahe vulkanischer Aktivitat
mehrere 100 °C mdoglich, wahrend in der Tiefsee Temperaturen von 4 °C realistisch sind.
Aufgrund dieser Verschiedenheit lassen sich eine groRe Menge prabiotischer
Reaktionsorte mit den passenden Eigenschaften plausibel erklaren. Hierbei stért es auch
nicht, wenn die Bedingungen fir eine Reaktion inkompatibel fir eine andere sind, da sich
zwischendurch durch verschiedene Vorgange die Umweltfaktoren geandert haben
konnen. Als Beispiel kdnnen die Reaktionsprodukte einer Reaktion im trockenen Zustand
durch Regen weggeschwemmt werden und an einem anderen Ort unter anderen
Bedingungen mit anderen Ausgangsverbindungen, die dort vorliegen, interagieren. Auch

kann die Art wie zwei Reaktionspartner miteinander reagieren von der Umwelt
12



3.3.2 Préabiotische Reaktion

malfigeblich beeinflusst werden. So reagieren NHs und HCN bei hohen Konzentrationen
zu polymeren Strukturent®3], zum Teil auch zu Nukleobasen, wahrend sie bei verdiinnten

Bedingungen unter UV-Strahlung zu Harnstoff oder Guanidin reagieren. 4

3.3.2 Prabiotische Reaktion

Nachdem nun die Rahmenbedingungen fur prabiotische Synthesen abgeklart sind, gilt es
zu betrachten, was bisher auf diesem Feld erreicht wurde. Prébiotische Chemie als
separater Teilbereich der Chemie wurde erst bekannt, nachdem die Ergebnisse des heute
weltbekannten Urey-Miller Experiments publiziert wurden.l®®l Trotzdem gab es davor
schon einige Synthesen, welche im Nachgang als prabiotische Reaktionen betrachtet
werden kdnnen. Diese sind durchaus bis heute von hdchster Bedeutung, wie etwa die
Formosereaktion von Butlerov!®®! oder die Entladungsexperimente von Lobl37: 381, Als die
Arbeiten im Teilbereich der prébiotischen Chemie intensiviert wurden, wurde bewusst
nach prabiotischen Synthesen fir einzelne Biomolekile und deren Monomere gesucht,

wie unter anderem fir Zucker, Nukleobasen, Nukleoside und Aminosauren.

3.3.2.1. Nukleobasen

Erste Erfolge im Gebiet der prabiotische Nukleobasen-Synthese gelange Oro 1960,13%! als
es ihm gelang Adenin (2) aus Blausaure (HCN (3)) herzustellen. Er konnte die Bildung
aus wassriger Ammoniumcyanid Losung beobachten. Aufgrund seiner Struktur kann
Adenin als Pentamer des HCN (3) betrachtet werden, zuséatzlich hierzu beobachte Oro
noch Purinvorstufen, wie 4-Aminoimidazol-5-carboxamid, Formamid (1) und Formamidin.
Anhand dieser Zwischenprodukte wurde ein mdglicher Mechanismus (Abbildung 5) fur
die Bildung von Adenin (2) entwickelt.[3% 401 Zuséatzlich konnten spater auch weitere Purine
unter diesen Bedingungen synthetisiert und nachgewiesen werden. So konnten mit
verbesserten Analysenmethoden Guanosin (4), welches sich entweder direkt oder tber
Diaminopurin (5) mit anschlieBender Hydrolyse bilden kann 1. Auch Hypoxantini2
konnte nachgewiesen werden. In weiteren Analysen konnten dann noch die Purine

Xanthin und Inosin detektiert werden. 43!
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Abbildung 5: Synthese der Purinbasen ausgehend von HCN oder einer NH.CN Lésung.

Bei genauerer Auswertung dieser Ammoniumcyanid Reaktionen konnten neben den
zuvor erwéhnten Purinen auch Pyrimidinbasen wie etwa Orotsaure, 5-Hydroxyluracil und
4,5-Dihydroxypyrimdin nachgewiesen werden, die kanonischen Pyrimidinnukleobasen
Cytosin (6) und Uracil (7) hingegen nicht. Letzteres konnte erstmals 2002 in einer
Reaktion ausgehend von einer NH4CN LOsung nachgewiesen werden, nachdem diese fur
27 Jahre bei -78 °C aufbewahrt worden war.*3! Allerdings war die Ausbeute mit 0,0017 %
7 , neben einer Vielzahl weiterer Heterozyklen, vernachlassigbar gering, wahrend 6
weiterhin nicht detektiert werden konnte. Cytosin (6) konnte jedoch bereits 1968 aus einer
Reaktion von Cyanat mit Cyanoacetylen (8), dem zweithaufigsten Produkt einer
Gasphasenentladung in einer Atmosphare aus Stickstoff und Methan!*4, unter
Idealbedingungen in Ausbeuten von 6-7 % hergestellt werden.!*?! Die Ausbeute an 6
konnte 1995 durch die Verwendung von Cyanoacetaldehyd (9) und Harnstoff (10) in einer
,dry down“ Reaktion auf Uber 50 % gesteigert werden.[*8] Durch die mdgliche Hydrolyse
von Cytosin (6) zu Uracil (7), wurde hiermit eine Mdglichkeit gefunden beide kanonische
Pyrimidinbasen prébiotisch herzustellen.

Eine weitere Mdglichkeit zur Herstellung der Pyrimidinbasen, sowohl der kanonischen als
auch von modifizierten Versionen wurde 2019 von Carell publiziert (Abbildung 6).[4"]
Hierbei wurden 8 oder 9, nacheinander zuerst mit Dimethylamin (11), dann mit
Ammoniumsulfat und schliel3lich N-methyl-N-nitroso-Harnstoff (12) umgesetzt, um 4-
Thiomethyl-Cytosin (13) zu erhalten. 13 kann dann durch verschiedene nukleophile

Verbindungen in andere Pyrimidinbasen umgewandelt werden.
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Abbildung 6: Reaktionsfolge zur Herstellung kanonischer und modifizierter Pyrimidin-Basen nach Carell.*”]

Allerdings geht diese Pyrimidinnukelobasensynthese mit 8 oder 9 von den gleichen
Startmaterialen aus, wie auch bisher publizierte Synthesen. Durch den mehrstufigen
Aufbau ist sie den bisherigen Synthesen fir kanonische Pyrimidinbasen in Bezug auf
Komplexitat unterlegen, sie bietet jedoch eine elegante Mdoglichkeit um in Position 4
modifizierte Pyrimidinbasen zu erzeugen.

Die Synthese der Nukleobasen in grof3en Mengen und guter Ausbeute ist nur ein
Teilbereich davon, den Ursprung von Nukleosiden oder Nukleinsauren zu erklaren, was
spater im Abschnitt 3.3.2.3 (prébiotische Synthese der Nukleoside) erlautert wird. Aber
bevor Nukleoside Uberhaupt synthetisiert werden kénnen, wird zuerst ein prabiotischer

Ursprung fur die Zucker oder genauer dem Zucker Ribose bendétigt.
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3.3.2 Préabiotische Reaktion

3.3.2.2 Zucker

Die erste prabiotische Zuckersynthese war die schon 1865 von Butlerov entdeckte
Formosereaktion®€l, bei der Formaldehyd (14) unter basischen Bedingen, welche durch
Zugabe von Ca(OH): erhalten wurden, zu verschiedensten Zuckermolekilen reagiert. Der
notwendige Formaldehyd entsteht durch elektrische Entladung in einer wassrigen,
CO2-reichen Atmosphare.*8! Im nachsten Schritt wird Glykolaldehyd (15) gebildet, der
dann mit weiterem 14 oder anderen Zwischenprodukten der Formosereaktion zu
komplizierteren Produkten weiterreagieren kann. Dies fuhrt zu einer Vielzahl an
verschieden Molekilen, welche gebildet werden, da zeitgleich Aldol-, Cannizzaro- und
Lobry-de-Bruyn-van-Eckstein-Reaktionen stattfinden konnen.*®! Schlussendlich fiihrt
diese Vielzahl an moglichen Reaktionspfaden dazu, dass die Ausbeute an gebildeter
Ribose (16) <1 % liegt und zusatzlich dazu eine Vielzahl verzweigter und linearer Zucker,
mit unterschiedlichen Anzahl an Kohlenstoffatomen, gebildet werden.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Gesamtreaktion ist hierbei die erste
Dimerisierung von 14 zu 15, da durch das Fehlen von a-Protonen durch Deprotonierung
keine Polarisierungsumkehr eines Kohlenstoffes erfolgen kann, um letztlich eine
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung auszubilden. Da dieser Schritt zur ersten Ausbildung
einer C-C-Bindung notwendig ist, wird hierfir wird oft Hydroxymethylen (17) (Abbildung 7)
als Losung vorgeschlagen, welches als Konstiutionsisomer aus 14 durch UV-Strahlung

gebildet werden kann.!50!

j\ L OH
H™ O H 'kH
14 17

Abbildung 7: Struktur von Hydroxymethylen (rechts) und Formaldehyde (links).

Hier kann das freie Elektronenpaar des Hydroxymethylen (17) am Formaldehyd (14)
angreifen, sodass 15 entsteht. 17 wurde bereits 1921 erstmals in Bezug zur Zuckerbildung
genannt,®!l seine erstmalige Herstellung und Charakterisierung erfolgte hingegen erst
2008.552 Ein Problem hierbei war die geringe Stabilitat des Hydroxymethylens (17) selbst
bei tiefsten Temperaturen, da es aufgrund von Tunneleffekten ohne die Uberwindung

einer Aktivierungsenergie zuriick zum Formaldehyd isomerisieren kann.®? Trotzdem
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konnte 2018 die Bildung von 15 und Glycerinaldehyd (18) aus 14 und 17 basen- und
|6semittelfrei unter kyrogenen Temperaturen durchgefihrt werden. [

Auch wenn diese Bedingungen eher interstellaren Verhaltnissen entsprechen, zeigte sich
bei Atmospharenexperimenten, unabhéngig vom redox-Zustand der verwendeten
Atmosphére, dass neben Formaldehyd immer auch geringe Mengen Glycolaldehyd (15)
gebildet werden.3] Diese geringe Mengen reichen jedoch aus um die Formosereaktion
zu starten, da diese durch 15 katalysiert ist (Abbildung 8).[54

Abbildung 8: Urspriinglicher postulierter Mechamismus der Glycolaldehyd katalysierten Formose Reaktion
nach Breslow!™,

Dieser Katalyse Mechanismus ist nicht unumstritten. So wurde von Benner!® festgestellt,
dass bei sehr hohen Formaldehydkonzentrationen (350 mm) kein Dihydroxyaceton (19)
nachgewiesenen werden kann. Spater wurden diese Ergebnisse unter gleichen
Bedingungen bestéatigt. Bei anderen Startbedingungen konnte jedoch 19 nachgewiesen
werden, sowie alle anderen von Breslow!(*! vorhergesagten Intermediate.®¢! Daraus |lasst
sich schliel3en, dass es mehrere mogliche Mechanismen gibt, nach denen die Reaktion
ablaufen kann, inklusive der Maglichkeit von Hydridverschiebungenl®®l. Sicher ist nur,
dass die Zugabe von Glycolaldehyd (15), selbst in kleinsten Mengen (3 ppm), die
Reaktion von 14 zu Zuckern deutlich beschleunigt oder Uberhaupt erst ermdglicht.[57]
Allerdings liefert die Formosereaktion weiterhin ein breites Gemisch an verschiedenen

Zuckern, nicht aber die fir RNA notwendige Ribose (16) in groRen Mengen. Auch andere
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3.3.2 Préabiotische Reaktion

Zucker, welche als Zuckergrundgerist fur basenpaarungsfahige Nukleinsauren dienen

konnten, wurden nicht tiberdurchschnittlich gebildet. [26]

3.3.2.3 Ribose

16 konnte lange nur in sehr geringen Mengen durch Verwendung sehr hoher
Formaldehyd (14) Startkonzentrationen!®8 oder iberhaupt nicht in der Formosereaktion
nachgewiesen werden.®® Deshalb wurde die Formosereaktion vielfach modifiziert in der
Absicht, die Bildung von 16 zu begtinstigen.[60-62 Besonders stechen hier die Versuche
von Benner!® 1 hervor. Ihm gelang es durch Zugabe von Boraten die Herstellung von
Zucker mit cis-Diolen wie Ribose (16) zu bevorzugen. Furukawa und Kakegawa stellten
daraufhin sogar die Theorie auf, dass sich Ribose aufgrund der Borat-Stabilisierung
schlieRlich als Zucker der Nukleinsauren durchsetzen konnte.®4 Als Gegenpunkt hierzu

ist anzufuihren, dass die Prasenz von Bor in der prabiotischen Welt umstritten ist.[6°]

Gute Selektivitat fur die Herstellung von Pentosen (ca. 65 %) konnte durch die
Durchfiihrung der Reaktion mit Formaldehyd in Mizellen erreicht werden.[®8 Allerdings
werden hier alle moglichen Pentosen gebildet und nicht etwa bevorzugt Ribose. Andere
Moglichkeiten zur Herstellung von grol3erer Mengen 16 oder generell an Pentosen
beruhen meistens auf Reaktionen mit anderen Startmaterialen als Formaldehyd, versetzt
mit katalytischen Mengen an Glycolaldehyd (15), analog der klassischen Reaktion nach
Bulterov. So fuhrt die Verwendung von Glycolaldehyd-phosphat, zuganglich aus 15 und
Amindotriphosphat(®”l oder Diamidophosphat!®® als C2 Baustein und 14 als C1 Baustein
zur Herstellung von Ribopyranose-2,4-phosphat in 16 % Ausbeutel®l. Allerdings wird hier
nur die nichtbendtige Pyranose-Form der Ribose (16) gebildet, nicht die in Nukleinsauren
verwendete Furanose-Form.

Ein anderer Ansatz geht von einem 10:1 Verhéltnis von Formaldehyd (14) und
Glycolaldehyd (15) aus, welche unter Einfluss des Minerals Hydroxylapatit
(Cas(P0O4)3(0OH)) nach 42 h annahernd quantitativ zu Dihydroxyaceton (19) reagieren.
Letzteres kann durch Zugabe von weiterem 15 zu zwei mdglichen Ketosen, namentlich
Ribulose (20) und Xylulose (21), weiterreagieren. Nach Isomerisierung dieser Ketosen
konnte 16 in 20 % Ausbeute erhalten werden. Interessanterweise konnte keine Arabinose

nachgewiesen werden, woraus sich schlussfolgern lasst, dass Hydroxyapatit 20 selektiv
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zu 16 isomerisieren kann. Auch die beiden anderen méglichen Aldopentosen Xylose und
Lyxose konnten nicht nachgewiesen werden, welche durch Isomerisierung aus 21 (11 %)
geformt werden konnten (Abbildung 9). Dies lasst auf eine stark selektive

Isomerisungsfahigkeit des Hydroxylapatits zu Gunsten der Ribose zuriickschlieRen.[”

(0] HO HO
)J\ 10 eq.
14 . 0
| Cas(POL)s(OH) b Q %s\OH woH v OH
5 4)3
| HO/\) - HO\)J\/OH 1—> HO HO
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° OH 19 d HG
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15 O\ O\ D-Ribulose D-Xylulose
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2 IV % 21
HO HO
D-Arabinose D-Lyxose

Aldopentose

Abbildung 9: Hydroxylapatit katalysierte Reaktion von Formaldehyd 14 und 15 zu 19. Reaktion mit einem
weiteren Aquivalent 15 ergibt die beiden Ketopentosen 20 und 21. Von diesen beiden Substanzen kann nur
Ribulose zu einer Aldopentose isomerisieren, und auch nur selektiv zu Ribose (20%). Weitere
Reaktionsprodukte sind Xylulose (11 %), Dihydroxyaceton (20 %), Glykolsdure (40 %) und Ribulose (8 %)./7"

Ein anderer Ansatz geht davon aus, dass sich Pentosen in der Formosereaktion
bevorzugt bilden, wenn C2-und C3-Bausteine direkt miteinander reagieren. So konnten
durch die Verwendung solcher Bausteine als Startmaterialien Pentosen in 46 % Ausbeute
gebildet werden.["1]

Obwohl deutliche Verbesserungen in der Zuckersynthese durch die Formosereaktion
erzielt wurden, ist diese in Teilen der prabiotischen Gemeinschaft weiterhin stark in der
Kritik. So wird die mangelnde Selektivitat zu 16 bemangelt. Dieser Kritikpunkt konnte aber
durch die Verwendung von Zink-Prolin-Komplexen bei der Reaktion von 15 mit 18, was

einer Reaktion eines C2- mit einem C3-Bausteines entspricht, teilweise entkraftet werden.
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3.3.2 Préabiotische Reaktion

Hierbei entstehen als Hauptprodukte Ribose (16) (19 %) und Lyxose (21 %), wahrend
Arbinose (14 %) und Lyxose (9 %) in geringeren Ausbeuten entstehen.l’? Allerdings
entstehen bei dieser Reaktion auch Hexosen (14 %) und Tetrosen (20 %) durch homo-
Aldolkondensation. Bei den Tetrosen zeigt sich, dass der Prolin-Komplex auch hier die
Bildung eines Isomers bevorzugt, so wird Threose (22) in 13 % erhalten, Erythrose (23)
nur in 7 %.72

Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass die verwendeten Startmaterialen Glycerinaldehyd (18)
und dessen Isomer Dihydroxyaceton (19), bisher selbst nur Gber die Formose Reaktion
zuganglich sind und diese aufgrund ihrer Instabilitdt weiterreagieren wirden anstatt
angereicht zu werden. Zusatzlich ist die Bildung ausreichender Mengen 15 fur
stochiometrischen Einsatz durch Atmosphéarenprozesse nach aktuellem Wissen
ausgeschlossen.[”3l Ein Ansatz dieses Problem zu I6sen, ist die von Sutherland publizierte
Maglichkeit, dass gréRere Mengen 15 und 18 Gber Photoredoxchemie in Kombination mit
Cyanid entstehen kénnen.[”* 751 Generell eignet sich diese Methode Zucker mit jedem
Zyklus um ein Kohlenstoffatom zu verlangern (Abbildung 10).

By
R H
OH OH
OH Photoredox steps Photoredox steps OH O
- 0O — N P
A - R}YC i g |
R CN Sn R
OH
HCN
3

Abbildung 10: Mechanismus der Zuckerverléngerung nach Sutherland.”” Die Photoredoxschritte werden
durch einen Cu(l)-Cu(ll)-Mechanismus angetrieben. Als Reduktionsmittel dient ebenfalls 3, welches zu
Dicyan oxidiert wird. Auch das einfachste mégliche Startmaterial Formaldehyd (14) kann durch Reduktion
aus 3 gewonnen werden.

Das Problem der geringen Stabilitdt von Glycolaldehyde (15) und Glycerinaldehyde (18)
konnte von Powner 2017 gelost werden.[’8] Dieser stabilisierte diese mittels einer
Aminalbildung. Zusatzlich konnten Glycolaldehyd und Glyceralaldehyd unter diesen
Bedingungen sogar angereichert werden.

Trotz all dieser Fortschritte ist die prabiotische Herstellung von Ribose weiterhin ein
Problem, auch wenn die Hydroxyapatit-katalysierte Reaktion, welche als einzige

Aldopentose Ribose erzeugt, Hoffnung macht, dass das Problem der selektiven
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Ribose-Herstellung, geldst werden kann. Allerdings kann dieses die Frage der selektiven
Entstehung der Ribose als D-Zucker immer noch nicht beantworten.

Wegen all dieser Problematiken wurden auch Anséatze zur Riboseherstellung unabhéngig
von der Formosereaktion verfolgt.

So konnte Meierhenrich zeigen, dass sich 16 aus interstellaren Eisanaloga bestehend aus
NH3, MeOH und Wasser durch UV-Strahlung bilden kann.[’”l Aber auch dieser Ansatz
kann, neben dem Problem der Ausbeute und der prabiotischen Plausibilitat, das Problem
der Stereochemie nicht l6sen, so liegen Zucker in der Natur in den Nukleinsduren immer
in D-Form vor, all diese prabiotischen Ansatze erzeugen jedoch racemische D-L-
Gemische.

Eine haufig formulierte Moglichkeit fur die Entstehung eines Enantiomeren-Uberschusses
ist zirkular polarisiertes Licht.[’8 7 Weitere Anséatze sind die bevorzugte Bildung eines
Enatiomers durch chirale Mineralienl”®-81 oder die lokale Anreicherung eines Enatiomers
aus einem racemischen Gemischl7® 81-83],

Nachdem nun Zucker und Nukleobasen erzeugt wurden, kdnnen in einem nachsten

Schritt nun Nukleoside entstehen, das Kondensationsprodukt ebendieser.

3.3.2.4 Synthese der Nukleoside

Fur die Synthese der Nukleoside ist der einfachste und aus retrosynthetischer Perspektive
zunachst schlissigste Schritt die Kondensationsreaktion der Nukleobase mit dem Zucker.
Dieser Reaktionsablauf wurde auch ausgiebig von Orgel untersucht mit dem Ergebnis,
dass Purine mit Ribose unter S&urekatalyse reagieren. Allerdings wurden als
Hauptprodukte Kondensationsverbindungen mit den exocyclischen Aminen festgestellt.
So konnten trotz weiterer Optimierungen die naturlichen N-9 B-Isomere nur in geringen
Mengen hergestellt werden (Inosin 8 %, Adenosin 4 % und Guanosin 9 %)%, Bei gleicher
Reaktionsdurchfihrung mit den Pyrimidinbasen Cytosin (6), Uracil (7) und Thymin (24)
konnten im Gegensatz dazu Uiberhaupt keine Nukeloside detektiert werden. 8]
Hauptursache hierfir ist eine in beiden Fallen zu geringe Nukleophilie der Basen bzw.
des Ringstickstoffes N9 der Purine. Eine mogliche L6sung ist die Substitution der Ribose
durch aktivierte Ribosespezies um diesen Mangel an geeigneter Nukleophilie
auszugleichen. Berechnungen hierzu zeigten, dass dadurch die freie Enthalpie der

gesamt Reaktion meist negativ wird, im Gegensatz zur Reaktion mit Ribose.[?: &7]
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So konnte Zare zeigen, dass sich Ribose-1-phosphat in Mikrotropfchen aus Ribose und
Phosphorsaure bilden kann. Wird Ribose-1-phosphat in der Gegenwart von Mg?* mit den
Basen umgesetzt, bilden sich die Nukleoside in geringen Ausbeuten. So konnten Adeosin
(2,5 %), Cytidin (0,7 %), Inosin (1,7 %) und Uridin (2,5 %) nachgewiesen werden.
Guanosin konnte jedoch nicht detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich auf die schlechte
Loslichkeit von Guanin in Wasser zurlickzuftihren. [86 881 Spater gelang es Benner durch
die Verwendung von Ribose-1,2-cyclo-phosphaht, welches aus 16 und Diamidophosphat
zuganglich istl®8], selektiv nur die natlrlichen B-Furanose-lsomere herzustellen. Hierbei
konnten Adenosin (15 %), Inosin (14 %) sowie das Diaminopurinnukleosid (12 %)
nachgewiesen werden. Die Synthese von Guanosin konnte wiederum nicht detektiert
werden. Zuséatzlich konnten hier auch keine kanonischen Pyrimidin-Nukeloside
nachgewiesen werden, nur fur die Pyrimidin Base 2-Pyrimidion konnte das zugehorige
Nukleosid (30 %) gefunden werden.’®% 2-Pyrimidion ist jedoch deutlich nukleophiler als
die kanonischen Pyrimidine und kann auch durch Reaktion mit Ribose (16) die
zugehorigen Nukleoside ausbilden.®®! Spater gelang es jedoch durch Erhohung der
Temperatur und durch die Verwendung von Ca?* lonen Cytidin (7 %) herzustellen. Auch
Uridin und Guanosin konnten durch dieses Verfahren in geringen Ausbeuten hergestellt

werden.[®1]

Saladino et al. konnten die Bildung der Nukleoside aus der Nukleobase und 16 in reinem
Formamid (1) unter wasserfreien Bedingungen zeigen und so Adenosin in 5,6 %
Ausbeute herstellen. Allerdings bendétigten sie hierfur die Hilfe von Protonenbestrahlung.
Durch Zugabe von Meteoritenpulver konnte die Ausbeute an Adenosin auf 20 %
gesteigert werden.[®2 Zuvor konnte schon die Bildung aller kanonischer Nukleosiden in
Spuren unter diesen Bedingungen mit Meteoritenpulver gezeigt werden.[!

Dennoch sind fiur all diese Synthese die Ausbeuten Uber alle Schritte sehr gering und es
wird nicht nur reine 16 bendtigt, sondern auch eine weitere Reaktion zur Aktivierung der
Ribose oder unrealistische Energiequellen wie Protonenstrahlung und gleichzeitig
komplette Wasserfreiheit benotigt.

Deshalb wurden andere Ansétze entwickelt, welche den Zucker nicht mit der fertigen Base
umsetzen, sondern mit reaktiveren Basenvorlaufern, welche durch weitere Reaktionen in

das Nukleosid Uberfihrt werden.
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Der erste Ansatz hierzu wurde 1970 von Orgel veroffentlicht. Hier konnten
Pyrimdinnukleoside durch die Umsetzung von Ribose-5-phosphat und Cyanamid (25)
erhalten werden, nachdem das gebildete Aminooxazolin-Derivat (26) mit Cyanoacetylen
(8) zu Cytidin reagiert. Allerdings wird hauptséchlich das a-Anomer gebildet, welches sich
in geringen Ausbeuten durch Photoisomerisierung in das natirliche B-Anomer umwandeln
lasst.?4 2009 gelang es Sutherland auf der Synthese von Orgel aufbauend, einen

Bildungsweg fiir aktivierte Pyrimidinnukleoside zu formulieren (Abbildung 11).1%!
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Abbildung 11: Syntheseroute der Pyrimdinnukleoside nach Sutherland. Hierbei reagiert von den vier
gebildeten Aminooxazolin-Isomer nur das Arabio-Isomer zu den Ribose-Nukleosiden.®!

In einem ersten Schritt reagieren Cyanamid (25) und Glykolaldehyd (15) in einem 1 m
Phosphatpuffer zu 2-Aminooxazol (27), welches mit Glycerinaldehyd (18) zu den
Pentose-Aminooxazolinen (26) mit 50 % Ausbeute fur alle gebildeten Isomere (Abbildung
11) reagiert. Die Notwendigkeit der zeitversetzten Zugabe des C2 und C3 Bausteines des
Zuckers konnte spater durch Powner gel6ést werden, indem er die Bausteine als Aminale
stabiliserte.[’8! Dennoch bleibt des Problem der Isomerenmischung bestehen, denn es
entstehen weiterhin alle vier Pentose-Aminooxazolin-lIsomere (26) (Abbildung 11) neben
Elimierungsprodukten (20 %). In einem nachsten Schritt kann nun ausschlie3lich das
Arabionse Produkt (15 %) mit 8 zum Anhydro-Arabino-Nukleosid umgesetzt werden(®],
welches anschlieend durch einen nukleophilen Angriff des Phosphates (1 M) zu Cytidin-
2,3’ -cyclo-phosphat umgesetzt wird.

Die hier umgangene Notwendigkeit von 16 fur andere Nukleosidsynthesen wurde von
Sutherland immer wieder aufgrund der nicht geklarten Verfligbarkeit und ihrer Instabilitat
kritisiert.[”> 95 97 Dieser Punkt konnte hier zwar durch die Zugabe von 15 und 18 zur
Ribosesynthese elegant gelost werden, dennoch benétigt Sutherland im vorletzten Schritt

der Synthese Cycanoacetylen (8). Dies ist ein hochreaktives Molekul, welches deutlich
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instabiler als Ribose (16) ist. Zuséatzlich werden sieben Aquivalente davon bendtigt.
Aufgrund dessen konnte es zu einem Verfiigbarkeitsproblem von 8 in diesen grof3en
Mengen zum genau richtigen Zeitpunkt der Synthese kommen. Deshalb entwickelte
Sutherland auch noch einen weiteren Mechanismus zur Bildung von 8, neben zuvor
erwahnten Entstehung in der Atmosphéare. Hierbei wird Cyanoacetylen (8) durch eine Art
Kupfer(ll) katalysierten Kreuzkupplung aus Ethin und HCN (3) in Wasser hergestellt.[°"]
Zusatzlich wird 8 hierbei als Kupferkomplex in einer stabileren Form erhalten, aus welcher
es durch 3 freigesetzt werden kann.[%8

Allerdings ist die Verfligbarkeit der notwendigen Startmaterialien und 3 auch umestritten,
worauf spater im Detail eingegangen wird.

Daneben ist die notwendige Phosphatkonzentration ein Kritikpunkt, da eine Konzentration
tber 1 mm schon als unrealistisch unter prabiotischen Umstanden gilt.?®l 2020
veroffentlichte Sutherland auch hierfir einen Lésungsansatz, der besagte das
phosphid-reiche Meteoriten, sogenannte Enstatit-Chondriten, die Phosphatkonzentration
erhdhen konnten. Zuerst muss das Phosphid aber noch zu Phosphat oxidiert werden, was
unter UV Katalyse mit Hydrogensulfid selektiv durchgefiihrt werden kann.[% Dieser
Mechanismus kann lokal zweifellos die Phosphatkonzentration erh6hen, aber ob und wie
die notwendigen organischen Vorstufen die Auswirkungen der Einschlage der
Meteoritenmenge fur eine 1 m Phosphatkonzentration Uberstehen, ist weiterhin ungeklart.

Aller Kritik zum Trotz stellte dieser Ansatz zum damaligen Zeitpunkt den einzigen
maoglichen Bildungsweg fur kanonische Pyrimidinnukleoside dar. Dieser Ansatz wurde im
Laufe der Zeit weiter optimiert, so konnte Sutherland auch das Ribose-Aminooxazolin
(26), mit 25 % das Hauptprodukt der vier gebildeten Isomere,®® fir eine Reaktion zu
Cytidin zuganglich machen (Abbildung 12). Hierfur Uberfuhrte er das durch Reaktion mit
8 gebildete Anhydro-Ribose-Cytidin  durch einen nukleophilen  Angriff von
Schwefelwasserstoff (H2S) in a-2-Thiocytidin. Allerdings konnte diese Reaktion nur in
wassrigem Formamid (1) und nicht wie alle anderen Schritte im reinen Wasser
durchgefuhrt werden. o-2-Thiocytidin konnte durch UV-Strahlung in guter Ausbeute
(76 %) in das P-lsomer Uberfuhrt werden und anschlieBend zu Cytidin hydrolysiert

werden.[101]
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Abbildung 12: Synthese von Cytidin iiber 2-Thiocytidin nach Sutherland:1*°Y

Entscheidend ist hier die Uberfihrung in die Thioverbindung, da sich o-Cytidin nur in
schlechter Ausbeute (5 %) zu B-Cytidin isomeriseren lasst.[®4 Die Ausbeute kann aber
auch durch vorherige Acetylierung auf 22% gesteigert werden.[102]

Nachdem viele Versuche scheiterten, von diesem Syntheseweg ausgehend oder
kompatibel zu diesem Purin-Nukleoside herzustellen'®3, gelang es Powner 2017
schlieRlich 8-oxo-Purinnukleosidel'® herzustellen. Sutherland gelang es kurzlich
schlieBlich noch Purindeoxyribonukeloside, wenn auch nur fir Adenosin und Inosin, zu
synthetisieren.l'%! Die Synthese von kanonischen RNA Purinen nach diesem
Syntheseweg ist aber bis heute noch nicht méglich.

Die erste regioselektive Synthese von N9-Purinnukleosiden gelang Becker et. al. 2016,
aufbauend auf den Ergebnissen von Traube.[*%¢! Hierbei wurde zunachst nukleophilere
Basenvorstufen, sogenannte Formamidopyrimidine (FaPys (28)), mit Ribose (16)
umgesetzt (Abbildung 13). Die innermolekulare Symmetrie dieser Molekile 16st das
Regioselektivitats-Problem. Anschliel3end erfolgt eine Ringschlusskondensation, welche
durch Base oder hohe Temperaturen induziert werden kann. Hierbei koénnen
Purinnukleoside in bis zu 60 % Ausbeuten erzielt werden.lI Durch Verwendung
verschiedener FaPys (28) konnten so sowohl Adenosin als auch Guanosin dargestellt
werden.l!  Spater wurde die Palette mdglicher Purinbasen noch um einige
nichtkanonische Isomere erweitert, welche alle in heutigen Organismen noch in deren

RNA aufzufinden sind.[107]
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Abbildung 13: Pribiotischer Bildungsweg der Purine nach Becker'>'%”! iiber die Formamidopyrimidine 28.

Die Synthese von 28 kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Der zuerst publizierte
Weg lauft tber Aminopyrimidine (29), welche aus Molekulen wie Aminomalononitril oder
dessen Hydrolyseprodukt durch Reaktion mit Malonodinitril, Guanidin oder Thioharnstoff
zuganglich sind. All diese Startmolekile kdnnen aus Ammoniak, H2S und HCN gebildet
werden.!

Eine spater publizierte Alternative lauft Gber die Zwischenstufe der Nitrosopyrimidine (30)
ab. Diese besitzen eine sehr schlechte Ldslichkeit, woraus eine préabiotische
Aufreinigungsmaoglichkeit entstehen kann. AnschlieBend kénnen sie durch Reaktion mit
Metallen wie Nickel oder Eisen in Ameisensaure zu Aminopyrimidinen (29) reduziert
werden, welche direkt mit Ameisensaure zu den FaPys weiterreagieren. Die
Nitrosopyrimdine  sind  durch  Erhitzen aus den zuvor abgebildeten
Hydroxy(imino)malononitril-Salzen zuganglich (Abbildung 13).[107]

Dieser Bildungsweg ist fur R1 auf eine Aminogruppe beschrankt, welche aber in jedem

Zwischenschritt einfach durch Hydrolyse in eine OH Funktion Gberfihrt werden kann.

Dieser neue Purinbildungsweg ist aber nicht mit der Pyrimidin Bildung nach Sutherland®®
kompatibel, sodass weiterhin kein Szenario zur universellen Entstehung aller kanonischer

RNA-Nukleoside postuliert werden konnte.
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Dieses universelle Szenario konnte von Becker et. al. 2019 postuliert werden, indem eine
neue Pyrimidin-Synthese publiziert wurde, welche mit der zuvor publizierten Purin-
Synthese kompatibel ist. Hierbei reagiert 16 wiederum mit einer nukleophileren
Basenvorstufe, einem Ureaisoxazol. Der Ring des Isoxazols, genauer die Stickstoff
Sauerstoff-Bindung, lasst sich reduktiv 6ffnen, was zur einer Kaskadenreaktion fuhrt,
welche Cytidin als Endprodukt ausbildet. Durch Hydrolyse ist Uridin zuganglich. Das
Ureaisoxazol kann durch eine Zn?*-katalysierte Reaktion aus Aminoisoxazol und
Harnstoff (10) gebildet werden. Aminoisoxazol ist aus Cyanoacetylen (8) und
Hydroxylamin zuganglich['%8l, Dieser Bildungsweg ist detailliert im Ergebnisteil dargestellt

unter Kapitel 5.1 dargestellt.

3.3.2.4 Synthese der Aminosauren

Die prabiotische Synthese von ersten Aminosauren gelang schon Urey und Miller in ihren
Gasphasen-Entlandungsexperimenten®®l, welches daraufhin weltbekannt wurden.
Hierbei wurden elektrische Entladungen in einer reduktiven Atmosphare, bestehend aus
H2, CH4, H20 und NHs, durchgefiihrt, wobei als Hauptprodukte Glycin und Alanin
identifiziert werden konnten. Spatere detailliertere Analysen zeigten zusatzlich die
Synthese von anderen Aminosaure wie Glutaminsaure und Asparaginsaure.[19% 110 Bgj
Untersuchung beziglich des Bildungsmechanismus konnte festgestellt werden, dass
dieser Uber die Reaktion von Aldehyden mit HCN (3) ablauft!l% wie schon in der Gber
100 Jahre zuvor publizierten Aminosauresynthese nach Strecker.'1Y Hierbei reagiert
HCN mit einem Aldehyd zu einem a-Hydroxynitril. Dieses kann mit Ammoniak zu einem
Aminonitril weiterreagieren, welches schlussendlich zur a-Aminosaure hydrolysiert
werden kann. Jedoch bedingt der Nachweis von B-Alanin in der Reaktionsmischung die
Notwendigkeit anderer Syntheserouten. Dies kénnte zum Beispiel die Bucherer-Bergs-
Reaktion sein, welche Aminosaure aus Hydantoinen herstellen kann, oder die Hydrolyse
von zuvor gebildeten HCN-Polymeren.['1? Spater konnte durch Cleaves gezeigt werden,
dass sich Aminoséuren auch durch Entladung in einer redox-neutralen Atmosphére
bestehend aus N2, CO2 und H20 bilden kdnnen. Die zuerst sehr niedrigen Ausbeuten
konnten durch pH-Pufferung und die Verwendung eines Oxidationsschutzes, welche
beide die Wirkung der dort ebenfalls entstehenden Nitrite und Nitrate neutralisieren,
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deutlich gesteigert werden.!'? So konnten 2,5 % Ausbeute bezogen auf den eingesetzten
Stickstoff N2 erzielt werden. Bis heute beruhen fast alle weiteren prabiotischen Synthesen
auf dem von Strecker entwickelten Synthesemechanismus.[*13l Auch wenn es einige
Modifikationen gibt, wie die von Powner entwickelte Synthese, bei der das Aldehyd zuerst
mit zwei Aquivalenten Amino-Thiazol reagiert, und daraufhin direkt zum Amino-Nitril
umgesetzt werden kann.l’®! Eine andere Mdglichkeit von Sutherland ermdglicht, die
Herstellung von komplizierteren Aminosauren wie Leucin oder Valin. Hierbei wird ein
a-Hydroxylnitril durch Reaktion mit H2S in ein a-Hydroxylthioamid Gberfihrt. Dieses kann
Dehydroxygeniert werden und in einem nachsten Schritt in ein um ein Kohlenstoff
verlangertes oa-Hydroxyl-Nitril  Gberfihrt werden (Abbildung 14), wodurch die
Kohlenstoffketten von Leucin und Valin hergestellt werden konnen.'# Hierfur wird im
ersten Schritt allerdings Aceton als Startmaterial bendtigt, um daraus spater die
Verzweigung im Kohlenstoffgerist ableiten zu koénnen. Generell lasst sich dieser

Mechanismus nutzen um eine a-Hydroxylnitril um ein Kohlenstoffatom zu verlangern.

S S HO
O HeN ><OH H,S NH, NH, — CN
)J\ CN HO n n ”‘

n+1

Abbildung 14: Mechanismus zur Kohlenstoffkettenverlingerung von Hydroxynitrilen nach Sutherland.[**¥

Nachdem nun die prabiotische Bildung der Monomere fir alle grof3en Biomolekile des
Lebens gezeigt wurden und wie sie im Laufe der Zeit optimiert werden konnten, ist doch
festzustellen, dass all diese Synthesen bisher auf der Verwendung reduzierter
Stickstoffverbindungen, wie HCN (3), Cyanamid (25) oder Cyanoacetylen (8), beruhen.
Diese lassen sich aus einer reduktiven Atmosphére, wie von Urey und Miller in lhrem
weltbekannten Experiment verwendet wurde, herstellen. Einzig erwéhnte Ausnahme der
reduktiven Startmaterialein ist das Entladungsexperiment von Cleaves aus redox-
neutraler Atmosphare**?. Hier stellt sich doch die Frage warum dieses 55 Jahre nach dem
Urey-Miller Experiment durchgefihrt und publiziert wurde, obwohl es viel schlechtere

Ausbeuten an Aminosauren als dieses erreicht.
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3.4 Atmosphare

Die Antwort warum die Experimente von Cleaves publiziert wurden ist, dass es unter
Geologen sehr umstritten ist, ob es jemals eine reduktive Atmosphare gab. Diese gehen
heutzutage von einer neutralen bis oxidierenden Atmosphare aus. Geologen kdnnen den
Redoxzustand der damaligen Atmosphare jedoch nicht direkt, sondern nur indirekt
bestimmen. Hierbei wird der Redoxzustand des Erdmantels bestimmt, da bekannt ist,
dass sich die Atmosphare durch Ausgasprozesse schnell an diesen angleicht.[*15 Anhand
des Ce®*/Ce** Verhdltnis in Zirkonen, mit einem Alter von 4,36 Milliarden Jahren, konnte
nachgewiesen werden, dass der Redoxzustand des Erdmantels zur damaligen Zeit
vergleichbar mit dem heutigen ist.l1?6l Bei einem solchen Redoxzustand sind die
Hauptbestandteile, welche aus dem Erdmantel Ausgasen, N2, CO2 und SO2 sowie
H20['12 was als redox-neutrale Atmosphére definiert wird. Es wird davon ausgegangen,
dass dieser Zustand schon in weniger als 50 Millionen Jahre nach der Bildung des
Mondes erreicht wurde.[*1] Der Bildung des Mondes der Erde ging eine Kollision der Erde
mit einem anderen Himmelskorper, genannt Theia, voraus, welcher den ganzen
Erdmantel aufschmolz und somit sterilisierte. Dies fuhrt auch zur Zerstérung der
gesamten zuvor gebildete organische Materie, sodass die Bildung organischer Molekiile
zur Entstehung des Lebens erst danach beginnen konnte.[118]

Im Gegensatz zu dieser Erkenntnis kdnnen die in den meisten prabiotischen Synthesen,
unter anderem die im letzten Kapitel beschriebenen, verwendeten Startmaterialen,
welche grof3tenteils reduzierte Kohlenstoff-Stickstoff-Mehrfachbindungen enthalten, nur
mit den gebildeten Produkten einer Wasserstoff- und oder Methan-reichen Atmosphare
gestartet werden.[11°

Die Plausibilitat dieser reduzierten Startmaterialen wurde deshalb lange Zeit damit erklart,
dass sie durch Spektroskopie im interstellaren Raum nachgewiesen werden konnten.[*20
Diese Materialien kdonnten dann durch eine grof3e Anzahl an kleinen Meteoriten in
ausreichenden Mengen auf die friihe Erde gelangt worden sein, um dort in ausreichenden
Mengen flr prabiotische Chemie vorzuliegen.[*?1-124] Diese ,Lieferung” konnte wahrend
des sogenannten ,late heavy bombardermant” stattgefunden haben, welches vor
ungeféahr 3.8 Milliarden Jahren stattgefunden haben soll.[12°]
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Dem Ansatz fir die Verwendung solcher reduzierter Verbindungen, welche durch
Meteoriten ,geliefert® wurden, fehlt allerdings ein Mechanismus wie diese Substanzen aus
dem interstellaren Raum auf die Erde gelangen konnten ohne zerstort zu werdenl’3l,
Zudem gibt es sogar Experimente, welche eine effektive Umwandlung des Kohlenstoffes
in CO und CO2 wahrend des Einschlages vorhersagen['?¢l, Zusatzlich ist es sehr
umestritten, ob das ,late heavy bombardermant”jemals in bendtigter Intensitat, welche zu
Lieferung der reduktiven Startmaterialien in ausreichenden Mengen notwendig war,
stattgefunden hat.[73: 127]

Da die redox-neutrale Atmosphare allerdings bisher als unproduktiv fir die Entstehung
der Grundbausteine des Lebens gesehen wurde, wurden mogliche Szenarien erdacht,
welche das Redox-Level der frihen Atmosphare doch zumindest kurzzeitig in eine
»produktive“ reduzierende Atmosphare umwandeln konnten oder dieses Problem auf

andere Weise zu umgehen.

3.4.1 Einschlagsszenario

Eine aktuell weit verbreitete Theorie zum Erreichen einer reduktiven Atmosphare, ist der
Einschlag eines groRen Meteoriten (10%2kg) mit eigenem Eisenkern, welcher durch
Reaktion des warmen flissigen Eisens mit Wasser eine riesige Menge Wasserstoff
entstehen lassen konnte. Dieser postulierte Meteorit wird Moneta genannt und kénnte
durch seinen Eisenkern bis zu 3 Ozeanvolumen Wasser zu Wasserstoff reduzieren, was
einem Druck von 90 bar Hz entsprechen wirde.[*?8 Zusétzlich kann dieses elementare
Eisen auch N2 zu NH3z und COz2 zu CO und CHa reduzieren. Eine solche Atmosphére wére
dann in der Lage reduzierte Startmaterialen, wie HCN (3) oder Cyanoacetylen (8), in
ausreichenden Mengen zu produzieren.[*?l Allerdings wirde dieser Einschlag auch
samtliches zuvor gebildetes organische Material wieder zerstéren, da die Erdkruste

aufgeschmolzen werden wirde.["]
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3.4.1.1 Indizien fiir den Moneta ,,Impact*

Ein Indiz, dass dieser Einschlag oder ein Einschlag ahnlicher Grol3e stattgefunden hat, ist
das Vorhandensein von siderophilen Elementen in der Erdkruste. Dies sind Elemente,
welche sich auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften beim Abkihlen eines Planeten im
Eisenkern anreichern muissen. Zu diesen Elementen gehéren unter anderem Iridium,
Osmium, Rhodium, Ruthenium, Rhenium, Platin und Gold.["3 130 Aufgrund der Tatsache,
dass diese Elemente z. T. auch in gediegener Form in der Erdkruste zu finden sind, lasst
sich darauf schliel3en, dass diese durch einen oder mehrere Meteoriteneinschlage auf die
Erde gebracht worden sein mussen, welche nicht den gesamten Planten wieder
aufgeschmolzen haben.[*31-134 Dieses Szenario muss nach dem nach dem Einschlag
Theas (10%°kg)["® geschehen sein, da ein Einschlag der GroRe Theas den kompletten
Planeten aufgeschmolzen hat. Ein komplettes Aufschmelzen des Planeten hat zur Folge,
dass sich nach dem Erkalten samtliche siderophile Elemente wieder im Erdkern
angesammelt haben wurden. Diese Abscheidung stellt sich in einem Zeitraum von 50
Millionen Jahren sehr schnell ein.['35 1361 Durch die chemische inerte Beziehung zwischen
Erdmantel und -Kern beeinflusst der Kern den Redoxzustand des Mantels danach nicht
mehr.['171 Somit kann eine maximal mogliche GréRe des Impaktors berechnet werden,
welcher fur die Anlagerung der siderophilen Elemente in der Erdkruste verantwortlich sein
kann, ohne dass diese sich nach dem kompletten Aufschmelzen des Planeten wieder im
Kern anlagern wirden.

Durch die Menge an siderophilen Elemente, welche in der Kruste gefunden werden, lasst
sich auch ein Rickschluss auf die tatséchliche Grole des oder der einschlagenden
Himmelskdrper ziehen und nicht nur auf die maximal mégliche Masse. Wie zuvor erwahnt
wurde, besteht auch die Mdglichkeit, dass die siederophilen Elemente durch viele kleinere
Einschlage auf die Erde gebracht wurdenl*37: 1381 Allerdings spricht die Wahrscheinlichkeit
fur eine sehr geringe Anzahl an Einschlégen, da die Menge an siderophilen Elementen in
den jeweiligen Krusten sehr unterschiedlich zwischen Erde und Mond verteilt sind.[130. 132,
139] Dieser Unterschied ist viel groRer, als dieser aufgrund des Verhaltnisses der relativen
Gravitationsquerschnitte zu erwarten ware. Dass ein Himmelskorper fast alle siderophilen
Elemente erhalt und der andere im Vergleich fast keine, hat eine gréRRere statistische

Wahrscheinlichkeit, wenn diese nur durch eine geringe Anzahl an Meteoriten geliefert
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wurden, wie ein oder maximal zwei. Um die Menge an siderohpilen Elementen in der
Kruste mit kleineren Meteoriten zu liefern (ca. 102! kg) wirden ungefahr 80 dieser
Himmelskorper[”3! benotigt, was wiederum fur eine statistische Verteilung der Einschlage
zwischen Erde und Mond sprechen wirde. Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass ein
einziger Einschlag eines Meteoriten mit ungefahr 102 kg, genannt ,Moneta Impact®, die
wahrscheinlichste Erklarung fir das Vorhandensein der siderophilen Elemente in dieser
Menge in der Erdkruste ist.[”3] Allerdings sind dies bisher nur Indizien fir den Moneta
Impact, jedoch kein endgultiger Beweis. Zuséatzlich sprechen samtliche anderen Indizien
fur einen die Erdoberflache sterilisierenden Einschlag, welcher aber nicht den kompletten
Planeten neu formte wie Theia, vor 4.47 Milliarden Jahren. Dieser Einschlag hat als
Konsequenz samtliches zuvor Gebildetes mineralische und somit auch organische
Material der Erdkruste zerstort, da es keine alteren Gesteine gibt und auch die Blei-

Blei-Datierung fur dieses Alter spricht.[73. 136]

3.4.1.2 Potential der reduktiven Atmosphare durch den Moneta Impact

Obwohl die Post Moneta Atmosphéare in der Lage ist, reduzierte Startmaterialen
herzustellen, ist dieser Zeitraum stark limitiert. So sollten schon 200 Millionen Jahre
genugen, bis samtlicher gebildeter Wasserstoff, und damit das reduzierende Potential,
durch Atmosphérenverluste ans Universum abgeben worden ist.[34 1401 Da der Moneta
Impact den Redoxzustand des Erdmantels nicht signifikant andern kann, werden auch
weiterhin die zuvor genannten Gase CO2, N2, SO2 und Wasser ausgegast, welche den
Zeitraum der ,produktiven® reduktiven Atmosphare weiter verringern. So wird
angenommen, dass schon nach ungefahr 120 Millionen Jahre wieder eine redox-neutrale
Atmosphare vorgeherrscht hat.[’3l Somit gab es aus geologischer Sicht nur einen sehr
knappen Zeitrahmen, indem sé&mtliche chemische Evolution abgelaufen sein musste.
Zusatzlich wird dieser Zeitrahmen weiter beschrankt durch den Zeitraum nach dem
Einschlag, welchen die Erdoberflache und die Atmosphare benétigt um soweit
abzukuhlen, dass dort wieder organische Verbindungen gebildet und gelagert werden
konnen. Ein alleiniges Abkuhlen der Atmosphére reicht hierfir auch nicht aus, da die
meisten prabiotisch nutzlichen Startmaterialen nach ihrer Bildung in der Atmosphare

spatestens durch Regen auf die Erdoberflache gelangen wirden.!144
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Generell lasst sich sagen, das der Moneta Impact durchaus ein Zeitfenster getffnet haben
konnte, in welchem die Biomolekile des Lebens entstanden sein konnten. Dieser
Zeitrahmen konnte durch kleinere Meteoriten, welche zu klein waren, um die Erde
komplett zu sterilisieren und auch keine heutzutage nachweisbaren Spuren bei den
siderophilen Elementen hinterlassen haben, verlangert worden sein. Aber jede
Eventualitat, wie ein Meteoriteneinschlag, welches ein Modell bendétigt um die Entstehung
des Lebens zu erklaren, verringert die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Modell fur die
Entstehung des Lebens verantwortlich war.[3l Deshalb wurden simultan auch noch einige

weitere Theorien zur Entstehung der reduzierenden Startmaterialen entwickelt.

3.4.2 Andere Modelle

Ein anderer Ansatz geht von einem leicht weniger oxidierten Erdmantel aus, so dass aus
diesem neben N2, CO2z, H20 und SOz auch kleine Mengen CO, Methan und Wasserstoff
ausgasen, was zu einer leicht reduzierenden Atmosphare fuhrt.[3 1421 Eine andere
Moglichkeit eine solche Atmosphéare zu erreichen wére Serpenisierung. Hierbei entsteht
Wasserstoff durch die wassrige Korrosion von Eisensilicaten. [143]

Eine solche Atmosphare konnte geringe Mengen an reduzierten Startmaterialen
produzieren,!”® wobei hauptsachlich HCN (3) entstehen wirde. Dies liegt daran, dass das
.Kleine* HCN Molekil verhaltnismaRig weniger Reduktionskraft bendtigt als groRRere
Molekiile wie Cyanoacetylen (8) oder Cyanamid (25).1144 1431 Allerdings sind die aus dieser
Atmosphéare gebildeten HCN Mengen nicht ausreichend um Konzentrationen flr
prabiotische nutzliche Reaktion zu erreichen. Es wirde die Hydrolyse stark Giberwiegen.
Deshalb wurde eine mogliche Anreicherung von 3 durch Komplexierung mit Metallionen
in Sedimenten postuliert. Hierbei wurde sich hauptsachlich auf Ferrocyanidel146-148]
beschrankt, aber es gibt auch andere mogliche Metallionenl?4.

Diese Modelle beruhen darauf, dass sich die geringe Menge an HCN, welches in der
Atmosphéare gebildet wird, durch Auswaschen in eine flissige Umgebung gelangt. Dort
kann dann 3 hauptsachlich mit Fe?* lonen einen Hexacyano-Komplex bilden, welcher mit
ein- oder zweiwertigen Kationen unldsliche Niederschlage formen kann. Auf diese Weise

ware das HCN (3) vor Hydrolyse geschiitzt und die gebildeten Mengen kénnten sich tber
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langere Zeitraume akkumulieren. Wenn 3 dann durch pH-Wert-Verdnderung, UV-
Strahlung, hohe Temperaturen oder dem Ausfallen der Eisen-lonen mit H2S freigesetzt
wird, kénnten HCN-Konzentrationen erreicht werden, welche hoch genug sind, um
prabiotische wertvolle Polymersierungsreaktionen gegeniber der Hydrolyse zu
bevorzugen. Die Mdglichkeit der Freisetzung durch Schwefelwasserstoff bendétigt jedoch
wieder grof3e Mengen einer reduzierten Spezies.

Zusatzlich kénnen sich bestimmte Ferrocyanide bei sehr hohen Temperaturen (700°C bis
1000 °C) zu Cyanamid oder gar Ethin umsetzen,®”l und somit lieRen sich der Ursprung
der meisten bisher zur prabiotischen Synthese bendétigten reduktiven Startmaterialen auf
Ferrocyanid zuruickfiihren,[147. 148]

Allerdings hat dieses Modell auch schwachen. So bendtigt Ferrocyanid zur stabilen
Lagerung den Schutz einer Wasserschicht von ungefahr zehn Metern, um vor Zerstérung
durch UV-Strahlung geschitzt zu seinl146 147 Dies bedingt, dass sich Ferrocyanid nicht
in sehr kleinen Tumpeln bilden kann, sondern dass diese ein grol3eres Wasservolumen
bendtigen. Da zusatzlich auch relativ hohe Konzentration an Cyanid zur Bildung des
Komplex bendétigt werden, wird hierfir insgesamt eine recht grol3e Menge an HCN
bendtigt, bevor die Aufkonzentrierung durch stabile Lagerung Gberhaupt beginnen hatte
konnen. Da die gebildeten Komplexe oder Sedimente zuséatzlich nur bei niedrigen
Temperaturen (0 °C oder weniger) und gleichzeitig hohen Konzentration an freien Cyanid-
lonen in der Umgebung stabil sind, ergeben sich weitere Probleme.#¢! So herrschen
solch niedrige Temperaturen auf der frihen Erde theoretisch nur am Grund eines grol3en
Ozeans permanent Uber die zur Anreicherung bendétigten Zeitraume vor. Dies bedingt
damit noch grofRere Mengen an 3 die Vorliegen mussen, bevor sich Ferrocyanid-
Sedimente bilden kénnen.1146]

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Ferrocyanide nur bei HCN (3) Produktionsraten
einer reduktiven Atmosphare sich in groen Mengen auf der frGthen Erde formen
konnte.[146]

Keines dieser erwahnten Modelle kbnnen die Entstehung der Biomolekule auf der friihen
Erde hinreichend erklaren, deshalb haben wir uns entschlossen nach Alternativen zu
suchen. Deshalb haben Carell und Mitarbeiter versucht, einen Reaktionsmechanismus zu
finden, welcher die Biomolekile direkt aus Startmaterialen aufbaut, welche aus der

Lunproduktiven® redoxneutralen Atmosphare zugéanglich sind. Dass diese Atmosphére ein
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gewisses Potential birgt Biomolekile zu bilden, wurde schon in ersten Experimenten von
LobB7: 28 und Cleaves'!? gezeigt.

Der hierbei entwickelte Ansatz beruht auf Formaldehyd, und den daraus zugénglichen
Aldehyden, sowie Hydroxylamin (NH20H). Letzteres ist aus Nitrit und Hydogensulfit
zuganglich'%8l den Hydrolyseprodukten von NO und SO2. Aldehyde formen gemeinsam
mit Hydroxylamin Oxime, welche zu Nitrilen dehydrieren kénnen. Ausfuhrliches hierzu
unter Punkt 5.2.
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4. Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit gab es nur zueinander jeweils inkompatible Synthese fur Purin-
und Pyrimidin-Nukleosidel 8 9. 951 da die RNA-Welt Hypothese jedoch fiir die prazise
RNA Replikation auf das Vorhandensein von Basenpaarungen angewiesen ist. Diese
Basenpaarungen werden bei den heutzutage vorliegenden Watson-Crick Basenpaaren
nur zwischen Pyrimidinen und Purinen ausgebildet. Da die Entstehung neuer Basenpaare
im Laufe der Evolution unwahrscheinlich ist, da samtliches Leben der Erde auf dieselben
Watson-Crick Basenpaare C:G und A:U/T zuruckgreift, missen diese vier/funf dafur
notwendigen Basen am selben Ort entstehen kénnen. Nur so gibt es eine hinreichend
plausible Mdglichkeit, dass sich diese Basenpaare zuféllig Ausbilden kénnen.

Als Ziel dieser Arbeit wurde somit definiert, dieses Problem zu I6sen und einen
universellen Bedingungen zu finden unter denen alle vier kanonischen RNA Nukleoside
entstehen konnen. Hierbei sollte eine Pyrimidinsynthese gefunden werden, welche
kompatibel zu der von Carell 2016 verdffentlichten Purinsynthesel!l Uber
Formamidopyrimdine ist. Zusatzlich sollten Maoglichkeiten evaluiert werden, diese
Nukleoside in aktivierter Form zu erhalten, da die chemische Evolution nicht mit Synthese
der Nukleoside beendet ist, da aus diesen im nachsten Schritt Oligonukleotide entstehen

mussen.

Wahrend dieser Arbeit wurde uns zunehmend bewusst, dass die bisher und auch im
ersten Teil dieser Arbeit verwendeten reduzierten Kohlenstoff-Stickstoff Spezies
Startmaterialien fir prabiotische Synthesen keine hinreichend plausible Erklarung fir ihr
Vorhandensein auf der frihen Erde besitzen. Deshalb sollte eine neue Madoglichkeit
gefunden werden, wie die Startmaterialien oder frihe Intermediate der zuvor publizierten
Nukleosid-Synthesenl® 1081 aus einer redox-neutralen Atmosphéare gebildet werden
kénnen. Zusatzlich sollten auch Bildungswege unter ebendiesen Bedingungen fir andere
biologisch wichtige Moleklle gefunden werden, wie Aminosauren.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war es herauszufinden, was passiert, wenn
prébiotische Reaktionen nicht mehr in inerten Glas- und Plastik-Apparaturen durchgefuhrt

werden, sondern analog zu Bedingungen auf der frihen Erde. Hierfir sollten
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verschiedene wasserunlosliche Gesteine als ,Reaktionskolben® verwendet werden, und
ihr Einfluss auf die Reaktionen untersucht werden. Hierbei sollte hauptsachlich festgestellt
werden, ob sogar Vorteilhafte Effekte durch Oberflachenkatalyse der Mineralien oder
Gesteine beobachtet werden konnen. Hierbei sollte zuerst der im Kapitel 5.1

beschriebenen Bildungsweg fur Cytidin ausgiebig untersucht werden.
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5.1 Unified prebiotically plausible synthesis of pyrimidine and

purine RNA ribonucleotides

Sidney Becker#, Jonas Feldmann#, Stefan Wiedemann#, Hidenori Okamura, Christina

Schneider, Katharina Iwan, Antony Crisp, Martin Rossa, Tynchtyk Amatov, Thomas Carell

# geteilte Erstautorenschaft

Prolog

Fur die RNA-Welt-Hypothese ist es unabdingbar, dass es robuste prabiotische Synthesen
der RNA-Bausteine, den Nukleosiden gibt. Hierbei missen alle kanonischen Nukleoside
entstehen kdénnen, und nicht nur ein Teil davon, um Watson-Crick Basenpaare bilden zu
konnen. Da bisher keine Mdglichkeit gefunden wurden, die dafiir notwendigen Pyrimidin-
und Purin-Nukleoside unter denselben Bedingungen zu formen, wurde im Folgenden ein
zur Carell's Purinsynthesel! kompatibler Reaktionspfad ausgearbeitet, welcher
Pyrimdinenukleoside und sogar 5‘-Nukleotide in nur vier (Nukleoside) bzw. funf
(Nukleotide) Schritten in  hohen Ausbeuten formen kann. Die anschlieRende
Phosphorylierungsreaktion verlauft sehr selektiv fir die Entstehung der 5'-Phosphate und
es konnten neben den Mono-Phosphaten sogar Di-Phosphate identifiziert werden. Dass
die gebildeten Pyrano-Nukleoside unter den getesteten Bedingungen nicht oder kaum
phosphoryliert wurden konnte eine mdgliche Erklarung fur das Vorliegen von RNA in
furanosischer Form sein.

Autorenbeitrag

Synthese der bendtigten Standards aller moglichen Uridin- und Cytosin-lsomere.
Durchfiihrung und Optimierung der prabiotischen Reaktionen mit Schwerpunkt auf den
Reaktionen zur Bildung der Riboside und der Nukleoside. Auswertung und Interpretation
der Daten.

Lizenz

Aus Becker et al., Science, 2019, 366, 76-82. Nachdruck mit Genehmigung der AA.
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PREBIOTIC CHEMISTRY

Unified prebiotically plausible synthesis of pyrimidine
and purine RNA ribonucleotides

Sidney Becker'?*, Jonas Feldmann®*, Stefan Wiedemann'*, Hidenori Okamura'3, Christina Schneider?,
Katharina lwan', Antony Crisp', Martin Rossa’, Tynchtyk Amatov'®, Thomas Carell't

Theories about the origin of life require chemical pathways that allow formation of life’s key
building blocks under prebiotically plausible conditions. Complex molecules like RNA must have
originated from small molecules whose reactivity was guided by physico-chemical processes. RNA is
constructed from purine and pyrimidine nucleosides, both of which are required for accurate
information transfer, and thus Darwinian evolution. Separate pathways to purines and pyrimidines
have been reported, but their concurrent syntheses remain a challenge. We report the synthesis of the
pyrimidine nucleosides from small molecules and ribose, driven solely by wet-dry cycles. In the
presence of phosphate-containing minerals, 5'-mono- and diphosphates also form selectively

in one-pot reactions. The pathway is compatible with purine synthesis, allowing the concurrent

formation of all Watson-Crick bases.

he discovery of catalytic RNA (7) and the

development of replicating RNA systems

(2, 3) have lent strong support to the con-

cept of an RNA world (4). The RNA world

hypothesis predicts that life started with
RNAs that were able to (self-)recognize and
replicate. Through a process of chemical evo-
lution, a complex RNA and later RNA-peptide
and protein world supposedly evolved, from
which life ultimately emerged (4). A prerequi-
site for the RNA world is the ability to create
RNA under prebiotic conditions. This requires
as the first elementary step the concurrent
formation of pyrimidine and purine nucleo-
sides in the same environment. They must
have condensed to form information-carrying
polymers able to undergo Darwinian evolu-
tion. The question of how the pyrimidine and
purine nucleosides could have formed together
is an unsolved chemical problem that is under
intensive chemical investigation (5-9). Starting
from an early atmosphere mainly composed of
N, and CO, (10), the abiotic synthesis of life’s
building blocks must have occurred on the
early Earth in aqueous environments, whose
characteristics were determined by the min-
erals and chemical elements from which the
early Earth’s crust was made (71, 12). Atmo-
spheric chemistry, impact events, and volcanic
activities must have provided the first reactive
small molecules. These reacted in surface or
deep-sea hydrothermal vents (13-15), on min-
eral surfaces (16), or in shallow ponds (17).
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Within these environments, volcanic activity,
and seasonal or day-night cycles caused fluc-
tuations of pH and temperature. Such fluctua-
tions provided wet-dry conditions allowing
precipitation or crystallization of chemicals
(18). Mixing of microenvironments may have
opened up new reaction pathways that led to
increasing chemical complexity.

Along these geophysical boundaries, two
main reaction pathways have been proposed
for the formation of purine and pyrimidine
nucleosides. The synthesis of the purines is
possible along a continuous pathway based on
the reaction of formamidopyrimidine (FaPy)
precursors with ribose (6, 18). For the pyrimidines,
a reaction sequence involving aminooxazoles
has been discovered (5). These pathways pro-
vide the corresponding nucleosides under
very different and partially incompatible con-
ditions, leaving unanswered the question of
how purines and pyrimidines could have
formed in the same environment. Here, we
report a prebiotically plausible pathway to
pyrimidine nucleosides that selectively pro-
vides the 5-mono- and 5'-diphosphorylated
nucleosides needed for RNA strand forma-
tion. By connecting the pathway with the
reported purine route (6, 18), we establish a
unifying reaction network that allows for the
simultaneous formation of both types of nu-
cleosides in the same environment and that
is driven by wet-dry cycles.

Results

Prebiotically plausible synthesis

of pyrimidine nucleosides

The chemistry leading to pyrimidines starts
from cyanoacetylene 1 as the key building
block (Fig. 1A). Compound 1 is observed in
interstellar clouds and in the atmosphere of
Titan (19). It has been shown to form in large
quantities by electric discharge through a
CH,4-N, atmosphere (20) and is also a product

of the Cu(II)-mediated reaction of HCN and
acetylene in water (Fig. 1B) (2I). A recent
report suggested that molecules such as 1 are
plausible prebiotic starting materials which
could have formed in surface hydrothermal
vents in significant concentrations (13). We
found that 1 reacts quickly and cleanly with
hydroxylamine 2 or hydroxylurea 3 to give
3-aminoisoxazole 4. The reaction of 1 with
3 proceeds under slightly basic conditions (pH
~10) with 80 to 90% yield within 2 hours. 3 is
formed in almost quantitative yields from the
reaction of 2 with cyanate (22). Compound 4
formed robustly even if we varied the tem-
perature (10° to 95°C), the reactant concentra-
tions (10 to 100 mM), or added additional
compounds, such as urea 5 and/or different
metal ions (see below). Reaction of cyanoa-
cetylene 1 with hydroxylamine 2 produced
4 with 17% yield after 2 hours at pH 10.

While hydroxylamine 2 is an accepted build-
ing block for prebiotic amino acid syntheses
(23), its potential formation on the early Earth
is unclear. We therefore aimed to demonstrate
its prebiotic availability. 2 is ultimately pro-
duced by reduction from NO, which is formed
in large quantities when lightning passes
through moist atmospheres containing N,
and CO, (Fig. 1B) (10). NO forms as the main
product under these conditions and sponta-
neously reacts in the presence of water to form
nitrite (NO,") and nitrate (NO5 ), and this
leads to the assumption that both anions were
quite abundant on the early Earth (24-26).
With Fe(II) as a plausible prebiotic reductant,
NO, is converted to NH; but not to NH,OH 2
(26). Formation of the latter requires a partial
reduction. We found that this can be achieved
with HSO;", which forms from volcanic SO,
and water (27). NO,  and HSO;™ react to 2
with up to 85% yield (Fig. 1B and fig. S1) (28).
We confirmed that this reaction gives first
hydroxylamine disulfonate 6 (Fig. 1B), which
hydrolyzes to hydroxylamine 2 and HSO, .
We found that intermediate 6 reacts with
cyanoacetylene 1 as well (88% yield) (Fig.
1B and fig. S2) to give the stable olefin 7,
which upon hydrolysis provides again the key
intermediate 4. The overall yield of 4 via
compound 7 is 63% over these two steps. The
suggested pyrimidine intermediate 4 is there-
fore readily available from cyanoacetylene 1
upon reaction with either 2, 3, or 6 under
prebiotic conditions (Fig. 1B).

When we added urea 5 to a solution of 4,
warming (70° to 95°C) and dry-down resulted
in formation of N-isoxazolyl-urea 8 (Figs. 1A
and 2A) in a spot-to-spot reaction that is cat-
alyzed by Zn** or Co®*. These metal ions were
likely present on the early Earth (71, 12). In
the presence of Zn>*, compound 8 is formed
in 88% yield after 2 days at 95°C (at 70°C, the
same yield is obtained after ~2 to 3 weeks).
With Co?*, 68% yield is achieved after 2 days
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Fig. 1. Unified synthesis of pyrimidine and purine RNA building blocks.

(A) Starting from plausible prebiotic molecules, the reaction

toward the pyrimdines via isoxazolylurea 8 (blue background) and the purines via

formamidopyrimidines 22 to 25 (red background) (I8). (B)

at 95°C. The reaction of 4 to 8 is in all cases
a clean process, with the only impurity being
unreacted 4« (Fig. 2A). The product 8 can be
subsequently physically enriched. Addition of
carbonated water to the dried reaction mix-
ture solubilizes 4, 5, and 8, leaving behind the
metal ions as hydroxides or carbonates. Sub-
sequent concentration of the supernatant
leads to spontaneous crystallization of 8
(55%). This allowed us to obtain a crystal struc-
ture of 8 (fig. S3). In order to simulate early
Earth chemistry, we performed a one-pot ex-
periment. We mixed 1 with 3, 5, and Zn>* or
Co?" in a carbonate solution (pH ~10) and
obtained compound 4 at 95°C (80 to 90%).
Neutralizing the solution to pH ~6 to 7, which
may have occurred on the early Earth as a re-
sult of acidic rain, followed by dry-down at the
same temperature, provided compound 8 with
yields between 56% (Zn**) and 40% (Co>*).
The continuous synthesis of the key building
block 8 was consequently achieved in a plau-
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(Z)-isomer only

scheme depicts the route

Fundamental chemistry

sible prebiotic setting that could have existed
in hydrothermal vents or near volcanic activ-
ity, both of which would be able to provide
elevated temperatures (fig. S3). The synthesis
is also possible at lower temperatures, but
with extended reaction times.

For the final step toward nucleosides, we
need to assume that, due to flooding or a
mixing of environments, 8 came into contact
with ribose 9 (Figs. 1A and 2B) or any other
sugar unit, such as threose (for TNA) or glyc-
eraldehyde (for GNA), that was able to form a
backbone for a pairing system (29, 30). When
we mixed 8 with ribose 9 and warmed the
mixture to 95°C in the presence of boric acid,
we observed a fast and high-yielding reaction
that provided the ribosylated products 10a
to 10d with 95% yield (fig. S4a). Other bo-
rate minerals, such as synthetic liineburgite
{Mg3[(PO4)2|B2(OH)s]-6H,0} (31) or borax
{Na,[B,05(OH),]-10H,O} (32), were also able to
catalyze this reaction with high yields (>70%)

that produces the molecules needed for the pyrimidine pathway. Reactions performed
in this work are shown with green arrows, while black arrows represent well-known
reactions. Formation of 4 requires reaction of 1 with hydroxylamine 2, hydroxylurea
3, or the disulfonate 6 (dark-gray box). 6 is formed from NO,™ and SO,/HSO3™.

(fig. S5). The major products were initially
the o- and B-pyranosides (10¢ and 10d), which
dominate over the o- and p-furanosides (10a
and 10b) (fig. S4a). After heating the mixture
under slightly basic conditions at 95°C in the
presence of borates, the furanosides (54%;
10a and 10b) (Fig. 2B) gradually became the
dominant products (fig. S4b). Under these
conditions, we also observed hydrolysis of 10a
to 10d to 8 and 9. The accumulation of the
furanosides 10a and 10b is best explained by
complexation of their cis-diols with borate (32).

The final step toward pyrimidine nucleosides
requires reductive opening of the isoxazole
N-O bond, followed by tautomerization, intra-
molecular cyclization, and water elimination
in a cascade-like fashion (Fig. 2, C and D). We
found that this reaction occurred rapidly with
Fe®* in the presence of thiols (Fig. 2D) (33).
Liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS) analysis indicated that cytidine nu-
cleosides 11a to 11d formed efficiently under

2o0f7
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Fig. 2. Formation of pyrimidine nucleosides (11 and 12) from N-isoxazolylurea ribosides

10a and 10b. The different isomers are labeled as follows: a = a-furanosyl; b = B-furanosyl; ¢ =
a-pyranosyl; d = B-pyranosyl. (A) Formation of 4 and its conversion with urea 5 to N-isoxazolylurea 8.
(B) Ribosylation of 8 with ribose 9 and equilibration of the reaction mixture in the presence of
borates gives the furanosidic isomers 10a and 10b (54%). (C) Pyrimidine nucleoside formation by
reductive N-O cleavage from the compound mixture of 10a and 10b in the presence of ammonium
iron(Il) sulfate hexahydrate (0.0005 equiv.). The HPLC results with detection at 260 nm show formation
of cytidine (C; 11a to 11d) and uridine (U; 12a and 12b). (D) Proposed catalytic cycle for the Fe*
catalyzed reduction of the N-O bond of the isoxazole moiety.
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these conditions, with the furanosidic uridine
nucleosides 12a and 12b as the corresponding
deamination products formed by hydrolysis
(Fig. 2C). Reductive pyrimidine formation can
be performed with FeS or the mineral pyrite
(FeS,), and both have been discussed in the
context of early metabolic pathways (15, 34).
Just 0.0001 equiv. of soluble Fe?* in water is
sufficient for the reaction. In the absence of Fe>*,
pyrimidine formation was not observed. The
reduction also appears to be independent of the
thiol source, as the products 11a to 11d and 12a
and 12b were obtained regardless of whether
we used dithiothreitol (DTT), propanedithiol,
mercaptoethanol, or cysteine (fig. S6).

Selective one-pot formation of
5'-nucleoside mono- and diphosphates

The addition of naturally occurring minerals
such as hydroxyapatite, colemanite, or (syn-
thetic) liineburgite to the reductive pyrimidine-
forming reaction mixture had a strong influence
on the distribution of the four cytidine isomers.
Synthetic liineburgite gave a combined high
yield of 85% (Fig. 2C). The natural furanosidic
B-cytidine (11b) and its a-anomer (11a) are
formed under these conditions with about the
same yields, together with small amounts of
o- and B-uridine (12a and 12b). We found only
small amounts of the o- and B-cytidine pyran-
osides (11c and 11d), together with the cyto-
sine base. Because synthetic liineburgite is
known to enable nucleotide formation in the
presence of urea (Fig. 3A) (31), we simply added
urea to the one-pot reaction mixture after py-
rimidine formation and allowed the mixture to
evaporate to dryness at 85°C over a period of
about 20 hours. LC-MS analysis of the reaction
mixture showed formation of phosphorylated
nucleosides (Fig. 3A) in a substantial 19% yield
relative to that for cytidine (Fig. 3B and fig. S7).
We assumed that the reaction generated the
o- and B-cytidine 5'-monophosphates 13a and
13b and the 5'-diphosphorylated cytidines 14a
and 14b. Owing to hydrolysis, we also expected
some o- and B-uridine 5’-monophosphates and
5'-diphosphates 15a and 15b and 16a and 16b.
‘We isolated the corresponding high-performance
LC (HPLC) peaks and removed the phosphate
groups enzymatically (Fig. 3, B and C). LC-MS
analysis showed the dephosphorylated furano-
sides 11a and 11b and 12a and 12b with over
94% in the nucleoside pool, which corresponds
to a change of the furanoside/pyranoside ratio
from an initial 4:1 to 17:1 (Fig. 3C). The formation
of phosphorylated pyranosides 17 are only a
minor side reaction. We found no discrimina-
tion between o- and -anomers during the phos-
phorylation. The furanoside enrichment is best
explained by the presence of a primary hydroxyl
group in the furanosides which is absent in the
pyranosides. The enrichment of 5’-nucleoside
monophosphates and diphosphates under
these one-pot conditions establishes a further
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chemical selection step that favors the furano-
sides as the components of RNA. We further
characterized the structures of the phosphoryl-
ated nucleosides and confirmed the forma-
tion of the 5'-a- and 5'’-B-cytidine mono- and
diphosphates (13a, 13b, and 14:a, 14b; o-/3-CMP
and o-/B-CDP) (fig. S8). Additional analysis
allowed identification of a,3-UDP 16a and
16D (fig. S9). 5'-Pyrophosphates are the domi-
nating species within the diphosphorylated
nucleoside mixture (fig. S8a).

Compatible formation of pyrimidine and purine
RNA nucleosides

We next investigated if the prebiotically plau-
sible pyrimidine and purine nucleoside path-
ways are compatible with each other so that
they can be connected with the goal to form
all Watson-Crick building blocks in the same
environment, driven solely by wet-dry cycles.
The purine synthesis (I8) requires as the initial
step a reaction of malononitrile 18 with sodium
nitrite to give (hydroxyimino)malononitrile
19. Because malononitrile 18 can be also gen-
erated from cyanoacetylene 1, as shown by
Eschenmoser (35), pyrimidines and purines
can be traced back to the same chemical root
(Fig. 4). Compound 19 forms an organic salt
with amidines 20 to give nitroso-pyrimidines
21 and, upon reduction and formylation, FaPys
(22 to 25). The latter can react with ribose 9
to give ribosylated FaPy 26 and then purine
nucleosides 27 to 29 (Fig. 1A) (I8). To inves-
tigate how the chemical conditions needed for

pyrimidine formation from the urea-isoxazole
8 would affect purine formation, we reacted
8 and the FaPy compounds 22 and 23 with
ribose 9 under dry-down conditions. We per-
formed the reaction under identical conditions
but in separate reaction vials (Fig. 4). Under
these conditions, formation of all four Watson-
Crick nucleosides, cytidine 11, uridine 12, aden-
osine 27, and guanosine 28, were detected.

We next investigated if pyrimidines and pu-
rines can form simultaneously in the same
environment (Fig. 5A). For this experiment,
we mixed the starting materials cyanoacetylene
1, hydroxylurea 3, (hydroxyimino)malononitrile
19, and amidine 20 under slightly basic con-
ditions (pH ~10). Analysis of the mixture indeed
showed formation of 4 with 86% yield, despite
the presence of 19 and 20. It is surprising that
the N-OH functionality of compound 19 does
not interfere with the formation of 4. Com-
pound 4 is a liquid that can enrich from a
water solution by dry-down, owing to its high
boiling point (228°C). Compound 4 can act as
a solvent to facilitate the formation of 21 from
the reaction of 19 with 20 under milder con-
ditions (50°C to 100°C instead of 126°C), in
contrast with results from a previous exper-
iment (I8). The next step requires reduction
and formylation of 21 to the FaPy interme-
diate, but this step cannot be performed in
the presence of the isoxazole. Addition of a
water mixture eventually containing urea 5
leads to spontaneous precipitation of 21. The
supernatant containing 4 and 5 can flow away.

The water-insoluble 21, if brought into contact
with dilute formic acid and Zn (found in Earth’s
crust), reacts immediately to form the com-
pounds 22 and 24 with Zn** as a side product
(Fig. 5A and fig. S10a). These reaction products
are water-soluble and can potentially recom-
bine with 4 and 5. The side product Zn>* can
then catalyze the reaction of 4 in the presence
of 5 to give N-isoxazolyl urea 8 in the presence
of 22 and 24 (Fig. 5A and fig. S10b). This leads
to the formation of the pyrimidine and purine
precursors 8, 22, and 24, which can be trans-
formed into the purine and pyrimidine nucle-
osides. In this scenario, intermediate 4 of the
pyrimidine pathway helps formation of the pu-
rine precursor 21, while Zn>* as a side product
of the purine pathway mediates formation
of the pyrimidine precursor 8 in a mutually
synergistic way, driven by wet-dry cycles.
We combined 8 with different FaPy inter-
mediates and investigated if they reacted in a
one-pot scenario with ribose 9 to finally give
the purine and pyrimidine nucleosides. To ex-
amine this, we dissolved a mixture of 8, 22,
25, ribose 9, and boric acid and warmed the
mixture to 95°C for 14 hours, allowing for
slow evaporation of water. The solid material
was then taken up with a slightly basic solu-
tion containing Fe®* (0.0005 equiv.) and DTT
(1.5 equiv.), and we allowed the mixture to
warm to 95°C. HPLC-MS analysis proved that
these conditions simultaneously provided the
purine and pyrimidine nucleosides with cyti-
dine (11a to 11d) and adenosine (27) as the

A (? A major products
N NH, o) NH,
NH 1 urea =N
~N
N
HO o Fe™, thiok (] > 0 LA ) | /'E o | N No
e EE—— —_— R-O-p— —O—D—
_\G;NH lueneburgite N"X0  one-pot © g O_\GJN o R-0 g O_\C?rN © U
0, 0, - -
— (85%) ribolse (19%) -/ — RO™ ™" "OR
HO OH 11a-d HO OH HO OH OR
10a a.nd b R =-H, o/p-CMP, 13a/b R =-H, a/p-UMP, 15a/b R =-Hand -POSZ‘
(=3:1)  lueneburgite: Mg,(H,0),[B,(OH),(PO,).] R = -PO_2, o/p-CDP, 14a/b R =-PO_?, o/p-UDP, 16a/b 17
3 2 6L—2 6 472 3 3
B 1a
1004 uv 100 m/z 100+ furanoside : pyranosides
(260 nm) mono-phosphorylated — —11d 17:1)
3 g cytidine: 8
g g 324.0591 + 0.003 <
©
2 k] £
§ 50 _§ 50 isolation §
<q§ MS » i degradase ﬁ
2 2 digestion 2
K x «
[4] 4] Q
o o o
b L
1 2 3 1 2 3 6 8 10 12 14
Time (min) Time (min) Time (min)

Fig. 3. One-pot nucleotide formation reaction. (A) One-pot synthesis of cytidine
and uridine 5'-mono- and 5'-diphosphates (13a and 13b to 16a and 16b) after
urea addition to the reaction mixture and allowing the mixture to dry-down at
85°C for 20 hours. a/b represent the o- and B-anomers, respectively. (B) LC-MS
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analysis of the corresponding nucleotide peaks with UV and MS detection and iso-
lation of the formed nucleotides from the prebiotic reaction, followed by an enzymatic
removal of the phosphate groups. (C) HPLC analysis of the dephosphorylated

product mixture showing predominant formation of o- and B-cytidine 11a and 11b.
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Fig. 4. Formation of all four Watson-Crick RNA building blocks in identical but parallel reactions.

C (11b), U (12b), A (27b), and G (28b) are formed under the same conditions separately from 8, 22, and
23. HPLC results are shown with a detection at 260 nm. The nucleosides are labeled as follows: a =
o-furanosyl; b = B-furanosyl; ¢ = a-pyranosyl; d = B-pyranosyl. Canonical pyrimidine and purine RNA building

blocks are labeled in blue and red, respectively.

main products. Diaminopurine nucleosides
(DA; 29), which hydrolyze to guanosine 28,
form in this one-pot reaction as well (Fig. 5A,
chromatogram). We noted additional forma-
tion of double-ribosylated adenine (rib,-A).
Furthermore, the nucleoside 28 was created
in this scenario when we used 23 (R' = OH,
R? = NH,) as the starting material, but the
yields were lower.

Discussion

Ribose-based RNA and the four canonical nu-
cleosides, A, G, C, and U, are central to modern
life and to prebiotic hypotheses, such as the
“RNA world,” in which RNA strands repli-
cated and evolved to give increasingly com-
plex chemical systems (4). Whether such RNAs
were directly assembled from the canonical
nucleotides (A, C, G, and U bases) or if they
evolved from a simpler proto-RNA system is
unclear (36).
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Here we show that a reaction network toward
the purine and pyrimidine RNA building blocks
can be established, starting from simple atmo-
spheric or volcanic molecules. Molecular com-
plexity is generated by wet-dry cycles that can
drive the chemical transformations. Therefore,
any environment that was able to provide wet-
dry phases might have been a suitable place for
the origin of RNA building blocks. Our geo-
chemical model assumes that chemistry took
place in several basins that were needed to
locally separate intermediates. We also needed
one or two streams of water in our system to
allow exchange of soluble molecules (Fig. 5B).
Intermediates might precipitate upon fluctua-
tions of physico-chemical parameters, allow-
ing for the separation of soluble and insoluble
materials (e.g., 4 and 21). After further re-
actions, which reestablish solubility, the com-
pounds can be recombined (Fig. 5B). For our
scenario we need to assume that the early

Earth provided environmental conditions that
fluctuated between slightly acidic (pH 3), po-
tentially caused by acidic rain (SO,, NO,), or
basic (pH 10) caused by carbonates. Even
though most of the chemistry described here
was performed at elevated temperatures, the
reactions also occur at lower temperatures,
but with substantially longer reaction times.
We can assume that temperatures fluctuated
on the early Earth just like today due to day-
night or seasonal cycles. Such fluctuations
would certainly have brought about wet-dry
cycles, akin to modern droughts and rain. The
geophysical requirements needed for the re-
ported chemistry, including elevated tempera-
tures, could have existed in geothermal fields or
at surface hydrothermal vents, which are plau-
sible geological environments on early Earth.

Our proposed chemical pathways toward
pyrimidines and purines begin with cyano-
acetylene 1, which could have formed in surface
hydrothermal vents (13). Reaction of 2, 3,
or 6 with 1 is the starting point for the py-
rimidines, but if 1 reacts instead with ammo-
nia, a pathway to malononitrile 18 as the
precursor for purine synthesis is possible (Fig.
4) (35). Another key molecule for the synthesis
of purines and pyrimidines is NO,~, which is
needed to nitrosate malononitrile 18 to 19 (I8).
NO,™ is also crucial for the formation of hy-
droxylamine in the presence of HSO3;, which
is formed from volcanic SO, (27). The concen-
tration of NO,~ that is reachable in a prebiotic
setting is under debate, but it is speculated
that the most likely place for its accumulation
is in shallow ponds, as needed for our scenario
(17). In general, the limited stability of NO,~
would not be an issue, provided that it is
rapidly captured by HSO5;™ upon its formation.
Our model assumes a surface environment,
where molecules such as NO, -, HSO3™, or urea
5 could have been delivered by rain after their
formation in the atmosphere (Fig. 5B) (25, 37).
Our chemistry shows that robust reaction
networks can be established that allow all
key intermediates to be generated efficiently
from relatively complex mixtures, followed by
their physical enrichment or separation on
the basis of their solubility in water. Wet-dry
cycles govern the formation of purine and
pyrimidine RNA building blocks in a scenario
depicted in Fig. 5B. Of course, we will be un-
able to definitively prove that the described
scenario indeed took place on early Earth, but
the reported chemistry shows that, under plau-
sible prebiotic conditions, mutually synergistic
reaction pathways can be established in which
the intermediates along one pathway help the
chemistry of the other. In such a scenario, we
show that the key building blocks of life can be
created without the need for sophisticated
isolation and purification procedures of reac-
tion intermediates that are common in tradi-
tional organic chemistry.
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Fig. 5. Unified chemical scenario for the formation of purine and pyrimi-
dine nucleosides. (A) Depiction of the connected reaction pathways to
pyrimidine and purine nucleosides, together with the HPLC analysis (260 nm)
of the final reaction mixtures. Nucleosides are labeled as follows: a = o-furanosyl;
b = B-furanosyl; ¢ = o-pyranosyl; d = B-pyranosyl. (B) Proposed geochemical

scenario for the simultaneous synthesis of purine and pyrimidine nucleosides,
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driven by wet-dry cycles. In yellow, the solvent is 3-aminoisoxazole (4), which
can be enriched from an aqueous solution due to its high boiling point
(228°C). 2-(Methylthio)-5-nitrosopyrimidine-4,6-diamine (21) is a general pre-
cursor for adenosine and guanosine (18). Compounds 8, 22, and 24 are
accessible in the same pot, and they can react with ribose to the RNA
nucleosides in a one-pot reaction.
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The concurrent formation of pyrimidine
and purine nucleosides in the network can be
traced to just a few key starting molecules,
such as cyanoacetylene 1, NH3;, NH,OH 2 (or
the disulfonate 6), HCN, urea 5, formic acid,
and isocyanate, plus salts such as nitrites,
carbonates, and borates. Metals such as Zn
or Fe and their ions play an important role in
our chemistry, consistent with their proposed
involvement in early metabolic cycles (23, 38).
In particular, iron-sulfur surfaces needed for
pyrimidine formation have been discussed
as platforms for early prebiotic chemistry
(15, 34, 39). The 5'-(di)phosphorylation is in-
tegrated into our pathway if phosphate min-
erals such as lilneburgite or struvite (figs. S11 to
S13) are present. It remains unclear, however,
how ribose or any other carbohydrate, such as
glycerol or threose, that is needed to form the
backbone of RNA or pre-RNA could have formed
selectively (29, 40). Sugars such as ribose can
be produced nonselectively in a formose-like
reaction, which is possible in a variety of differ-
ent physico-chemical environments (32, 41-4.3).
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Conditions right for making nucleosides

In the absence of biological catalysts and metabolism, can atmospheric and geochemical processes provide the
substrates and conditions required for production of biological molecules? Becker et al. devised an abiotic synthetic
scheme that allows for accumulation of both purine and pyrimidine nucleoside mono- and diphosphates (see the
Perspective by Hud and Fialho). A key starting material for this chemistry, hydroxylamine and/or hydroxylamine
disulfonate, can form under plausible early atmospheric conditions. Cycles between wet and dry conditions provide the
environments necessary to complete formation of purine and pyrimidine bases essentially in one pot.
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5. Resultate

5.2 The Origin of Biomolecules Under Early Earth Conditions

(unveroffentlicht)

Jonas Feldmann®, Stefan Wiedemann#, Sidney Becker and Thomas Carell
# geteilte Erstautorenschaft

Prolog

Fur alle prabiotische Reaktionen ist die Entstehung der Ausgangsmolekile in
ausreichenden Mengen unter plausiblen Bedingungen unabdingbar. Da bisherige
prabiotische Reaktionen von Startmaterialen wie HCN oder anderen reduzierten
Kohlenstoff-Stickstoffverbindungen wie Nitrilen ausgehen, wird eine reduktive, Hz reiche
Atmosphéare benétigt, um diese in der Atmosphare zu produzieren. Da mittlerweile
allerdings von einer redox-neutralen Atmosphare auf der frihen Erde ausgegangen wird,
kann die Entstehung dieser Startmaterialien nicht plausibel begriindet verwendet werden.
In dieser Arbeit wurde versucht, ausgehend von Produkten einer redox-neutralen
Atmosphare Bildungswege fur Biomolekile zu finden. Ausgehend von Aldehyden und
Hydroxylamin konnten Bildungswege fur Nukleoside und Aminosauren gefunden werden.
Die Moglichkeit Biomolekule in grof3en Mengen aus Produkten einer redox-neutralen
Atmosphéare zu formen, ermdglicht es die Entstehung des Lebens erklaren zu kdnnen,
ohne auf spezifische Szenarien zurlckgreifen zu missen, welche kurzzeitig eine

~produktive“ reduzierende Atmosphéare entstehen lassen kdnnen.

Autorenbeitrag
Entwicklung und Optimierung von prabiotischen Synthesen. Entwicklung von
Analytikmethoden zur Auswertung prabiotischer Reaktionen. Synthese von Standards flr

die Aminosaurensynthese.

47



The Origin of Biomolecules Under Early Earth Conditions

Jonas Feldmann®#, Stefan Wiedemann?¥, Sidney Becker? and Thomas Carell**

Affiliations:

! Department of Chemistry, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen, Butenandtstrasse 5—13,

81377 Miinchen, Germany

Current address: Max Planck Institute of Molecular Physiology, Department of Chemical
Biology, Otto-Hahn-Strasse 11, 44227 Dortmund, Germany

These authors contributed equally.

* Corresponding author
Tel.: 0049 (0)89 218077755
Fax.: 0049 (0)89 218077756
E-Mail: Thomas.carell@Imu.de
www.carellgroup.de

Abstract:

Life on Earth has started with the formation of biomolecules such as amino acids and nucleosides,
which subsequently condensed to give proteins and oligonucleotides. The formation of the building
blocks of life required the presence of reactive starting materials on the early Earth, which are currently
thought to have been HCN, together with a set of small nitriles such as cyanoacetylene, cyanamide and
malononitrile. The formation of these starting materials in significant amounts under plausible early
Earth conditions is a major unsolved problem. Here, we analyzed the formation of starting materials
for life from simple nitrogen-containing inorganics and formaldehyde that can form on an early Earth
surrounded by a redox-neutral atmosphere, composed of CO,, N3, H,0, and SO,. In contrast to the
generally accepted models, which involve highly reducing atmospheric conditions, we detected the
formation of aldoximes and of complex nitriles, which can start diverse reaction networks that lead to
amino acids as well as pyrimidine and purine nucleosides. The uncovered chemistry provides a
comprehensive roadmap from inorganic matter to molecules of life and shows that hydroxylamine and
aldoximes can be considered signature molecules for life in the universe.

One Sentence Summary:

Formation of feedstock compounds for biomolecules occurs under plausible, redox-neutral prebiotic
Earth conditions.


mailto:Thomas.carell@lmu.de
http://www.carellgroup.de/

Main Text:

The origin of life on Earth required as the initial step the formation of nucleosides and amino acids as
the essential building blocks for nucleic acids and proteins.2* Chemical reactions towards nucleosides
and amino acids, however, need reactive starting materials, which must have been present on the
early Earth in significant amounts. The current chemical models suggest that nitriles such as hydrogen
cyanide (1, HCN), cyanamide (2), cyanoacetylene (3), dicyan (4), and malononitrile (5) could have
served as these reactive precursors on the early Earth (Fig. 1A).1* Despite the central importance of
these molecules for the current concepts of how life could have emerged, their efficient formation
under early Earth conditions is an unsolved problem. While molecules such as 1-5 are known to form

1510 jt is currently

predominantly in a hydrogen, methane and ammonia containing atmosphere,
assumed that such a highly reducing atmosphere may have never existed on the early Earth. All data
that are currently available suggest a Hadean atmosphere that was redox-neutral and composed of
CO,, Ny, H,0, and SO,.**** Under these conditions, the resilient formation of feedstock molecules such

as 1-5 is unlikely or even impossible.?>1®

The enigma around the fundamental reactions that once allowed life to form is currently tackled with
concepts that suggest a temporary, potentially only local, shift of the atmosphere into a H-rich state,
induced, e.g., by iron core impactors.’68 Alternatively, it is discussed that HCN (1) may have formed
by aerodynamic ablation of carbonaceous chondrites.’® An attractive model suggests that such
sporadically formed HCN (1) could have been captured and enriched by soluble Fe? in the form of
ferrocyanides, from where it could have been liberated to fuel prebiotic reactions.?>?2 While these
concepts offer potential solutions for the HCN (1) supply problem, the durable formation of the other

essential nitriles 2-5 in larger quantities remains difficult.'>®

Here, we describe chemical pathways that can take place under plausible early Earth conditons, using
reactions under a plausible redox neutral atmosphere (Fig. 1B). The discovered pathways involve first
the formation of nitrogen-containing inorganics by lightning and UV-irradiation, to furnish a set of
complex aldoximes, which can further react to complex nitrile organics. From these feedstock
molecules amino acids and pyrimidine or purine nucleosides are readily available (Fig. 1C).
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Fig. 1. Depiction of the two alternative feedstock-providing early Earth models. (A) The reductive scenario
shows the currently accepted model of how HCN (1) and the feedstock molecules 2—5 needed for the synthesis
of amino acids and nucleosides could have formed. (B) The neutral scenario is based on the idea that the early
Earth atmosphere had a redox neutral atmosphere, which was capable of producing nitrogen oxides and
aldehydes. These molecules react to give aldoximes and, upon water elimination, nitriles with a balanced
reactivity from which amino acids and nucleosides are available. (C) Fundamental chemistry concept for the
origin of biomolecules in a redox neutral, early Earth atmosphere.

Redox-neutral formation of nitriles

The inorganic chemical network that allows the fixation of nitrogen atoms in a redox neutral
atmosphere is shown in Fig. 1B. It is well established that lightning and UV-irradiation through a CO,,
N,, H,0, and SO, atmosphere generates extensive amounts of nitrogen oxide (NO), which further reacts
to give the inorganic nitrate (NOs), and nitrite (NOy).>?328 In the presence of (aqueous) Fe?*, which
was abundant on the early Earth, it is likely these molecules were partially reduced to NH3.2°32 The
atmospheric component SO,, which originated in large quantities from volcanic activity, is known to
react with water to give bisulfite (HSOs’), which reacts with NO,™ as a reductant to give hydroxylamine
disulfonate33. This molecule slowly hydrolyzes to hydroxylamine (6) and sulfate.®* Another major
component of the hadean atmosphere, CO,, provides formaldehyde (7, H,CO),***upon lightning and

3
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UV irradiation and continues to react to yield more complex aldehydes including glycolaldehyde
(8a),3*3° and malondialdehyde (9)*%*%. Glycolaldehyde (8a), which is a central element of the formose
cycle, is the basis for the formation of more complex a-hydroxyaldehydes 8b—e.384+% Al of these
different aldehydes are rather reactive molecules with consequently limited lifetimes. In the presence
of HSOs, however, the aldehydes can form stable sulfonate deposits. According to Benner, these
bisulfite adducts are conceivable storage forms of aldehydes, from which they can be liberated to fuel
prebiotic reactions.”’” Our model suggests that these bisulfite adducts and hydroxylamine (6) are the
major ingredients for prebiotically plausible recipes that enable the formation of biomolecules (Fig.

10).

Formation of urea, guanidine and amino acids

In order to examine how this chemistry could have enabled the formation of amino acids, we
systematically reacted various prebiotically reasonable aldehydes (or their bisulfite adducts) with
hydroxylamine. We first focused on formaldehyde (7), which can be prebiotically stabilized and
accumulated upon formation of its bisulfite adduct 10.*” While formaldehyde (7) is known to form
urea (11) in the presence of hydroxylamine,* we found that the addition of ammonia also provides
guanidine (12) (Fig. 2A). Urea (11) and guanidine (12) are both key molecules needed for the formation
of pyrimidine or purine nucleosides (vide infra). We found that the formation of guanidine (12) is even
possible under prebiotically plausible one-pot conditions.

We next reacted hydroxylamine (6) with various a—hydroxyaldehydes that are produced for example
by the formose cycle. We tested glycolaldehyde (8a),3*° glyceraldehyde (8b),® lactaldehyde (8c),**?
and the aldehydes 8d and 8e (Fig. 2B). Under slightly basic conditions we found that they all form the
corresponding aldoximes 13a—e in excellent yields (75%-100%). Again, we observed that the reactions
are also possible with the aldehyde bisulfite adducts 14a-e %2, We next subjected the
a—hydroxyaldoximes 13a—e to prebiotically plausible wet-dry cycles and noted that all the aldoximes
investigated eliminate water quickly to give the corresponding a—hydroxynitriles (15a—c), again in
excellent yields (75%-100%). This reaction sequence can also be performed under one-pot conditions
(Fig. 2B,C), which furnished the a—hydroxynitriles 15a—e in yields between 20% and 84%. When the
hydroxynitriles are brought in contact with ammonia, a-aminonitriles 16a-e form, which are well
established precursor molecules for a—amino acids.***° These results show that the aldoximes
13a-e, which form under redox neutral conditions are efficient precursors for the prebiotic formation
of amino acids such as Gly, Ser, Ala, Val, and Phe. This new route does not exclude amino acid

485152 byt it provides an alternative pathway that does

formation by the classical Strecker synthesis,
not require HCN and in which the C-atom of the aldehyde is directly converted to the carboxylic acid

(without homologization).
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reactions under simple dry down and re-wetting conditions.

Formation of pyrimidine nucleosides

We next investigated how the aldoxime model could create feedstock molecules for the prebiotic
formation of pyrimidine RNA nucleosides. To this end we reacted malondialdehyde (9), or its bisulfite
adduct (17), which can be generated from formaldehyde (7)*° or glycolaldehyde (8a)*, with
hydroxylamine (6) in carbonate solution. We detected rapid formation of the malondialdoxime (18),
which probably eliminates water under formation of 19, which then cyclizes to give
5-aminoisoxazole (20) in about 70% overall yield (Fig. 3A). In the presence of Zn** or Co?* and cyanate
(21), which can be derived from urea (11)°® or NO®, we observed formation of 5-ureaisoxazole (22) in
about 50% or 18% yield, respectively (Fig. 3B). We found that 22 can subsequently react with ribose 23
(again a product of the formose cycle), to the ribosylated product 24. The latter forms in this reaction
as a mixture of o/B-ribofuranosides 24a-b and pyranosides 24c-d. We observed that if this compound
mixture is kept in an aqueous borate®* buffer, it equilibrates to a mixture composed of 24a (39%),
24b/d (21% in total), 24c¢ (13%), and 22 (26%). In the presence of catalytic amounts of Fe?* and thiols>>
> the isoxazole N-O bond breaks and the molecules undergo a subsequent cascade reaction that ends
with the elimination of ammonia and the formation of uridine (25) (Fig. SI 13). Uridine is again formed
as a mixture of the furanosides 25a (3%) and 25b (uridine, 25% in tot.), and the pyranosides 25c (1%)
and 25d (2%). In a geological scenario (Fig. 3), malondialdehyde (9) and hydroxylamine (6) provide 5-
aminoisoxazole (20), which upon influx of cyanate (21) and Zn?* (Co%) followed by a dry-down step
generates 5-ureaisoxazole (22). If 22 is brought in contact with ribose (23) and boric acid it forms in a
second dry-down step ribosides 24, which generates 25 upon recyclization.



Formation of purine nucleosides

We further investigated how the aldoximes could serve as precursor molecules for purine nucleosides.
Towards this goal we reacted NO; with malondialdehyde (9) to form (hydroxyimino)-
malondialdehyde (26), which can be stabilized as its bisulfite adduct (27) (Fig. 3A). We found that 26
reacts with hydroxylamine (6) to give (hydroxyimino)malondialdoxime (28) in 50% overall yield. A
subsequent dry-down step in the presence of guanidinium (12) carbonate leads to the crystallization
of a salt composed out of nitrile 29 and 12 (Sl). When we performed this dry-down process at elevated
temperature,® formation of nitrosopyrimidine 30 takes place (40% yield). A subsequent hydrolytic
reaction furnishes in addition nitrosopyrimidine 31 (90% yield). Both nitroso derivatives are already
known precursors for purine nucleosides.?**®>° The nitrosopyrimidine 30 reacts with bisulfite and
formic acid to generate the formamidopyrimidine compound FaPy-DA (32) in 62% vyield. The
hydrolysed nitrosopyrimidine 31 forms in the presence of bisufite and formic acid, FaPy-G (33, 88%
yield). The FaPy-compounds 32 and 33 then react under dry-down conditions with ribose (23) to the
corresponding ribosides 34 and 35, which are the direct precursors for the purine nucleosides 2-amino
adenosine 36 and guanosine 37 along the recently reported FaPy-pathway.?

The aldoxime chemistry is compatible with prebiotically plausible, sequential one-pot reactions (Fig.
3C). Malondialdehyde (9) plus NO, and hydroxylamine (6) give (hydroxyimino)malondialdoxime (28),
which can be enriched in a dry-down step. Addition of guanidinium (12), which could plausibly occur
by aqueous inundation or flooding and subsequent gentle warming, generates nitrosopyrimidine 30,
which hydrolyzes to 31°8. This compound precipitates. Further addition of bisulfite and formic acid,
perhaps by similar natural flowing events, allows formation of 32 and 33, which again precipitate from
solution. After influx of ribose (23) dissolved in water, followed by a dry-down step and subsequent
flooding, the purine nucleosides 36 and 37 can be obtained.*

The pyrimidine and purine pathways can also be chemically linked. If malondialdehyde is not
completely nitrosated, a mixture of malondialdehyde (9) and (hydroxyimino)malondialdehyde (26) is
formed. Flow-in of a dilute solution of hydroxylamine (6) then generates a mixture of the
bisaldoxime 18 and the trisaldoxime 28, which gives 5-aminoisoxazole (20) together with 29. The more
NO; is present, the more 26 forms, which allows subsequent formation of the nitrosopyrimidines 30
and 31, together with the purine nucleosides 36 and 37. The less NO, is present, the more 5-
aminoisoxazole (20) forms for the production of uridine (25).
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Discussion

The currently dominating models of how life may have started on the early Earth assumes that abiotic
reactions initially produced amino acids and nucleosides, which then condensed to give functional
proteins and information-encoding oligonucleotides.’® For the abiotic formation of these
biomolecules reactive starting molecules must have been available on the early Earth.* In the absence
of efficient metabolic pathways, these reactive molecules must have formed in large quantities by
sustainable and resilient processes on the Hadean Earth.»* The current models propose HCN (1) and
small reactive nitriles (2-5) as the central starting molcules from which life was finally able to emerge."
4 Although prebiotically models of how these molecules (1-5) could have formed exist, they are in
disagreement with the current knowledge about the geochemical situation of the early Earth. A
particular conflict exists with the fact that the early Earth was surrounded by a redox neutral (CO,, H,0,
N2, and SO, containing) atmosphere.'* Current chemical knowledge suggests that under these
conditions the formation of the compounds (1-5) is only possible in very small quantities.’>¢ In
addition, the central building blocks for nucleosides, 2-5, are highly reactive with consequently short
lifetime, inappropriate for a robust origin of life. We cannot exclude that life indeed formed based on
1-5, potentially under unknown, peculiar conditions in special geological niches. But, a more resilient
chemical pathway to create molecules from which the key building block of life could have formed
would certainly provide a better basis for our understanding of how higher moleculer complexity was
initially generated.

The idea to search for more robust pathways to complex organic matter under plausible redox neutral
early Earth conditions allowed the recent discovery that Urey-Miller experiments with neutral gas
mixtures yield amino acids by unresolved mechanisms.?® It seems that a redox neutral atmosphere
that some called chemically unproductive® is more versatile than originally thought. Here, we followed
the idea that life may have formed under rather redox-neutral atmospheric conditions. We
investigated the question of what kind of alternative feedstock molecules could have formed in an
“inert” CO,, H,0, N3, and SO, atmospheric that has dominated the Hadean eon (Fig. 4). We started
with considering lightning and UV irradiation through such an atmosphere, which is known to produce
NO, 232628 35 well as CH,0%* % in large quantities. Calculations predict that the NO, concentration could
have reached up to 20 mM levels?” and also for HSOs it was estimated that concentrations in the
millimolar range are plausible.®’ Despite the large uncertainties behind such estimates, the data
underpin that NOx and HSOs were robustly formed under early Earth conditions in substantial
quantities.?”®® If we assume that the formed formaldehyde continued to react (potentially in
geochemical niches) to give more complex aldehydes such as malondialdehyde and different
a-hydroxyaldehydes, chemical logic predicts a fast and irreversible reaction of all of them with HSOs5’,
which leads to capturing (and storing) these reactive aldehydes as bisulfite adducts. These adducts can
then react with hydroxylamine, which is formed from NO, in the presence of HSO3’,* to generate the
corresponding aldoximes in a reaction that is fast and irreversible under ambient pH-conditions.
Nitrosation reactions, particularly of malondialdehyde, produces even trialdoximes, such as
compound 28. We observed that these aldoximes rapidly eliminate water under simple early Earth
compatible conditions to give a series of complex nitriles. The resulting reaction products are
alltogether excellent starting materials for nucleosides and amino acids.

The data presented show that this aldoxime/nitrile chemistry — that can take place under the umbrella
of a neutral redox atmosphere — generates the basic ingredients needed for the formation of the most
essential biomolecules. Hydroxylamine (6), formaldehyde (7), SO,, and water are consequently the
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central “pillar molecules” that can start chemical reaction networks towards life. It appears that

hydroxylamine and aldoximes are molecular markers for places in the universe where life may have

originated.®?
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Fig. 4. Overview of the prebiotic reaction network. The network operates with formaldehyde-derived aldehydes
(stabilized with aqueous SO2 (HSOs’) as their corresponding sulfonates) as the carbon sources. Hydroxylamine (6)
(from NO2" and SOs? in H20) allows introduction of N-atoms into organic matter. Aldehydes 26, 9, 7, and 8 can

be stabilized as their corresponding a-hydroxysulfonates (27, 17, 10, and 14) and react with hydroxylamine (6)
to aldoximes 28, 18, 38, and 13. Subsequent dehydration allows the formation of nitriles 29, 19, 1, and 15, which
finally give access to biomolecules like purines, pyrimidines, guanidine (12), urea (11), and amino acids. The
scheme establishes the four molecules SO, NH20H, CH20 and H20 as the key starting molecules to generate the

precursors for amino acids, sugars, and nucleosides.
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5.3 Nicht publizierte Arbeiten

5.3 Nicht publizierte Arbeiten

5.3.1 Reaktionen in Gesteinsreaktionsgefallen

5.3.1.1 Prolog

Zunachst wurde versucht die Durchfihrung der in Abschnitt 5.1 beschrieben Cytidin-
Synthese in einer miteinander verbundenen Glasapparatur durchzufuhren, um die
Einfachheit des publizierten Bildungsweges zu demonstrieren. Dieser Aufbau konnte
schnell realisiert werden, wurde aber durch einen Aufbau aus Reaktionsgefal3en
bestehend aus Gestein ersetzt. Dies wurde durchgefihrt, da in der organischen Chemie
Glas- oder Plastikapparaturen als Reaktionsgefdl3e gewéhlt werden, gerade weil sie
inerte Oberflachen besitzen. Fir eine chemische Synthese ist es gewilnscht, dass nur die
Reaktionspartner miteinander interagieren. Das Reaktionsgefal sollte inert sein. Ganzlich
anders verhielt es sich jedoch mit den prébiotischen Reaktionen auf der friilhen Erde.
Diese fanden entweder in den Ozeanen in grol3er Verdinnung statt oder in kleinen
Tumpeln an Land oder gar im trockenen Zustand. Da in den zuvor berichten Arbeiten viele
Reaktionen sogenannte ,dry down“ Reaktion sind, bei denen das Ldsemittel (Wasser)
wahrend der Reaktion allmahlich verdampft, entstehen zwangslaufig Interaktionen mit
Mineralien- oder sonstigen Oberflachenstrukturen der frGhen Erde. Um diese
Interaktionen zu simulieren wurden Reaktionsgefal3e aus Gesteinen, die Geologen auf
der frhen Erde vermuten, angefertigt. AnschlieRend sollte in diesen Reaktionsgefalien,
die bereits in Kapitel 5.1 beschriebene Cytidin-Synthese durchgefiihrt werden (Schema
5).

0 0
NH,
NH»> HNJ\NH J\ _Ribose _
Q Zn2* 2 16 HN- N Thiole | SN
\ N SN X A
o dry down \ dry down \ /N H,0 l}l O
0] 0] ;
31 Ribose
32

Schema 5: Reaktionskaskade die in den Reaktionsgefdfien aus Gesteinen durchgefiihrt wurde.
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5.3.1 Reaktionen in Gesteinsreaktionsgefafien

Der erste Syntheseschritt, die Herstellung von 3-Aminoisoxazol (31) wurde ausgelassen,
da diese Synthese aus Cyanoacetylen (8) und Hydroxyharnstoffll®l aufgrund der
Gefahrlichkeit und Toxizitat von 8 nicht im benétigten grofRen Mal3stab durchgefihrt
werden sollte. Zusétzlich lauft diese Reaktion selbst bei sehr geringen Konzentrationen
an Startmaterialien in sehr hohen Ausbeuten ab. Es wurde angenommen, dass diese
Reaktion sich auch in Gesteinsreaktoren problemlos durchfihren lassen sollte, da
aufgrund der Durchfihrung in Losung und der geringen Konzentration an Startmaterialien
nur geringe Interaktionen mit der Gesteinsoberflache vermutet wurden.

Da die verwendeten Reaktionsgefal3e nun deutlich gréRer waren, wurde beschlossen
statt mit 0.1 mmol mit 5-10 mmol Ansatzen zu arbeiten um bei den ,dry down“ Reaktionen

eine komplette Bedeckung der Bodenflache mit einer ausreichenden Menge an Substanz

in den Reaktionsmulden (Abbildung 15) zu gewabhrleisten.

Abbildung 15: Reaktionsmulde eines Reaktors aus Basalt.

5.3.1.2 Ergebnisse

Bei der Adaption dieser Reaktion im Glasapparatur konnten alle Reaktionen unter sehr
ahnlichen Bedingungen wie bei den kleinen Anséatzen im Eppendorftube oder Falcon mit
ahnlichen  Ausbeuten durchgefiihrt  werden. Auch das Uberfilhren durch

Stickstoffuberdruck aus einem Reaktionskolben in den nachsten funktionierte problemlos.
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Einzige Anderung war, dass 3-Ureaisoxazol (32) nur sehr langsam und in sehr geringen
Ausbeuten durch selektives Ausfallen aufgereinigt werden konnte. Deshalb wurde dieser
Schritt durch eine Ausfallung des als Katalysator zugegebenen Zn?* (Schema 5) mit CO3?
ersetzt, wobei unldsliches ZnCOs als Niederschlag entstand. Der hierbei entstandene
Uberstand konnte dann im nachsten Schritt in dem nachsten Kolben mit Ribose unter
Borsaure Katalyse zu Ribosiden reagieren. Nachdem dieser Aufbau sehr schnell realisiert
werden konnte, wurde aus den unter 5.3.1.1 erwahnten Grunden beschlossen, statt auf
miteinander verbunden Glaskolben auf Gesteinsgefal3e aus Gneiss (SiO2 = 70 %, Al203
15 %, K20 = 3,5 %, Fe203 = 2,5 %, Na20 = 1,7 %) oder Basalt (SiO2 = 50%, Al203 20 %,
FeO = 10%, Na20 = 5 %, K20 = 0,3 %) zurtickzugreifen. Zuerst wurde hierbei versucht,
die Reaktionen einzeln in diesen Durchzufiihren, sobald dies gelang, sollten die
Reaktionen miteinander kombiniert werden. Hauptunterschied zwischen der
Glasapparatur und der Durchfilhrung in Gesteinsmulden war, neben dem anderen
Reaktionsgefald, dass in den Gesteinsreaktoren nicht Sauerstofffrei gearbeitet werden
konnte und dass das Erhitzen der Reaktionsgefal3e geschah, indem sie direkt auf
Heizplatten platziert wurden (Abbildung 16).
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5.3.1 Reaktionen in Gesteinsreaktionsgefalien

Abbildung 16: Bild des Aufbaus der drei notwendigen Gesteinsreaktoren und wie sie nacheinander platziert
wurden. Der Travertinreaktor mit den zwei nach unten fiihrenden Schlduchen dient der Zugabe von
Fliissigkeiten in die ersten beiden Reaktoren.

Zuerst wurde die Reaktion von 31 zu 32 in einem Gneissreaktor untersucht. Diese
Reaktion konnte ohne Adaptionen auf die neue Reaktionsumgebung durchgefuhrt
werden, allerdings musste die Reaktionszeit in gréf3eren Ansatzen deutlich verlangert
werden. Dies liegt vermutlich daran, dass diese Reaktionen nach dem Eintrocknen als
hochgradig viskose und inhomogene Masse vorliegen, bei der es in groReren Mengen
durch verlangsamte Diffusion langer dauert bis die Reaktionspartner aufeinandertreffen
konnen. Bei der Reaktion konnten somit nur noch maximal 53 % Ausbeute erreicht
werden.

Die Reaktion erfolgte mit vier Aquivalenten Harnstoff (10) und einem Aquivalenten ZnCl2
in 100 mL Wasser bei 93°C fir 8 Tage. Hierbei wurde die Reaktionsmischung einmal nach
vier Tagen nochmal in Wasser gelost und ein weiterer dry down durchgefuhrt. Das
zwischenzeitliche Anlésen wurde durchgefihrt, damit die Reaktionsmischung noch

einmal durchgemischt werden kann. Durch Verlangerung der Reaktionszeit auf 28 Tage
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5.3.1 Reaktionen in Gesteinsreaktionsgefafien

wurde die Ausbeute mit 48% nur minimal erniedrigt. Die Reaktion im Basaltreaktor wurde

nicht weiter optimiert, weil im Gneissreaktor bessere Ausbeuten erzielt wurden.

Wahrend der Optimierung zeigte sich, dass die Ausbeute durch Neigung des
ReaktionsgefaRes deutlich erhéht werden konnte (Abbildung 17) und die viskose
Reaktionsmal3e sich so an einer Seite sammeln konnte. Die Notwendigkeit des
Schragstellens kénnte vermutlich durch Verwendung deutlich grof3erer Mengen an Edukt
umgangen werden, da sich somit eine homogenere Menge in der Reaktionsmulde bilden

kénnte. Um nicht unnétig viele Ressourcen hierfir zu verschwenden, wurden die

Gesteinsreaktionsgefalle aber weiterhin schrag gestellt.

e

Abbildung 17: Ein schrig gestellter Gneiss-Reaktor.

Da sich der zweite und der dritte Schritt (Schema 6) jeweils problemlos einzeln
durchfiihren lieRen, wurde beschlossen diese Schritte direkt als one-Pot Reaktion zu
optimieren. Zuséatzlich konnte die verwendete Stoffmenge an 32 konnte auf 5 mmol

reduziert werden..
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@)
J\ 16 J\ ~Ribose
HN" NHz  Borszure HN™ "N~ TFh;ollle ﬁ\

H
AN
i\ O/N dry down §\ \/N

o Ribose
32

Schema 6: One-pot optimierte Schritte zwei und drei der Cytidin-Synthese im Gesteinsreaktor.

Fur die Glykosiderung wurde 32 mit 5 Aquivalenten (Aq.) Ribose (16) und 0,5 Aqg.
Borsaure in 50 mL Wasser geldst. Die Reaktionsmischung wurde fur 16 Stunden auf
64 °C (Temperatur der Losung) erhitzt. Der Rickstand wurde in 100 mL Wasser gelost,
mit 0,375 Aq., Na2COz und Dithiothreitol (DTT) (1,5 Aqg.) versetzt. Die Mischung wurde fiir
3 Stunden bei 85 °C erhitzt. Hierbei konnte eine Gesamtausbeute an 65 % Cytidin-
Nukleosiden erreicht werden und weitere 4 % gebildetes Cytosin (6) konnten beobachtet
werden (Abbildung 18).

100

a Py
c 5%
o
e
o b-py
3 15%
é 50 260nm
o NH, c
= (gm i
= | 8%
(] NAO b f
oc H =
4% 2% J
0 /\ I I I | \
4 6 8 10 12 14

Zeit (min)

Abbildung 18: LCMS Chromotogram der One-Pot Reaktion in Basalt fiir Schritt zwei und drei ausgehend
von 32. Die griinen Peaks sind Uridine, welche durch Hydrolyse gebildet wurden. a-py, a-pyrano; b-py,
[-pyrano; a-f, a—furano; b-f, S-furano.

Es zeigt sich eine Selektivitdt sowohl fur die Pyrano- als auch die a-Produkte. Dies ist
beides nicht gewiinscht, aber diese Trends konnten sich auch beim Verandern einzelner
Parameter nicht grundlegend umkehren lassen.

Durch die Verwendung von Pyrit als zusatzliche Fe2* Quelle konnten die Ausbeuten sogar
noch gesteigert werden. So konnten in Basalt 74 % und in Gneiss sogar 78 % an
Gesamtausbeute erzielt werden. Die Verteilung der Verhéltnisse der einzelnen Isomeren

zueinander konnte aber auch hierbei nicht mafR3geblich geandert werden (Tabelle 1).
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Daher wurde beschlossen, diese Reaktion erst auf Selektivitat zu optimieren, sobald diese
beiden Schritte mit dem ersten Schritt gekoppelt worden sind.

Wahrend die Kopplung mit 16 noch unter gleichen Bedingungen durchgefihrt werden
konnte, zeigte sich, dass fiur die Umwandlung in Cytidin-Nukleoside die Ausbeute durch
Zugabe von Boraten zusatzlich zu den bereits verwendeten Carbonaten und DTT erhéht

werden konnte.

Tabelle 1: Ausbeuten fiir die Reaktion aus zu Cytidinnukleosiden fiir alle méglichen Isomere. Es ist jeweils
der beste Ansatz in einem Basalt-und einem Gneiss-Reaktor aufgefiihrt

o-furano | B-pyrano | B-furano | a-pyrano Gesamt | Cytosin 6
Basalt 11 % 20 % 3% 40 % 74 % 5%
Gneiss 13 % 19 % 3% 44 % 78 % 6 %

Fur den letzten Reaktionsschritt hin zu Cytidin-Nukleosiden konnte die Reaktionszeit im
zweiten Schritt von vier Stunden aus Kapitel 5.1 auf drei Stunden und mit Pyrit sogar auf
1,5 Stunden reduziert werden. Dies liegt hochstwahrscheinlich daran, dass zuvor in einem
in sich geschlossen System gearbeitet wurde und somit auch bei hohen Temperaturen
die Menge an Flussigkeit anndhernd konstant blieb, im Basaltreaktor wurde diese doch
durchgehend geringer, sodass alle 30 min Wasser nachgefillt wurde um ein Eintrocknen
zu verhindern. Durch die zwischenzeitliche Reduktion an Losemittel wurde gleichzeitig die
Konzentration an Base erhoht, was zu einer effektiveren Deprotonierung der Thiole fuhren
sollte. Da dies notwendig fir die Bindung der Thiole an Fe?* ist (Mechanismus siehe
Kapitel 5.1), sollte die Reaktion unter sonst sehr ahnlichen Bedingungen durch den
zeitweise erhdhten pH-Wert beschleunigt werden.

Da Basalt Fe?*lonen enthalt!!*% ist die Zugabe zuséatzlicher Eisen(ll)verbindungen wie
Pyrit nicht zwingend notwendig. Die Anwesenheit von Sauerstoff, welcher bei der
Entwicklung der Reaktion unter Kapitel 5.1 nicht vorhanden war, hat auf diese Reaktion
keinen Einfluss. So zeigten Reaktionen in Falcons, dass eine Sauerstoffatmosphéare ohne
Fe(ll) keine Cytidin-Nukleoside ausbilden kann. Eine Reaktion mit Basaltpulver als Fe(ll)
Quelle unter einer Argonatmosphare hingegen bildet Cytidin-Nukleoside aus. Nach der
Optimierung der Einzelschritte, sollte nun versucht werden alle drei Schritte miteinander

zu koppeln.
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Hierbei sollte der erste Schritt zur Synthese von 3-Ureaisoxazole (32) wie bisher
durchgefuhrt werden, die Reaktionsmischung dann in Wasser gel6st werden und das Zn?*
mit Carbonat gefallt werden. Der Uberstand sollte dann in das nachste
Gesteinsreaktionsgefal3 tberfuhrt werden um dort mit Ribose (16) zu reagieren. Der
gebildete Ruckstand sollte wiederrum geldst werden um dann im letzten Reaktor zu

Cytidin-Nukleosiden zu reagieren.

Hierfir sollte der Aufbau aus Abbildung 16 verwendet werden, nur dass der erste
Basaltreaktor (der oberste Reaktor) fur die Durchfiihrung des ersten Schrittes durch einen
Gneissreaktor ersetzt wurde, da dieser dort besser funktionierte. Fur den zweiten und
dritten Reaktor wurde Basalt gewdahlt, da die Reaktionen in beiden Gesteinen ahnlich
verliefen und Basalt zuséatzlich die Moglichkeit bietet den letzten Schritt ohne zusatzliche
Fe2* Quelle durchzufiihren. Uber den Travertinreaktor sollten Flissigkeiten zu gegeben
werden, etwa um die Rickstande einer ,dry down“ Reaktion wieder anzulésen. Folgende
Schritte (Abbildung 19) sollten nun in den drei Gesteinsreaktoren durchgefihrt werden

um aus 3-Aminoisoxazol (31) Cytidin-Nukleoside herzustellen.
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®

Abbildung 19: Sequenzieller Reaktionsverlauf von 31 zu Cytidin-Nukleoside im Basaltreaktor.

Bild | zeigt die Reaktionslosung fur den ersten Syntheseschritt bestehend aus 3-
Aminoisoxazol (31), Harnstoff (10) und ZnCl2 in Wasser zur Herstellung von 3-
Ureaisoxazol (32). Diese Mischung wird nun erhitzt, sodass das H20 verdampfen kann.
Das Endprodukt dieser Reaktion (Bild 1) wird dann in wassriger Na2COs geldst, wobei
Zn?* als ZnCOs ausgefallt wird (Bild IlI). Nachdem sich der gebildete Niederschlag
absetzen konnte, wird der Uberstand in einen zweiten Gesteinsreaktor Uberfihrt, in
welchem bereits Ribose (16) und Borsaure vorliegen (Bild IV und V). Nachdem eine
homogene Ldsung entstanden ist (Bild VI), wird erneut erhitzt bis das Wasser verdampft
und der in Bild VIl zu sehende Ruckstand gebildet wird. Dieser Rickstand wird in
wassriger Na2COs geldst (Bild VIII) und in den dritten Reaktor tberfihrt, in dem wie auf
Bild IX zu sehen bereits DTT und Pyrit vorgelegt wurden. Nachdem sich das DTT gel6st

hat, wird wiederum erhitzt, allerdings wird alle dreil3ig Minuten Wasser zugegeben um ein
66



5.3.1 Reaktionen in Gesteinsreaktionsgefafien

Eintrocknen zu verhindern. Die komplette Reaktionsabfolge tber alle Schritten wurde
bisher noch nicht ohne Pyrit als zusatzliche Fe?* Quelle durchgefihrt. Der Grund hierfar
waren schlechtere Ausbeuten und langere Reaktionszeiten, sodass zuerst die besten

Bedingungen optimiert wurden.

Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde Cytosin (6) mit 26,9 % als
Hauptprodukt sowie Cytidin-Nukleoside (6,3 %) erhalten.

Der niedrige Anteil an Nukleosiden kann vermutlich damit erklart werden, dass im ersten
Schritt vier Aquivalente Harnstoff (10) verwendet werden, dessen Uberschuss nicht aus
der Reaktion entfernt wird. Damit konkurriert er bei der Glykosiderungsreaktion als
Nukleophil mit 3-Ureaisxoazol (32). Um die Ausbeuten an Cytidin-Nukleosiden gegeniber
6 zu erh6hen, wurde versucht die vorhandene Menge an Harnstoff (10) zu reduzieren.
Dafur wurden zwei verschiedene Ansatze gewahlt.

In einem ersten Ansatz sollte die Reaktionszeit im ersten Schritt, der Synthese von
3-Ureaiosxazol (32), verlangert werden. Hierbei war das Ziel, dass die Ausbeute an 32
konstant bleibt, Gberschissiges 10 jedoch mit sich selbst zu Biuret, Triuret oder anderen
Harnstoffpolymeren reagiert. Hierdurch wirde sich die Anzahl an Nukleophilen, welche in
Konkurrenz mit 32 fum die Reaktion mit Ribose stehen, deutlich erniedrigen.

Durch Verlangerung der Reaktionszeit im ersten Schritt um 20 Tage konnte beobachtet
werden, dass die Ausbeute fir 32 von 53 % auf nur 48 % sank. Nach Durchfihrung der
weiteren Schritte zu Cytidin-Nukleosiden, konnte tatsachlich eine leicht erhéhte Ausbeute

an Nukleosiden beobachtet werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Optimierung der Reaktionszeit fiir den ersten Schritt. Die Ausbeuten fiir die einzelnen Isomere,
dann die Gesamtausbeute fiir Cytidin-Nukleoside. Die Ausbeute an Cytosin 6, dann die Gesamtausbeute an
gebildeten Cytidinen und Cytosin(Cytosine).

o- B- B- o- Gesamtausbeute | 6 [%] | Cytosine | Reaktionszeit | Ausbeute

furano | pyrano | furano | pyrano Nukleoside Schritt 1: Schritt 1
27% | 04% | 1,7% | 1,5% 6,3 % 26,9 33,2% 8d 53 %
30% | 09% | 2,1% | 2,6% 8,6 % 17,7 26,3 % 28d 48 %

Wahrend die Ausbeute an Nukleosiden und des natirlich vorkommende p-furano-lsomers
steigen, sinkt die Menge an gebildetem 6 deutlich. Somit hat die verlangerte Reaktionszeit
im ersten Schritt die erhofften Anderungen erzielen kénnen, allerdings ist der Einfluss auf
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5.3.1 Reaktionen in Gesteinsreaktionsgefafien

die Nukleoside-Ausbeute nur sehr gering, da weiterhin nur insgesamt 8,6 % an Cytosin-
Nukleosiden uber alle Schritte erzielt wurden.

Ein interessanter Nebenaspekt ist jedoch, dass diese kontinuierliche Reaktionsabfolge
mehr Furanoside als Pyranoside bildet, eine separate Durchflihrung beider Schritte eine
hohe Pyranose-Selektivitét erzielte (Tabelle 1). Dieser Unterschied ist vermutlich auf den
Uberschiussigen Harnstoff (10) zurlckzufuhren, da die Reaktionen unter ansonsten
identischen Bedingungen durchgefihrt wurden.

Da die Menge an zusatzlich gebildeten Nukleosiden durch den ersten
Verbesserungsansatz nur marginal war, sollte ein weiterer Ansatz entwickelt werden.
Hierzu wurde die Menge an verwendetem 10 im ersten Reaktionsschritt auf 1,0 Aqg.
reduziert, und eine geringere Ausbeute in diesem Schritt in Kauf genommen. Die negative
Beeinflussung des zweiten Schrittes durch Uberschissigen Harnstoff sollte somit
vermieden werden. Zusatzlich wurde die Menge an verwendetem Zn?* auch angepasst
und von 1,0 Ag. auf 0,25 Ag. abgesenkt.

Wie erwartet sank im ersten Schritt die Ausbeute von 32 auf 21 %, wahrend eine
Gesamtmenge von 13,2 % an Cytidin-Nukleosiden und 1,6 % an Cytosin (6) tUber alle drei
Schritte beobachtet werden konnte (Tabelle 3). Dies entspricht einer Umsetzung an 63 %
32 zu Cytidin-Nukleosiden.

Tabelle 3: Ergebnisse fiir die Verwendung von einem Aquivalent Harnstoff (10)

o- B- B- o- Gesamtausbeute | 6 Cytosine
furano | pyrano | furano | pyrano | Nukleoside
21% | 33% | 08% 7,0 % 13,2 % 1,6 % 14,8 %
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Die zuvor aufgestellte These, dass der lberschiissige Harnstoff (10) sich negativ auf die
Glykosiderung auswirkt, konnte durch dieses Experiment bestétigt werden, da sich durch
die Reduzierung der Menge an 10 die Ausbeute an Cytidin-Nukleosiden deutlich erhéhen
liel3. Allerdings zeigen die Ergebnisse in Tabelle 3 aber auch, dass der zuvor beobachtete
Effekt auf das Isomerenverhaltnis zwischen Furanose- und Pyranose-lsomeren nach der
Reduzierung der Harnstoffmenge nicht mehr zu beobachten war. Daraus kann
geschlossen werden, dass auch dieser Effekt, wie zuvor schon vermutet, auf den Einfluss
des Harnstoffes zurtickzufuhren ist. Als Ergebnis kann festgehalten werden, dass durch
die Reduzierung der Harnstoffmenge zwar mehr Nukleoside gebildet werden, die Menge
an naturlich vorliegenden B-furano-Isomer sich allerdings insgesamt reduziert (2,1 % auf
0,8 %). Somit stellt sich die Frage, ob es eine optimale Harnstoffmenge gibt, und bei
welcher Harnstoffmenge dieses Optimum vorliegt. Allerdings konnte diese Frage im

Rahmen dieser Arbeit noch nicht beantwortet werden.

5.3.1.3 Zusammenfassung und Ausblick

In einer Apparatur aus Gestein, welche an Reaktionsmulden auf der frihen Erde
angelehnt sein sollten, konnte die Synthese der Cytidin-Nukleoside tUber den in Kapitel
5.1 vorgestellten Syntheseweg, erfolgreich umgesetzt werden. Hierdurch konnte gezeigt
werden, dass unser Bildungsweg zur Cytidin-Synthese robust und auch ohne die
klassischen inerten Laborreaktionsgefal3e durchgefuhrt werden kann. Allerdings konnten
die Ausbeuten und Selektivitdten noch nicht an die zuvor publizierten Resultate
heranreichen, was an einer Vielzahl nicht optimierter Faktoren liegen kann.

Da die Gesteinsreaktionsgefal3e nur von unten beheizt werden, liegt keine einheitliche
Temperatur vor, sondern ein Temperaturgradient, welcher mit zunehmendem Abstand
zur Heizplatte kalter wird. Zuséatzlich macht es dieser Aufbau schwer eine Reaktion bei
exakt derselben Temperatur zu wiederholen, was zu einer erschwerten
Reproduzierbarkeit fuhrt. Diese Einschrankung kénnte allerdings leicht behoben werden,
indem die Gesteinsreaktoren anstatt auf einer Heizplatte in einem Ofen platziert werden.
Hierdurch sollte sich eine einheitliche Temperatur im gesamten Reaktionsgefald
einstellen.

Die Reaktionsmulden in den Gesteinen sind auf ihrer Grundflache nicht eben, sondern

von Vertiefungen und Erhéhungen beeinflusst. Dies fiihrt dazu, dass sich die Produkte
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der dry down Reaktionen nicht gleichmafig auf der der Grundflache anlagern, sondern
hauptséchlich in den Mulden vorliegen und somit die Ausbildung einer homogenen
Reaktionsmischung nicht gelingt. Dieses Problem kdnnte vermutlich durch Verwendung
an groBeren Mengen Startmaterial gelost werden. Dies konnte aber zu langeren
Reaktionszeiten fihren, sodass flir diese Reaktion das Schragstellen der Reaktoren, so
dass sich die Reaktionsmischung in einem Teil der Grundflache sammeln kann, eine
sinnvollere Loésung ist. Zusatzlich sollte das Schrag stellen in einem Ofen deutlich
einfacher zu bewerkstelligen sein, als wenn der Gesteinsreaktor noch auf einer Heizplatte
stehen muss.

Eine begrenzente Anzahl an Gesteinsreaktoren und die lange Reaktionsdauer des ersten
Reaktionsschrittes reduzieren die Anzahl an Screening Madoglichkeiten, wodurch
Optimierungen sehr lange dauerten. Dieses Problem kann nur unter grol3em Material-
und Ressourcenverbrauch geldst werden, wodurch es sinnvoller scheint nicht allzu viele
Faktoren zu optimieren, und sich auf die Publikation der generellen Durchfiihrbarkeit und
nicht auf die bestmoglichste Optimierung zu konzentrieren.

Zusatzlich kénnten mdogliche Oxidationsschaden durch den vorliegenden Sauerstoff
auftreten. Um diesen Faktor zu unterbinden, misste der ganze Aufbau in eine
Schutzgasbox uberfuhrt werden. Dieser Aufwand scheint unverninftig in Anbetracht der
Tatsache, dass bisher keine negativen Einflisse durch Sauerstoff beobachtet worden
sind.

Uberdies konnten weitere Gesteine und Mineralien, entweder als ReaktionsgefaRe oder
als Pulverzusatz auf ihren Einfluss auf die Reaktion getestet werden. Zuséatzlich kdnnten
auch anderer Faktoren wie unter Kaptiel 5.1 nachzulesen auf diesen Ansatz optimiert
werden.

Zusatzlich sollte auch untersucht werden, ob Harnstoff selektiv entfernen werden kann,
z.B. durch selektives Ausfallen von 3-Ureaisoxazol (32), wie in Kapitel 5.1 beschrieben.
Ein sinnvoller Unterschied ware, dass Zn?* durch Carbonatfallung schon aus der Lésung
zu entfernen, und dann erst mit der Ausfallung 32 zu beginnen. Hierbei sollte 32 anhand
seiner Loslichkeit und ohne die Moglichkeit, dass sich Zn-Komplexe ausbilden kdnnen,
als erstes Produkt ausfallen.

Auch koénnten noch andere Nukleosidbildungswege in den Gesteinsreaktoren

durchgefuhrt werden, so dass diese nicht nur auf ein Nukleosid, namlich Cytidin,
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beschrankt sind. Hierbei wére es nattrlich besonders interessant die Purin-Bildung!©7. 108]
zu implementieren, da somit sowohl Pyrimidine als auch Purine zugénglich waéren,

wodurch sich Watson-Crick Basenpaare ausbilden konnten.

71



5.3.2 Synthese von Threose-Nukleosiden

5.3.2 Synthese von Threose-Nukleosiden

5.3.2.1 Prolog

Wie in der Einleitung zur prabiotischen Synthese von Zuckern erwahnt, gibt es viele
prabiotische Synthesen, welche zwar reine Ribose als Zucker verwenden, aber nicht auf
diese beschrankt sind. So sollte, gezeigt werden, dass die im Punkt 5.1 gezeigten
Pyrimidin Synthese auch mit anderen Zuckern durchgefuhrt werden kann. Hierfir wurde
L-Threose (22) gewahlt, weil auch 22 das Zuckergerust einer Nukleinsdure aufbauen
kann, welche die Fahigkeit zur Basenpaarung besitz, die TNA.[1%0. 151 Die TNA besitzt
zudem auch Kkatalytische Fahigkeiten(?>2 153 wobei noch unklar ist ob die
Katalysefahigkeit mit der von RNA vergleichbar ist.['>4 Zusatzlich ist 22 als C4 Zucker
einfacher aufgebaut als Ribose (16), dem C5 Zucker, und kann im Gegensatz zu 16 nur
ein mdogliches ringférmiges Halbacetal formen. Dies reduziert die Anzahl mdéglicher

Stereoisomere von vier auf zwei.
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5.3.2.2 Ergebnisse

In ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dass die L-Threose (22) mit 3-
Ureaisoxazol (32) zwei verschiedene Threose-Cytidine formen kann, namlich das a-und

das B-lsomer (Schema 7, Abbildung 20).
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Schema 7: Reaktionsschema zur Bildung der Throse-Nukleoside
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Abbildung 20: LCMS Diagramm der Reaktion der Cytidin-Vorstufe mit L-Threose (22).

Die Zuordnung der beiden Isomere erfolgte tber die literaturbekanntel*® Synthese eines
Standards.

Die Analyse zeigte, dass 31% Nukleoside gebildet wurden, was eine deutlich geringere
Ausbeute verglichen mit Ribose darstellt. Allerdings wurde diese Reaktion nicht weiter
optimiert, sondern aufgrund der eingeschrankten kommerziellen Verfligbarkeit von 22 nur
in geringer Anzahl durchgefiihrt. Besonderes Interesse erwecken die drei lila markierten
Peaks (Abbildung 20), welche eine Masse besitzen, die einem Addukt von Cytosin mit
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5.3.2 Synthese von Threose-Nukleosiden

zwei Molekilen L-Threose (22) entsprechen. Allerdings wurde die Position des zweiten
Molekils Threose nicht aufgeklart. Es wurde aber angenommen, dass dieses zweite
Molekul 22 am wahrscheinlichsten am exocyclischen Amin des Threose-Nukleosides
sitzt. Dieses Phanomen liel3 sich fir Ribose (16) in dieser Reaktion nicht beobachten,
jedoch fur die Reaktion von 16 mit den FaPys[: 1561 Hier zeigte sich, dass eine
Verlangerung der Reaktionszeit zur Hydrolyse dieser Produkte zum zugehorigen
Nukleosid fuhrt und somit hier die Ausbeute an Threose-Nukleosiden durch Verlangerung
der Reaktionszeit gesteigert werden konnte. Die geringe Menge an gebildetem Cytosin
(6) zeigt, dass die Basenvorstufe sehr gut mit 22 reagiert und auch die glykosidische
Bindung stabil ist, da ansonsten deutlich grol3ere Mengen der freien Base gebildet worden

waren.

Bei Reaktion des 3-Urea-isoxazols (32) mit anderen Zuckern (Xylose, Arabionse und
Lyxose), zeigte sich zudem, dass diese Basenvorstufe mit allen Aldosen Nukleoside
bildet. Hierbei konnte die richtige Anzahl an Isomeren mit der richtigen Masse bei LCMS
Messungen beobachtet werden. Allerdings wurden hierfur keine Standards synthetisiert,
sodass auch keine Ausbeute bestimmt werden konnten. Bei Reaktionen mit Ketosen
(Ribulose (20), Sorbose und Fructose) konnte keine Nukelosidbildung detektiert werden.
Dies ist besonders beachtlich, da der Hydroxyapatit katalysierte Bildungsweg fur die
Zuckersynthesel’™, welcher in der Einleitung in der prabiotischen Zuckersynthese erwahnt

wird, neben Ribose nur Pento-ketosen ausbildet.

5.3.2.2 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass auch andere Zucker, welche basenpaarungsfahige
Nukleinsauren ausbilden konnen, Uber den Isoxazol-Syntheseweg auch Cytidin-
Nukleoside bilden konnen. Auch konnte durch die Beschrankung auf Aldosen ein
Selektionsvorteil flr Ribose durch diesen Syntheseweg ausgemacht werden.

Aber fur deutlichere Aussagen oder um die allgemeine Giiltigkeit zu bestéatigen, mussten
noch viele weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. So mussten noch weitere
Zucker untersucht werden, um die beobachteten Trends zu bestéatigen. Auch mussten die
Reaktionen optimiert werden und zusétzlich Standards synthetisiert werden, um die

Peaks den Isomeren zuordnen zu kénnen.
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Auch sollten diese Reaktionen dann mit dem unter 5.2 erwahnten direkten Bildungsweg
fur Uridine durchgefuhrt werden. Zusatzlich sollten sie auf ihre Kompatibilitat zur
Purinbildung uber die FaPy-Synthesewege untersucht werden, ob hierbei ahnliche oder
doch kontrare Ergebnisse beobachtet werden kénnen.

Aber dieser Trend fur die Cytidin-Synthese zeigt, dass der verwendete Zucker einen
gewissen Einfluss auf die Ergebnisse hat. Dieser Einfluss wird allerdings bisher in den
Erklarungsversuchen, warum Ribose als Zucker der Nukleinsduren ausgewahlt wurde,
grofdtenteils vernachlassigt. Diese Untersuchungen kénnten fir die Zukunft noch einige
Erkenntnisse liefern, warum gerade Ribose (16) als Zucker der Nukleinsauren auserwéahlt

wurde.
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5.3.3 Entwicklung eines Reaktionspfads zur Synthese von Thymidin-Nukleosiden

5.3.3.1 Prolog

Da Thymin (24) als Base zwar nicht in RNA jedoch in DNA enthalten ist, stellt sich die
Frage, ob 24 schon préabiotisch auf der frihen Erde gebildet oder erst spater von
Lebewesen erzeugt wurde. Obwohl es bereits eine prabiotische Synthese aus Uracil (7)
gibt, welche Uber das 5-Hydroxymehtyluridinel*>] ablauft, wollten wir testen, ob die in
Kapitel 5.1 und 5.2 erwahnten Pyrimidin-Bildungswege auch in leicht abgewandelter Form
zur Synthese anderer Pyrimidine geeignet ist. Hierfir wurde zuerst einmal folgender

Bildungsweg postuliert (Schema 8).

4 X i X
2 .
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=N /0 /0 / "OH
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| i" -NH; H
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Schema 8: PostulierterBildungsweg zur Thymidinsynthese.

Dieser Bildungsweg ist im Prinzip ahnlich aufgebaut wie der unter Kapitel 5.2 vorgestellte
Weg fur Uridin, nur dass anstatt 5-Aminoisoxazol (33) 4-Methyl-5-aminoisoxazol (34) als
Startmaterial verwendet wurde. Der Bildungsweg schien realisierbar, da Literaturl8! f{ir
nukleophile Reaktionen in Position 4 flr 5-substituierte Isoxazole existiert.

Zur Durchfiihrung dieses Syntheseweges mussten zunachst alle nicht umklammerten
Strukturen (Schema 8) dieses Bildungswegs synthetisiert werden. Es wurde
angenommen, dass dieser Reaktionspfad ausgehend von 34 analog zu den anderen
Pyrimidinbildungswegen tber Aminoisoxazole (Kapitel 5.1 und 5.2) durchfihrbar ist.
Trotzdem sollten die daftir notwendigen Reaktionsschritte auf ihre prabiotische

Plausibilitat hin demonstriert werden, wie im Folgenden dargelegt wird.
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5.3.3.2 Ergebnisse

In einem ersten Schritt galt es aus 4-Methyl-5-aminoisoxazol (34) das 4-Methyl-5-
ureaisoxazol (35) herzustellen. Dies gelang auch unter Zn?* Katalyse mit NaOCN in 13 %
Ausbeute (Abbildung 21).
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Abbildung 21: LCMS Diagramm der Reaktion von 4-Methyl-5-aminoisoxazol (34) (blau) zu 4-Methyl-
5-ureaisoxazol (35) (griin).

Auch die Reaktion des Urea-Derivates mit Ribose (16) in einer dry down Reaktion mit
Borsaure zeigte bei LCMS-Analysen die Bildung der vier moéglichen Isomere mit der
richtigen Masse, allerdings wurden bisher noch keine Kalibierungsgeraden erstellt um die
Ausbeuten zu bestimmen. Auch die reduktive Ringoffnung des im vorherigen Schritt
erhaltenen Ribosids zum Thymin-Ribose-Nukleosid mit DTT unter Eisen(ll)-Katalyse in
einem Borat-Carbonatpuffer, konnte beobachtet werden. Wiederum konnten alle vier
maoglichen Isomere bei Analyse des LCMS-Diagramms identifiziert werden, wobei eine
starke Selektivitat fir ein Isomer zu beobachten ist (Abbildung 22). Auch hier wurde bisher
noch keine Kalibrierungsgerade zur Bestimmung der Ausbeute erstellt, da es bisher nicht

gelungen ist 34 prabiotisch herzustellen. Alle Reaktionen wurden unter gleichen oder
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ahnlichen Bedingungen wie im analogen Uridin-Bildungsweg unter Kapitel 5.2

durchgefuhrt.
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Abbildung 22: LCMS-Diagramms der Umwandlung zu Thymidin unter prdbiotischen Bedingungen und
Bildung der vier méglichen Isomere (hervorgehobene Peaks).

5.3.2.3 Zusammenfassung und Ausblick

Da es uns noch nicht gelungen ist, 34 prabiotisch herzustellen, wurde dieser Bildungsweg
nicht weiter untersucht. Dennoch konnte gezeigt werde, dass jede im Anschluss
notwendige Reaktion durchfihrbar ist. Somit wirde ein prabiotischer Bildungsweg zur
Synthese von Thymidin-Ribose Nukleosiden bereitstehen, sobald eine Synthese des
Edukts vorliegt.

Allerdings sollte der Thymin-Weg sogar besser durchfiihrbar sein als der analoge
Bildungsweg fur Uridine, da anzunehmen ist das 4-Methyl-5-aminoisoxazol (34) potentiell
nukleophiler ist als 5-Aminoisoxazol (33). Dies kdnnte ebenfalls erklaren, weswegen das
4-Methyl-5-urea-Ribosid analog zum 3-Urea-Ribosid synthetisch hergestellt werden kann,
was fur das 5-Urea-Ribosid nicht gelungen ist. Bei dieser Synthese reagiert das
verwendete Aminoisoxazol mit einem Zuckerisocyanat.

Aufgrund der hieraus abgeleiteten hoheren Nukleophilie sollte der prabiotische
Reaktionsschritt zur Bildung des Urea-lIsoxazols besser funktionieren als im analogen
Schritt des Uridin Bildungsweges (Kapitel 5.2). Zusatzlich gilt es, die hohe Selektivitat fur
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eines der vier Thymidin-lsomer naher zu untersuchen und festzustellen, welches Isomer

bevorzugt gebildet wird.

Aufgrund dieser Faktoren sollte die Suche nach einer prabiotischen Synthese fiir 34
intensiviert werden und sich hierbei nicht nur auf die Methylierung von 33 konzentriert
werden. Die Synthese sollte auch analog der klassischen Synthese unter Anhang C des
4-Methyl-5-aminoisoxazols (34) ausgehend von 2-Methyl-cyanoacetaldehyd prabiotisch
moglich sein. Somit ware nur noch eine prabiotische Synthese fir 2-Methyl-

cyanoacetaldehyd notwendig.
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6. Abklirzungsverzeichnis

6. Abkurzungsverzeichnis

a-f = o-furano

a-py = a-pyrano

A = Adenosin

Aq = Aquivalente

b-f = B-furano

b-py = B-pyrano

C = Cytosin

DCM = Dichlormethan

DNA = Desoxyribonukleinsaure

DTT = Dithitheritol

EtOH = Ethanol

FaPy = Formamidopyrimidin

G = Guanin

g = Gramm

HCN = Hydrogencyanid, Blausaure
HPLC = High Performance Liquid Chromathography
LCMS = Liquid Chromathography Mass Spectrometry
LUCA = Last universal common ancestor
MeCN = Acetonitril

MeOH = Methanol

mL = Milliliter

mmol = Millimol

RNA = Ribonukleinsaure

T = Thymin

THF = Tetrahydrofuran

TNA = Threosenukleinsaure

U = Uracil
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uv

Ultraviolett
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Materials and Methods

General Information

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Fluka, ABCR, Carbosynth, TCI or
Acros organics and used without further purification. The solvents were of reagent grade
or purified by distillation. Chromatographic purification of products was accomplished
using flash column chromatography on Merck Geduran Si 60 (40-63 pm) silica gel
(normal phase). 'H- and '3C-NMR spectra were recorded on Varian Oxford 200, Bruker
ARX 300, Varian VXR400S, Varian Inova 400, Bruker AMX 600 and Bruker AVIIIHD
400 spectrometers and calibrated to the residual solvent peak. Multiplicities are
abbreviated as follows: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet, br =
broad. High-resolution ESI spectra were obtained on the mass spectrometer Thermo
Finnigan LTQ FT-ICR. IR measurements were performed on Perkin Elmer Spectrum BX
FT-IR spectrometer with a diamond-ATR (Attenuated Total Reflection) setup. Melting
points were measured on a Biichi B-540 device. For preparative HPLC purification a
Waters 1525 binary HPLC Pump in combination with a Waters 2487 Dual Absorbance
Detector was used, with a Nucleosil 100-7 C18 reversed phase column. The prebiotic
reactions were analyzed by LC-ESI-MS on a Thermo Finnigan LTQ Orbitrap XL and
were chromatographed by a Dionex Ultimate 3000 HPLC system. All chromatographic
separations except for nucleotides were performed on an Interchim Uptisphere120 3HDO
C18 column with a flow of 0.15 ml/min and a constant column temperature of 30 °C.
Eluting buffers were buffer A (2 mM HCOONH4 in H>O (pH 5.5)) and buffer B (2 mM
HCOONH4 in H20/MeCN 20/80 (pH 5.5)). The gradient for isoxazole containing
compounds and pyrimidine nucleosides was 0 — 20 min, 0% — 4% buffer B. The
gradient for purine nucleosides was 0 — 45 min, 0% — 15% buffer B. Chromatographic
separation for nucleotides were performed on a YMC-Triart C18 column with a flow of
0.20 ml/min and a constant column temperature of 40 °C. Eluting buffers were buffer A
(10 mM NH4HCO3 and 5 mM dibutylamine in H,O (pH 9.1)) and buffer B (MeCN). The
gradient was 0 — 10 min, 0% — 20%; 10 — 20 min, 20% — 20% buffer B. The elution
was monitored at 223 nm and 260 nm (Dionex Ultimate 3000 Diode Array Detector).
The chromatographic eluent was directly injected into the ion source without prior
splitting. Tons were scanned by use of a positive polarity mode over a full-scan range of
m/z 80-500 with a resolution of 30000. Nucleotides were scanned by use of a negative
polarity mode over a full-scan range of m/z 120-1000 with a resolution of 30000. The
synthetic standards for the co-injection experiments were synthesized in our lab (see
synthetic procedures or according to reported literature (6)) or purchased. XRD
measurements were performed on a STOE powder diffractometer in transmission
geometry (Cu-Kal, A = 1.5406 A) with a step size of 2°20 (30 seconds per step) and
equipped with a position-sensitive Mythen-1K detector. The X-ray intensity data was
measured at a temperature of 100 K on a Bruker D8 Venture TXS system equipped with
a multilayer mirror optics monochromator and a Mo Ka rotating-anode X-ray tube (A =
0.71073 A). The frames were integrated with the Bruker SAINT software package using
a narrow-frame algorithm. Data were corrected for absorption effects using the Multi-
Scan method (SADABS). The structures were solved and refined using the Bruker
SHELXTL software package.




Degradase digestion

Isolated nucleotides in 42 pl. H,O were digested as follows: 10X DNA Degradase™
Reaction Buffer (5 pL), together with 8 U DNA Degradase Plus™ (2 pL, Zymo
Research) and 3.5 U of Benzonase® Nuclease (1 uL, Merck, purity >90%) was added
and the mixture was incubated at 37 °C for 2 h. The sample was directly analysed by LC-
MS according to the general information.

Apyrase digestion

Isolated nucleotides in 17.6 uLL H>O were digested as follows: 10X Apyrase reaction
buffer (2 pL, NEB) was added together with 0.2 U of apyrase (0.4 puL, NEB). The
mixture was incubated at 30 °C for 2 h. The sample was directly analysed by LC-MS
according to the general information.

Synthetic Procedures
Hydroxylammonium chloride (2)
HO-NH;" ™

A solution of potassium hydroxylamine disulfonate 6 (269 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq)
(28) in 100 mM aq. HCl (10 mL) was shaken at 850 rpm and 90 °C for 2 h in an
Eppendorf ThermoMixer®. The reaction mixture was treated with BaCl, (489 mg, 2.00
mmol, 2.0 eq) and left for 5 min at 90 °C to precipitate the formed sulfates. The resulting
suspension was filtered, and the filtrate was lyophilized to afford a white residue, which
was extracted with EtOH (3 x 5 mL). After removing the solvent in vacuo,
hydroxylammonium chloride 2 was identified via 'H-NMR (Fig. S1).

Note: Under neutral conditions, hydrolysis of hydroxylamine disulfonate proceeds
over a much longer period of time (28, 44).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 10.32 (s, 3H), 10.11 (s, 1H).

((2-Cyanovinyl)oxy)(sulfonato)sulfamate (7) via hydroxylamine disulfonate (6)
SO;
N - M+
0" SO,

S
Prebiotically from SO, and NO,:

NaNO; (2.76 g, 40.0 mmol, 1.0 eq) and Na>S;0s (4.18 g, 22.0 mmol, 0.55 eq) were
dissolved in H>O (150 mL). SO, was passed through the solution under stirring, while the
temperature increased from 25 °C to about 35 °C. When a pH of 3 was reached, the gas
injection was stopped and 700 pL of the reaction mixture were transferred into a
microcentrifuge tube. After the successive addition of aq. Na,CO3 (300 pL, 1 M) and
cyanoacetylene (6.26 puL, 100 pmol), the mixture was shaken at 25 °C and 850 rpm for
60 min in an Eppendorf ThermoMixer®. For quantification, a sample of 100 puL was
treated with aq. 14.3 mM NaOAc (350 pL, as internal standard) and D,O (50 pL). NMR
spectroscopy (Fig. S2a) revealed the formation of (Z)-((2-cyanovinyl)oxy)(sulfonato)-
sulfamate (7, 88%).

From hydroxylamine disulfonate:




To a solution of NaxCO3 (106 mg, 1.00 mmol, 2.2 eq.) and 6 (121 mg, 450 umol, 1.0
eq) in H>O (5 mL) was added cyanoacetylene (31.3 uL, 500 umol, 1.1 eq.). The mixture
was shaken at 25 °C and 850 rpm for 40 min in an Eppendorf ThermoMixer®. The
mixture was neutralized with aq. 2 M HCI (500 pL) and lyophilized to obtain crude (Z)-
((2-cyanovinyl)oxy)(sulfonato)sulfamate (7) as identified via NMR (Fig. S2b). Note:
Compound 6 was synthesized according to literature (28).

'"H NMR (400 MHz, D,0) § 7.38 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 4.91 (d, J = 7.0 Hz, 1H). 13C
NMR (101 MHz, D>O) 6 160.35, 115.47, 74.52. HRMS (ESI-): calc.: [C3H3N207S2]
242.9387, found: 242.9386 [M-H]".

General procedure for the formation of 3-aminoisoxazole (4) under prebiotic

conditions
NH,

ﬁw
o

From hydroxyurea:

To a mixture of a divalent metal salt (13.6 mg ZnCl; or 23.8 mg CoCl>- 6 H>O, 100
umol, 1.0 eq.), Na>xCOs (42.4 mg, 400 umol, 4.0 eq.), urea (24.0 mg, 400 pmol, 4.0 eq.),
hydroxylurea (8.0 mg, 105 umol, 1.1 eq.) in H>O (1 mL) was added cyanoacetylene (6.26
pL, 100 pmol, 1.0 eq.). The mixture was shaken at 25 °C and 850 rpm for 2 h in an
Eppendorf ThermoMixer®. A sample (10 pL) was taken and diluted with H2O (990 uL)
to 1 mL for LC-MS analysis (5 pL injection volume). Compound 4 was formed in 88%
(Zn*") and 83% (Co*") yield, respectively. The yield was determined by LC-MS
measurement with the calibration curve prepared using commercially available 3-
aminoisoxazole. For the confirmation of the structural integrity, the reaction mixture was
extracted with diethylether, dried over MgSO4, concentrated and the crude residue
purified by flash column chromatography (CH>Cl.:MeOH = 20:1). The NMR spectrum
of the isolated compound was identical to that of a commercial sample.

From SO; and NO»:

NaNO; (2.76 g, 40.0 mmol, 1.0 eq) and Na>S;0s (4.18 g, 22.0 mmol, 0.55 eq) were
dissolved in H>O (150 mL). SO, was passed through the solution under stirring, while the
temperature increased from 25 °C to about 35 °C. When a pH of 3 was reached, the gas
injection was stopped and 700 pL of the reaction mixture were transferred into a
microcentrifuge tube. After the successive addition of aq. Na,CO3 (300 pL, 1 M) and
cyanoacetylene (6.26 pL, 100 pumol), the mixture was shaken at 25 °C and 850 rpm for
60 min in an Eppendorf ThermoMixer®. To accelerate hydrolysis (44), 900 pL of the
reaction mixture were acidified with aq. conc. HCI (100 uL) and shaken at 50 °C and 850
rpm for 60 min in an Eppendorf ThermoMixer®. Compound 4 was formed in 63% yield.
The yield was determined by LC-MS measurement with the calibration curve prepared
using commercially available 3-aminoisoxazole.

From hydroxylamine:

To a mixture of ZnCl (6.8 mg, 50 pmol, 0.5 eq), Na>xCO3 (26.5 mg, 250 umol, 2.5
eq), urea (12.0 mg, 200 umol, 2.0 eq), 40% wt hydroxylamine (6.32 pL, 0.105 mmol, 1.1
eq) in H>O (1 mL) was added cyanoacetylene (6.26 puL, 100 umol, 1.0 eq). The mixture




was shaken at 25 °C and 850 rpm for 3.5 h in an Eppendorf ThermoMixer®. A sample
(10 uL) was taken and diluted with H>O (990 puL) to 1 mL for LC-MS analysis (5 pL
injection volume). Compound 4 was formed in 17% yield. The yield was determined by
LC-MS measurement with the calibration curve prepared using commercially available 3-
aminoisoxazole.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8.32 (d, J = 1.7 Hz, 1H, HC5), 5.88 (d, J = 1.7
Hz, 1H, HC4), 5.57 (s, 2H, NHz). C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 163.76 (C5),
158.73 (C3), 97.71 (C4).

N-isoxazolyl-urea (8)

0
HN/[<NH2

[N
o
Prebiotic Synthesis from 4:

To a solution of urea (120 mg, 2.00 mmol, 4.0 eq.) and a divalent metal salt (68 mg
ZnCl or 119 mg CoCl, - 6 H,O; 0.5 mmol, 1.0 eq.) in H2O (500 uL) was added 3-
aminoisoxazole (36.9 pL, 500 umol, 1.0 eq.). The mixture was shaken at 850 rpm and
95 °C for 2 d in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to allow water to evaporate.
The resulting residue was dissolved in H>O to a final volume of 1 mL. A sample (10 uL)
was taken and diluted with H,O (2000 x) for LC-MS analysis (5 pL injection volume).
Compound 8 was formed in 88% (Zn*"), 68% (Co*") and 25% (no metal) yield,
respectively. The yield was determined by LC-MS measurement with the calibration
curve prepared using synthetic N-isoxazolyl-urea.

For prebiotic enrichment, five replicates of the aforementioned reaction were
prepared using ZnCl,. The crude products were combined and resuspended in HO (50
mL). After treatment with K,COs3 (2.76 g, 20 mmol, 4.0 eq.) in HoO (10 mL), the
resulting suspension was mixed and centrifuged at 5000 rpm for 5 min. The supernatant
was transferred into a 100 mL beaker and left at RT for 5 d to allow for crystallization by
concentration. Crystallized N-Isoxazolyl-urea (348 mg, 2.74 mmol, 55%) was collected
and analyzed by X-ray spectroscopy.

One-pot prebiotic synthesis from 1:

To a mixture of a divalent metal salt (13.6 mg ZnCl; or 23.8 mg CoClz- 6 H2O; 100
umol, 1.0 eq.), Na,COs3 (42.4 mg, 400 umol, 4.0 eq.), urea (24.0 mg, 400 umol, 4.0 eq.),
hydroxylurea (8.0 mg, 105 pmol, 1.1 eq.) in H2O (1 mL) was added cyanoacetylene (6.26
pL, 100 pmol, 1.0 eq.). The suspension was shaken at 25 °C and 850 rpm for 2 h in an
Eppendorf ThermoMixer®. The mixture was neutralized with conc. aq. HCI (70.4 uL)
and left to equilibrate for several minutes at 95 °C to adjust the pH to ~6-7. The resulting
solution was shaken at 95 °C and 850 rpm for 2 d in an Eppendorf ThermoMixer® open
to the air to allow water to evaporate. The resulting residue was dissolved in H>O to a
final volume of 1 mL. A sample (10 pL) was taken and diluted with H>O (990 pl) to 1
mL for LC-MS analysis (5 pL injection volume). Compound 8 was formed in 56% (Zn>")




and 40% (Co?") yield, respectively. The yield was determined by LC-MS measurement
with the calibration curve prepared using synthetic N-isoxazolyl-urea.
Synthetic reference:

3-aminoisoxazole (1.14 g, 1.00 ml, 13.5 mmol) was dissolved in dry THF (20 ml)
under inert atmosphere at 0°C. 2,2,2-trichloroacetylisocyanate (2.45g, 1.61 ml,
13.5 mmol) was slowly added to the solution and the reaction was stirred at rt for 2 h.
The reaction was quenched with MeOH (10 ml) and the solvent removed in vacuo. After
co-evaporation with EtOH (2 x 20 ml) the product was obtained as a colorless solid
(3.44 g, 12.6 mmol, 93 %). The crude product (3.12 g, 11.4 mmol) was dissolved in
methanolic ammonia (10 mL, 7 M) and stirred for 1.5 h at rt. MeOH (20 mL) und EtOH
(20 mL) were added to the reaction to obtain a clear solution. Et;O (40ml) was added to
the clear solution to precipitate the product. The crude product was filtered off and was
subsequently dissolved in H,O (20 ml). After filtering through celite, the solvent was
removed by freeze-drying to obtain the product as a colorless solid (1.16 g, 9.15 mmol,
80%).

mp: 175 °C. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 9.41 (s, 1H, HN4), 8.65 (d,
3J=1.7 Hz, 1H, HC5), 6.70 (d, °>J = 1.7 Hz, 1H, HC4), 6.28 (s, 2H, NH,)."*C NMR (101
MHz, DMSO-ds) J (ppm) = 159.4 (C5), 158.6 (C3), 154.6 (CO), 98.2 (C4). HRMS
(ESI+): calc.: [C4HsN30,]" 128.0455, found: 128.0455 [M+H]". IR (cm™): v = 3486
(vw), 3389 (w), 3259 (vw), 3179 (w), 3194 (w), 3033 (W), 2958 (w), 1752 (m), 1730 (m),
1686 (w), 1631 (w), 1592 (vs), 1537 (w), 1486 (m), 1416 (s), 1378 (s), 1343 (w), 1298
(vw), 1284 (w), 1123 (m), 1070 (w), 1039 (vw), 981 (vw), 928 (w), 891 (w), 797 (s), 756
(vs), 654 (w).

Formation of 3-aminoisoxazole 4 in the presence of 19 and 20

- NH2+

0 NH,"
(@] N HzN)J\S/ 0 _O )J\Z
JoH - | 20 + N [N+ N HNTST

HN" N NN 7 { ! 20
= aq. Na,COg3 _ X
3 19 1 H NZ NN
4 19

To a solution of the methylthioamidine 20 salt of (hydroxyimino)malononitrile 19 (9.3
mg, 50 umol, 0.5 eq), Na>xCOs (26.5 mg, 250 umol, 2.5 eq.), and hydroxylurea 3 (8.0 mg,
0.11 umol, 1.1 eq.) in H2O (1 mL) was added cyanoacetylene (6.26 pL, 100 pmol, 1.0
eq). The mixture was left at rt for 10 min. A sample (10 uL) was taken and diluted with
H>0 (990 pL) to 1 mL for LC-MS analysis (5 pL injection volume). Compound 4 was
formed in 86% yield. The yield was determined by LC-MS measurement with the
calibration curve prepared using commercially available 3-aminoisoxazole.

Prebiotically linked syntheses of pyrimidine (8) and purine (22,24) precursors (see
Fig. 5 and Fig. S10)
o

H
HN/Z(NHZ Ox N AN R = SMe (24)
{ and | ) R=H (22)
| o H,N- N7 >R

8

NH,



(A)Formation of 2-( methvlthio)-S-nitrosopvrimidine 4,6-diamine 21

NH2 o
= f
2
%2 /\ NH, )\ -
\Z Q H,N S
4

The methylthioamidine salt of (hydroxyimino)malononitrile (130 mg, 0.7 mmol, 0.5
eq.) was suspended in 3-amino-isoxazole (103 pL, 1.39 mmol, 1 eq.) and shaken at 95 °C
and 850 rpm for 3 h in an Eppendorf ThermoMixer®. To the reaction mixture was added
an aq. solution of urea (4 eq. in 1 mL H20O). The reaction mixture was filtered, the residue
was washed with H O (1 mL) and dried to afford crude 2-(methylthio)-5-nitroso-
pyrimidine-4,6-diamine 21 (57 mg, 0.31 mmol, 45%). The filtrate was kept for the
formation of 8.

(B) Formation of formamidopyrimidine 22 and 24

O NH, NH,
\
N |\N ag HCOOH,zn O f\ E aMzez(M)
)
HoN N/)\S/ HoN )\
21

The intermediate 21 (46 mg, 0.25 mmol, 1.0 eq) was suspended in aqg. HCOOH
(4.5%, 2.5 mL) in the presence of elementary Zn powder (65 mg, 1.0 mmol, 4.0 eq). The
reaction mixture was stirred at 70 °C in a sealed 15 mL Ace pressure tube for 4 h. After
cooling to rt, the mixture was diluted with H,O (2.5 mL) and filtered. The filtrate was
analysed by LC-MS (see Fig. 5b) and was used for the formation of 8 in the next step.

(C) Formation of isoxazolyl-urea 8

(@]
NH,
{ Urea, Zn%* HN//<NH
| °N - N\
o | N
o

4 8

/

The filtrate from (B) was transferred into a conical glass tube containing the filtrate
of (A). The solution was left at 95 °C for 2d in the oven open to the air to allow water to
evaporate. After cooling to rt, the resulting solid was suspended in H>O (10 mL). A
sample (100 uL) was taken and diluted with HO (10 x) for LC-MS analysis (5 pL
injection volume). FaPyA (22), FaPyms’A (24) and N-isoxazolyl-urea (8), were
observed as main products (see Fig. 5¢).



N-isoxazolyl-N’-ribosyl-urea (10a-d)
0
HN/«N,Ribose
1
o
Prebiotic synthesis:

N-isoxazolylurea (6.4 mg, 0.05 mmol) was thoroughly ground up with ribose (37.5
mg, 0.25 mmol, 5 eq.) and boric acid (0.8 mg, 0.013 mmol, 0.25 eq.). The mixture was
heated overnight in an oven at 95 °C. Alternatively the reaction can also be performed by
a dry-down method, where a solution of N-isoxazolylurea (500 ul, 0.05 mmol, 100 mM)
is mixed with a ribose (83 pl, 0.25 mmol, 3 M) and boric acid (25 ul, 0.013 mmol, 500
mM) solution. The mixture was kept in an oven for 20 h at 95 °C. The sample was
dissolved in H>O (2 ml) and analyzed by LC-MS. To confirm the structural integrity, the
different isomers were isolated by reversed phase HPLC in pure form.

Synthetic reference:

1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranose (17.0 g, 33.8 mmol) was dissolved
in dry DCM (300 ml) under inert atmosphere. TiCls (4.46 mL, 40.7 mmol) was added
and stirred for 2 h at rt. H O (250 ml) was added and filtered through celite. The organic
layer was separated and the aqueous phase was extracted with DCM (3 x 100 ml). The
combined organic layers were washed with sat. NaCl (300 ml), dried over MgSOs,
filtered and the solvent was removed in vacuo. The crude product was dissolved in dry
toluene (300 ml) and AgNCO (6.25 g, 41.6 mmol) was added. After refluxing for 2.5 h,
the reaction mixture was filtered through celite and washed with dry toluene. To the clear
solution was added 3-aminoisoxazole (3 ml, 40.6 mmol) and stirred for 16 h at rt. The
solvent was removed in vacuo and the product purified by flash column chromatography
(DCM:MeOH 50:1). The product was dissolved in methanolic ammonia (330 ml, 7 M)
and stirred for 18 h at rt. The solvent was removed in vacuo and the product purified by
flash column chromatography (DCM:MeOH 17:3 — 4:1). The product was obtained as a
colorless foam and contained a 3:1 mixture of the a- and B-furanoside (4.87 g, 18.8
mmol, 56%). The a- and B-furanosides were isolated in pure form by reversed phase
HPLC to confirm the structural integrity.

o-furanosyl-isomer 10a

I F

ho O

mp: (131 °C).'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 9.85 (s, 1H, NH), 8.66 (d,
3J=1.7Hz, 1H, HCS), 7.24 (d, 3>J = 9.5 Hz, 1H, C1‘NH), 6.73 (d, >J = 1.8 Hz, 1H, HC4),
5.50 (dd, 3J=9.5, 4.4 Hz, 1H, HC1°), 5.41 (br, 1H, C3‘OH), 5.03 (br, 1H, C2‘OH), 4.66
(br, 1H, C5‘0H), 3.92 (t, 3J = 4.4 Hz, 1H, HC2%), 3.87 (dd, °J = 6.6, 4.5 Hz, 1H, HC3"),
3.71 (ddd, J = 6.5, 4.9, 3.1 Hz, 1H, HC4*), 3.49 (dd, 2/ = 11.7 Hz, *J = 3.1 Hz, 1H,
H,C5%), 3.39-3.35 (m, 1H, HyC5°). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 159.5
(C5), 158.4 (C3), 153.3 (CO), 98.3 (C4), 81.9 (C4*), 80.6 (C1°), 71.1 (C3”), 70.1 (C2"),
61.6 (C5’). HRMS (ESI+): calc.: [CoH14N306]" 260.0877, found: 260.0877 [M+H]". IR

8



(eml): ¥ = 3852 (w), 3820 (w), 3648 (w), 3283 (w)m 1843 (vw), 1771 (w), 1717 (m),
1699 (s), 1652 (vs), 1634 (s), 1575 (m), 1558 (vs), 1539 (vs), 1506 (vs), 1456 (s), 1436
(m), 1418 (m), 1032 (m), 971 (m).

B- furanosyl 1somer 10b

f@”@*}

“OH

mp: 120 °C (decomp.)."H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 9.63 (s, 1H, NH),
8.67 (d, °J = 1.7 Hz, 1H, HCS), 7.13 (d, 3*J = 9.5 Hz, 1H, C1‘NH), 6.74 (d, °*J = 1.7 Hz,
1H, HC4), 5.20 (dd, *J=9.5, 5.4 Hz, 1H, HC1*), 5.12 — 4.68 (m, 3H, C2’OH, C3’OH and
C5‘OH), 3.85 (t, *J = 4.6 Hz, 1H, HC3*), 3.71 (t, *J = 5.4 Hz, 1H, HC2*), 3.67 (q, *J = 4.2
Hz, 1H, HC4), 3.45 (dd, 2J = 11.7 Hz, *J = 4.0 Hz, 1H, H,C5%), 3.42 — 3.39 (m, 1H,
HyC5¢).3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 159.6 (C5), 158.3 (C3), 153.4 (CO),
98.3 (C4), 84.4 (C1), 83.5 (C4°), 74.3 (C2°), 70.3 (C3), 61.8 (C5°). HRMS (ESI+):
calc.: [CoH13NaN306]" 282.0697, found: 282.0696 [M+Na]". IR (cm™): v = 3268 (m),
1677 (m), 1599 (s), 1537 (vs), 1478 (s), 1403 (m), 1228 (m), 999 (vs), 893 (s), 777 (vs).

a-pyranosyl-isomer (10c¢)

O

mp: 190 °C. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 9.97 (s, 1H, NH), 8.67 (d,
3J=1.8 Hz, 1H, HCS), 7.47 (d,*J=9.1 Hz, 1H, C1‘NH), 6.74 (d, °*J = 1.8 Hz, 1H, HC4),
5.25 — 4.87 (m, 4H, HC1¢, C2°‘OH, C3‘OH, C5‘OH), 3.70 (t, °J = 2.8 Hz, 1H, HC3"),
3.64 — 3.44 (m, 4H, HC2‘, HC4‘, H.C5¢, H,C5°). ®C NMR (101 MHz, DMSO-dj)
S (ppm) = 159.5 (C5), 158.4 (C3), 153.4 (CO), 98.4 (C4), 77.9 (C1’), 69.4 (C3’), 69.3
(C4%), 68.4 (C5’) 67.6 (C2’). HRMS (ESI+): calc.: [CoH13N306]" 260.0877, found:
260.0877 [M+H]". IR (cm™): v = 3090 (vw), 2363 (m), 2271 (w), 1956 (w), 1700 (vs),
1683 (s), 1652 (s), 1823 (w), 1732 (w), 1700 (vs), 1683 (s), 1652 (s), 1609 (w), 1559 (m),
1509 (m), 1456 (s), 707 (w), 680 (m), 656 (s).

B-pyranosyl-isomer (10d)

O/,o H

mp: 175 °C (decomp.). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 9.46 (s, 1H,
NH), 8.68 (d, *J = 1.8 Hz, 1H, HC5), 6.89 (d, >J = 9.1 Hz, 1H, C1‘NH), 6.74 (d, *J=1.8
Hz, 1H, HC4), 4.90 (t, °>J=9.1 Hz, 1H, HC1¢), 4.84 (d, >J = 3.6 Hz, 1H, C3‘OH), 4.82 (d,
J = 7.4 Hz, 1H, C2°OH), 4.69 (d, 3J = 6.5 Hz, 1H, C4°OH), 3.88 (q, J = 2.8 Hz, 1H,
HC3’), 3.55 — 3.47 (m, 1H, HC4%), 3.47 — 3.37 (m, 2H, H.C5°, H,C5¢), 3.18 (ddd, J =



9.1, 7.4, 2.8 Hz, 1H, HC2*). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 159.7 (C5),
158.3 (C3), 153.6 (CO), 98.3 (C4), 77.5 (C1°) 70.9 (C3°), 69.9 (C2°), 67.0 (C4°), 64.1
(C5%). HRMS (ESI+): calc.: [CoH13N306]" 260.0877, found: 260.0877 [M+H]". IR (cm
D): v = 3314 (m), 2871 (vw), 1941 (vw), 1705 (vs), 1598 (w), 1540 (vs), 1476 (w), 1432
(vw), 1336 (vw), 1282 (m), 1266 (w), 1208 (w), 1168 (m), 1139 (m), 1088 (w), 1065(m),
1035 (vs), 1004 (m), 950 (s), 916 (w), 886 (m), 804 (m), 789 (vs), 744 (w), 706 (m).

Prebiotic formation of pyrimidine nucleosides and nucleotides
General procedure nucleoside formation

The reactions were handled under inert atmosphere. All solutions were degassed for
1 h with argon before use. A solution of ribose isoxazole 10a/b as a 3:1 mixture (25.9
mg, 0.1 mmol, 1 eq.) in 75 mM Na,CO;3 (0.5 ml) was added to a mixture of mineral (1
eq.), dithiol (1.5 eq.) and Fe*" source (0.5 eq.) in a 15 ml falcon tube. The tube was sealed
with a PTFE sealing tape and shaked for 4 h at 100°C in an Eppendorf ThermoMixer®.
After cooling to rt, it was centrifuged and a sample (10 pL) was removed and diluted
with H,O to 1 ml. This diluted sample was used for LC-MS analysis according to the
general information.

The different minerals, thiols and iron sources used are stated in the main text.
Monothiols were used with 3 eq. As water soluble Fe*" salt we used ammonium iron(II)
sulfate hexahydrate in a range of 0.001-0.0001 eq. Reactions without minerals were
performed in a different buffer (100 mM Na>CO3, 50 mM boric acid, pH 9.7).

General procedure for one-pot nucleotide formation

The above described procedure was used for nucleoside formation. Liineburgite or
struvite (0.1 mmol, 1 eq.) were used as minerals, DTT (23.1 mg, 0.15 mmol, 1.5 eq.) and
FeS, (6.0 mg, 0.05 mmol, 0.5 eq.) were used as thiol and Fe*" source. After nucleoside
formation we added solid urea (240 mg, 4 mmol, 40 eq.) and in case of struvite
additionally oxalic acid (0.30 mmol, 3.0 eq.). The mixture was heated to 65 °C until the
urea was fully dissolved. The sample was well suspended by vortexing and a sample
(25 pL) was transferred into a 2 ml Eppendorf tube. The sample was kept at 85 °C for 20
h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to allow water to evaporate. The dried
sample was taken up in H>O (1 ml) and analyzed for nucleotides by LC-MS analysis
according to the general information.

Formation of purine nucleosides compatible to pyrimidine nucleoside formation

For purine nucleoside synthesis, FaPyA 22 or FaPyG 23 (0.05 mmol, leq.) was
thoroughly ground up with ribose (37.5 mg, 0.25 mmol, 5 eq.) and boric acid (0.80 mg,
0.013 mmol, 0.25 eq.), identical to the N-isoxazolyl-urea ribosylation. The mixture was
heated overnight in an oven at 95 °C. The resulting ribosides were heated at 100 °C in
sealed 2 ml Eppendorf tubes under the following conditions: 100 mM Na>COs, 50 mM
boric acid, pH 9.7, 1.5 eq. DTT and 0.0005 eq. ammonium iron(Il) sulfate hexahydrate.
The following reaction times and concentrations were used: FaPyA (3d, 25 mM), FaPyG
(2d, 6.25 mM).
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Formation of purine and pyrimidine nucleoside in an one-pot reaction

For one-pot nucleoside synthesis of purines and pyrimidines, solutions of 8 (400 pl,
100 mM, 40 pmol, 1.0 eq), FaPyA (400 pl, 50 mM, 20 umol, 0.5 eq.), FaPyDA (400 uL,
50 mM, 20 pmol, 0.5 eq.), ribose (267 uL, 3 M, 800 umol, 20 eq.) and boric acid
(48.0 uL, 500 mM, 24 umol, 0.6 eq.) were heated at 95 °C for 14 hin a dry down
reaction. The formed residue containing 10 and 26 was dissolved in a basic buffer
(1.6 mL, 100 mM Na>COs and 50 mM Borate) and degased in a 15 mL Falcon tube with
argon. To the degassed reaction mixture (500 ul) was added soluble Fe?* (0.0005 eq.) and
DTT (2.8 mg, 18.2 umol, 1.5 eq.). The tube was sealed with a PTFE sealing tape and
shaked for 4 h at 100 °C in an Eppendorf ThermoMixer®. After 4 h a carbonate solution
(0.5 mL, 500 mM) was added and the reaction continued for another 20 h. After cooling
to rt, it was centrifuged and a sample (20 pL) was removed and diluted with H>O to 0.5
ml. This diluted sample was used for LC-MS analysis according to the general
information.

(1R,2R,3R,4S)-tetrahydro-2H-pyran-2,3,4,5-tetrayl tetraacetate (30)
Oo. ,OAc

AcO" (_J',"OAC

OAc

D-ribose (5.00 g, 33.3 mmol) was dissolved in pyridine (20 mL) and cooled to 0°C
in an ice water bath. Acetic anhydride (20 ml, 212 mmol) was added and stirred at 0°C
overnight. The mixture was poured into ice cold water (200 ml). The solid was filtered
off and the crude product was crystallized from a mixture of MeOH and H>O to obtain
the pure product as colorless crystals (5.22 g, 16.4 mmol, 49%).

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) § (ppm) = 6.02 (d, >°J = 4.8 Hz, 1H, HC1), 5.47 (t,%J =
3.4 Hz, 1H, HC3), 5.19 — 5.11 (m, 1H, HC4), 5.05 — 5.00 (m, 1H, HC2), 4.01 (dd, %J =
12.4 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1H, H,C5), 3.90 (dd, 2/ = 12.4 Hz, *J = 5.7 Hz, 1H, H,C5), 2.12 (s,
3H, CH3), 2.09 (s, 3H, CH3), 2.09 (s, 3H, CH3), 2.08 (s, 3H, CH3). 3C NMR (101 MHz,
CDCl) 6 (ppm) = 170.0 (CO), 169.9 (CO), 169.6 (CO), 168.9 (CO), 91.0 (C1), 67.40
(C2), 66.3 (C3), 66.2 (C4), 62.8 (C5), 21.0 (CH3), 20.9 (CH3), 20.8 (CH3), 20.8 (CH3).

(I’R,2°R,3‘R,4¢S)-2-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tetrahydro-2H-
pyran-3,4,5-triyl triacetate (31)
O
¢4
o N NH

AcO" Lj""OAC

OAc
Uracil (269 mg, 2.40 mmol) was suspended in dry MeCN (14 ml) under inert
atmosphere. The mixture was refluxed and bis(trimethylsilyl)acetamid (1.26 mL,
1.05 mg, 5.15 mmol) was added. After the mixture became clear, a solution containing
tetraacetyl-f-D-ribose 30 (636 mg, 2.00 mmol, 0.8 eq.) and TMSOTT (0.54 mL ,667 mg,
3.00 mmol) in dry MeCN was added. The reaction was further refluxed for 8 h. After
cooling to rt, the reaction was quenched with sat. NaHCO3 (20 ml) and the aqueous phase
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extracted with EtOAc (5 x 25 ml). The combined organic layers were dried over MgSOs,
filtered and the solvent removed in vacuo. The crude product was purified by flash
column chromatography (DCM/MeOH 97:3) to obtain the pure compound as a yellowish
solid (655 mg, 1.77 mmol, 89%).

mp: 164 °C. "TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 11.47 (s, 1H, HN3), 7.90
(d,*J=8.2 Hz, 1H, HC6), 5.85 (d, >J=9.7 Hz, 1H, HC1°), 5.70 (dd, *J = 8.1 Hz,*J = 1.5
Hz, 1H, HC5), 5.66 — 5.63 (m, 1H, HC3"), 5.49 (dd, °J = 9.8, 3.1 Hz, 1H, HC2"), 5.23 —
5.15 (m, 1H, HC4’), 3.99 — 3.92 (m, 1H, H,C5"), 3.85 (dd, 2J=11.0 Hz, *J = 5.5 Hz, 1H,
HyC5’), 2.19 (s, 3H, CH3), 1.98 (s, 3H, CHs), 1.92 (s, 3H, CH3). ®C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) = 170.0 (CO), 169.3 (CO), 169.0 (CO), 162.8 (C4), 150.6 (C2), 140.7
(Co), 102.7 (CS5), 77.7 (C1°), 67.7 (C3’), 66.5 (C2’), 65.5(C4’), 62.7 (C5’), 20.5 (CH3),
20.5 (CH3), 20.3 (CH3). HRMS (ESI+): calc.: [C1sH19N209]" 371.1090, found: 371.1085
[M+H]". IR (cm™): v = 3066 (vw), 2822 (vw), 2360 (vw), 1747 (s), 1692 (s), 1453 (w),
1371 (s), 1305 (w), 1212 (vs), 1163 (m), 1121 (w), 1079 (s), 1041 (s), 986 (m), 952 (m),
882 (w), 813 (m), 771 (w), 718 (w).

B-D-Ribopyranosyl-uradine (12d)
O
o
o N\gNH
HO\'QT’OH
OH

Nucleoside 31 (56 mg, 0.151 mmol) was dissolved in methanolic ammonia (4 ml,
1 M) and stirred for 19 h at rt. The solvent was removed in vacuo and the crude product
was purified by flash column chromatography (DCM/MeOH 4:1) to obtain the pure
product as a colorless solid (28.0 mg, 0.115 mmol, 76%). For LC-MS measurements, a
fraction of the product was further purified by reversed phase HPLC.

mp: 220 °C (decomp.). 'H NMR (599 MHz, DMSO-d) & (ppm) = 11.25 (s, 1H,
HN3), 7.66 (d, °J = 8.1 Hz, 1H, HC6), 5.60 (d, 3°J = 8.1 Hz, 1H, HC5), 5.58 (d, *J= 9.4
Hz, 1H, HC1"), 5.11 (br, 1H, OH), 5.09 (br, 1H, OH), 4.84 (br, 1H, OH), 3.97 (d, *J=3.2
Hz, 1H, HC3’), 3.68 (d, J = 9.5 Hz, 1H, HC2’), 3.63 (ddd, °J = 7.4, 6.0, 2.3 Hz, 1H,
HC4’), 3.58 — 3.53 (m, 2H, H.C5’, H,C5"). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) =
163.0 (C4), 151.1 (C2), 141.4 (C6), 101.67 (C5), 79.6 (C1°), 71.2 (C3’), 67.6 (C2’), 66.4
(C4%), 65.2 (C5”). HRMS (ESI+): calc.: [CoHisN206]" 245.0768, found: 245.0768
[M+H]". IR (cm™): v = 3347 (w), 2357 (vw), 2336 (vw), 1675 (vs), 1363 (w), 1391 (w),
1272 (m), 1250 (m), 1197 (m), 1084 (vs), 1042 (vs), 975 (m), 918 (w), 859 (w), 813 (m),
779 (w), 689 (m), 667 (m).
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(1’R,2°S,3’S,4’R)-6-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-2,2-
dimethyltetrahydro-4H-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyran-7-yl acetate (32)
O

@
o N \KgN H
A°

Uracil (224 mg, 2.00 mmol, 1.00 eq.) was suspended in dry MeCN (16 ml) under
inert atmosphere. Bis(trimethylsilyl)acetamid (1.26 ml, 1.05 g, 5.00 mmol, 2.50 eq.) was
added and stirred at 40 °C until the mixture became clear. TMSOTT{ (0.50 ml, 0.62 mg,
2.80 mmol, 1.40eq.) was added. 1,2-O-acetate-3,4-O-isopropylidene-D-arabinose (6)
(716 mg, 2.60 mmol, 1.30 eq.) was separately dissolved in dry MeCN (5 ml) and slowly
added to the reaction mixture within 30 min. After stirring 2 h at 40 °C, the reaction was
quenched with sat. NaHCOs (20 ml) and extracted with DCM (3 x 25 ml). The combined
organic layers were washed with sat. NaCl (30 ml), dried over Na>SQg, filtered and the
solvent removed in vacuo. The product was purified by flash column chromatography
(iHex/acetone, 7:3 — 1:1) to yield the product as a colorless solid (565 mg, 1.73 mmol,
87%).

mp: 225 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCI3) & (ppm) = 8.54 (s, 1H, HN3), 7.43 (d, °J
= 8.2 Hz, 1H, HC6), 5.78 (dd, 3J = 8.2 Hz, *J 2.3 Hz, 1H, HC5), 5.56 (d, >°J = 9.4 Hz, 1H,
HC1), 5.10 (dd, *J=9.4, 7.0 Hz, 1H, HC3"), 4.40 (d, 2J = 13.9 Hz, 1H, H,C5"), 4.34 (dd,
J=17.1,54 Hz, 1HHC2), 431 — 4.26 (m, 1H, HC4), 3.98 (dd, 2J = 13.9, 2.4 Hz, 1H,
Hb5”), 2.06 (s, 3H, CH3), 1.59 (s, 3H, CH3), 1.39 (s, 3H, CH3). *C NMR (101 MHz,
CDCl) 6 (ppm) = 170.0 (CO), 162.5 (C4), 150.4 (C2), 139.9 (C6), 110.8 (Cq), 103.3
(C5), 80.4 (C1I), 76.5 (C2’), 73.3 (C4’), 71.1 (C3’), 66.3 (C5’), 27.9 (CH3), 26.2 (CH3),
20.8 (CH3). HRMS (ESI+): calc.: [C14H19N2O7]" 327.1187, found: 327.1188 [M+H]". IR
(cm™): v = 2985 (vw), 2882 (vw), 2359 (vw), 2053 (vw), 1741 (m), 1711 (s), 1675 (vs),
1470 (w), 1426 (w), 1375 (m), 1296 (m), 1249 (m), 1218 (vs), 1170 (w), 1130 (s), 1051
(vs), 967 (w), 889 (w), 847 (m), 797 (m), 761 (w), 686 (w).

1-((1’R,2°S,3’S,4’R)-7-Hydroxy-2,2-dimethyltetrahydro-4H-[1,3]dioxolo[4,5-
c|pyran-6-yl)pyrimidine-2,4(1H,3H)-dion (33)

0"
A©

Nucleoside 32 (355 mg, 1.09 mmol) was dissolved in methanolic ammonia (14 ml,
1 M) and kept at rt for 20 h. The solvent was removed in vacuo and the crude product
was purified by flash column chromatography (DCM/MeOH, 92:8) to obtain the product
as colorless solid (284 mg, 1.00 mmol, 92%)).
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mp: 220 °C (decomp.). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 11.36 (s, 1H,
HN3), 7.65 (d, *J = 8.1 Hz, 1H, HC6), 5.64-5.59 (m, 2H, HCS, HO), 5.26 (d, >*J=9.7 Hz,
1H, HC1’), 4.23 — 4.18 (m, 1H, HC4"), 4.15 (d, 2J = 13.5 Hz, 1H, H.C5), 4.11 (dd, *J =
7.0, 5.5 Hz, 1H, HC3"), 3.92 (dd, 2/ = 13.5 Hz, *J = 2.6 Hz, 1H, HyC5"), 3.71 — 3.63 (m,
1H, HC2’), 1.49 (s, 4H, CH3), 1.29 (s, 4H, CH3). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds)
S (ppm) = 163.0 (C4), 151.0 (C2), 141.3 (C6), 108.7 (Cy), 102.0 (C5), 81.9 (C1°), 79.1
(C3), 73.3 (C4’), 69.7 (C2°), 65.3 (C5°), 28.0 (CH3), 26.2 (CH3). HRMS (ESI+): calc.:
[C12H17N206]" 285.1081, found: 285.1082 [M+H]". IR (cm™): v = 3378 (w), 2989 (w),
2888 (vw), 2827 (vw), 2360 (vw), 1678 (vs), 1623 (m), 1469 (w), 1416 (w), 1392 (m),
1372 (m), 1336 (w), 1288 (m), 1275 (w), 1249 (s), 1216 (s), 1202 (s), 1167 (w), 1138 (s),
1108 (m), 1086 (vs), 1046 (s), 1022 (m), 975 (m), 958 (m, 936 (W), 874 (s), 846 (s), 826
(m), 796 (m), 780 (w), 761 (s), 732 (m), 684 (m).

1-((I’R,2°R,3’S,4’R)-7-Hydroxy-2,2-dimethyltetrahydro-4H-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyran-6-yl)pyrimidine-2,4(1H,3H)-dion (34)
O]

@
O\\’Q"/OH
A°

Nucleoside 33 (150 mg, 0.53 mmol) was dissolved in DCM (8 ml) together with
Dess-Martin Periodinan (336 mg, 0.79 mmol) and NaHCO; (89 mg, 1.06 mmol). The
reaction mixture was reacted for 2 h at 45 °C and quenched with solid Na>S>03 (0.55 g)
together with sat. NaHCO; (5 ml). It was rigorously stirred until the organic phase
became clear. The organic layer was separated and the aqueous layer was extracted with
DCM (5 x 15 ml) and EtOAc (5 x 20 ml). The combined organic layers were dried over
MgSOs, filtered and the solvent removed in vacuo. The crude product was dissolved in a
mixture of DCM/EtOAc/MeOH (2:1:1, 10 mL) and NaBH4 (35 mg, 0.93 mmol) was
added. The mixture was stirred for 1 h at 0 °C. The solvent was removed in vacuo. The
residue was dissolved in EtOAc (20 ml) and washed with sat. NaCl (30 ml). The aqueous
phase was extracted with EtOAc (8 x 25 ml). The combined organic layers were dried
over MgSOy, filtered and the solvent removed in vacuo. The crude product was purified
by flash column chromatography (DCM/MeOH, 96:4) to obtain the product as a colorless
solid (60 mg, 0.21 mmol, 40%).

mp: 205 °C (decomp.). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm) = 11.32 (s, 1H,
HN3), 7.79 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, HC6), 5.64 (d, >J = 3.0 Hz, 1H, HC1"), 5.56 (d, *J = 8.1
Hz, 1H, HCS), 5.40 (d, °J = 5.9 Hz, 1H, OH), 4.34 (dd, °J = 6.7, 4.5 Hz, 1H, HC3"), 4.24
—4.19 (m, 1H, HC4"), 4.06 (dd, 2J = 12.6 Hz, >J = 3.1 Hz, 1H, H.C5’), 3.95 (dd, 2/ = 12.7
Hz,3J = 3.9 Hz, 1H, HyC5), 3.91 — 3.87 (m, 1H, HC2’), 1.46 (s, 3H, CH3), 1.30 (s, 3H,
CH;). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 163.2 (C4), 150.3 (C2), 143.2 (C6),
109.1 (Cy), 100.0 (C5), 80.2 (C1), 72.8 (C3”), 70.8 (C4’), 65.4 (C5’), 64.60 (C2), 26.0
(CH3), 25.5. (CH3). HRMS (ESI+): calc.: [Ci2H17N206]" 285.1081, found: 285.1081
[M+H]". IR (cm™): v = 2989 (vw), 2890 (vw), 2359 (vw), 2215 (vw), 1708 (s), 1674
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(vs), 1454 (w), 1425 (w), 1381 (m), 1211 (s), 1155 (m), 1126 (s), 1084 (s), 1064 (vs),
1042 (vs), 991 (w), 882 (w), 846 (m), 814 (m), 763 (m), 737 (m), 678 (W).

a-D-Ribopyranosyl-Uracil (a-p-U, 12¢)

O
g

o_ .N

Ho\“Q"’OH

OH

Nucleoside 34 was dissolved in 70% acetic acid (5 ml) and stirred for 5 h at 60 °C.
The solvent was removed in vacuo and remaining AcOH was co-evaporated with EtOH
(2 x 30 ml) and MeCN (3 x 30 ml). The crude product was purified by flash column
chromatography (DCM/MeOH 88:12) to obtain the product as white solid (32.0 mg,
0.151 mmol, 83%). For LC-MS measurements, a fraction of the product was further
purified by reversed phase HPLC.

mp: 243 °C (decomp.) 'H NMR (599 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 11.34 (s, 1H,
HN3), 7.70 (d, *J = 8.2 Hz, 1H, HC6), 5.57 (d, *J = 8.1 Hz, 1H, HCS), 5.47 (d,*J=1.2
Hz, 1H, HC1’), 5.27 (br, 1H, C2’0OH), 5.17 — 5.12 (br, 1H, C3’OH), 5.10 (br, 1H,
C4’0OH), 3.96 (dd, 2J = 12.4 Hz, °J = 1.6 Hz, 1H, H.C5"), 3.75 (d, 2J = 12.2 Hz, 1H,
HyC5’), 3.72 (d, *J = 7.4 Hz, 1H, HC2’), 3.70 — 3.66 (m, 2H, HC3’, HC4’). 3C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm) = 163.1 (C4), 150.0 (C2), 142.5 (C6), 100.1 (CS5), 81.6
(C1),70.9 (C2%), 70.3 (C5”), 68.6 (C4*), 67.2 (C3”). HRMS (ESI+): calc.: [CoH13N206]"
245.0768, found: 245.0768 [M+H]". IR (cm™): v =3359 (w), 3295 (w), 2934 (vw), 1769
(vw), 1716 (w), 1692 (m), 1665 (s), 1461 (m), 1432 (w), 1398 (w), 1385 (w), 1373 (w),
1322 (vw), 1295 (m), 1251 (m), 1195 (w), 1159 (w), 1110 (m), 1084 (vs), 996 (w), 968
(w), 911 (w), 889 (w), 834 (w), 818 (s), 769 (vs), 714 (s), 670 (s).

Synthesis pathway for a-furanosyl-uridine
(1’S,2°R,3’S,4’R)-2-amino-5-(hydroxymethyl)-3a,5,6,6a-tetrahydrofuro|2,3-
d]oxazol-6-0l (35)

D-Ribose (14.4 g, 96 mmol) and cyanamide (8.06 g, 192 mmol) were dissolved in
aqueous ammonia (16 ml, 1M) in a pressure tube. The mixture was heated at 30 °C until
the solution became clear. The reaction was further stirred at rt until a precipitate started
to form. The reaction was heated for 30 min at 60 °C and the solvent removed in vacuo.
The residue was taken up in hot MeOH (32 ml) and filtrated immediately. The warm
filtrate was kept at -20 °C overnight. The yellowish solid was filtered off and washed
with MeOH and Et;0 to obtain the pure product as a colorless solid (12.6 g, 72.3 mmol,
75%) (45).

The analytical data is in agreement with reported literature (46).

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 6.14 (d, °J = 1.8 Hz, 2H), 5.57 — 5.12
(m, 1H), 4.29 (dd, °J = 18.4, 1.9 Hz, 2H), 2.00 — 1.78 (m, 2H), 1.74 — 1.66 (m, 1H), 1.51
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— 1.29 (m, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 164.0, 98.1, 80.9, 77.8, 71.1,
60.4.

(1’S,2’R,3’S,4’R)-3-Hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2,3,3a,9a-tetrahydro-6H-
furo[2',3':4,5]oxazolo[3,2-a]pyrimidin-6-on (36)

e

HO

Compound 35 (10.0 g, 75.4 mmol) and methyl propiolate (9.60 g, 9.65 mL,
114 mmol) were dissolved in H,O (130 mL) and stirred at 100 °C for 30 min. The
solvent was removed in vacuo and the residue taken up in hot MeOH (65 ml). The
solution was filtered hot and the filtrate kept at -20 °C for 48 h. The formed yellow
crystals were filtered off to obtain the pure product (6.21 g, 27.5 mmol, 48%).“” The
analytical data is in agreement with reported literature (47).

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 7.85 (d, °J = 7.4 Hz, 1H), 6.20 (d, °J =
5.3 Hz, 1H), 5.88 (d, *J = 7.4 Hz, 1H), 5.77 (d, *J = 6.8 Hz, 1H), 5.23 (t, *J = 5.4 Hz, 1H),
491 — 4.86 (m, 1H), 4.05 (ddd, °J = 9.1, 6.8, 5.4 Hz, 1H), 3.69 (ddd, 2/ = 12.3 Hz,*J =
4.9, 2.0 Hz, 1H), 3.56 (ddd, *J = 9.2, 5.0, 1.9 Hz, 1H), 3.50 — 3.42 (m, 1H). ¥C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm) = 171.2, 160.8, 137.0, 108.9, 88.7, 81.5, 80.8, 69.7, 59.5.

o-furanosyl-uradine (12a)
Y,

o_ .N NH
o] ¥
o O

Compound 36 (1.0 g, 4.40 mmol) dissolved in aqueous HCI (2.2 ml, 0.2 M) was
refluxed for 2 h. The solvent was removed in vacuo and the residue was taken up in H>O.
The solution was neutralized until pH ~6 with Dowex 1X8. It was filtered and the resin
was washed with H>O. The filtrate was freeze dried to obtain the product as a colorless
powder (1.02 g, 4.18 mmol, 95%). For LC-MS analysis, a small fraction of the product
was further purified by reversed phase HPLC.

mp: 202 °C (decomp.). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 11.18 (s, 1H,
HN3) 7.61 (d, *J = 8.1 Hz, 1H, HC6), 6.01 (d, >J = 4.6 Hz, 1H, HC1"), 5.56 (d, °J = 8.1
Hz, 1H, HCS), 5.49 (br, 1H, OH), 5.12 (br, 1H, OH), 4.80 (d, °>J = 9.0 Hz, 1H, OH), 4.16
(t,J=4.5 Hz, 1H, HC2), 4.06 — 3.98 (m, 2H, HC3’, HC4"), 3.58 (dd, 2/ = 12.0 Hz,*J =
2.7 Hz, 1H, H,C5), 3.42 (dd, 2J = 12.2 Hz, *J = 4.1 Hz, 1H, H,C5). ®C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) o (ppm) = 163.3 (C4), 150.6 (C2), 142.8 (C6), 99.8 (C5), 85.1 (C1’), 84.0
(C4%), 70.4 (C3), 70.3 (C2%), 61.2 (C7). HRMS (ESI+): calc.: [CoH13N206]" 245.0768,
found: 245.0768 [M+H]". IR (cm™): v = 3301 (w), 3058 (w), 2930 (w), 2805 (vw), 2342
(vw), 1659 (vs), 1463 (m), 1394 (m), 1269 (s), 1197 (m), 1096 (s), 1037 (vs), 1021 (vs),
990 (s), 927 (m), 857 (m), 806 (s), 763 (s), 718 (m).
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Synthesis of a-furanosyl-cytidine(1’S,2°R,3’S,4’R)-2-(acetoxymethyl)-5-(2,4-dioxo-
3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tetrahydrofuran-3,4-diyl diacetate (37)

@]
o

ACOL<OJ \N \g NH
Acd

“OAc

Compound 12a (500 mg, 2.05 mmol) was dissolved in pyridine (5 ml) and acetic
anhydride (5 ml) at 0 °C. The mixture was reacted for 18 h and the solvent removed in
vacuo. It was co-evaporated with MeCN (20 ml). The residue was purified by flash
column chromatography (DCM/MeOH 97:3) to afford the product as a colorless solid
(611 mg, 1.65 mmol, 80%).

mp: 70 °C. "TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 11.38 (s, 1H, HN3), 7.65 (d,
3J=8.2 Hz, 1H, HC®6), 6.34 (d, >J = 4.7 Hz, 1H, HC19), 5.64 (d, °J = 8.2 Hz, HC5), 5.54
(t, °J = 4.7 Hz, 1H, HC2), 5.35 (dd, 3J = 6.2, 5.1 Hz, 1H, HC3"), 4.66 — 4.60 (m, 1H,
HC4%), 4.26 (dd, 2J = 12.2 Hz, J = 3.4 Hz, 1H, H.C5’), 4.16 (dd, 2J = 122 Hz, *J = 5.7
Hz, 1H, H,C5”), 2.06 (s, 3H, CH3), 2.03 (s, 3H, CH3), 1.97 (s, 3H, CH3). 3C NMR (101
MHz, DMSO-ds) o (ppm) = 170.1 (CO), 169.4 (CO), 168.8 (CO), 163.1 (C4), 150.2
(C2), 141.0 (C6), 100.9 (C5), 83.5 (C19), 78.8 (C4*), 70.6 (C3°) 69.8 (C2°), 63.1 (C5),
20.6 (CH3), 20.4 (CH3), 20.1 (CH3). HRMS (ESI+): calc.: [CisHi1sNaNaOg]™ 393.0905,
found: 393.0904 [M+Na]". IR (cm™): v = 3059 (vw), 2159 (vw), 1743 (s), (1682 (vs),
1455 (w), 1371 (m), 1211 (vs), 1109 (s), 1075 (m), 1030 (s), 944 (w), 902 (w), 813 (m),
766 (w), 714 (w), 674 (Vvw).

o-furanosyl-cytidine (11a)

\mNHZ
w=_J ¥

o)
ho ©OH

Compound 37 (100 mg, 0.27 mmol) was dissolved in dry DCM. It was added Etz:N
(105 pL, 78.1 mg, 0.77 mmol), DMAP (6.00 mg, 0.05 mmol) and 2,4,6-TIPBS (164 mg,
0.54 mmol) and stirred for 20 h at rt. The reaction was quenched with sat. aqueous
ammonia (6 ml) and further stirred for 3 h at rt. The solvent was removed in vacuo and
residual water co-evaporated with MeCN (2 x 25 ml). The residue was purified by flash
column chromatography (DCM/MeOH 88:12) and reversed phase HPLC to afford the
product as a colorless solid (15 mg, 0.06 mmol, 23%)

mp: 190 °C. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 7.52 (d, °J = 7.4 Hz, 1H,
HC6), 7.05 (br, 1H, H,N), 6.96 (br, 1H, HyN), 6.01 (d, °J=3.7 Hz, 1H, HC1"), 5.66 (d, >J
= 7.4 Hz, 1H, HCS), 5.27 (s, 1H, OH), 4.97 (s, 1H, OH), 4.77 (s, 1H, OH), 4.07 — 4.01
(m, 2H, HC2’, HC3’), 3.98 — 3.92 (m, 1H, HC4"), 3.61 (dd, 2J = 12.1 Hz, *J = 2.6 Hz,
1H, HaC5’), 3.42 (dd, J = 12.2 Hz, *J = 4.6 Hz, 1H, HbC5’).13C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) o (ppm) = 165.6 (C4), 155.2 (C2), 143.1 (C6), 92.3 (C5), 85.6 (C1’), 83.1
(C4%), 70.6 (C2%), 70.1 (C3), 61.1 (C5’). HRMS (ESI+): calc.: [CoH14N30s5]" 244.0928,
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found: 244.0927 [M+H]". IR (em™): v = 3267 (w), 2360 (vs), 2222 (s), 1842 (m), 1589
(m), 1311 (w), 1210 (w), 1033 (m), 793 (m), 668 (vs).

Synthesis of a-pyranosyl-cytidine 4-amino-1-((1°R,2’S,3’S,4’R)-7-hydroxy-2,2-
dimethyltetrahydro-4H-[1,3]dioxolo[4,5-c|pyran-6-yl)pyrimidin-2(1H)-on (38)
NH,

‘Y
o) \\\NKN
°

Compound 32 (143 mg, 0.44 mmol) was dissolved in dry DCM (9 ml). It was added
triethylamine (118 mg, 162 ml, 1.60 mmol), DMAP (8 mg, 0.07 mmol, 0.15eq.) and
2,4,6-TIPBS (265 mg, 0.88 mmol). The mixture was reacted for 72 h at rt and quenched
with sat. ammonia in H>O (3 ml). The reaction was further stirred for 5 h at rt. The
solvent was removed in vacuo und residual H>O was co-evaporated with MeCN (2 x 25
ml). The crude mixture was purified by flash column chromatography (DCM/MeOH 12:1
— 4:1, containing 0.1% Et;:N) to obtain the product as a white solid (67 mg, 0.21 mmol,
48%).

mp: 210 °C (decomp.). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 7.54 (d, >°J = 7.5
Hz, 1H, HC6), 7.23 (br, 1H, H.N), 7.11 (br, 1H, HyN), 5.71 (d, 2/ = 7.4 Hz, 1H, HCS),
5.41 (d, 3J = 6.4 Hz, 1H, OH), 5.36 (d, °J = 9.8 Hz, 1H, HC1°), 4.22 — 4.18 (m, 1H,
HC4), 4.14 — 4.07 (m, 2H, H,C5¢, HC3*), 3.85 (dd, 2/ = 13.6 Hz, °J = 2.5 Hz, 1H,
HyC5%), 3.67 — 3.57 (m, 1H, HC3*), 1.48 (s, 3H, CH3), 1.29 (s, 3H, CH3). *C NMR (101
MHz, DMSO-ds) J (ppm) = 165.4 (C4), 155.5 (C2), 141.7 (C6), 108.5 (Cy), 94.2 (C5),
82.3 (CI9), 79.4 (C3%), 73.3 (C4%), 69.9 (C2%), 65.2 (C5%), 28.0 (CH3), 26.2 (CHa).
HRMS (ESI+): calc.: [C12H1sN30s]" 284.1240, found: 284.1241 [M+H]". IR (cm™): v =
3326 (w), 2932 (w), 2819 (vw), 2360 (vw), 1660 (vs), 1525 (vw), 1465 (m), 1395 (m),
1270 (s), 1203 (m), 1096 (s), 1039 (vs), 1022 (s), 928 (W), 869 (m), 808 (s), 763 (m), 719
(m).

a-pyranosyl-cytidine (11c)
H2

B!
O N \Kg
HO\“Q"/OH
OH

Compound 38 (35 mg, 0.12 mmol) was dissolved in MeCN (5.5 ml). Dess-Martin-
Periodinan (104 mg, 0.25 mmol) was added and the reaction mixture was stirred for 3.5 h
at rt. The reaction was quenched with Na;S>03 (500 mg) und NaHCO3 (100 mg) and
further stirred for 10 min. The mixture was filtered and the solvent removed in vacuo.
The crude keto product was dissolved in DCM (3 mL), EtOAc (1.5 mL) und MeOH
(1.5 mL). NaBH4 (20 mg, 0.529 mmol) was added and stirred for 2.5 h at rt. The solvent
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was removed in vacuo. The crude product was dissolved in 70% acetic acid (5 ml) and
stirred for 5 h at 60 °C. The solvent was removed in vacuo and co-evaporated with EtOH
(2 x 30 ml) and MeCN (3 x 30 ml). The crude mixture was purified by reversed phase
HPLC to obtain the product as colorless solid (7.0 mg, 0.029 mmol, 24 %).

mp: 194 °C (decomp.). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 7.61 (d, >J = 7.4
Hz, 1H, HC6), 7.18 (br, 1H, H,N), 7.02 (br, 1H, HpN), 5.67 (d, °J = 7.4 Hz, 1H, HCS),
5.47 (s, 1H, HC1%), 5.13 (d, *J = 6.0 Hz, 1H, OH), 5.10 (d, >°J = 5.8 Hz, 1H, OH), 5.07 (d,
3J=17.7 Hz, 1H, OH), 3.95 (dd, 2J = 12.2 Hz, °J = 1.8 Hz, 1H, H,C5°%), 3.75 — 3.63 (m,
4H, HC2, HC3, HC4, H,C5°).3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 165.5 (C4),
154.4 (C2), 143.1 (C6), 92.5 (C5), 82.3 (C1°), 70.6 (C2%), 70.3 (C5°), 68.7 (C4*), 67.4
(C3%). HRMS (ESI+): calc.: [CoH14N30s]" 244.0928, found: 244.0927 [M+H]". IR (cm’
N v =3217 (w), 2360 (vw), 1891 (vw), 1645 (s), 1598 (m), 1525 (w), 1481 (m), 1405
(m), 1299 (m), 1203 (m), 1158 (m), 1084 (vs), 1015 (s), 987 (s), 902 (m), 833 (m), 780
(vs), 752 (s), 668 (vs).

Synthesis of B-pyranosyl-cytidine (11d)

Hy
7
o) N\gN
OH

Nucleoside 31 (50.0 mg, 0.135 mmol) was dissolved in dry DCM. It was added NEt3
(27.3 mg, 37.4 pL, 0.270 mmol), DMAP (1.7 mg, 0.014 mmol, 0.1 eq.) and 2,4,6-TIPBS
(61.5 mg, 0.203 mmol) and stirred for 17 h at rt. The reaction was quenched with sat.
ammonia in H>O. The solvent was removed in vacuo and residual water was co-
evaporated with MeCN (4 x 20 ml). The crude product was purified by reversed phase
HPLC to obtain the pure product as a colorless solid (15 mg, 0.062 mmol, 46%).

mp: 180 °C. "H NMR (599 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 7.54 (d, °J = 7.4 Hz, 1H,
HC6), 7.16 (br, 1H, H,N), 7.05 (br, 1H, HpN), 5.70 (d, °J = 9.6 Hz, 1H, HC1"), 5.68 (d, J
= 7.5 Hz, 1H, HC5), 5.01 (d, >J = 3.5 Hz, 1H, OH), 4.83 (d, °J = 7.2 Hz, 1H, OH), 4.78
(br, 1H, OH), 3.96 (s, 1H, HC3), 3.64 — 3.57 (m, 2H, HC4’, HC2"), 3.54 (d, 2J = 10.2
Hz, 1H, H,C5"), 3.50 (dd, 2/ = 10.3 Hz, 3J = 5.0 Hz, 1H, H,C5’). *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) o (ppm) = 165.3 (C4), 155.7 (C2), 141.8 (C6), 93.9 (C5), 79.8 (C1’), 71.2
(C3%), 68.0 (C2%), 66.7 (C4°), 65.2 (C5’). HRMS (ESI+): calc.: [CoH14N30s5]" 244.0928,
found: 244.0927 [M+H]". IR (cm™): v = 3426 (w), 3210 (m), 2922 (w), 1640 (vs), 1596
(vs), 1526 (m), 1489 (vs), 1400 (m), 1387 (m), 1368 (m), 1322 (w), 1300 (m), 1281 (m),
1269 (m), 1242 (m), 1224 (m), 1204 (s), 1132 (s), 1115 (m), 1094 (s), 1076 (s), 1039
(vs), 1018 (s), 991 (s), 970 (m), 800 (m), 781 (s), 660 (Vvs).
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Synthesis of liineburgite: Mg3(H20)s[|B2(OH)s(PO4)2]

The synthesis was performed according to literature (48). Magnesium oxide (1 g, 25
mmol), dimagnesiumphosphate trihydrate (8.1 g, 46.5 mmol) and boric acid (9.2 g, 149
mmol) were refluxed in H>O (200 ml) for 4 days. After cooling to rt, the colorless solid
was filtered off to afford the product (9.5 g, 19.2 mmol, 83%). The mineral was analysed
by XRD measurement to confirm the correct product (see Fig. S10).

Synthesis of struvite: MgNH4PO4 x 6H20

The synthesis was performed according to literature (49). A solution of (NH4)2PO4
(50 mL, 1 M, 50 mmol) was added to a solution of MgCl, (50 mL, 1M, 50 mmol). The
mixture was stirred for 15 min at room temperature. The solid was filtered off and
washed with water to afford the product as a white solid (8.1 g). The mineral was
analysed by XRD measurement to confirm the correct product (see Fig. S11).
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Fig. S1.

Hydrolysis of hydroxylamine disulfonate (6) affords hydroxylamine (2) as reveald by 'H-
NMR. Detailed information can be found in the aforementioned synthetic procedure.
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Fig. S2.

'H NMR analysis for the formation of cis-7. a) Treatment of an aqueous nitrite solution
with SO» afforded 6, which further reacted with 1 to give adduct 7. Detailed information
can be found in the aforementioned procedure. '"H-NMR spectroscopy in HO/D,O (9:1)
reveals formation cis-7 (88%). Quantification was achieved using sodium acetate (0.5 eq)
as reference standard. b) Since water suppression interferes with the H-2 signal of the cis-
7 isomer, we isolated and spectroscopically characterized the compound in D,O.
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Plausible prebiotic scenario for the one-pot formation and enrichment of isoxazolylurea
8.
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LC-MS analysis for the formation of 10a-d. The UV-chromatograms at 223 nm are
shown. a) Boric acid catalysed ribosylation of 8 affords the four expected o and B-
anomers of isoxazolyl-urea as furanoside 10 a,b or pyranoside 10¢c,d. b) The mixture
obtained in a) was heated in 125 mM borax at 95 °C for 2.5 h. Isomerization is also
possible at lower temperature but with longer reaction time. The pyranoside products
(10c and d) are converted into the furanoside products (10a and b). Further reaction gives
10a and b as the only ribosides with only trace amounts of the pyranosides 10¢ and d
after 5 h.
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riboside yield: 96%
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Fig. S5.

'"H-NMR in D;O after 8 was reacted with ribose under different conditions. The
ribosylated product 10a-d is obtained as a mixture of o- and P-anomers as either
furanoside (f) or pyranoside (p). The 'H-NMR signals observed correspond to the proton
labelled in red. The yields are relative to the starting material 8. a) reaction scheme. b) the
slightly basic conditions are expected to give borate complexes that are overlapping with
the free nucleosides. ¢) more acidic conditions lead to higher degree of glycosylation and

no borate complexes.
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Time (min) Time (min)
e)
thiol 11a 11b 11c 11d 12a 12b
cysteine 37.2% 22.9% 3.2% 6.1% 0.5% 1.4%
mercaptoethanol | 30.8% 18.2% 1.7% 2.6% 0.3% 0.4%
DTT 54.7% 19.8% 2.8% 5.4% 0.7% 1.0%
propanedithiol | 26.0% 12.2% 11.0% 10.9% 0.2% 0.1%
Fig. S6.

Cytidine 11a-d and uridine 12a/b formation in the presence of different thiols. All
reductions were performed with 0.001 eq. of soluble Fe** in 100 mM sodium carbonate,
50 mM borate buffer (pH 9.7). Reduction in the presence of different thiols: a) cysteine,
b) mercaptoethanol, c) dithiothreitol (DTT) and d) propanedithiol. e) table with
calculated yields for 11a-d and 12a/b. For mercaptoethanol the overall yield is
significantly lower, probably due to formation of thiol-adducts as labeled in b).
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Fig. S7.

Prebiotic nucleotide synthesis in the presence of lueneburgite. a) Reaction scheme and
full UV-chromatogram after nucleotide formation. An extract was shown in Fig. 5b in the
main text. The yield was calculated relative to all cytidine isomers. The mono- (green)
are highlighted. b) UV-chromatogram and
corresponding mass (ESI+) for the isolated nucleotides.

and di-phosphate (orange) peaks
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Fig. S8.

Confirmation of nucleotide structures from a prebiotic sample. a) LC-MS separation of
phosphorylated nucleosides, isolated from a prebiotic reaction. The products were
compared with a sample treated with apyrase. The di-phosphorylated peaks are clearly
depleted in the treated sample (red line), proving the formation of pyrophosphates (left
panel). Co-injection with 5’-cytidine-di-phosphate (14b, B-CDP) clearly confirmed
formation of a- and B-CDP (right panel) . b) Co-injection of 5’-cytidine and 5’-uridine-
mono-phosphate (13b and 15b, 3-CMP and -UMP) confirmed the formation of 13b and
15b. The peaks represent mixtures of the inseparable a- and B-anomers.
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Relative Abundance
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402.995 + 0.003
13.0 135
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Co-injection study for B-5’-uridine-di-phosphate 16b. For this experiment we used the
same buffers as stated in the general information, but a different gradient: 0 — 15 min,
Buffer B 0% — 10%. Co-injection was followed by UV and MS detection with

commercially available material.
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Fig. S10

Prebiotically linked syntheses of pyrimidine (8) and purine (22, 24) precursors (detailed
information can be found in the aforementioned procedure). a) prebiotically formed
nitrosopyrimidine 21 was converted to 22 and 24 in the presence of Zn and dil. formic
acid. The HPL-chromatogram of the reaction products is shown. b) The reaction from a)
was directly used and a solution containing 4 and 5 was added. Upon dry-down the
formation of 8 was observed in the presence of 22 and 24. The HPL-chromatogram of the
resulting products is shown.
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Fig. S11.

Formation of pyrimidine nucleotides from isoxazolylurea-ribosides with struvite. a) LC-
MS analysis of pyrimidine nucleoside formation from compound 10a/b in the presence of
struvite. The UV-chromatogram at 260 nm is shown. The reduction of the isoxazole
moiety in 10a/b furnished the o and B-anomers as pyranoside (p) and furanside (f)
isomers of cytidine (C, 11a-d) or uridine (U, 12a/b). b) One-pot Synthesis of cytidine
mono- and di-phosphates (13a/b-14a/b) with struvite after urea and oxalic acid was
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added to the reaction mixture shown in (a) and letting the mixture dry-down at 85°C for
20 h. ¢) LC-MS analysis of the corresponding nucleotide peaks and isolation from the
prebiotic reaction. Co-injection studies confirmed formation of CMP (13a/b). The a- and
B-anomers of CMP were not separable and therefore the UV peaks represent a mixture of
both anomers.

32



12000 | [01-080-1773] g2 B2 (O H )6 (P04 12 (H2 0 16 Magnesium Boran Hydroxide mgborophosphat AKCarel_2

1000.0
800.0

600.0 N

400.0

U f

i L ‘I\M‘n
400

200 30.0

Inensiy

. |||||..‘|| ‘|‘| i
60.0

“I |.|..||.‘
0

MIH
50

ZTheta

Fig. S12.
XRD measurement of synthetic lueneburgite (green) and comparison with database
values (red).
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Materials and Methods

General Information

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Fluka, ABCR, Carbosynth, TCI or Acros
organics and used without further purification. The solvents were of reagent grade or purified
by distillation. Chromatographic purification of products was accomplished using flash column
chromatography on Merck Geduran Si 60 (40-63 um) silica gel (normal phase). 'H- and
BC-NMR spectra were recorded on Bruker ARX 300, Varian VXR400S, Varian Inova 400,
Bruker AMX 600 and Bruker AVIITHD 400 spectrometers and calibrated to the residual solvent
peak. Multiplicities are abbreviated as follows: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet,
m = multiplet, br = broad. High-resolution ESI spectra were obtained on the mass spectrometer
Thermo Finnigan LTQ FT-ICR. IR measurements were performed on Perkin Elmer Spectrum
BX FT-IR spectrometer with a diamond-ATR (Attenuated Total Reflection) setup. Melting
points were measured on a Biichi B-540 device. For preparative HPLC purification a Waters
1525 binary HPLC Pump in combination with a Waters 2487 Dual Absorbance Detector was
used, with a Nucleosil 100-7 C18 reversed phase column. The prebiotic reactions were analyzed
by LC-ESI-MS on a Thermo Finnigan LTQ Orbitrap XL and were chromatographed by a
Dionex Ultimate 3000 HPLC system. All chromatographic separations were performed on an
Interchim Uptisphere120 3HDO C18 column with a flow of 0.15 ml/min and a constant column
temperature of 30 °C. Eluting buffers were buffer A (2 mM HCOONH4 in H>O (pH 5.5)) and
buffer B (2 mM HCOONH4 in H20/MeCN 20/80 (pH 5.5)). The gradient for isoxazole or
pyrimidine nucleosides containing compounds and nucleosides was 0 — 25 min, 0% — 10%
buffer B. The gradient for samples containing pyrimidine- and purine nucleosides was 0 — 10
min, 0% — 2%, 10 — 40 min, 2% — 10% buffer B. The elution was monitored at 223 nm, 243
nm and 260 nm (Dionex Ultimate 3000 Diode Array Detector). The gradient for one-pot
guanidine formation was was 0 — 30 min, 40% — 80%, buffer B. The eluation was monitored
at 260nm, 223nm, 230nm and 225nm. The chromatographic eluent was directly injected into
the ion source without prior splitting. lons were scanned by use of a positive polarity mode over
a full-scan range of m/z 80-500 with a resolution of 30000. The synthetic standards for the co-
injection experiments were synthesized in our lab according to reported literature'® or
purchased. The X-ray intensity data were measured on a Bruker D8 Venture TXS system
equipped with a multilayer mirror monochromator and a Mo Ka rotating anode X-ray tube (A

= 0.71073 A). The frames were integrated with the Bruker SAINT software package.’ Data
2



were corrected for absorption effects using the Multi-Scan method (SADABS).!? The structure
was solved and refined using the Bruker SHELXTL Software Package.!! All C-bound hydrogen
atoms have been calculated in ideal geometry riding on their parent atoms while the N-bound
hydrogen atoms have been refined freely. The figures have been drawn at the 50% ellipsoid

probability level.'?



Purine Nucleosides

Malondialdehyde (9)

Ox AP

Synthetic reference:

Monohydrate sodium salt of 9: In a modified procedure of Grabowski and Autrey,* an emulsion
of 1,1,3,3-tetraecthoxypropane (95% purity; 115 mL, 450 mmol, 1.0 eq) in 1 M aq. HCI1 (40 mL)
was stirred vigorously at r.t. for 90 min. The pH was adjusted to 12 with 5 M aq. NaOH
(~ 50 mL) and acetone (750 mL) was added under stirring to allow precipitation. The mixture
was stirred at O °C for 1.5 h and filtered. The residue was washed with acetone (100 mL) and
dried under hv for 1 h to obtain a yellowish solid (25.2 g). The crude product was suspended in
H>0 (30 mL) and vigorously stirred at r.t. for 20 min. After filtration, the residue was washed
with acetone (100 mL) and dried under hv for 1 h to obtain an off-white powder (9.95 g). The
crude product was again suspended in H2O (9 mL) and vigorously stirred at r.t. for 20 min.
After filtration, the residue was washed with acetone (100 mL) and dried under hv for 5d to
obtain the pure monohydrate sodium salt of malondialdehyde (3.36 g, 30.0 mmol, 7%) as a

white powder. A 1 M aq. stock solution was prepared and stored aliquoted at -20 °C.

mp: 245 °C.'H-NMR (400 MHz, D,0) § 8.62 (d, J = 10.1 Hz, 2H, CHO), 5.28 (t, J = 10.1 Hz,
1H, CH’). BC-NMR (101 MHz, D,0) § 192.9 (CHO), 109.5 (CH"). IR (cm™): v = 3334 (w),
2774 (w), 1718 (w), 1581 (s), 1365 (s), 1268 (s), 1164 (s), 1020 (m), 852 (w), 838 (m), 813 (s),
799 (w). HRMS (EST): calc.: [C3H302]” 71.0139, found: 71.0137. Elemental analysis: Calc.
(found) for C3HsNaOs: C, 32.16 (31.65); H, 4.50 (4.46); Na, 20.52 (20.49).



Sodium 1,3-dihydroxypropane-1,3-disulfonate (17)

NaO3S SO3Na
OH OH

Synthetic reference:

An emulsion of 1,1,3,3-tetraecthoxypropane (2.5 mL g, 10.0 mmol, 1.0 eq) in H>0 (2.0 mL) and
aq. 2 M HCI (1.0 mL) was stirred vigorously at r.t. for 90 min. A solution of NaHSO3 (2.08 g,
20.0 mmol, 2.0 eq) in H>O (5 mL) was added dropwise and the resulting suspension was stirred
at r.t. for 20 min. After filtration, the residue was washed with EtOH and Et,O, and dried under
high vacuum. Sodium 1,3-dihydroxypropane-1,3-disulfonate (17; 2.77 g, 9.89 mmol, quant.)

was obtained as a white solid.
NMR analysis revealed a diastereomeric ratio of dr = 60 (R,R and S,S) : 40 (meso).

TH-NMR (400 MHz, D>0) & 4.66 (dd, meso, J = 8.0, 5.1 Hz, 2H, CH), 4.58 (dd, R,R and S,S, J
= 8.1, 5.4 Hz, 2H, CH), 2.57 (dt, meso, J = 14.7, 5.1 Hz, 1H, CH»), 2.26 (dd, R,R and S.S,
J=8.1, 5.4 Hz, 2H, CH>), 2.07 (dt, meso, J = 14.7, 8.0 Hz, 1H, CHy). *C-NMR (101 MHz,
D»0) 8 81.17 (meso, CH), 79.99 (R,R and S.,S, CH), 34.39 (meso, CH2), 33.30 (R,R and S,S,
CHo). IR (cm™): v = 3541 (w), 3432 (w), 3325 (w), 1645 (mw), 1276 (w), 1181 (s), 1099 (m),
1049 (m), 1026 (s), 990 (w), 949 (w), 884 (w), 750 (w), 660 (m). HRMS (ESI): calc.:
[C3H6NaOsS2] 256.9407, found: 256.9406.

Prebiotic formation from malondialdehyde (9):

A solution of malondialdehyde (9) sodium salt monohydrate (40.0 mM) and NaHSO3 (100 mm,
2.5 eq.) in H20 (1.0 mL) was acidified with 2 M aq. HCl to pH 5.5. The solution was incubated
at 25 °C and 500 rpm under a nitrogen flow to allow water to evaporate. After evaporation to
dryness, the remaining solid was taken up in D>O (1 mL) and analyzed by NMR spectroscopy
using sodium acetate as an internal standard. The yield of sodium 1,3-dihydroxypropane-1,3-

disulfonate (17) was found to be quantitative (Figure S1).
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Figure S1: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 0.0-12.0 ppm) of prebiotically enriched
1,3-dihydroxypropane-1,3-disulfonate (17).



Sodium 1,3-dihydroxy-2-(hydroxyimino)propane-1,3-disulfonate (27)

.OH
N

NaO3S SO,Na

OH OH

Synthetic reference:

An emulsion of 1,1,3,3-tetraethoxypropane (12.0 mL, 50.0 mmol, 1.0 eq) in 1M aq. HCl
(60 mL, 60 mmol, 1.2 eq) was stirred vigorously at r.t. for 2 h. The reaction mixture was treated
with a solution of NaOAc - 3 H20 (8.16 g, 60.0 mmol, 1.2 eq) in H2O (20 mL) at 0 °C to adjust
the pH to 2.5. A solution of NaNO: (4.14 mg, 60.0 mmol, 1.2 eq) in H>2O (10 mL) was added
dropwise at 0 °C and the mixture was stirred at r.t. for 60 min. The reaction mixture was
extracted with EtOAc (2 x 70 mL). The combined org. phases were treated with a solution of
NaHSOs (10.4 g, 100 mmol, 2.2 eq) in H2O (100 mL) and the emulsion was stirred vigorously
at r.t. for 30 min. The aqueous phase was lyophilized to afford the crude product (6.40 g) in the

presence of inorganic salts as an off-white powder.
NMR analysis revealed a diastereomeric ratio of dr = 67 (R,R and S,S) : 33 (R,E,S and R,Z.,S).

TH-NMR (400 MHz, D>0) 6 5.93 (s, R,R and S,S, 1H, CH), 5.59 (s, R,E,S and R,Z,S, 1H, CH),
5.47 (s, R,R and S.,S, 1H, CH), 5.33 (s, R,E,S and R,Z,S, 1H, CH). 3C-NMR (101 MHz, D;0)
0 150.85 (R,R and S.S, CNOH), 149.34 (R,E,S and R,Z,S, CNOH), 82.80 (R,E,S and R,Z,S, CH),
82.25 (R.E,S and R,Z,S, CH), 79.44 (R,R and S.S, CH), 76.58 (R.R and S.S, CH). IR (cm): v =
3252 (w), 1634 (w), 1184 (s), 1036 (s), 863 (m).



Prebiotic formation:

A solution of malondialdehyde (9) sodium salt monohydrate (40.0 mM) and NaNO> (50.0 mm)
in dil. AcOH (1% in H>O; 1 mL) was incubated at r.t. and 500 rpm for 30 min. The mixture
was then treated with NaHSO3; (100 mM) and incubated at r.t. and 500 rpm for 30 min. For
prebiotic enrichment, the reaction mixture was left at 25 °C and 500 rpm under a nitrogen flow
to allow water to evaporate. After evaporation to dryness, the remaining solid was taken up in
D>0 and quantified by NMR spectroscopy using malonic acid (MA) as internal standard (Figure
S2). The yield was found to be 48%.
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Figure S2: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D>0, 0.0-12.0 ppm) of prebiotically enriched 1,3-dihydroxy-
2-(hydroxyimino)propane-1,3-disulfonate (27).



(Hydroxyimino)malondialdoxime (28)

Synthetic reference:

An emulsion of 1,1,3,3-tetracthoxypropane (47.9 mL, 200 mmol, 1.0eq) in 1 M aq. HCl
(220 mL, 220 mmol, 1.1 eq) was stirred vigorously at r.t. for 30 min. The yellowish mixture
was cooled to 0 °C and treated with a solution NaOAc - 3 H0O (29.9 g, 220 mmol, 1.1 eq.) in
H>0 (80 mL). A solution of NaNO; (15.2 g, 220 mmol, 1.1 eq.) in H2O (40 mL) was added
dropwise at 0 °C and the mixture was stirred at r.t. for 45 min. After the addition of NH,OH
(50% in H>0; 27.0 mL, 440 mmol, 2.2 eq), the orange solution was stirred at r.t. for 60 min and
0 °C for another 60 min, during which a precipitate formed. The reaction mixture was filtered,
and the residue was washed with H>O. After drying under vacuum,

(hydroxyimino)malondialdoxime (28; 12.6 g, 96.1 mmol, 48%) was obtained as a beige solid.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 12.21 (s, 1H, OH), 11.92 (s, 1H, OH), 11.54 (s, 1H, OH),
8.14 (s, 1H, CH), 7.79 (s, 1H, CH). *C-NMR (101 MHz, DMSO-dc) & 146.02 (C2), 144.07
(CH), 139.00 (CH). IR (cm™): v = 3197 (m), 1474 (w), 1438 (w), 1392 (w), 1322 (w), 1279
(m), 1046 (m), 970 (s), 932 (s), 762 (m), 728 (s). HRMS (ESI*): calc.: [C3HeN303]* 132.0404,
found: 132.0406.



Prebiotic formation:

A solution of malondialdehyde (9) sodium salt monohydrate (40.0 mM) and NaNO> (50.0 mm)
in dil. AcOH (1% in H>O; 1 mL) was incubated at r.t. and 500 rpm for 30 min. The mixture
was then treated with NH>OH 7 (100 mM) and incubated at r.t. and 500 rpm for 30 min. The
reaction was monitored via 'H-NMR (Figure S3). For prebiotic enrichment, the reaction
mixture was left at 25 °C and 500 rpm under a nitrogen flow to allow water to evaporate. After
evaporation to dryness, the remaining solid was taken up in D2O and quantified by NMR
spectroscopy using malonic acid (MA) as internal standard (Figure S4). The yield was found to

be 50%.
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Figure S3: Conversion of malondialdehyde (9) to (hydroxyimino)malondialdoxime (28). 'H-NMR
spectra (400 MHz, D,O, 0.0-12.0 ppm) before the addition of sodium nitrite (top); 30 min after the

addition of sodium nitrite (middle); and 30 min after the addition of hydroxylamine (bottom).
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Figure S4: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 0.0-12.0 ppm) of prebiotically enriched

(hydroxyimino)malondialdoxime (28).

Guanidinium (12) salt of N-hydroxy-2-(hydroxyimino)acetimidoyl cyanide (29)

Prebiotic formation:

(Hydroxyimino)malondialdoxime (28; 3.93 g, 30.0 mmol, 1.0eq) and guanidinium (12)
carbonate (2.70 g, 30.0 mmol, 1.0 eq) were dissolved in H>O (150 mL) in a 200 mL beaker at
60 °C. The solution was kept at 60 °C under an N> flow until the mixture was concentrated to
30 mL. The reaction mixture was placed in a fridge for 1 week open to the air. The orange
crystals formed were filtered off to give the monohydrate of the desired salt (2.91 g, 15.3 mmol,
51%).
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TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.15 (s, 1H, CH), 7.12 (s, 6H, guanidinium).
I3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 157.94 (guanidinium), 148.53 (CH), 126.15 (C2), 114.14
(CN). IR (cm™): v = 3417 (m), 3350 (m), 3127 (m), 2210 (m), 1661 (s), 1575 (m), 1429 (s),
1256 (m), 1132 (s), 970 (s), 924 (s), 802 (s), 676 (s). Crystallographic data: Figure S29.

5-Nitrosopyrimidine-2,4,6-triamine (30)

) NH,

N

B
H,N N/)\NHZ

Prebiotic formation:

A suspension of (hydroxyimino)malondialdoxime (28; 65.5 mg, 500 umol, 1.0 eq) and
guanidinium (12) carbonate (90.1 mg, 500 umol, 1.0 eq) in H>2O (500 pL) was left at 159 °C*
for 20 min open to the air to allow water to evaporate. The residue was taken up in H2O (3 mL)
and the red solids were collected and dried to give 5-nitrosopyrimidine-2,4,6-triamine (32 mg,

208 umol, 42%). The 'H-NMR spectrum is shown in Figure S5.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dc) & 10.25 (s, 1H, NH), 8.15 (s, 1H, NH), 7.81 — 7.67 (m, 1H,
NH), 7.35 (s, 1H, NH), 7.20 (s, 2H, NH>). 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 4 166.11, 164.91,
151.02, 137.62. IR (cm™): v = 1624 (s), 1520 (s), 1370 (s), 1253 (m), 1160 (s), 994 (m), 785
(s), 752 (m). HRMS (EI): calc.: [C4HsNcO] 154.0603, found: 154.0599.

*) Melting point of the guanidine salt of (hydroxyimino)malononitrile.?
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Figure S5: 'H-NMR spectrum (400 MHz, DMSO-d6, 0.0-12.0 ppm) of prebiotically enriched

S-nitrosopyrimidine-2,4,6-triamine (30).



N-(2,4,6-Triaminopyrimidin-5-yl)formamide (FaPyDA; 32)

o NH
—
H,N N)\NHZ

Prebiotic formation:

A suspension of 5—nitrosopyrimidine—2,4,6—triamine2 (30; 231 mg, 1.50 mmol, 1.0 eq) and
NaHSO3 (312 mg, 3.00 mmol, 2.0 eq) in dil. HCOOH (5% in H2O; 30 mL) was stirred at 90 °C
for 10 h. The reaction mixture was evaporated to dryness and the residue taken up in H>O (50
mL). The pH was adjusted to 8 by adding K2COs. The mixture was concentrated (to about 1/10
of the volume) and left at r.t. for 5 days. The orange crystals formed were filtered off to give

the N-(2,4,6-triaminopyrimidin-5-yl)formamide (32; 157 mg, 934 pmol, 62%).

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.60 (s, cis, 1H; NH), 8.08 (d, trans, J = 11.9 Hz, 1H; NH),
8.04 (s, cis, 1H; CHO), 7.69 (d, trans, J = 11.5 Hz, 1H; CHO), 5.74 (s, trans, 2H; C2NH>), 5.56
(s, trans, 4H; CANH> and C6NH>), 5.55 (s, cis, 4H; C4NH> and C6NH,), 5.46 (s, cis, 2H;
C2NH»). *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 166.56 (trans, CHO), 166.33 (trans, C4 and C6),
161.67 (cis, CHO), 161.18 (trans, C2), 161.13 (cis, C2), 161.07 (cis, C4 and -C6), 160.11(cis,
C4 and C6), 86.75 (trans, C5), 86.57 (cis, C5). HRMS (ESI"): calc.: [CsHoNeO]" 169.0832,
found: 169.0833.

N-(2,4-Diamino-6-o0xo0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)formamide (FaPyG; 33)

o)
H
o)
SN N
H,N N/)\NHZ

Prebiotic formation:

A suspension of 2,6-diamino-5-nitrosopyrimidin-4-ol> (31; 233 mg, 1.50 mmol, 1.0 eq) and
NaHSOs (312 mg, 3.00 mmol, 2.0 eq) in dil. HCOOH (5% in H>O; 30 mL) was stirred at 90 °C
for 10 h. The reaction mixture was evaporated to dryness and the residue taken up in H,O (50

mL). The pH was adjusted to 8 by adding KoCOs. The mixture was concentrated to about 1/10
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of the volume. The orange solids were filtered off to give the N-(2,4-diamino-6-oxo-1,6-

dihydropyrimidin-5-yl)formamide (33; 224 mg, 1.32 mmol, 88%).

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 10.32 (s, cis/trans, 2H; Narom), 8.49 (d, cis, J = 1.6 Hz, 1H;
NH), 7.99 (d, cis, J = 1.6 Hz, 1H; CHO), 7.85 (d, trans, J = 11.7 Hz, 1H; NH), 7.72 (d, trans, J
=11.7 Hz, 1H; CHO), 6.40 (s, trans, 2H; C2NH>), 6.31 (s, cis, 2H; C2NH>), 6.00 (s, trans, 2H;
C4NHb»), 5.77 (s, cis, 2H; C4ANH,). 13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 166.90, 161.52, 160.70,
160.66, 160.01, 159.53, 153.56, 153.39, 88.66, 88.54. HRMS (ESI"): calc.: [CsHeNsO2]
168.0527, found: 168.0527.
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Pyrimidine Nucleosides

Malondialdoxime (15)
N N.
HO™ X" 0H

Synthetic reference:

In a modified procedure of Betke and Groger,* a solution of hydroxylammonium chloride
(122g, 176 mmol, 4.0eq.) in HO (40mL) was degassed with argon.
1,1,3,3-Tetraethoxypropane (11.0 mL g, 44.0 mmol, 1.0 eq) was added and the resulting
emulsion was stirred vigorously at 40 °C for 30 min. After cooling to r.t., NaxCOs (9.33 g,
88.0 mmol, 2.0 eq) was added portion-wise under stirring. The suspension was stirred for
30 min atr.t., left at O °C for 1 h and filtered. The residue was washed with H>O and dried under

high vacuum to afford malondialdoxime (15; 1.94 g, 19.0 mmol, 43%) as a white solid.

mp: 137 °C. 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11.05 (s, 2H, OH), 6.78 (t, J = 5.3 Hz, 2H,
CH), 3.19 (t, J = 5.3 Hz, 2H, CH»). 13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 145.03 (CH), 22.69
(CHy). IR (cm™): v = 3082 (m), 3040 (m), 2850 (m), 1661 (m), 1489 (w), 1435 (s), 1400 (m),
1343 (w), 1321 (s), 1253 (m), 1048 (w), 971 (w), 946 (s), 928 (s), 860 (m), 784 (s), 748 (s), 677
(s). HRMS (ESTI*): calc.: [C3H7N202]* 103.0502, found: 103.0503.

Prebiotic formation:

For the prebiotic formation of malondialdoxime see page 18 (one-pot formation of

5-aminoisoxazole (20) from malondialdehyde (9).
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5-Aminoisoxazole (20)

Prebiotic formation from malondialdoxime (15):

A solution of malondialdoxime (15; 40.0 mM) and Na>;COs (5 eq.) in H>O (2 mL) was incubated
at 50 °C and 500 rpm for 4 h. The reaction was monitored via NMR (Figure S6). After 4 h, a
sample (10 uL) was taken and diluted with H2O (990 uL) for LC-MS analysis (injection

volume: 10 puL). 5-Aminoisoxazole (20) was formed in 63% yield. The yield was determined

by LC-MS measurements with the calibration curve prepared using synthetically produced

5-aminoisoxazole.
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Figure S6: Conversion of malondialdoxime (15) to 5-aminoisoxazole (20). 'H-NMR spectra (400 MHz,

D,0, 0.0-12.0 ppm) before the addition of hydroxylamine (top); as well as 1 after the addition of

hydroxylamine.



Prebiotic one-pot formation from malondialdehyde (9):

A solution of malondialdehyde (9) sodium salt monohydrate (40.0 mM), Na;CO3 (5 eq.) and
NH>OH (2.5 eq.) in H2O (2 mL) was incubated at 50 °C and 500 rpm for 8 h. The reaction was
monitored via NMR (Figure S7). After 8 h, a sample (10 uL) was taken and diluted with H,O
(990 pL) for LC-MS analysis (injection volume: 10 uL). 5-Aminoisoxazole (20) was formed
in 69% yield. The yield was determined by LC-MS measurements with the calibration curve

prepared using synthetically produced 5-aminoisoxazole.

>

TO
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Figure S7: Conversion of malondialdehyde (9) to 5-aminoisoxazole (20). '"H-NMR spectra (400 MHz,
D,0O, 0.0-12.0 ppm) before the addition of hydroxylamine (top); as well as 1 after the addition of

hydroxylamine.
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Prebiotic one-pot formation from bisulfite-stabilized malondialdehyde (17) and enrichment:

A solution of malondialdehyde (9) sodium salt monohydrate (40.0 mM) and NaHSO3 (2.5 eq.)
in H>O (1.0 mL) and the pH was adjusted to 5.5 with 2 M aq. HCI. The solution was incubated
at 25 °C and 500 rpm under a nitrogen flow to allow water to evaporate. After evaporation to
dryness, the remaining solid together with Na;CO3 (200 mM, 5 eq.) and NH2OH (100 mMm,
2.5 eq.) was dissolved in H>O (1 mL). The suspension was incubated at 50 °C and 500 rpm for
4 h. A sample (10 pL) was taken and diluted with H>O (990 uL) for LC-MS analysis (injection
volume: 10 pL). 5-Aminoisoxazole (20) was formed in 65% yield. The yield was determined
by LC-MS measurements with the calibration curve prepared using synthetically produced
5-aminoisoxazole (20). For prebiotic enrichment, the above-mentioned reaction mixture was
left at 25 °C and 500 rpm under a nitrogen flow to allow water to evaporate. After evaporation
to dryness, the remaining solid was taken up in D>O (1 mL) and analyzed by NMR spectroscopy
(Figure S8).

- m

11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0
f1 (ppm)

Figure S8: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D20, 0.0-12.0 ppm) of prebiotically enriched

5-aminoisoxazole (20).
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Prebiotic one-pot formation of 28, 29. and 20 from malondialdehyde (9):

A solution of malondialdehyde (9) sodium salt monohydrate (40.0 mM) and NaNO> (50.0 mm)
in dil. AcOH (1% in H>O; 1 mL) was incubated at 25 °C and 500 rpm for 30 min. The mixture
was treated with NH>OH (6; 5 eq), basified with Na>xCOs3 to pH 10.5 and incubated at 500 rpm
and 25 °C for 1 h or at 50 °C for 4 h. The reactions were monitored via 'H-NMR (Figure S9)
revealing the formation of (hydroxyimino)malondialdoxime (28), N-hydroxy-2-

(hydroxyimino)acetimidoyl cyanide (29), and 5-aminoisoxazole (20).

AcOH

MA

29
20

[ \ 25°C,1h
. A

AcOH

MA

B SR |

2.0 11.5 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 O
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|t

Figure S9: Conversion of malondialdehyde (9) to (hydroxyimino)malondialdoxime (28), N-hydroxy-2-
(hydroxyimino)acetimidoyl cyanide (29), and 5-aminoisoxazole (20). 'H-NMR spectra (400 MHz, D,O,
0.0-12.0 ppm) monitoring the second reaction step after 1 h at 25 °C (top) and after 4 h at 50 °C (bottom).

Maleic acid (MA) was used as an internal standard.
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Synthetic reference:

Hydroxylamine (6; 50 wt% in H20; 10.2 g, 940 mL, 153 mmol, 1.1 eq) was added to
3-ethoxyacrylonitrile, mixture of cis and trans, (13.2 g, 14.0 mL, 136 mmol 1.00 eq) and stirred
for 2 h at 65°C. The crude product was purified by flash column chromatography
(isohexan/EtOAc 3:2) to obtain the product (20; 5.92 g, 70.3 mmol, 52%) as slightly yellowish
needles. For LC-MS measurements, a fraction of the product was further purified by reversed
phase HPLC. The NMR spectrum of the isolated compound was identical to that of a

commercial sample.

Crystallographic data: Figure S30.
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1-(Isoxazol-5-yl)urea (22)

Prebiotic formation:

A solution of 5-aminoisoxazole (20; 10 uL, 10 umol, 1 M, 1.0 eq) was added to a mixture of
NaOCN (21; 2.60 mg, 40 pmol, 4.0 eq) and ZnSO4 -7 H20 (11.5 mg, 40 umol, 4.0 eq.). The
mixture was shaken at 65 °C and 450 rpm for 14 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the
air to allow water to evaporate. The resulting residue was dissolved in water to a finale volume
of 2mL. A sample (100 pL) was taken and diluted with water (900 pL) to 1 mL for LCMS
analysis (4 puL injection volume). Compound 22 was formed in 49% yield. The yield was
determined by LC-MS measurement with the calibration curve prepared using synthetically

produced 1-(isoxazol-5-yl)urea (22; Figure S10).
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Figure S10: LCMS diagram for the formation of 22 from 20.
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Prebiotic formation with Co**:

A solution of 5-aminoisoxazole (20; 10 uL, 10 umol, 1 M, 1.0 eq) was added to a mixture of
NaOCN (21; 2.60 mg, 40 umol, 4.0 eq) and CoSO4 -7 H20 (11.2 mg, 40 pmol, 4.0 eq.). The
mixture was shaken at 65 °C and 450 rpm for 25 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the
air to allow water to evaporate. The resulting residue was dissolved in water to a finale volume
of 2mL. A sample (100 pL) was taken and diluted with water (900 pL) to 1 mL for LCMS

analysis (4 puL injection volume). Compound 22 was formed in 18% yield.

Prebiotic purification:

A solution of 5-aminoisoxazole (20; 100 uL, 100 umol, 1 M, 1.0 eq) was added to a mixture of
NaOCN (27; 26.0 mg, 400 umol, 4.0 eq) and ZnSO4 -7 H20 (115 mg, 400 umol, 4.0 eq.). The
mixture was shaken at 65 °C and 450 rpm for 14 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the
air to allow water to evaporate. The residue was dissolved in water (10 mL) and Na>COs
(42.4 mg, 400 umol, 4.0 eq.). The precipitate was filtered off and the filtrate was transferred
into a 250 mL baker and left at RT for 7 days to allow for crystallization by concentration. The
supernatant was removed and the formed solid residue was dissolved in D>0.

22 (0.8 mg, 6.3 umol, 6.5%) has been identified by comparison of the 'H-NMR spectra with

synthetic material and the yield determined by 1,4-dioxane as internal standard (Figure S11).
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Figure S11: '"H-NMR spectrum (400 MHz, D20, 0.0-12.0 ppm) of prebiotically enriched
5-isoxazolylurea (22). The peak at 3.74 ppm refers to 1,4-dioxane, which has been used as an

internal standard.
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Synthetic reference:

5-Aminoisoxazole (20; 2.00 g, 23.8 mmol, 1.1 eq) was dissolved in MeCN (28 mL) under inert
atmosphere. The reaction mixture was cooled down to 0 °C and trichloro acetylisocyanate
(398 g, 2.50 mL, 21.1 mmol, 1.0 eq) was slowly added. The ice bath was removed and the
reaction mixture stirred for 1.5 h at rt. The reaction was quenched with methanol (15 mL) and
the solvents removed in vacuo. After co-evaporation with EtOH (2 x 25 ml) the residue was
dissolved in methanolic ammonia (28 mL, 2 M) and stirred for 1.5 h at rt. The solvent was
removed in vacuo and the crude product purified by flash column chromatography

(DCM/MeOH 24:1). Product 22 (2.36 g, 18.6 mmol, 88%) was obtained as a white solid.

mp: 165 °C. TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 10.05 (s, 1H, HN), 8.26 (d, *J = 1.9
Hz, 1H, HC3), 6.25 (s, 2H, H2N), 5.88 (d, °J = 1.9 Hz, 1H, HC4). '3C-NMR (101 MHz, DMSO-
de) O (ppm) = 162.7 (CS5), 152.9 (CO), 152.0 (C3), 84.1 (C4). HRMS (ESI): calc.: [C4HaN302]
126.0309, found: 126.0309 [M-HJ". IR (cm™): v = 3464 (w), 3261 (w), 3195 (m), 3021 (w),
1734 (vs), 1699 (m), 1568 (vs), 1560 (vs), 1373 (s), 1326 (s), 1240 (m), 1189 (s), 1122 (m),
1045 (s), 980 (w), 911 (s), 864 (m), 853 (m), 805 (m), 770 (s). Crystallographic data: Figure
S31.

Phenyl isoxazol-5-ylcarbamate (39)

5-Aminoisoxazol (20; 6.00 g, 71.4 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry MeCN (120 mL) and
dry pyridine (5.48 g, 5.60 mL, 69.4 mmol, 0.97 eq.) under inert atmosphere. The reaction
mixture was cooled down to 0 °C and phenyl chloroformate (13.6 g, 9.00 mL, 86.8 mmol,
1.22 eq.) was added dropwise. The ice bath was removed and the reaction mixture stirred for
15 h at rt. Water (120 mL) was added and the reaction mixture put in a refrigerator overnight.
The formed precipitate was filtered off and washed with cold water to give the product (39;

9.63 g, 47.1 mmol, 66 %) as a yellow solid.
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mp 195 °C. 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8.18 (dd, *J = 1.9, 0.8 Hz, 1H, HC3), 7.82
(s, 1H, NH), 7.46 — 7.39 (m, 2H, HCph3), 7.33 — 7.26 (m, 1H, HCph4), 7.22 — 7.18 (m, 2H,
HCph2), 6.19 (s, 1H, HC4). 13C-NMR (101 MHz, CDCI3) & (ppm) = 160.2 (C5), 152.2 (C3),
150.2 (CO), 149.5 (Cphl), 129.8 (Cph3), 126.6 (Cph4), 121.4 (Cph2), 87.2 (C4). HRMS
(EST): calc.: [C1oH7N205] 203.0462, found: 203.0460 [M-HJ". IR (cm™): v = 3203 (vw), 3003
(vw), 1760 (s), 1612 (m), 1560 (s), 1494 (m), 1476 (m), 1340 (w), 1246 (s), 1221 (m), 1190
(vs), 1030 (m), 995 (w), 916 (s), 781 (s), 715 (s), 686 (vs).

1-(Isoxazol-5-yl)-N’-ribosyl-urea (24a-d)

Prebiotic formation:

A solution of 22 (500 ul, 0.05 mmol, 100 mM) was mixed with ribose (23; 125 ul, 0.25 mmol,
2 M) and boric acid (50 ul, 0.025 mmol, 500 mM). The mixture was kept in an oven for 14 h at
80 °C. The sample was dissolved in H>O (1 ml) and a sample (10 pL) was taken and diluted
with water (990 pL) to 1 mL for LCMS analysis (4 pL injection volume). To confirm the
structural integrity, the different pyrano-isomers 24c+d were isolated by reversed phase HPLC

in pure form.

Prebiotic formation and rearrangement:

A solution of 22 (500 ul, 0.05 mmol, 100 mM) is mixed with ribose (23; 83.3 ul, 0.25 mmol,
3 M) and boric acid (50 ul, 0.035 mmol, 500 mM). The mixture was kept in an oven for 14 h at
95 °C. The residue was dissolved in an aqueous borax solution (1.00 mL, 500 mM) and shaken
for 3 h at 750 rpm at 75°C in an Eppendorf ThermoMixer®. A sample (10 pL) was taken and
diluted with water (990 pL) to 1 mL for LCMS analysis (4 puL injection volume; Figure S12).
The second reaction can be performed at different conditions to result different ratios for o/
and furano/pyrano isomers. When the glycosylation reaction is dissolved in an aqueous borax

buffer (4.00 mL, 500 mM). A sample of 1 mL was taken from this solution and shaken for 1 h
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at 750 rpm at 75°C in an Eppendorf ThermoMixer®. A sample (40 uL) was taken and diluted
with water (960 pL) to 1 mL for LCMS analysis (4 uL injection volume; Figure S13).
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Figure S12: LC-MS analysis for the formation of 24a-d. The UV-chromatograms at 243 nm are shown.
The B-anomers 24b/d could not be separated. a) Boric acid catalyzed ribosylation of 22 affords the four
expected a and B anomers of isoxazolyl-urea ribosides 24a-d. b) The mixture obtained in a) was heated
in 500 mM borax at 75 °C for 3 h. The pyranoside products (24¢/d) are converted into the furanoside

products (24a/b), which was observed for the a-anomers and expected to happen for the f-anomers.
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Figure S13: LC-MS analysis for the formation of 24a-d under different conditions in the stereo-

inversion step.

Synthetic reference:

B-D-Ribofuranosyl azide, 2,3,5-tribenzoate® (7.07 g, 14.5 mmol, 1.0 eq) was dissolved in THF
(40 mL) and Pd/C (25 mg) was added. The mixture stirred for 19 h at rt under a H> atmosphere.
It was filtered over celite 454 and the solvent removed in vacuo. The residue was dissolved in
dry MeCN (120 mL) together with 39 (3.26 g, 16.0 mmol, 1.1 eq) under inert atmosphere. It
was stirred for 72 h at rt and for additional 48 h at 45 °C. The solvent was removed in vacuo
and the residue purified by flash column chromatography (DCM/MeOH 99/1 —49/1). The
product was dissolved in methanolic ammonia (84 mL, 2 M) and stirred for 14 h at rt. The
solvent was removed in vacuo and the residue purified by flash column chromatography
(DCM/MeOH 9/1). Not completely deprotected fractions were collected and stirred in
methanolic ammonia (42 mL, 2 M) for 16 h, The solvent was removed in vacuo and the residue
purified by flash column chromatography (DCM/MeOH 9/1).

The products were combined to give the product (645 mg, 2.49 mmol, 17%) as a yellowish
foam in a 2.25:1 mixture of a- and B-furanosides. The isomers were separated by reversed

phase HPLC to confirm the structural integrity for the different furano-compounds 24a/b.
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a-Furanosyl-isomer 24a

HO

H

N

N ‘.
> -

HO OH

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) J (ppm) = 10.54 (s, 1H, NH), 8.33 (d, *J = 2.0 Hz, 1H, HC3),
7.07 (d, 3J = 9.5 Hz, 1H, C1°’NH), 5.95 (d, 3J = 1.9 Hz, 1H, HC4), 5.50 — 5.44 (m, 2H, HC1’,
C2’0H), 5.10 (d, *J = 5.8 Hz, 1H, C3°’OH), 4.70 (t, J = 5.7 Hz, 1H, C5’0H), 3.94 (q, 7 = 4.7
Hz, 1H, HC2"), 3.88 (td, 3J = 6.0, 4.6 Hz, 1H, HC3"), 3.72 (ddd, *J = 6.2, 4.8, 3.2 Hz, 1H,
HC4’), 3.48 (ddd, 3J = 11.8, 5.5, 3.3 Hz, 1H, H.C5"), 3.40 — 3.29 (m, 1H, HyC5’). 3C-NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 162.3 (C5), 152.1 (C3), 151.5 (CO), 84.4 (C4), 823 (C4’),
80.5 (C1°), 71.1 (C37), 70.1 (C2"), 61.6 (C5)

B-furanosyl-isomer 24b

HO
K(OJAH H
N

/TN

HO  oH© LN

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 8.42 (s, 1H, NH), 8.31 (d, 3/ = 1.9 Hz, 1H, HC3),
8.16 (d, 3/ = 9.3 Hz, 1H, CI’NH), 5.95 (d, 3J = 1.9 Hz, 1H, HC4), 5.20 (dd, 3/ = 9.3, 5.1 Hz,
1H, HC1"), 3.87 (t, 3] = 4.7 Hz, 1H HC3"), 3.77 (t, 3/ = 5.1 Hz, 1H. HC2"), 3.66 (g, 3J = 4.3
Hz, 1H, HC4’), 3.46 (dd, 3/ = 11.7, 4.0 Hz, 1H, H.C5"), 3.38 (dd, J = 11.7, 4.7 Hz, 1H. H,C5").
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 162.8 (C5), 152.3 (CO), 151.9 (C3), 84.8 (C1"),
84.4 (C4), 83.5 (C4%), 74.1 (C2°), 70.5 (C3°), 62.1 (C5).
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a-pyranosyl-isomer 24c
H H
O «N N (o}
SNAY.
v ' O Y%
HO" ™ "OH
OH

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de) J (ppm) = 8.40 (s, 1H, NH), 8.33 (d, 3/ = 1.9 Hz, 1H, HC3),
7.48 (d,3J =9.0 Hz, 1H, C1°’NH), 5.95 (d, °J = 1.9 Hz, 1H, HC4), 5.02 (dd, *J = 8.9, 3.3 Hz,
1H, HC1"), 3.74 (t, J = 2.7 Hz, 1H, HC3"), 3.60 — 3.52 (m, 3H, HC2’, HC4’, H,C5" ), 3.35 —
3.31 (m, 1H, Hy,C5’). 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 162.5 (C5), 152.0 (C3), 151.8
(CO), 84.4 (C4),77.7 (C1°), 69.8 (C3°), 68.8 (C4’), 67.4 (C2°), 61.6 (C5°).

B-pyranosyl-isomer 24d

H H
o0._N._N_ o
SRAY
v ' O Y%
HO" Y "OH
OH

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) =8.41 (s, 1H, NH), 8.32 (d, 3J = 1.9 Hz, 1H, HC3),
7.67 (d, J = 8.9 Hz, 1H, HC1’NH), 5.95 (d, J = 1.8 Hz, 1H, HC4), 4.89 (t, *J = 8.9 Hz, 1H,
HC1°), 3.88 (q, J = 2.7 Hz, 1H, HC3’), 3.49 (ddt, 3J = 11.8, 6.5, 2.3 Hz, 1H, HC4"), 3.46 —
3.34 (m, 2H, H,C5’, HyC5"), 3.23 (dd, 3J = 8.9, 2.7 Hz, 1H, HC2’). 3C-NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) = 163.1 (C5), 152.8 (CO), 152.4 (C3), 84.8 (C4), 78.2 (C1°), 71.2 (C3"),
70.1 (C2%), 67.5 (C4’), 64.6 (C5°).
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Prebiotic formation from 1-(isoxazol-5-y1)-N’-ribosyl-urea 24a/b:

The reaction was handled under inert atmosphere. All solutions were degassed for 1 h with
argon before usage. A solution of ribose isoxazole 24a/b as a 2.25:1 mixture (25.9 mg, 0.1
mmol, 1.0 eq.) in water (0.5 ml) was added to a mixture of sodium carbonate (5.3 mg,
0.05 mmol, 0.5 eq.), DTT (23.1 mg, 1.5 mmol, 1.5 eq.) and FeS> (6.0 mg, 0.5 mmol, 0.5eq.) in
a 15 ml falcon tube. The tube was sealed with a PTFE sealing tape and shaken for 4 h at 750 rpm
at 100 °C in an Eppendorf ThermoMixer®. After cooling to rt, it was centrifuged and a sample
(10 uL) was removed and diluted with H>O (990 pL) to 1 ml. This diluted sample was used for
LC-MS (4 uL) analysis according to the general information (Figure S14). The mechanism of

the ring opening and the following rearrangement to uridine is shown in (Figure S15).
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Figure S14: LC-MS analysis for the formation of 25a-d starting from 24a/b.

31



R-S, )
JFett<— N7 D
R-8 —

o Ry +H*
e g
R-s (Y, Res /)
Fe¥ e N/l (,Se “NTTR
R-8" p _ - R-S '
o R4= NHCOCNH-rib H
R, 4 ribose 07 R,
+H*
Q ? o]
L Rivose L ribose o
N’ R HN ﬁ NH NH
>~ D
-8+ | |
; o P
R-S -NH; P
o> A N0
= R-S - ribose ribose
e
2 R-8H

Figure S15: Mechanism for the Fe** catalyzed ring opening of 24 and the following rearrangement to

form uridine nucleosides 25.

Prebiotic one-pot formation from 22:

The second step was handled under inert atmosphere. For this step solutions were degassed for
1 h with argon before usage. A solution of 22 (500 pl, 0.05 mmol, 100 mM) is mixed with ribose
(23; 83 pul, 0.25 mmol, 3 M) and boric acid (25 ul, 0.013 mmol, 500 mM). The mixture was kept
in an oven for 14 h at 95 °C. The residue was dissolved in 75 mM Na>CO3 (0.5 mL, pH 10) and
added to DTT (11.6 mg, 0.075 mmol, 1.5 eq). An (NH4)2Fe(SO4)2 solution (10 uL, 0.075 pmol,
0.001 eq, 7.5 mM) was added and the mixture sealed with a PTFE sealing tape and shaken for
4 h at 750 rpm at 100°C in an Eppendorf ThermoMixer®. After cooling to rt, it was centrifuged
and a sample (10 uL) was removed and diluted with H20O (990 pL) to 1 ml. This diluted sample
was used for LC-MS analysis according to the general information (4 pL injection volume;

Figure S16).
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Figure S16: LC-MS analysis for the formation of 25a-d and uracil in a one-pot reaction from 22.
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Guanidine (12)

NH

A

HoN NH,

Prebiotic one-pot formation:

In a further developed procedure of Egami,13 hydroxylamine (6; 50 wt% in H2O, 306 pL,
5.00 mmol, 2.0 eq), formaldehyde (7; 37 wt%, 249 uL, 2.50 mMol, 1.0 eq.) and KCl (105 mg)
were dissolved in H,O (4 mL) and the resulting solution heated for 4d at 95 °C in a sealed
pressure tube. After cooling to room temperature sat. aqueous ammonia (3 ml) was added and
stirred for additional 60 h. The reaction mixture was freeze dried and the residue
benzyloxycarbonyl-(Cbz)-protected with benzyl chloroformate’ for analytical reasons. The
crude reaction mixture was freeze dried again and dissolved in H>O (6 mL) and MeCN (4 mL).
A sample (200uL) has been taken and diluted with H>O (480 pL) and MeCN (320 pL) for
LCMS analysis (16 pL injection volume; Figure S17). Di-Cbz-protected guanidinie was formed
and identified by comparison with authentic di-Cbz-protected guanidinie’. In the LCMS data
also a quite big peak for mono-Cbz-protected guanidine (Figure S18) appeared and therefore
no yields for total guanidine synthesis were determined. The Cbz protection was performed,
since guanidine could not be detected by MS or UV during LCMS spectroscopy. However, the
presence of residual unprotected guanidine 12 cannot be excluded. The amount of the protecting
reagent (benzyl chloroformate) was calculated assuming a quantitative conversion of

formaldehyde (7) to 12.
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Figure S17: Comparison of the LCMS spectra of the one-pot formation and subsequent Cbz-protection
of guanidine (left top) in comparison with an authentic synthetized standard’ (right top). On the bottom
the measured mass spectra at the time the di-Cbz-protected guanidinie 23 elutes (RT) for the

corresponding UV-measurement.
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Figure S18: (Top) LCMS spectra of the one-pot synthesis of guanidine and subsequent Cbz-protection.
The the (di-Cbz)-protected guanidinie 23 can be seen at 26 min retention time again. Additionally, the
peak for the mono (Cbz)-protected product can be seen at 5 to 6 min and on the bottom the corresponding

mass spectra for this peak. The mass corresponds to the expected product placed in the top part.
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Amino Acids

Synthesis of Sulfonates

Sodium 1,2-dihydroxyethane-1-sulfonate (14a)

HO
SO3Na
HO
1,4-Dioxan-2,5-diol (300 mg, 2.50 mmol, 0.5 eq.) was dissolved in H>O (1.0 mL) and 2M HCI
(100 pL). A solution of NaHSO3 (520 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) in H2O (2.5 mL) was added
dropwise and the reaction mixture was stirred for 1h at room temperature. MeCN (10 mL) was
added and formed precipitates were filtered off. The solvents were removed in vacuo. The
residue was taken up in MeOH, filtered and the solvent removed in vacuo and the residue dried

under high vacuum. The product was obtained as a white solid (720 mg, 4.39 mmol, 88%).

TH-NMR (400 MHz, D;0) § 4.49 (dd, J = 8.2, 3.2 Hz, 1H, CH), 4.00 (dd, J = 12.1, 3.2 Hz, 1H,
CHaa), 3.71 (dd, J = 12.1, 8.2 Hz, 1H, CHzb). 3C-NMR (101 MHz, D,0) & 83.72, 61.28. IR
(em™): v =3331 (w), 2359 (vw), 1343 (w), 1263 (m), 1178 (s), 1132 (m), 1079 (s), 1045 (vs),
989 (m), 894 (m), 703 (s). HRMS (ESI): calc.: [C2Hs505S] 140.9863, found: 140.9862.

Sodium 1,2,3-trihydroxypropane-1-sulfonate (14b)

OH

HO\/H/SO;;Na

OH

3,6-Dihydroxy-1,4-dioxan-2,5-dimethanol (450 mg, 2.5 mmol, 0.5 eq.) was dissolved in H>O
(1.0 mL) and 2M HCI (100 pL). A solution of NaHSO3 (520 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) in H,O
(2.5 mL) was added dropwise and the reaction mixture was stirred for 20 min at room
temperature. MeCN (10 mL) was added and formed precipitates were filtered off. The solvents
were removed in vacuo. The residue was taken up in MeOH, filtered and the precipitate dried

under high vacuum. The product was obtained as a colorless oil (quantitative yield).

NMR analysis revealed an isomeric ratio of = 59 (R,R and S,S) : 41 (R,S and S,R).
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TH-NMR (400 MHz, D,0) 6 4.44 (d, R,S and S,R, J = 6.1 Hz, 1H, SO3CH), 4.41 (d, R,R and
S,S, J=3.1Hz, 1H, SO3CH), 4.11 (ddd, R,R and S,S J=6.8, 5.3, 3.1 Hz, 1H, CH), 3.99 (m, R,S
and S,R, 1H), 3.88 (dd, R,S and S,R, J = 12.1, 2.8 Hz, 1H, CHza), 3.75 — 3.70 (m, R,S and
S.R,1H, CHzb), 3.68 (dd, R,R and S.S J = 9.4, 6.1 Hz, 2H, CH,). BC-NMR (101 MHz, D,0) &
83.99 (R,S and S,R, SO3CH), 82.12 (R,R and S.,S, SO3CH), 71.13 (R,S and S,R, CH) 70.20 (R,R
and S.S, CH), 62.28 (R,R and S,S,CH)s, 61.87 (R,S and S,R, CHy). IR (cm™): v = 3375 (m),
2961 (vw), 1643 (vw), 1409 (w), 1174 (vs), 1068 (m), 1029 (vs), 703 (m). HRMS (EST): calc.:
[C3H706S] 170.9969, found: 170.9968.

Sodium 1,2-dihydroxypropane-1-sulfonate (14c¢)

OH

)ﬁ/so\gNa

OH

1,1-Dimethoxy-2-propanol (601 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in H>O (1.0 mL) and
2M HC (500 pL) and stirred for 90 min at room temperature. A solution of NaHSO3 (520 mg,
5.00 mmol, 1.0 eq.) in H>O (2.5 mL) was added dropwise and the reaction mixture was stirred
for 20 min. Isopropanol (15 mL) was added and formed precipitates were filtered off. The
solvents were removed in vacuo. The residue was taken up in isopropanol, filtered and the
precipitate dried under high vacuum. The product was obtained as a white solid (338 mg,

1.90 mmol, 38%).

NMR analysis revealed a mixture of isomers, but the signals are overlapping except for the

signal at the carbon linked to the sulfonate, therefore the structures could not be assigned.

IH-NMR (400 MHz, D>0) & 4.37 (m, 1H, SO;CH), 4.22 — 4.20 (m, 1H, SOsCH), 4.20 — 4.13
(m, 1H, CH), 1.27 (m, 3H, CHz). *C-NMR (101 MHz, D,0) § 86.37 (SOsCH), 85.87 (SO:CH),
66.81 (CH), 66.40 (CH), 18.73 (CHs), 16.27 (CHz). IR (cm™): ¥ = 3406 (m), 2974 (w), 1631
(w), 1379 (w), 1261 (m), 1191 (vs), 1136 (vs), 1112 (s), 1044 (vs), 1014 (s), 937 (m), 856 (m),
791 (w), 703 (m). HRMS (ESI): calc.: [C3H;05S] 155.0020, found: 155.0019.
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Sodium 1,2-dihydroxy-3-methylbutane-1-sulfonate (14d)

OH
%/SO3Na
OH

1,1—dimethoxy—3—methylbutan—2—ol8 (741 mg, 5.00 mmol, 1.0eq) was dissolved in HxO
(1.0 mL) and 2M HCI (500 pL) and stirred for 90 min at room temperature. A solution of
NaHSOs (520 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) in H2O (2.5 mL) was added dropwise and the reaction
mixture was stirred for 20 min. The formed precipitated was filtered off and dried under high

vacuum. The product (183 mg, 1.23 mmol, 25%) was obtained as a white solid.
NMR analysis revealed an isomeric ratio of = 76 (R,R and S,S) : 24 (R,S and S,R).

TH-NMR (400 MHz, D,0) 6 491 (d, R,R and S,S, J = 5.5 Hz, 1H, SO3CH), 4.17 (d, R,S and
S,R, J=4.3 Hz, 1H, SOs;CH), 3.73 (m, R,S and S.R, 1H, CH), 3.21 (t, R,R and S,S, J = 5.2 Hz,
1H, CH), 2.20 (pd, R,S and S,R, J = 6.9, 4.3 Hz, 1H, (CH3).CH), 1.90-1.75 (m, R,R and S,S, 1H,
(CH3).CH), 1.00 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3), 0.92 — 0.83 (m, 6H, CH3). 13C-NMR (101 MHz,
D,0) 0 93.29 (R,S and S,R, SOs;CH), 90.09 (R,R and S.S, SO3CH), 81.02 (R,S and S.R, CH),
78.23 (R,R and S.,S, CH), 29.29 (R,S and S,R, (CH3)>CH), 28.89 (R,R and S, S, (CH3).CH), 18.62
(R,R and S.,S, CHsa) 18.01 (R,S and S,R, CHza) 15.83 (R,S and S,R, CH3b), 15.67 (R,R and S,S,
CHsb). IR (cm™): v = 3381 (w), 3321 (vw), 2961 (vw), 1641 (vw), 1257 (w), 1189 (vs), 1135
(m), 1067 (s), 1040 (vs), 969 (m), 838 (w), 752 (m), 701 (m). HRMS (ESI'): calc.: [CsH1105S]
183.0333, found: 183.0332.

Sodium 1,2-dihydroxy-3-phenylpropane-1-sulfonate (14e)

OH

SO3N3
OH

1,1-dimethoxy-3-phenylpropan-2-o01® (981 mg, 5.00 mmol, 1.0eq) was dissolved in H>O
(1.0 mL) and 2M HCI (500 pL) and stirred for 2h at room temperature. A solution of NaHSOs
(520 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) in H>O (2.5 mL) was added dropwise and the reaction mixture
was stirred for 40 min at room temperature. MeCN (20 mL) was added and formed precipitates

were filtered off. The solvents were removed in vacuo. The residue was taken up in isopropanol,
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filtered and the solvent removed in vacuo. The residue was dried under high vacuum. The

product was obtained as a colorless oil (982 mg, 3.86 mmol, 77%).
No mixture of isomers could be distinguished.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): § 7.32 — 7.14 (m, 5H, CHpheny1), 4.77 (d, J = 6.0 Hz, 1H,
CHOH), 4.09 (d, J =5.6 Hz, 1H, SOsCH), 3.63 (dtd, / =9.0, 5.8, 2.8 Hz, 1H, CH), 3.41 (s, 1H,
SO3CHOH), 2.80 (dd, J = 13.9, 2.8 Hz, 1H, CHza), 2.58 —2.48 (m, 1H, CHzb). 13C-NMR (100
MHz DMSO-ds): 6 140.08 (Cpheny), 129.92 (CHpheny1), 128.34 (CHpheny1), 126.12 (CHpheny1),
107.14 (SOsCH), 71.75 (CH), 38.36 (CH>). IR (cm™): v = 3449 (vw), 2993 (vw), 2832 (vw),
1453 (w), 1168 (s), 1128 (vs), 1056 (vs), 967 (vs), 750 (m), 699 (vs), 695 (s). HRMS (ESI):
calc.: [CoH1105S] 231.0333, found: 231.0333.
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Synthesis of Oximes

2-Hydroxyacetaldehyde oxime (13a)

N-OH

/J

HO

Prebiotic formation:

A 1M solution of the sulfonate 14a (100 uL, 0.10 mmol, 1.0 eq) in DO was mixed with
hydroxylamine (7; 50 wt% in H,O; 7.66 uL, 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq), Na2CO3(53 mg,
0.50 mmol, 5.0 eq.) and D20 (892 uL). The reaction mixture was shaken at 50 °C at 450 rpm
for 4 h in an Eppendorf ThermoMixer®. The reaction mixture was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard. The yield of sodium

2-hydroxyacetaldehyde oxime (13a) was found to be quantitative (Figure S19).

NMR analysis revealed an isomeric ratio of 70 (Z) : 30 (E).

Svynthetic reference:

In a 50 mL Falcon-tube added with a stirring bar, 1,4-dioxane-2,5-diol (1.20 g, 10.0 mmol, 0.5
eq.) was dissolved in water (7.55 mL). After adding hydroxylamine (7; 50 wt% in H2O; 2.64 g,
2.45 mL, 40.0 mmol, 2.0 eq.), the white suspension was stirred for 1 hour at room temperature.

After the clear solution was lyophilized, 2-hydroxyacetaldehyde oxime (13a) was obtained as

a colorless oil (0.99 g, 13.2 mmol, 66%).
NMR analysis revealed an isomeric ratio of 7 (2) : 93 (E).

TH-NMR (400 MHz, D;0) § =7.44 (1, Z, J = 5.1 Hz, 1H, CH), 6.84 (t, E, J = 3.8 Hz, 1H, CH),
431 (d, E, J=3.9 Hz, 2H, CHy), 4.08 (d, Z, J = 5.2 Hz, 2H, CHa). 3C-NMR (101 MHz, D,0)
§ = 151.6 (Z, CH), 151.2 (E, CH), 58.4 (E, CHa), 55.6 (Z, CHa). IR (cm™"): v = 3243 (s), 2882
(w), 1635 (w), 1447 (m), 1282 (m), 1224 (w), 1104 (w), 1046 (s), 989 (vs), 931 (vs), 690 (vs).
HRMS (EST") calc.: [C2HsNO,]* 76.0354, found: 76.0391.

41



synthetic reference

}M__/«"Uu‘x J N ) \\JLM_WL_‘

prebiotic reaction

maleic
acid

L J

LB s e e e e e B e L e B L S e e JE s e e LA B
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 58 57 5.6 5.5 54 53 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 47 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1
f1 (ppm)

Figure S19: '"H-NMR spectrum (400 MHz, D>O, 4.1-7.7 ppm) of prebiotically and synthetically
produced 2-hydroxyacetaldehyde oxime (13a). The E/Z ratio strongly varies depending on the synthetic

conditions.
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2,3-Dihydroxypropanal oxime (13b)

OH

HO\)VN\OH

Prebiotic formation:

A 1M solution of sulfonate 14b (100 pL, 0.10 mmol, 1.0 eq) in DO was mixed with
hydroxylamine (7; 50 wt% in H20O; 7.66 uL, 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq), Na2CO3 (53 mg,
0.50 mmol, 5.0 eq.) and D>O (892 uL). The reaction mixture was shaken at 50 °C at 450 rpm
for 4 h in an Eppendorf ThermoMixer®. The reaction mixture was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard. The yield of sodium

2-hydroxyacetaldehyde oxime (13b) was found to be quantitative (Figure S20).

NMR analysis revealed an isomeric ratio of 84 (Z) : 16 (E).

Synthetic reference:

In a 2 ml Eppendorf tube 3,6-bis(hydroxymethyl)-1,4-dioxane-2,5-diol (180 mg, 1 mmol, 0.5
eq.) was dissolved in water (755 pL). After adding hydroxylamine (7; 50 wt% in H>O; 264 mg,
245 pL, 4.00 mmol, 2.0 eq.), the resulting white suspension was shaken at 1000 rpm in an
Eppendorf shaker for 1 hour. After lyophilization 2,3-dihydroxypropanal oxime (13b; 65.0 mg,

0.619 mmol, 31%) was obtained as colorless oil.
NMR analysis revealed an isomeric ratio of 76 (Z) : 24 (E).

IH-NMR (400 MHz, D,0) 6 = 7.44 (d, Z, J = 5.9 Hz, 1H, HONCH), 6.79 (t, E, J = 5.7 Hz, 1H,
HONCH), 4.87 (td, E, J = 5.8, 3.9 Hz, 1H, CH), 4.29 (d, Z, J = 6.0, 4.9 Hz, 1H, CH), 3.67 (d,
E,J=4.8 Hz, 2H, CHy), 3.65 (d, Z, J = 6.0 Hz, 2H, CH,). 3C-NMR (101 MHz, D20) 6 = 152.2
(E, HONCH), 151.6 (Z, HONCH), 69.2 (Z, CH), 65.7 (E, CH), 63.1 (Z, CHy), 62.3 (E, CH,).
IR (cm™): v = 3248 (s), 2883 (m), 1607 (vw), 1416 (m), 1284 (m), 1210 (w), 1077 (s), 1031
(vs), 924 (vs), 873 (vs). HRMS (EST*) [C3H/NOs]* calc.: 106.0459, found: 106.0498.
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Figure S20: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 3.4-9.4 ppm) of prebiotically and synthetically
produced 2,3-dihydroxypropanal oxime (13b).
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2-Hydroxypropanal oxime (13c¢)

OH

)VN\OH

Prebiotic formation:

A 1M solution of the sulfonate 14¢ (100 pL, 0.10 mmol, 1.0 eq) in DoO was mixed with
hydroxylamine (7; 50 wt% in H,O; 7.66 uL, 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq), Na>CO3 (53 mg,
0.50 mmol, 5.0 eq.) and D>O (892 uL). The reaction mixture was shaken at 50 °C at 450 rpm
for 4h in an Eppendorf ThermoMixer®. The reaction mixture was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard. The yield of sodium

2-hydroxyacetaldehyde oxime (13c) was found to be 85% (Figure S21).
NMR analysis revealed an isomeric ratio of 85 (Z) : 15 (E).

Svnthetic reference:

1,1-dimethoxypropan-2-ol (1.11 g, 10.0 mmol, 1.0eq.) was dissolved in water (10 mL). After
the addition of DOWEX 50WX 8 (2.50 g), it was stirred at 50 °C for 3 h. DOWEX was filtered
off, hydroxylamine solution 50 wt% in H20 (755 mg, 700 pL, 11.4 mmol, 1.14 eq.) was added
to the filtrate and the solution was stirred for 1.5 hours at room temperature. After lyophilization
the crude product was purified by column chromatography (DCM/MeOH: 9:1) to obtain the
product (303 mg, 3.39 mmol, 34%) as a colorless oil.

NMR analysis revealed an isomeric ratio of 76 (Z) : 24 (E).

TH-NMR (400 MHz, D>0) § = 7.43 (d, Z, J = 6.0 Hz, 1H, HONCH), 6.81 (d, E, J = 5.8 Hz,
1H, HONCH), 4.98-4.88 (m, 1H, CH), 4.41-4.36 (m, 1H, CH), 1.28 (dd, J = 6.7, 3.1 Hz, 3H,
CH3). 13C-NMR (101 MHz, D;0) 6 = 155.8 (E, HONCH), 154.7 (Z, HONCH), 64.8 (Z, CH),
60.9 (E, CH), 21.9 (Z, CH3), 18.6 (E, CH3). IR (cm™): v = 3270 (w), 2975 (w), 2933 (w), 1643
(w), 1605 (vw), 1447 (m), 1370 (m), 1291 (w), 1218 (s), 1161 (m), 1070 (s), 1027 (vs), 962
(m), 917 (s), 865 (s), 836 (s), 717 (s). HRMS (ESI*) calc.: [C3H7NO2]* 90.0510, found:
90.0549.
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Figure S21: '"H-NMR spectrum (400 MHz, DO, 1.0-8.5 ppm) of prebiotically and synthetically
produced 2-hydroxypropanal oxime (13c).
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2-Hydroxy-3-methylbutanal oxime (13d)

\
OH OH

Prebiotic formation:

14d (22.0 mg, 0.10 mmol, 1.0 eq) was dissolved in D20 (992 uL) together with hydroxylamine
(7; 50 wt% in H20; 7.66 uL., 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq) and Na,COs3 (53 mg, 0.50 mmol,
5.0 eq.). The reaction mixture was shaken at 50 °C at 450 rpm for 8 h in an Eppendorf
ThermoMixer®. The reaction mixture was analyzed by NMR spectroscopy using maleic acid as
an internal standard. The yield of sodium 2-hydroxyacetaldehyde oxime (14d) was found to be
quantitative (Figure S22).

NMR analysis revealed just one variant of 85 (Z) : 15 (E).

Svynthetic reference:

1,1-Dimethoxy-?)-methylbutan-Z-ol8 (1.48 g, 10.0 mmol, 1.0eq.) was dissolved in H>O
(10 mL). After the addition of DOWEX 50WX 8 (2.50 g), the reaction mixture was stirred at
50 °C for 4 h. DOWEX was filtered off, hydroxylamine solution 50 wt% in H20 (755 mg, 700
pL, 11.4 mmol, 1.14 eq.) was added to the filtrate and the solution was stirred for 1h at room
temperature. The crude product was purified by column chromatography (DCM/MeOH = 9/1)
to obtain the product (468 mg, 3.99 mmol, 40%) as a yellowish solid.

NMR analysis revealed just one isomer.

IH-NMR (400 MHz, D,0) 6 = 7.43 (d, Z, J = 7.1 Hz, |H, HONCH), 6.70 (d, E, J = 6.8 Hz, 1H,
HONCH), 4.48 (t, E, J = 6.8 Hz, 1H, CH), 3.91 (t, Z, J = 7.0 Hz, 1H, CH), 2.65 — 2.51 (m, E,
1H, CH), 1.84 (dp, Z, J = 13.7, 6.9 Hz, 1H, (CH3),CH), 0.94 (d, E,s J = 8.4 Hz, 6H, CH3). 0.91
(d, Z, J = 6.7 Hz, 3H, CHs), 0.85 (d, Z, J = 6.9 Hz, 3H, CH3).3C-NMR (101 MHz, D,0) § =
151.4 (HONCH), 73.2 (CH), 32.4 ((CH3)CH), 18.2 (CH3). IR (cm™): v = 3260 (m), 2963 (W),
2920 (m), 2871 (w), 1656 (vw), 1464 (m), 1381 (w), 1369 (w), 1346 (m), 1324 (w), 1304 (w),
1272 (w), 1145 (w), 1125 (w), 1025 (vs), 962 (vs), 945 (vs), 927 (vs), 917 (s), 842 (m), 801
(w), 738 (s). HRMS (EST*) calc.: [CsH;:NO,]* 118.0823, found: 118.0497.
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Figure S22: '"H-NMR spectrum (400 MHz, DO, 1.0-8.5 ppm) of prebiotically and synthetically
produced 2-hydroxy-3-methylbutanal oxime (13d).
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2-Hydroxy-3-phenylpropanal oxime (13e)

.OH
N
oh%

Prebiotic formation:

14e (25.4 mg, 0.10 mmol, 1.0 eq) was dissolved in D20 (992 uL) together with hydroxylamine
(7; 50 wt% in H20; 7.66 uL, 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq) and Na,CO3(53 mg, 0.50 mmol,
5.0 eq.). The reaction mixture was shaken at 50 °C at 450 rpm for 8 h in an Eppendorf
ThermoMixer®. The reaction mixture was analyzed by NMR spectroscopy using maleic acid as

an internal standard. The yield of sodium 2-hydroxyacetaldehyde oxime (13e) was found to be

75% (Figure S23).
NMR analysis revealed an isomeric ratio of 81 (Z) : 19 (E).

Synthetic reference:

1,1-dimethoxy-3-phenylpropan-2-0l® (1.96 g, 10.0 mmol, 1.0eq) and DOWEX 50WX 8
(5.0 g) were dissolved in H2O (10 mL) and stirred at room temperature for 3 h. Dowex was
filtered of and hydroxylamine 50 wt% in H>O (1.35 g, 1.25 mL, 20.4 mmol, 2.04 eq) was added
and the reaction mixture stirred at room temperature for 90 min. The solvent was removed by
freeze drying and the crude product purified through column chromatogarphy (EtOAc/Isohex
= 2/3) to yield the product as a yellowish oil (631 mg, 3.82 mmol, 38%).

NMR analysis revealed an isomeric ratio of 76 (Z) : 24 (E).

IH-NMR (400 MHz, D,0) 6 = 7.45 (d, Z, J = 6.4 Hz, |H, HONCH), 7.38 — 7.18 (m, E+Z, 5H,
CHphenyl), 6.79 (d, E, J = 6.0 Hz, 1H, HONCH), 5.06 (ddd, E, J = 7.9, 6.0, 5.0 Hz, 1H, CH),
445 (dt, Z, J = 7.4, 6.6 Hz, 1H, CH), 3.03 — 2.82 (m, E+Z, 2H, CH,). *C-NMR (101 MHz,
D,0) 6 = 154.32 (E, HONCH), 153.54 (Z, HONCH), 137.02 (E, Cpheny1), 136.68 (Z, Cpheny),
129.55 (Z, CHphenyl), 129.48 (E, CHpheny), 128.58 (Z, CHpheny1), 128.53 (E, CHphenyl), 126.77 (Z,
CHphenyl), 126.75 (E, CHpheny1), 69.71 (Z, CH), 65.33 (E, CH), 40.43 (Z, CH3), 39.03 (E, CHj).
IR (cm™): v = 3379 (vw), 2930 (w), 2832 (vw), 10603 (vw), 1495 (w), 1453, (m), 1276 (w),
1189 (m), 1128 (s), 1055 (vs), 974 (s), 749 (s), 699 (vs). HRMS (ESI) calc.: [CoHioNO,]
164.0717, found: 164.0717
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Figure S23: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 3.0-7.5 ppm) of prebiotically and synthetically
produced 2-hydroxy-3-phenylpropanal oxime (13e).
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Synthesis of a-Hydroxynitriles

2-Hydroxyacetonitrile (15a)

HO\///N

Prebiotic formation from oximes:

A 1 M solution of 2-hydroxyacetaldehyde oxime (13a; 50 pL, 0.05 mmol, 1.0 eq.) was mixed
with a buffer containing formic acid and NaHCOO (5 mM/5 M, 200 pl). The mixture was shaken
at 70 °C and 450 rpm for 6 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to allow water to
evaporate. The residue was dissolved in D2O and the solution was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product was identified by
comparison of the NMR with a commercial sample and the yield was determined to be 91%

(Figure S24).

Prebiotic one-pot formation from sulfonates:

A 1 M solution of sodium 1,2-dihydroxyethane-1-sulfonate (14a; 100 pL, 0.1 mmol, 1.0 eq.)
was mixed with Na,COs3 (26.5 mg, 0.25 mmol, 2.5 eq) and water (392 uL). To the resulting
solution hydroxylamine (7; 50 wt% in H>O; 7.66 uL., 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq.) was added
and it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 4 h in an Eppendorf ThermoMixer®. A formic acid
and NaHCOO containing buffer (10 M/10 M, 300 ul) was added to the reaction mixture and it
was shaken at 70 °C and 450 rpm for 24 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to
allow water to evaporate. The residue was dissolved in D2O and the solution was analyzed by
NMR spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product was
identified by comparison of the NMR with a commercial sample and the yield determined to

be 63% (Figure S24).
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Figure S24: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 2.8-7.4 ppm) for the prebiotic synthesis of
2-hydroxyacetonitrile (15a) from sulfonate 14a (middle) and oxime 13a (bottom) and the commercial

reference (top).
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2,3-Dihydroxypropanenitrile (15b)

Z
HO/\/

OH

Prebiotic formation from oximes:

A 500 mM solution of 2,3-dihydroxypropanal oxime (13b; 100 uL, 0.05 mmol, 1.0 eq.) was
mixed with a buffer containing formic acid and NaHCOO (5 M/5 M, 200 ul). The mixture was
shaken at 70 °C and 450 rpm for 6 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to allow
water to evaporate. The residue was dissolved in D20 and the solution was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product was identified by

comparison of the NMR with a synthetic reference and the yield was determined to be 75%

(Figure S25).

Prebiotic one-pot formation from sulfonate:

A 1M solution of sodium 1,2,3-trihydroxypropane-1-sulfonate (14b; 50 uL, 0.05 mmol, 1.0 eq.)
was mixed with 2 M Na,CO3 in H>O (50 pL, 0.10 mmol, 2.0 eq) and water (46 uL). To the
resulting solution hydroxylamine (7; 50 wt% in H>O; 3.83 uL, 4.13 mg, 0.063 mmol, 1.25 eq.)
was added and it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 4 h in an Eppendorf ThermoMixer®. A
formic acid and NaHCOO containing buffer (6 M/4 M, 275 pl) was added to the reaction
mixture and it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 28 h in an Eppendorf ThermoMixer® open
to the air to allow water to evaporate. The residue was dissolved in D2O and the solution was
analyzed by NMR spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product
was identified by comparison of the NMR with the synthetic standard and the yield determined
to be 28% (Figure S25).
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Synthetic reference:

1,4-Dioxane-2,5-diol (1.88 g, 15.7 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in water (100 mL). After the
addition of potassium cyanide (2.45 g, 37.6 mmol, 2.4 eq.), the reaction batch was adjusted with
2 M hydrochloric acid to pH 3-4. The reaction mixture was stirred for 4 h at room temperature.
The solution was degassed with N2 for 2 h to remove remaining hydrocyanic acid. The water
was removed by rotary evaporation and the residue was dissolved in isopropanol (100 mL). The
resulting white suspension was filtered, and the solvent was removed from the filtrate by rotary
evaporation. 2,3-dihydroxypropanenitrile (15b; 2.28 g, 26.2 mmol, 84 %) was obtained as

brown oil.

TH-NMR (400 MHz, D;0) 6 = 4.67 (t, J = 4.8 Hz, 1H, CH), 3.79 (d, J = 4.8 Hz, 2H, CH,). 3C-
NMR (101 MHz, D,0) § = 117.6 (CN), 62.6 (CH), 61.7 (CH,). IR (cm™): ¥ =3290 (m), 2943
(W), 2653 (W), 2247 (w), 1770 (vw), 1667 (vw), 1516 (vw), 1417 (w), 1323 (w), 1230 (w), 1204
(w), 1148 (w), 1094 (vs), 1056 (vs), 1007 (s), 935 (w), 900 (m), 873 (w), 819 (m), 701 (s).

CH
synthethic reference J U\\——JJ‘L\

maleic
acid

one-pot from sulfonate 14b

maleic
acid CH2

from oxime 13b

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 48 46 44 42 4.0 3.8 3.6 34
f1 (ppm)

Figure S25: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 3.4-7.4 ppm) for the synthesis of
2-hydroxyacetonitrile (15b) from sulfonate 14b (middle) and oxime 13b (bottom) and the synthetic

standard (top).
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2-Hydroxypropanenitrile (15¢)

OH

A

Prebiotic origin from oximes:

N

A 500 mM solution of 2-hydroxypropanal oxime (15¢; 100 pL, 0.10 mmol, 1.0 eq.) was mixed
with a buffer containing formic acid and NaHCOO (5 mM/5 M, 250 pl). The mixture was shaken
at 50 °C and 450 rpm for 48 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to allow water to
evaporate. The residue was dissolved in D2O and the solution was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product was identified by

comparison of the NMR with a commercial sample and the yield was determined to be 78%

(Figure S26).

Prebiotic one-pot formation from sulfonates:

A 1M solution of sodium 1,2-dihydroxypropane-1-sulfonate (14¢; 50 pL, 0.05 mmol, 1.0 eq.)
was mixed with an aqueous 2 M Na,COs solution (50 pL, 0.10 mmol, 2.0 eq) and water (46 puL).
To the resulting solution hydroxylamine (7; 50 wt% in H>O; 3.83 uL, 4.13 mg, 0.063 mmol,
1.25 eq.) was added and it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 4 h in an Eppendorf
ThermoMixer®. A formic acid and NaHCOO containing buffer (6 M/4 M, 330 pl) was added to
the reaction mixture and it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 48 h in an Eppendorf
ThermoMixer® open to the air to allow water to evaporate. The residue was dissolved in D>O
and the solution was analyzed by NMR spectroscopy using maleic acid as an internal standard
(0.5 eq.). The product was identified by comparison of the NMR with a commercial sample and

the yield determined to be 36% (Figure S26).
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Figure S26: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D,O, 1.5-7.5 ppm) for the synthesis of 2-

hydroxypropanenitrile (15¢) from sulfonate 14¢ (middle), oxime 13c (bottom) and the synthetic standard

(top).
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2-Hydroxy-3-methylbutanenitrile (15d)

N
\H\\N

Prebiotic formation from oximes:

2-Hydroxy-3-methylbutanal oxime (13d; 5.9 mg, 0.05 mmol, 1.0 eq.) was mixed with a buffer
containing formic acid and NaHCOO (10 M/10 M, 200 ul). The mixture was shaken at 50 °C
and 450 rpm for 72 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to air to allow water to evaporate.
The residue was dissolved in D>O and the solution was analyzed by NMR spectroscopy using
maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product was identified by comparison of the

NMR with a synthetic reference and the yield was determined to be quantitative (Figure S27).

Prebiotic one-pot formation from sulfonates:

Sodium 1,2-dihydroxy-3-methylbutane-1-sulfonate (14d; 20.6 mg, 0.10 mmol, 1.0 eq.) was
mixed with 2M Na>xCO3 in H,O (100 pL, 0.20 mmol, 2.0 eq.) and water (92 uL). To the
resulting solution hydroxylamine (7; 50 wt% in H20; 7.88 uL, 8.26 mg, 0.125 mmol, 1.25 eq.)
was added and it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 4 h in an Eppendorf ThermoMixer®. A
formic acid and NaHCOO containing buffer (6 M/4 M, 500 ul) was added to the reaction
mixture and it was shaken at 70 °C and 450 rpm for 18 h in an Eppendorf ThermoMixer® open
to the air to allow water to evaporate. The residue was dissolved in D2O and the solution was
analyzed by NMR spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product
was identified by comparison of the NMR with the synthetic standard and the yield determined
to be 84% (Figure S27).

Synthetic reference:

Isobutyraldehyde (1.00 g, 1.27 mL, 13.9 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in H,O (10 mL) and
Et20 (17 mL), KCN (2.53 g, 38.8 mmol, 2.8 eq.) was added and the reaction mixture vigorously
stirred overnight. The phases were separated and the aqueous phase extracted with Et2O
(3 x20 mL). The combined organic layers were dried over MgSQOu, filtered and the solvent
removed in vacuo. The crude product was purified by column chromatography (DCM /MeOH
=39/1) to yield 2-hydroxy-3-methylbutanenitrile 15d (650 mg, 6.56 mmol, 47%) as a colorless
liquid.
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The NMR data correspond to the literature.'*
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Figure S27: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D>O, 0.4-6.4 ppm) for the synthesis of 2-hydroxy-3-

methylbutanenitrile (15d) from sulfonate 14d (middle), oxime 13d (bottom) and the synthetic standard
(top).
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2-Hydroxy-3-phenylpropanenitrile (15e)

=
Iy

Prebiotic formation from oximes:

2-Hydroxy-3-phenylpropanal oxime (13e; 16.5 mg, 0.05 mmol, 1.0 eq.) was mixed with a
buffer containing formic acid and NaHCOO (5 M/5 M, 300 ul). The mixture was shaken at
50 °C and 450 rpm for 72 h in an Eppendorf ThermoMixer® open to the air to allow water to
evaporate. The residue was dissolved in D2O and the solution was analyzed by NMR
spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product was identified by
comparison of the NMR with a synthetic reference and the yield was determined to be 82%

(Figure S28).

Prebiotic one-pot formation from sulfonates:

Sodium 1,2-dihydroxy-3-phenylpropane-1-sulfonate (14e; 12.7 mg, 0.05 mmol, 1.0 eq.) was
mixed with 2M NaxCO3 in H O (50 pL, 0.10 mmol, 2.0 eq.) and water (46 uL). To the
resulting solution hydroxylamine (7; 50 wt% in H>O, 3.84 ul, 4.13 mg, 0.063 mmol, 1.25 eq)
was added an it was shaken at 50 °C and 450 rpm for 4 h in an Eppendorf ThermoMixer®. A
formic acid and NaHCOO containing buffer (6 M/4 M, 600 pul) was added to the reaction
mixture and it was shaken at 70 °C and 450 rpm for 24 h in an Eppendorf ThermoMixer® open
to the air to allow water to evaporate. The residue was dissolved in D20 and the solution was
analyzed by NMR spectroscopy using maleic acid as an internal standard (0.5 eq.). The product
was identified by comparison of the NMR with the synthetic standard and the yield determined
to be 20% (Figure S28).

Synthetic reference:

KCN (650 mg, 10.0 mmol, 1.67 eq.) was dissolved in water (2 mL) and Et2O (4 mL) and the
resulting solution cooled to 0 °C. 2-phenylacetaldehyde (721 mg, 700 uL, 6.00 mmol, 1.0 eq.)
and acetic acid (572 pL) were added dropwise to the solution and the reaction mixture stirred
for 2h at room temperature. The phases were separated and the aqueous phase extracted with

Et;0 (3 x 10 mL), the combined organic layers dried over MgSOQyu, filtered and the solvent
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removed in vacuo. The crude product was purified by column chromatography (Isohex/EtOAC

= 3/1) to yield the product (733 mg, 4.98 mmol, 83%) as a yellow oily liquid.

1H-NMR (400 MHz, D;0) § = 7.34 —7.22 (m, 5H, CHpheny1), 6.53 (d, J = 6.3 Hz, 1H, HONCH),
4.73 (q,J=7.0 Hz, 1H, CH), 2.99 (dd, J = 7.1, 2.7 Hz, 2H CH,). BC-NMR (101 MHz, D:0) 6
=135.74 (Cphenyl), 129.67 (CHpheny1), 128.29 (CHpheny1), 126.94 (CHphenyt), 121.01 (HONCH),
61.28 (CH), 40.83 (CH). IR (cm™): v = 3372 (m), 3030 (vw), 2266 (vw), 1495 (w), 1456 (w),

1419 (w), 1279 (m), 1127 (w), 1080 (m), 1063 (s), 1026 (m), 970 (m), 829 (w), 801 (m), 748
(vs), 700 (vs).
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Figure S28: 'H-NMR spectrum (400 MHz, D20, 3.0-7.5 ppm) for the synthesis of 2-hydroxy-3-
phenylpropanenitrile (15e) from sulfonate 14e (middle), oxime 13e (bottom) and the synthetic standard
(top).

60



Fundamental Reaction Pathways

Formation of NO:

CO+mv— O+ CO

N, +O—-NO+N

N +CO2 — NO + CO

Formation of NO,:!

2CO2+N2—2CO+2NO

H>O + hv — H+ OH

CO+H+M - HCO+M

HCO + NO —- HNO + CO

HNO — H" + NO

NO +NO — N0y

N207 + NO — N3Os5°

NxOx — NO3 + NO2 + N2O
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Formation of NH3:!7

NO; + 6 Fe** + 7 H* — 6 Fe** + 2 H,0 + NH3 (12)

Formation of NH,OH (6):!
NOz + 2 HSO3” — HON(SO3)2 (13)
HON(SO3)2 + 2 Ho O — NH20OH + 2 HSO4 (14)

Formation of HCO (7):8

CO2+hv—>CO+0 (15)
H,0 + hv > H+ OH (16)
H+CO+M — HCO+M a7
HCO + HCO — H2CO + CO (18)
Formation of urea (11):"
H>CO + NH,OH — CH>NOH + H>O (19)
CH2NOH — HCN + H.O (20)
HCN + NH20H — HoNCN + H20 21)
HoNCN + H20 — CO(NH2)2 (22)
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Crystallographic Data

-

02

Figure S29: Crystal structure of the monohydrate guanidinium (12) salt of N-hydroxy-2-
(hydroxyimino)acetimidoyl cyanide (29). Nitrogen atoms (pink), oxygen atoms (red) and carbon atoms
(blue) are represented by large spherical structures. Hydrogen atoms (white) are represented by small
spherical structures. CCDC 2189560 contains the supplementary crystallographic data for this paper.
These data can be obtained free of charge from The Cambridge Crystallographic Data Centre via

www.ccdc.cam.ac.uk/structures.
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Figure S30: Crystal structure of 5-aminoisoxazole (20). Nitrogen atoms (pink), oxygen atoms (red) and
carbon atoms (blue) are represented by large spherical structures. Hydrogen atoms (white) are
represented by small spherical structures. CCDC 2051594 contains the supplementary crystallographic
data for this paper. These data can be obtained free of charge from The Cambridge Crystallographic

Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/structures.
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Figure S31: Crystal structure of 5-aminoisoxazolyl-urea 22. Nitrogen atoms (pink), oxygen atoms (red)
and carbon atoms (blue) are represented by large spherical structures. Hydrogen atoms (white) are
represented by small spherical structures. CCDC 2189559 contains the supplementary crystallographic
data for this paper. These data can be obtained free of charge from The Cambridge Crystallographic

Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/structures.
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Anhang C

Anhang C

Synthese 32 im Gesteinsreaktor (4 Aquivalente Harnstoff):

31 (840 mg, 768 uL, 10,0 mmol, 1,0 Ag.) wurde gemeinsam mit Harnstoff (2,40 g,
40 mmol, 4,0 Ag.) und ZnCl2 (1,36 g, 10,0 mmol, 1,0 Ag.) in Wasser (100 mL) gel6st und
in einen schrag gestellten Gneiss-Reaktor Gberflhrt. Dieser Reaktor wurde fur 8 (28) Tage

auf 93 °C erhitzt und jeweils nach ungefdhr 4 (8) Tagen weiteres Wasser (50 mL)
zugegeben um die Reaktionsmischung wieder anzulésen. Nachdem der Reaktor auf
Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde der Rickstand in Wasser (200 mL) geldst und
eine Probe (10 uL), welche mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde,
fur LCMS-Analysen (5 uL Injektionsvolumen), genommen. Die Ausbeute wurde anhand
einer Kalibriungsgeraden, welche mit kommerziell erhaltlichen 31 aufgenommen wurde,
auf 53 % (48 %) bestimmt.

Synthese 32 im Gesteinsreaktor (1 Aquivalente Harnstoff):

31 (840 mg, 768 uL, 10,0 mmol, 1,0 Agq.) wurde gemeinsam mit Harnstoff (600 mg,
10 mmol, 1,0 Ag.) und ZnCl2 (340 mg, 2.50 mmol, 0,25 Ag.) in Wasser (100 mL) gelost
und in einen schrag gestellten Gneiss-Reaktor Uberfuhrt. Dieser Reaktor wurde fir 8 Tage
auf 93 °C erhitzt und jeweils nach ungeféahr 4 Tagen weiteres Wasser (50 mL) zugegeben
um die Reaktionsmischung wieder anzulésen. Nachdem der Reaktor auf
Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde der Rickstand in Wasser (200 mL) geldst und
eine Probe (10 uL) genommen, welche mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 mL
verdunnt wurde, fir LCMS-Analysen (5 uL Injektionsvolumen). Die Ausbeute wurde
anhand einer Kalibriungsgeraden, welche mit kommerziell erhaltlichen 31 aufgenommen

wurde, auf 21 % bestimmt.

Synthese der Cytosine-Nukleoside ausgehend von 32:

Basaltreaktor ohne Pyrit (FeS2):
3-Ureaisoxzaol (32) (635 mg, 5,00 mmol, 1,0 Ag.) wurde gemeinsam mit Borsaure

(155 mg, 2,51 mmol, 0,5 Ag.) und Ribose (3,75 g, 25,0 mmol, 5,0 Ag.) in H20 (50 mL) in
200



Anhang C

einem Basaltreaktor geldst und fur 16 h auf 62 °C erhitzt. Der Ruckstand wurde in Wasser
(100 mL) gelést und in einen weiteren Basaltreaktor, indem DTT (1,16 g, 7,50 mmaol,
1,5 Ag.) und Na2COz (398 mg, 3,75 mmol, 0,75 Aq.) vorlagen, uberfihrt. Es wurde fiir 3 h
bei 82 °C geheizt, wobei alle 0,5 h Wasser dazugegeben wurde um ein Eintrocknen zu
verhindern. Nachdem die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuihlt war, wurde
auf 100 mL aufgeflllt. AnschlieRend wurde eine Probe (40 uL), welche mit Wasser auf
ein  Gesamtvolumen von 1mL verdinnt wurde, fir LCMS-Analysen (5 puL
Injektionsvolumen), genommen. Die Ausbeute wurde anhand einer Kalibriungsgeraden,
welche mit kommerziell erhaltlichen Cytidin aufgenommen wurde, auf 60 % Cytidin-
Nukleoside und 5 % Cytosin (6) bestimmt. Die Nukleoside teilten sich Folgendermalfie auf

die Isomere auf: a-furano (8 %), B-furano (3 %), a-pyrano (33 %) und B-pyrano (17 %).

Basaltreaktor mit Pyrit (FeS2):

Ureaisoxzaol (32) (635 mg, 5,00 mmol, 1,0 Ag.) wurde gemeinsam mit Borsaure (155 mg,
2,51 mmol, 0,5 Ag.) und Ribose (3,75 g, 25,0 mmol, 5,0 Aq.) in H20 (50 mL) in einem
Basaltreaktor geldst und fiur 17 h auf 60 °C erhitzt. Der Rickstand wurde in Wasser
(100 mL) gel6st und in einen weiteren Basaltreaktor, indem DTT (1,16 g, 7,50 mmol,
1,5 Ag.), FeSz (300 mg), Natriumtetraborat decahydrat (762 mg, 2 mmol, 0,4 Ag.) und
Na2COs (398 mg, 3,75 mmol, 0,75 Ag.) vorlagen, lberfiihrt. Es wurde fiir 1,5 h bei 79 °C
geheizt, wobei alle 0,5 h Wasser dazugegeben wurde um ein Eintrocknen zu verhindern.
Nachdem die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde auf 100 mL
aufgefullt. AnschlieBend wurde eine Probe (40 uL), welche mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde, fur LCMS-Analysen (5 uL Injektionsvolumen),
genommen. Die Ausbeute wurde anhand einer Kalibriungsgeraden, welche mit
kommerziell erhaltlichen Cytidin aufgenommen wurde, auf 74 % Cytidin-Nukleoside und
5 % Cytosin (6) bestimmt. Die Nukleoside teilten sich Folgendermal3en auf die Isomere
auf: a-furano (11 %), B-furano (3 %), a-pyrano (40 %) und B-pyrano (20 %).
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Gneissreaktor mit Pyrit (FeS2):

Ureaisoxzaol (32) (635 mg, 5,00 mmol, 1,0 Ag.) wurde gemeinsam mit Borsaure (155 mg,
2,51 mmol, 0,5 Ag.) und Ribose (3,75 g, 25,0 mmol, 5,0 Ag.) in H20 (50 mL) in einem
Gneissreaktor geldst und fir 18 h auf 60 °C erhitzt. Der Rickstand wurde in Wasser
(100 mL) geldst und in einen weiteren Gneissreaktor, indem DTT (1,16 g, 7,50 mmol,
1,5 Ag.), FeSz (300 mg), Natriumtetraborat decahydrat (762 mg, 2 mmol, 0,4 Ag.) und
Na2COs3 (398 mg, 3,75 mmol, 0,75 Ag.) vorlagen, lberfuhrt. Es wurde fiir 1,5 h bei 80 °C
geheizt, wobei alle 0,5 h Wasser dazugegeben wurde um ein Eintrocknen zu verhindern.
Nachdem die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde auf 100 mL
aufgefullt. Anschlieend wurde eine Probe (40 uL), welche mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde, fir LCMS-Analysen (5 uL Injektionsvolumen),
genommen. Die Ausbeute wurde anhand einer Kalibriungsgeraden, welche mit
kommerziell erhaltlichen Cytidin aufgenommen wurde, auf 78 % Cytidin-Nukleoside und
6 % Cytosin (6) bestimmt. Die Nukleoside teilten sich Folgendermal3e auf die Isomere
auf: a-furano (13 %), B-furano (3 %), a-pyrano (44 %) und B-pyrano (19 %).

Synthese der Cytosine-Nukleoside ausgehend von 31:

4 Aqg. Harnstoff, 8d Reaktionszeit fiir Schritt eins:
31 (840 mg, 768 uL, 10,0 mmol, 1,0 Ag.) wurde gemeinsam mit Harnstoff (2,40 g,
40 mmol, 4,0 Ag.) und ZnCl2 (1,36 g, 10,0 mmol, 1,0 Ag.) in Wasser (100 mL) gel6st und

in einen schrag gestellten Gneiss-Reaktor Gberfuhrt. Dieser Reaktor wurde fur 8 Tage auf

93 °C erhitzt und nach ungefahr 4 Tagen weiteres Wasser (50 mL) zugegeben um die
Reaktionsmischung wieder anzulésen. Nachdem der Reaktor auf Raumtemperatur
abgekihlt war, wurde der Ruckstand in Wasser (200 mL) gel6st und eine Probe (10 pL),
welche mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde, fur LCMS-
Analysen (5 pL Injektionsvolumen), genommen.

Zur Reaktionslosung wurde Na2COz (1080 mg, 10.2 mmol, 1.02 Aq.) versetzt und der
entstandene Niederschlag bei der Uberfiihrung in einen Basaltreaktor abfiltriert. In diesem

Basaltreaktor lagen bereits Ribose (7.5 g, 50 mmol, 5.0 Aq.) und Borséaure (309 mg,
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5.00 mMol, 0,5 Aqg.) vor. Die Reaktionsmischung wurde fir 17 h auf 57 °C erhitzt. Der
Ruckstand wurde in Wasser (100 mL) gelést und die Lésung in einen weiteren
Basaltreaktor, indem bereits DTT (2,36 g, 15 mmol, 1,5 Ag.), Na2COz (796 mg) und FeS>
(600 mg) vorlagen. Es wurde fur 90 Minuten bei 78 °C erhitzt, wobei wieder alle 30
Minuten Wasser zugegeben wurde um ein Eintrocknen zu verhindern. Nachdem die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde die Reaktionsmischung
auf 100 mL mit H20 verdinnt. Im Anschluss wurde eine Probe (40 uL), welche mit Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde, fur LCMS-Analysen (5 uL
Injektionsvolumen), genommen. Die Ausbeute wurde anhand einer Kalibriungsgeraden,
welche mit kommerziell erhéltlichen Cytidin aufgenommen wurde, auf 6,3% Cytidin-
Nukleoside und 26,9 % Cytosin (6) bestimmt. Die Nukleoside teilten sich
Folgendermal3en auf die Isomere auf: a-furano (2,7 %), B-furano (1,7 %), a-pyrano
(1,5 %) und B-pyrano (0,4 %).

4 Ag. Harnstoff, 28d Reaktionszeit fiir Schritt eins:

31 (840 mg, 768 uL, 10,0 mmol, 1,0 Ag.) wurde gemeinsam mit Harnstoff (2,40 g,
40 mmol, 4,0 Ag.) und ZnCl2 (1,36 g, 10,0 mmol, 1,0 Ag.) in Wasser (100 mL) geldst und
in einen schrag gestellten Gneiss-Reaktor Uberfuhrt. Dieser Reaktor wurde fur 28 Tage

auf 93 °C erhitzt und jeweils nach ungefahr 8 Tagen weiteres Wasser (50 mL) zugegeben
um die Reaktionsmischung wieder anzuldsen. Nachdem der Reaktor auf
Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde der Rickstand in Wasser (200 mL) geldst und
eine Probe (10 uL), welche mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde,
fur LCMS-Analysen (5 pL Injektionsvolumen), genommen.

Zur Reaktionslosung wurde Na2COsz (1080 mg, 10.2 mmol, 1.02 Ag.) versetzt und der
entstandene Niederschlag bei der Uberfiihrung in einen Basaltreaktor abfiltriert. In diesem
Basaltreaktor lagen bereits Ribose (7.5 g, 50 mmol, 5.0 Agq.) und Borsaure (309 mg,
5.00 mMol, 0,5 Aqg.) vor. Die Reaktionsmischung wurde fiir 15 h auf 57 °C erhitzt. Der
Rickstand wurde in Wasser (100 mL) gelést und die LOosung in einen weiteren
Basaltreaktor, indem bereits DTT (2,36 g, 15 mmol, 1,5 Ag.), Na2CO3z (796 mg) und FeS>
(600 mg) vorlagen. Es wurde fur 90 Minuten bei 75 °C erhitzt, wobei wieder alle 30

Minuten Wasser zugegeben wurde um ein Eintrocknen zu verhindern. Nachdem die
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Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde die Reaktionsmischung
auf 100 mL mit H20 verdinnt. Im Anschluss wurde eine Probe (40 uL), welche mit Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde, fur LCMS-Analysen (5 uL
Injektionsvolumen), genommen. Die Ausbeute wurde anhand einer Kalibriungsgeraden,
welche mit kommerziell erhaltlichen Cytidin aufgenommen wurde, auf 8,6% Cytidin-
Nukleoside und 17,7 % Cytosin (6) bestimmt. Die Nukleoside teilten sich
Folgendermal3en auf die Isomere auf. a-furano (3,0 %), B-furano (2,1 %), a-pyrano
(2,6 %) und B-pyrano (0,9 %).

1 Aqg. Harnstoff, 8d Reaktionszeit fiir Schritt eins:

31 (840 mg, 768 uL, 10,0 mmol, 1,0 Aq.) wurde gemeinsam mit Harnstoff (600 mg,
10 mmol, 1,0 Ag.) und ZnCl2 (340 mg, 2,50 mmol, 0,25 Aq.) in Wasser (100 mL) gelost
und in einen schrag gestellten Gneiss-Reaktor Gberfuhrt. Dieser Reaktor wurde fir 8 Tage
auf 93 °C erhitzt und nach ungefahr 4 Tagen weiteres Wasser (50 mL) zugegeben um die
Reaktionsmischung wieder anzulésen. Nachdem der Reaktor auf Raumtemperatur
abgekihlt war, wurde der Ruckstand in Wasser (200 mL) gelést und eine Probe (10 pL),
welche mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 mL verdinnt wurde, fur LCMS-
Analysen (5 pL Injektionsvolumen), genommen.

Zur Reaktionslosung wurde Na2COs (270 mg, 2.55 mmol, 0,26 Ag.) versetzt und der
entstandene Niederschlag bei der Uberfiihrung in einen Basaltreaktor abfiltriert. In diesem
Basaltreaktor lagen bereits Ribose (7.5 g, 50 mmol, 5.0 Aq.) und Bors&aure (309 mg,
5.00 mMol, 0,5 Aqg.) vor. Die Reaktionsmischung wurde fiir 15 h auf 61 °C erhitzt. Der
Ruckstand wurde in Wasser (100 mL) gelést und die Lésung in einen weiteren
Basaltreaktor, indem bereits DTT (2,36 g, 15mmol, 1,5Aq.), Na2COs (796 mg),
Natriumtetraborat Decahydrat (1524 mg, 4,00 mmol, 0,8 Aq.) und FeS: (600 mg)
vorlagen. Es wurde ftir 90 Minuten bei 81 °C erhitzt, wobei wieder alle 30 Minuten Wasser
zugegeben wurde um ein Eintrocknen zu verhindern. Nachdem die Reaktionsmischung
auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde die Reaktionsmischung auf 100 mL mit H20
verdunnt. Im Anschluss wurde eine Probe (40 pL), welche mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 1 mL verdunnt wurde, fir LCMS-Analysen (5 pL Injektionsvolumen),

genommen. Die Ausbeute wurde anhand einer Kalibriungsgeraden, welche mit

204



Anhang C

kommerziell erhéltlichen Cytidin aufgenommen wurde, auf 13,2% Cytidin-Nukleoside und
1,6% Cytosin (6) bestimmt. Die Nukleoside teilten sich Folgendermal3e auf die Isomere
auf: a-furano (2,1 %), B-furano (0,8 %), a-pyrano (7,0 %) und B-pyrano (3,3 %).

4-Methyl-5-Aminoioxazol (34):
NH,

~Cy
I
—N

Kalium-tert-butanolat (6.99 g, 62.3 mmol, 2.2 Aq) wurden in trockenem Tetrahydrofuran
(THF, 45 mL) bei 0 °C gel6st. Hierzu wurde eine Losung aus Propiononitril (1.56 g, 2 mL,
28.3 mmol, 1.0 Ag.) und Ameisensaureethylester (2.20 g, 2.39 mL, 29.7 mMol, 1.05 Aq.)
in THF (5 mL) zugegeben und bei Raumtemperatur Gber Nacht gerihrt.

Die Reaktionsmischung wurde mit DCM und Wasser verdinnt und der pH-Wert mittels
konzentrierter Salzsaure auf pH = 4 eingestellt. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase mit DCM (4 x 30 mL) extrahiert, mit gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen, Uber MgSOa4 getrocknet, filtriert und das Losemittel in vacuo entfernt. Hierbei
durfte die Temperatur 30°C nicht Uberschreiten. Der Riuckstand wurde in Wasser (30 mL)
aufgenommen und eine wassrige Hydroxylaminlésung (50wt %, 1.90 mL, 31.1 mmol,
1.1 Ag.) wurden hinzugegeben. Es wurde fur 2h bei 50 °C gerihrt und das Rohprodukt
durch Saulenchromaographie (Isohex/EtOAc : 3/2) aufgereinigt um das Produkt (503 mg,
5.13 mmol, 18 %) im Form eines weil3en Feststoffes zu erhalten.

Das 'H-NMR entsprach dem eines kommerziellen Probe.

1-(4-methylisoxazol-5-yl)urea (35):

34 (586 mg, 5.98 mMol, 1.0 Ag.) wurde bei 0 °C in trockenem MeCN (10 mL) gelost. Zur
Losung wurde tropfchenweise Trichloracetylisocyanat (709 uL, 5.98 mmol, 1.0 Aq.)

zugegeben und fur 2h bei Raumtemperatur gertihrt und das Lésemittel in vacuo entfernt.
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Zusatzlich wurde mit EtOH co-evaporiert (2x 50 mL). Der Ruckstand wurde in
methanolischen Ammoniak (2M, 11 mL) gel6ést und far 90 min. bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Losemittel wurde in vacuo entfernt und das Rohprodukt durch
Saulenchromatographie (DCM/MeOH : 94/6) aufgereinigt um das Produkt (764 mg,

5.41 mmol, 91 %) in Form eines weil3en Feststoffes erhalten.

IH NMR (400 MHz, DMSO) & (ppm) = 9.02 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, CH), 6.25 (s, 2H,
NH2), 1.90 (s, 2H, CHa).3C NMR (101 MHz, DMSO) & (ppm) = 158.9 (C(NH(CONH?2),
154.1 (CO(NH)(NH2), 153.9 (CH), 100.2 (C(CHs), 7.15 (CHs). HRMS (ESI+): calc.:
[CsHsN3O2]* 142.0611, found: 142.0612 [M+H]"*.

1-((3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-(4-
methylisoxazol-5-yl)urea:

1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranose (7.09 g, 14.0 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in
trockenem DCM (120 mL) unter Schutzgas gelost. Danach wurde TiCls (1.85 mL,
17.0 mmol, 1.2 Aqg.) hinzugegeben und fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Wasser (50
mL) wurde hinzugegeben und Uber Kiselgur filtriert. Die organische Phase des Filtrats
wurde abgetrennt und die wéassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl Lésung (100 mL) gewaschen, tber
MgSOa4 getrocknet, filtriert und das Losemittel in vacuo entfernt.

Der Ruckstand wurde in wasserfreiem Toluol (120 mL) geldst und Silbercyanat (2.61 g,
17.4 mmol, 1.24 Ag.) wurde hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 2.5 h
refluxiert. Es wurde tber Kiselgur filtriert und mit trockenem Toluol gewaschen.

Zum Filtrat wurde 34 (1.66 g, 15.5 mmol, 1.1 Ag.) hinzugegeben und fur 18 h bei

Raumtemperatur gerihrt.
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Da Losemittel wurde in vacuo entfernt und das noch benzylgeschiitzte Rohprodukt durch
Saulenchromatographie (Isohex/EtOAc = 1/1) aufgereinigt. Das benzylgeschiitzte
Rohprodukt wurde in 3.5M methanolischem Ammoniak (100 mL) gelost und fur 14 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Lésemittel wurde in vacuo entfernt.

Das entschutzte Rohprodukt wurde durch Séulenchromatographie (DCM/MeOH = 9/1)
aufgereinigt um das Produkt in Form eines wei3en Schaumes als Mischung von a- und
B-Anomeren zu erhalten (1.21 g, 4.43 mmol, 32%) zu erhalten.

Das Produkt wurde Uber LCMS und die Erfolgreiche Weiterreaktion zu Thymidin

identifiziert, zur genaueren Analytik mussten die Isomere mittels HPLC getrennt werden.
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