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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Entstehung des Lebeiss ein bislang ungelostes Ratsel, welctesMenschheit seit Jahr-
tausendenfasziniert Die Frage nach dem Ubergang von lebloser zu lebender Materie fiihrte
zur Entwicklung verschiedenster Hypothesen, von welcheiRbiaWelt-Hypotheseeine der
prominentesten ist. Diese besagt, dass Ribonukleinsédure (Bsl&)iverselle Baustein die
Entstehung erster Lebensformen ermdglieh) da RNA sowohl genetische Informationen spei-
chern als auch{bio}chemische Reaktionen katalysieren kann. Die sogenaRiN&Peptid
Welt-Hypothesegeht einen Schritt weiter und postuliert dsynergistischdloevolution von
RNA und PeptiderSokdnnte RNA di®ildungvon Peptiden beginstigt haben, welche ihrer-
seitsdie Vervielfaltigung der RNA katalysiert haben konni@iese Szenarn erfordem die
prabiotische Synthese und Verfligbarkesn Aminosauresowie komplementarePyrimidin-

und Purimukleosidewelche durchBasenpaarung diBNAReplikationermdglichen Zur Ent-
stehung dieser Bausteiraif der friihen Erdeverdenin der Literaturverschiedene Reaktions-
wege postuliert, welche sich in ihreReaktionsbedingungen, Startmaterialien und Nukleosi-
dierungsstrategieneils erheblichunterscheiden.Aufgrund chemischer Inkompatibilitaten
zwischen den postulierten Pyrimidiand Purinsynthesewegest die gleichzeitig Bildungal-

ler kanonische RNABaugeine am selben Ort bislangllerdingsnicht erklarbar.

In dieser Arbeit wurde ein neuer Reaktionsweg Pyrimidinnukleosiden unter prabiotisch
plausiblen Bedingungeentwickelt. Dieser basiert auBB-AminoisoxazolylharnstoffAbbil-
dungl), welcherals Pyrimidinvorstuferegioselektiv ribosyliert und anschliefi@ zu den ka-
nonischen Pyrimidinen umgewandelt werdiesinn Die Verwendung mineralischer Boroho
phateerlaubt zudem die bevorzugte Bildung von Furangsi#onophosphaten unddiphos-
phaten.Zudemkonnte die Kompatibilitat zu einem bereits publizierten Purinsyntheseweg de-
monstriert werden, was die gemeinsame Bildung aller kanonischenNRIXkosideerstmals
ermoglicht.

Die direkte Ribosylierung der Pyrimidinvorstufe erfordert die AnwesenheitrfRileose, wel-
che durch die Formosereaktion aus Formaldehyd entstanden sein konnte. lhre selektive Bil-
dung ist jedoch umstritten, weswegeandirekte Nukleosidierungsstrategrepubliziert wur-

den, welcheden schrittweisen Aufbau des Furanoseringsitu ermdglichen DieseStrategie

wurde angewandt, um dieeu entdecktenPyrimidinvorstufeauchin der Abwesenheit freier
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Abbildungl. Reaktionswege und Intermediate, welche im Rahmen dieser Arbeit zur Bildung vt

leosiden und Anmosé&uren unter prabiotisch plausiblen Bedingungen entwickelt wurden.

Ribose zu Nukleosiden umsetzen zu konraurch die Verknupfung der verschiedenen Pyri-
midin-Synthesestrategien konnte ihre Kompatibilitdt demonstrigmtd ihre Vorteile in einem
gemeinsamen Reaktionsweg veremerden Dieserneue Reaktionsweg basiert maf3geblich
auf Cul/ll), welches neben seiner Funktion als Redoxkatalysator auch die prabiotische Anrei-
cherung der Pyrimidinvorstufe ermdglicht.

Ein weiteres Problem ist d@ébiotischeVerfugbarkeit reaktiveNitrile wie Blauséaure, Cyana-

mid und CyanoacetylerDiese gelten als Ausgangsverbindun§i@nNukleoside und Amino-
sauren und bilden sich unter stark reduzierende Bedingungen in ausreichenden Mékgen.
tuelle Studien lassen jedoch vermuten, dass die frihe Erdatmosphéhéstark, sondernnur
schwachreduzierend war. Unter diesen Bedingungen ist eliiziente Bildung solcher Nitrile
jedoch problematisch, was die prabiotische PlausibiNiater postulierter Bildungswege

Frage stelltZur Lésung dieses Problemsirde im Rahmen dieser Arbeit ein Reakweg
entwickelt, welcher die Bildung von Biomolekulen unter einer schwach reduzierenden Atmo-
sphére ermdglichtAusgehend von Wasser, Stickstoff, Kohlendioxid Scluwefeldioxidvird
zunachst die Bildung von Aldehyden und Hydroxylaamgenommen(Abbildungl). Diese
kondensieren zu einer Vielzahl an Aldoximen, deren Dehydratation Zugang zu reaktiven Nitri-
len bietet Von diesen ausgehend wurderure Syntheserouten zu bekannten Aminoséaure

sowie Purinvorstufen entwickelund ein neuerReaktionsweg zu Uridin etablieHieraus



Zusammenfassung

ergibt sichein Reaktionsnetzwerk, welches die systematische Bildung reaktiver Ausgangsver-

bindungenzur Entstehung des Lebemintergeologisctplausiblen Bedingungen ermdglicht.



Abstract

Abstract

The origin of life is an unsolved mystery that has fascinated maskice ever The question
aboutthe transition from lifeless to living matter led to the development of various hypothe-
ses,of which theRNA world hypothesis one of the most prominent. This hypothesis states
that ribonucleic acid (RNA), as a universal building bloak,the basis fothe emergence of

the first forms of life, since RNA can both store genetic informationcatalyze (bio)chemical
reactions. The scalledRNApeptide world hypothesigoes one step further and postulates

the synergistic c@volution of RNA and peptides. Thus, RNA could have favored the formation
of peptides, which in turn could have catalyzbé amplification of RNA. These scenarios re-
quire the prebiotic synthesis and availability of amino acids as well as complementary pyrimi-
dine and purine nucleosides, which enable RNA replication through base pairing. For the for-
mation of these building bitks on the early Earth, various reaction pathways are postulated
in the literature, some of which differ considerably in their reaction conditions, starting mate-
rials and nucleosidation strategies. However, due to chemical incompatibilities between the
pogulated pyrimidine and purine synthesis pathways, the simultaneous formation of all ca-
nonical RNA building blocks at the same site cannot be explained so far.

In this work, a new reaction pathway to pyrimidine nucleosides was developed pneleir
otically plausible conditions. This is based ean@noisoxazolylurea (Figure 1), which can be
regioselectively ribosylatetb give apyrimidine precursarwhich subsequently convestto

the canonical pyrimidines. The use of borophosphaii@erak allows the preferential for-
mation offuranoside5'-monophosphates anediphosphates. In addition, compatibility with

a previously published purine synthesis pathway was demonstrated, allowing the joint for-
mation of all canonical RNA nucleosides for the firse.

Direct ribosylation of the pyrimidine precursor requires the presence of free ribose, which
could have been formed from formaldehyde by the formose reaction. However, its selective
formation is controversial, which is why indirect nucleosidatioratetgies have been pub-
lished that allow the stepwise assembly of the furanose mingjtu This strategy was applied

to convert the newly discovered pyrimidine precursor to nucleosides even in the absence of
free ribose. By linking the different pyrimidirsgynthesis strategies, their compatibility was

demonstrated, and their advantages were combined in a common reaction pathway. This new
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Figurel. Reaction pathways and intermediates developed in this work that allow the format

nucleosides and amino acids under prebiotically plausible conditions.

reaction pathway is largely based on IZW), which, in addition to its function as a redox cat-
alyst, also enables the prebiotic enrichment of the pyrimidine precursor.

Another problem is the prebiotic availability of reactive nitriles such as hydrocyanic acid, cy-
anamide and cyanoacetylene. These are considered starting compounds for nucleosides and
amino acids and form in sufficient quantities under highly reducing ¢omdi However, re-

cent studies suggest that the early Earth's atmosphere was weakly reducing rather than
strongly reducing. Under these conditions, however, the efficient formation of such nitriles is
problematic, calling into question the prebiotic plaisty of many postulated pathways. To
solve this problem, a reaction pathway was developed in this work that allows the formation
of biomolecules under a weakly reducing atmosphere. Starting with water, nitrogen, carbon
dioxide and sulfur dioxide, the foration of aldehydes and hydroxylamine is first assumed
(Figure 1). These condense to form a variety of aldoximes, whose dehydration provides access
to reactive nitriles. From these, new synthetic routes to known amino acid as well as purine
precursors wereleveloped and a new reaction pathway to uridine was establishesltedult

is a new reaction network that enables the systematic formation of reactive starting com-

pounds for the origin of life under geologically plausible conditions.



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Prabiotische Chemie

Von der Theologie tber die Philosophie bis zu den Naturwissenschaften @ie Frage nach
der Entstehung des Lebe@egenstand vieler Diskussionen und Theorien. NachderRtder
losophThaledereits 2500v.Chr. den Ursprung des Lebens auf Wasser als materielle Substanz
zurtckfuhrtel! wurde vor kurzem da. 4500 Jahre spater) datamesWebbTeleskop von
NASA und ESAs Weltallausgesandt, unim Universunnach Wasser und Spuren von Leben
zu sucher? In den letzten Jahrzehnteermdglichtenneue Erkenntnisse iAstrophysik und
Geologe prazisiere Einblicke in digntstehung der Erdend ihre urspringliche Beschaffenheit
(Kapitell.2).34 Die Biologie hatwuf Grundlage fossiler Indizien stringente Theorien entwi-
ckelt, welche die Evolution komplexegdewesen erklare®:”] Dabei lasst sichid Abstam-
mung dieser Lebewesen agihen gemeinsamen Vorlaufeurtckfuhren, welchegemeinhin

als LUCAgst universal common ancestatt.: letzter allgemeiner gemeinsamer Vorfahr) be-
zeichnet wird®10 Als einzelliger, thermophiler Organismus letitd CAvahrscheinlich vor
mehr als 3,5 Mrd. Jahreanter den hohen Temperaturemon Tiefseeschlotell! Wahrend
dieser Organismuaunachsals vergleichsweise einfach und rudimentéschrieben wurdg’!
geben phylogenetische StudiéreutzutageHinweise auflessenmolekdare Komplexitat. So
wird vermutet, dass LUQ#mter Verwendungverschiedener Enzyme, Kofaktoren und (modi-
fizierter) Nukleosiddereits Kohlenstoffdioxid, Stickstoff und Wasserstoff autotroph verstoff-
wechseln konntaind dabeiauf EiserSchwefelCluster sowe Ubergangsmetalle angewiesen
war 11 Dementsprechend handelt es sich bei LUW@heswegsim die erste lebende Zelle,
sondern um einaveiterentwickelte Spezieswelche sich bereits durabvolutionareSelekti-
onsprozesse anpassen und spezialisieren korbbieerste lebende Zé, oder vorsichtiger
ausgedrucktdas erste lebende Systernst hingegerweitgehend unerforscht unéhre Eigen-
schaften ehespekulativemMNatur.[1214]

Es ist nun die Aufgabe dprabiotishien Chemie zu zeigen, wie aus zunachst lebloser Materie
die ersten Molekuleentstehen konnten, deren Selektion und Interaktion spater die Bildung
lebende Systene ermdglichten. Diese Frage zu l6sen ist nicht trivial. Zwar gibt es Hinweise
Uber die Bedingugen auf der friilhen Erde und eine ungefahre Vorstellung darignesywel-
chen Biomolekiile LUCANGglicherweise bestander Ubergang voder abiotischer zubio-

tischen Welt bleibt jedoch weitgehend eine oBlackboxt Weder konnen astronomische
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Beobachtungemlie Bildung komplexer Biomolekidef der frihen Erderklaren nochlassen
uns phylogenetische Studieim die Zeit vor LUCA blicken. Auch gibtas jener Zeikeine
Fossile, welchdie prabiotischen Ereignissds Momentaufnahmerfesthalten 1%
Daher ist interdisziplindres Wissen und ein wenig Kreatigéftagt,um Reaktionswege zu
finden, welche die Bildung komplexer Biomolekdilseinfachsten Verbidungen wie Wasser,
Stickstoff und Kohlenstoffdioxid erklar&nnen Doch welche Reaktionswege gelten als pra-
biotisch plausibel, waie sich weder beweisen noch widerlegen lagsBrese Frageeran-
lassteOrgeldazu,drei allgemeineBedingungen zu formulien, welche seiner Meinung nach
RFa t NNRA(FG oLINNOA2#AAOK LI I dzaaAoSta NBOKUGTFS
i.  Startmaterialien missen in ausreichenden Mengen am Reaktionsort vorhanden sein
ii. Reaktionen miussen in Wasser oder éddxvesenheit eines Losungsmittels ablaufen
iii.  Reaktionsprodukte mussen sich in signifikanten Mengen bilden
Ob und wie weit die gelisteten Punkte im Einzelfall zutrefigrjedochnicht immer eindeutig
undist einer stetigen Revision unterworfeies liegwor allemdaran dassneueForschungs-
ergebnissaus Astrophysik und Geologi& auch neues Licht auf die prabiotischen Bedingun-
gensowiedie Verfiigbarkeitchemischer Verbindungeauf der frihen Erdeverfen.Vor dem
Hintergrundaktueller Erkenntnisskonnendiese Kriterien jedoch eine vorlaufige Beurteilung
zur prabiotischen PlausibilitaéhemischeiReaktionerermdoglichen®!
Fur die Prabiotik wegweisende Experimente gehen bereits bis inkahéhundert zuriickSo
entdeckteButlerow!” bereits im Jahre 1861 die Formosereaktion, welche die Bildung von Zu-
ckern aus Formaldehyd und katalytischen Mengen Glycolaldehyd ermé@iehdazu erfor-
derlichen Ausgangsverbindungen konntspéter von L6l in einer CQ/HO-Atmosphare
hergestellt werdenUreyund Millerl?®! demonstrierten im Jahre 1958it ihrem weltbekann-
ten Gasentladungsexperimedie Synthesevon Aminosaurenderen Mechanismugum Tell
zuvorvon Streckelf® beschrieben wurdeDie Polymerisation von HCN zur Nukleobase Adenin
geht aufOrd?!lim Jahre 196@urtick.An diese Meilensteine schlieRen sich viele weitere Ent-
deckungen und Hypothesererschiedenster Fachrichtungam, welche die prabiotische For-
schung mittlerweilealsinterdisziplinare GroRRprojekt aufbliihenassern?? Die stetig zuneh-
menden Erkenntnisse und das wachsemaeressezeigen sictauchin der Vielzahl kirzlich
erschienener Ubersichtsartikelvon derEntstehung interstellanreMolekuild?®! und chirale
Asymmetrief?¥ iber Phosphat!?®], Peptidd?®l, kanonisch&” und nichtkanonistel?®! Nuk-

leosidebis hin zu biologischer Homochiralit&l, Ribozymef®34 und Ribosomeid?.,
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1.2 Die Fruhe Erd

1.2.1 Historischer Kontext

Eine der ersten Theorien z&ntstehung des Lebens unter vermeintlghusiblenBedingun-
gen geht auf den russischen Biochemikigarinim Jahre1924 zuriick®3 Ahnliche Uberle-
gungen wurden kurze Zeit spater vdevolutionshiologeHaldaneveroffentlich®4 und un-
termauerten die urspriingliche Theorie, welchespater als OparirgHaldaneHypothesebe-
kannt wurdel®® Diesebesagt dasssichdie ersten organischen Molekile durch thermische
oder photochemische Prozesse in einer reduzierendemlamosphére bildeten, welche
hauptsachlich aus Ammoniak, Methan und anderen wasserstoffreichen Verbindungen be-
stand (3338l

Zu dieser Zeitvurden reduzierende Gasbereitsin der Jupiteatmospharenachgewiesen
weswegenauchUreymutmalte dasddie friihe Erdatmosphéarebenfallsreduzierend gewe-
sen sein muss undotz der Fluchtigkeit des Wasserstoffs uddr geringen Erdgavitationlan-
gere Zé& bestehenkonnte3%4% Diese undOparinsSchlussfolgeruran veranlassterMiller
schlie3lich, seine Gasentladungsexperimenteinem Gasgemiscaus Wasserstoff, Ammo-
niak, Methan und Wasser durchzufiinréh *1Die erfolgreichen Ergebnissairdendarauhin
genutzt um die prébiotische Plausibilit&iner stark reduzierendenAtmosphéread hoc zu

rechtfertigent*2

1.2.2RedoxBedingungen

Ca.100 Jahre nach Formulierung d@parirgHaldaneHypothesebesitzerwir heute genauere
Kenntnisse Uber diastrogeologischeGegebenheiten auf ddradaischefErdel*? So wissen

wir, dassdie frihe Erdenach ihrer Entstehungor 4,57 Mrd. Jahrertatsachlich eineeduzie-
rende primare Erdatmosphéreesal, welche aus eingefangen&onnennebelorwiegend
Wasserstoffbestand Allerdings war dieseiel kurzlebiger als volreysangenommerund
konnte der Erde mdglicherweise schon nach Tagemveithenl*?43 Diesbietet eine Erkla-
rung daflr weswegenheutzutage alle fliichtigen Elemente auf der Erde im Verhaltnis zu ih-

rem solaren Vorkommen verarmstnd#+4%! Jedochist dasVorkommen an Edelgasen auf der

3Das Hadaikurist das erste geologische Erdzeitalt@n der Entstehung unserer Erdbés 4Mrd. Jahre

Vor unserer Zeit
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Erde viel starker erschopdilsdas dereaktiven Gas&Vasserstoff, Stickstoff, Kohlenstoff und
Sauerstoff*l Diese Beobachtung veranlas&eownzu cer Hypothesedassdiesedurch che-
mische Reaktionewon dersich anreichernden Erdmasse aufgenommamden, wahrenddie
Edelgase ins Weltall entweichen konnié#Zurlick blieben vermutlich grokRe Mengen@@,
etwasNz und HO sowie Spuren von CO ungi44°% Diese sekundare Atmosphare wird folg-
lich alsschwach reduzierend bisxidierendbeschrieber}*”*% wahrend de von Miller und
Urey aufgestellte Hypothese einer stark reduzierenden Atmospak&raichtmehr zeitgemar
gilt.1+2

Die Entstehung der sekundiir Atmosphare ging mit demstetigen Einschlag chondritischer
Meteoriten einher, welche als undifferenzierte Bestandteile des Sonnenselbel Silikaten,
Metallen und Sulfiderbestehen®¥ Der ProtoplanetTheia(4,51Ga) verusachte schlieRlich
die Bildung unseres Mondes, welcher seit jeher die Erde umkreist und ihre Umlaufbahn stabi-
lisiert 52551 Wahrend dieser Zettennten sichallmahlichSilikate und Metalle unteAusdiffe-
renzierungvon Erdkern und Erdmanteh welchem da®orkommen an siderophilen Elemen-
ten immer mehr erschopfté®>571 Gleichzeitiglisproportionierte Eisen(IBuEisen(0), welches
vom Erdkern aufgenommen wurde, sowie zu Eisenfldichesals oxidierte Speziesm Man-
tel zurtickblield®® Entsprechendassenphysikalische Studievermuten, dassdie Sauersoff-
fugazitat des Mantelsvahrend derErdentstehungunahn®® und nachvollstandigerAusdif-
ferenzierung Werte erzielte, didenBedingungen auf der heuten Erde entspreclérfDies
konnteauchexperimentell anhand vo&irkonen bestatigtwerden deren radiometrische Da-
tierung ein Alter von 86 Mrd. Jhren offenbarte®] Eine Bestimmung des Cer(lll)/CerlV)
Verhéaltnisseserlaubte Ruckschlisseauf eine durchschnittliche Sauerstofffugazitat von
kFMQ-0,5+ 2,361 DieseErgebnisse werden durch weiteexperimentelleStudiert?63] ge-
stutzt, welche gleichbleibenddRedoxbedingungen Uber die letzten &&vermuten lassen
Kenntnissdiber den Redoxzustandes Erdmantelsind von entscheidendeBedeutung, da

diesesowohl Aufschluss Ubelie Zusammensetzung des Mantels selbst als aibr die der

4Die Sauerstofffugazitafdy) entspricht dem effektiven Partialdruck von Sauerstoff in bestimmten Mi-
neralien bzw. Gesteinen. Sie wird meist relativ zu Referenzwerten aus fdgghetit-Quarz (FMQ)
oder EiseAWustit- (IW) Puffersystemen angegeben. Die Sauerstofffugazitat des kauigimantels
betragtfo.f k Ct2 log-Einheitenl®”
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sekundaren Atmosphargibt. Betrachtet man die mineralische Zusammensetzung des Man-
tels, so lag Silizium als Silikat, Phosphor als Phosphat, Schwefel als Sulfit oder Sulfat, und Bor
als Borat vof* Weiterhinkann angenommen werden, dasism Mantel nale des FM@Puffers
hauptsachlicldie Gas€€Q, O, SQund Nvin die sekundare AtmosphaeeisgestofRemaben

mussl*? 60. 64651 \Wahrend dieexakte Zusammensetzungbestimmt bleibf gehen einige Stu-

dien von einenCQ-Anteil von >70 % aus, andere sogar ve#®5%.Eine solchédtmosphare

wird aufgrund ihres Redoxpotentials haudigoxidativ neutraf® bezeichnebzw. alsschwach

reduzieren&”%8, sollten Spuren von iCH oder CO vorhandegewesen seiff*

1.2.3Verfluigbarkeit Chemischer Verbindungen

In einer solchen Atmosphéare erzeugglitzentladungerund UV-Strahlung grof3e Mengen an
Nitrit und Nitrat,[¢ 69lweshalb de NOs-Konzentration in den friihen Ozeanen zuweilen sogar
auf20 mm geschatztvird.[’® Ebenfalls ist die Reduktion von Nitrit zu Ammoniakpdausibles
Szenarig’*"? sofern Eisen(ll) nicht vollstandig disproportioniestliegt®8 Auchdie Reaktion
zwischen Schwefeldioxid und Wasseter Bildung vorHydrogensulfif/3! dessen Konzentra-
tion im millimolaren Bereich degen haben konntegilt als unausweichlidi Zusatzlich kann
die Verfugbarkeit von Formaldehyd angenoemwerden, dessen Synthese aus Kohlenstoff-
dioxid und Wasseredoxunabhangig ist® 7® Die Bildung von Glycolaldehyd erfolgt unter
schwach reduzierenden Bedingungen zwar nur in Splifesgll zur Katalyse der Formosere-
aktion und Bildung komplexer Zucker jedoch ausgereicht h&ef.

Trotz der Verfugbarkeivichtiger Verbindungen stellteiel Annahme einer schwach reduzie-
renden Atmosphare ein Problem fir die prabiotische Chemierieint zuletzt, da sidie Plau-
sibilitat der popularerUrey¢Miller-Experimente grundlegend in Frage stellt. Es zeigte sich so-
wohl experimentelf® 7als auch theoretiscH®! dass unter den angenommenen Bedingun-
gen (C/O <l)haufig postulierte Ausgangsverbindungen wie Blausu@yanamid oder
Cyanoacetylemicht effizient gedldet werden.Somit gilteine schwach reduzierende Atmo-
sphare als chemisalnproduktiy wohingegeneine stark reduzierende Atmosphére gso-

duktivbezeichnet wird®4
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1.2.4Geochemischélypothesen undSzenarien

Die ineffiziente Bildungeaktiver Nitrile (Abbildung2) unter schwach reduzierenden Bedin-
gungentf® 7#78 stellt ein Dilemma darda dieseVerbindungerZugang zu wichtigeBiomole-
kulen bieten(vide infrg. Zur Lésung diesé&oblemswvurden verschiedene geochemische Sze-
narien entwickelt, welchéie EntstehunglieserVerbindungen unter demermeintlichunpro-

duktivenBedingungen erklaren sollen.

. X
H—=N H,N—=N =—=N N=—=N N//\\N
Blausaure Cyanamid Cyanoacetylen Cyanogen Malononitril

Abbildung2. Nitrilische VerbindungenPostulierte Vorlaufermolekile, welche die Entstehung des Le-
bens eingeleitet haben kdnnten, deren Bildung unter schwach reduzierenden Bedingungen jedoch

problematisch ist.

Stark reduzierende Bedingungen

Eineverbreitete Hypotheseur EntstehungolcherNitrile postuliertdie Bildung einetempo-

rar starkreduziertenErdamosphare So wirdangenommendass beispielsweise dstoneta-
Einschlag® vor 4,48Mrd. Jahren genug Eisen auf die Egébrachthaben kénnteum groRRe
Wassermengen zu reduzieren und eine Wassergttfiosphére zu bildeR® Ihre Halbwerts-

zeit wurde aifgrund der Flichtigkeit des Wasserst6ff82 auf 40Mio. Jahré4 geschatzt, was

vor demHintergrund chemisch evolutionérer Prozesse eine lediglich geringe Zeitspanne dar-
stellt. Zudem mussen Meteoritefiir dieses Szenarieine bestimmte Grof3e gehabt haben.

Ein zu kleiner Meteorit ware nicht in der Lage gewesen eine ausreichende Reduktionskraf
uber langere Zeizu generierer’® 81 Hingegen hatte ein zu groRer Meteorit die Erdkruste
entweder lokaP3l oder globaf* zum Schmelzen gebracht und somit bereits entstandenes or-
ganisches Material zerstorS! Ein Meteorit idealer GréRe kénnjedochdie reduktive Bildung

von Nitrilenwie Blausaure Cyanoacetylen oder Cyananeiandglicht haberd®¥ In diesem Zu-
sammenhangwird gelegentlichvom Grol3en Bombardement (englLate Heavy Bombard-
ment, LHBpesprocheri®! Dieses hypothetischEreignigpostuliert den vermehrten Einschlag
von Meteoriten auf die frihe Erde und ihren Monghd soll vor ca. 4,1 bis 3\8rd. Jahren

stattgefunden haberf%871 Ob dadurch genug Reduktionskrafgeneriert werden konnte
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bleibt jedoch fraglichvor allem dadie LHBTheoriezunehmenl angezweifelt wirdda sien6g-

licherweise auf Fehlinterpretationen berul§#°!

Geochemische Akkumulatiowon Blausaure

Weitere Modelle postulieren die allméahliche Anreicherwmmn HCN, welchgsich in Spuren
durch aerodynamische Meteoritenablati8H unter schwach reduzierenden Bedingunggs
bildet haben konnteAls flichtige Verbindung (Sdp25,6°C) kann HCMdochnicht durch
einfaches Eindampfen einer wassmgedsung aufkonzentriert werdéf?! Hierfiur bedarf es
eines eutektischen Gemischs, welches {23,4°C eine maximale H@Rbnzentration von
74,5mol% aufweist?? Alternativkénnte HCN in der Gegenwart von geléstem Eisen(H)
nachst al$-erocyanid[Fe(CNg]* gebunden und angereichert worden sein, um nach anschlie-
Render Freisetzung prabiotische Reaktiom@mzuleiten®>%4 Studien lassen jedoch vermu-
ten, dass tesesdynamische Gleichgewichernachlassigbar ist, da Ferrocyanide lediglich bei
niedrigen Temperaturen und hohen H®&Ndungsratenals stabiles Depot fungieren kon-

nen 3!

Interstellarer Ursprung

Wahrenddas Vorkommen chemischer Verbindungen auf der friihen Erde noch nicht vollstan-
dig geklart werden konntekonnteihre Existenam interstellaren Mediunschonvor langerer
Zeitnachgewiesen werderSo gibtesheute umfangreicheDatenbanker?>%"1 welche neben
Blausaure, Cyanamid und Cyanoacetylen mehr &Alsiterstellarund circumstellar detek-
tierte Molekule listen.Dies fuihrte zu der Hypothese, dass organische Molekile iomégt
weise nichtin situ auf der friilhen Erde entstanden sind, sondern durch Kometen, Asteroiden
und interplanetare Staubpartikel auf diese gelangen kon&H I Es ist jedoch anzunehmen,
dass in einem solchen Szenario der Grolteilatganischen Materials durch das Eintreten in
die Erdatmosphare sowie den anschlieBenden Einschlag thermisch zerstort idfdleDie
Bedeutung interstellarer Molaéke zur Entstehung terrestrischen Lebegit daher oft als

tbertrieberf,
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1.3 Die RNAund RNAPeptidWelt

Die Gemeinsamkeiten heutiger Lebewesen lassen sich auf zwei fundamentale Mer&male
duzieren Das erste Merkmal ist die Speicherung genetischer Informatiom&els DNAoder
RNAwelche durch Replikation die Weitergabe von Erbinformation ermdglicht. Ziud#abe-
sitzen lebende Organismen die FahigKkeibchemische Prozesse miltlfe von Proteinen (En-
zymen) zu katalysieren. Da Proteine Speziellen auch diBNAReplikationkatalysieren und

die DNA wiederum fir die Protei@odierung verantwortlich ist, besht eine gegenseitige Ab-
hangigkeit beideBpezies®4

Evolutionar ist es schwierig, diese intrinsische Abhangigkeit durch das spontane Aufgeten
der Biomolekule zu erklaren, welcls&ch zunachstinabhangig voneinandegebildet haben
missten Ausgehend von dieser Problematik formulierte Gilbertlahrel 986 die sogenannte
RNAWelt-Hypothese. Diese besagt, dass weder DNA noch Proteine die ersten lebenden Pro-
zesse eingeleitet haben, sondern RNIA diesesowohlgenetische Informationen speichern
als auch chemische Reaktionkatalysiererkann Folglichkbnnte RNA algigenstandige8i-
omolekll sowohl die Aufgabender DNAals auch die deProteine Gbernommenund ein
selbstreplizierendes System genetibaben Dieses kdnntelurchevolutiondreProzesselie
zentralen Aufgabemanschliel3encuf die stabilere DNA sogvdie katalytisch flexibleren Pro-
teine Ubertragenhaben(10°]

Eine weitereHypothesegehtauf Eiged°®lim Jahre 198%urtickund beschreibtdie CoEvolu-

tion von RNA und Peptidein einer sogenannterRNAPeptidWelt.[106108] Aktuelle Studien
demonstrieren dassRNAPeptidChimaretatséachlicheine RNAassoziierte Peptidsynthese er-
maoglichen1%8 Diese konnten di&€ntwicklung der ribosomalen Peptidsynthesegeleitetha-
benund das Auftreten nichkanonischer Nukleoside in der heutigen rRNA bzw. tRNA erkla-
ren [108]

EineRNA(Peptid}Welt ist jedoch nur dann plausibel, wenn auch dstehung von RNA
bzw. Peptidbausteinen auf der friilhen Erde moglich war. Daher versuchen Wissenschatftler
Reaktionswegeu finden, wie aus einfachen Vorlaufermolekilgidésuprg Bausteine wie
Zucker (Kapitel.3.1), Nukleobasen (Kapitel.3.2), Nukleoside (Kapitell.3.3 oder Amino-

sauren (Kapitell.3.4) entstehen konnter?&28l
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1.3.1 Zucke

Zucker sind essenzielle Bausteine biologischen Lalahtagenneben metabolischen und
immunologischen Funktionesuch zur Speicherung unserer Erbinformation bei. Ein wichtiger
Vertreter ist die Ribose, welctads Baustein sowd in RNAals auctDNAG | f-esonyHbose)
anzutreffen ist. Entsprechend sind Zucker auch von prabiotischer Bedggtaawohl! aus
protometabolischerSichtals auch aus Sicht der RiW#elt-Hypothese Die prébiotisch wich-
tigsten ZuckervorstufenFormaldehyd und Glycolaldehylilden sich unter elektrischer Ent-
ladung in einer CH>0O-Atmospharel® 751 Mechanistischeludien vonSchreiner eal. zei-
gen, dass die Dimerisierung von Formaldehy@lycolaldehyth GasphaséberHydroxyme-
thylen verlauft (Abbildung3a),[*%®! welchesdurch UVStrahlunggebildet undin einerkonzer-
tierten CarbonyEnReaktionmit Formaldehyd unter Bildung des-ZAckergeagiert!1% Die
wichtigste Synthese komplexerer Zuckerter prabiotischen Bedingungegeht aufButlerow
zuriick und wird landlaufig als Formosereaktion bezeichiet®In dieserautokatalytischen
Reaktion polymerisiert Formaldehyd in Gegenwanh Calciumhydroxid zu einer Vielzahl un-
terschiedlichster ZuckeEs folgten weitereStudien(!1112] bis schli@lich Breslowim Jahre
1959 einenMechanismusgur Formosereaktion postuliertébbildung3b).*3l Hierbeireagie-
ren zunachsfFormaldelyd und Glycolaldehyoh einer Aldolreaktion zGlycerinaldehyd. Eine
anschlieBende_obryde-BruyrgAlberdavanEkensteiddmlagerung ergibt Dihydroxyaceton,
welches mit einem weiteren Aquivalent Formaldehyakiner Aldolreaktion Ketotetrosbil-
det. Nach erneuter Isomerisierung kann die entstandene Aldotetrose eine-Adtlalreaktion
eingehen wodurch zwei Aquivalente Glyletdehyd entstehen und der Formosezyklus ge-
schlossen wird. Reagieren dessen Intermediate in abgeanderter Reihenfolge, eristeh
Vielzahl komplexer Zuckeron welchender RNABaustein Ribosebenfallsin Spuren(<1%)
entsteht114115] Diese niedrige Ausbeutest unter anderemauf die Isomerisierung von Gly-
colaldehyd zWDihydroxyacetoreuriickzufihrenwelches nicht nur ziRibose sondern auch
anderen, komplexeren Zuckern reagiert. léme KeteEnotTautomerisierungu vermeiden
verwendetenEschenmoser etl. GlycolaldehyeR-phosphat(Abbildung4a),l**¢lwelches durch
Phosphorylierung von Glycolaldehyd mit Diamidophosphat bzw. Amidotriphogpganglich
ist.[117118] Eine Aldolreaktion mit Formaldehyd gibt Glycerimdigd-2-phosphat, welches di-
astereoselektiv mit Glycolaldetiy2-phosphat zuRibose2,4-diphosphat reagiert'¢ Diess
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Abbildung3. Zuckersynthese(a) Dimerisierung von Formaldehyd Giber Hydroxymethylen zu Gly

dehydnachSchreineet al.'*¥ (b) Formosezyklus zur autokatalysierten Synthese komplexer K

hydrate aus Formaldehy#’: 11!

bildet sich unter kinetischer Kontrolle als Hauptprodokben weiterenPentose2,4-diphos-

phat-lIsomeren116l Alsweiterer Vorteil ist die pHStabilitat der phosphorylierten Zuckerspe-

zieszu nennen welche ungeschitzt zu unkontrollierter Polymerisation (TRiégtung) nei-

genl76. 116]

Dass die Stabilitdt und Tautomerisierungseigenschaften von Zuckern ardhirchPhospho-

rylierung,sondern auch durch Bordomplexierung beeinflusst werden kann, konnte durch

Benneret al. erfolgreich demonstriertverden (Abbildung4b).[6. 1191201 Er stellte fest dass

eine Losung aus Glycolaldehyd, Glycerinaldehyd und Calciumhydroxid durch Zugabe von Bo-

ratmineralienkein braunes Polymergemisch bildete sonst Ublich sondere kirzere Zucker

wie beispelsweiseAldopentosenentstehen!1? Mechanistisch scheirgine Boratinduzierte

Enolisierung des Glycolaldehydie Aldolreaktion mit Glycerinaldehyd zu begunsti¢fé#.

Gleichzeitig stabilisiert das Borat sowohl Glycerinaldelaysl auch die entstehenden
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Abbildung4. Bildungvon Ribose(a) Aldolkondensation zwischen Glycolaldetgrghosphat und Fo
maldehyd naclEschenmoseat al 1l (b) Synthese und Stabilisierung von Ribofuranose in Gege

von Borat naciBenneret al.l11°!

Ribofuranosa durch Komplexierung der 1;bder 2,3cisDiole!*'% Als Boratquelle wurden
die nattrlich vorkommendemMinerale Kerrt (Na&B4Oy), Ulexit (NaCa®s 8HO) und Co-
lemanit (CaBsO11  5HO) verwendetund als prabiotisch plausibglostuliert*1° auch wenn
dasgeologischeéBoratVorkommenauf der friihen Erdaicht unumstritten ist!?! Die Borat
katalysierte Aldolreaktion begtinstigt zwar die Entstehung von Aldopentgedach werden
neben Ribose auch Arabinose, Xylose und Lyxose in ahnlichen Ausbeuten djédildet

Eine grolRere Selektivitat gegeniber RibesaubenAldolreaktionen, welche in der Gegen-
wart von ZinkProlinKomplexen durchgefiihrt werde@bbildungs).l*22 Auf diese Weise bil-
den sich ausgehend audGlycerinaldehyd und Glycolaldehyd die Aldopentosen Ribos#),19
Arabinose (14%), Xylose (%) und Lyxose (2b)!'??l Die Selektivitat gegentiber Ribose und
Lyxose wird auf ihrerythro-Konfiguration zurtickgeftihrt, wohingegen die Bildung von Arabi-
nose und Xylosahreo-Konfiguration) kinetisch ungtinstiger &2

Waéhrendsichdie Isomerisierung durcRhosphate bzw. Borateeeinflusen lasststellt die
hohe Reaktivitatler Aldehydgruppen meist ein gesondertes Problem @ar Aldehydéir die

reversibleBildung stabiler Bisulfihddukte bekannt singt?*12%l entwickeltenBenner etl. ein
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Abbildung5. Zr*-Pro-katalysierte Synthese von AldopentoserzZinkProlinKomplexe katalysiert
die Aldolreaktion zwischen Glycolaldehyd und Glycerinaldehyderigilero-konfigurierten Aldopentc
sen Ribose und Lyxose entstehen bevorzugt, wahrend Arabinose und Xgtesekpnfiguration)in

geringeren Ausbeuten gebétlwerden(*??

prabiotisches Szenario, welches die Stabilisierung und Anreicherung von Zuckern in Gegen-
wart von S@ermoglicht. Hierbei reagiert vulkanisches,®@ter wassrigen Bedingungen zu
Hydrogensulfit,welchesim Saurenmit Aldosenzu den entsprechendeBisulfitAddukten
(h-Hydroxysllfonaten) reagiert. Sobald sich der pM/ert erhdht, erfolgt die Umkehrreaktion

unter Freisetzung der Aldosen, welche riiim prabiotische Reaktionen zur Verfligung ste-

hen 73, 126]

Dadie Zuckerhomologisierungpber die Formosereaktioschlecht kontrollierbar ist und oft zu
ungewollten Polymerisationsprodukten fuhentwickelten Sutherland eal. eine KiliangFi-
scheréhnliche Homologisierungsstrategieinter Verwendung vonBlausdure als CGRau-
stein.[127129 Diese regiert mit Aldehydenzu h -Hydroxynitrilen, welche zti-Hydroxyiminen

unter wassrigen Bedingungen reduziert werden und nach anschlieender Hydhé/se
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Abbildung6. Zuckerhomologisierunga) Reduktive Homologisierung nashtherlancet al.,*21%! pa-
sierend auf (b) einem Cu(l)/Cuhotoredoxzyklus mit HERI oder HS'# als Reduktionsmittel bz
(c)einem Fe(ll)/Fe(IHPhotoredoxzyklus mit $S8'% als Reduktionsmittel

entsprechender? -Hydroxyaldehyde bilderfAbbildung6a).'2”l Im Gegensatz zur traditie|-
len KiliangFischetSynthese, welche Ublicherweise auf Wasserstoff unénaiRalladium/Ba-
riumsulfatKatalysator beruht3%13 postulieren die Autoren die Bildung solvatisierter Elekt-
ronen und Protonen durch Photoredoxkatalys&12° Diese basiert entweder auf einem
Cu(l)/Cu()-Katalysezyklus mit Blausalifé! oder Schwefelwasserstdf® als Reduktionsit

tel (Abbildung6b) oder auf einem Fe(ll)/Fe(+atalysezyklus mit Hydrogensu#i®! als redu-
zierende Spezie@bbildungéc). Obwohl diePhotoredoxchemie eine mdgliche Verknupfung
zwischen Zucker Nukleobasenund Aminosauresynthesei@le infrg darstellt[13%134 st die
prabiotische Plausibilitidler Reaktionsbedingungen vdem Hintergrund neuester geologi-

scher Kenntniss@apitell.2.2) kritisch zu beurteilen.
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1.3.2Nukleobasen

Die erste prabiotische Syntheson PurinbasegelangOroim Jahre 1960als er durch Erhit-
zen einerwassrigen AmmoniumcyanieLésungen (>1,8) Adenin in ca. 0,% Ausbeuteer-
hielt.[?] Diese Beobachtung wurde auf die sequenzielle Polymerisation von HCN zurlickgefuhrt
und legte den Grundstein fiir die prabiotische Nukleosidchéfhi&s folgtenmehrere me-
chanistische Studienwelche unter anderemFormamidin, 4-Aminoimidazo-carbonitril
(AICN) und 2-Aminoimidazobb-carboxamid (AICA) als Intermediate postulieréabbil-
dung7).[135136l In ergdanzende StudienbeschrieberFerrisund Orgeldie Bedeutung weiterer
Zwischenstufen wie unter anderem Aminomalononitrii (AMN) undDiaminomaleonitril
(DAMN)IS 1371Zysatzlich wurdeiBynthesewege zweiteren Purinbasen postuliert, von wel-
chenu.a.Guanin, Xanthin und Inosin experimentell nachgewiesen werden kort#ed? Auf

der Suche ndt Pyrimidinbasen identifizierten Lowe und Femisr allem 5-Hydroxyuracil,
4,5-Dihydroxypyrinidin sowie Orotsauré? %4l Wahrend Uracil als kanonische Nukleobase
zumndestin Spuren nachgewiesen werden konnte, blieb die Suche nach Cjgdsrrher-
folglos!3]

Trotz der genannten Erfolgeurde die Plausibilitdt deverwendetenHCNKonzentrationen
(1.0-11.0Mm) spater inFrage gestellt*2Neben der ineffizienten Bildung und Anreicherung von
HCN unter schwach reduzierenden Bedingungate(supraist auch die geringe Stabilitét ein
problematischer FaktorHCN ist nicht nur thermisch instabil, sonderersetzt siclvor allem
auchin Gegenwart von Utrahlung zu Urea, Cyanamid und GuanidiZudemhydrolysiert
HCN sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedingumgermamidund Ameisen-
saurel4 Da Formamid im Gegensatz zu HCN wesentlich hydrolysestabiler ist, einen héheren
Siedepunkt $dp.=210°C) besitzt und sich fdigh leichter anreichern lasstyird Formamid
haufigals préabiotisch plausiblere Nukleobas¥orstufe betrachtetDiese wurde zum ersten
Mal vonYamadal 97 2fur die Synthese von Puriverwendet***!woraufviele Wissenschaftler
dieser neuen Ideéolgten.[*#61 So konnte durch das Erhitzen von FormamidénGegenwart
von Metalloxiderdie Bildung von Purin, Adenin, Cytosin und verschiedener Pyrimidinene
obachtet werder**’lwahrend dieVerwendung verschiedener Phosphatminerale die zusatz-

liche Bildung vomdypoxanthin, Uracil und 5;Bihydrouracilerzielte148]
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Abbildung7. PurinsyntheseSynthesewege zu kanonischen und nikahonischen Purinbasen aus

hen von HCN nadfro etal., Ferrisund Orgel(*3>144

Zur prabiotischen Synthese der Pyrimidinbasen wurde neben HCN und Formamid vor allem
Cyanoacetylen als vielversprechende Ausgangsverbindung verw@&sdsenBildung erfolgt
typischerweisedurch Blitzentladung in einem MethaBtickstofiGasgemisdk*®! oder durch
Kupfer(ll)katalysierteKreuzkupplung von HCN und Acetyf€d.Im Jahre 1966 demonstrierte
die Gruppe unOrgelerstmals die Bildung von Cytosans Cyanoacetylen und Ureat 5%
Ausbeutel’*? Die Reaktion von Cyanoacetylenit Kaliumganaterzieltebei 100°C ahnliche
Ergebnissé*?l und konnte spatewon Ferriset al. auf 30 °Cmit anschlieBender Hydrolysmp-
timiert werden (Abbildung8).'4Y Wird diese Reaktion mit zwei Aquivalenten Cyanat in DMF
durchgefihrt,entstehttrans-Cyanovinylureawelches il M Natronlaugequantitativ zu Cyto-
sinbzw. Uraciteagiert[*5%

Ausgehend von Cyanoacetylen entwickel@arellet al. einen alternativen Syntheseweg, wel-
cher den Zugang zu kanonischeswienicht-kanonischen Pyrimidinen bietet. Dieser beginnt
mit der Umwandlung von Cyanoacetylen zu einém-ungesattigten Thioamidjndem
Cyanoacetylen zunachst mit Dimethylanoind anschlieBend mit Diammoniumsulfid umge-
setzt wird.Die mehrstufige Reaktion dés -ungesittigten Thioamid mit N-Methyl-N-nitro-
sourea (MNUEgrgibt 4Methylthiouracil (m8U), welches als universelle Pyrimidinvorstufe fun-

giert. Die Hydrolyse voms*U ergibt Uracil, wahrend die Umsetzung mit unterschiedlichen
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Abbildung8. PyrimidinsyntheseBildungkanonischeund nichtkanonischePyrimidinbasen nachlil-
ler et al.l' 1% Ferriset al.2*% 59 und Carellet al.*>! ausgehend von Cyanoacetylen bzw. Cyanc

taldehyd.

Nukleophilen den Zugang zu weiterdukleobasen ermoglicht. Auf diese Weise fuihrt die Re-
aktion mit Aminen wie Ammoniak, Mor@der Dimethylamin zur Bildung von Cyto$@)
N*-Methylcytosin (m*C) bzw. N*,N*-Dimethylg/tosin (m*C) Ebenfalls konnte -Zhiouracil
(s*U) durchThiolyse voms*U erhalten werden54

Wahrend die hohe Reaktivitdtes Cyanoacethens die Pyrimidinsynthesallgemeinbegins-
tigt, ist desserrasche Hydrolyse zu Cyanoaaeehydein Dorn im Auge vieldNissenschaft-
ler. Eine Halbwertszeit vona. 11 Tage in wassrigem Puffer (p® 30°C}41 150 macht die
langfristige Anreicherung von Cyanoacety#rs prabiotischer Siclproblematisch Aus die-
sem GruncdentwickeltenFerris ¢ al. eine Pyrimidinsynthes@Abbildung8), welche nicht von
Cyanoacetylen, sondern madessenHydrolyseprodukt Cyanoacetaldehgdisgeht>% Wird
Cyanoacetaldehyd mit Guanidin umgesetzildet sich 2,4Diaminopyrimidin, welches an-

schlieRend zu Cytosin und Uracil hydrolysiéfi. Einen ahnlichen Ansatz verfolgten
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Miller et al. (Abbildung8), indem sie konzentrierte Ureladsungn (bis20 M) mit Cyanoacetal-
dehyd auf 100C erhitzter*>? Hierbeierhielten sie Cytosin in 380 % Ausbeute dessen Bil-
dung Ubertrans-Cyanovinylguanidimerlauft!*> Um prabiotisch plausiblere Bedingungen zu
simulieren, wurde die Reaktion mit niedrigerelarnstoffKonzentrationen (21) unter Nass
TrockenZyklendemonstriert was eine CytosiAusbeute von 12,86erzielte*>3 Obwonhl ver-
schiedene Szenarien entwickelt wurden um die prabiotische Entstehung \amo&hetylen
bzw. Cyanoacetaldehydu erklaren}3? 149ist dessenprabiotische Plausibilitat nach wie vor

stark umstritten(64 1541

1.3.3Nukleoside

Nachdem die Entstehung von Zuckern und Nukleobasen prééiotischen Bedingungede-
monstriert wurde folgte die Nukleosidsynthese als logische Konsequéf@éhrend die préabi-
otische Forschung zu Zuckern und Nukleobasen vielversprechende Ergebnisse erzielte, erwies
sich deren Verknupfung zu Nukleosiden zunéachstaenigerfolgreich Diegs Nukleosidie-
rungsprobém ¢ ein Begriff der spater vobeslie Orgettabliert wurde ¢ schien ange Zeit un-
l6sbar!16]

Erst in den letzten Jahren haben neNekleosidierungsstrategiedie prabiotische Chemie
entscheidend vorangebracht. Die unterschiedlichen Ansaeelen zuweilen in zwei Katego-
rien unterteilt Diedirekte Nukleosidierun{Abbildung9, links)beschreibt dieGlykosylierung
einer Nukleobase oder eimréVorlauferbase in Gegenwart eines Zuckém Falle der Vorlau-
ferbaseentsteht zunéchst ein Vorlaufernukleosid, welches ans@eindin das gewiinschte
Nukleosid umgewandelt wirdNVeiterhin wird von einer indirekten Nukleosidierun@Abbil-
dung9, rechts)gesprochenwennsowohlder Zuckerals auchdie Nukleobase nicht separat
gebildet werden, sondern einem gemeinsamgpischerweiserizyklischenvVorlaufermole-

kil entspringenDessen Synthese vereint meili¢ Schllisselschritte undusgangsverbindun-
gender Nukleobasenund Zuckechemie.Jede dieser Nukleosidierungsstrategien bringt seine
eigenen Vorund Nachteile mit sich, welchen FolgenderaneinigenBeispielen erlautert wer-

denl?7l
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0 ~
Zucker  Nukleobase
— gl
Nukleosid Vorlaufermolekiil
@ — —4

Zucker Vorlauferbase Vorldufernukleosid

Abbildung9. NuKeosidierungsstrategia. Wahrend der @tekten Nukleosidierungerfolgt die Glykosy-
lierungeiner Nukleobase oder Vorlauferbase in Gegenwart eirgaen ZuckersWahrend detindirek-
ten Nukleosidierungerfolgt der verknlpfteAufbau von Zucker und Nukleobase unter Bildung eines

gemeinsamen Vorlaufermolekiifé!

1.3.3.1Direkte Nukleosidierung

Die erste Nukleosidsynthese unter prabiotisch plausiblen Bedingungen geBrgeiin den
1970er Jahren zurickind basiert auf der direkten Umsetzung vBarinbasen mib-Ribose
und Magnesiumchlori¢Abbildungl10). Tatsachlich konnteie Bildungverschiedener -b-Rib-
ofuranosidewie Adenosin, Guanosiand Inosinbeobachtet werdenAllerdings erwies sich
diese Strategie aufgrund geringausbeute (4-9 %) als ineffizient Der Grund hierfurst die
Vielzahl nukleophiler Stickstoffatome, welche neben d(®)-Stickstoff ebenfalls eine glyko-
sidische Bindungusbildenkbnnen So begunstigtiie exozyklische Aminogruppkes Adenins
die Bildungvon N-6-Adenosin wahrend das kanonisché¢9-Adenosinlediglich in Spureron
bis zu % Ausbeute entsteHt>!

Waéhrend Purinnukleosidezumindest in Spuren nachgewiesen werden konnteerlief die
Glykosylierungler PyrimidinbaserCytosin, Uracil und Thymimter den oben genannten Be-
dingungenerfolglos[*®! Diese Beobachtung ist auf eikinetische Barrierezuriickzufiihren
welche durchdie Delokalisierung debl(1)-Elektronenpaarservorgerufen wird!®’1 Das ein-
gangs erwdhnte Nukleosidierungsproblem ist also intrinsisdegur, erklarbar durch die

schlechte bzw. ambidente Nukleophilie demonischerNukleobasen.
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Abbildung10. Direkte Ribosylierung von Purinund PyrimidinbasenNachOrgelverlauft die Real

tion der Purinbasen mib-Ribose unselektiv unter der Bildung verschiedener Regid Stereoisc

mere['% 1% NachBennererzielt das entsprechend?,3-Cyclophosphat als aktivierte Spezies ho!

Ausbeuten, ermdglicht jedoch nicht die Bildung von Guanasfhosphat. Die Glykosylierung der

rimidinbasen verlauft in beiden Fallen erfolgls$.'®

Um die direkte Nukleosidierung zu begtinstigemirde ineinigen Studienaktivierte Ribose

verwendet So nutzeOrgelin ersten Versuchen Ribodephosphat zur Aktivierung des ano-

meren Zentrumswas sich jedoch als Fehlschlagrausstelltel!®! Auchdie Verwendungvon

Ribose5-phosphatl-pyrophosphatwvurde als potentielle Losung postuliert, jedoch nicht wei-

ter verfolgt['58 Spater rickteRibosel,2-cyclophosphatin den Fokusdessen prabiotische

Synthese auRibose und Amidophosphateturch Eschenmosegtabliert wurde '8 Mit die-

ser aktivierten Spezies gelang Bsnner Adenosin, Inosin und Diaminopurinphosphaten

vergleichsweise holre Ausbeuten (15%

14% bzw. 120 zu synthetisieren
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(Abbildung10).1*%] Der Zugang zu Guanossowie zu den Pyrimidinnukleotiden blieinter
diesen Bedingungejedoch verwehrf!>® Erstin spaterenStudien konntaunter wasserfreien
Bedingungen und hohen Temperaturelte vier kanonischen Nukleotide nachgewiesen wer-
den ¢ wennauch nur ingeringen Ausbeuten (Gnd U jeweils 4 %)!1]

Neben der chemischen Aktivierung von Ribose wurde auch der Einfluss physikalischer Effekte
untersucht. So konnte gezeigt werden, dass Tonmineralien wie beispielsweise Kaolinit unter
NassTrockenZyklen die Bildung vonAdenosin beglinstige®t Es wird postuliert, dass die-

ses Mineral sowohl die Konzentriemiiauf dessenOberflache erméglicht als auch katalytisch
aktiv ist/161 Die Verwendung von pyrogenem Siliciumdioxid ermdoglicht wiederum die Bildung
von Adenosinmonophosphat (AMP) ausR@&, p-Ribose und Adenifi®?Diese Oberflachen-
reaktion verlauft nachweislich Gber Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) als reaktives Inter-
mediat!*®?2l Neben dem Einsatz katalytisch aktiver Minerale bieten auch sogge Mikro-
tropfen einen thermodynamischen Vortéif3164deren geringer Durchmesser (<) eine
signifikante Entropieerniedrigung bewirkt und die Phosphorylierdfgsund Glykosylie-
rungsreaktionef% exergonisch ablaufen lasst. Ausgeheod B-Ribose, Nukleobasen, Phos-
phorséaure und bivalenten Magnesiumionen @)gkonnten auf diese Weise Uridin (28,
Adenosin (2,%6), Cytidin (0,%) und Inosin (1,%) synthetisiert werdeA%* Die Umsetzung

des schlecht l6slichen Guanins blieb erfoldé8 Trotz der beschriebenen Strategien liefert

die Kondensation zwischen Nukleobasen und Ribose keine zufriedenstellenden Ergebnisse,
was insgesamt auf eine schlechte Regioselektibirst. Ausbeute zurtickzufiihren igté°!

Um das Selektionsproblem zu I6sen, glykosylie@arellet al. Formamidopyrimidine (FaPys,
Abbildungl1), welche unter thermischen oder basischen Bedingungen zu Purinen reagie-
ren 651 Im Gegensatz zu kanonischen Nukleobasen biEt#?ys deWorteil, dasslie exozyk-
lischen Aminogruppe (in C4 und C6Position)aufgrundihrer NukleophiliesowieSpiegelsym-
metrie eine regioselektive Kondensationit Aldosenermdglichen Auf diese Weise sindor-

stufen zuN9-Purimukleosiden erstmals hohen Ausbeuteninter prabiotischplausiben Be-
dingungenzugénglichDie Synthese der FaPgrdolgt durchdie Veresterungzgon Aminopyri-
midinen (AminoPysnit Ameisensaureind erfolgtregioselektiv irlN5-Position DieseAmino-
Pyskonnen ihrerseitglurchdie Reaktion vora-Aminocyaniden mit Guanidin oder Thioharn-
stoff hergestelltwerden (Abbildungll, blau). Wahrend die a-Aminocyanideals (hydroly-
sierte) HCNI'rimereangesehen werden konneantstehen die erforderlichen Amidine durch

das Einwirken von Ammoniak bzw. Schwefelwasserstoff auf Cyaf&fhid.
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EinspaterdurchCarellet al. entwickelter Synthesewgermaoglicht zusatzlich die prabiotische

Bildung weiteref~aPygAbbildungl1l, rot). Dieser Weg beginnt mit déditrosierung von Ma-
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lononitril zu Hydroxyiminomalononitril
(HIMN)}Salzernin Gegenwart verschiede-
ner Amidiniumderivate Die auskristalli-
sierten HIMN-Salze zeetzen sichan-
schlieRendunter Zyklisierung zu Nitroso-
pyrimidinen (NitrosoPys), welcheals
schlecht I6slichédromatenaus wassriger
Losung ausfallen und sigdomit prabio-
tisch anreichern lassenin Gegenwart
von Eisen oder Nickel erfolgt eine an-
schlieBendeReduktion zu den entspre-
chendenAminoPysWird die Reduktion
in verdinnter Ameisensauredurchge-
fuhrt, ist eine direkte Umwandlung der
NitrosoPys zu FaPys beobachterit7]
Die Kondensationsreaktion zwischEa-
Pysund pD-Ribose erfolgt irder Gegen-
wart von Borsdure. Eine anschlieRende
intramolekulare Kondensationsreaktion
fuhrt zurfinalenZyklisierung und Bildung
der kanonischen bzw. nicHtanonischen
N9-Purinnukleoside Wéahrend die Ribo-
sylierung regioselektiv verlayfkann die

Isomerie desZuckers nur eingeschrankt

Abbildung11. Direkte Ribosylierung von Pur¥orlauferbasenDie Synthese erfolgt ausgehend

Malononitrilderivaten und verschiedenen Amidinen, welche durch NasskenZyklen zunéchst :

NitrosoPyaund anschliel3end z&aPyseagieren. Letztere werden selektiv unter Bildung der ents

chenden Furanound Pyranoslen ribosyliert. Im letzten Schritt erfolgt die Umwandlung der F

Nukleoside zu kanonischen bzw. niglainonischen Nukleoside#f®: 167
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beeinflusst werdenZwar stabilisiertBorat furanosidische Isomergedoch kanrdie Bildung

von Pyranosiden nicht ganzlich vermieden werd&f?167]

Eine simple Abfolge von Nassd Trockenzyklen sowie milde Temperatumd pHAnderun-

gen ermdglicen auf diese Weise die prabiotische Synthese verschiedenster Nukleosidvorstu-
fen. Diese bieten nicht nur Zugang zu kanonischen, sondern auch zkaidhtischen Purin-
nukleosiden, welchewie heute bekanntwichtige regulatorische Funktionen in biologischen

Systemen ausiibeH57-168]

1.3.3.2ndirekte Nukleosidierung

Waéhrend die Entstehung von Purinnukleosiden mittels direkter Nukleosidierung erklart wer-
den konnte, stellte die Bildung der Pyrimidinnukleosideedtterausforderunglar. In Folge
dessenentwickelte Orgeleine PyrimidinnukleosieSynthesg(Abbildung12),1*6% welche stra-
tegischdem de novoBiosynthesewed % dhnelt.Diese indirekte Nukleosidierung verfolgt den
schrittweisen Aufbau ddPyrimidirbase anfuranoseingunter Ausbildung eines trizyklischen
SystemsDessen Spaltungeneriert arschlieRend dasntsprechende Nukleosid bzw. Nukleo-
tid. Fur diese Strategie nutz€érgd et al. wahlweiseb-Ribose bzwb-Ribose5-phosphat wel-

che sich mit Cyanamid zu den entsprechenden Aminooxazolinen umsetzen lassen. Diese rea-
gieren anschlieRen als andleinte Nukleophile mit Cyanoacetylen unter Bildung eines anellier-
ten Pyrimidimings.Die auf diese Weisentstandenen -Anhydronwkleosidé -tide hydrolysie-

ren inPhosphatpuffeizu denjeweiligenh -Ribonukleosidetiden. Unter Einwirkung von UV
Strahlung isschlief3lickeine Photoisomerisierung zu den nattrlich vorkommenden Anomeren

i -Cytidin (4%) bzwi -Cytidinp -#hosphat 6 %)zu beobachteri]

Seit der Veroffentlichung im Jahre 19%Qrde der von Orgelpostulierte Synthesewem vie-

len Studien aufgegriffen, optimiert und auf verschiedene Nukleoside ausgeweiti (
infra) 171173 Dije schlechten Ausbeutekonnten spaterauf Nebenreaktionerzuriiclgefiihrt
werden wie beispielsweis® S NJEpimetsierungpder dem intramolekularen Angriff der

/ wH¥droxygruppean den Pyrimidinring unteBildung von Oxazolidinonét* Wird h -Cyti-

din-p -Bhosphatvor der Photoisomerisierung acetyliert, kann die Ausbearne -Anomesen

auf 22% gesteigert werdehR’®!
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Abbildung12. Indirekte Ribosylierung von PyrimidinerSynthese von -Cytidin bzw. -Cytidinp -
phosphat nactOrgelet al. ausgehen vom-Ribose, Cyanamid und Cyanoacetylen mit anschliel3

Photoanomerisierung®

Eine Anpassung der oben beschriebenen Syntheseroute erfolgte Sukblerlandet al. (Ab-
bildung13). Diese nurten imGegensatzu Orgelkeinefreie Ribose, sondern etablierten ei-
nen schrittweisen Aufbau des Furanoserings aus weniger komplexen Zuckereinheiten.
den Autoren beruht didPlausibilitatdieser Strategieuf der Instabilitat freieRibosesowie
ihrer umstrittenen selektiven Entstehunerpostulierte Syntheseweg beginnt mit Cyanamid
und Glycolaldehyd, welche in einemvIPhosphatpuffer zu -Aminooxazol reagieren. Nach
der Zugabeon Glycerinaldehyd erfolgt die Umsetzungdminooxazolinwelches in allen vier

Konfiguration als Arabird15 %), Ribe(25%), Lyxe(4 %) und Xyloaminooxazolin ¥6) vor-

liegt. Die Autoren stellten zunéchst die Hypothese auf, dass lediglich Arabinoaminooxazolin

fur die prabiotische Synthese der Pyrimidinnukidesson Bedeutung igAbbildungl3, blau).
Dieses reagi¢y analog zur Strategieon Orgel ¢ al., mit Cyanoacetylen zurabinoanhyd-
rocytidin. Anstelle einer Hydrolyserfolgt eine Phosphorylierungn Phosphatpuffer unter Bil-
dung von Cytidim W-EycldphosphatDiese erfolgt hierbezunachst regioselektiv ih cPgsi-
tion, was entsprechend der Kristallstruktauof eine steische Abschirmung S NBlygréRyg-
ruppe zuriickgefuhrt werden kan(Abbildungl4). Ein intramolekularer Angriff der Phosphat-
3 NHzLJLIS | -Kohlédh§of fuhtt mriéchlieRed zur Spaltung des Oxazolidinrings und Bil-
dung desPyrimidinrukleotids.Diese/ HIfWersionerfolgt stereospezifisclunter Ausbildung
desRiboEpimerd178l



1. Einleitung

N=—NH, Obwohl dieser Syntheseweg erstmals die Bil-
l Ho dung von Pyrimidinnukleosiden in guten Aus-
[Z\%NHQ beuten erklaren konntggibt esKritikpunkte,
l HO\)O\H70 die die prabiotische Plausibilitat zumindest teil-

weise in Frage stellerlier ist zunahst diesehr

o o_ hohe Phosphatkonzentration von & zu nen-
ho! o7 N ho! 07 NH2 nen, welche zuSynthese des-Aminooxazols
Lyxoaminooxazolin (4 %) Xyloaminooxazolin (6 %)

verwendetwurde,die aufgrund der schlechten

° o5 Ldslichkeitvon Phosphatmineraliefedochnur
N N
HO/H\G‘(—Z;%NW HO/\QOXNHz

Ho schwerzu erreichen istt’”1 Derart lohe Phos-

Arabinoaminooxazolin (15 %) Riboaminooxazolin (25 %)
‘ ‘ phatkonzentratioren sind ebenfalls erforder-

o = o ~ zu vermeiden, welche im ungepufferten Sys-
w0~ o 10 ) e I d
\ ~/ ~NH; \ /= /"NH; . .

o o wo o tem als Konkurrenzreaktion zur Phosphorylie-

Arabinoanhydrocytidin Riboanhydrocytidin

lich, um die Hydrolyse des Anhydronukleosids

rung auftritt.17! Auch wird dieProblematik der
Phosphat l H,S A . . .
l selektiven Ribosesynthese nur bedingt gelést,

=N\_R =N\_NH
oI o da die Formose=aktion zwar umgangewird
Ho/\Q’NZZ/N HO/\Q” NZ/N g g )
OH

0.0 HO © jedoch eine Vielzd unerwinschter Epimere
o//P\o- a-Thiocytidin
Cytidin-2'3-cyclophosphat (R = NHy) entsteht*76Wie die Autoren spater selbst be-
Uridin-2',3"-cyclophosphat (R =OH) l hv (76 %)

mangeln, lasst sich das bendétigte ArabBpi-
= NH
° W 2 . I . i
HO/\Q,NwN mer im Gegensatz zum Rupimer nicht se
HO  on®

lektiv auskristallisieren und anreicheHi8! Zu-
B-Thiocytidin
dem sind Glycolaldehyd und Glycerinaldehyd

leo

o Nﬂ/R

v
HO  ©OH®

B-Cytidin (R = NH,)
B-Uridin (R = OH)

vergleichsweise instabil und erfordern eine
zeitversetzte Zugab@’ Um diesen Punkt zu

entkraften, demonstrierten Powner et al. in

Abbildung13. Optimierte indirekte Ribosylierungzon Pyrimidinen Synthese vofblau)i -Cytidin und
i -Uridin-H W-Eyoléphosphat™ bzw. (rot) i -Cytidinund i -Uridin®"® nachSutherlandet al. ausgehe
von Glycolaldehyd, Glycerinaldehyd, Cyanamid und Cyanoacetylen.



1. Einleitung

N\ NH,
o\ A4 o
LR S e Oy
— O < -
/‘f N HO/\S—Z‘N\ NHy" _HPOZ O?Pg 0.0 °

HO O OH o o
Arabinoanhydrocytidin Arabinoanhydrocytidin-3'-phosphat Cytidin-2',3'-cyclophosphat

Abbildung14. Schlisselschritt der Phosphatduzierten Ring6ffnungDie KristallstruktuArabinoan
hydrocytidin2 FFSy 6 I NIIi RA S & S NRydraxygippe Nacéh OetektiePrampiibry
f A S NMzyPasitiargrfolgt einthtramolekularer Angriff der Phosphatgruppet/ HStereoinversio
und Spaltung des Oxazolidinring¥!

spaterenStudiendie Stabilisierung, Anreicherung usdquenziellé-reisetzung derldehydi-
schen Vorstufen durch AminalbilduRg® Weiterhin ist anzumerken, dass Cyanoacetylen
(7 Ag) erst imdritten Schritt der Syntheseroute reagieren dals reaktive und vergleichs-
weise hydrolyseempfindliche SpezissdessemrabiotischeAnreicherung jedocproblema-
tisch[150 Zuletzt erlaubt die bechriebene Nukleosidierungsstrategie lediglich die Bildung von
H W-DoldphosphaBy = 2SR2OK y A OK(G RRhBsphatd 6d& dmfeBNukld-y 2 y A &
osidel176]

Um die Problematik der ArabirBpezies sowie die Bildung cyclischer Phosphate zu umgehen,
entwickelte dieGruppe umPownereinen alternativen Syntheseweglgbildungl3, rot). Ent-
sprechem der urspriinglicherOrgetStrategieverwendetenPowneret al. nun wieder Ribo-
aminooxazolinwelches sich selektiv anreichern |agad mit Cyanoacetylen zRiboanhydro-
cytidin reagiet. Anstatt den Oxazolidinring in Gegenwart von Phosphatler mittels Hyd-
rolyse zu spaltergrfolgt eineThiolysezuh -Thiocytidin.Die Einfiihrung der Thiongruppe be-
glnstigt die anschlieRende Photoanomerisierung mit Ausbeuten von bis % 7Ehiocyti-

din, welchesanschlieRend zu-Cytidinundi -Uridin hydrolysiererkann178l

Waéhrend die 2Aminooxazah-basierten Synthesewege die Bildung von Pyrimidinnukleotiden
ermoglichen, blieb ein anager Zugang zu den Purinnukleotidedochverwehrt. Auf der Su-

che nach einer gemeinsamen Purnimd PyrimidinvorstufeentwickeltenPowneret al. einen
Synthesewedpasierem auf 2-Thiooxazol Abbildungl5). Diese Routé@hnelt der klassischen
2-AminooxazolirSynthese, wobei lediglich Cyanamid durch Thiocyanat ersetzt wird. Dieses

reagiert im ersten Schritt mit Glycolaldehyd ztr@iooxazol, welches in Gegenwart von
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1. Einleitung

Glycerinaldehyd einen anellierten Furano-
sering bildet.Diese Reaktion verlauft stereo-
unspezifischunter der Bildung von Arabinp
Ribo, Lyxe und Xylothiooxazolin. Von den
vier Epimeren ist fur die weitere Reaktion le-
diglich die Arabingpezes von Bedeutung
Ihre exoz/klische Thiolgruppwird durch Re-
aktion mit Cyanoacetylen aktivier{Abbil-
dung15, blau). Das cyanovinylierte Thiann
nun alsgutesNukleofugverschiedere Substi-
tutionsreaktionen eingehenlm Falle einer
Ammonolyse bildet sich Arabinoaminooxazo-
lin, welches entsprechend der oben beschrie-
benen SyntheserouteSutherland eal.) zu
Cytidin bzw. UridinH W-Eyoldphosphat wei-
terreagiet.

Alternativ kann eine Substitution durch Me-
thanthiol zur Bildung von Methylthiooxazolin
fuhren (Abbildungl5, grin). Wird diese Spe-
zies mitAminomalononitril umgesetzt, bildet
sich ein imidazolisches Ringsm, welches
mit Formamid bzw. Formamidin zu Anhydro-
purinen reagiert.Im letzten Schritt erfolgt
eine Phosphainduzierte Spaltung des Oxazo-
lidinrings unterder Freisetzung vorg-Oxoa-
denosin und 8OxoinosinH W-Eyaléphos-
phat. Das von den Autoraaufgesellte Szena-

rio bietet somiteine potenzielleErkl&arung fur

Abbildung15. Indirekte Ribosylierungyon Pyrimidinen und8-Oxopurinen. Synthese vorgblau) Cyti-

din-und Uridinn W-Eycldphosphasowie(grun) 8-Oxoadenosinund 80xoinosinH W-Eycldphosphe

nachPowneret al.ausgehed von GlycolaldehydGlycerinaldehyd, Thiocyanat und Cyanoacet{&



1. Einleitung

die prabiotische Entstehungn8-Oxgurinnukleotiden, ermdglichtjedoch nicht die Synthese

der kanonischen Spezi€§’

1.3.4Aminosauren

Aminosauren stellen neben Zuckern und Nukleobasen eine weitere essenzielle Substanzklasse
dar und sind als Peptidbausteine vor allem fir biologische Katalysereaktionen unerlasslich. Die
ersten erfolgreichen Versuche zur Entstehung von Aminoséertaigten durch Miller und
Ureyin den 1950er Jahre? 4lDiese setzten eine Woche laamem vermeintlich plausiblen
Gasgemisch aus;H+bO, CHund NH elektrische Blitzendladurep aus, worauim tiefroten
Ruckstand funf Aminoséauren papierchromatographisch nachgewiesen wkohmtent Gly-

OA V1t Ihy-Alghih unidvermutlich Asparaginsaursowieh -Aminobuttersaurd!® Experi-
mente in abgeanderten Glasapparatui®hund HShaltigen Gasgemisch&ft! folgten. Auf-
bewahrte Probenwelcheerst Jahrzehntespater mit neuesten Analysemethoden untersucht
wurden, enthielten weiterebis datounentdeckteAminosaurerund andere organische Ver-
bindungen('8Z183 Nachdem1955sichergestelltvurde, dasskeine MikroorganismeiKonta-
minationen)fiir die Aminosaurebildung verantwortlich wargd wurde ein Streckerahnli-
che Reaktionsmechanismysostuliert!'84 Dieser MechanismugAbbildungl6) umfasst die
Reaktion zwischen Aldehyden und Ammoniak unter der Bildung von Iminen, veglstialie-
Rend mit Blausaure zi -Aminonitrilen reagieren?®! Diese hydrolysierenschlieBlichzu den
entsprechender? -Aminosaurer?®

Dadie préabiotische Plausibilitat deeduzierenderGasgemischeaunehmendn Frage gestellt
wurde [185188] f(jhrten Cleavesetal. Gasentladungsexperimente in einer redoautralen
CQ/N2/H0-Atmosphéare durchUnter CaC@gepufferten Bedingungen (pAH konnten Ami-
nosauren in bis zA,5% Gesamtasbeute erhalten werderidentifiziert wurden Serin, Gluta-
minsaure, Glycin und Alanisowie Spuren von Asparaginsaure;Aminoisobuttersaure,

4 -Aminobutterdureundi -Alanin.Die Entstehung dieser Aminosauren erklasserhdie Auto-

ren mit einem Strecker oder Buchere¢BergsahnlichenReaktionsmechanismué®!
InteressanteErgebnisse erzielte®ro et al., als sie eine Losung von Formaldehyd und Hydro-
xylamin erhitzten und die Entstehung von Glycin, AlariAlanin, Asparaginsaure, Serin und
Threonin beobachteten. Diedggeobachtungererklarten sie u.a. durch die Bildung von Blau-
saure sowie StreckeReaktionen mit Formaldehyd bzw. dessen Kondensationsprodukién.

Ahnliche Ergebnissepublizierten Egamiet al., welche Formaldehyd und Hydroxylamin in
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Abbildung16. Aminosauresynthese. ReaktionsmechanismemachStreckef?®! Strecke¢ Tiemanh-&

und BucheregBerg$®. Krishnamurthy eal. beschrieben die prabiotische Bedeutung @archereg

BergsSyntheseausgehend vom -Ketosaurerund Aminen wie z.B. Ammoniumhydroxid, Urea, «

Diamidophosphat (DAPY

Gegenwart verschiedener Ubergangsmetallsalze und Minerale umsetzten. Auch in diesem Fall

wurde die EntstBung von Aminoséuren beobachtet und auf die Bildung von Blausaure und

Streckerahnliché?®: 188 Reaktionen zurtickgefuih#8%1% Die prabiotische Plausibilitat von

Hydroxylamin war zu diesem Zeitpunkt jedoch unbekannt und die Forschungsergelomisse

Egamiund Oréverloren an Beachtung.

Neuere Studien voikrishnamurthyet al. beschreiben die Bildung voliminosauren auge-

hend von" -Ketosaurer(Abbildungl6).94 Der kirzlich postuliert®eaktionswedpeginnt mit

der Umsetzung voh -Ketosaurerzuh -Aminonitrilen in Gegenwart von Cyanid und verschie-

denen Aminer'® Wahrend vorangegangene Studien noch von eiecarboxylativerstre-

ckerMechanismuB®2 ausgingen, konnte nuerstmalsdie Bildung von Hyahtoin-Intermedi-

aten nachgewiesen werden. Entsprechegider Buchere¢BergsReaktio®3 konnte sodie

Umwandlung ztt -Aminosauren unter Freisetzung von Nkhd CQ beobachtetwerden[1°1]

Eine weitere Herausforderung stellen Aminoséuren mit komple&@tenketten darwie bei-

spielsweise Valin und Leucin, dereverzweigte alkylische Seitenkettencht ohne Weiteres

aus der Formosereaktion 0.4. hervorgeh&ur Losung dieses Problems postuliergirther-

land et al. die Homologisierung alkylischer Carbonyle, basierend auf einer cyadastien
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Abbildung17. Cyanosulfidische HomologisierunDie vonSutherlancet al. entwickelte Homologisit

rung basiert auf einem Cu(l)/CufRhotoredoxzyklus (Box) mit Hydrogensulfid als Reduktion

tel [128 12

Photoredoxkatalyse(Abbildungl7). Hierfur werden die Carbonylelurch Blausdure und
Schwefelwasserstoffunachst irh -Hydroxythioamide umgewandelln zwei aufeinanderfol-

genden Reduktionsschritten wird nun die Hydroxygruppe gespalten und anschlie3end das Thi-
oamid reduziert! Y4 SNJ g NaaANR ISy . SMnohiEityval$esickal Yaiini SKSy
bzw. Leucin hydrolysieren lass@&iesercyanosulfidische Protometabolismusitzt als Reduk-

tionsmittel Schwefelwasserstoff, welchanter Cu(l)/Cu(l#Photoredoxkatalys@rotonen und

solvdisierte Elektronen freisetzi28 1321



2. Motivation

2. Motivation

Die RNAPeptid}Welt-Hypothese besagt, dass Ribonukleotide als universelle Bausteine die
Entstehung erster Lebensformen ermdglicht hald@nylogenetische Studien legen nahe, dass
bereitsunserletzter allgemeinergemeinsameVorfahr(LUCAauf die kanonischen Purinnuk-
leoside Adenosin und Guanosin sowie auf die Pyrimidinnukleoside Cytidin und Uridin ange-
wiesen warUm die Frage nach ihrer prabiotischen Entstehung zu beantworten, wwelen
schiedeneSzemrien undReaktionsweggostuliert, welche zur Bildung der RMAIkleoside
beigetragen haben kénntedhre gemeinsame Bildung kann bislang jedoch nicht erklart wer-
den, da dieReaktionswegeu Purin und Pyrimidinnukleosiden chemisch inkompatibel sind
Zudemlassen sich einige Startmaterialien nur unter Bedingungen herstellen, welche nach
heutigem Wissen auf der frihen Erde nicht vorherrschend wabees stellt die prabiotische
Plausibilitat einiger Hypothesen grundlegend in Frage.

Das Ziel dieser Arbeit walie Synthese vorRNANukleosidenunter chemisch kompatiblen

und prabiotisch plausibleBedingungenZunachsgalt es, eine alternative Pyrimidinsynthese
zuetablieren welcher mit deder Purinekompatibel ist Darauf basierend sollte ein geoche-
misches Sanario entwickelt undlie gemeinsamgprabiotischBildungaller kanonischen Nuk-
leosideauf der friihen Erde demonstrieren werdeWeiterhin sollten verschiedenditera-
turbekannte Pyrimidinsynthesewegauf ihre Kompatibilitathin untersuchtund ihre jeweili-
genVorteile in einemgemeinsamerSynthesewegereint werden Vorrangiges Ziel war hier

die Umgehung freier Ribose sowie eine frihe Abreaktion reaktiver Verbindungen wie
CyanoacetylenZudem sollten Reaktionswege etabliert werden, welche die Bijldypischer
Ausgangsverbindungen zu Nukleosiden und Aminoséuren unter plau@blamach reduzie-
renden) Bedingunga erlaubt. Gegebenenfalls sollten alternatideisgangsverbindungen er-

forscht und neue, plausiblere Syntheserouten entwickelt werden.
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3.1 Vereinteprabiotische Synthese von Pyrimidiund PurinRNARibonukle-

otiden

S. Beckét, J. Feldmanh S. Wiedemariy H. Okamura, Gchneider, K. lwan, A. Crisp, M.
Rossa, T. Amatov, T. Cartlhified prebiotically plausible synthesis of pyrimidine and purine
RNA ribonucleotidesScience019, 366, 76¢824

Prolog

Alserster Baustein des Lebengerden derRNA sowohl informationsspeichernde als auch ka-
talytischeFunktionen zugeschriebeldm diese austiben zu kdnnen, bedarkesiplementa-

rer Purin bzw. Pyrimidinbasenwelche sicleusammenauf der friihen Erde gebildet haben
mussen.Mehrere Syntheserouten wueh entwickelt, welche entweder diEntstehungvon
Purin- oder von Pyrimidinnukleosideermdglichen Allerdingssind diese Reaktionswege che-
misch weitgehend inkompatibeid kénnerdie gemeinsame Bildung aller RiBAusteine am
selben Ornicht ausreichendmlaren. Die folgend Studie beschreibt einen neuen Reaktions-
weg zur Bildungvon Pyrimidinnukleosiden undNukleoidenaus primitiven Ausgangsverbin-
dungenunter préabiotisch plausiblen Bedingungen. Hierbei erlauBindinoisoxazolylharnstoff
als Vorlauferbase eine regioselektive Ribosyliemitgguten Ausbeutemind die Verwendung
von Borophosphaterdie bevorzugte Entstehung furanosidiscligmrimidinnukleoti@. Dieser
Reaktionsweg ist zudem kompatibeit der Synthese von Purinnukleosiden, was die gemein-

same Bildung aller kanonischen Nukleobasen am selbear&rhalserlaubt.

uDieAutoren haben zu gleichen TeileamManuskript beigetragen

4 Fur eéganzende InformationesieheAnhangl
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PREBIOTIC CHEMISTRY

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'

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 (77, 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 (79). 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. 8 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 (NO3; ), 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 HSO3 , 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 scheme depicts the route
toward the pyrimdines via isoxazolylurea 8 (blue background) and the purines via
formamidopyrimidines 22 to 25 (red background) (18). (B) Fundamental chemistry

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>*

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-

Becker et al., Science 366, 76-82 (2019)

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
{Mgs[(PO.4)2|Bo(OH)s]-6H,0} (31) or borax
{Na,[B,0;(OH),]-10H,0} (32), were also able to
catalyze this reaction with high yields (>70%)

4 October 2019

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,/HSO5".

(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
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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(ll) 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
"-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
f-cytidine (11b) and its a-anomer (11a) are
formed under these conditions with about the
same yields, together with small amounts of
a- and B-uridine (12a and 12b). We found only
small amounts of the o- and B-cytidine pyran-
osides (11e¢ 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

"-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 B-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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