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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Entstehung des Lebens ist ein bislang ungeldstes Ratsel, welches die Menschheit seit Jahr-
tausenden fasziniert. Die Frage nach dem Ubergang von lebloser zu lebender Materie fiihrte
zur Entwicklung verschiedenster Hypothesen, von welchen die RNA-Welt-Hypothese eine der
prominentesten ist. Diese besagt, dass Ribonukleinsdure (RNA) als universeller Baustein die
Entstehung erster Lebensformen ermoglichte, da RNA sowohl genetische Informationen spei-
chern als auch (bio)chemische Reaktionen katalysieren kann. Die sogenannte RNA-Peptid-
Welt-Hypothese geht einen Schritt weiter und postuliert die synergistische Koevolution von
RNA und Peptiden. So konnte RNA die Bildung von Peptiden beglinstigt haben, welche ihrer-
seits die Vervielfdltigung der RNA katalysiert haben kdnnten. Diese Szenarien erfordern die
prabiotische Synthese und Verfligbarkeit von Aminosduren sowie komplementarer Pyrimidin-
und Purinnukleoside, welche durch Basenpaarung die RNA-Replikation erméglichen. Zur Ent-
stehung dieser Bausteine auf der frithen Erde werden in der Literatur verschiedene Reaktions-
wege postuliert, welche sich in ihren Reaktionsbedingungen, Startmaterialien und Nukleosi-
dierungsstrategien teils erheblich unterscheiden. Aufgrund chemischer Inkompatibilitaten
zwischen den postulierten Pyrimidin- und Purinsynthesewegen ist die gleichzeitige Bildung al-
ler kanonischer RNA-Bausteine am selben Ort bislang allerdings nicht erklarbar.

In dieser Arbeit wurde ein neuer Reaktionsweg zu Pyrimidinnukleosiden unter prabiotisch
plausiblen Bedingungen entwickelt. Dieser basiert auf 3-Aminoisoxazolylharnstoff (Abbil-
dung 1), welcher als Pyrimidinvorstufe regioselektiv ribosyliert und anschlieend zu den ka-
nonischen Pyrimidinen umgewandelt werden kann. Die Verwendung mineralischer Borophos-
phate erlaubt zudem die bevorzugte Bildung von Furanosid-5‘-monophosphaten und -diphos-
phaten. Zudem konnte die Kompatibilitdt zu einem bereits publizierten Purinsyntheseweg de-
monstriert werden, was die gemeinsame Bildung aller kanonischen RNA-Nukleoside erstmals
ermoglicht.

Die direkte Ribosylierung der Pyrimidinvorstufe erfordert die Anwesenheit freier Ribose, wel-
che durch die Formosereaktion aus Formaldehyd entstanden sein konnte. lhre selektive Bil-
dung ist jedoch umstritten, weswegen indirekte Nukleosidierungsstrategien publiziert wur-
den, welche den schrittweisen Aufbau des Furanoserings in situ ermoglichen. Diese Strategie

wurde angewandt, um die neu entdeckten Pyrimidinvorstufe auch in der Abwesenheit freier
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Abbildung 1. Reaktionswege und Intermediate, welche im Rahmen dieser Arbeit zur Bildung von Nuk-

leosiden und Aminosduren unter prabiotisch plausiblen Bedingungen entwickelt wurden.

Ribose zu Nukleosiden umsetzen zu kénnen. Durch die Verknipfung der verschiedenen Pyri-
midin-Synthesestrategien konnte ihre Kompatibilitdt demonstriert und ihre Vorteile in einem
gemeinsamen Reaktionsweg vereint werden. Dieser neue Reaktionsweg basiert maligeblich
auf Cu(l/11), welches neben seiner Funktion als Redoxkatalysator auch die prabiotische Anrei-
cherung der Pyrimidinvorstufe ermdglicht.

Ein weiteres Problem ist die prabiotische Verfligbarkeit reaktiver Nitrile wie Blausdure, Cyana-
mid und Cyanoacetylen. Diese gelten als Ausgangsverbindungen fir Nukleoside und Amino-
sauren und bilden sich unter stark reduzierende Bedingungen in ausreichenden Mengen. Ak-
tuelle Studien lassen jedoch vermuten, dass die friihe Erdatmosphare nicht stark, sondern nur
schwach reduzierend war. Unter diesen Bedingungen ist die effiziente Bildung solcher Nitrile
jedoch problematisch, was die prabiotische Plausibilitat vieler postulierter Bildungswege in
Frage stellt. Zur Losung dieses Problems wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Reaktionsweg
entwickelt, welcher die Bildung von Biomolekiilen unter einer schwach reduzierenden Atmo-
sphare ermdoglicht. Ausgehend von Wasser, Stickstoff, Kohlendioxid und Schwefeldioxid wird
zunachst die Bildung von Aldehyden und Hydroxylamin angenommen (Abbildung 1). Diese
kondensieren zu einer Vielzahl an Aldoximen, deren Dehydratation Zugang zu reaktiven Nitri-
len bietet. Von diesen ausgehend wurden neue Syntheserouten zu bekannten Aminosdure-

sowie Purinvorstufen entwickelt und ein neuer Reaktionsweg zu Uridin etabliert. Hieraus
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ergibt sich ein Reaktionsnetzwerk, welches die systematische Bildung reaktiver Ausgangsver-

bindungen zur Entstehung des Lebens unter geologisch plausiblen Bedingungen erméglicht.



Abstract

Abstract

The origin of life is an unsolved mystery that has fascinated mankind since ever. The question
about the transition from lifeless to living matter led to the development of various hypothe-
ses, of which the RNA world hypothesis is one of the most prominent. This hypothesis states
that ribonucleic acid (RNA), as a universal building block, was the basis for the emergence of
the first forms of life, since RNA can both store genetic information and catalyze (bio)chemical
reactions. The so-called RNA-peptide world hypothesis goes one step further and postulates
the synergistic co-evolution of RNA and peptides. Thus, RNA could have favored the formation
of peptides, which in turn could have catalyzed the 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 blocks 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
postulated 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 under prebi-
otically plausible conditions. This is based on 3-aminoisoxazolylurea (Figure 1), which can be
regioselectively ribosylated to give a pyrimidine precursor, which subsequently converts to
the canonical pyrimidines. The use of borophosphate minerals allows the preferential for-
mation of furanoside-5'-monophosphates and -diphosphates. In addition, compatibility with
a previously published purine synthesis pathway was demonstrated, allowing the joint for-
mation of all canonical RNA nucleosides for the first time.

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 nucleosidation strategies have been pub-
lished that allow the stepwise assembly of the furanose ring in situ. This strategy was applied
to convert the newly discovered pyrimidine precursor to nucleosides even in the absence of
free ribose. By linking the different pyrimidine synthesis strategies, their compatibility was

demonstrated, and their advantages were combined in a common reaction pathway. This new
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Figure 1. Reaction pathways and intermediates developed in this work that allow the formation of

nucleosides and amino acids under prebiotically plausible conditions.

reaction pathway is largely based on Cu(l/Il), 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 conditions. 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 plausibility 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 formation 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 were developed and a new reaction pathway to uridine was established. The result
is a new reaction network that enables the systematic formation of reactive starting com-

pounds for the origin of life under geologically plausible conditions.
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1. Einleitung

1.1 Prabiotische Chemie

Von der Theologie liber die Philosophie bis hin zu den Naturwissenschaften ist die Frage nach
der Entstehung des Lebens Gegenstand vieler Diskussionen und Theorien. Nachdem der Phi-
losoph Thales bereits 2500 v.Chr. den Ursprung des Lebens auf Wasser als materielle Substanz
zuriickfihrte,! wurde vor kurzem (ca. 4500 Jahre spiter) das James-Webb-Teleskop von
NASA und ESA ins Weltall ausgesandt, um im Universum nach Wasser und Spuren von Leben
zu suchen.?! In den letzten Jahrzehnten erméglichten neue Erkenntnisse in Astrophysik und
Geologie prazisiere Einblicke in die Entstehung der Erde und ihre urspriingliche Beschaffenheit
(Kapitel 1.2).34 Die Biologie hat auf Grundlage fossiler Indizien stringente Theorien entwi-
ckelt, welche die Evolution komplexer Lebewesen erkldren.>7! Dabei l4sst sich die Abstam-
mung dieser Lebewesen auf einen gemeinsamen Vorlaufer zurlickfiihren, welcher gemeinhin
als LUCA (last universal common ancestor; dt.: letzter allgemeiner gemeinsamer Vorfahr) be-
zeichnet wird.[819 Als einzelliger, thermophiler Organismus lebte LUCA wahrscheinlich vor
mehr als 3,5 Mrd. Jahren unter den hohen Temperaturen von Tiefseeschloten.®! Wihrend
dieser Organismus zunichst als vergleichsweise einfach und rudimentir beschrieben wurde,
geben phylogenetische Studien heutzutage Hinweise auf dessen molekulare Komplexitat. So
wird vermutet, dass LUCA unter Verwendung verschiedener Enzyme, Kofaktoren und (modi-
fizierter) Nukleoside bereits Kohlenstoffdioxid, Stickstoff und Wasserstoff autotroph verstoff-
wechseln konnte und dabei auf Eisen-Schwefel-Cluster sowie Ubergangsmetalle angewiesen
war.'Yl Dementsprechend handelt es sich bei LUCA keineswegs um die erste lebende Zelle,
sondern um eine weiterentwickelte Spezies, welche sich bereits durch evolutiondre Selekti-
onsprozesse anpassen und spezialisieren konnte. Die erste lebende Zelle, oder vorsichtiger
ausgedriickt, das erste lebende System, ist hingegen weitgehend unerforscht und ihre Eigen-
schaften eher spekulativer Natur.[1214]

Es ist nun die Aufgabe der prabiotischen Chemie zu zeigen, wie aus zunachst lebloser Materie
die ersten Molekiile entstehen konnten, deren Selektion und Interaktion spater die Bildung
lebender Systeme ermoglichten. Diese Frage zu l6sen ist nicht trivial. Zwar gibt es Hinweise
Uber die Bedingungen auf der friihen Erde und eine ungefihre Vorstellung darliber, aus wel-
chen Biomolekiilen LUCA mdglicherweise bestand. Der Ubergang von der abiotischer zur bio-

tischen Welt bleibt jedoch weitgehend eine ,Blackbox”. Weder kdnnen astronomische



1. Einleitung

Beobachtungen die Bildung komplexer Biomolekiile auf der friihen Erde erkldren, noch lassen
uns phylogenetische Studien in die Zeit vor LUCA blicken. Auch gibt es aus jener Zeit keine
Fossile, welche die prabiotischen Ereignisse als Momentaufnahmen festhalten.[*"]

Daher ist interdisziplindres Wissen und ein wenig Kreativitat gefragt, um Reaktionswege zu
finden, welche die Bildung komplexer Biomolekiile aus einfachsten Verbindungen wie Wasser,
Stickstoff und Kohlenstoffdioxid erklaren konnen. Doch welche Reaktionswege gelten als pra-
biotisch plausibel, wo sie sich weder beweisen noch widerlegen lassen? Diese Frage veran-
lasste Orgel dazu, drei allgemeine Bedingungen zu formulieren, welche seiner Meinung nach

III

das Pradikat ,prabiotisch plausibel” rechtfertigen:[®!
i.  Startmaterialien miissen in ausreichenden Mengen am Reaktionsort vorhanden sein
ii.  Reaktionen missen in Wasser oder der Abwesenheit eines Losungsmittels ablaufen
iii.  Reaktionsprodukte missen sich in signifikanten Mengen bilden

Ob und wie weit die gelisteten Punkte im Einzelfall zutreffen, ist jedoch nicht immer eindeutig
und ist einer stetigen Revision unterworfen. Dies liegt vor allem daran, dass neue Forschungs-
ergebnisse aus Astrophysik und Geologie oft auch neues Licht auf die prabiotischen Bedingun-
gen sowie die Verfligbarkeit chemischer Verbindungen auf der friihen Erde werfen. Vor dem
Hintergrund aktueller Erkenntnisse kdnnen diese Kriterien jedoch eine vorlaufige Beurteilung
zur prabiotischen Plausibilitdt chemischer Reaktionen erméglichen.[®!

Fiir die Prabiotik wegweisende Experimente gehen bereits bis ins 19. Jahrhundert zurtick. So
entdeckte Butlerow!* bereits im Jahre 1861 die Formosereaktion, welche die Bildung von Zu-
ckern aus Formaldehyd und katalytischen Mengen Glycolaldehyd ermoglicht. Die dazu erfor-
derlichen Ausgangsverbindungen konnten spater von L6b!8 in einer CO,/H,0-Atmosphire
hergestellt werden. Urey und Miller'*®l demonstrierten im Jahre 1953 mit ihrem weltbekann-
ten Gasentladungsexperiment die Synthese von Aminosaduren, deren Mechanismus zum Teil
zuvor von Strecker?®! beschrieben wurde. Die Polymerisation von HCN zur Nukleobase Adenin
geht auf Oré!?Yl im Jahre 1960 zuriick. An diese Meilensteine schlieBen sich viele weitere Ent-
deckungen und Hypothesen verschiedenster Fachrichtungen an, welche die prabiotische For-
schung mittlerweile als interdisziplindres GroRprojekt aufblithen lassen.[??l Die stetig zuneh-
menden Erkenntnisse und das wachsende Interesse zeigen sich auch in der Vielzahl kiirzlich
erschienener Ubersichtsartikel — von der Entstehung interstellarer Molekiile?3! und chiraler
Asymmetrien(?*! {iber Phosphatel?®], Peptidel?%], kanonische!?”! und nicht-kanonische?8! Nuk-

leoside bis hin zu biologischer Homochiralitit, 2! Ribozymen[3%-31 ynd Ribosomen3Z,
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1.2 Die Friihe Erde

1.2.1Historischer Kontext

Eine der ersten Theorien zur Entstehung des Lebens unter vermeintlich plausiblen Bedingun-
gen geht auf den russischen Biochemiker Oparin im Jahre 1924 zuriick.3! Ahnliche Uberle-
gungen wurden kurze Zeit spater vom Evolutionsbiologen Haldane veréffentlicht®¥ und un-
termauerten die urspriingliche Theorie, welche spater als Oparin—Haldane-Hypothese be-
kannt wurde.%! Diese besagt, dass sich die ersten organischen Molekiile durch thermische
oder photochemische Prozesse in einer reduzierenden Erdatmosphare bildeten, welche
hauptsachlich aus Ammoniak, Methan und anderen wasserstoffreichen Verbindungen be-
stand.[33-38]

Zu dieser Zeit wurden reduzierende Gase bereits in der Jupiteratmosphare nachgewiesen,
weswegen auch Urey mutmalite, dass die friihe Erdatmosphéare ebenfalls reduzierend gewe-
sen sein muss und trotz der Fliichtigkeit des Wasserstoffs und der geringen Erdgravitation lan-
gere Zeit bestehen konnte.3%4% Diese und Oparins Schlussfolgerungen veranlassten Miller
schlieRlich, seine Gasentladungsexperimente in einem Gasgemisch aus Wasserstoff, Ammo-
niak, Methan und Wasser durchzufiihren.!'® 4% Die erfolgreichen Ergebnisse wurden daraufhin
genutzt, um die prabiotische Plausibilitat einer stark reduzierenden Atmosphare ad hoc zu

rechtfertigen.[*?

1.2.2 Redox-Bedingungen

Ca. 100 Jahre nach Formulierung der Oparin—Haldane-Hypothese besitzen wir heute genauere
Kenntnisse iber die astrogeologischen Gegebenheiten auf der hadaischen? Erde.[*?l So wissen
wir, dass die friihe Erde nach ihrer Entstehung vor 4,57 Mrd. Jahren tatsachlich eine reduzie-
rende primare Erdatmosphare besall, welche aus eingefangenem Sonnennebel (vorwiegend
Wasserstoff) bestand. Allerdings war diese viel kurzlebiger als von Ureys angenommen und
konnte der Erde méglicherweise schon nach Tagen entweichen.[*>3! Dies bietet eine Erkla-
rung dafiir, weswegen heutzutage alle fliichtigen Elemente auf der Erde im Verhaltnis zu ih-

rem solaren Vorkommen verarmt sind.[***?! Jedoch ist das Vorkommen an Edelgasen auf der

3Das Hadaikum ist das erste geologische Erdzeitalter von der Entstehung unserer Erde bis 4 Mrd. Jahre

vor unserer Zeit.
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Erde viel starker erschopft als das der reaktiven Gase Wasserstoff, Stickstoff, Kohlenstoff und
Sauerstoff.[*®] Diese Beobachtung veranlasste Brown zu der Hypothese, dass diese durch che-
mische Reaktionen von der sich anreichernden Erdmasse aufgenommen wurden, wahrend die
Edelgase ins Weltall entweichen konnten.[*®l Zuriick blieben vermutlich groBe Mengen an CO3,
etwas N2 und H>0 sowie Spuren von CO und H,.*6-5% Djese sekundire Atmosphére wird folg-
lich als schwach reduzierend bis oxidierend beschrieben,#’-5% wihrend die von Miller und
Urey aufgestellte Hypothese einer stark reduzierenden Atmosphare als nicht mehr zeitgemaR
gilt.1#2

Die Entstehung der sekundaren Atmosphare ging mit dem stetigen Einschlag chondritischer
Meteoriten einher, welche als undifferenzierte Bestandteile des Sonnennebels aus Silikaten,
Metallen und Sulfiden bestehen.®!l Der Protoplanet Theia (4,51 Ga) verursachte schlieRlich
die Bildung unseres Mondes, welcher seit jeher die Erde umkreist und ihre Umlaufbahn stabi-
lisiert.’>>5] Wiahrend dieser Zeit trennten sich allmahlich Silikate und Metalle unter Ausdiffe-
renzierung von Erdkern und Erdmantel, in welchem das Vorkommen an siderophilen Elemen-
ten immer mehr erschépfte.l>®571 Gleichzeitig disproportionierte Eisen(ll) zu Eisen(0), welches
vom Erdkern aufgenommen wurde, sowie zu Eisen(lll), welches als oxidierte Spezies im Man-
tel zuriickblieb.l*8 Entsprechend lassen physikalische Studien vermuten, dass die Sauerstoff-
fugazitit* des Mantels wahrend der Erdentstehung zunahm®®! und nach vollstindiger Ausdif-
ferenzierung Werte erzielte, die den Bedingungen auf der heuten Erde entsprechen.[>8 %0 Djes
konnte auch experimentell anhand von Zirkonen bestatigt werden, deren radiometrische Da-
tierung ein Alter von 4,36 Mrd. Jahren offenbarte.l®? Eine Bestimmung des Cer(lll)/Cer(IV)-
Verhaltnisses erlaubte Rickschliisse auf eine durchschnittliche Sauerstofffugazitat von
AFMQ -0,5 + 2,3.15% Diese Ergebnisse werden durch weitere experimentelle Studien[®Z83] ge-
stitzt, welche gleichbleibende Redoxbedingungen Uber die letzten 3,8 Ga vermuten lassen.
Kenntnisse liber den Redoxzustand des Erdmantels sind von entscheidender Bedeutung, da

diese sowohl Aufschluss liber die Zusammensetzung des Mantels selbst als auch Uber die der

“Die Sauerstofffugazitat (fo) entspricht dem effektiven Partialdruck von Sauerstoff in bestimmten Mi-
neralien bzw. Gesteinen. Sie wird meist relativ zu Referenzwerten aus Fayalit-Magnetit-Quarz- (FMQ)
oder Eisen-Wiistit- (IW) Puffersystemen angegeben. Die Sauerstofffugazitdt des heutigen Erdmantels

betragt fo, =~ AFMQ * 2 log-Einheiten.[®”
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sekundaren Atmosphare gibt. 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 vor.[** Weiterhin kann angenommen werden, dass ein Mantel nahe des FMQ-Puffers
hauptsachlich die Gase CO;, H,0, SO, und N3 in die sekundare Atmosphare ausgestoRen haben
muss.[42 60,6465 \Wihrend die exakte Zusammensetzung unbestimmt bleibt, gehen einige Stu-
dien von einem CO»-Anteil von >70 % aus, andere sogar von >95 %. Eine solche Atmosphare
wird aufgrund ihres Redoxpotentials hiufig als oxidativ neutrall®® bezeichnet bzw. als schwach

reduzierend®”-%8], sollten Spuren von H,, CHs4 oder CO vorhanden gewesen sein.[4

1.2.3Verfiigbarkeit Chemischer Verbindungen

In einer solchen Atmosphare erzeugen Blitzentladungen und UV-Strahlung groRe Mengen an
Nitrit und Nitrat,® %9l weshalb die NOx-Konzentration in den frilhen Ozeanen zuweilen sogar
auf 20 mm geschatzt wird.[’? Ebenfalls ist die Reduktion von Nitrit zu Ammoniak ein plausibles
Szenario,7*7? sofern Eisen(ll) nicht vollstindig disproportioniert vorliegt.!>8 Auch die Reaktion
zwischen Schwefeldioxid und Wasser unter Bildung von Hydrogensulfit,!”3! dessen Konzentra-
tion im millimolaren Bereich gelegen haben kénnte, gilt als unausweichlich.4 Zusitzlich kann
die Verfligbarkeit von Formaldehyd angenommen werden, dessen Synthese aus Kohlenstoff-
dioxid und Wasser redoxunabhingig ist.['® 7* Die Bildung von Glycolaldehyd erfolgt unter
schwach reduzierenden Bedingungen zwar nur in Spuren,®”l soll zur Katalyse der Formosere-
aktion und Bildung komplexer Zucker jedoch ausgereicht haben.[64 76]

Trotz der Verfligbarkeit wichtiger Verbindungen stellte die Annahme einer schwach reduzie-
renden Atmosphare ein Problem fiir die prabiotische Chemie dar, nicht zuletzt, da sie die Plau-
sibilitat der populdren Urey—Miller-Experimente grundlegend in Frage stellt. Es zeigte sich so-
wohl experimentell(®® 771 als auch theoretisch,”8! dass unter den angenommenen Bedingun-
gen (C/O <1) haufig postulierte Ausgangsverbindungen wie Blausdure, Cyanamid oder
Cyanoacetylen nicht effizient gebildet werden. Somit gilt eine schwach reduzierende Atmo-
sphare als chemisch unproduktiv, wohingegen eine stark reduzierende Atmosphéare als pro-

duktiv bezeichnet wird.[64]
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1.2.4Geochemische Hypothesen und Szenarien

Die ineffiziente Bildung reaktiver Nitrile (Abbildung 2) unter schwach reduzierenden Bedin-
gungenl(®® 77-78] ste|lt ein Dilemma dar, da diese Verbindungen Zugang zu wichtigen Biomole-
kilen bieten (vide infra). Zur Lésung dieses Problems wurden verschiedene geochemische Sze-
narien entwickelt, welche die Entstehung dieser Verbindungen unter den vermeintlich unpro-

duktiven Bedingungen erklaren sollen.

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

Abbildung 2. Nitrilische Verbindungen. Postulierte Vorlaufermolekiile, welche die Entstehung des Le-
bens eingeleitet haben kénnten, deren Bildung unter schwach reduzierenden Bedingungen jedoch

problematisch ist.

Stark reduzierende Bedingungen

Eine verbreitete Hypothese zur Entstehung solcher Nitrile postuliert die Bildung einer tempo-
rar stark reduzierten Erdatmosphare. So wird angenommen, dass beispielsweise der Moneta-
Einschlag!”! vor 4,48 Mrd. Jahren genug Eisen auf die Erde gebracht haben kénnte, um groRe
Wassermengen zu reduzieren und eine Wasserstoff-Atmosphére zu bilden.® |hre Halbwerts-
zeit wurde aufgrund der Fliichtigkeit des Wasserstoffs!8-82 quf 40 Mio. Jahrel®¥ geschitzt, was
vor dem Hintergrund chemisch evolutionarer Prozesse eine lediglich geringe Zeitspanne dar-
stellt. Zudem missen Meteoriten flir dieses Szenario eine bestimmte Grofle gehabt haben.
Ein zu kleiner Meteorit wére nicht in der Lage gewesen eine ausreichende Reduktionskraft
liber langere Zeit zu generieren.[”> 81 Hingegen hitte ein zu groRer Meteorit die Erdkruste
entweder lokal!®! oder global® zum Schmelzen gebracht und somit bereits entstandenes or-
ganisches Material zerstort.[3 Ein Meteorit idealer GréRe kdnnte jedoch die reduktive Bildung
von Nitrilen wie Blausiure, Cyanoacetylen oder Cyanamid erméglicht haben.®4 |n diesem Zu-
sammenhang wird gelegentlich vom GrolRen Bombardement (engl.: Late Heavy Bombard-
ment, LHB) gesprochen.[®! Dieses hypothetische Ereignis postuliert den vermehrten Einschlag
von Meteoriten auf die friihe Erde und ihren Mond und soll vor ca. 4,1 bis 3,8 Mrd. Jahren

stattgefunden haben.l8871 Ob dadurch genug Reduktionskraft generiert werden konnte,
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bleibt jedoch fraglich, vor allem da die LHB-Theorie zunehmend angezweifelt wird, da sie mog-

licherweise auf Fehlinterpretationen beruht.[8-20]

Geochemische Akkumulation von Blausdure

Weitere Modelle postulieren die allmahliche Anreicherung von HCN, welches sich in Spuren
durch aerodynamische Meteoritenablation®” unter schwach reduzierenden Bedingungen ge-
bildet haben konnte. Als fliichtige Verbindung (Sdp. = 25,6 °C) kann HCN jedoch nicht durch
einfaches Eindampfen einer wissrigen Lésung aufkonzentriert werden.®? Hierfiir bedarf es
eines eutektischen Gemischs, welches bei -23,4 °C eine maximale HCN-Konzentration von
74,5 mol% aufweist.®? Alternativ kénnte HCN in der Gegenwart von geléstem Eisen(ll) zu-
nachst als Ferrocyanid [Fe(CN)g]* gebunden und angereichert worden sein, um nach anschlie-
Render Freisetzung prabiotische Reaktionen einzuleiten.[®3%4 Studien lassen jedoch vermu-
ten, dass dieses dynamische Gleichgewicht vernachlassigbar ist, da Ferrocyanide lediglich bei
niedrigen Temperaturen und hohen HCN-Bildungsraten als stabiles Depot fungieren kon-

nen.[®3!

Interstellarer Ursprung

Wahrend das Vorkommen chemischer Verbindungen auf der friihen Erde noch nicht vollstan-
dig geklart werden konnte, konnte ihre Existenz im interstellaren Medium schon vor langerer
Zeit nachgewiesen werden. So gibt es heute umfangreiche Datenbanken,®>%71 welche neben
Blausdure, Cyanamid und Cyanoacetylen mehr als 270 interstellar und circumstellar detek-
tierte Molekiile listen. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass organische Molekiile moglicher-
weise nicht in situ auf der friihen Erde entstanden sind, sondern durch Kometen, Asteroiden
und interplanetare Staubpartikel auf diese gelangen konnten.[®8100 Es jst jedoch anzunehmen,
dass in einem solchen Szenario der Grof3teil des organischen Materials durch das Eintreten in
die Erdatmosphire sowie den anschlieRenden Einschlag thermisch zerstért wurde.[®3103 Dje
Bedeutung interstellarer Molekile zur Entstehung terrestrischen Lebens gilt daher oft als

iibertrieben'*3.
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1.3 Die RNA- und RNA-Peptid-Welt

Die Gemeinsamkeiten heutiger Lebewesen lassen sich auf zwei fundamentale Merkmale re-
duzieren. Das erste Merkmal ist die Speicherung genetischer Informationen mittels DNA oder
RNA, welche durch Replikation die Weitergabe von Erbinformation ermdéglicht. Zusatzlich be-
sitzen lebende Organismen die Fahigkeit, biochemische Prozesse mit Hilfe von Proteinen (En-
zymen) zu katalysieren. Da Proteine im Speziellen auch die DNA-Replikation katalysieren und
die DNA wiederum fiir die Protein-Codierung verantwortlich ist, besteht eine gegenseitige Ab-
hangigkeit beider Spezies.[104]

Evolutionar ist es schwierig, diese intrinsische Abhangigkeit durch das spontane Auftreten bei-
der Biomolekiile zu erklaren, welche sich zundachst unabhangig voneinander gebildet haben
missten. Ausgehend von dieser Problematik formulierte Gilbert im Jahre 1986 die sogenannte
RNA-Welt-Hypothese. Diese besagt, dass weder DNA noch Proteine die ersten lebenden Pro-
zesse eingeleitet haben, sondern RNA, da diese sowohl genetische Informationen speichern
als auch chemische Reaktionen katalysieren kann. Folglich konnte RNA als eigenstandiges Bi-
omolekil sowohl die Aufgaben der DNA als auch die der Proteine GUbernommen und ein
selbstreplizierendes System generiert haben. Dieses kénnte durch evolutiondre Prozesse die
zentralen Aufgaben anschliefend auf die stabilere DNA sowie die katalytisch flexibleren Pro-
teine Uibertragen haben.[1%°]

Eine weitere Hypothese geht auf Eigen!%® im Jahre 1981 zuriick und beschreibt die Co-Evolu-
tion von RNA und Peptiden in einer sogenannten RNA-Peptid-Welt.[106-108] Aktyelle Studien
demonstrieren, dass RNA-Peptid-Chimare tatsachlich eine RNA-assoziierte Peptidsynthese er-
moglichen.[1%! Diese kénnten die Entwicklung der ribosomalen Peptidsynthese eingeleitet ha-
ben und das Auftreten nicht-kanonischer Nukleoside in der heutigen rRNA bzw. tRNA erkla-
ren,[108]

Eine RNA-(Peptid)-Welt ist jedoch nur dann plausibel, wenn auch die Entstehung von RNA-
bzw. Peptidbausteinen auf der friihen Erde moglich war. Daher versuchen Wissenschaftler
Reaktionswege zu finden, wie aus einfachen Vorlaufermolekilen (vide supra) Bausteine wie
Zucker (Kapitel 1.3.1), Nukleobasen (Kapitel 1.3.2), Nukleoside (Kapitel 1.3.3) oder Amino-

sauren (Kapitel 1.3.4) entstehen konnten.[26-28l
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1.3.1Zucker

Zucker sind essenzielle Bausteine biologischen Lebens und tragen neben metabolischen und
immunologischen Funktionen auch zur Speicherung unserer Erbinformation bei. Ein wichtiger
Vertreter ist die Ribose, welche als Baustein sowohl in RNA als auch DNA (als 2‘-Desoxyribose)
anzutreffen ist. Entsprechend sind Zucker auch von prabiotischer Bedeutung — sowohl aus
protometabolischer Sicht als auch aus Sicht der RNA-Welt-Hypothese. Die prabiotisch wich-
tigsten Zuckervorstufen, Formaldehyd und Glycolaldehyd, bilden sich unter elektrischer Ent-
ladung in einer CO,/H,0-Atmosphire.[8 751 Mechanistische Studien von Schreiner et al. zei-
gen, dass die Dimerisierung von Formaldehyd zu Glycolaldehyd in Gasphase iber Hydroxyme-
thylen verlduft (Abbildung 3a),!1%! welches durch UV-Strahlung gebildet und in einer konzer-
tierten Carbonyl-En-Reaktion mit Formaldehyd unter Bildung des C2-Zuckers reagiert.[1%%! Die
wichtigste Synthese komplexerer Zucker unter prabiotischen Bedingungen geht auf Butlerow
zuriick und wird landl3ufig als Formosereaktion bezeichnet.['”- 119 |n dieser autokatalytischen
Reaktion polymerisiert Formaldehyd in Gegenwart von Calciumhydroxid zu einer Vielzahl un-
terschiedlichster Zucker. Es folgten weitere Studien,11-112] bis schlieRlich Breslow im Jahre
1959 einen Mechanismus zur Formosereaktion postulierte (Abbildung 3b).[**3] Hierbei reagie-
ren zunachst Formaldehyd und Glycolaldehyd in einer Aldolreaktion zu Glycerinaldehyd. Eine
anschlielende Lobry-de-Bruyn—Alberda-van-Ekenstein-Umlagerung ergibt Dihydroxyaceton,
welches mit einem weiteren Aquivalent Formaldehyd in einer Aldolreaktion Ketotetrose bil-
det. Nach erneuter Isomerisierung kann die entstandene Aldotetrose eine retro-Aldolreaktion
eingehen, wodurch zwei Aquivalente Glycolaldehyd entstehen und der Formosezyklus ge-
schlossen wird. Reagieren dessen Intermediate in abgeanderter Reihenfolge, entsteht eine
Vielzahl komplexer Zucker, von welchen der RNA-Baustein Ribose ebenfalls in Spuren (<1 %)
entsteht.[114115] Djese niedrige Ausbeute ist unter anderem auf die Isomerisierung von Gly-
colaldehyd zu Dihydroxyaceton zuriickzufiihren, welches nicht nur zu Ribose, sondern auch
anderen, komplexeren Zuckern reagiert. Um eine Keto-Enol-Tautomerisierung zu vermeiden
verwendeten Eschenmoser et al. Glycolaldehyd-2-phosphat (Abbildung 4a),[*'®! welches durch
Phosphorylierung von Glycolaldehyd mit Diamidophosphat bzw. Amidotriphosphat zuganglich
ist.[117-118] Eine Aldolreaktion mit Formaldehyd gibt Glycerinaldehyd-2-phosphat, welches di-

astereoselektiv mit Glycolaldehyd-2-phosphat zu Ribose-2,4-diphosphat reagiert.[1l Dieses
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Abbildung 3. Zuckersynthese. (a) Dimerisierung von Formaldehyd liber Hydroxymethylen zu Glycolal-
dehyd nach Schreiner et al.**® (b) Formosezyklus zur autokatalysierten Synthese komplexer Kohlen-

hydrate aus Formaldehyd. }7- 1131

bildet sich unter kinetischer Kontrolle als Hauptprodukt neben weiteren Pentose-2,4-diphos-
phat-Isomeren.['18] Als weiterer Vorteil ist die pH-Stabilitdt der phosphorylierten Zuckerspe-
zies zu nennen, welche ungeschitzt zu unkontrollierter Polymerisation (Teer-Bildung) nei-
gen.[76 116]

Dass die Stabilitat und Tautomerisierungseigenschaften von Zuckern nicht nur durch Phospho-
rylierung, sondern auch durch Borat-Komplexierung beeinflusst werden kann, konnte durch
Benner et al. erfolgreich demonstriert werden (Abbildung 4b).l76: 119-120] Er stellte fest, dass
eine Losung aus Glycolaldehyd, Glycerinaldehyd und Calciumhydroxid durch Zugabe von Bo-
ratmineralien kein braunes Polymergemisch bildet wie sonst Ublich, sondere kiirzere Zucker
wie beispielsweise Aldopentosen entstehen.['?°] Mechanistisch scheint eine Borat-induzierte
Enolisierung des Glycolaldehyds die Aldolreaktion mit Glycerinaldehyd zu begiinstigen.[119

Gleichzeitig stabilisiert das Borat sowohl Glycerinaldehyd als auch die entstehenden
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Abbildung 4. Bildung von Ribose. (a) Aldolkondensation zwischen Glycolaldehyd-2-phosphat und For-
maldehyd nach Eschenmoser et al.**®! (b) Synthese und Stabilisierung von Ribofuranose in Gegenwart

von Borat nach Benner et al.!'**!

Ribofuranosen durch Komplexierung der 1,2- oder 2,3-cis-Diole.l'*! Als Boratquelle wurden
die natirlich vorkommenden Minerale Kernit (Na2B40-), Ulexit (NaCaBsQg - 8H,0) und Co-
lemanit (Ca2Bs011 - 5H,0) verwendet und als prabiotisch plausibel postuliert,**! auch wenn
das geologische Borat-Vorkommen auf der frithen Erde nicht unumstritten ist.[*21 Die Borat-
katalysierte Aldolreaktion beglinstigt zwar die Entstehung von Aldopentosen, jedoch werden
neben Ribose auch Arabinose, Xylose und Lyxose in dhnlichen Ausbeuten gebildet.!11°]

Eine groBere Selektivitdt gegeniiber Ribose erlauben Aldolreaktionen, welche in der Gegen-
wart von Zink-Prolin-Komplexen durchgefiihrt werden (Abbildung 5).[122 Auf diese Weise bil-
den sich ausgehend von Glycerinaldehyd und Glycolaldehyd die Aldopentosen Ribose (19 %),
Arabinose (14 %), Xylose (9 %) und Lyxose (21 %).122] Die Selektivitat gegeniiber Ribose und
Lyxose wird auf ihre erythro-Konfiguration zuriickgefiihrt, wohingegen die Bildung von Arabi-
nose und Xylose (threo-Konfiguration) kinetisch ungiinstiger ist.[122]

Wahrend sich die Isomerisierung durch Phosphate bzw. Borate beeinflussen lasst, stellt die
hohe Reaktivitat der Aldehydgruppen meist ein gesondertes Problem dar. Da Aldehyde fiir die

reversible Bildung stabiler Bisulfit-Addukte bekannt sind,[12312%] entwickelten Benner et al. ein
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Abbildung 5. Zn**-Pro-katalysierte Synthese von Aldopentosen. Zink-Prolin-Komplexe katalysieren
die Aldolreaktion zwischen Glycolaldehyd und Glycerinaldehyd. Die erythro-konfigurierten Aldopento-
sen Ribose und Lyxose entstehen bevorzugt, wiahrend Arabinose und Xylose (threo-Konfiguration) in

geringeren Ausbeuten gebildet werden.[*?

prabiotisches Szenario, welches die Stabilisierung und Anreicherung von Zuckern in Gegen-
wart von SO, ermoglicht. Hierbei reagiert vulkanisches SO, unter wassrigen Bedingungen zu
Hydrogensulfit, welches im Sauren mit Aldosen zu den entsprechenden Bisulfit-Addukten
(a-Hydroxysulfonaten) reagiert. Sobald sich der pH-Wert erhoht, erfolgt die Umkehrreaktion
unter Freisetzung der Aldosen, welche nun fiir prabiotische Reaktionen zur Verfligung ste-
hen.[73, 126]

Da die Zuckerhomologisierung liber die Formosereaktion schlecht kontrollierbar ist und oft zu
ungewollten Polymerisationsprodukten fiihrt, entwickelten Sutherland et al. eine Kiliani—Fi-
scher-ahnliche Homologisierungsstrategie unter Verwendung von Blausdure als C1-Bau-
stein.[127-129] Djeser regiert mit Aldehyden zu a-Hydroxynitrilen, welche zu a-Hydroxyiminen

unter wassrigen Bedingungen reduziert werden und nach anschlielender Hydrolyse die
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Abbildung 6. Zuckerhomologisierung. (a) Reduktive Homologisierung nach Sutherland et al.,"*?’*?°! ba-
sierend auf (b) einem Cu(l)/Cu(ll)-Photoredoxzyklus mit HCN™?”! oder H,S[*?%! als Reduktionsmittel bzw.

(c) einem Fe(Il)/Fe(Ill)-Photoredoxzyklus mit SOs>1*?*! als Reduktionsmittel.

entsprechenden a-Hydroxyaldehyde bilden (Abbildung 6a).l?”] Im Gegensatz zur traditionel-
len Kiliani—Fischer-Synthese, welche Ublicherweise auf Wasserstoff und einem Palladium/Ba-
riumsulfat-Katalysator beruht,13%131] postulieren die Autoren die Bildung solvatisierter Elekt-
ronen und Protonen durch Photoredoxkatalyse.l'?7-1291 Djese basiert entweder auf einem
Cu(l)/Cu(l)-Katalysezyklus mit Blausdure*?” oder Schwefelwasserstoffl128! als Reduktionsmit-
tel (Abbildung 6b) oder auf einem Fe(ll)/Fe(lll)-Katalysezyklus mit Hydrogensulfit!*?°! als redu-
zierende Spezies (Abbildung 6¢). Obwohl die Photoredoxchemie eine mogliche Verknipfung
zwischen Zucker-, Nukleobasen- und Aminosiduresynthese (vide infra) darstellt,132-134] st die
prabiotische Plausibilitat der Reaktionsbedingungen vor dem Hintergrund neuester geologi-

scher Kenntnisse (Kapitel 1.2.2) kritisch zu beurteilen.
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1.3.2Nukleobasen

Die erste prabiotische Synthese von Purinbasen gelang Oro im Jahre 1960, als er durch Erhit-
zen einer wassrigen Ammoniumcyanid-Losungen (>1,0 m) Adenin in ca. 0,5 % Ausbeute er-
hielt.?! Diese Beobachtung wurde auf die sequenzielle Polymerisation von HCN zuriickgefiihrt
und legte den Grundstein fiir die prabiotische Nukleosidchemie.[?!l Es folgten mehrere me-
chanistische Studien, welche unter anderem Formamidin, 4-Aminoimidazol-5-carbonitril
(AICN) und 2-Aminoimidazol-5-carboxamid (AICA) als Intermediate postulieren (Abbil-
dung 7).1135136] |n erginzenden Studien beschrieben Ferris und Orgel die Bedeutung weiterer
Zwischenstufen, wie unter anderem Aminomalononitril (AMN) und Diaminomaleonitril
(DAMN).[15: 1371 7ysitzlich wurden Synthesewege zu weiteren Purinbasen postuliert, von wel-
chen u.a. Guanin, Xanthin und Inosin experimentell nachgewiesen werden konnten.[138-1391 Ayf
der Suche nach Pyrimidinbasen identifizierten Lowe und Ferris vor allem 5-Hydroxyuracil,
4,5-Dihydroxypyrimidin sowie Orotsidure.[4141] Wihrend Uracil als kanonische Nukleobase
zumindest in Spuren nachgewiesen werden konnte, blieb die Suche nach Cytosin jedoch er-
folglos.[13°

Trotz der genannten Erfolge wurde die Plausibilitdt der verwendeten HCN-Konzentrationen
(1.0-11.0 m) spéater in Frage gestellt.['*? Neben der ineffizienten Bildung und Anreicherung von
HCN unter schwach reduzierenden Bedingungen (vide supra) ist auch die geringe Stabilitat ein
problematischer Faktor. HCN ist nicht nur thermisch instabil, sondern zersetzt sich vor allem
auch in Gegenwart von UV-Strahlung zu Urea, Cyanamid und Guanidin.[**3Zudem hydrolysiert
HCN sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedingungen zu Formamid und Ameisen-
saure.* Da Formamid im Gegensatz zu HCN wesentlich hydrolysestabiler ist, einen htheren
Siedepunkt (Sdp. = 210 °C) besitzt und sich folglich leichter anreichern lasst, wird Formamid
haufig als prabiotisch plausiblere Nukleobasen-Vorstufe betrachtet. Diese wurde zum ersten
Mal von Yamada 1972 fiir die Synthese von Purin verwendet, 4> worauf viele Wissenschaftler
dieser neuen Idee folgten.[*4¢! So konnte durch das Erhitzen von Formamid in der Gegenwart
von Metalloxiden die Bildung von Purin, Adenin, Cytosin und verschiedener Pyrimidinone be-
obachtet werden,**”! wihrend die Verwendung verschiedener Phosphatminerale die zusatz-

liche Bildung von Hypoxanthin, Uracil und 5,6-Dihydrouracil erzielte.[148]
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Abbildung 7. Purinsynthese. Synthesewege zu kanonischen und nicht-kanonischen Purinbasen ausge-

hen von HCN nach Oro et al., Ferris und Orgel.[*3>141]

Zur prabiotischen Synthese der Pyrimidinbasen wurde neben HCN und Formamid vor allem
Cyanoacetylen als vielversprechende Ausgangsverbindung verwendet. Dessen Bildung erfolgt
typischerweise durch Blitzentladung in einem Methan-Stickstoff-Gasgemisch!#°! oder durch
Kupfer(ll)-katalysierte Kreuzkupplung von HCN und Acetylen.[*3?) Im Jahre 1966 demonstrierte
die Gruppe um Orgel erstmals die Bildung von Cytosin aus Cyanoacetylen und Urea mit 5 %
Ausbeute.[1#9] Dje Reaktion von Cyanoacetylen mit Kaliumcyanat erzielte bei 100 °C dhnliche
Ergebnissel™! und konnte spater von Ferris et al. auf 30 °C mit anschlieRender Hydrolyse op-
timiert werden (Abbildung 8).1"*1 Wird diese Reaktion mit zwei Aquivalenten Cyanat in DMF
durchgefihrt, entsteht trans-Cyanovinylurea, welches in 1 M Natronlauge quantitativ zu Cyto-
sin bzw. Uracil reagiert.!*>0

Ausgehend von Cyanoacetylen entwickelten Carell et al. einen alternativen Syntheseweg, wel-
cher den Zugang zu kanonischen sowie nicht-kanonischen Pyrimidinen bietet. Dieser beginnt
mit der Umwandlung von Cyanoacetylen zu einem a,B-ungesattigten Thioamid, indem
Cyanoacetylen zundchst mit Dimethylamin und anschlieBend mit Diammoniumsulfid umge-
setzt wird. Die mehrstufige Reaktion des a,B-ungesattigten Thioamids mit N-Methyl-N-nitro-
sourea (MNU) ergibt 4-Methylthiouracil (ms*U), welches als universelle Pyrimidinvorstufe fun-

giert. Die Hydrolyse von ms*U ergibt Uracil, wiahrend die Umsetzung mit unterschiedlichen
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Abbildung 8. Pyrimidinsynthese. Bildung kanonischer und nicht-kanonischer Pyrimidinbasen nach Mil-
ler et al.’52 1531 Ferris et al.'4> 5% und Carell et al.>! ausgehend von Cyanoacetylen bzw. Cyanoace-

taldehyd.

Nukleophilen den Zugang zu weiteren Nukleobasen ermdoglicht. Auf diese Weise fiihrt die Re-
aktion mit Aminen wie Ammoniak, Mono- oder Dimethylamin zur Bildung von Cytosin (C),
N4-Methylcytosin (m*C) bzw. N4 N*-Dimethylcytosin (m*,C). Ebenfalls konnte 4-Thiouracil
(s*U) durch Thiolyse von ms*U erhalten werden.[*51

Wahrend die hohe Reaktivitat des Cyanoacetylens die Pyrimidinsynthese allgemein begtins-
tigt, ist dessen rasche Hydrolyse zu Cyanoacetaldehyd ein Dorn im Auge vieler Wissenschaft-
ler. Eine Halbwertszeit von ca. 11 Tagen in wissrigem Puffer (pH 9, 30 °C)[*4% 1501 macht die
langfristige Anreicherung von Cyanoacetylen aus prabiotischer Sicht problematisch. Aus die-
sem Grund entwickelten Ferris et al. eine Pyrimidinsynthese (Abbildung 8), welche nicht von
Cyanoacetylen, sondern von dessen Hydrolyseprodukt Cyanoacetaldehyd ausgeht.*>% Wird
Cyanoacetaldehyd mit Guanidin umgesetzt, bildet sich 2,4-Diaminopyrimidin, welches an-

schlieBend zu Cytosin und Uracil hydrolysiert.[’? Einen &hnlichen Ansatz verfolgten
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Miller et al. (Abbildung 8), indem sie konzentrierte Urea-Losungen (bis 20 M) mit Cyanoacetal-
dehyd auf 100 °C erhitzten.!’>? Hierbei erhielten sie Cytosin in 30-50 % Ausbeute, dessen Bil-
dung tiber trans-Cyanovinylguanidin verlduft.[*>2l Um prabiotisch plausiblere Bedingungen zu
simulieren, wurde die Reaktion mit niedrigeren Harnstoff-Konzentrationen (2 m) unter Nass-
Trocken-Zyklen demonstriert, was eine Cytosin-Ausbeute von 12,8 % erzielte.[*>3 Obwohl ver-
schiedene Szenarien entwickelt wurden um die prabiotische Entstehung von Cyanoacetylen
bzw. Cyanoacetaldehyd zu erkldren,132 149 jst dessen prébiotische Plausibilitdt nach wie vor

stark umstritten.[64 154

1.3.3 Nukleoside

Nachdem die Entstehung von Zuckern und Nukleobasen unter prabiotischen Bedingungen de-
monstriert wurde, folgte die Nukleosidsynthese als logische Konsequenz. Wahrend die prabi-
otische Forschung zu Zuckern und Nukleobasen vielversprechende Ergebnisse erzielte, erwies
sich deren Verknipfung zu Nukleosiden zunachst als wenig erfolgreich. Dieses Nukleosidie-
rungsproblem — ein Begriff der spater von Leslie Orgel etabliert wurde — schien lange Zeit un-
l6sbar.[16]

Erst in den letzten Jahren haben neue Nukleosidierungsstrategien die prabiotische Chemie
entscheidend vorangebracht. Die unterschiedlichen Ansatze werden zuweilen in zwei Katego-
rien unterteilt: Die direkte Nukleosidierung (Abbildung 9, links) beschreibt die Glykosylierung
einer Nukleobase oder einer Vorlauferbase in Gegenwart eines Zuckers. Im Falle der Vorlau-
ferbase entsteht zunachst ein Vorldaufernukleosid, welches anschlielend in das gewlinschte
Nukleosid umgewandelt wird. Weiterhin wird von einer indirekten Nukleosidierung (Abbil-
dung 9, rechts) gesprochen, wenn sowohl der Zucker als auch die Nukleobase nicht separat
gebildet werden, sondern einem gemeinsamen, typischerweise trizyklischen Vorlaufermole-
kiil entspringen. Dessen Synthese vereint meist die Schliisselschritte und Ausgangsverbindun-
gen der Nukleobasen- und Zuckerchemie. Jede dieser Nukleosidierungsstrategien bringt seine
eigenen Vor- und Nachteile mit sich, welche im Folgenden an einigen Beispielen erldutert wer-

den.?7]
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Abbildung 9. Nukleosidierungsstrategien. Wahrend der direkten Nukleosidierung erfolgt die Glykosy-
lierung einer Nukleobase oder Vorlauferbase in Gegenwart eines freien Zuckers. Wahrend der indirek-

ten Nukleosidierung erfolgt der verknipfte Aufbau von Zucker und Nukleobase unter Bildung eines

gemeinsamen Vorldufermolekiils.!?”

1.3.3.1Direkte Nukleosidierung

Die erste Nukleosidsynthese unter prabiotisch plausiblen Bedingungen geht auf Orgel in den
1970er Jahren zurlick und basiert auf der direkten Umsetzung von Purinbasen mit p-Ribose
und Magnesiumchlorid (Abbildung 10). Tatsachlich konnte die Bildung verschiedener B-pD-Rib-
ofuranoside wie Adenosin, Guanosin und Inosin beobachtet werden. Allerdings erwies sich
diese Strategie aufgrund geringer Ausbeuten (4-9 %) als ineffizient. Der Grund hierfiir ist die
Vielzahl nukleophiler Stickstoffatome, welche neben dem N(9)-Stickstoff ebenfalls eine glyko-
sidische Bindung ausbilden kénnen. So beglinstigt die exozyklische Aminogruppe des Adenins
die Bildung von N-6-Adenosin, wahrend das kanonische N-9-Adenosin lediglich in Spuren von
bis zu 4 % Ausbeute entsteht.[t>]

Wahrend Purinnukleoside zumindest in Spuren nachgewiesen werden konnten, verlief die
Glykosylierung der Pyrimidinbasen Cytosin, Uracil und Thymin unter den oben genannten Be-
dingungen erfolglos.[*>®! Diese Beobachtung ist auf eine kinetische Barriere zuriickzufiihren,
welche durch die Delokalisierung des N(1)-Elektronenpaars hervorgerufen wird.['>”! Das ein-
gangs erwdhnte Nukleosidierungsproblem ist also intrinsischer Natur; erklarbar durch die

schlechte bzw. ambidente Nukleophilie der kanonischen Nukleobasen.
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Abbildung 10. Direkte Ribosylierung von Purin- und Pyrimidinbasen. Nach Orgel verlduft die Reak-
tion der Purinbasen mit D-Ribose unselektiv unter der Bildung verschiedener Regio- und Stereoiso-
mere.[>> 1% Nach Benner erzielt das entsprechende 2,3-Cyclophosphat als aktivierte Spezies hohere
Ausbeuten, ermoglicht jedoch nicht die Bildung von Guanosin-2‘-phosphat. Die Glykosylierung der Py-

rimidinbasen verl3uft in beiden Fallen erfolglos.[*>6 159

Um die direkte Nukleosidierung zu begiinstigen, wurde in einigen Studien aktivierte Ribose
verwendet. So nutze Orgel in ersten Versuchen Ribose-1-phosphat zur Aktivierung des ano-
meren Zentrums, was sich jedoch als Fehlschlag herausstellte.[*®! Auch die Verwendung von
Ribose-5-phosphat-1-pyrophosphat wurde als potentielle Losung postuliert, jedoch nicht wei-
ter verfolgt.[!58! Spiter riickte Ribose-1,2-cyclophosphat in den Fokus, dessen pribiotische
Synthese aus Ribose und Amidophosphaten durch Eschenmoser etabliert wurde.[*18 Mit die-
ser aktivierten Spezies gelang es Benner, Adenosin-, Inosin- und Diaminopurinphosphate in

vergleichsweise hohen Ausbeuten (15%, 14% bzw. 12%) zu synthetisieren
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(Abbildung 10).1*>%1 Der Zugang zu Guanosin sowie zu den Pyrimidinnukleotiden blieb unter
diesen Bedingungen jedoch verwehrt.l> Erst in spiteren Studien konnte unter wasserfreien
Bedingungen und hohen Temperaturen alle vier kanonischen Nukleotide nachgewiesen wer-
den —wenn auch nur in geringen Ausbeuten (G und U jeweils < 1 %).[160]

Neben der chemischen Aktivierung von Ribose wurde auch der Einfluss physikalischer Effekte
untersucht. So konnte gezeigt werden, dass Tonmineralien wie beispielsweise Kaolinit unter
Nass-Trocken-Zyklen die Bildung von B-Adenosin begiinstigen.[*6 Es wird postuliert, dass die-
ses Mineral sowohl die Konzentrierung auf dessen Oberflache erméglicht als auch katalytisch
aktiv ist.[61 Die Verwendung von pyrogenem Siliciumdioxid erméglicht wiederum die Bildung
von Adenosinmonophosphat (AMP) aus KH,POa, D-Ribose und Adenin.[*6? Diese Oberflichen-
reaktion verlauft nachweislich iber Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) als reaktives Inter-
mediat.l'®2l Neben dem Einsatz katalytisch aktiver Minerale bieten auch sogenannte Mikro-
tropfen einen thermodynamischen Vorteil,[163-164 deren geringer Durchmesser (<1.3 pm) eine
signifikante Entropieerniedrigung bewirkt und die Phosphorylierungs-11%31 und Glykosylie-
rungsreaktionen!®¥ exergonisch ablaufen l4sst. Ausgehend von b-Ribose, Nukleobasen, Phos-
phorsdure und bivalenten Magnesiumionen (Mg?*) konnten auf diese Weise Uridin (2,5 %),
Adenosin (2,5 %), Cytidin (0,7 %) und Inosin (1,7 %) synthetisiert werden.!'®¥ Die Umsetzung
des schlecht I6slichen Guanins blieb erfolglos.[*%4! Trotz der beschriebenen Strategien liefert
die Kondensation zwischen Nukleobasen und Ribose keine zufriedenstellenden Ergebnisse,
was insgesamt auf eine schlechte Regioselektivitdt bzw. Ausbeute zuriickzufiihren ist. [16%]
Um das Selektionsproblem zu 16sen, glykosylierten Carell et al. Formamidopyrimidine (FaPys,
Abbildung 11), welche unter thermischen oder basischen Bedingungen zu Purinen reagie-
ren.l1%] Im Gegensatz zu kanonischen Nukleobasen bieten FaPys den Vorteil, dass die exozyk-
lischen Aminogruppen (in C4- und C6-Position) aufgrund ihrer Nukleophilie sowie Spiegelsym-
metrie eine regioselektive Kondensation mit Aldosen ermdglichen. Auf diese Weise sind Vor-
stufen zu N9-Purinnukleosiden erstmals in hohen Ausbeuten unter prabiotisch plausiblen Be-
dingungen zuganglich. Die Synthese der FaPys erfolgt durch die Veresterung von Aminopyri-
midinen (AminoPys) mit Ameisensaure und erfolgt regioselektiv in N5-Position. Diese Amino-
Pys kénnen ihrerseits durch die Reaktion von a-Aminocyaniden mit Guanidin oder Thioharn-
stoff hergestellt werden (Abbildung 11, blau). Wahrend die a-Aminocyanide als (hydroly-
sierte) HCN-Trimere angesehen werden kdnnen, entstehen die erforderlichen Amidine durch

das Einwirken von Ammoniak bzw. Schwefelwasserstoff auf Cyanamid. 16!



1. Einleitung

Ein spater durch Carell et al. entwickelter Syntheseweg ermdoglicht zusatzlich die prabiotische

Bildung weiterer FaPys (Abbildung 11, rot). Dieser Weg beginnt mit der Nitrosierung von Ma-
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lononitril zu Hydroxyiminomalononitril
(HIMN)-Salzen in Gegenwart verschiede-
ner Amidiniumderivate. Die auskristalli-
sierten HIMN-Salze zersetzen sich an-
schlieBend unter Zyklisierung zu Nitroso-
pyrimidinen (NitrosoPys), welche als
schlecht l6sliche Aromaten aus wassriger
Losung ausfallen und sich somit prabio-
tisch anreichern lassen. In Gegenwart
von Eisen oder Nickel erfolgt eine an-
schlieBende Reduktion zu den entspre-
chenden AminoPys. Wird die Reduktion
in verdinnter Ameisensaure durchge-
fihrt, ist eine direkte Umwandlung der
NitrosoPys zu FaPys zu beobachten.[167]

Die Kondensationsreaktion zwischen Fa-
Pys und p-Ribose erfolgt in der Gegen-
wart von Borsaure. Eine anschlieRende
intramolekulare Kondensationsreaktion
flhrt zur finalen Zyklisierung und Bildung
der kanonischen bzw. nicht-kanonischen
N9-Purinnukleoside. Wahrend die Ribo-

sylierung regioselektiv verlduft, kann die

Isomerie des Zuckers nur eingeschrankt

Abbildung 11. Direkte Ribosylierung von Purin-Vorlauferbasen. Die Synthese erfolgt ausgehend von

Malononitrilderivaten und verschiedenen Amidinen, welche durch Nass-Trocken-Zyklen zunachst zu

NitrosoPys und anschlieBend zu FaPys reagieren. Letztere werden selektiv unter Bildung der entspre-

chenden Furano- und Pyranosiden ribosyliert. Im letzten Schritt erfolgt die Umwandlung der FaPy-

Nukleoside zu kanonischen bzw. nicht-kanonischen Nukleoside

n .[166, 167]
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beeinflusst werden. Zwar stabilisiert Borat furanosidische Isomere, jedoch kann die Bildung
von Pyranosiden nicht génzlich vermieden werden [166-167]

Eine simple Abfolge von Nass- und Trockenzyklen sowie milde Temperatur- und pH-Anderun-
gen ermoglichen auf diese Weise die prabiotische Synthese verschiedenster Nukleosidvorstu-
fen. Diese bieten nicht nur Zugang zu kanonischen, sondern auch zu nicht-kanonischen Purin-
nukleosiden, welche, wie heute bekannt, wichtige regulatorische Funktionen in biologischen

Systemen ausiiben.[167-168]

1.3.3.2Indirekte Nukleosidierung

Wahrend die Entstehung von Purinnukleosiden mittels direkter Nukleosidierung erklart wer-
den konnte, stellte die Bildung der Pyrimidinnukleoside eine Herausforderung dar. In Folge
dessen entwickelte Orgel eine Pyrimidinnukleosid-Synthese (Abbildung 12),[%°1 welche stra-
tegisch dem de novo Biosyntheseweg!'7% dhnelt. Diese indirekte Nukleosidierung verfolgt den
schrittweisen Aufbau der Pyrimidinbase am Furanosering unter Ausbildung eines trizyklischen
Systems. Dessen Spaltung generiert anschlieRend das entsprechende Nukleosid bzw. Nukleo-
tid. FUr diese Strategie nutzen Orgel et al. wahlweise D-Ribose bzw. bD-Ribose-5-phosphat, wel-
che sich mit Cyanamid zu den entsprechenden Aminooxazolinen umsetzen lassen. Diese rea-
gieren anschlieBen als ambidente Nukleophile mit Cyanoacetylen unter Bildung eines anellier-
ten Pyrimidinrings. Die auf diese Weise entstandenen a-Anhydronukleoside/-tide hydrolysie-
ren in Phosphatpuffer zu den jeweiligen a-Ribonukleoside/-tiden. Unter Einwirkung von UV-
Strahlung ist schlieRlich eine Photoisomerisierung zu den nattirlich vorkommenden Anomeren
B-Cytidin (4 %) bzw. B-Cytidin-5-phosphat (6 %) zu beobachten.[1%%!

Seit der Veroffentlichung im Jahre 1970 wurde der von Orgel postulierte Syntheseweg in vie-
len Studien aufgegriffen, optimiert und auf verschiedene Nukleoside ausgeweitet (vide
infra).[171-1731 Dje schlechten Ausbeuten konnten spiter auf Nebenreaktionen zuriickgefiihrt
werden, wie beispielsweise der C2'-Epimerisierung oder dem intramolekularen Angriff der
C2‘-Hydroxygruppe an den Pyrimidinring unter Bildung von Oxazolidinonen.[*’* Wird a-Cyti-
din-5-phosphat vor der Photoisomerisierung acetyliert, kann die Ausbeute an B-Anomeren

auf 22 % gesteigert werden. 175
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Abbildung 12. Indirekte Ribosylierung von Pyrimidinen. Synthese von B-Cytidin bzw. B-Cytidin-5'-
phosphat nach Orgel et al. ausgehen von D-Ribose, Cyanamid und Cyanoacetylen mit anschlieBender

Photoanomerisierung.[*%”!

Eine Anpassung der oben beschriebenen Syntheseroute erfolgte durch Sutherland et al. (Ab-
bildung 13). Diese nutzten im Gegensatz zu Orgel keine freie Ribose, sondern etablierten ei-
nen schrittweisen Aufbau des Furanoserings aus weniger komplexen Zuckereinheiten. Laut
den Autoren beruht die Plausibilitat dieser Strategie auf der Instabilitat freier Ribose sowie
ihrer umstrittenen selektiven Entstehung. Der postulierte Syntheseweg beginnt mit Cyanamid
und Glycolaldehyd, welche in einem 1 m Phosphatpuffer zu 2-Aminooxazol reagieren. Nach
der Zugabe von Glycerinaldehyd erfolgt die Umsetzung zu Aminooxazolin, welches in allen vier
Konfiguration als Arabino- (15 %), Ribo- (25 %), Lyxo- (4 %) und Xyloaminooxazolin (6 %) vor-
liegt. Die Autoren stellten zunachst die Hypothese auf, dass lediglich Arabinoaminooxazolin
fir die prabiotische Synthese der Pyrimidinnukleoside von Bedeutung ist (Abbildung 13, blau).
Dieses reagiert, analog zur Strategie von Orgel et al., mit Cyanoacetylen zum Arabinoanhyd-
rocytidin. Anstelle einer Hydrolyse erfolgt eine Phosphorylierung im Phosphatpuffer unter Bil-
dung von Cytidin-2‘,3‘-cyclophosphat. Diese erfolgt hierbei zunachst regioselektiv in C3‘-Posi-
tion, was entsprechend der Kristallstruktur auf eine sterische Abschirmung der 5‘-Hydroxyg-
ruppe zurlickgefiihrt werden kann (Abbildung 14). Ein intramolekularer Angriff der Phosphat-
gruppe an den C2‘-Kohlenstoff fiihrt anschlielend zur Spaltung des Oxazolidinrings und Bil-
dung des Pyrimidinnukleotids. Diese C2‘-Inversion erfolgt stereospezifisch unter Ausbildung

des Ribo-Epimers.[17¢]
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1. Einleitung

Obwohl dieser Syntheseweg erstmals die Bil-
dung von Pyrimidinnukleosiden in guten Aus-
beuten erklaren konnte, gibt es Kritikpunkte,
die die prabiotische Plausibilitat zumindest teil-
weise in Frage stellen. Hier ist zunachst die sehr
hohe Phosphatkonzentration von 1 M zu nen-
nen, welche zur Synthese des 2-Aminooxazols
verwendet wurde, die aufgrund der schlechten
Loslichkeit von Phosphatmineralien jedoch nur
schwer zu erreichen ist.l’”) Derart hohe Phos-
phatkonzentrationen sind ebenfalls erforder-
lich, um die Hydrolyse des Anhydronukleosids
zu vermeiden, welche im ungepufferten Sys-
tem als Konkurrenzreaktion zur Phosphorylie-
rung auftritt.[17®! Auch wird die Problematik der
selektiven Ribosesynthese nur bedingt gelost,
da die Formosereaktion zwar umgangen wird,
jedoch eine Vielzahl unerwiinschter Epimere
entsteht.['76] Wie die Autoren spéater selbst be-
mangeln, lasst sich das bendétigte Arabino-Epi-
mer im Gegensatz zum Ribo-Epimer nicht se-
lektiv auskristallisieren und anreichern.[78! Zu-
dem sind Glycolaldehyd und Glycerinaldehyd
vergleichsweise instabil und erfordern eine
zeitversetzte Zugabe.['7°! Um diesen Punkt zu

entkraften, demonstrierten Powner etal. in

Abbildung 13. Optimierte indirekte Ribosylierung von Pyrimidinen. Synthese von (blau) B-Cytidin- und

B-Uridin-2/,3‘-cyclophosphat!*’® bzw. (rot) B-Cytidin und B-Uridin!*’®! nach Sutherland et al. ausgehen

von Glycolaldehyd, Glycerinaldehyd, Cyanamid und Cyanoacetylen.
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Abbildung 14. Schliisselschritt der Phosphat-induzierten Ring6ffnung. Die Kristallstruktur Arabinoan-
hydrocytidin offenbart die sterische Abschirmung der 5‘-Hydroxygruppe. Nach selektiver Phosphory-
lierung in C3‘-Position erfolgt ein intramolekularer Angriff der Phosphatgruppe mit C2‘-Stereoinversion

und Spaltung des Oxazolidinrings.*”®

spateren Studien die Stabilisierung, Anreicherung und sequenzielle Freisetzung der aldehydi-
schen Vorstufen durch Aminalbildung.['’®! Weiterhin ist anzumerken, dass Cyanoacetylen
(7 Aq) erst im dritten Schritt der Syntheseroute reagieren darf. Als reaktive und vergleichs-
weise hydrolyseempfindliche Spezies ist dessen prabiotische Anreicherung jedoch problema-
tisch.%9 Zuletzt erlaubt die beschriebene Nukleosidierungsstrategie lediglich die Bildung von
2/,3-Cyclophosphaten, jedoch nicht die Bildung kanonischer 5°-Phosphate oder freier Nukle-
oside.[176]

Um die Problematik der Arabino-Spezies sowie die Bildung cyclischer Phosphate zu umgehen,
entwickelte die Gruppe um Powner einen alternativen Syntheseweg (Abbildung 13, rot). Ent-
sprechend der urspriinglichen Orgel-Strategie verwendeten Powner et al. nun wieder Ribo-
aminooxazolin, welches sich selektiv anreichern lasst und mit Cyanoacetylen zu Riboanhydro-
cytidin reagiert. Anstatt den Oxazolidinring in Gegenwart von Phosphaten oder mittels Hyd-
rolyse zu spalten, erfolgt eine Thiolyse zu a-Thiocytidin. Die Einflihrung der Thiongruppe be-
glinstigt die anschlieBende Photoanomerisierung mit Ausbeuten von bis zu 76 % B-Thiocyti-
din, welches anschlieRend zu B-Cytidin und B-Uridin hydrolysieren kann.!172!

Wahrend die 2-Aminooxazolin-basierten Synthesewege die Bildung von Pyrimidinnukleotiden
ermoglichen, blieb ein analoger Zugang zu den Purinnukleotiden jedoch verwehrt. Auf der Su-
che nach einer gemeinsamen Purin- und Pyrimidinvorstufe entwickelten Powner et al. einen
Syntheseweg basierend auf 2-Thiooxazol (Abbildung 15). Diese Route dhnelt der klassischen
2-Aminooxazolin-Synthese, wobei lediglich Cyanamid durch Thiocyanat ersetzt wird. Dieses

reagiert im ersten Schritt mit Glycolaldehyd zu 2-Thiooxazol, welches in Gegenwart von
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1. Einleitung

Glycerinaldehyd einen anellierten Furano-
sering bildet. Diese Reaktion verlauft stereo-
unspezifisch unter der Bildung von Arabino-,
Ribo-, Lyxo- und Xylothiooxazolin. Von den
vier Epimeren ist fir die weitere Reaktion le-
diglich die Arabinospezies von Bedeutung.
Ihre exozyklische Thiolgruppe wird durch Re-
aktion mit Cyanoacetylen aktiviert (Abbil-
dung 15, blau). Das cyanovinylierte Thiol kann
nun als gutes Nukleofug verschiedene Substi-
tutionsreaktionen eingehen. Im Falle einer
Ammonolyse bildet sich Arabinoaminooxazo-
lin, welches entsprechend der oben beschrie-
benen Syntheseroute (Sutherland et al.) zu
Cytidin- bzw. Uridin-2‘,3‘-cyclophosphat wei-
terreagiert.

Alternativ kann eine Substitution durch Me-
thanthiol zur Bildung von Methylthiooxazolin
flihren (Abbildung 15, griin). Wird diese Spe-
zies mit Aminomalononitril umgesetzt, bildet
sich ein imidazolisches Ringsystem, welches
mit Formamid bzw. Formamidin zu Anhydro-
purinen reagiert. Im letzten Schritt erfolgt
eine Phosphat-induzierte Spaltung des Oxazo-
lidinrings unter der Freisetzung von 8-Oxoa-
denosin- und 8-Oxoinosin-2‘,3-cyclophos-
phat. Das von den Autoren aufgestellte Szena-

rio bietet somit eine potenzielle Erklarung fir

Abbildung 15. Indirekte Ribosylierung von Pyrimidinen und 8-Oxopurinen. Synthese von (blau) Cyti-

din- und Uridin-2‘,3‘-cyclophosphat sowie (griin) 8-Oxoadenosin- und 8-Oxoinosin-2‘,3‘-cyclophosphat

nach Powner et al. ausgehend von Glycolaldehyd, Glycerinaldehyd, Thiocyanat und Cyanoacetyle

n. [180]
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die prabiotische Entstehung von 8-Oxopurinnukleotiden, ermoglicht jedoch nicht die Synthese

der kanonischen Spezies.[18

1.3.4 Aminosduren

Aminosauren stellen neben Zuckern und Nukleobasen eine weitere essenzielle Substanzklasse
dar und sind als Peptidbausteine vor allem fiir biologische Katalysereaktionen unerlasslich. Die
ersten erfolgreichen Versuche zur Entstehung von Aminosduren erfolgten durch Miller und
Urey in den 1950er Jahren.[** 41 Djese setzten eine Woche lang einem vermeintlich plausiblen
Gasgemisch aus Hj, H,0, CHs und NHj3 elektrische Blitzendladungen aus, worauf im tiefroten
Rickstand finf Aminosauren papierchromatographisch nachgewiesen werden konnten: Gly-
cin, a-Alanin, B-Alanin und vermutlich Asparaginsdure sowie a-Aminobuttersiure.[*®! Experi-
mente in abgeinderten Glasapparaturen*!l und H,S-haltigen Gasgemischen!®!l folgten. Auf-
bewahrte Proben, welche erst Jahrzehnte spater mit neuesten Analysemethoden untersucht
wurden, enthielten weitere bis dato unentdeckte Aminosduren und andere organische Ver-
bindungen.[182-183] Nachdem 1955 sichergestellt wurde, dass keine Mikroorganismen (Konta-
minationen) fiir die Aminosiurebildung verantwortlich waren,*Y wurde ein Strecker-ahnli-
cher Reaktionsmechanismus postuliert.l'®] Dieser Mechanismus (Abbildung 16) umfasst die
Reaktion zwischen Aldehyden und Ammoniak unter der Bildung von Iminen, welche anschlie-
Rend mit Blausdure zu a-Aminonitrilen reagieren.??) Diese hydrolysieren schlieRlich zu den
entsprechenden a-Aminoséiuren.[20

Da die prabiotische Plausibilitdt des reduzierenden Gasgemisches zunehmend in Frage gestellt
wurde,[18>188] fiihrten Cleaves et al. Gasentladungsexperimente in einer redox-neutralen
CO2/N2/H20-Atmosphére durch. Unter CaCOs-gepufferten Bedingungen (pH 7) konnten Ami-
nosauren in bis zu 2,5 % Gesamtausbeute erhalten werden. ldentifiziert wurden Serin, Gluta-
minsaure, Glycin und Alanin, sowie Spuren von Asparaginsaure, a-Aminoisobuttersaure,
v-Aminobutterdaure und B-Alanin. Die Entstehung dieser Aminosauren erklaren sich die Auto-
ren mit einem Strecker- oder Bucherer—Bergs-ahnlichen Reaktionsmechanismus.[%®!
Interessante Ergebnisse erzielten Oré et al., als sie eine Losung von Formaldehyd und Hydro-
xylamin erhitzten und die Entstehung von Glycin, Alanin, B-Alanin, Asparaginsaure, Serin und
Threonin beobachteten. Diese Beobachtungen erklarten sie u.a. durch die Bildung von Blau-
sdure sowie Strecker-Reaktionen mit Formaldehyd bzw. dessen Kondensationsprodukten.[187]

Ahnliche Ergebnisse publizierten Egami et al., welche Formaldehyd und Hydroxylamin in
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Abbildung 16. Aminosauresynthesen. Reaktionsmechanismen nach Strecker,??! Strecker—Tiemann'*8®!
und Bucherer—Bergs'*®3. Krishnamurthy et al. beschrieben die pribiotische Bedeutung der Bucherer—
Bergs-Synthese ausgehend von a-Ketosduren und Aminen wie z.B. Ammoniumhydroxid, Urea, oder

Diamidophosphat (DAP).[*!

Gegenwart verschiedener Ubergangsmetallsalze und Minerale umsetzten. Auch in diesem Fall
wurde die Entstehung von Aminosauren beobachtet und auf die Bildung von Blausdure und
Strecker-ahnlichel?% 1881 Reaktionen zuriickgefiihrt.['8-1%0] Dje prabiotische Plausibilitdt von
Hydroxylamin war zu diesem Zeitpunkt jedoch unbekannt und die Forschungsergebnisse von
Egami und Or6 verloren an Beachtung.

Neuere Studien von Krishnamurthy et al. beschreiben die Bildung von Aminosauren ausge-
hend von a-Ketosduren (Abbildung 16).[2°1 Der kiirzlich postulierte Reaktionsweg beginnt mit
der Umsetzung von a-Ketosauren zu a-Aminonitrilen in Gegenwart von Cyanid und verschie-
denen Aminen.® Wihrend vorangegangene Studien noch von einem decarboxylativen Stre-
cker-Mechanismus'®?l ausgingen, konnte nun erstmals die Bildung von Hydantoin-Intermedi-
aten nachgewiesen werden. Entsprechend einer Bucherer—-Bergs-Reaktion**! konnte so die
Umwandlung zu a-Aminosduren unter Freisetzung von NHs und CO; beobachtet werden.[*%1
Eine weitere Herausforderung stellen Aminosduren mit komplexen Seitenketten dar, wie bei-
spielsweise Valin und Leucin, deren verzweigte alkylische Seitenketten nicht ohne Weiteres
aus der Formosereaktion o0.3. hervorgehen. Zur Lésung dieses Problems postulierten Suther-

land et al. die Homologisierung alkylischer Carbonyle, basierend auf einer cyanosulfidischen
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Abbildung 17. Cyanosulfidische Homologisierung. Die von Sutherland et al. entwickelte Homologisie-

rung basiert auf einem Cu(l)/Cu(ll)-Photoredoxzyklus (Box) mit Hydrogensulfid als Reduktionsmit-

tel [128, 132]

Photoredoxkatalyse (Abbildung 17). Hierflir werden die Carbonyle durch Blausdure und
Schwefelwasserstoff zunachst in a-Hydroxythioamide umgewandelt. In zwei aufeinanderfol-
genden Reduktionsschritten wird nun die Hydroxygruppe gespalten und anschlieBend das Thi-
oamid reduziert. Unter wassrigen Bedingungen entstehen a-Aminonitrile, welche sich zu Valin
bzw. Leucin hydrolysieren lassen. Dieser cyanosulfidische Protometabolismus nutzt als Reduk-
tionsmittel Schwefelwasserstoff, welcher unter Cu(l)/Cu(ll)-Photoredoxkatalyse Protonen und

solvatisierte Elektronen freisetzt.[128 132]
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2. Motivation

Die RNA-(Peptid)-Welt-Hypothese besagt, dass Ribonukleotide als universelle Bausteine die
Entstehung erster Lebensformen ermoglicht haben. Phylogenetische Studien legen nahe, dass
bereits unser letzter allgemeiner gemeinsamer Vorfahr (LUCA) auf die kanonischen Purinnuk-
leoside Adenosin und Guanosin sowie auf die Pyrimidinnukleoside Cytidin und Uridin ange-
wiesen war. Um die Frage nach ihrer prabiotischen Entstehung zu beantworten, wurden ver-
schiedene Szenarien und Reaktionswege postuliert, welche zur Bildung der RNA-Nukleoside
beigetragen haben kénnten. lhre gemeinsame Bildung kann bislang jedoch nicht erklart wer-
den, da die Reaktionswege zu Purin- und Pyrimidinnukleosiden chemisch inkompatibel sind.
Zudem lassen sich einige Startmaterialien nur unter Bedingungen herstellen, welche nach
heutigem Wissen auf der frithen Erde nicht vorherrschend waren. Dies stellt die prabiotische
Plausibilitat einiger Hypothesen grundlegend in Frage.

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese von RNA-Nukleosiden unter chemisch kompatiblen
und prabiotisch plausiblen Bedingungen. Zunachst galt es, eine alternative Pyrimidinsynthese
zu etablieren, welcher mit der der Purine kompatibel ist. Darauf basierend sollte ein geoche-
misches Szenario entwickelt und die gemeinsame, prabiotisch Bildung aller kanonischen Nuk-
leoside auf der frihen Erde demonstrieren werden. Weiterhin sollten verschiedenen litera-
turbekannte Pyrimidinsynthesewege auf ihre Kompatibilitdt hin untersucht und ihre jeweili-
gen Vorteile in einem gemeinsamen Syntheseweg vereint werden. Vorrangiges Ziel war hier
die Umgehung freier Ribose sowie eine friihe Abreaktion reaktiver Verbindungen wie
Cyanoacetylen. Zudem sollten Reaktionswege etabliert werden, welche die Bildung typischer
Ausgangsverbindungen zu Nukleosiden und Aminosauren unter plausiblen (schwach reduzie-
renden) Bedingungen erlaubt. Gegebenenfalls sollten alternative Ausgangsverbindungen er-

forscht und neue, plausiblere Syntheserouten entwickelt werden.
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3.1 Vereinte prabiotische Synthese von Pyrimidin- und Purin-RNA-Ribonukle-

otiden

S. Beckert, J. Feldmannt, S. Wiedemannt, H. Okamura, C. Schneider, K. Ilwan, A. Crisp, M.
Rossa, T. Amatov, T. Carell, Unified prebiotically plausible synthesis of pyrimidine and purine

RNA ribonucleotides. Science 2019, 366, 76—82.%

Prolog

Als erster Baustein des Lebens werden der RNA sowohl informationsspeichernde als auch ka-
talytische Funktionen zugeschrieben. Um diese ausiiben zu kdnnen, bedarf es komplementa-
rer Purin- bzw. Pyrimidinbasen, welche sich zusammen auf der friihen Erde gebildet haben
miussen. Mehrere Syntheserouten wurden entwickelt, welche entweder die Entstehung von
Purin- oder von Pyrimidinnukleosiden ermdglichen. Allerdings sind diese Reaktionswege che-
misch weitgehend inkompatibel und kénnen die gemeinsame Bildung aller RNA-Bausteine am
selben Ort nicht ausreichend erklaren. Die folgende Studie beschreibt einen neuen Reaktions-
weg zur Bildung von Pyrimidinnukleosiden und -Nukleoiden aus primitiven Ausgangsverbin-
dungen unter prabiotisch plausiblen Bedingungen. Hierbei erlaubt 3-Aminoisoxazolylharnstoff
als Vorlauferbase eine regioselektive Ribosylierung mit guten Ausbeuten und die Verwendung
von Borophosphaten die bevorzugte Entstehung furanosidischer Pyrimidinnukleotide. Dieser
Reaktionsweg ist zudem kompatibel mit der Synthese von Purinnukleosiden, was die gemein-

same Bildung aller kanonischen Nukleobasen am selben Ort erstmals erlaubt.

+ Die Autoren haben zu gleichen Teilen zum Manuskript beigetragen

t Flir ergdnzende Informationen siehe Anhang |
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3. Verdffentlichte Arbeiten

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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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"-u- and 5'-B-cytidine mono- and
diphosphates (13a, 13b, and 144, 14b; o-/3-CMP
and a-/p-CDP) (fig. S8). Additional analysis
allowed identification of o,p-UDP 16a and
16b (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) (18). 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 (78). 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.

Relative Absorbance

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
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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 a- and p-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 - 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 =
a-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).

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

4 October 2019

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 HSO4", 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
(I7). In general, the limited stability of NO,~
would not be an issue, provided that it is
rapidly captured by HSO; ™ upon its formation.
Our model assumes a surface environment,
where molecules such as NO, , HSO5 ", 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 = a-furanosyl;
b = p-furanosyl; ¢ = a-pyranosyl; d = B-pyranosyl. (B) Proposed geochemical
scenario for the simultaneous synthesis of purine and pyrimidine nucleosides,
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simultaneous conversion of Zn to Zn**

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, NH;, 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 liineburgite 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, 41-43).
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4.1 Ein einheitliches Konzept zur prabiotischen Entstehung von Pyrimidinnuk-

leosiden

J. Feldmannt, M. K. Skaanningt, M. Lommel, P. Mayer, and T. Carell.+

Prolog

Als Bausteine fiir RNA, DNA und Kofaktoren sind Pyrimidinnukleoside wichtige Biomolekiile
heutiger Lebewesen. Phylogenetische Studien lassen vermuten, dass bereits LUCA ein um-
fangreiches Set verschiedenster Pyrimidinnukleoside besall. Zu deren prabiotischen Entste-
hung finden sich in der Literatur mehrere Reaktionswege, welche sich in ihren Bedingungen,
Ausgangsverbindungen und Nukleosidierungsstrategien unterscheiden. Welcher dieser Wege
prabiotisch am plausibelsten ist, ldsst sich nicht pauschal beantworten. Vielmehr bietet jeder
Weg eigene Vorteile sowie Nachteile. Im nachfolgenden Manuskript wurden die unterschied-
lichen Pyrimidinsynthesen zu einem gemeinsamen Syntheseweg fusioniert, um die Vorteile
der unterschiedlichen Ansatze zu einen. So bietet das neue Modell den Vorteil einer indirekten
Nukleosidierung, welche den schrittweisen Aufbau des Furanoserings in situ ermoglicht und
folglich nicht auf freie Ribose angewiesen ist. Zudem kann Cyanoacetylen als reaktive Aus-
gangsverbindung bereits im ersten Schritt abreagieren, was potenziellen Zersetzungs- bzw.
Nebenreaktionen entgegenwirkt. Von zentraler Bedeutung ist Kupfer(l/1l), da es sowohl die

Anreicherung von 3-Aminoisoxazol erlaubt als auch dessen Folgereaktion katalysiert.

Autorenbeitrag

Entwicklung des Gesamtkonzepts sowie eines neuen Synthesewegs zu Anhydrocytidin. Syn-
these neuer 3-Aminoisoxazol-Metall-Komplexe. Erhebung, Auswertung und Interpretation

von Daten.

+ Die Autoren haben zu gleichen Teilen zum Manuskript beigetragen

t Flir ergdnzende Informationen siehe Anhang Il
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A Unifying Concept for the Prebiotic Formation of RNA Pyrimidine Nucleosides

Abstract

The question of how nucleosides might have formed as essential precursor molecules on the
early Earth is one of the many challenges associated with the origin of life. In this context, the
prebiotic synthesis of pyrimidine nucleosides is controversially discussed. For the pyrimidines,
two at first glance contradictory prebiotically plausible reaction pathways have been pro-
posed, based on either oxazole or isoxazole chemistry. Here we show that these two reaction
sequences can be merged under prebiotically reasonable conditions, suggesting that both
pathways could have co-existed and possibly interacted. The key precursor 3-aminoisoxazole
was found to react with the key intermediate of the oxazole route (ribo-2-(methylthio)oxazo-
line), to give a ribo-isoxazole-oxazoline hybrid structure, which collapses upon reductive N-O
bond cleavage to the nucleoside cytidine. The data suggest that different, interacting prebiot-
ically plausible chemical pathways may have created the key molecules of life on the early

Earth.

Introduction

Life is a complex phenomenon that rests on the availability of a large number of building blocks
such as amino acids, nucleosides, and molecules that can build cell walls and establish complex
metabolic networks. The question of how all these “molecules of life” could have formed in
the absence of an efficient biosynthetic machinery at the dawn of life is one of the greatest
scientific challenges.[***! The first steps towards life required the formation of higher order
structures from molecules that must have formed in the abiotic environment on the early
Earth.[*?l These molecules then learned to perform peptide synthesis.[2%! Urey and Miller, for
example, simulated putative early Earth conditions and found that amino acids can form by
lightening through an atmosphere composing of H,, H20, CH4, and NH3.1% 411 Since then, sci-
entists have been trying to unravel chemical networks that could lead to the formation of the
building blocks of life under prebiotically plausible conditions. In this contexts, particular at-
tention was and is given to pathways that can generate amino acids,[?¢! establish potential
early metabolic pathways,*° or lead to the formation of purine and pyrimidine nucleosides?’-

281 Pparticularly, the question of how the pyrimidine nucleosides could have formed under
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Figure 2: Depiction of the Sutherland, Powner, and Carell path-

ways to pyrimidines and 8-oxo-purines, respectively, together

with a schematic presentation of the link between the pathways.

has been a long-standing ques-
tion. Based on the chemistry
proposed by Orgel and co-
workers,[1%  Sytherland and
Powner (Figure 2) reported in
seminal pieces of work that cy-
anamide (1) or  thiocyanic
acid (2) can react with glycolal-
dehyde (3) to give either 2-ami-
nooxazole (4)1172 1761 or 2-thi-
ooxazole (5)[18%, These precur-
sors were found to react with
glyceraldehyde (6) to ribo-
2-aminooxazoline 7172 176 or
ribo-2-thiooxazoline 8180 re-
spectively. Ribo-2-aminooxazo-
line 7 is suggested to have re-
acted directly with cyanoacety-
lene (9) to form pyrimidine nu-
cleosides.['78 |n addition, meth-
ylation of ribo-2-thiooxazoline 8

via cyanoacetylene (9) and me-

thanethiol (10) to ribo-2-(methylthio)oxazoline 11 could have initiated the formation of 8-ox-

opurine nucleosides under early Earth conditions.[*8 The reported pathways have the ad-

vantage that they do not require free ribose (12) for producing nucleosides. The selective for-

mation of ribose (12) under early Earth conditions is intensively investigated,”®! but still under

debate. A potential hurdle of the pathways is the need for reactive cyanoacetylene (9) at a

late stage of the synthesis, which as has a half-life of only 11d in an aqueous environment

(pH 9, 30 °C).[141, 1501
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Carell and co-workers discovered that cyanoacetylene (9) can be directly trapped already in
the first step of the isoxazole pathway with hydroxylamine (NH,OH, 13), to give 3-aminoisox-
azole (14), which reacts with urea and ribose (12) via 15 to isoxazole ribopyranosides and
furanosides 16.[1%1 Subsequent cleavage of the central N-O bond (via thiols and Fe?*) allows
the molecule to collapse to cytidine (C) and upon hydrolysis to uridine (U).[**® While this path-
way avoids late-stage reaction with cyanoacetylene (9) it has the caveat that it depends on
the availability of free ribose (12).

Here we investigated if the two seemingly incompatible oxazole and isoxazole pathways can
be combined to give pyrimidine nucleosides without the need for ribose and late-stage addi-

tion of cyanoacetylene (9).

Results and Discussion

To establish a combined pathway, we recapitulated that the reaction of thiocyanate (2) with
glycolaldehyde (3) to 2-thiooxazole (5), and reaction of 5 with glyceraldehyde (6) provides
ribo-2-thiooxazole 8.8 Upon deviating from the reported methylation step, we found that
methylation is possible starting with N-methylurea (17), which forms from cyanate (18) and
methylamine (19) (Figure 3a).[*%8! Nitrosation of 17 (via NOy) generates N-methyl-N-nitro-
sourea (20), which under basic conditions spontaneously decomposes to diazomethane, 168!
which allows selective methylation of the thiol functionality in 25% vyield (Figure 3b).
Reaction of cyanoacetylene (9) at the beginning of the reaction sequence with hydroxyla-
mine (13) generates 3-aminoisoxazole (14). We now discovered that 14 reacts with ribo-
2-(methylthio) oxazoline 11 under Cu*-catalysis. The reaction proceeds both step wise and
under one pot conditions. In in the two-step reaction, ribo-N-isoxazolyl-2-aminooxazoline 21
is obtained in 6% yield. Subsequent cleavage of the isoxazole N-O bond with thiols, catalyzed
by Cu* (vide infra), then generated the anhydro nucleoside 22, which gives cytidine along
known pathways via 23 and 24.178 The chromatogram depicted in Figure 3c show the efficient
conversion of the Sutherland/Powner intermediate with the Carell isoxazole intermediate to
the joined structure 22. The one-pot reaction is more efficient! When we mixed the ribo-
2-(methylthio)oxazoline 11 with 3-aminoisoxazole (14), we observed under Cu*-catalysis and
slightly acidic conditions (5% AcOH) formation of the anhydro nucleoside in 38% vyield.

The combined pathway reported here avoids the need for late stage cyanoacetylene and ri-

bose. A potential problem in this context could be that the ribo-2-(methylthio)oxazoline 11
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Figure 3: a) Reaction sequence that generates precursor molecules of cytidine upon merging of the
Sutherland-Powner and Carell pathways; HPL-chromatogram for (b) the methylation of ribo-2-thioox-

azoline 8 to ribo-2-(methylthio)oxazoline 11 and (c) its conversion to ribo-anhydro cytidine 22.

reacts with other nucleophiles in the absence of a 3-aminoisoxazole (14), which would waste
starting materials. The formation of 3-aminoisoxazole (14) requires cyanoacetylene (9), and it
is assumed that this compound is formed only in traces, so that the 3-aminoisoxazole is also
present only in trace amounts. A potential solution to the problem could be an enrichment
process that allows formation of 3-aminoisoxazole (14) deposits. We therefore investigated
the interaction of 3-aminoisoxazole (14) with different bivalent metal ions (Ca%*, Co?*, Ni%*,
Cu?*, and Zn?*), some of which were prebiotically very abundant (Co?* and Ni%*).[*%7l We found
that 3-aminoisoxazole (14) forms stable complexes in the presence of each metal ion, which
crystallize from solution (Figure 4). This broad possibility for the deposition and accumulation
of 3-aminoisoxazole (14) supports the joined pathway discovered here. Next, we performed
an experiment mixing all the above-mentioned metal salts in the presence of 3-aminoisoxa-
zole (14), and to our delight, we observed that the Cu?* complex ([Cu(3ai)4CI]Cl) forms first.
Since Cu?* is considered a prebiotically less abundant metal ion and its exact concentrations

are questionable,[**”! it is remarkable that 3-aminoisoxazole (14) enables Cu?* enrichment.
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Figure 4: Crystal structures of 3-aminoisoxazole (3ai, 14) and its complexes with various M?* ions. In an

experiment with a mixture of M?* salts, the Cu?* complex precipitates first.

This observation further supports the plausibility of the chemistry reported here, since Cu* it
is needed to catalyze the N-O bond opening to initiate the reaction cascade to cytidine (Fig-
ure 3). To demonstrate that the enriched complex ([Cu(3ai)4Cl]Cl) can be directly used for the
one-pot reaction, we mixed the isolated crystals with ribo-2-(methylthio)oxazoline 11 under
slightly acidic conditions (5% AcOH). After one day at 25°C, anhydro nucleoside 22 was indeed
obtained in 17% vyield, showing that both the organic and inorganic parts of the deposit were

chemically available.

Conclusion

The currently proposed prebiotically plausible pathways to pyrimidine nucleosides depend on
oxazolel172176,178,180] o jsoxazole!'®®! intermediates, some of which form in one-pot reactions
driven by wet-dry cycles. If we assume that prebiotic chemistry took place in warm, shallow
ponds, as already assumed by Charles Darwin,*®8! early chemical transformations on Earth
were probably largely unsynchronized, so that all starting molecules and all intermediates
were present in a reaction environment at the same time. In such a scenario, we must assume
that multiple reactions proceeded with intensive chemical interactions between individual
pathways. Such a scenario can be partially circumvented by extending the concept to inter-
connected shallow ponds where different chemical processes occur in different ponds, and
where pond contents may mix at certain times due to flooding or geological activity. It is not
unrealistic that in such a scenario, either ribose or cyanoacetylene formed in a separate pond
and entered a pond where the other chemistry occurred. But even in scenarios with multiple

ponds, we must assume that different reaction pathways occurred simultaneously.
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Here we show that the two pathways that have been proposed for the formation of pyrimidine
nucleosides under plausible early Earth conditions, both of which have their specific ad-
vantages and disadvantages, can be merged into a unified pathway. The result show that many
nucleosides are accessible, which are, in this sense, privileged prebiotic molecules formed un-
der a variety of conditions. There are many routes to nucleosides, and they appear to be in-

terconnected.
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4.2 Die Entstehung von Biomolekiilen unter frithen Erdbedingungen

J. Feldmannt, S. Wiedemannt, S. Becker, and T. Carell.

Prolog

Fir die Entstehung des Lebens war die Bildung von Aminosauren und Nukleosiden auf der
frihen Erde unabdingbar. Verschiedene Hypothesen wurden aufgestellt, welche die Bildung
dieser molekularen Bausteine aus primitiven Vorlaufermolekiilen beschreiben. Als zentrale
Schlisselmolekiile gelten vor allem reaktive Nitrile wie Blausdure, Cyanamid und Cyanoacety-
len, welche sich in ausreichenden Mengen unter stark reduzierenden Bedingungen bilden. Die
frihe Erdatmosphare war jedoch nur schwach reduzierend und die Bildung reaktiver Nitrile
unter diesen Bedingungen ineffizient. Dies stellt die Plausibilitat vieler etablierten Hypothesen
in Frage. Das nachfolgende Manuskript beschreibt einen Syntheseweg, welcher die systema-
tische Bildung reaktiver Nitrile unter schwach reduzierenden Bedingungen erlaubt. Als Stick-
stoffquelle dient Hydroxylamin, wahrend Formaldehyd und komplexere Aldehyde als Kohlen-
stoffquelle fungieren. Die Bildung von Aldoximen und eine anschlieBende Dehydratisierung
liefern verschiedene Nitrile als reaktive Ausgangsverbindungen. Von diesen ausgehend wur-
den neue Synthesewege entwickelt, welche den Zugang zu Aminosauren, Purin- und Pyrimi-

dinbasen erméglichen.

Autorenbeitrag

Entwicklung des Gesamtkonzepts sowie neuer Synthesewege zu Aminosauren, Pyrimidin- und
Purinbasen. Optimierung der Synthesen von Pyrimidin- und Purinbasen unter prabiotisch

plausiblen Bedingungen. Erhebung, Auswertung und Interpretation von Daten.

+ Die Autoren haben zu gleichen Teilen zum Manuskript beigetragen

t Flir ergdnzende Informationen siehe Anhang Il
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The Origin of Biomolecules Under Early Earth Conditions

Abstract

Life on Earth has started with the formation of biomolecules such as amino acids and nucleo-
sides, 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 inor-
ganics and formaldehyde that can form on an early Earth surrounded by a weakly reducing
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 aldox-
imes 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 com-
prehensive roadmap from inorganic matter to molecules of life and shows that hydroxylamine

and aldoximes can be considered signature molecules for life in the universe.

Introduction

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.[1®26-281 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 (Figure 5A).[16 26-28] Despite the central importance of these molecules for the current
concepts of how life could have emerged, their efficient formation under early Earth condi-
tions is an unsolved problem. While molecules such as 1-5 are known to form predominantly
in a hydrogen, methane and ammonia containing atmosphere, (16, 78,132, 149,199-2011 jt js cyrrently

assumed that such a highly reducing atmosphere may have never existed on the early Earth.
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Figure 5: 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 2B5 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 at-

mosphere.

All data that are currently available suggest a Hadean atmosphere that was weakly reducing
and composed of CO,, N2, H20, and SO,.[6% 65, 2022031 ynder these conditions, the resilient for-

mation of feedstock molecules such as 1-5 is unlikely or even impossible.[4 771



4. Unveroffentlichte Arbeiten

The enigma around the fundamental reactions that once allowed life to form is currently tack-
led with concepts that suggest a temporary, potentially only local, shift of the atmosphere into
a Hy-rich state, induced, e.g., by iron core impactors.[®* 7801 Alternatively, it is discussed that
HCN (1) may have formed by aerodynamic ablation of carbonaceous chondrites.®! An attrac-
tive model suggests that such sporadically formed HCN (1) could have been captured and en-
riched by soluble Fe?* in the form of ferrocyanides, from where it could have been liberated
to fuel prebiotic reactions.[93 2042051 \Whijle these concepts offer potential solutions for the HCN
(1) supply problem, the durable formation of the other essential nitriles 2-5 in larger quanti-
ties remains difficult.[6% 77]

Here, we describe chemical pathways that can take place under plausible early Earth condi-
tions, using reactions under a plausible redox neutral atmosphere (Figure 5B). 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 (Figure 5C).

Formation of nitriles under weakly reducing conditions

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 CO3, Nz, H20, and SO; atmosphere generates extensive amounts of nitrogen oxide (NO),
which further reacts to give the inorganic nitrate (NO3’), and nitrite (NO;).[66 69-70, 78,206-208] |
the presence of (aqueous) Fe?*, which was abundant on the early Earth, it is likely these mol-
ecules were partially reduced to NH3.7272l The atmospheric component SO, which originated
in large quantities from volcanic activity, is known to react with water to give bisulfite (HSO3),
which reacts with NO; as a reductant to give hydroxylamine disulfonate[*®®l, This molecule
slowly hydrolyzes to hydroxylamine (6) and sulfate.l'®®! Another major component of the ha-
dean atmosphere, CO,, provides formaldehyde (7, H,CO),[18 7> 209ypon lightning and UV irra-
diation and continues to react to yield more complex aldehydes!1& 67, 75-76,205-212 jnc|yding gly-
colaldehyde (8a),!'& 67 7576, 209 gnd malondialdehyde (9)21% 2131, Glycolaldehyde (8a), which is
a central element of the formose cycle, is the basis for the formation of more complex a-hyd-
roxyaldehydes 8b-e.[17:76.109.113] A|| of these different aldehydes are rather reactive molecules

with consequently limited lifetimes. In the presence of HSO3, however, the aldehydes can
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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.12°!
Our model suggests that these bisulfite adducts and hydroxylamine (6) are the major ingredi-

ents for prebiotically plausible recipes that enable the formation of biomolecules (Fig. 1C).

Formation of urea, guanidine, and amino acids

To examine how this chemistry could have enabled the formation of amino acids, we system-
atically reacted various prebiotically reasonable aldehydes (or their bisulfite adducts) with hy-
droxylamine. We first focused on formaldehyde (7), which can be prebiotically stabilized and
accumulated upon formation of its bisulfite adduct 10.[1261 While formaldehyde (7) is known
to form urea (11) in the presence of hydroxylamine,*°® we found that the addition of ammo-
nia also provides guanidine (12) (Figure 6A). Urea (11) and guanidine (12) are both key mole-
cules 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 condi-
tions.

We next reacted hydroxylamine (6) with various a-hydroxyaldehydes that are produced for
example by the formose cycle. We tested glycolaldehyde (8a),!®” 78! glyceraldehyde (8b),[®!
lactaldehyde (8c),[?11-212] and the aldehydes 8d and 8e (Figure 6B). Under slightly basic condi-
tions 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 bisul-
fite adducts 14a-e [211-212] \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 (Figure 6B,C), which fur-
nished 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.?> 79 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



4. Unveroffentlichte Arbeiten

Molecules of Life
0

o
@ NH,OH [190]
NaHSO. o 2 HaN™ “NH
2 HO sONa e T
£ 126 H™H
2 10 [126) 7 i) NH,OH NH
] i) NHy JL
<
R & = NaHCO,/ R R
HO SO;Na NaHSO; )\/o NH,OH N HCO,H )\ N
—_— = L —_—

3 OH cf. [126] HO™ % (ono-pot from 14) Ho™ ~N-on oty down HO™ ™ 1791 HoN" ~COOH
(%]
< 14aR=H 8a 13a (single step/ 15 (919 o
I quant) i (91%/63%) Gly
£ 14bR=CH,0H 8b 13b (quant) one-pot from 14) 45 (750,/08%) Ser
£ 14cr=cH, 8c 13c (85%) 15 (78%/36%) Ala
& 14d R = CH(CHa), 8d 13d (quant) 15 (quant/84%) Val

14e R = CH,Ph 8e 13e (75%) 15 (82%/20%) Phe

NO
o e H,0
av D o
9 / N .
n | = /
NH,OH HO OH HO™ S R NH R HO

E HO)VO 2 HO&N OH } 13 HCoOoH 15 \V )\ |17;] /\771}75*
2 dry - - wet HO™ sy HaN gy [179)
8 ———— / 15 16
o ; = =
g HCOO —
o)

«-Hydroxyaldoxime Formation a-Hydroxynitrile Formation Amino Acid Formation

Figure 6: Prebiotic formation of amino acids, urea, and guanidine. (A) Formation of urea (11) and guan-
idine (12) from formaldehyde (7) and hydroxylamine (6). (B) Formation of amino acids from hydroxyl-
amine (6) and a-hydroxyaldehydes 8 that are stabilizabled as their corresponding bislufite adducts 14.
The a-hydroxyaldehydes 8a—c formed from formaldehyde (7) in the formose reaction. The reaction
with hydroxylamine (6) followed by elimination of water giving a-hydroxynitriles 15 is possible in (C)

one-pot reactions under simple dry down and re-wetting conditions.

amino acid formation by the classical Strecker synthesis,[187- 1891901 bt it provides an alterna-
tive pathway that does not require HCN and in which the C-atom of the aldehyde is directly

converted to the carboxylic acid (without homologization).

Formation of pyrimidine nucleosides

We next investigated how the aldoxime model could create feedstock molecules for the prebi-
otic formation of pyrimidine RNA nucleosides. To this end we reacted malondialdehyde (9), or
its bisulfite adduct (17), which can be generated from formaldehyde (7)21% or glycolalde-
hyde (8a)[?13], 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 (Figure 7A). In the pres-
ence of Zn?* or Co?* and cyanate (21), which can be derived from urea (11)2*4 or NO8], we

observed formation of 5-ureaisoxazole (22) in about 50% or 18% yield, respectively
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(Figure 7B). 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
a/B-ribofuranosides 24a-b and pyranosides 24c-d. We observed that if this compound mix-
ture 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
Fe2* and thiols?1>217] 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).
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 (Figure 7C), malondialde-
hyde (9) and hydroxylamine (6) provide 5-aminoisoxazole (20), which upon influx of cya-
nate (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 ri-

bosides 24, which generates 25 upon recyclization.

Formation of purine nucleosides

We further investigated how the aldoximes could serve as precursor molecules for purine nu-
cleosides. Towards this goal we reacted NO;  with malondialdehyde (9) to form (hydroxy-
imino)-malondialdehyde (26), which can be stabilized as its bisulfite adduct (27) (Figure 7A).
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) car-
bonate leads to the crystallization of a salt composed out of nitrile 29 and 12. When we per-
formed this dry-down process at elevated temperature,[*°®! formation of nitrosopyrimidine 30
takes place (40% vyield). A subsequent hydrolytic reaction furnishes in addition nitrosopyrimi-
dine 31 (90% yield). Both nitroso derivatives are already known precursors for purine nucleo-
sides.[166-167, 196] The nitrosopyrimidine 30 reacts with bisulfite and formic acid to generate the
formamidopyrimidine compound FaPy-DA (32) in 62% yield. The hydrolysed nitrosopyrimi-
dine 31 forms in the presence of bisufite and formic acid, FaPy-G (33, 88% vyield). The FaPy-
compounds 32 and 33 then react under dry-down conditions with ribose (23) to the corre-
sponding 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
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Figure 7: Prebiotic formation of nucleosides. (A) Formation of uridine via 5-aminoisoxazoles (20), re-
spectively, both of which orginate from malondialdehyde (9) and hydroxylamine (6). The purine nucle-
osides 36 and 37 are formed from nitrosated malondialdehyde (26), hydroxylamine (6), and guanidine
(12). (B) Formation of uridine (25) from 5-aminoisoxazoles (20). HPL chromatography reveals the pre-
dominant formation of B-furano nucleosides. (C) Connected pond model that postulates the concom-

itant formation of pyrimidines and purines.

(Figure 7C). Malondialdehyde (9) plus NO2 and hydroxylamine (6) give (hydroxy-

imino)malondialdoxime (28), which can be enriched in a dry-down step. Addition of
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guanidinium (12), which could plausibly occur by aqueous inundation or flooding and subse-
quent gentle warming, generates nitrosopyrimidine 30, which hydrolyzes to 31[¢7), This com-
pound 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.!1%!

The pyrimidine and purine pathways can also be chemically linked. If malondialdehyde is not
completely nitrosated, a mixture of malondialdehyde (9) and (hydroxyimino)malondialde-
hyde (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).

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.['® 26-28 For the abiotic
formation of these biomolecules reactive starting molecules must have been available on the
early Earth.['6 2628 |n the absence of efficient metabolic pathways, these reactive molecules
must have formed in large quantities by sustainable and resilient processes on the Hadean
Earth.[26-28 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.[1® 26281 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 (CO3, H20, N, and
SO, containing) atmosphere. 6% 65 2022031 Cyrrent chemical knowledge suggests that under
these conditions the formation of the compounds (1-5) is only possible in very small quanti-
ties.[®% 771 |n 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. However, a more resilient chemical pathway to create molecules from
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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 origi-
nally thought. Here, we followed the idea that life may have formed under rather weakly re-
ducing atmospheric conditions. We investigated the question of what kind of alternative feed-
stock molecules could have formed in an “inert” CO2, H20, N, and SO, atmospheric that has
dominated the Hadean eon (Figure 8). We started with considering lightning and UV irradia-
tion through such an atmosphere, which is known to produce NO, 66692081 35 \well as CH,0&
75,2091 in |arge quantities. Calculations predict that the NOy 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 under-
pin that NOx and HSO3 were robustly formed under early Earth conditions in substantial quan-
tities.[’% 741 If we assume that the formed formaldehyde continued to react (potentially in ge-
ochemical niches) to give more complex aldehydes such as malondialdehyde and different
B-hydroxyaldehydes, chemical logic predicts a fast and irreversible reaction of all of them with
HSOs", 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 HSO37,11%I to generate the corresponding aldoximes in a reaction that is fast and irreversible
under ambient pH-conditions. Nitrosation reactions, particularly of malondialdehyde, pro-
duces 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 nucle-
osides 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 for-
mation of the most essential biomolecules. Hydroxylamine (6), formaldehyde (7), SO, and

Ill

water are consequently the central “pillar molecules” that can start chemical reaction net-
works towards life. It appears that hydroxylamine and aldoximes are molecular markers for

places in the universe where life may have originated.!218l
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Figure 8: Overview of the prebiotic reaction network. The network operates with formaldehyde-de-
rived aldehydes (stabilized with aqueous SO, (HSO5’) as their corresponding sulfonates) as the carbon
sources. Hydroxylamine (6) (from NO, and SOs* in H,0) 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 gives access to biomolecules like purines,
pyrimidines, guanidine (12), urea (11), and amino acids. The scheme establishes the four molecules
S0,, NH,0H, CH,0 and H,0 as the key starting molecules to generate the precursors for amino acids,

sugars, and nucleosides.
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