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Abstract

Abstract

Research about the origin of life is concerned on the one hand with the abiotic origin of the
building blocks of life and on the other hand with how these molecules have formed the first
self-sustaining systems, which could further develop up to life as we know it today. Life is
based on the interplay between deoxyribonucleic acids (DNA), ribonucleic acids (RNA) and
proteins, which creates the central dogma of molecular biology. In this model, RNA is of central
importance because it is the link between information storage (the genotype) and the
expression of a function (the phenotype). Interestingly, RNA as a molecule possesses the
property of being able to both store information and catalyze reactions. This dualism places
RNA at the centre of theories about the origin of life. The RNA world hypothesis assumes that
life arose from self-replicating RNA molecules, which in the course of evolution developed into
increasingly complex structures with diverse catalytic properties. However, how the transition
from a pure RNA world to a system involving DNA, RNA, and Proteins occurred, similar to
what is found in biology today, is one of the major unanswered questions in the science of the
origin of life. A possible answer can be found in the protein biosynthesis. The translation
requires a complex machinery of information-containing messenger RNA (mRNA), amino acid-
carrying transfer RNA (tRNA) and catalytically active ribosomal RNA (rRNA). The growing
peptide chain is transferred between transfer RNAs (tRNAs), which carry a respective amino
aci d a-éendintheform dijan aminoacyl ester (Figure 1a). It is assumed that this process
developed gradually in the course of evolution and was preceded by more primitive forms of
peptide synthesis. This hypothesis is supported on the one hand by the variety amino acid
modified nucleotides that have been identified in current organisms. On the other hand, the
multitude of possible reactants that could be present in a prebiotic environment suggests that
early abiotic evolution was far more diverse than a pure RNA world composed just out of the
four canonical nucleotides suggests. The consideration of an extended chemical space by a
co-evolution of RNA and peptides would lead to an expansion of the repertoire of functional
groups, which could have been a driving force of evolution. The current interplay between
DNA, RNA and proteins, as described by the central dogma of molecular biology, could then

develop from an RNA-peptide world by means of selection pressures.
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Figure 1 a) Structure of tRNA loaded with an amino acid at the ribose 3Ngnd. Representation of the modifications
(m)nmdU34 and (m®aa®A37 in the anticodon loop. b) Prebiotic decoration of RNA with amino acids and a
consecutive RNA-based transfer cycle of amino acids using non-canonical RNA modifications.

In this work, approaches were investigated in which amino acids are covalently linked to the
nucleobase of various purines and pyrimidines in contrast to aminoacyl esters. Such
conjugates can be found in today's tRNAs as post-transcriptional modifications. To this end,
the formation of these modifications was investigated under prebiotic conditions and it was
shown that N-methylcarbamoyl adenine can be converted into the corresponding amino acid-
modified N°®-carbamoyl adenine derivatives ((m®aa®A) in both nucleosides and
oligonucleotides. In addition, synthetic routes were developed to produce the corresponding
phosphoramidite building blocks, which were subsequently used to demonstrate a primitive
form of RNA-based peptide synthesis using the non-canonical nucleoside
(methyl)aminomethyl uridine ((m)nm®U). This shows that RNA has the ability to self-decorate
with peptides at specific nucleobases (Figure 1b). The interaction of RNA and peptides leads
to an expansion of the repertoire of functional groups, which could have been a driving force
leading to an extended chemical space of ribozymes. In this regard, in addition to RNA-based
peptide synthesis, it was possible to demonstrate that the covalent coupling of two RNA
fragments via a peptide bond between two nucleobases can lead to an increased catalytic
efficiency. In summary, prebiotically plausible modifications of nucleobases represent possible
forms of a primordial RNA-peptide world that must be considered in the context of the origin of

life.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Forschung zur Entstehung des Lebens befasst sich zum einen mit der abiotischen Bildung
der Bausteine des Lebens und zum anderen wie sich aus diesen Molekilen die ersten
selbsterhaltenden Systeme bildeten, welche sich weiterentwickeln konnten, bis hin zu dem
Leben wie wir es heute kennen. Letzteres basiert auf dem Wechselspiel zwischen
Desoxyribonukleinsduren (DNA), Ribonukleinsduren (RNA) und Proteinen, welches das
zentrale Dogma der molekularen Biologie bildet. In diesem ist die RNA von zentraler
Bedeutung, da sie die Schnittstelle zwischen Informationsspeicherung (dem Genotyp) und der
Auspragung einer Funktion (dem Ph&notyp) darstellt. Interessanterweise besitzt RNA die
Eigenschaft sowohl Informationen speichern als auch Reaktionen katalysieren zu kdnnen.
Dieser Dualismus riickt die RNA als Molekil in den Mittelpunkt der Theorien zur Entstehung
des Lebens. Die RNA-Welt-Hypothese geht davon aus, dass das Leben aus selbst-
replizierenden RNA-Molekillen entstand, die sich im Laufe der Evolution zu immer
komplexeren Strukturen mit vielfaltigen katalytischen Eigenschaften entwickelten. Wie
allerdings der Ubergang von einer reinen RNA-Welt hin zu einem System, basierend auf DNA,
RNA und Proteinen, ahnlich wie es in der heutigen Biologie vorzufinden ist von Statten ging,
ist eine der grofiten offenen Fragen in der Wissenschaft zur Entstehung des Lebens. Mogliche
Hinweise zur Beantwortung dieser Frage lassen sich in der Proteinbiosynthese erkennen. Die
Translation basiert auf einer komplexen Maschinerie aus informationsenthaltender
messenger-RNA (mRNA), Aminosaure-tragender transfer-RNA (tRNA) und katalytisch aktiver
ribosomaler-RNA (rRNA). Die wachsende Peptidkette wird zwischen transfer-RNAs (tRNAS)
Ubertragen, die am 3NEnde eine entsprechende Aminosaure in Form eines Aminoacyl-Esters
besitzen (Abbildung 1a). Es ist anzunehmen, dass sich dieser Prozess schrittweise im Laufe
der Evolution entwickelte und diesem primitivere Formen der Peptidsynthese vorausgingen.
Diese Hypothese wird gestiitzt durch die Vielfalt an Aminosaure-modifizierten Nukleotiden, die
in heutigen Lebensformen identifiziert wurden. Zudem deutet die Vielzahl an moéglichen
Reaktanten, die in einer prabiotischen Umgebung vorhanden sein kdnnen darauf hin, dass die
frihe abiotische Evolution sich weitaus vielféltigeren Molekillen bediente, als denen einer
reinen RNA-Welt, bestehend aus nur den vier kanonischen Nukleotiden. Die Bertcksichtigung
eines erweiterten chemischen Spielraums durch eine Co-Evolution von RNA und Peptiden
wirde zu einer Ausweitung des Repertoires an funktionellen Gruppen fuhren, was eine
Triebkraft der Evolution gewesen sein kdonnte. Aus dieser RNA-Peptid-Welt konnte sich dann
im Laufe der Evolution Uber einwirkende Selektionsdriicke das heutige Zusammenspiel
zwischen DNA, RNA und Proteinen, wie es das zentrale Dogma der molekularen Biologie

beschreibt, entwickeln.
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Abbildung 1 a) Struktur der tRNA beladen mit einer Aminosaure an der Ribose am 3Ngnde. Darstellung der
Modifikationen (m)nm>U34 und (m®)aa®A37 in der Anticodonschleife. b) Préabiotische Modifizierung von RNA mit
Aminosauren und ein konsekutiver RNA-basierter Transferzyklus von Aminoséuren mit Hilfe nicht-kanonischer
RNA-Modifikationen.

In dieser Arbeit wurden Ansatze untersucht, in denen Aminosauren kovalent mit der
Nukleobase verschiedener Purine und Pyrimidine, im Gegensatz zu Aminoacylestern,
verknUpft sind. Solche Konjugate lassen sich in tRNAs als post-transkriptionelle Modifikationen
wiederfinden. Dazu wurde die Bildung dieser Modifikationen unter préabiotischen Bedingungen
untersucht und es konnte gezeigt werden, dass N-Methylcarbamoyl-Adenin sowohl in
Nukleosiden als auch Oligonukleotiden in die entsprechenden Aminosaure-modifizierten N°-
Carbamoyl-Adenosinderivate ((m®)aa®A) umgewandelt werden kann. AuBerdem wurden
Syntheserouten entwickelt, um die entsprechenden Phosphoramidit-Bausteine herzustellen,
welche anschlielend genutzt wurden, um eine primitive Form einer RNA-basierten
Peptidsynthese mit der Hilfe des nicht-kanonischen Nukleosids (Methyl)aminomethyl-Uridin
((m)nm®U) zu demonstrieren. Hierbei konnte gezeigt werden, dass RNA die Fahigkeit besitzt,
sich selbst mit Peptiden zu dekorieren (Abbildung 1b). Das Zusammenspiel von RNA und
Peptiden fuhrt somit zu einer Erweiterung des Repertoires an funktionellen Gruppen, was eine
Triebkraft gewesen sein kénnte, die zu einer erhfhten katalytischen Aktivitdt von Ribozymen
fuhrte. Diesbezlglich konnte neben der RNA-basierten Peptidsynthese demonstriert werden,
dass die kovalente Kopplung zweier RNA-Fragmente tber eine Peptidbindung zwischen zwei
Nukleobasen zu einer Erhdhung der katalytischen Effizienz fiilhren kann. Zusammenfassend
stellen prébiotisch plausible Modifikationen der Nukleobasen mdgliche Formen einer
uranfanglichen RNA-Peptid-Welt dar, die im Kontext der Entstehung des Lebens

bertcksichtigt werden muss.



Einleitung

1. Einleitung

Der Ursprung des Lebens ist nach der Entstehung der Erde vor rund 4 Milliarden Jahren eine
der grof3en ungeldsten Fragen der Menschheit. Das Leben selbst ist in seiner ganzen Vielfalt
Gegenstand umfangreicher naturwissenschaftlicher Forschung. Obwohl wir immer mehr Uber
das Leben in seiner heutigen Form wissen, ist unser Wissen Uber den Ursprung noch immer
wage. Trotz zahlreicher Meilensteine in der Molekularbiologie in den letzten Jahrzehnten, von
der Aufklarung der molekularen Struktur unseres Erbguts im Jahr 1953, postuliert von James
Watson und Francis Crick,® bis hin zu Projekten zur Sequenzierung des menschlichen
Genoms im Jahr 2001@, bleibt die Rekonstruktion der Entstehung des Lebens eine
faszinierende Herausforderung. Einer der Pioniere in der Evolutionsforschung, Charles
Darwin, hat in seinen Studien gezeigt, dass sich Lebensformen tber nattrliche Selektion den
entsprechenden Lebensraume anpassen.® Bevor jedoch die biologische Evolution einsetzte,
stellt sich in der Forschung zur Préabiotik die Frage, wie aus unbelebter Materie die ersten
selbsterhaltenden Systeme entstanden sind und ob die Prinzipien der Darwin’schen

Evolutionstheorie auch auf unbelebte Materie Gibertragbar ist.ISIel

Die Disziplin der Phylogenetik beschéftigt sich mit der Abstammung aller Lebewesen.
Phylogenetischen Studien implizieren, dass der Ursprung allen Lebens auf einen
hypothetischen Urvorfahren, den last universal common ancestor (LUCA) zurtickgefiihrt
werden kann.[™ Durch molekulargenetische Analysen der Genome wurden bestimmte Gene
identifiziert, die in allen drei Domanen des Lebens® konserviert sind. Dieser Top-Down-Ansatz
ermdglicht es die biologische Evolution nachzuvollziehen und die Verteilung konservierter
Gene Uber die Reiche des Lebens hinweg zu analysieren. Diese Analysen zeigen, dass vor
allem Gene konserviert blieben, die fur die Prozessierung von Ribonukleinsduren (RNA) bei
der Transkription und Translation verantwortlich sind.'%!Y Jede Lebensform auf diesem
Planeten basiert auf dem Zusammenspiel von polymeren Biomolekilen, d.h.
Desoxyribonukleinsduren (DNA), Ribonukleinsauren (RNA) und Proteinen, die das Leben
definieren. Das zentrale Dogma der molekularen Biologie wurde 1970 von Francis Crick
postuliert.*?2 Es beschreibt, dass die genetische Information im Prozess der Replikation
vervielfaltigt und in der Transkription von der DNA in die RNA umgeschrieben wird, die dann
in der Translation anhand des genetischen Codes in Proteine Ubersetzt wird (Abbildung

2a).*?l Nukleinsauren fungieren dabei als Trager der Erbinformation (Genotyp) und Proteine
tbernehmen enzymatische Prozesse (Ph&notyp), um sowohl die RNA zu replizieren als auch

die gespeicherte Information zu entschliisseln und in funktionsfahige Proteine zu tbersetzen.



Einleitung

a) Zentrales Dogma der molekularen Biologie

Replikation Transkription O Translation

C DNA —————> RNA —— > Proteine

Chemische Replikaton ———— Ligase Ribozyme ——— Polymerase Ribozyme

Abbildung 2. a) Zentrales Dogma der molekularen Biologie und b) Mégliche Stufen der chemischen Evolution, die

von diversen Stufen der Replikation zur heutigen Biologie fihrten.

1.1 Die RNA-Welt-Theorie

Die potentielle Fahigkeit der Nukleinsduren, Informationen zu speichern fiihrte bereits in den
1960er Jahren zu der Hypothese, dass die RNA, die sich selbst replizieren und Reaktionen
katalysieren kann, das zentrale Molekil bei der Entstehung des Lebens gewesen sein kdonnte,
noch bevor die Proteinsynthese auftrat.®I14l%! |n den 1980ern konnte auch experimentell
nachgewiesen werden, dass RNA nicht nur Trager der genetischen Information sein kann,
sondern auch katalytisch aktiv sein kann.'®I*”l Nach den Entdeckungen von Thomas Cechl*8
und Sidney Altman,*®! dass RNA selbst als Katalysator auftreten kann, pragte Walter Gilbert
1986 den Begriff der RNA-Welt-Theorie,?” die postuliert, dass die chemische Evolution
mdoglicherweise allein auf RNA als Molekiil zurtickgefiihrt werden kann. Cech und Mitarbeiter
fanden heraus, dass in self-splicing introns von Tetrahymena der Prozess durch RNA
katalysiert wird.[2122112311241251126127128] Epenso entdeckten Altman und Mitarbeiter, dass die RNA-
Komponente von RNAse P fir die katalytische Funktion verantwortlich ist.?I2% Somit konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass die RNA beide Funktionen, Genotyp und Phanotyp,
in einem Molekil vereinen kann. Diese Fahigkeit der RNA konnte dazu gefiihrt haben, dass
sie zu Beginn der Evolution Prozesse durchflihrte, die spater von effizienteren Katalysatoren
basierend auf Proteinen tibernommen wurden.B! Ausgehend von der RNA-Welt-Hypothese
stellt sich in der Prabiotik die Frage, wie sich die ersten Bausteine des Lebens unter
Bedingungen, die auf einer friihen Erde vorlagen, Uber abiotische Wege formten und polymere
Strukturen bilden konnten. Diese Polymere konnten dann in einem folgenden Schritt als
Templat for die eigene chemische oder gar ribozymatische Replikation gedient haben
(Abbildung 2b). Durch weitere einwirkende Selektionsdriicke im Laufe der Evolution kdnnten
sich weitere Ribozyme mit komplexeren Eigenschaften gebildet haben, die sich in Lipid-
Vesikel einhdliten, woraus sich das heutige Zusammenspiel zwischen DNA, RNA und
Proteinen, wie es das zentrale Dogma der molekularen Biologie beschreibt,

entwickelte.[32331(34][35]
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1.1.1 Aufbau kanonischer und nicht-kanonischer Nukleotide

Die besondere Eigenschaft sowohl Informationen zu speichern, als auch Reaktionen
katalysieren zu kénnen, beruht auf der komplexen Struktur der Nukleins&duren. Sie bestehen
aus Nukleobasen, der chiralen D-Ribose und dem Phosphat-Ruckgrat, tber das die einzelnen
Nukleoside an der 3Nju n d-Pdsitipn der Ribose verknulpft sind (Abbildung 3a). Die Abfolge
der jeweiligen Nukleotide bestimmt die Information, welche anhand des genetischen Codes
bei der Translation in eine Aminosauresequenz ubersetzt werden kann. Dies beruht auf der
Fahigkeit antiparallele Doppelhelices zu bilden, in denen die Purin-Nukleobasen Adenin (A)
und Guanin (G) entsprechend mit den Pyrimidin-Nukleobasen Uracil (U) und Cytosin (C)
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kénnen und somit eine molekulare Erkennung
stattfinden kann (Abbildung 3b).E®

a) NH, b) Pyrimidine Purine

N---H---N’  H—N
5 (@) WOH o N /\\ I>\:N y
AY ’
*‘4 X=-H--X
T o -, 0
O\p/ O\P/\O
N v
o ;,f\
0]
c) Base ;i\
0 NH
Base
S o}
o = o 7 ~g-©
R=-0 é OH P. | N
- .o ) (o] Base
A R/g\o \n/”\
R =-BH o
_ 2 o) 0 - Base O
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Base
O\\\~ : N
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Abbildung 3. a) Molekularer Aufbau der RNA aus den vier Nukleobasen Cytosin (C), Uracil (U), Adenin (A) und
Guanin (G) in grin, Ribose in grau und dem Phosphat-Riuckgrat in blau. b) Allgemeine Darstellung der
Basenpaarungen zwischen Pyrimidinen und Purinen. X = Heteroatom.[®l c) Modifikationen des Phosphatriickgrats
und der Zuckereinheit. RNA = Ribonukleinsduren; ANA = Arabinonukleinsauren; TNA = Threonukleinsaure; GNA

= Glycolnukleinsaure; PNA = Peptidnukleinsaure.

In einem Bottom-up-Ansatz stellt sich die Frage nach den urspriinglichen Ausgangsmaterialien
und Bedingungen, unter denen die ersten Bausteine des Lebens uber eine abiotische
Synthese entstanden sind.B®” In den ersten Experimenten von Urey und Miller, in denen die
Bedingungen einer mdglichen frihen Erde simuliert wurden, wurde beobachtet, dass in
Gasentladungsexperimenten unter einer bestimmten Atmosphéare aus CHs4, NHs, H>O und Hz

die ersten Molekiile des Lebens in Form von Aminosauren entstehen konnen.BeEAH0 wie die
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ersten Nukleoside als Bausteine der RNA-Welt entstanden sein konnten, konnte in
nachfolgenden Experimenten der prabiotischen Chemie in einigen wichtigen Durchbriichen
gezeigt werden. Diese Ergebnisse wurden in der Literatur vielfach diskutiert.“HE7142]43]
Forschungsgruppen konnten demonstrieren, dass sowohl Purin-#45I4€l gls auch Pyrimidin-
Nukleosidel* 48491 ynd auch deren Nukleotide™® unter prabiotisch plausiblen

Bedingungen®B4 einer friihen Erde entstehen kénnen.

Den Rahmen fir die Auswahl prabiotischer Ausgangsmaterialien bieten zum einen
Untersuchungen an extraterrestrischem Material wie z.B. Kometen bzw. Asteroiden®253 oder
auch spektrale Analysen des WeltraumsP®4 bzw. der Umgebung von SternenI58 oder
Planeten. Unter anderem konnten Edukte fur die Synthese von Kohlenhydraten wie z.B.
Ribose im interstellaren Raum nachgewiesen werden.B* In der Formosereaktion®”! kénnen
aus Formaldehyd und Glycolaldehyd gréRere Kohlenhydrateinheiten aufgebaut werden. Die
Stabilitat der Ribose und ihre Akkumulation unter prabiotischen Bedingungen galt lange Zeit
als limitierender Faktor.®® Jedoch konnte gezeigt werden, dass diese Einschrankungen in
Anwesenheit von Boratmineralien umgangen und die Ribose stabilisiert werden kann. 51601
Bisher wurde jedoch noch kein prabiotischer Syntheseweg fur Nukleoside entdeckt, bei dem
ausschlieBlich b-Ribofuranoside erhalten wurden. Stattdessen wurden neben den in der
heutigen Biologie beobachteten kanonischen Nukleosiden auch diverse Regio- und
Konfigurationsisomere der Nukleoside nachgewiesen®?, was darauf hindeutet, dass die
Zusammensetzung der chemischen Bausteine der friihen Erde weitaus vielféltiger war, als

sich aus einem Top-Down Ansatz®* mit einem Blick auf die Molekularbiologie vermuten lasst.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl kanonische als auch nicht-kanonische Nukleoside in
Nass- und Trockenzyklen gebildet werden kdénnen, welche auch als modifizierte Bausteine in
heutigen Lebensformen vorkommen.®2 Daraus lasst sich vermuten, dass das Leben aus einer
komplexen Mischung an Molekilen entstanden ist, von denen manche bis heute in Lebewesen
nachgewiesen werden konnen.%%4 Auf der Grundlage dieser Beobachtungen wurden einige
alternative préabiotische Szenarien beschrieben, in denen die Synthese und Eigenschaften
nicht-kanonischer Nukleotide untersucht wurden.®® Dazu gehéren zum einen Modifikationen
der Nukleobase®671 und auch Modifikationen der Zuckereinheit. Es konnte gezeigt werden,
dass Nukleinsauren, die auf Glycol,'®® Threose®%l797Y] oder Arabinosel’2[™3I74l pasieren, stabile
Duplexe mit unmodifizierter DNA oder RNA bilden kénnen. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass die codierenden Eigenschaften der Nukleobasen wenig von der Beschaffenheit des
verbindenden Riickgrats abhangen,™ d.h. weder von der Zuckereinheit®’"] noch von der
chemischen Zusammensetzung des Phosphatriickgrats in Form von Phosphorthioaten(8I7],
Boranophosphaten®”, Phosphoramidaten®l82 oder von Substitutionen der gesamten
verknipfenden Struktur z.B. durch Peptidnukleinsauren®®4 (Abbildung 3c). Letztere wurden

aufgrund  ihrer hoheren  Stabilitdtt gegenuber Hydrolyse im  Vergleich  zu
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Phosphordiesterbindungen als mdgliche Kandidaten fir eine prébiotische Evolution in Betracht
gezogen. BBl Somit konnte demonstriert werden, dass diese alternativen Nukleinsauren
ebenso geeignet sind, genetische Information zu speichern und zu replizieren, bis hin zur
Entwicklung katalytischer Eigenschaften.® In Anbetracht der RNA-Welt-Theorie stellt sich
jedoch die Frage, wie sich letztendlich aus dieser heterogenen Mischung prébiotisch plausibler
Nukleotide Uber eine Darwin’sche chemische Evolution eine molekulare Spezies in Form von
RNA anreicherte. In dieser Hinsicht, wurden Oligomerisierungsstudien durchgefuihrt, die
darauf hindeuten, dass sowohl Template als auch Monomere mit modifizierten Nukleobasen-
und Zuckereinheiten in nicht-enzymatischen Primer-Extensionsexperimenten weiterhin als
RNA repliziert werden kénnen, wobei eine kinetische Uberlegenheit der RNA im Vergleich zu
Threo- oder Arabinonukleinsauren festgestellt wurde.® Auf Grund der drei Hydroxygruppen
eines Ribonukleosids ist nicht nur die molekulare Beschaffenheit des verknupfenden
Ruckgrats variabel, sondern auch die Verbindung der Monomere in Form von
Konstitutionsisomeren. Natirlich vorkommende RNA ist tber die 3NpNjydroxygruppen der
Ribose tber Phosphordiester miteinander verknipft, wobei aus prabiotischer Sicht auch eine
Verknupfung Uber die 2Njund 5Nfydroxygruppen denkbar ist. Studien hierzu haben gezeigt,
dass sich die Bevorzugung der 3NpNBindung gegeniber der 2NpNBindung durch eine
prabiotisch plausible Acetylierung der 2Nposition entwickelt haben kénnte, da die 2NpN;j

Verknupfung unter basischen Bedingungen schneller hydrolysiert.[

1.1.2 Phosphorylierung von Nukleosiden

In der heutigen Biologie wird die genetische Information durch enzymatische Replikations-
oder Transkriptions-Prozesse vervielfaltigt bzw. Gbertragen, wobei Nukleosid-Triphosphate als
aktivierte Monomere verwendet werden.BY Dazu sind komplexe Enzyme erforderlich, deren
Existenz in einer frihen RNA-Welt in Frage gestellt wird. Um Ribozyme als Katalysatoren fur
die Replikation von Information zu nutzen, muss zun&chst eine nicht-enzymatische Form der
Oligomerisierung von monomeren Bausteinen stattgefunden haben.®Yl Daher spielt neben der
prabiotischen Synthese der Nukleoside auch die Phosphorylierung und die anschlieRende
chemische Verknipfung von Monomeren zu Oligomeren eine ebenso wichtige Rolle bei der
Entschlusselung der Entstehung des Lebens. Um die Bildung oligomerer Nukleotide zu
realisieren, werden reaktive Ausgangsstoffe benétigt, die in einer Kondensationsreaktion die

Abspaltung von Wasser ermoglichen.®?

Diverse Mdglichkeiten der Phosphorylierung mit Orthophosphaten, der haufigsten Form von
Phosphatsalzen auf der Erdoberflache, wurden im prabiotischen Kontext beschrieben.®3 Erste

Untersuchungen von Orgel und Mitarbeitern im Jahre 1968 befassten sich mit der Reaktion
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von Nukleosiden mit Phosphatsalzen und Kondensationsreagenzien in wassriger Losung.
Phosphorylierte Nukleoside konnten jedoch aufgrund der konkurrierenden Reaktion von
Wasser mit dem aktivierten Phosphat nur in geringen Ausbeuten nachgewiesen werden.4
Durch Zugabe von Harnstoff und bei erhéhten Temperaturen konnte die Ausbeute auch in
Abwesenheit von Kondensationsreagenzien gesteigert werden.!®I°®® Um die Hydrolyse der
aktivierten Phosphate zu vermeiden, wurde auch Formamid als mdgliches prabiotisches
Losungsmittel in Betracht gezogen. So konnten Nukleoside durch Reaktion mit
Phosphatsalzen (KH2PO4)®" oder Phosphatmineralen!®® in Formamid zu den entsprechenden
Nukleotiden umgesetzt werden. Neben der Phosphorylierung durch Orthophosphate, wurde
auch die Verwendung reaktiverer Phosphatspezies in Betracht gezogen.[PI00%38l Dapei
wurden Anhydride des Phosphats, d.h. Pyrophosphate oder Metaphosphate, die im
Vulkanismus nachgewiesen werden konnen, untersucht.'°!!  Einerseits kodnnen
Trimetaphosphate Nukleoside an der 2Npder 3Nposition phosphorylieren(*®? und andererseits
konnen sie auch Aminosauren aktivieren und so zu einer Peptidsynthese fihren.2% AuRerdem
kann Trimetaphosphat als Ausgangsmaterial mit Ammoniak zu Diamidophosphatsalzen (DAP)
reagieren,’% die unter anderem Zuckermolekiile phosphorylieren kénnen.%! Es wurde auch
gezeigt, dass DAP alle vier kanonischen Ribonukleoside in hohen Ausbeuten von 27-89% zu
2NpNgyklischen Nukleosid-Monophosphate (2N3NgNMP) und 5Nyionophosphate zu den
entsprechenden Amidodiphosphaten und Amidotriphosphaten umsetzen kann (Schema
1a).[08]

a) o b)

(0]
O HO
HO Base DAP /\E>4Base Nonansaure DAP %O/\(\
[ B 7 O
S / B /

+ —_—

HOS % z Imidazol O—pP—0Na
OH N HO/Y\OH \
Base = A, C, G oder U //\ON o
0 a OH
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(@) (0] 0
u I I
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NaO~ | o HN" 1 TS0 o 0 R o
NaO NaO NaO H
A o) DAP A o) H,N DAP N
Base > Base OH ——— > H,N OH
& 4 o / R H,0, Imidazol o R
HO OH HO BH n
n=1,2 Base = A, C, G oder U n=1,2 R = aa-Rest n=1-8

Schema 1. a) Phosphorylierung von Nukleosiden und Nukleotiden mit Diamidophosphat (DAP). b) Imidazol-

katalysierte Aktivierung von Carbons&uren mit DAP zu Phospholipidvorstufen und Oligopeptiden. 1108

Analog zu den naturlich vorkommenden Nukleosid-Triphosphaten (NTPs) werden diese
sowohl von proteinbasierten als auch von Ribozym-Polymerasen als Substrate erkannt, was
einen moglichen Ubergang von der abiotischen hin zur biotischen Polymerisation darstellen

kann.'°l Neben der Phosphorylierung von Nukleosiden und Nukleotiden, reagieren auch
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Aminosauren mit DAP, wobei diese zu Peptiden oligomerisieren und Glycerin zusammen mit
Fettsauren in der Gegenwart von DAP zu einfachen Phospholipidvorstufen reagiert (Schema
1b).12%! Solch eine Form der Aktivierungschemie von Phosphaten und Carbonsauren deutet
darauf hin, dass im Fall einer Co-Existenz von Nukleotiden, Aminosauren und Fettsauren

simultan eine Entwicklung zu h6herer molekularer Vielfalt stattgefunden haben kénnte.

1.1.3 Oligomerisierung aktivierter Nukleotide

Nach der Phosphorylierung der Nukleoside stellt sich die Frage, wie diese anschlieRend
aktiviert werden und in einem nicht-enzymatischen Prozess Oligomere bilden.53% Es konnte
gezeigt werden, dass 2NpNjyklische Nukleotide™®® und 3NpMNjyklische Nukleotidel*? als
Ausgangsmaterial fir Oligomerisierung verwendet werden kdnnen, wobei jedoch nur eine
geringe Effizienz erzielt wurde. Plausibler erscheinen daher Nukleotide mit einem aktivierten
5NpPhosphat, zumal bei der enzymatischen DNA- und RNA-Syn t h e sTeiphdspipate als

Substrate fur die Polymerisation verwendet werden (Abbildung 4a).

a) Aktivierte Nukleotide b) Nukleotid-Aminosdurekonjugate
i
o o o
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Abbildung 4. a) Aktivierte Nukleotide als Ausgangsmaterialien fur die Bildung von Oligonukleotiden. b) Synthese
RNA-Aminosaurekonjugaten.

Die zuvor erwéhnten 5 -Rhosphoramidate in Form von Phosphorimidazoliden sind plausible
Kandidaten fur eine Oligomerisierung in wassriger Losung. Diese kdnnen aus den
entsprechenden  Polyphosphaten und Imidazol gewonnen werden.'® Bei der
Oligomerisierung durch Imidazol-aktivierte Nukleotide ergeben sich allerdings neue
Herausforderungen, da im Nukleotid verschiedene Nukleophile vorhanden sind, die mit der
aktivierten Spezies reagieren konnen. So bilden sich neben der kanonischen 3MNpNj
Verknipfung, vor allem Pyrophosphate und nicht-k a n o n i sShPhasph@digpter.*'Y Dieses
Problem der Regiospezifitdit konnte durch Adsorption der aktivierten Nukleotide an die

Oberflache des Minerals Montmorillonite umgangen werden, wodurch die Bildung der 3NpNj
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Bindung bevorzugt wurde. In einem Ansatz von Orgel und Mitarbeitern konnten somit
prabiotische Oligomere in einer Lange von bis zu 50 Nukleotiden erhalten werden.[t12lt13]
Neben 5NpPhosphorimidazoliden wurden auch Uber 1-Methyladenin aktivierte 5SNPhosphate
verwendet, welche eine dhnliche Selektivitat von ~70% fir die kanonische 3NpNBindung fiir

die Oligomerisierung von aktiviertem Adenosin zeigten.[14

Neben der de novo Bildung von Oligonukleotiden spielt die Replikation bestehender
Sequenzen eine wichtige Rolle, um den Erhalt evolutionarer Vorteile zu gewahrleisten. In
Studien zur Oligomerisierung aktivierter Guanosin-Nukleotide in Anwesenheit von Poly-
Cytidin-Templaten wurde gezeigt, dass die Verwendung von 2-Methylimidazol!!® als
Abgangsgruppe oder der Zusatz von Zn?* zu der Reaktion,*'®! die Regioselektivitat in Richtung
der 3NpNBindung verschieben kann. Clemens Richert und Mitarbeitern konnten zeigen, dass
durch in situ Aktivierung von Nukleotiden mit Carbodiimiden, d.h. 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), und in Gegenwart eines Katalysators in Form
verschiedener Imidazolderivate ein nahezu quantitativer Einbau eines komplementéaren
Nukleotids erfolgen kann.*1 Ahnlich wie bei der de novo Synthese von Oligonukleotiden, bei
der bereits synthetisierte 5SNPhosphorimidazolide verwendet wurden,*8 konnte auch bei der
in situ Aktivierung zur chemischen Replikation eines Templat-Strangs die Bildung ganzlich
neuer Oligomere beobachtet werden. Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass
in Anwesenheit von Aminosauren unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie bei der in situ
RNA-Replikation kovalente Konjugate aus RNA und Aminosauren in Form von
Phosphoramidaten entstehen (Abbildung 4b).[11911201122111221123] Dag Kondensationsreagenz
EDC ist zwar prabiotisch nicht plausibel, aber Carbodiimide generell sind das Tautomer des
Cyanamids, das unter prabiotischen Bedingungen*?Y gebildet werden kann und auch im

Rahmen der prabiotischen Synthese von Nukleosiden untersucht wurde (Abbildung 5).18!

_N
N
cz - ,/NH )\ 2
N = _C N//C
Cyanamid Carbodiimid DIC

Diisopropylcarbodiimid

_N N //N
/\N//C/ ~ NN O\N//C \O
DCC

EDC C
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Dicyclohexylcarbodiimid

Abbildung 5. Tautomerie zwischen Cyanamid und Carbodiimid und auf Carbodiimiden basierende

Aktivierungsreagenzien.
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Ebenso wurde festgestellt, dass Cyanamid und ATP zur Peptidkopplung®*?® oder
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und AMP zur Synthese von Aminoacyl-Adenylaten verwendet
werden konnen.'?8! Betrachtet man die chemische Vielfalt’?”! und die vergleichsweise
unspezifischen Bedingungen bei der abiotischen Kondensation, ist die alleinige Fokussierung
auf die heute in biotischen Systemen genutzten Bausteine und Reaktionsmechanismen
vermutlich eine zu starke Vereinfachung. So kommt die Frage auf, ob in der RNA-Welt-
Theorie, die im Wesentlichen von den kanonischen Nukleotiden, d.h. Adenosin, Uridin,
Guanosin und Cytidin ausgeht, wichtige evolutionare Vorteile tUbersehen werden, die die

Entstehung des Lebens erst ermdglicht haben. 1281129

1.1.4 Selbstreplizierende Ribozyme

In der RNA-Welt-Hypothese wird davon ausgegangen, dass die RNA als zentrales Molekul bei
der Entstehung des Lebens fungierte, da sie sowohl Informationen speichern, als auch
Reaktionen katalysieren kann.t8ION200301 Ayf Grund der Eigenschaft von Nukleinsauren
komplexe tertiare Strukturen ausbilden zu konnen, kénnen sie in Reaktionen durch
Stabilisierung von Ubergangszustanden oder durch Foérderung einer bestimmten
Substratorientierung als Katalysator wirken. Solche katalytisch aktiven RNA-Molekile werden
auch als Ribozyme bezeichnet, eine Wortbildung aus Ribose und Enzym. In einem
Evolutionsschritt, nach der Bildung der monomeren Bausteine, die dann chemisch
polymerisieren konnten, stellt sich die Frage, ob RNA seine eigene Replikation katalysieren
kann. Ein solcher Schritt hin zu selbst-replizierenden Systemen, die sich aufgrund ihrer
katalytischen Eigenschaften anreichern kdnnen, ist eine Voraussetzung der molekularen

Evolution.

Bartel und Szostak konnten durch in vitro Evolution zeigen, dass aus einer Mischung zufalliger
RNA-Sequenzen funktionsfahige Ribozyme erzeugt werden kénnen. So konnten kiinstliche
Ligase-Ribozyme isoliert werden, die einen ersten Schritt hin zu einer selbst-replizierenden
RNA darstellen konnen.31132 Forscher um Gerald Joyce untersuchten das R3C-Ligase
Ribozym. Dieses ist eine weitere Form eines selbst-replizierenden Ribozyms, das zwei
Substrate verbindet, um eine exakte Kopie des Ribozyms zu erzeugen.*! In diesem Fall
wurde eines der beiden Substrate als 5NJriphosphat verwendet. Ein Hauptproblem dieses
selbst-replizierenden Ribozyms war jedoch die Produktinhibierung, aufgrund der
thermodynamisch hdheren Stabilitdét der Hybridisierung des verknipften Produkts R im

Vergleich zu den beiden Substraten A und B (Schema 2).
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Schema 2. Selbst-replizierendes Ribozym. Das Ligase-Ribozym R3C-Ligase R katalysiert die Verknupfung der
beiden Fragmente A und B wodurch eine Kopie des Ribozyms R entsteht. Aus N. Paul et al. Proc. Natl Acad. Sci.
2002, 99, 12733-12740 und weiter bearbeitet.[!33]

Diese Produktinhibierung konnte jedoch in einem kreuzkatalytischem System, bestehend aus
4 Fragmenten, umgangen werden™* und zudem die Reaktionsraten gesteigert werden. 3511136l
AuBerdem kénnen Schwankungen der Umgebungsbedingungen zu einer Dissoziation der
komplementéaren Oligonukleotide fiihren. Nicht nur die Temperatur kann die Hybridisierung der
Strange beeinflussen, sondern auch pH-Schwankungen koénnen die Dissoziation des
Produktstrangs begiinstigen.**” Neben den R3C Ligasen, wurden auch modifizierte Varianten
des Azoarcus Self-Splicing Introns (SSI) untersucht, wobei ebenfalls kreuzkatalytische
Netzwerke entdeckt wurden, in denen sich das Ribozym aus 3 bis 5 Fragmenten selbst
zusammensetzt. 13813911401 Somit konnte mehrfach gezeigt werden, dass sich Ribozyme mit
Ligaseaktivitat selbst replizieren und eine héhere Komplexitat entwickeln kénnen. Ebenso
konnte demonstriert werden, dass sich solche Ribozyme auch urspringlich tber nicht-
enzymatische Ligation zusammensetzen konnten, was die beiden zuvor beschriebenen

Ansatze der chemischen und der ribozymatischen Replikation mit einander verbindet.[*411242]
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In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Meilensteine erreicht, die zum Verstandnis der
Entstehung des Lebens beigetragen haben. Diese reichen von der plausiblen Rekonstruktion
der abiotischen Synthese der monomeren Bausteine des Lebens, bis hin zur Entdeckung der
ersten selbst-replizierenden Systeme. Die RNA ist dabei von zentraler Bedeutung, da sie
Genotyp und Phanotyp in einem einzigen Molekul vereint. Die RNA-Welt-Hypothese wird auch
dadurch gestiitzt, dass die RNA in der heutigen Biologie als Katalysator bei der Synthese von
Proteinen wirkt. Das Ribosom selbst ist also ein Ribozym und kdnnte Aufschluss darlber
geben, wie der Ubergang von einer reinen RNA-Welt zur Interaktion von RNA und Proteinen,

wie wir sie heute bei der Translation beobachten, stattgefunden haben kénnte. 1431144

1.2 Die transfer -RNA und modifizierte Nukleoside

Bei der Translation wird die in Nukleinsduren gespeicherte Information anhand des
genetischen Codes in eine Abfolge von Aminosauren Ubersetzt. Auf diese Weise wird der
Genotyp in eine aktive Funktion, den Phanotyp, tberfihrt und stellt somit die Schnittstelle
zwischen der RNA-Welt-Hypothese und dem heutigen Leben dar.[2431144134%] |m Zentrum dieses
Prozesses steht die Kkatalytisch aktive Einheit der Peptidyltransferreaktion, das
Ribosom. 1461147111481 Phylogenetische Studien haben gezeigt, dass ein bestimmter Satz an
Genen notwendig ist, um eine funktionsfahige Zelle zu bilden. In dieser Studie zur Annaherung
an den hypothetischen last universal common ancestor (LUCA)™® wurden Gene identifiziert,
welche hauptsachlich fir die Translation und flr grundlegende Aspekte der Transkription
bendtigt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Evolution der Translation aus einer reinen
RNA-Welt, wenn es denn jemals eine reine RNA-Welt gegeben hat, ein Schllisselprozess bei

der Entstehung des Lebens war. 1011

Die Aufklarung der molekularen Struktur des Ribosoms in den 2000er Jahren mit Hilfe der
Rontgendiffraktometrie war einer der grundlegenden Durchbriiche, die zum Verstandnis des
Translationsmechanismus beigetragen haben.!*#%150 Dje Proteinbiosynthese basiert auf einer
komplexen Maschinerie aus informationsenthaltender messenger-RNA (MRNA), Aminosaure-
tragender transfer-RNA (tRNA) und katalytisch aktiver ribosomaler-RNA (rRNA). Das Ribosom
selbst ist dabei eine hybride Struktur, die in Bezug auf die molekulare Masse zu zwei Dritteln
aus RNA und zu einem Dirittel aus verschiedenen Proteinen besteht, die sich auf zwei
unterschiedlich groRe ribosomale Untereinheiten verteilen.’® Diese Untereinheiten
unterscheiden sich je nach Lebensform und werden durch den Sedimentationskoeffizienten S
charakterisiert. Bei Prokaryoten setzt sich das 70S Ribosom beispielsweise aus der 30S
Untereinheit und der 50S Untereinheit zusammen.*5253 Die kleine Untereinheit dient der

Interaktion der tRNA-Anticodonschleife mit dem mRNA-Codon, wodurch die Sequenz der

11



Einleitung

wachsenden Peptidkette festgelegt wird. In der grof3en Untereinheit findet die Peptidyl-
transferreaktion statt, bei der durch den nukleophilen Angriff des Amins der Aminoacyl-tRNA
an der A-Stelle auf den C-Terminus der Peptidyl-tRNA an der P-Stelle eine Ubertragung des
wachsenden Peptids erfolgt, woraus eine Synthese vom N- zum C-Terminus des
letztendlichen Proteins resultiert (Abbildung  6).[1471150

a) b)  A-Stelle P-Stelle
A tRNA\O .
k\lo?"“
R
o2 o ? 5
N\ \ MNHR,
Decodierungs-
stelle

R=aa-Rest
R'=Peptidkette

tRNA
~o

o
S 5
Oj?u'
NH
R
e
HR
Abbildung 6. a) Kristallstruktur der 30S-Untereinheit des Ribosoms mit tRNAs gebunden an der Aminoacyl-Stelle

(A-Stelle, rot), Peptidyl-Stelle (P-Stelle, griin) und Exit-Stelle (E-Stelle). Aus V. Ramakrishnan, Cell 2002, 108, 557-
572 und weiterbearbeitet.l*>°! b) Peptidyltransfer zwischen zweier tRNAs in der A-Stelle (rot) und der P-Stelle (grin).

A R_O
.

Bei der Suche nach dem Ursprung dieser Maschinerie stof3t man unmittelbar auf das Dilemma,
dass das Ribosom sowohl aus RNA als auch aus Proteinen besteht und daher auch Proteine
benotigt werden, um Proteine synthetisieren zu kdnnen.[144I1541551115€¢] Eg stellt sich die Frage
ob es moglich ist, eine vereinfachte Form dieser Maschinerie zu rekonstruieren, die
ausschlieRlich auf Ribonukleinsauren basiert.!5°11571158] Dje Entstehung der Proteinsynthese
aus einer RNA-Welt heraus und damit die Einfihrung eines dualen Systems aus RNA und
Peptiden wurde 1976 von Francis Crick al s Anot or i sch s cioterioesly
difficult problem) bezeichnet.!*l1451 Das von ihm postulierte Modell einer uranfanglichen
Translation geht von einem Codon-Pentett aus, das vollstdndig aus RNA besteht und ohne die
Unterstltzung von Proteinen auskommt. Stattdessen postulierte er, dass die Proto-tRNA eine
Kavitat besall, in der die aktivierte Aminosaure koordiniert werden konnte. Somit wird
vermutet, dass der Ursprung der codierten Proteinsynthese ganzlich ohne strukturgebende
Proteine ablief, sondern lediglich mRNA und primitive Vorganger der tRNA bengtigt
wurden.** Diese Hypothese wird durch die Entdeckung gestiitzt, dass das Ribosom seine
katalytische Aktivitat tGber die ribosomale RNA (rRNA) erhalt. Noller und Mitarbeiter konnten
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zeigen, dass die ribosomale RNA-Anteil des Ribosoms seine Aktivitat als Peptidyltransferase
(PTase) auch dann beibehalt, wenn die ribosomalen Proteine der 50S Untereinheit entfernt
werden, wenn auch mit deutlich reduzierter Aktivitat.[**% Ebenso konnte gezeigt werden, dass
die Abwesenheit von proteinbasierten Faktoren zwar die Effizienz der Translation reduziert,
die Translation aber dennoch stattfinden kann.['61162 Djese indirekten Nachweise, dass die
rRNA als Katalysator wirkt, konnten spéter durch die Aufklarung der Kristallstruktur der 50S-
Untereinheit des Ribosoms weiter bestatigt werden, wodurch das Ribosom selbst als Ribozym

identifiziert werden konnte.[14°1(150]

Auf der Suche nach einem Vorganger der heutigen tRNA, einer Proto-tRNA, stellt sich die
Frage, wie diese aufgebaut war und wie die Aminosauren daran gebunden waren,[163I164]165]
In den heutigen tRNAs sind die Aminosauren am 3NgEnde als Aminoacylester mit der Ribose
verknupft.1%® Die Aminosauren werden in Form ihres Aminoacyl-Adenylats (aa-AMP)
aktiviert’®” und mit Hilfe von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (aaRS) spezifisch an die
entsprechende tRNA gebunden (Schema 3a).[e8I&dI70I71 Diese Strukturen gelten als
hochkonservierte Motive,*54'72l deren Ursprung jedoch eine der groRten ungelosten Fragen
der prabiotischen Chemie darstellt.141%5] |n Anbetracht der RNA-Welt-Theorie wird vermutet,
dass die Funktion der proteinbasierten aaRS in einem frihen Stadium der Evolution durch

Ribozyme ausgefiihrt wurde.!731i174]

a
) o] ATP \)J\ tRNA
\
HzN\)J\ : g aa-tRNA
Y OH Ii
R PP -AMP P
aa- OH
b) 5'-Modifikationen des Phosphats 3'-Modifikationen der Ribose Modifikationen der Nukleobase
: o o ¥ ¥ :
: I H A 1 o OH !
L HoN _P_ ¥ 0 ¥ !
: <~ Yo" 10 ¥ X PS oH |
' = (oX " O " 1
! R " " HN N ]
‘ 0o Base H ‘
! N " (@] 1
i E ‘ R O\$ : E ‘ </N SN :
: R 0 i w HEAN /) :
' HO : P o o N :
: \n/\N/ I\O}x‘ ¥ H,N o) H ¥ "“‘"L\_ :
: H O v E :
: o] h aa-tRNA x t5A-tRNA :

Schema 3 a) Aktivierung der Aminosauren als Adenylat (aa-AMP) und anschlieRender Transfer auf das 3NgEnde
der entsprechenden tRNA. b) Chemische Strukturen Aminosaure-modifizierter Nukleinsduren am 5NpPhosphat, an

der 2M3MNposition der Ribose oder an der Nukleobase.

Vor diesem biochemischen Hintergrund wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt, in denen
Adenylate und Ester fur den RNA-basierten Transfer von Aminosauren untersucht wurden

(siehe Kapitel 1.4). Diese Verbindungen erweisen sich jedoch als hydrolytisch instabil,
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insbesondere in Umgebungen, die stark von den physiologischen Bedingungen
abweichen.7SI78I77T Daraus resultiert eine kurze Halbwertszeit in wassriger Losung, was
RNA-Aminosaure-Konjugate, wie sie in der Translation verwendet werden, in einem friihen
Stadium der Evolution als unwahrscheinlich macht.[*”®! Das 3NEnde ist jedoch nicht die einzige
Position in der tRNA, die mit Aminosauren modifiziert sein kann. In &hnlicher Weise befinden
sich in einigen modernen tRNAs in der Néhe der Anticodonschleife nicht-kanonische
Nukleotide, die Aminosauren Uber eine Harnstoffbriicke an der Nukleobase tragen kénnen, die

vergleichsweise stabiler gegentiber Hydrolyse ist (Schema 3b).[791180]

Generell ist die tRNA reich an nicht-kanonischen Nukleosiden und darunter insbesondere an
Modifikationen der Nukleobase.'®118 tRNAs sind ein zentrales Molekul in der
Proteinbiosynthese und gehdren zu den nicht-codierenden RNAs (non-coding RNA), die
Substrate fiir zahlreiche post-transkriptionelle Modifikationen sind.*83 Nicht-kanonische
Nukleoside spielen neben der Codierung auch eine wichtige Rolle bei der Stabilitdt und der
Auspragung von Sekundar- oder Tertiarstrukturen und spiegeln die Vielfalt der Méglichkeiten
wider, wie RNA ausgepragt sein kann.[8418] |nshesondere innerhalb der Anticodonschleife
befinden sich diverse Aminosauremodifikationen.*®¢ Das Né-exozyklische Amin von Adenosin
und die 5-Position von Uridin kénnen dabei vielseitig modifiziert sein.*8 Die Position 37 der
tRNA, die in 3NRichtung neben der 3. Base in der Anticodonschleife liegt, ist in >70% aller
tRNAs modifiziert.'¥” Eine der moglichen Modifikationen enthalt die Aminosaure Threonin in
Form von N&-Threonylcarbamoyl-Adenosin (tA).[% Neben t°A wurden auch weitere N&-
Carbamoyl-Adenosin-Derivate  entdeckt, die (ber eine Harnstofforiicke gebundene
Aminosauren tragen, wie z.B. NS®-Hydroxynorvalincarbamoyl-Adenosin  (hnSA),t
Hydroxythreonylcarbamoyl-Adenosin (ht®A),[*%! N8-Glycinylcarbamoyl-Adenosin (g8A)™*°Y oder
auch Derivate an der Nukleobase von t°A, wie das zyklische ct’Al2®2 oder das methylierte
metA.[1%1 Ob ct®A letztendlich in der Hydantoin- oder der Oxazolon-Isoform vorliegt, konnte
bisher nicht eindeutig geklart werden (Abbildung 7).[192194]
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Abbildung 7. Strukturen der Nukleobasen diverser Aminosaure-modifizierter N6-Carbamoyl-Adenosin-Derivate.

Né-Threonylcarbamoyl-Adenosin (t°A) kann ausschlieRlich in Position 37 der tRNA gefunden
werden und tritt in allen tRNAs auf, die entsprechende ANN-Codons lesen.l'¥1 Diese
Modifikation dient der korrekten Ausbildung der Anticodonschleife. Die Harnstoffeinheit bildet
dabei eine planare Struktur zum Adenin-Ring, welche Uber eine Wasserstoffbriicke zwischen
der N!-Position des aromatischen Rings und der NH-Gruppe der Aminosaure stabilisiert wird.
Dadurch wird die Flache fur Basenstapelung erweitert. Die Threonyl-Einheit hingegen kann
frei um die NH-Gruppe und den U-Kohlenstoff der Aminoséaure rotieren. Auf Grund des
sterischen Anspruchs der Threonyl-Modifikation findet keine Basenstapelung zwischen der
benachbarten Base U36 statt, sondern mit der Nukleobase Al des Codons, wodurch eine
erhohte Stabilitat der Codon-Anticodon-Interaktion erreicht wird. AuRerdem verhindert die t°A-
Modifikation die Bildung einer Basenpaarung zwischen A37:U33, was fir eine fehlerfreie

Auspragung der Sekundarstruktur der Anticodonschleife essentiell ist (Abbildung 8a und
b).[185][195]
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Abbildung 8. a) Kiristallstruktur der Anticodonschleife der modifizierten tRNAYSmim®uuu gebunden an die
ribosomale 30S Untereinheit in der A-(Aminoacyl-)Stelle. In der VergroRerung sind die Watson-Crick
Basenpaarungen A:U und die Wobble Basenpaarung G:mnm®U zwischen der Anticodonschleife und des AAG
Lysin-Codons dargestellt. b) Ausschnitt der Anticodonschleife mit den natiirlichen Modifikationen mnm>U34 und
t°A37. Die Kristallstrukturen wurden dem PDB-Eintrag 1XMO!85 entnommen und mit Discovery Studio Visualizer
v21.1.0 bearbeitet.

Diese N®-Carbamoyl-Modifikation wird post-transkriptionell durch spezifische Enzyme
eingefligt, deren Untereinheiten im Fall des kinase, endopeptidase and other proteins of small
size (KEOPS) Komplexes Uber Archaeen und Eukaryoten hinweg konserviert sind.l**® Die
Kael-Untereinheit, welche die Bildung von t°A katalysiert, kann sogar in allen drei Doméanen
des Lebens gefunden werden.!? In der Synthese von t°A wird ausgehend von L-Threonin,
Bicarbonat/CO, und ATP das Intermediat Threonylcarbamoyl-Adenosinmonophosphat (TC-
AMP) hergestellt, welches anschlie3end unter der Abspaltung von Adenosinmonophosphat
(AMP) die tRNA mit t®A modifiziert. (Schema 4a).[19711%]

a) COz HO/,,' O O
o] ATP Ho J\ !9' tRNA
. o}
HON ‘N7 o710 Je
Ny, o L? I N o A t°A-tRNA
. PP; hot - AMP
‘OH OH
TC-AMP
b)
P ~
HO,C” N NH MnmC1  HN NH  Mnmc2 N NH
LA w0 LG 7 LK
N 0 + FAD N O +AdoMet N 0

Schema 4. Enzymatische Synthese der tRNA-Modifikationen t°A und mnm®U ausgehend von L-Threonin bzw.

5-Carboxymethylaminomethyl-Uridin.[1971[198]1199]

Eine weitere Stelle, sogar direkt innerhalb des Anticodons, die mit Aminosauren modifiziert

sein kann, ist die Wobble Position 34, in der die folgenden Aminosauremodifikationen
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vorkommen koénnen: Glutaminsaure als Glutamyl-Queuosin (GluQ)®2°%2%l, | ysin als 2-Lysidin
(k?C),?%  und Glycin als 5-Carboxymethylaminomethyl-Uridin  (cmnm®U).*®1  Diese
Modifikationen spielen eine grundlegende Rolle bei der Decodierung der NNG/A Codons durch
Stabilisierung der U:G Wobble-Basenpaarung (Abbildung 8a und b).P%l Letztere
Modifikation, cmnm®U, wurde in Escherichia coli in der tRNA"" nachgewiesen. Ebenso kann
cmnm?®U durch das bifunktionelle Protein MnmC Uber die FAD-abhangige Oxidasedoméane
MnmC1 in 5-Aminomethyl-Uridin (nm®U) und anschlieRend Uber die S-Adenosylmethionin-
abhangige Domane MnmC2 in das methylierte Derivat 5-Methylaminomethyl-Uridin (mnm?®U)

umgewandelt werden (Schema 4b).[2%9

Aufgrund der Komplexitat des gesamten Translationsprozesses ist es schwierig den Ursprung
der codierten Peptidsynthese aus einer RNA-Welt heraus zu rekonstruieren. Harry Noller
postulierte, dass in einer vereinfachten Proto-Translation im Laufe der Evolution urspriinglich
nicht direkt funktionelle Proteine entstanden, sondern zuféllige Peptide, die an die RNA
kovalent gebunden waren und damit die chemische Diversitat erhohten.*49 In der Folge konnte
dies zu einer erh6hten Stabilitat20420512041 oder Funktionalitat der RNA gefiihrt haben. [1281120611207]
Es wird vermutet, dass solche Modifikationen der Nukleobase bereits Teil eines urspriinglichen
genetischen Codes gewesen sein kdnnten, in dem Aminosauren in der Anticodon-Region der

Proto-tRNA vorkamen und nun als mdgliche molekulare Fossilien beobachtet werden. 20811209

(e} R
HNJ\N/'\COOH
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)\COO o) R N NN
e HoN H 1. NaNO,, 10% AcOH </ |
N > Me_ > N =
N=C=0 10% NaOH H ” COOH 2. Adenosin, N
R = aa-Rest pH 8,70°C
MIC N-Methylcarbamoyl aa "1OH 8A oder gﬁA
- H Spuren
on ©
b) 9 0 o)
NH HO NH RN NH
HCH —
| /& )y — | /& = > " | /&

N (¢} pH7 N (0] pH 7,100 °C N o

H H H

Uracil 5-Hydroxymethyluracil R =H; nm5U, R=H;

R = Me; mnm®U, R = Me;
R = CH,CO,H cmnm®U, R = CH,CO,H

Schema 5. Prabiotische Routen zu a) Aminosdure-modifiziertem N8-Carbamoyl-Adenosin und b) 5-modifiziertem
Uracil .[210]211]

Diese Hypothese kann durch den Nachweis gestitzt werden, dass einige dieser
Modifikationen auch in prabiotisch plausibler Weise entstehen kdnnen. Es wurde gezeigt, dass
sowohl g®A als auch t°A unter prabiotischen Reaktionsbedingungen erhalten werden kénnen

(Schema 5a).”'% Aminosauren konnen durch Reaktion mit Methylisocyanat (MIC) in einer
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Formamidlésung zu den entsprechenden N-Methylcarbamoyl-Aminosduren umgesetzt
werden, die dann unter nitrosierenden Bedingungen mit dem exozyklischen Amin des
Adenosins zu t°A bzw. g°A reagieren konnen. Neben O-Carbamoyl-modifizierten Nukleosiden
wurde zudem auch die Bildung methylierter Spezies beobachtet, da bei der Bildung des N-
Isocyanats der Aminosaure Diazomethan abgespalten wird, was einen moéglichen Weg zu
methylierten Nukleosiden darstellt. Auch die Nukleobasen der nicht-kanonischen Nukleoside
mnm°U, nm°U und cmnm®U konnten unter prabiotischen Bedingungen erhalten werden. Die
Reaktion wurde von Miller und Mitarbeitern ausschlieRlich mit Uracil untersucht, da die
Addition von Formaldehyd im ersten Schritt eine hohere Reaktionsrate mit der Nukleobase im
Vergleich zum Nukleosid aufweist. Dennoch ist es aus prabiotischen Gesichtspunkten ebenso
plausibel, dass 5-Hydroxymethyl-Uridin aus dem entsprechenden unmodifizierten Nukleosid
Uridin durch Addition von Formaldehyd entstehen kann. Im zweiten Schritt wurde von Miller
und Mitarbeitern gezeigt, dass 5-Hydroxymethyl-Uracil mit verschiedenen Nukleophilen, u.a.
Methylamin, Ammoniak oder Glycin, substituiert werden kann, wodurch die Nukleobasen-

Modifikationen nm°®U, mnm®U und cmnm®U erhalten wurden (Schema 5b).[2*!

1.3 Selbst -aminoacylierende Ribozyme

Die selektive Beladung von tRNAs oder analoger RNA-Sequenzen ist nicht nur im
Zusammenhang mit der Entstehung des Lebens von Bedeutung,?*? sondern auch in der
Biotechnologie, um den genetischen Code zu erweitern und kinstliche Proteine mit
modifizierten Eigenschaften zu erhalten.lt”02331 |m Kontext der prabiotischen Chemie gilt die
Darstellung aminoacylierter RNA als ein weiteres Bindeglied, um den Ubergang von einer
RNA-Welt zu den Urspriingen der Translation zu rekonstruieren.[45I214 Dieser Dualismus aus
RNA und Aminosauren konnte erstmals in der nicht selektiven Aminoacylierung von RNA
beobachtet werden. Dabei wurde die Aminosaure in einer Imidazol-katalysierten Reaktion von
einem Aminoacyl-Adenylat auf eine der Hydroxygruppen der Ribose eines Uridin- oder
Adenosin-Oligomers Ubertragen. 1912161 Sowohl aus praparativer, als auch biotechnologischer
Perspektive haben Forschungsgruppen an der in vitro Evolution von Ribozymen gearbeitet,
die selektiv RNA aminoacylieren konnen.[t74217l Dabei konnte gezeigt werden, dass Ribozyme
die Eigenschaft haben konnen, RNA am 3NgEnde mit Aminoséuren zu modifizieren. Eine der
bahnbrechenden Arbeiten in diesem Kontext wurde 1995 von Yarus und Mitarbeitern
vergffentlicht, in der ein Ribozym aus nur 5 Nukleotiden, die Aminoacylierung an der 2I8N;j
Position eines 4-mers mit einem 3Njgrminalen Uridin katalysierte (Abbildung 9a).?'8 Es
konnte gezeigt werden, dass lediglich drei konservierte Nukleotide fir die katalytische Aktivitat

notwendig waren.?**! Zwei Nukleotide des Ribozyms und ein Nukleotid des Substrats bilden
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eine katalytisch aktive Stelle, wodurch die als Adenylat aktivierte Aminoséure (Phe-AMP oder
Tyr-AMP) auf das Substrat Uibertragen werden kann.??%12171 |nteressanterweise katalysierte
das von Yarus und Mitarbeitern beschriebene Ribozym sowohl die Aminoacylierung von RNA
als auch eine sukzessive Peptidkopplung, wodurch kurze Peptid-Oligomere erhalten
wurden. 1782201221 Diese geringe Spezifitat spiegelt die Vielseitigkeit primitiver Ribozyme wider,
die ein wichtiger Motor der Evolution gewesen sein kann,[222I[2231173]

a) . b) o o
5

3' 3
' 5' H,N _P o =N
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NOz cl I *
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0.__CN o H N)ﬁfs s
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Abbildung 9. a) Selbst-aminoacylierendes Ribozym nach Yarus et al. b) Aminosédure-Adenylate, welche als

Substrat fuir das selbst-aminoacylierende Ribozym verwendet wurden c) Aktivierte Substrate fiir diverse Flexizyme.

Die Beschrankung auf Substrate mit der Sequenz 3NECU und die Verwendung ausschlief3lich
aromatischer Aminoséauren, wie z.B. Phenylalanin-Adenosinmonophosphat (Phe-AMP) stellt
ein Hindernis fur die Anwendung im Bereich der Erweiterung des genetischen Codes dar. Mit
dem Ziel das 3NECA-Ende der tRNA zu modifizieren und dabei verschiedene, auch nicht
proteinogene Aminosauren verwenden zu kénnen, entwickelte die Forschungsgruppe um
Hiroaki Suga durch schrittweise in vitro Evolution eine neue Klasse aminoacylierender
Ribozyme: Die Flexizyme, deren Name sich von der Flexibilitdt der Substratspezifitat
ableitet.’’% Dabei wurden zu Beginn bevorzugt aktivierte aromatische Aminosauren, d.h.
Phenylalanin, verknipft und selektiv an die 3NPH Gruppe des terminalen Adenosins
gekoppelt.??!l Dazu wurde die tRNA mit einer randomisierten Bibliothek von RNA-Sequenzen
am 5Ngnde verlangert und nach der Fahigkeit das 3NEnde zu aminoacylieren selektiert. Nach
weiterer Verfeinerung des Designs wurde eine hdhere Toleranz gegentber der Verwendung
unterschiedlicher tRNAs erreicht, da die Interaktionen zwischen Ribozym und tRNA lediglich
auf drei Basenpaarungen mit dem 3NECA-Ende der tRNA beruhten, wodurch auch andere
Sequenzen mit dem CCA-Motiv aminoacyliert werden konnten.[??! Als aktivierte Aminosauren
wurden neben Adenylaten(?2€l220122612211 gych Cyanomethylester (CME)?2712281 oder Thioester
(CBT, ABT)???l des Phenylalanins verwendet (Abbildung 9b und c). Kristallographische

Untersuchungen am Flexizyme Fx3 zeigten, dass das Ribozym eine Erkennungsstelle fur den
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aromatischen Ring der Aminosaure besitzt.?% Durch weitere Mutationen konnte die Spezifitat
fur die aromatische Seitenkette umgangen und das aromatische Erkennungsmotiv in die
Abgangsgruppe der aktivierten Aminosaure verschoben werden.?*! So konnte die Bandbreite
an Substraten um nicht natirlich vorkommende Aminoséuren, d.h. D-Aminosauren,?32 N-
Alkylaminosauren?®3 und U-Hydroxysauren?34 oder sogar Oligopeptidel?®®! erweitert werden.
Trotz der beeindruckenden Verbesserung der aminoacylierenden Eigenschaften der
Flexizyme und der Erweiterung um mogliche Substrate und um das CCA-Motiv bleibt die
Bedeutung aminoacylierender Ribozyme als Vorlaufer von aaRS fraglich, da bisher keine
derartigen Ribozyme in der Natur identifiziert werden konnten und die Erkennung der
Substrate Uber aromatische Motive, wie Dinitrobenzylester (DBE), prabiotisch fraglich
erscheint.!741236  Nichtsdestotrotz konnten aminoacylierende Ribozyme das Bindeglied
zwischen einer reinen RNA-Welt hin zu einer RNA-Peptid-Welt gewesen sein, deren Aufgabe
im Verlauf der Evolution durch effizientere Proteine Gbernommen wurde. Insbesondere dann,
wenn prabiotisch plausible Aminosdure-Adenylate als Substrate fir eine Aminoacylierung

dienten.

1.4 RNA-basierter Aminosauretr ansfer

Der genetische Code besteht aus 20 proteinogenen Aminosauren, die entweder vom
Organismus aufgenommen (essentielle  Aminosduren) oder (ber biochemische
Stoffwechselwege in der Zelle synthetisiert werden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die
ersten  Aminosauren  auf  abiotischem  Wege entstanden  sind.*723%l m
Gasentladungsexperiment nach Miller®23 konnten 10 der derzeit 20 proteinogenen
Aminosauren identifiziert werden.l?*% Eine &hnliche Anzahl von Aminosauren wurde auch in
Meteoriten nachgewiesen.?*1?42l Dies |asst auf einen abiotischen Ursprung schlieRen und
diese sowohl experimentell synthetisierten als auch aus extraterrestrischem Material isolierten
Aminosauren kénnen neben zahlreicher nicht-proteinogener Aminoséuren als prabiotisch
plausibel angesehen werden. Wie jedoch die jeweiligen Aminosduren von einer nicht-codierten
Peptidsynthesel*28l2061207] hin zu einer sequenz-codierten Synthese zugeordnet wurden, ist
nach wie vor eine der groRen offenen Fragen in der Erforschung des Ursprungs des Lebens.
Der Schlissel zum Verstandnis dieses Ursprungs ist der codierte, RNA-basierte
Aminoséauretransfer. Zahlreiche Forscher haben sich dementsprechend mit verschiedenen
RNA-Aminosaurekonjugaten in Form von Aminoacyl-Phosphaten, Phosphoramidaten und

Estern befasst.[243

Ahnlich zu der Beladung von tRNAs mit Aminosauren durch aaRS und der ribozymatischen

Beladung von RNA durch Aminosaure-Adenylate nach Yarus et al.,, fanden Tamura und
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Mitarbeiter heraus, dass Aminosauren, die als gemischtes Anhydrid an das 5SNPhosphat einer
Donorsequenz gebunden sind, mit dem 3NEnde eines benachbarten Oligonukleotids reagieren
kénnen. In diesem Fall waren Donor- und Akzeptorsequenz Uber einen komplementéaren

Strang miteinander verbunden (Schema 6a)."
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Schema 6. Prabiotische Untersuchungen zum RNA-basierten Aminosaure-Transfer und Ligation von RNA-
Fragmenten durch Phosphoramidate und Ester aus Aminosauren; entweder zwischen zweien Sequenzen, die tber
eine Briickensequenz verkniipft sind oder zwischen zweien komplementdren Sequenzen mit 3Npberhang. a)
Aminosaure-Transfer Uber 5NAminoacyl-Phosphate. b) Aminosaure-Transfer Uber 5NpPhosphoramidate. c)

Verkniipfung zweier RNA-Fragmente (iber 5NPhosphorimidazolide und 3Njminoacylester.243
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In ahnlicher Weise konnten Sutherland und Mitarbeiter zeigen, dass der Transfer auch
zwischen komplementéren Strangen mdglich ist. Anstelle der verbriickenden Sequenz wurde
ein Uberhang von 4-5 Nukleotiden verwendet und in Abhéngigkeit von der Nukleotidsequenz
konnte ein Aminosauretransfer in Ausbeuten von bis zu 55% beobachtet werden (Schema
6a).l'"® Es gibt auch erste Hinweise darauf, dass die Chiralitat der Aminosaure einen Einfluss
auf den Transfer zur RNA hat, da die Ubertragung von L- gegeniiber D-Aminosauren bevorzugt
wurde.[1761124411245] Djes deutet darauf hin, dass die ebenfalls chirale D-Ribose der Nukleoside
bzw. Nukleotide einen Einfluss auf die Entstehung der in der heutigen Biologie vorzufindenden

Homochiralitat der Aminosauren gehabt haben konnte. 248!

Neben den gemischten Anhydriden, bei denen die Carbonsdure der Aminoséure an das
Phosphat gebunden ist, konnten unter prabiotischen Bedingungen auch Phosphoramidate
erhalten werden, in denen das Amin der Aminoséure mit dem Phosphat reagiert (siehe Kapitel

1.1.3). Nach der in situ Aktivierung der Carbonsaure mit wasserloslichen Aktivatoren, wie z.B.
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) und einem Organokatalysator, z.B.
Ethylimidazol*??, konnen anschlieRend Nukleophile, u.a. 3Nfydroxy-?4"1 oder 3Nj
Aminogruppen,?*® mit der Carbonsaure der als Phosphoramidat gebundenen Aminosaure
reagieren. Dadurch wird ein chiméares Produkt erhalten, in dem zwei RNA-Fragmente Uber
eine Aminosaure miteinander verbunden sind. In einem zweiten Schritt kann die Aminosaure,
nach der Hydrolyse des Phosphoramidats unter sauren Bedingungen, auf die 2N3N;j
Hydroxygruppe des benachbarten RNA-Strangs Ubertragen werden (Schema 6b). Ebenso
konnte Uber die Phosphoramidatchemie eine nicht enzymatische Translation rekonstruiert
werden, bei der anstelle eines Tripletts, ein einzelnes Nukleotid Uber Watson-Crick-

Basenpaarung und “ -* -Wechselwirkungen als Erkennungsmerkmal verwendet wird.[?4°!

In &hnlicher Weise kann die Verknipfung zweier RNA-Fragmente auch durch die
Transamidierung eines aktivierten 5NPhosphorimidazolids mit dem Amin der Aminoséaure
erfolgen.?> |In diesem Fall entsteht ein ebenfalls ein chimares Molekul aus Nukleotid und
Aminosaure, in dem die Aminosaure als Ester und als Phosphoramidat kovalent an beide
RNA-Strange gebunden ist (Schema 6¢).?%! Solche chimaren Molekiile kdnnen ein Beispiel
fur eine Co-Evolution von RNA und Peptiden sein, bei der die Wechselwirkungen beider
Molekiile zu einer hoheren Komplexitat geftihrt haben und ein Motor der Evolution gewesen
sein konnten.?°’ In diesem Zusammenhang haben Studien zur chemischen Primer-
Verlangerung aminoacylierter RNA gezeigt, dass 2Nj-Bminoacylierte RNA eine hohere
Reaktionsrate mit einem aktivierten 5NPhosphorimidazolid aufweist, als unmodifizierte 2N3 -Nj
Hydroxy-RNA. Ebenso konnte gezeigt werden, dass diese RNA-Peptid-Chiméaren auch als
Template fur nicht-enzymatische Replikationen dienen kénnen.?>* Neben dem Einfluss bei
der Verknupfung polymerer Strukturen wurde auch der Aufbau katalytisch aktiver RNA-

Sequenzen untersucht. Dabei diente unter anderem das Hammerhead Ribozym als
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Modellsystem, um die Aktivitat des chimaren Ribozyms mit der des kanonischen Ribozyms als

Referenz zu vergleichen (Schema 7a und b).[?%2
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Schema 7. a) Chemische Synthese eines chiméren I/l Hammerhead Ribozyms aus RNA-Fragmenten mit Hilfe
eines DNA-Templats. b) Spaltungsreaktion des chiméaren I/l Hammerhead Ribozyms. Die konservierte
Nukleotidsequenz ist in schwarz dargestellt und das aminoacylierte 3NEA ist rot hervorgehoben. Griiner Kreis =
FAM-Fluorophor.1252

Die 2N3-Hininoacylierten RNA-Fragmente wurden praparativ durch Flexizym-abhéangige
Aminoacylierung und die 5NpPhosphorimidazolid-modifizierten RNA-Strédnge aus dem
entsprechenden 5NPhosphat und 2-Methylimidazol hergestellt.?5%1254 Dje anschlieRende
Ligation der Fragmente setzte einen Templat-Strang voraus und ergab zwar das
zusammengesetzte Produkt, das jedoch aufgrund der Hybridisierung zwischen Templat und
Produkt nicht katalytisch aktiv war. Durch die Verwendung von DNA als Templat-Sequenz,
welche anschlieRend enzymatisch verdaut wurde, oder alternativ mehrerer kiirzerer RNA-
Splints, konnte die Inhibierung umgangen werden. In Abh&ngigkeit von der verknipfenden
Aminosaure wurde eine 20- bis 80-fach reduzierte Aktivitdt des chimaren Ribozyms im
Vergleich zum unmadifizierten Ribozym beobachtet. Gly wurde als polare, Lys als kationische,
Leu als unpolare und Asp als anionische Aminosdure untersucht, wobei Lys die hochste
Aktivitat zeigte. Eine &quimolare Mischung der nicht zusammengesetzten Fragmente

hingegen wies keine messbare Aktivitat auf.[?5?

RNA-Aminosaure-Konjugate konnten also nicht nur Vorlaufermolekile fiir die Translation
gewesen sein, sondern auch in einem frihen Stadium der Evolution als strukturgebende
Motive gedient haben, die RNA-Fragmente verknipften und Eigenschaften von Ribozymen

verbesserten.
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1.5 Selbstspaltende RNA i Das Hammerhead Ribozym

Selbstspaltende Ribozyme sind aufgrund ihrer einfachen Struktur von ca. 50 Nukleotiden und
der guten Quantifizierbarkeit ihrer katalytischen Aktivitat ein ausgezeichnetes Modell fur die
Untersuchung katalytischer Prozesse im prabiotischen Kontext.[252125%2561 7y der Klasse der
selbstspaltenden Ribozyme gehdren das Hammerhead Ribozym, das Hepatitis Delta Virus
(HDV) Ribozym, das Hairpin Ribozym, das Neurospora Varkud Satellite Ribozym, das
bakterielle Glucosamin-6-Phosphat-Synthase (GImS) Motiv Ribozym, das Pistol Ribozym, das
Twister Ribozym, das Twister Sister Ribozym und das Hatchet Ribozym.[?"! Selbstspaltende
Ribozyme sind in der Natur weit verbreitet und spielen eine Vielzahl von Rolleni?8li25% ynd
zudem wurden zahlreiche Methoden entwickelt, um neue katalytisch aktive RNA-Motive zu
identifizieren.?®® Das Hammerhead-Ribozym wurde urspriinglich in Pflanzenviren, Viroiden
und Virusoiden entdeckt, wo es der Prozessierung von RNA-Transkripten dient.?61262l Dar{iber
hinaus wurde es in allen drei Domanen des Lebens, Bacteria, Archaea und Eucarya,
nachgewiesen und gehtrt zu einer der am weitesten verbreiteten Klassen von
Ribozymen.[26%12641265] Djeses vielseitige Vorkommen kénnte darauf hindeuten, dass es bereits
frih in der Evolution entstanden ist und sich sogar mehrfach unabhéangig de novo entwickelt
hat.[266]

Die Sekundarstruktur des Hammerhead Ribozyms besteht aus drei Helices, die durch
konservierte Nukleotidsequenzen verbunden sind und welche fur die katalytische Aktivitat
essentiell sind (Abbildung 10a).
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Abbildung 10. Generelles Motiv des Il Hammerhead Ribozyms und Konformationen des katalytischen Zentrums.
a) Schema des minimalen Hammerhead Ribozym Motivs[?%%] mit Hervorhebung konservierter Nukleotid Sequenzen
(rot, blau, orange, griin) und der Nukleotide Gs und Gi2, welche die Hydrolyse der Phosphordiester Bindung des
Nukleotides Ci7 katalysieren. b) Zwei Konformationen des Hammerhead Ribozyms. Links (FO), minimales Motiv
ohne tertidre Wechselwirkungen zwischen Stamm | und Il. Rechts (F1), verlangertes Ribozym mit tertidren
Wechselwirkungen zwischen Stamm | und 1l und resultierender Konformationsénderung des aktiven Zentrums. Die
Kristallstrukturen wurden den PDB-Eintragen 1HMH267 (links) und 2QUSR%8] (rechts) entnommen und mit

Discovery Studio Visualizer v21.1.0 bearbeitet.
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Die Hammerhead Ribozyme werden in drei Topologien eingeteilt. Typ I, Il oder Ill, je nachdem
in welchem Stamm des Ribozyms sich das 3Nund das 5NEnde der Sequenz befinden.?5! Als
Mechanismus der Spaltung im Hammerhead Ribozym findet eine Transesterifizierung durch
Saure-Base-Katalyse statt.[?%%l Im aktiven Zentrum des Hammerhead Ribozyms befinden sich
die Nukleotide Gs, G12 und Ci7, wobei Gg als Saure und Gi; als Base in der Transesterifizierung
fungieren. Die N!-Position von Gi» muss dabei deprotoniert sein, um die 2Nposition des
Substrat Nukleotids Ci7 deprotonieren zu kdnnen. Dabei tragen monovalente Kationen, wie
z.B. Na*, zur Stabilisierung bei.?”?271 Die 2Nflydroxygruppe von Gg ist so positioniert, dass sie
als Protonendonor fur den 5Npauerstoff der Abgangsgruppe in der Spaltungsreaktion dienen
kann. Die Reaktion verlauft Uber einen trigonal-bipyramidalen Uberganszustand des
Phosphats und ergibt ein 2N3 -Ryklisches Phosphat an Ci7 u n d  eHllydroxysTéfminus an
der Abgangsgruppe (Schema 8).268126% Durch die Strukturanalyse mittels Einkristall-
Rontgendiffraktometrie und diversen Methoden wie atomare Mutagenese konnten diese
Mechanismen des Hammerhead Ribozyms aufgeklart werden.?”2 Es wurden Kristallstrukturen
des prékatalytischen Zustands des minimalen Motivs des Hammerhead Ribozyms erhalten,
indem Substrate verwendet wurden, die an Position Cy7 keine 2Njlydroxygruppe aufweisen,
d.h. DNA- o d e r-MetBoXy-Nukleotide.?57273]  Auch konnte eine Kiristallstruktur eines
Hammerhead Ribozyms erhalten werden, das ein nicht-modifiziertes Ribonukleotid an der Ci7
besal. Hierzu wurde die Struktur in Abwesenheit von bivalenten Kationen, wie z.B. Mg?* oder
Mn?*, aufgelost. Diese sind beim minimalen Motiv des Ribozyms notig, um eine

Konformationsanderung in die aktive Form zu gewahrleisten. 274
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Schema 8. Mechanismus der Saure-Base-Katalyse in der Transesterifizierung eines Hammerhead Ribozyms.[258]

Ebenso konnte die katalytische Aktivitat des Ribozym reduziert werden, indem Gi» durch Ax
substituiert wurde und so das Substrat und auch die Konformation erhalten blieben.??%¥ Diese
Studien haben gezeigt, dass, abgesehen von der konservierten Nukleotidsequenz, tertiare
Wechselwirkungen?” zwischen Stamm | und Stamm |l stattfinden missen, um ein unter
physiologischen Konzentrationen von Mg?" aktives Hammerhead Ribozym zu erhalten

(Abbildung 10b).[2¢8I2761277] Die tertiaren Wechselwirkungen zwischen Stamm | und Stamm ||
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fuhren zu einer Konformationsanderung im aktiven Zentrum des Ribozyms vom

prékatalytischen Zustand FO hin zum katalytisch aktiven Zustand F1.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Hammerhead Ribozym ein nitzliches Modell
fur die Untersuchung sowohl sekundarer als auch tertidrer Wechselwirkungen von
Nukleinsduren darstellt. Neben kanonischen Formen des Hammerhead Ribozyms, kann auch
der Einfluss neuartiger kovalenter RNA-Aminosaurekonjugate als strukturbildendes Merkmal
anhand eines chimaren Hammerhead Ribozyms untersucht werden (siehe Kapitel
1.4).12521[2%51[2%6] Besonders im Szenario einer RNA-Peptid-Welt ist es nicht nur von Interesse
eine mogliche RNA-basierte Peptidsynthese zu rekonstruieren, sondern auch mdogliche
Einflisse von Aminosauren auf die Kkatalytische Aktivitat von  Ribozymen
nachzuvollziehen.[14512061207]
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2. Zielsetzung

RNA-Modifikationen sind ein weit verbreiteter Bestandteil in tRNAs und rRNAs. Sie werden
Uber enzymatische Prozesse post-transkriptionell eingefiigt, wobei sie der korrekten
Auspragung von Sekundarstrukturen dienen und eine wichtige Rolle in Codon-Anticodon-
Wechselwirkungen spielen. Wann ursprunglich solche Modifikationen auftraten und ob diese
bereits in einem frihen Stadium der chemischen Evolution existierten verbleibt eine offene
Frage in der Forschung zur Entstehung des Lebens. In der tRNA befindet sich die Aminosaure,
aus der die Peptidkette wachst an der am 3NEnde der Ribose und ist dort kovalent in Form
eines Esters gebunden. Entsprechend befassen sich zahlreiche Studien zum Ursprung der
Translation mit RNA-Aminosaure-Konjugaten, die diese Ester-Verknipfung nachstellen. Diese
Verknupfungen erweisen sich jedoch als hydrolytisch instabil, besonders in Umgebungen, die
stark von physiologischen Bedingungen abweichen. Daraus resultiert eine geringere
Halbwertszeit in wassriger Losung, was RNA-Aminosaure-Konjugate, wie sie in der
Translation Verwendung finden, zu einem friihen Zeitpunkt der Evolution als unwahrscheinlich
erscheinen lasst. Jedoch ist das 3NgEnde nicht die einzige Position in der tRNA, die mit
Aminosauren modifiziert sein kann. Ebenso befinden sich in manchen tRNAs in der Nahe der
Anticodonschleife nicht-kanonische Nukleotide, die Aminosduren Uber eine Harnstoffbriicke

an der Nukleobase tragen konnen.

Das Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss nicht-kanonischer Nukleotide, in denen
Aminoséauren kovalent mit der Nukleobase verknipft sind, in einer méglichen RNA-Peptid-Welt
zu untersuchen. Hierzu sollten prabiotisch plausible Syntheserouten entwickelt werden durch
welche sowohl Aminosdure-modifizierte N-Carbamoyl-Nukleoside als auch -Nukleotide
erhalten werden kénnen. Neben der prabiotischen Synthese, sollte auch eine chemische
Synthese durchgefiihrt werden, die es ermdoglicht iber RNA-Phosphoramidit-Chemie kurze
Oligomere dieser Modifikationen herstellen zu kdnnen. Diese Oligomere sollten dann genutzt
werden, um eine alternative Form der RNA-basierten Peptidsynthese zu etablieren, in der
Aminosauren, im Gegensatz zu der in der Translation verwendeten Ester-Chemie, zwischen
den Nukleobasen ubertragen werden kdnnen. Damit sollte gezeigt werden, dass RNA-
Modifikationen, die in heutigen tRNAs gefunden werden kénnen, die Eigenschaft besitzen eine
primitive Form der Peptidsynthese mit hydrolytisch stabileren Konjugaten auszubilden. Neben
der Synthese kurzer Peptide, war es ebenso ein Ziel den Einfluss der strukturgebenden
Eigenschaften des Haarnadel-Motivs, in dem zwei RNA-Molekiile Uber eine Peptid-Bindung

zwischen den Nukleobasen verbunden sind, zu untersuchen.
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Globisch, Thomas Carell*

Chem. Eur. J., 2020, 26, 14856-14860.Y y  FSypplementary Information siehe Anhang |
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Prolog

Die RNA ist reich an post-transkriptionellen Modifikationen, von denen einige als molekulare
Fossilien betrachtet werden kénnen. Eine davon ist das hypermodifizierte Nukleosid téA, eine
Né-Carbamoyl-Modifikation von Adenosin, die sich an Position 37 einiger tRNAs befindet. Dort
dient es der Anticodonerkennung und tragt zur korrekten Auspragung der Sekundarstruktur
der Anticodonschleife bei, ohne selbst eine Basenpaarung einzugehen. Neben der
enzymatischen Synthese dieser Modifikation existieren auch prabiotische Synthesewege,
Uber die die Modifikationen t°A und g°A erhalten werden kénnen. Diese konnten jedoch nur in
Form von Nukleosiden und nur in geringer Ausbeute erhalten werden. In der vorliegenden
Studie wurden neue chemische Synthesewege zu Phosphoramidit-Derivaten des
Aminosaure-madifizierten N-Carbamoyl-Adenosins entwickelt, um die Eigenschaften der
Modifikationen in Oligonukleotiden analysieren zu kdnnen. Dabei wurde das Repertoire der an
die N-Position des Adenosins gebundenen Aminosauren um unpolare, aromatische und
ionisierbare Aminosauren erweitert. Anschlieend konnte gezeigt werden, dass die in
Oligonukleotiden eingebauten modifizierten Nukleotide keine Basenpaarungen bilden,
vergleichbar mit der Eigenschatft in heutiger tRNA. Die hierbei gewonnen Erkenntnisse dienen
als wichtige Grundlage fur die Aufklarung der Rolle Aminosaure-modifizierter Nukleotide in

einer moglichen RNA-Peptid-Welt.
Autorenbeitrag

Es wurden die Verbindungen 28, 35, 42 und 49 hergestellt und charakterisiert. Zudem wurde
das modifizierte Oligonukleotid ON2 hergestellt und der Einfluss des Aminosaure-modifizierten

Adenosins auf die Schmelztemperatur eines RNA-Doppelstrangs untersucht.
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Amino Acid Modified RNA Bases as Building Blocks of an Early

Earth RNA-Peptide World
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Daniel Globisch,® and Thomas Carell*™

Abstract: Fossils of extinct species allow us to reconstruct
the process of Darwinian evolution that led to the species
diversity we see on Earth today. The origin of the first
functional molecules able to undergo molecular evolution
and thus eventually able to create life, are largely un-
known. The most prominent idea in the field posits that
biology was preceded by an era of molecular evolution, in
which RNA molecules encoded information and catalysed
their own replication. This RNA world concept stands
against other hypotheses, that argue for example that life
may have begun with catalytic peptides and primitive
metabolic cycles. The question whether RNA or peptides
were first is addressed by the RNA-peptide world concept,
which postulates a parallel existence of both molecular
species. A plausible experimental model of how such an
RNA-peptide world may have looked like, however, is
absent. Here we report the synthesis and physicochemical
evaluation of amino acid containing adenosine bases,
which are closely related to molecules that are found
today in the anticodon stem-loop of tRNAs from all three
kingdoms of life. We show that these adenosines lose
their base pairing properties, which allow them to equip
RNA with amino acids independent of the sequence con-
text. As such we may consider them to be living molecular
fossils of an extinct molecular RNA-peptide world. )

The RNA-peptide co-evolution hypothesis describes the emer-
gence of self-replicating molecules that contained amino acids
and RNA." At the macromolecular level, this tight coexistence
of peptides and RNA is established in the ribosome, where en-
coding and catalytic RNA is supported by proteins.” Although
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we cannot delineate how such an early RNA-peptide world
may have looked like, it seems not too implausible to assume
that some of the molecular components may have survived
until today as vestiges of this extinct world.” tRNAs derived
from all three kingdoms of life contain a large number of
modified bases,"” and some of them are indeed modified with
amino acids.”’ The most wide spread amino acid modified
bases are adenosine nucleosides, in which the amino acid is
linked via urea connector to the N®-amino group of the hetero-
cycle as depicted in Figure 1a. Particularly ubiquitous are ade-
nosine madifications containing the amino acids threonine
(t°A)7 and glycine (g°A)"® together with hn°A®'" Based
upon recent phylogenetic analyses and the fact that t°A is
found in all three kingdoms of life, it has been suggested that
such amino acid modified bases were already present in the
last universal common ancestor (LUCA), from which all life

a) OH
0 \r
oL o ThPAR= (5A) GIy®A:R = ﬂiﬁ(gﬁA)
HN™ N
H  OH OH
NN Ser®A: R = r Val®A:R = Y
¢l J
N” N

—— vt
N o]
0 His®A: R = \/[N’) AspA: R :":/\g'

Figure 1. (a) Depiction of the amino acid modified A-bases (aa®A) together
with computer visualizations that show how such bases may reside in an
(b) A-form RNA duplex and a (c) B-form DNA duplex. The sequence used for

© 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH
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forms descended."'" t°A is for example today found in nearly

all ANN decoding tRNAs."” We recently reported a plausible
prebiotic route to some of these amino acid modified A-bases,
which strengthens the idea that they could indeed be living
chemical fossils of the extinct RNA-peptide world."® Despite
the interesting philosophical genotype-phenotype dualism
that characterizes these structures and their contemporary im-
portance for the faithful decoding of genetic information, a
general synthesis of aa®A modified bases (Figure 1a) and a sys-
tematic study of their properties is lacking.

Here we report the synthesis of a variety of aa®A nucleosides
with canonical amino acids (aa=Asp, Gly, His, Phe, Thr,'” Ser,
Val), their incorporation into DNA and RNA and an investiga-
tion of how they influence the physicochemical properties of
oligonucleotides. We were particularly interested to study how
they might affect the stability of RNA and DNA. The computer
visualization shows that in A-form RNA (Figure 1b), the amino
acid part of the aa®A base would need to reside inside the
helix, shielded from the outside. In the B-form DNA one could
imagine a decoration of the major groove with the amino acid
side chains as depicted in Figure 1c.

In the Schemes 1 and 2 we show the synthesis of the differ-
ent urea linked amino acid A-derivatives (aa®A). We first pre-
pared the amino acid components for the coupling to the A-
nucleoside (Scheme 1). Our starting points for Thr°A, Ser°A and
Asp®A were the free amino acids 1-3, in which we first trans-
formed all carboxylic acids into the p-nitrophenylethyl esters
(npe, 4-6)."" The hydroxy groups of the Thr and Ser com-
pounds were finally protected as TBS-ethers to give the final
products 7 and 8 (Scheme 1a). For Val, Gly and Phe we started
with the Boc-protected amino acids 9-11, which we also con-
verted into the npe-esters 12-14 using Mitsunobu type

a)
NO, NO,
npeQH TBSCI,
R TsOH imidazole
—_— 5 npe
H,N" ~COH o)
R
Y&o R
A \r&o
NH; org NH,
1: R = HyCCHOH 4: R = H;CCHOH, 70% 7: R = H;CCHOTBS, 94%
2R =CH,0H 5: R = CH,OH, 75% 8: R = CH,0TBS, 96%
3: R = CH,CO.H 6: R = CH,CO;npe, 82%
b)
R npeOH, PPh; R R
Py DIAD, DCM HCl/Diox H ﬁJ‘co
—_—
BocHN™ ~COH BocHN” ~COnpe Clﬂ 2npe

9: R = H;CCHCH;
10:R=H

11a: R = CH,Ph (L)
11b: R = CH,Ph (D)

12: R = HyCCHCH;, 96%
13:R = H, 85%

14a: R = CH,Ph (L), 81%
14b: R = CH,Ph (D), 85%

15: R = HyCCHCHS, 99%
16: R =H, 99%

17a: R = CH,Ph (L), 99%
17b: R = CH,Ph (D), 99%

)

H H e} POM

N] npeOH, HBTU N7 0 N

' I/
VN PrNH OME M PoM-c g POM pcipiox rﬁ)
93% 55% b 99%
COH COznpe \
BocHN BocHN 2Np! N H;N COznpe
18 19 CO,npe ci 21
BocHN 20

Scheme 1. Synthesis of the amino acid building blocks as needed for the
coupling to the nucleoside A to give Thr°A, Ser°A, Asp®A, Val°A, GIy°A, Phe®A
and His®A.
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0°C, DCM

/
o N —_— o o
A e 95% (l i
o el [N (o] N(}
22 \

HoN HaN
1.22, DCM
wa NN )
4 2. COanpe
<‘N ‘N,) (LA T
o 1. DTBS triflate N7 N NH,
2. TBSCI [0} EtsN, DCM
—_—
HC -, o -,
HC§ OH 85% '\;‘_O_ "OTBS
23 B ey 24
XX R 5
HN N Py
oo B~
</ | N /N N
N N’J Py*(HF)y ¢ J o
) DCM NN Py
—— (o]
i “oTBS He
Si—0 $
3 HO 0TBS
Bu g,

32: R = Hy,CCHOTBS, 95%
33: R = POM-N-imidazoyl, 75%
34: R = H3CCHCHj, 95%
35:R=H,97%

36: R = CH,CO,npe, 98%

37a; R = CH,Ph (L), 80%

37b: R = CH,Ph (D), 78%

38: R = CH,OTBS, 96%

25: R = H;CCHOTBS, 91%
26: R = POM-N-imidazoyl, 86%
27: R = HyCCHCH;, 78%
28:R=H,71%

29: R = CH,COznpe, 87%

30a: R = CH.Ph (L), 68%

30b: R = CHaPh (D). 71%

31: R =CH,0TBS, 85%

0 5\
)L COznpe
HN u
PN cu?,o\/\CN
€\ P) N
N N
-

DMTO ¥~ “oTBS
HC

DIPEA, DCM

39: R = H;CCHOTBS, 80%
40: R = POM-N-imidazoyl, 85%
41: R = HyCCHCHa, 70%

42 R=H, 85%

43: R = CH,CO;npe, 95%

44a: R = CH,Ph (L), 82%

44b: R = CH,Ph (D), 85%

45: R = CH,OTBS, 90%

5'-G-U-C-X-C-C-U-G-A-3'

46: R = HyCCHOTBS, 85%
47: R = POM-N-imidazoyl, 66%
48: R = HyCCHCH;, 87%
49: R=H, 86%

50: R = CH,COznpe, 65%
51a: R = CHzPh (L), 67%
51b: R = CH,Ph (D), 67%
52: R = CH,OTBS, 70%

RNA
synthesis
[sn

ON1: Thi®A; ON2: GlySA; ON3: ValPA
ON4: His%A; ON5: Asp°A; ONE: L-Phe®A; ONT: D-Phe®A

Scheme 2. Synthesis of phosphoramidite building blocks of Thr®A, Ser®A,
Asp®A, Val®A, Gly°A, Phe®A and His°A and their incorporation into RNA.

chemistry!™ followed by acidic (4 m HCl in dioxane) Boc-depro-
tection to give the amino acid products 15-17 (Scheme 1b).!"”
For His’A, we again started with the Boc-protected amino
acid 18 (Scheme 1¢) and used HBTU activation to generate the
npe ester 19. Protection of the imidazole N* with POM-chloride
followed again by Boc-deprotection furnished the ready to
couple amino acid 21.

The connection of the amino acid with the A-nucleoside via
the urea moiety was next carried out as depicted in Scheme 2.
We first treated phenyl chloroformate with N-methylimidazole
to obtain the 1-N-methyl-3-phenoxycarbonyl-imidazolium chlo-
ride (22).°% Adenosine was converted in parallel into the cyclic
3',5'-silyl protected nucleoside, followed by conversion of the
2-OH group into the TBS-ether.”"! The reaction of compound
24 with the activated carbonate and the corresponding amino
acid, provided in all cases the amino acid coupled products
25-31 in good to excellent yields. Subsequent cleavage of the

2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH
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cyclic silylether with HF-pyridine complex,**%' protection of

the 5-OH group with dimethoxytritylchloride (DMTCIHZ" al-
lowed the final conversion of the compounds into the corre-
sponding phosphoramidites 46-52. Standard solid phase RNA
chemistry®™=" was subsequently employed to prepare RNA
strands containing the individual aa®A nucleosides stably em-
bedded. The standard RNA synthesis protocol did not require
any adjustment. In all cases we observed fair coupling of the
aa®A phosphoramidites and no decomposition during depro-
tection. Deprotection required three steps. First, with DBU in
THF at rt. for 2h we cleaved the npe-protecting group.
Second, we deprotected the bases and cleaved from the solid
support with aqueous NHi;/MeNH,. Finally, we removed the 2'-
silyl group with HF in NEt,.

In order to investigate how aa®A bases would affect the sta-
bility of DNA duplexes we also prepared as a representative
molecule t°dA as depicted in Scheme 3. To this end we first
acetyl-protected dA 53,%? performed the coupling of the pro-
tected threonine with the activated carbonate 22, cleaved the
acetyl groups and converted the nucleoside subsequently into
the 5'-DMT protected phosphoramidite 57. The purification of
compound 57 was quite difficult due to its high polarity. We
needed to use rather polar mixture of EtOAc/Hex (2/1) as the
mobile phase for the chromatographic separation. This provid-
ed the phosphoramidite 57, however the material had a lower
purity in comparison to the RNA phosphoramidites. Neverthe-
less, solid phase DNA synthesis and deprotection of the DNA
strand ODN1 proceeded again smoothly and in high yields.

NH, NH,

1.22, DCM
) g@o (’ ) 2.7, EtzN, DCM

3 NH5/MeOH

/u_(j 80% ﬁ 6 5%
HO \ AcO \

HO 53 AcO 54
»e 55
,\L COynpe »‘N COgnpe
HN H

f p O
N N
B W 7/
(N N pwmrc NN 7/
0 Py o DIPEA, DCM
72% 62%

HO O} DMTO
HG 56 HO 56
j)\ oTBS
HN™ N ~Coznpe 2 o
STy e
N~ 2 N~ OH
N % N
0 < I
DMTO DNA N
s synthesis 0
5-G-T-C-0

-
)— CN oon1  C-C-T-G-A-Z
57

Scheme 3. Synthesis of t°dA phosphoramidite and its incorporation into
DNA.
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Figure 2a shows as an example the raw HPL-chromatograms
of ON1 (RNA strand with embedded t°A) and the correspond-
ing chromatogram after purification (inset) together with the
obtained MALDI-TOF mass spectrum (Figure 2b). The chroma-
tograms of the raw material show a good quality of the ob-
tained RNA material. The analytical chromatogram after purifi-
cation and the MALDI-TOF data prove the purity of the finally
obtained RNA oligonucleotide and the integrity of the t°A-con-
taining RNA strand.

Figure 2c and 2d show the same data set for the t°dA con-
taining DNA oligonucleotide (ODN1), proving again the suc-
cessful synthesis of t°dA containing oligonucleotide. The

a%(d)A nucleosides can exist in two different conformations.®*
The first, s-trans, maintains the Watson-Crick hydrogen bond-
ing capabilities with the urea amino acid oriented towards the
imidazole ring system (Figure 3a). This allows formation of a
Hoogsteen type 7-membered ring H-bond with the N’ In the
corresponding s-cis-conformation, the urea amino acid orients
towards the Watson—Crick side thereby establishing a typically
strong intramolecular 6-membered H-bond with N' (Figure 3 b).
In order to investigate if the embedding of the amino acid
would enforce s-trans-conformation and hence Watson-Crick
H-bonding, we measured melting points of all aa®A containing
RNA strands and of the t°dA containing DNA strand hybridized
to the corresponding counter strands (Figure 3). In the
RNA:RNA situation we noted for all aa°A strands that we inves-
tigated, a single clear melting point, showing that only one
conformer of the aa°A base likely exists in the RNA:RNA du-
plexes. In situation where the aa®A base exists in two different
stable conformations, one would expect a more complex melt-
ing behaviour. In all cases we saw that the melting point is
strongly reduced by 10-15°C. When we embedded two aa®A
building blocks into a short RNA strand no duplex formation

a) 5' GUCI'ACCUGA 3' (ON1) b)
0.16 o
' 5001 w1 Hrexp.
= 0.12 i 4001 2956.4
= S 300/ Mzmeas.
0.08
% 10 20, 30 40 50 g 200 2955.8
0.04 time, min
100
0.00 - - 0+
20 25 30 35 40 45 2000 2500 3000 3500 4000
time, min mlz
c) 5'd(GTCt'dACCTGA) 3' (ODN1) d)
3000 350
2500 300
250 [M - Hl exp.
—~2000 — 2841.5
= 1500 :‘I 200 m/z meas.
o 10 15 20 25 30 35 40 v150 2841.1
= 1000 time, min 100
500 50

Or—es e 01
15 20 25 30 35 40 45 50 1500 2000 2500 3000 3500
time, min miz

Figure 2. (a) Raw-HPL chromatogram of ON1, with the inset showing the
HPL-chromatogram of purified ON1; (b) MALDI-TOF mass spectrum of ON1
after purification; (c) raw-HPL chromatogram of ODN1, with the inset show-
ing the HPL chromatogram of purified ODN1; (d) MALDI-TOF mass spectrum
of ODN1 after purification.

2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH
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