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Abstract

Abstract

The RNA world hypothesis postulates that RNA, a versatile molecule capable of both storing
information (genotype) and catalyzing biochemical reactions (phenotype), played a central
role in the early evolution of life. In the RNA world scenario, self-replicating RNAs are
believed to have developed from the primordial environment and developed increasingly
complex chemical structures through evolutionary processes. The revelation that ribosomal
peptide synthesis is catalyzed by ribozymes further strengthened the acceptance of this
theory. However, comprehending the abiotic synthesis of RNA nucleotides continues to be
challenge. The lack of evidence concerning the physical, chemical, and locational boundary
conditions of this process compels us to ‘re-invent’ the origins of life. To this end, numerous
prebiotically plausible synthetic routes to RNA nucleosides and nucleotides have been
recently proposed. Nevertheless, the ideal functionality and structure of RNA suggests that
RNA itself is a product of evolution rather than a product of abiotic processes. It likely
developed from a precursor (proto-RNA) that was more readily accessible in a prebiotic

world.

In this work, we propose, that N-isoxazolyl-urea and formamidopyrimidine (FaPy) are
plausible precursors of the contemporary base pairing system consisting of the Watson-Crick
pairs: A-U and G-C. Recently it was demonstrated, that N-isoxazolyl-ureas and
formamidopyrimidines could have played crucial roles as intermediates in the prebiotic
synthesis of RNA nucleosides. Their ability to transform to the canonical nucleosides via
intramolecular reactions gives us a compelling mechanism to explain the evolutionary
transition of an proto-RNA world to an RNA world. To this end, synthetic routes to the
corresponding phosphoramidite building blocks were developed. The building blocks were
subsequently incorporated into RNA to investigate the base pairing properties of N-
isoxazolyl-ureas. In addition, we demonstrated that the stereochemical configuration of the
anomeric center formed by the intramolecular reaction cascade of N-isoxazolyl-urea-
nucleotides to U and C is highly dependent on the configuration of the neighboring bases.
Furthermore, an alternative scenario in which non-genetic-polymers formed first and then
transitioned to proto-RNAs was investigated. Encouraging preliminary results are reported,
demonstrating that under prebiotic conditions formamidopyrimidines can be regioselectively

attached to abasic sites of oligonucleotides via glycosylation.

In the second part of this thesis a primitive form of RNA-based peptide synthesis was
investigated, employing amino-acid modified, non-canonical nucleosides, regarded as relics
of the RNA world. The transition from the RNA world to a system where proteins became the

primary catalysts, as observed in contemporary life, remains one of the major mysteries
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regarding the origin of life. Here we show a system, where duplexes of oligonucleotides
carrying amino acid modified Nf-carbamoyl adenine (m®aafA) and (methyl)aminomethyl
uridine ((m)nm®U) can undergo peptide bond formation to produce hairpin-like structures.
Cleavage of the carbamoyl bond would furnish RNA with a peptide connected to a (m)nm®U,
enabling us to effectively grow or transfer peptides on RNA. These results provide evidence

for the concept proposing the early existence of an RNA-peptide world.
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Zusammenfassung

Die RNA-Welt-Hypothese geht davon aus, dass RNA eine zentrale Rolle in der frihen
Evolution des Lebens spielte. Diese Annahme basiert auf der Vielseitigkeit von RNA als ein
Molekil, das sowohl in der Lage ist Informationen zu speichern (Genotyp) als auch
biochemische Reaktionen zu katalysieren (Phanotyp). Im Modell der RNA-Welt wird
angenommen, dass zuerst selbstreplizierende RNA auf der frihen Erde entstanden ist und
sich daraus Uber evolutionare Prozesse immer komplexere chemische Strukturen entwickelt
haben. Die Entdeckung, dass die ribosomale Peptidsynthese durch Ribozyme katalysiert
wird, hat die Akzeptanz dieser Theorie weiter gestarkt. Allerdings bleibt die fehlende
Erklarung der RNA-Welt-Hypothese Uber die abiotische Synthese von RNA-Nukleotiden eine
fortwahrende Herausforderung. Der Mangel an Beweisen flr die physikalischen, chemischen
und raumlichen Randbedingungen dieses Prozesses zwingt uns dazu, den Ursprung des
Lebens "neu zu erfinden". Diesbezlglich wurden bereits zahlreiche prabiotisch plausible
Syntheserouten zu RNA-Nukleosiden und -Nukleotiden postuliert. Die ideale Funktionalitat
und Struktur der RNA legen jedoch nahe, dass die RNA selbst ein Produkt der Evolution und
nicht ein Produkt abiotischer Prozesse ist. Es ist wahrscheinlich, dass sich die RNA aus

einem Vorlaufer (Proto-RNA) entwickelt hat, der auf der friihen Erde leichter zuganglich war.

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir ein Szenario, in dem N-Isoxazolyl-Harnstoff und
Formamidopyrimidine (FaPy) plausible Vorlaufer des heutigen Basenpaarsystems gewesen
sein konnten, das aus den Watson-Crick-Paaren A-U und G-C besteht. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass N-Isoxazolyl-Harnstoff und Formamidopyrimidine eine entscheidende
Rolle als Zwischenstufen bei der prabiotischen Synthese von RNA-Nukleosiden gespielt
haben kénnten. Die Moglichkeit, diese Molekile durch intramolekulare Reaktionen in die
kanonischen Nukleoside umzuwandeln, liefert einen Uberzeugenden Mechanismus zur
Erklarung des evolutionaren Ubergangs von einer Proto-RNA-Welt zu einer RNA-Welt. Zu
diesem Zweck wurden synthetische Routen zu den entsprechenden Phosphoramidit-
Bausteinen entwickelt. Diese wurde anschlieBend in RNA eingebaut, um die
Basenpaarungseigenschaften von N-Isoxazolyl-Harnstoffen zu untersuchen. AufRerdem
wurde gezeigt, dass die stereochemische Konfiguration des anomeren Zentrums, das durch
die intramolekulare Reaktionskaskade von N-Isoxazolyl-Harnstoff-Nukleotiden zu U und C
geformt wird, stark von der Konfiguration der benachbarten Basen abhangt. Dartiber hinaus
wurde ein alternatives Szenario untersucht, in dem zunachst nicht-genetische Polymere
gebildet wurden, die dann in Proto-RNAs Ubergehen. Es wurden vielversprechende
vorlaufige Ergebnisse erzielt, die zeigen, dass unter prabiotischen Bedingungen
Formamidopyrimidine regioselektiv an abasischen Stellen von Oligonukleotiden Uber

Glykosylierungen gekoppelt werden kénnen.




Zusammenfassung

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine primitive Form der RNA-basierten Peptidsynthese
untersucht, bei der Aminosaure-modifizierte, nicht-kanonische Nukleoside, die als Relikte der
RNA-Welt gelten, verwendet werden. Der Ubergang von der RNA-Welt zu einem System, in
dem Proteine die Funktion als primare Katalysatoren Ubernommen haben, wie es im
heutigen Leben zu beobachten ist, bleibt eines der gréfdten Ratsel in Bezug auf den
Ursprung des Lebens. In dieser Arbeit zeige ich, dass ein System, in dem Duplexe von
Oligonukleotiden, die Aminosaure-modifiziertes N6-Carbamoyladenin  (mfaa®A) und
(Methyl)aminomethyluridin  ((m)nm®U) tragen, Peptidbindungen eingehen koénnen, um
haarnadelartige Strukturen zu bilden. Durch die Spaltung der Carbamoylbindung wird RNA
mit einem an (m)nm°U gebunden Peptid erhalten. Dies ertffnet uns die Moglichkeit, Peptide
auf RNA effektiv wachsen zu lassen oder zu Ubertragen. Diese Ergebnisse liefern Beweise

fur die Idee der friihen Existenz einer RNA-Peptid-Welt.

VI
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1. Einleitung

1.1. Die Entstehung des Lebens

Die Frage nach der Entstehung des Lebens ist eine der grundlegendsten und zugleich am
wenigsten verstandenen Fragen der Menschheit. Die Entwicklung einer intellektuell
fortgeschrittenen Spezies aus lebloser Materie, die das Bewusstsein erlangt hat, um Uber
dieses Ratsel nachzudenken, stellt ein Ph&dnomen dar, welches die Begeisterung von
Wissenschaftlern aus allen Fachrichtungen weckt. Im Laufe der Menschheitsgeschichte
wurden zahlreiche wissenschaftliche, philosophische und religidse Ansatze verfolgt, um die

Entstehung des Lebens aus unbelebter Materie zu erklaren.
1.2. Was ist Leben?

Bevor wir uns mit der Frage nach der Entstehung beschaftigen, muss eine weitere
entscheidende Frage beantwortet werden: Was ist Leben? Diese Frage wurde bereits von
Erwin Schrédinger 1944 mit seinem gleichnamigen Buch gestellt."! Ein vereinheitlichtes
Merkmal fur alles Leben zu finden, wirkt, aufgrund der enormen Artenvielfalt der Erde, wie
ein aussichtloses Unterfangen. Allerdings offenbaren uns eine Reihe einfacher
Beobachtungen eine bemerkenswerte Ahnlichkeit. Auf molekularer und genetischer Ebene
basiert fast alles Leben auf der Erde auf einen vererblichen Fluss von Information, welches
von Francis Crick als das zentrale Dogma der molekularen Biologie beschrieben wurde
(Abbildung 1).

_ [T
et & . W, ~
N

DNA RNA Proteine

Reverse Transkription

Abbildung 1. Das zentrale Dogma der molekularen Biologie.

Genetische Information wird in der doppelstrangigen Desoxyribonukleinsaure (DNA)
gespeichert und durch den Prozess der Replikation vervielfaltigt. DarGber hinaus kann die
Information Uber Transkription in einzelstrangige Ribonukleinsdure (RNA) umgeschrieben

werden. Diese wird schlieBlich im Prozess der Translation in Proteine umgewandelt. Da die
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einzige Funktion der DNA darin besteht als Speicher der genetischen Information zu dienen,
wird sie als genotypisch bezeichnet. Proteine hingegen besitzen strukturelle oder
katalytische Funktionen und werden somit als phanotypisch bezeichnet. Die Universalitat des
zentralen Dogmas und des genetischen Codes deutet darauf hin, dass sich alles Leben aus

einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt hat.3!

Trotz dieser Erkenntnisse existiert keine klare allgemein anerkannte Definition fur den Begriff
Leben'® 71 Durch einen NASA-Ausschuss wurde 1994 das Leben als ,ein sich selbst
erhaltendes chemisches System, das zur darwinistischen Evolution fahig ist* beschrieben.®
Doch auch diese Definition ist aus vielerlei Grinden unzureichend. Zunachst wurde der
Einfluss und der Informationsfluss der Umwelt vernachlassigt. AuRerdem sind Zellen und
mehrzellige Organismen nicht selbsterhaltend, sondern immer von externen Faktoren oder
anderen Organismen abhangig, um ihr Uberleben und ihre Fortpflanzung zu gewahrleisten.
Daruber hinaus fehlt bei dieser Definition der thermodynamische Aspekt des Lebens als ein
System, das weit entfernt vom chemischen Gleichgewicht existiert.>™ Trotz dieser Kritiken
wird die NASA-Definition von der Forschungsgemeinde der prabiotischen Chemie als

ausreichend anerkannt, um die wichtigsten Aspekte des Lebens zu beschreiben.[?-16]
1.3. Prabiotische Chemie

Die Aufgabe der prabiotischen Chemie besteht darin, die Entstehung und die
Selbstorganisation einfacher Molekile zu erklaren, welche die Bildung lebender Systeme
(Abiogenese) ermdglichte. Bedauerlicherweise existieren heute kaum Hinweise Uber die
planetarischen Bedingungen und verfigbaren Ausgangsmaterialien. Angesichts dieser
begrenzten Informationen und zahireicher weiterer Variablen bleibt uns nur eine
hypothetische Rekonstruktion des Prozesses. Hierflir werden Reaktionen unter ,prabiotisch
plausiblen Bedingungen® durchgefiihrt, die denen der friihen Erde so nah wie mdglich
nachempfunden werden.[' Albert Eschenmoser fasste dieses Problem treffend zusammen:
,Die Entstehung des Lebens kann nicht ,entdeckt’, sondern muss ,neu erfunden‘ werden. (']
Hierzu werden zwei Vorgehensweisen gleichzeitig verfolgt: der Bottom-Up Ansatz

(geologischer Ansatz) und der Top-Down Ansatz (biologischer Ansatz).

1.3.1. Top-down Ansatz

Bei dem Top-down Ansatz werden phylogenetischen Studien verwendet, um alles Leben zu
einem gemeinsamen Ausgangspunkt in der genetischen Geschichte zurtickzuverfolgen. Wie
bereits in Abschnitt 1.2. erwahnt, ist es sehr wahrscheinlich, dass alle drei Doméanen des

Lebens aus einem gemeinsamen Vorfahren entstanden sind. Dieser hypothetische
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gemeinsame Vorfahre wird als last universal common ancestor (LUCA) bezeichnet und als
Schnittstelle zwischen abiotischer Chemie und hochkomplexem Leben angesehen.* 18
Weiss et al. identifizierten Gene, die Uber alle Doméanen des Lebens konserviert sind.
Basierend darauf postulierten sie, dass LUCA anaerob, CO.-fixierend, H>-abhangig, No-
fixierend und thermophil war. Dies legt nahe, dass LUCA bereits einen einfachen

Metabolismus, sowie die Fahigkeit zur Replikation, Transkription und Translation besaf.*!

Dieser Ansatz liefert uns Informationen Uber die essenziellen Funktionen des frihen Lebens
und somit auch Uber die synthetischen Ziele der prabiotischen Chemie. Allerdings gibt er
keine Aufschliisse darlber, wie die bendtigten Biomolekiile (Membranen, Proteine, RNA und
DNA) selbst entstanden sind. Hierzu wird der Bottom-up Ansatz bendtigt, um Reaktionen zu
identifizieren, die unter den geochemischen Bedingungen zu diesen wesentlichen

Komponenten geflhrt haben kdnnten.

1.3.2. Bottom-up Ansatz

Wir wissen heute, dass die Erde etwa 4.53 Milliarden Jahre (4.53 Ga) alt ist.l'®! Zu Beginn
vergrofRerte sich die Erde zunehmend durch Kollisionen mit groRen Projektilen und
Protoplaneten.?>-?21 Zy dieser Zeit, die auch als Hadaikum (4.6-4.0 Ga) bezeichnet wird, gilt
die Erde als eine groRtenteils geschmolzene, lebensfeindliche Masse mit stéandigen
vulkanischen Ausgasungen. Die Formation der Erdkruste wurde durch teils massive
Einschlage gestért, die stark genug waren, um Ozeane verdampfen zu lassen, die
Erdoberflache zu sterilisieren und den Mond zu bilden.?% 2% 24 Nach dem Hadaikum trat die
Erde in das Archaikum (4.0-2.5 Ga) ein, in dem sich eine stabile Hydro- und Atmosphare
bilden konnte. Da bereits fossile Mikroorganismen beschrieben wurden, die bis zu
3.8 Milliarden Jahre alt sein konnten,?®! bliebe nach der Formation der Erde ein Zeitfenster

von etwa einer Milliarde Jahre fur die Entstehung des Lebens.

Es gibt kaum geologische Hinweise, die auf eine Vergletscherung wahrend des Archaikums
hindeuten, daher wird angenommen, dass die Atmosphare im Archaikum in der Lage
gewesen sein muss, genugend Warme zu speichern, um die Oberflachentemperatur Uber
0 °C zu halten. Somit konnte fliissiges Wasser an der Oberflaiche gewahrleistet sein.[?°!
Geologische Kohlenstoffzyklusmodelle haben die wahrscheinliche Erdtemperatur im
Archaikum auf 0-50 °C und den pH-Wert der Ozeane auf 5-7 ermittelt.?”] Die genaue
Zusammensetzung der Atmosphdre zu dieser Zeit ist allerdings eines der groRten
Streitpunkte der prabiotischen Chemie. Die am weitesten verbreitete Annahme ist, dass die
Atmosphéare entweder redox-neutral bzw. nur schwach reduzierend war. So wird

angenommen, dass die Atmosphare hauptsachlich aus einem Gemisch von CO;, H.O, Nz
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und CO bestand, mit geringen Mengen an Hz, CH4, SO, und H,S.?% 29 Zysatzlich missen
weitere mogliche organische Ausgangsmaterialien in Betracht gezogen werden.
Informationen zu diesen koénnen Uber verschiedene Wege gewonnen werden:
Spektroskopische  Untersuchungen des Interstellaren Raums®®: 3" und andere
Himmelskorper unseres Sonnensystems?23¢! kénnen Hinweise (ber die Beschaffenheit der
Erde vor der Abiogenese liefern. Ebenso kdnnen massenspektrometrische Analysen von
eingeschlagenen Meteoriten zeigen, welche im interstellaren Raum produzierten
Verbindungen auch auf der friihen Erde verfigbar waren.B%0 Zuletzt konnen (ber
Entladungs- und UV-Bestrahlungs-Experimente die Wirkung von Blitzen und

Sonnenstrahlung simuliert werden.#1-44]

Das wohl berihmteste Beispiel eines solchen Experimentes wurde von Stanley Miller und
Harold Urey durchgefiihrt.*®! Basierend auf einer von Aleksander Oparin und John Haldane
vorgeschlagenen reduzierenden Ur-Atomspharel*® 4"l aus CH4, NH3, Hz2 und H20O konnten sie
die Synthese von Aminos&uren unter abiotischen Bedingungen nachweisen. 5 481 Spater
zeigte Miller Gber mechanistische Studien, dass sich zunachst Aldehyde und HCN bilden,
welche anschlieBend zu Amino- und Hydroxynitrilen reagieren und in wassriger Phase zu
Aminosauren hydrolysieren. Dieser Vorgang verlauft analog zu der Strecker Synthese zur

Darstellung von Aminosauren.!
1.4. RNA-Welt Theorie

Replikation, Mutation und natirliche Selektion sind die grundlegenden Evolutionsfaktoren,
die die Entwicklung eines komplexen biochemischen Systems von einem primitiven System
ermodglichen. Wie bereits in Abschnitt 1.2. beschrieben, sind die zwei Grundfunktionen des
Lebens auf zwei verschiedene Biopolymere, den Proteinen (Katalyse) und den

Nukleinsauren (Informationsspeicherung), aufgeteilt.

Die Frage, welches dieser beiden Makromolekiile zuerst entstanden ist, erinnert an ein
Henne-Ei-Problem. Woese®™, Crick®"! und Orgel? spekulierten, dass die RNA zuerst
entstanden sei. lhre Begriindung war, dass Nukleinsauren im Gegensatz zu Proteinen einen
plausiblen Mechanismus zur Selbstreplikation besitzen. Durch Watson-Crick-Paarung der
Nukleobasen kénnen Nukleinsauren als Template fir die Synthese komplementarer Strange
dienen. Daruber hinaus besitzt die RNA aufgrund der 2‘-Hydroxygruppen die Fahigkeit,
komplexe tertiare Strukturen in der einzelstrangigen Form auszubilden.!'* 5% Die Entdeckung
von katalytisch aktiven RNA Molekilen (Ribozyme) in den 1980er Jahren durch Cech und
Altman verstarkte das Interesse an dieser Theorie.’* %1 Bei der Untersuchung des

ribosomalen RNA Gens von Tetrahymena thermophilia entdeckte Cech ein Intron, das in der
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Abwesenheit von Enzymen herausgesplei’t werden konnte. Er schloss daraus, dass die
Struktur der RNA-Sequenz diese Reaktion katalysiert.®® % Unabhangig davon untersuchte
Altman die katalytischen Eigenschaften des Enzyms Ribonuklease P, welches aus einer
Protein- und einer RNA-Untereinheit besteht. Als die Proteinkomponente entfernt wurde,
konnte er feststellen, dass die pra-tRNAs trotzdem in die aktiven tRNAs umgewandelt
wurden.P* %. %71 Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass ein einziges Biomolekil die
beiden grundlegenden Funktionen des Lebens, den Genotyp (Informationsspeicher) und den

Phanotyp (Katalysator), besitzen kann.

Diese Entdeckungen fuhrten schlieBlich zur Formalisierung der RNA-Welt-Theorie durch
Walter Gilbert.*® Diese geht davon aus, dass genetisch kodierte Proteine nicht als
Katalysatoren in der RNA-Welt beteiligt waren, die genetische Kontinuitat in der ersten
Phase der molekularen Evolution durch RNA-Replikation gesichert wurde und dass Watson-
Crick-Basenpaarung eine entscheidende Rolle in diesem Replikationsprozess spielte.*® Die
RNA-Welt-Hypothese erméglicht eine plausible Erklarung fir den Ubergang eines primitiven
Systems zum heutigen zentralen Dogma. RNA-Molekiile koénnten sich durch zufallige
Mutation und Rekombination weiterentwickelt haben und schliellich verschiedene
katalytische Funktionen erlangt haben. Diese Funktionen kdnnten anfangs unter anderem
durch Koenzyme erweitert worden sein, welche als molekulare Fossile der RNA-Welt
gelten.’®% 81 |m Laufe der Zeit erwarben diese Ribozyme durch die Evolution die Fahigkeit
Proteine zu synthetisieren und die Enzymkatalyse setzte sich durch, wodurch Ribozyme
langsam an Nutzen verloren. Ein Hinweis hierfliir findet sich in der Struktur des Ribosoms,

das keine Proteinmotive am aktiven Zentrum besitzt.[%%

Die RNA-Welt-Hypothese gilt nicht als unumstritten, trotzdem wird sie aktuell als die
plausibelste Theorie zur Entstehung des Lebens angesehen.P® 8 Es gilt jedoch zunachst zu
klaren, wie Nukleotide ohne Einfluss von Proteinen unter prabiotischen Bedingungen
entstanden sein kénnten. Im Anschluss daran stellen sich die Fragen, wie Nukleotide
enzymfrei zu zufallige RNA Sequenzen polymerisieren konnten und wie diese ebenfalls
enzymfrei repliziert werden konnten.['* Ebenso sollte in Betracht gezogen werden, dass sich

das erste genetische Polymer chemisch deutlich von der aktuellen RNA unterschied.

1.5. Der Ursprung von RNA

RNA besteht aus Nukleosiden, die an der 3‘- und 5‘-Position Uber ein Phosphodiester-
Ruckgrat miteinander verknupft sind. Die einzelnen Nukleoside setzten sich aus dem Zucker
Ribose und den Purin-Nukleobasen Adenin (A) und Guanin (G) oder den Pyrimidin-
Nukleobasen Cytosin (C) und Uracil (U) zusammen (Abbildung 2). Der prébiotische Zugang

zu den Nukleosiden scheint aus retrosynthetischer Sicht offensichtlich zu sein: Die separate
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Synthese der zwei einzelnen Bausteine, gefolgt von der Verknupfung Uber eine

Glykosylierungsreaktion.

a) b) Yy
—N =N I
O _N_ NH; O _N_ 0 o=P~o
4 7 I_
HO lN HO NH © K@,Base
HO oH N HO  ©OH N*( \_/
NH, O ©OH
Adenosin (Adenin) Guanosin (Guanin) Oil'l"‘o
/
o)y o)

K\FNHZ =\__0 Q OH

O N ,{l OGN_ 0=P~o

Pt L e §R o
2 \_/

HO  ©OH HO  ©oH©

Cytidin (Cytosin) Uridin (Uracil) RNA .

Abbildung 2. a) Strukturformeln der RNA Nukleoside Adenosin, Guanosin, Cytidin und Uridin,
zusammengesetzt aus D-Ribose und den vier Nukleobasen Adenin (A), Guanin (G), Cytosol (C) und
Uracil (U). b) Molekularer Aufbau von RNA.

Die 1861 von Butlerov entdeckte Formosereaktion wird als die wichtigste prabiotische
Syntheseroute fur Zucker angesehen. |hm gelang die Herstellung eines komplexen
Zuckergemisches (Tetrosen, Pentosen, Hexosen und ihre Abbauprodukte) durch die
Polymerisation von Formaldehyd 1 unter basischen Bedingungen in Gegenwart von
Calciumhydroxid (Schema 1)4 Die Reaktion beginnt mit Formaldehyd 1, welches durch
Photolyse aus CO. und H,O hergestellt werden kann.%®! Die initiale Dimerisierung von
Formaldehyd 1 zu Glycolaldehyd 2 verlauft Gber einen noch unbekannten Mechanismus.®!
Im nachsten Schritt kann Glycolaldehyd 2 wiederum Uber eine Aldolkondensation mit
Formaldehyd 1 zum Cs-Zucker Gylcerinaldehyd 3 reagieren. Dieses kann zu
Dihydroxyaceton 4 isomerisieren und somit kénnen anschlielend Uber weitere
Aldolkondensationen und Umlagerungen schrittweise komplexe lineare oder verzweigte
Zucker aufgebaut werden.®”! Analysen von Decker et al. zeigten eine riesige Brandbreite an
gebildeten Produkten. Aus prabiotischer Sicht ist dieser Mangel an Selektivitat eine grofl3e
Herausforderung. Aufgrund der geringen Stereo- und Regioselektivitat liegt die Ausbeute von
Ribose bei weniger als 1 %.[%% 51 Angesichts dieser Probleme wurden intensive
Anstrengungen unternommen, um die Reaktion auf die Riboseproduktion auszurichten. Zum
Beispiel konnten Zubay et al. zeigen, dass die Selektivitdt fir Aldopentosen durch die
Verwendung einer Suspension aus Magnesiumhydroxid und Blei(ll)-lonen erhéht wird.[: 7]

Ein weiterer Ansatz beruht auf der Fahigkeit von Boraten die cis-Diol-Strukturen von Zuckern
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wie Ribose in der zyklischen Form zu komplexieren, wodurch die Enolisierung des Zuckers
verhindert und die Stabilitat erhéht wird."? Benner et al. nutzten dies aus, um mit
Boratmineralien Ribose und andere Pentosen wahrend der Formosereaktion
anzureichern.7% Ein Grund fiir die geringe Ribose-Selektivitat der Formosereaktion ist die
schnelle Isomerisierung von Glycerinaldehyd 3 zu Dihydroxyaceton 4. Eschenmoser et al.
konnten diese Isomerisierung durch die Verwendung von Glycolaldehyd-2-phosphat 5
verhindern, um racemisches Ribose-2,4-phosphat 6 als Hauptprodukt mit einer Ausbeute
von 12% zu erhalten (Schema 1b).’® 71 Allerdings ist dieses Ribose-Derivat aus
prabiotischer Sicht nicht von Bedeutung und Methoden, dieses zu den nitzlicheren 3- oder
5-Phosphaten umzuwandeln, existieren bisher nicht. Die Formosereaktion wird in Hinsicht
auf die selektive prabiotische Bildung von Ribose weiterhin als unzureichend angesehen.
Trotzdem ist diese, aufgrund der Einfachheit C1-Molekile in C5-Molekile umzuwandeln,

weiterhin von grofRer Bedeutung fiir das Forschungsfeld. !
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Schema 1. a) Vorgeschlagener Mechanismus der Formosereaktion durch Breslow!®”], ausgehend von
Formaldehyd 1, um komplexe lineare oder verzweigte Zucker aufzubauen. b) Selektive Synthese des

Ribose-Derivates 6 ausgehend von Glycolaldehyd-2-Phosphat 5 nach Eschenmoser et al.["®l

Die Annahme, dass eine einfache Kondensation zwischen Zucker und Base das gewlinschte
Nukleosid ergeben wuirde, regte die Entwicklung vieler synthetischer Routen zu den

Nukleobasen an. Die erste dieser Syntheserouten war die 1960 von Oré entwickelte Purin-
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Synthese mittels HCN-Polymerisation. Durch das Erhitzen einer Ammoniumcyanid-Lésung
auf 70 °C konnte er die Bildung von Adenin mit einer Ausbeute von 0.5 % nachweisen.[’®
Diese Ausbeute konnte spater durch die Zugabe von Glycolnitril” oder durch die
Verwendung von HCN und flissigem Ammoniak verbessert werden.® Mechanistische
Studien durch Ferris und Orgel zeigten (Schema 2), dass das HCN-Trimer Aminomaleonitril
7 (AMN) und das Tetramer Diaminomaleonitrii 8 (DAMN) wichtige Zwischenprodukte der
Synthese sind. Die Bildung von 5-Aminoimidazol-4-carbonitril 9 (AICN) kann entweder Uber
UV-Bestrahlung von DAMN 8 oder uber die Reaktion von AMN mit Formamidin 10
verlaufen.B1 AICN 9 kann anschlieBend zu 5-Amino-4-imidazolcarboxamid 11 (AICA)
hydrolysieren, beide Molekule kdnnen schlief3lich durch die Reaktion mit verschiedenen

Kohlenstoffquellen eine Reihe an Purinen bilden. 2%
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N 0 NH N—"SN
- : ¢
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Guanin 2,6-Diaminopurin

Schema 2. Purinsynthese tiber HCN-Polymerisation nach Or6/”® und spater modifiziert durch Ferris
und Orgel.[81-8%

Pyrimidine kénnen ausgehend von Cyanacetylen 12 dargestellt werden, welches durch
Gasentladung in einem Methan- und Stickstoff-Gemisch, durch das Erhitzen von Acetylen in
Stickstoff oder aus Ethin und Cyanid entstehen kann. Orgel et al. zeigten die Synthese von

Cytosin 13 und dessen anschlieBende Hydrolyse zu Uracil durch die Reaktion von
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Cyanacetylen mit Cyanat 14 oder Harnstoff 15 (Schema 3a).*" 8 871 Eine Alternative
prabiotisch plausible Pyrimidinsynthese lber das Zwischenprodukt S-Methylpyrimidinon 16
wurde von Carell und Mitarbeiter entwickelt (Schema 3b). Diese startet im ersten Schritt
ebenfalls mit Cyanacetylen 12, welches mit Dimethylamin 17 und Thiourea 18 zum Thioamid
19 reagiert. Dieses wird im nachsten Schritt mit N-Methyl-N-nitrosoharnstoff 20 zu S-
Methylpyrimidinon 16 umgesetzt, welches mit unterschiedlichen Nukleophilen zu den
jeweiligen Pyrimidin-Modifikationen reagieren kann.®®l Die préabiotische Relevanz einiger

dieser Modifikationen wird in einem spateren Teil dieser Arbeit diskutiert (Abschnitt 1.6).
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Schema 3. Prabiotisch plausible Pyrimidinsynthesen ausgehend von Cyanacetylen 12 nach a) Orgel
et al.®¥ und b) Carell et al.l®!

1.5.1. Prabiotische Synthese der Nukleoside

Es existieren Uberzeugende Beweise fur die prabiotische Bildung der Nukleosid-Bausteine,

insbesondere der Nukleobasen. Es bleibt die Frage wie sich aus diesen beiden Bausteinen
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Nukleoside bilden konnten. Wie bereits oben beschrieben, ware die einfachste Lésung die
direkte Glykosylierung von Ribose mit der jeweiligen Nukleobase. In den ersten
Experimenten durch Fuller et al., die D-Ribose mit Purinen in Anwesenheit von einem
Gemisch aus Meerwasser-Salzen erhitzt haben, konnten allerdings nur geringe Ausbeuten
der erwunschten kanonischen (-Ribofuranose-Nukleoside erhalten werden (4 % fur B-D-
Adenosin und 9 % fir B-D-Guanosin).t% % Chemisch betrachtet ist dies nicht Gberraschend.
Ribose liegt in wassriger Losung hauptsachlich in der Pyranoseform vor, wahrend das
bendtigte a-Furanose Isomer nur 7% des Isomerengemisches ausmacht.®'! Dariiber hinaus
ist die fehlende Regioselektivitat und die geringe Nukleophilie des N°-Stickstoffes eine
weitere Herausforderung. Dies fiihrt dazu, dass bevorzugt die exozyklische N°-Amino-
Gruppe reagiert. Die gleichen chemischen Herausforderungen weisen auch die Pyrimidine
auf. Hinzu kommt hier, dass das freie Elektronenpaar des N'-Stickstoffs im Pyrimidinring
delokalisiert ist. Folglich konnten unter den gleichen Reaktionsbedingungen die Bildung von
Cytidin und Uridin nicht beobachtet werden.®® ° Um diese Probleme, die allgemein als das
Glykosylierungs-Problem zusammengefasst wurden,!'! zu Gberwinden, wurden alternative

Syntheserouten entwickelt, die auf eine direkte Glykosylierung verzichten.
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Schema 4. Pyrimidin-Nukleotid (Nukleosid) Synthese nach Sutherland et al.l®?

Inspiriert durch die de novo Purinbiosynthese wurde von Sanchez und Orgel ein indirekter
stufenweiser Aufbau der Nukleobase an der Ribose als mdgliche Lésung vorgeschlagen.[®?
Sie gingen von Ribose-5-Phosphat aus, welches sie mit Cyanamid 21 umsetzten.
AnschlieRend reagierte das entstandene Aminooxazolin-Derivat mit Cyanoacetylen 12 und
hydrolysierte letztich zum a-Cytidin. Das natirliche B-Cytidin  konnte nach
Photoisomerisierung mit einer Ausbeute von 5 % erhalten werden.®® Sutherland et al.

erweiterten diese Syntheseroute (Schema 4), indem sie von den prabiotisch plausibleren

10
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Startmaterialien Glycolaldehyd 2 und Glycerinaldehyd 3 ausgingen und die Ribose an der
Aminooxazol-Struktur aufbauten. Im ersten Schritt reagiert Glycolaldehyd 2 mit Cyanamid 21
zu 2-Aminooxazol 22. Dies reagiert anschlielend in einer Phosphat-katalysierten Reaktion
mit Glycerinaldehyd 3 zu Pentose-Aminooxazolinen. Das erwinschte Isomer 23 wird nur mit
einer Ausbeute von 15°% gebildet, kann aber in Lésung angereichert werden. Im nachsten
Schritt wird das Intermediat mit Cyanoacetylen 12 zum Anhydro-arabinonukleosid 24
umgesetzt und anschlieflend durch eine Substitution mit Phosphat zum B-Ribocytidin-2,3-
Cyclophosphat 25 umgewandelt. Durch photochemische Bestrahlung von 25 (245 nm) kann
das Uridin-Derivat 26 gebildet werden.®> ¥ Diese Synthese war die erste ihrer Art, um
Pyrimidinnukleoside in hohen Ausbeuten zu erhalten. Sie zeichnet sich ebenfalls dadurch
aus, dass die Probleme um die Verfligbarkeit der Ribose und das Glykosylierungs-Problem
elegant umgangen werden kdnnen. Allerdings bleiben Fragen beziglich der Plausibilitat des
Reaktionswegs offen.[*® Zunachst werden chromatographisch aufgereinigte Reagenzien und
eine sehr spezifische Abfolge ihrer Zugabe bendtigt. Zum Beispiel wird das reaktive und
instabile Cyanacetylen in groRen Mengen (8 Aquivalente) in einem der letzten
Syntheseschritte verwendet. Nennenswert ist zudem die Verwendung von hohen
Konzentrationen an Reaktanten und Puffern. Des Weiteren konnte bisher keine Erklarung
dafir gefunden werden, wie kanonische Purin-Ribonukleoside unter kompatiblen
Bedingungen auf der fruhen Erde entstanden sein konnten. Allerdings konnten Powner und
Sutherland die Bildung von 8-Oxo-Purin-Nukleosiden und Purin-Desoxynukleoside Uber

ahnliche Reaktionswege nachweisen. [ 9]

Eine Ubereinstimmende Erklarung, wie Pyrimidin- und Purin-Ribonukleoside simultan auf der
frihen Erde gebildet wurden, schien weiterhin eine grol’e Herausforderung fir die
Forschungsgemeinde zu sein. Dieses Problem konnte schliefdlich 2019 von Carell et al.
gel6st werden (Schema 5).° %1 Die postulierte Pyrimidinsynthese nach Carell beinhaltet das
entscheidende Zwischenprodukt N-Isoxazolyl-Harnstoff 27, welches regioselektiv glykosyliert
werden kann. Die Synthese beginnt mit der Bildung von 3-Aminoisoxazol 28, das durch die
Reaktion von Cyanacetylen 12 mit Hydroxylurea 29, Hydroxylamin 30 oder Nitrosodisulfonat
31 hergestellt werden kann. 3-Aminoisoxazol 28 kann anschlieffiend mit Harnstoff 32 zu 27
umgesetzt werden, welches in einer effizienten l6sungsmittelfreien Reaktion mit Ribose 33
zu dem Vorlaufer-Nukleosid 34 reagiert. Im letzten Schritt wird in einer Reaktionskaskade die
N-O-Bindung der Isoxazol-Untereinheit durch katalytische Mengen an Fe?* und einer
Thiolquelle  reduktiv  aufgespalten. Durch die anschlieBende intramolekulare
Tautomerisierung, Zyklisierung und Wasserabspaltung wird das kanonische [(-D-
Ribofuranosylcytosin B-35 (neben anderen Isomeren) mit einer Ausbeute von 27 % gebildet.

Die Purinsynthese nach Carell, inspiriert durch die Arbeit von Trinks!'® und Koch!"%!,

11
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verwendet N-Formamidopyrimidine (FaPys) um die kanonischen Purin-Nukleoside zu
generieren. Die Syntheseroute beginnt mit der Reaktion von Malononitril 36 oder 2-Amino-2-
Cyanoacetamid 37 und Amidinen 38, die prabiotisch Uber einfache Molekiile wie HCN,
Cyanamid und Cyanacetylen 12 zugéanglich sind, zu den Nitrosopyrimidinen 40 und 41.
Uberraschenderweise kann diese Reaktion auch geldst in 3-Aminoisoxazol 28 ablaufen.
Nach der Formylierung von 40-41, kénnen die FaPys 42-43 regioselektiv mit Ribose 33 zu
den Vorlaufer-Nukleosiden 44-45 reagieren und Uber eine intramolekulare Kondensation zu
den Purin-Nukleosiden 46-47 umgewandelt werden. Die letzten zwei Schritte der Pyrimidin-
und Purinsynthesen koénnen unter den gleichen Bedingungen ablaufen.®® 1 Die
Regioselektivitdt wahrend der Ribosylierung ist ein groRer Vorteil der Carell-
Nukleosidsynthesen. Diese geht bei den FaPys auf die Cz Symmetrie und die Anwesenheit
der zwei nukleophilen N*- und Ne-Amino-Aminogruppen zuriick. Bei N-Isoxazolyl-Harnstoff
32 ist diese Selektivitat der Abwesenheit weiterer nukleophiler Zentren geschuldet. Ein
Nachteil dieser Synthese ist eben dieser Schritt der Ribosylierung. Durch die direkte
Glykosylierung mit den Vorlaufer-Nukleosiden entsteht ein Gemisch aus vier moglichen
Isomeren: den a/B-Furanosiden und a/B-Pyranosiden. Zudem ist dieser Reaktionsweg von
der Verflugbarkeit vollstandig gebildeter Ribose in einem spateren Stadium der Synthese

abhangig.

12
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Schema 5. a) Synthese von N-Isoxazolyl-Harnstoff 27 und N-Formamidopyrimidine 42-43 unter
prabiotischen Bedingungen b) Pyrimidin-Nukleosid und Purin-Nukleosid-Synthese unter einheitlichen

Bedingung nach Carell et al. ®®

In den letzten Jahren wurde die Bildung von Pyrimidin-Nukleosiden und Purinen-Nukleosiden
unter prabiotisch plausiblen Bedingungen mit einer zunehmenden Zahl an experimentellen
Fakten belegt. Der nachste logische Schritt ist die Suche nach einer Losung fur die Frage:
Wie koénnen diese Nukleoside phosphoryliert und miteinander verknUpft (oligomerisert)

werden, um RNA-Molekile zu bilden?

1.5.2. Phosphorylierung

Die Verflugbarkeit von anorganischem Phosphat auf der friihen Erde ist stark umstritten.

Orthophosphat (PO.*), die haufigste Form von Phosphor auf der Erde, kommt gréRtenteils in

13
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Apatitmineralen vor, die in den meisten geologischen Gegebenheiten relativ unreaktiv und
unléslich sind.['%2 Die Schwierigkeit konzentriertes Phosphat zu bilden, zusammen mit seiner
zentralen Rolle in prabiotischen Synthesen, wurde seit jeher als Phosphat-Problem
bezeichnet.l'®1%!  Dennoch konnten plausible Ansatze und Bedingungen fir

Phosphorylierungen gefunden werden.

Der am meisten untersuchte Ansatz flir prabiotische Phosphorylierungen ist die elektrophile
Aktivierung von Orthophosphaten. Hierfir wurden zahlreiche Aktivierungsmittel wie
Cyanat!'®  Cyanacetylen  121"%7  Cyanamidl'®!  und  Dicyan!'®  betrachtet.
Phosphorylierungsreaktionen in Wasser sind thermodynamisch ungunstig, da das Wasser
mit dem Reaktionspartnern konkurriert und somit konnten nur geringe Ausbeuten durch
diese Ansatze erhalten werden.['%6 108 1101 Um dieses Problem zu umgehen, wurden
wasserfreie Bedingungen in Betracht gezogen. Auf diese Weise konnten Nukleotide mit
Ausbeuten von bis zu 50 % durch Reaktionen in Formamid!"™ "2 und 16 % unter
I6sungsmittelfreien Bedingungen erhalten werden.!'"! Die selektive Phosphorylierung der
5'-Position konnte ebenfalls vor kurzem in dry-down-Experimenten unter wasserfreien
Bedingungen in Ameisensaure gezeigt werden.""¥ Als Alternative wurden auch reaktivere
Phosphorquellen untersucht. Reduzierte Phosphorspezies in Form des meteoritischen
Minerals Schreibersit ((Fe,Ni)sP) kénnen in Wasser korrodieren (Hydrolysieren) und ein
Gemisch aus Phosphit (HPO3’), Phosphat, Hypophosphat (P20s*), Pyrophosphat (P.0%),
Triphosphat und Trimetaphosphat 48 (TMP) bilden.l''>"""] Pasek et al. zeigten, dass diese
Korrosion mit der Phosphorylierung von Nukleosiden gekoppelt werden kann, um geringe
Mengen an Nukleotiden zu gewinnen.["8 Das Korrosionsprodukt Trimetaphosphat 48 kann
ebenfalls durch magmatische Prozesse und durch die Kondensation von Phosphaten
gewonnen werden.l""®12" Die zyklische Phosphat-Verbindung ist wasserlslich und kann
durch die energetisch beginstigte Ring6ffnung diverse Nukleotide bilden.[" 2“AMP und
3-“AMP koénnen mit einer Ausbeute von 31 % (1:1 Gemisch) durch die Reaktion von
Adenosin mit Natriumtrimetaphosphat 48 unter basischen Bedingungen gebildet werden.['?2
Durch den Zusatz von Metallkatalysatoren kénnen ebenfalls 2°,3‘-cAMP, 5-AMP und das
biologisch relevante 5-ATP gebildet werden (Schema 6).'2%! Letztere Verbindung galt bis
dato als sehr schwierig zu synthetisieren.l'?* 125 Dariiber hinaus kann Trimetaphosphat 48
mit  Ammoniak  reagieren und  Amidotriphosphat 49 (AmTP) und das
Phosphorylierungsreagenz Diamidophosphat 50 (DAP) bilden.['?8! Krishnamurthy und seine
Mitarbeiter konnten zeigen, dass 50 mit Ribonukleosiden zu 2°,3'-cNMPs mit Ausbeuten von
bis zu 89 % reagierten (Schema 6).['*" 1281 AuRerdem konnten die Phosphorylierungen von
Zuckernl'?® 1301 Fettsguren!'?® und die Oligomerisierung von Aminosauren!'3" durch DAP

nachgewiesen werden.
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Schema 6. Phosphorylierung von Nukleosiden unter prabiotisch plausiblen Bedingungen mit
Trimetaphosphat 44 und Diamidophosphat 50.1'23 1271

1.5.3. Oligomerisierung

Wie bereits in Abschnitt 1.4. beschrieben gilt die nicht-enzymatische Oligomerisierung von
Nukleotiden

entscheidenden Argumente zur Begrindung der RNA-Welt-Theorie. Allerdings ist die

und die anschlieBende nicht-enzymatische Replikation als eine der

Kondensation (Oligomerisierung) von Nukleotiden in Wasser eine thermodynamisch sowie
kinetisch ungiinstige Reaktion, die nicht spontan auftreten kann.'"¥ Dies, zusammen mit der
geringen Regioselektivitdt der Reaktion (2'-5'- oder 3'-5-Phosphodiesterbindungen sind die
moglichen Produkte), sind die grofiten Probleme bei der Oligomerisierung zur Bildung von
RNA. Trotz dieser Herausforderungen konnten beachtliche Erfolge erzielt werden. In den
ersten Experimenten wurden Nukleotidmonophosphate (NMP) [6sungsmittelfrei erhitzt.
Dadurch wurde ein komplexes Gemisch an kurzen Oligonukleotiden mit zufalligen 2'-5‘- oder
Nukleotide

Bedingungen zu polymerisieren, bendétigten zwangslaufig Aktivierungsmittel. Hierfur wurden

3‘-5-Phosphodiesterbindungen erhalten.l'*?  Versuche, unter wassrigen

zum Beispiel Cyanamid und andere wasserldsliche Carbodiimide verwendet, allerdings
konnten nur geringen Ausbeuten an Dinukuleotiden und sehr kurze Oligonukleotide erhalten

werden.['4 133,134 |m Gegensatz zu den Monophosphaten sind zyklische Phosphate durch die
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thermodynamisch beglinstigte Hydrolyse reaktiver.'®! Fir die Oligomerisierung koénnen
2',3"-zyklische Monophosphatel'®®: 1371 oder 3‘5‘-zyklische Monophosphatel'3® 139 unter
I6sungsmittelfreien Bedingungen erhitzt werden. Im Fall von 3‘,5'-zyklischen GMP konnten
Oligomere mit Langen von bis zu 40 Nukleotiden erhalten werden.!'*¥ Alternativ wurden auch
aktivierte 5°-Phosphate in Form von Phosphorimidazolen als Substrate in Betracht gezogen.
Phosphorimidazole von Nukleotiden kénnen unter prabiotisch plausiblen Bedingungen aus
5°-Nukleosidmonophoshaten oder 5'-Nukleosidpolyphosphaten und Imidazol gebildet
werden.['4%-142] |n Gegenwart von Metallionen (z.B. Zn?*, Pb?*, UO,?*, Lu**) konnten aus den
aktivierten 5'-Phosphaten bis zu 16mere (katalysiert durch UO2?*) erhalten werden.
Allerdings wurden durch diese Reaktionen hauptsachlich 2‘,5'-verknipfte Oligomere und
Pyrophosphate erhalten.'*>'471 Ferris et al. konnten daraufhin zeigen, dass Mineralien die
Regioselektivitdt der Kondensation steuern kdonnen. Durch Reaktionen an der Oberflache
von Montmorillonit wurden bevorzugt 3‘-5° verknlpfte Oligomere gebildet, wobei Langen von
bis zu 50 Nukleotid-Einheiten erhalten wurden.!'“8'51 Deamer et al. erweiterten dies, indem
sie diese Reaktion in multi-lamellenartigen Lipid-Vesikel durchflhrten. Die Lipid Matrix
beschleunigte die Polymerisation, so konnten durch Hydrations- und Dehydrations-Zyklen

Polymere mit 25-100 Einheiten erhalten werden.['%2 153

Nach erfolgreicher Bildung von Oligonukleotiden mit verschiedenen Sequenzen kénnen die
Einzelstrange Uber nicht-enzymatische, templat-vermittelte Polymerisation die Synthese der
komplementaren Strange steuern und somit ein selbstreplizierendes System aufbauen. Fir

diesen Prozess wurden bereits attraktive Ansatze diskutiert.[66: 154]

1.6. RNA-Modifikationen und der Ursprung der Translation

Bevor die drei Domanen des Lebens und friihe Zellentwicklung entstehen konnte, musste
sich ein primitives Translationssystem in der RNA-Welt entwickelt haben.['*! Die Evolution
der Translation hat wahrscheinlich mit der Synthese von kurzen und zufalligen
Peptidsequenzen begonnen, die eine begrenzte Anzahl an prabiotisch plausiblen
Aminosauren (A, D, E, G, I, L, P, S, T, V) besaRen.l'¢'% Die Tatsache, dass Proteine
ausschlielllich in der Peripherie des Ribosoms zu finden sind, wahrend RNA in Form von
ribosomaler RNA (rRNA) das Peptidyltransferase-Zentrum bildet und die Funktion der tRNA-
Selektion austibt, deutet darauf hin, dass das erste Translationssystem ausschliel3lich aus
RNA bestand.> '8 Neben dem Translationsapparat musste auch der genetische Code
bereits frih existiert haben. Dies wurde bedeuten, dass Transfer-RNAs (tRNA) ebenfalls

bereits in einem friihen Stadium der Evolution gebildet wurden.!">!
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Abbildung 3. Strukturen von modifizierten Nukleosiden, die durch phylogenetische Studien als
molekulare Fossile von LUCA identifiziert wurden sind.[6%

Um nach Hinweisen flr ein primitives Translationssystem zu suchen, kénnen die Strukturen
der rRNAs und tRNAs genauer betrachtet werden. Vor allem in tRNAs kénnen eine Vielzahl
an Modifikationen an den Nukleobasen und der Ribose gefunden werden. 18 dieser
Modifikationen sind in den tRNAs aller drei Domanen des Lebens vorhanden und kdnnen
somit als molekulare Fossile von LUCA betrachtet werden (Abbildung 3).* ¢ Diese
Modifikationen sind aus chemischer Sicht meistens relativ einfach. Es handelt sich meistens
um Methylierungen an der 2'-Position der Ribose oder an den Nukleobasen. Weitere
Modifikationen umfassen Acetylierungen (ac*C), Thiolierungen (S°U), die Reduktion der
Doppelbindungen von Uridin (Dihydrouridin, D) oder die Isomerisierung der Uracil-Ribose-
Verknlpfung (Pseudouridin, ¥). Die komplexeste Modifikation, N®-Threonylcarbamoyl-
Adenosin (t8A), enthalt die Aminosaure Threonin, die lber eine Harnstoffbriicke an Adenosin
gebunden ist. 8183 Djese Modifikation kann ausschlieRlich in der Position 37 nahe der
Anticodon-Schleife gefunden werden und ist fur die korrekte Ausbildung der Anticodon-
Schleife wahrend der Translation verantwortlich.l'84 8% Es ist vorstellbar, dass Aminosaure-
modifizierte Nukleoside wie t®A Teil des primitiven Translationssystems waren. Diese

Hypothese wird durch Carell et al. unterstitzt, die zeigen konnten, dass N&-
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Glycinylcarbamoyl-Adenosin (G®A) und t®A unter prabiotisch plausiblen Bedingungen
gebildet werden kénnen.['®®! In dem heutigen Translationsprozess werden Aminoséauren (ber
5’-Aminoacyladenyate (aa-AMP) aktiviert und anschliel3end lber eine Ester-Bindung mit der
3’-Hydroxygruppe der Ribose verkniipft.'®”! Diese Bindung kann unter basischen oder
sauren Bedingungen leicht hydrolysiert werden.['®8 89 Es ist somit unwahrscheinlich, dass
dieses System unter den harschen Bedingungen der frihen Erde in einem primitiven

Translationsprozess zum Einsatz kam.

Die Fragen, wie die Translation auf der frihen Erde entstanden sein kdnnte und wie die
RNA-Welt in eine RNA-Peptid-Welt Gbergehen konnte, bleiben weiterhin einige der zentralen
ungeklarten Fragen.'™ Vor kurzem wurden Prozesse entdeckt, die die nicht kodierte
Verlangerung von Peptiden unter prabiotisch plausiblen Bedingungen erklaren konnten ']
Daruber hinaus berichteten Richert et al. Uber die templatgesteuerte Bildung von
Peptidbindungen mit Hilfe von Aminosauren-beladenen Nukleotiden. Allerdings konnten Gber
diesen Mechanismus nur maximal Tripeptide gebildet werden.!'"? Eine weitere Mdglichkeit,
wie Peptide mittels Aminosaure-modifizierter Nukleoside an der RNA synthetisiert werden
konnen, wird in Abschnitt 3.1. diskutiert.

1.7. Alternative zur RNA
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Abbildung 4. Strukturen von madglichen Vorlaufer-Polymeren.

In Anbetracht der zahlreichen Herausforderungen, die die Synthese von RNA unter
prabiotischen Bedingungen mit sich bringt, sollte die Mdglichkeit in Erwdgung gezogen
werden, dass RNA-Molekile nicht die ersten genetischen Systeme auf der friihen Erde
waren. Die ldee, dass die RNA ein Produkt chemischer Evolution ist und somit ein

Nachfolger einer einfacheren ,Proto-RNA“, wurde bereits 1987 von Orgel und Joyce
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vorgeschlagen.l'! Nach dieser Theorie besteht die Mdglichkeit, dass am Anfang der
chemischen Evolution einfachere und besser verfligbare Molekile allen drei strukturellen
Komponenten der RNA vorrausgingen. Durch schrittweisen Austausch der Komponenten im
Laufe der RNA-Evolution haben sich die vier kanonischen Nukleobasen, Ribose und
Phosphat als Bausteine durchgesetzt. Es ist denkbar, dass wahrend dieser Evolution eine
Komponente mehrfach ausgetauscht wurde und auch mehrere Komponenten simultan
ausgetauscht wurden. Demnach konnte eine Vielzahl intermediarer Proto-RNAs im Laufe der
Entwicklung zur spezialisierten (kanonischen) RNA existiert haben.['41771 Dies bedeutet,
dass der chemische Raum der Proto-RNA Kandidaten fast grenzenlos erscheint. Ein
Szenario, das einst von Leslie Orgel als eine ,dustere Aussicht’ (gloomy prospect)
beschrieben wurde.l'”® Seitdem wurden bereits vielversprechende Vorschlage fiir potenzielle

Vorlaufer Strukturen entwickelt.

Orgel und Joyce postulierten die Existenz von Vorlaufer-Polymeren aus einfachen, flexiblen,
moglicherweise prochiralen Nukleotidanaloga, die auf der frihen Erde leicht synthetisiert
werden konnte und schnell polymerisieren konnten. Dabei schlugen sie acylische
Nukleinsduren vor, die von Glycerin abgeleitet sind.'”® Meggers et al. konnten dies
experimentell validieren, indem sie zeigten, dass Glycol-Nukleinsauren (GNA) in der Lage
sind mit sich selbst und mit RNA antiparallele Duplexe zu formen (Abbildung 4).['”°! Die
Kreuzhybridisierung gilt als die essentielle Eigenschaft einer potentiellen Proto-RNA,
wodurch ein effektiver Transfer von Information zwischen den Polymeren wahrend der
Evolution gesichert werden konnte.l'8) Eschenmoser zeigte, dass Threose-Nukleinsduren
(TNA), welche aus 3',2°-verknlpfte a-D-Threofuranosyl-Einheiten bestehen, ebenfalls diese
Eigenschaft besitzen und Watson-Crick-Paarungen mit sich selbst und auch RNA eingehen
konnen.l'®": 1821 Der C4-Zucker Threose ist aus prabiotischer Sicht einfacher zugénglich als
Ribose, was es zu einem attraktiven Kandidaten macht. In den letzten Jahren wurde dieser
Ansatz zudem durch die prabiotischen Synthesen von Threose-Nukleosiden gestarkt.['83: 184]
Eines der radikalsten Vorschlage ist wohl die Peptid-Nukleinsdure (PNA), aufgebaut aus
N-(2-Aminoethyl)glycin-Einheiten. Der grofe Vorteil der PNA ist Verwendung einer einzelnen
Molekilspezies, um das gesamte Ruckgrat des Polymers herzustellen. Auch Strukturen, die
eine gréRere Ahnlichkeit mit Ribose aufweisen kénnen in Betracht gezogen werden.
.Kanonische“ Arabino-Nukleoside kdnnen prabiotisch in einer Reaktionssequenz mit
furanosyl-Selektivitat geformt werden.['8 Die Attraktivitat der Arabinose-Nukleinsduren (ANA)
liegt neben der ahnlichen Tertiarstruktur zu RNA und DNA vor allem in der hdheren

hydrolytischen Stabilitidt des Phosphodiester Riickgrates.['8: 187]

Eschenmoser konnte dartiber hinaus zeigen, dass pyranosyl-RNA (p-RNA) im Vergleich zur

kanonischen RNA deutlich stabilere Duplexe formen kann. Diese Beobachtung kann als ein
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Argument fur den evolutionaren Vorteil der RNA interpretiert werden, da eine optimale und
nicht maximale Duplexstabilitat bendétigt wird. Die starke helikale Stabilitat konnte zu eine

Selbstinhibierung der p-RNA gefiihrt haben, welche sie fiir eine Replikation unbrauchbar

gemacht hat. [188. 18]
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Abbildung 5. Beispiele fiir plausible proto-RNA Komponenten a) Phosphodiester-Vorlaufer b)

Vorlaufer Basenpaare.

Es wird vermutet, dass die Phosphodiester-Bindung ebenfalls das optimale Produkt der
molekularen Evolution ist. Die Esterbindung ist labil genug, damit Enzyme Nukleinsduren
hydrolysieren kdnnen und gleichzeitig schitzt die negative Ladung das Phosphorzentrum vor
nukleophilen Angriffen, um es gegen spontane Hydrolyse zu stabilisieren. Aufderdem sorgt
die gleichmalig verteilte negative Ladung fir die helikale Struktur der Nukleinsauren und die

Fahigkeit Watson-Crick-Basenpaarungen auszubilden.['®! Allerdings lassen die in Abschnitt
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1.5. beschriebenen Probleme der geringen Verfligbarkeit von Phosphat und der
thermodynamisch benachteiligten Kondensation darauf schliefen, dass Phosphate nicht die
erste Wahl wahrend der Evolution waren. Hud prasentierte die Idee eines Proto-Rlckgrates
bestehend aus Formosereaktionsprodukten. Aldehyde kénnen zwei Molekile, die OH-
Gruppen enthalten, unter Bildung eines Acetals reversibel verkniipfen.l'® Bereits zuvor
konnten Gao und Jones zeigen, dass die sogenannten Acetal-verknipften Nukleinsduren
(a@NA) in der Lage sind Duplexstrukturen mit RNA und DNA zu formen.l"®" 1921 Je nach
Struktur der Aldehyd-Seitenkette kdnnen die aNA ebenfalls negativ geladen sein. Ein
Beispiel hierfur sind Glyoxylat-Acetal-Nukleinsauren (gaNA), die durch das Erhitzen von
Nukleosiden, Glyoxylat und mono- oder bivalenten Kationen hergestellt werden kdnnen
(Abbildung 5a).'®3! Glyoxylat kann nachweislich unter prabiotisch plausiblen Bedingungen
aus Glycolaldehyd 2 gebildet werden.'""! Hud et al. konnten zeigen, dass gaNA Duplexe
sehr ahnliche helikale Eigenschaften wie RNA aufweisen und erstaunlich stabil gegentber
spontaner Hydrolyse sind.'®® Auch H-Phosphonate wurden als ein potentieller Vorlaufer
diskutiert. H-Phosphonatdiester-Bindungen kdnnen reversibel gebildet werden und kdnnten
durch eine einfache Oxidation zur Phosphodiester-Bindung umgewandelt werden. Allerdings
konnten bisher keine Beweise flir eine prabiotisch plausible Bildung einer solchen

Nukleinsaure gefunden werden.['7%]

Der alteste Vorschlag fur ein nicht-kanonisches Proto-RNA Basenpaar stammt von Crick, der
fur ein primitives System, welches nur aus dem Purin-Purin-Basenpaar Adenin und
Hypoxanthin bestand, warb (Abbildung 5b).5"" Grund dafiir war die vergleichsweise
einfache Bildung von Adenin unter prabiotischen Bedingungen (siehe Abschnitt 1.5)78 199
und der Moglichkeit dieses Gber Desaminierung zu Hypoxanthin zu Gberfiihren.®" Allerdings
konnte nachgewiesen werden, dass Duplexe, die aus Homo-Adenosin und Homo-Inosin-
Strangen bestehen, relativ instabil sind.l'%! Spater konnten Eschenmoser und Switzer jeweils
zeigen, dass aufgrund ihrer Duplex-Stabilitdt Guanin-Isoguanin und Diaminopurin-Xanthin
bessere Kandidaten fiir einen primitiven Code sind.['7"1% Auch Heterozyklyen, die nur
geringe Ahnlichkeiten zu den kanonischen Strukturen aufweisen, koénnen in Betracht
gezogen werden. So schlug Miller Urazol und Guanazol aufgrund ihrer einfachen
prabiotischen Zuganglichkeit und hohen Stabilitdt gegenlber UV-Strahlungen vor.2% Hud et
al. gingen noch einen Schritt weiter und postulierten, dass Information nicht zwangslaufig in
Basenpaaren gespeichert wurde. Sie zeigten, dass 2,4,6-Triaminopyrimidin und Melamin mit
Barbitursdure oder Cyanursdure in Losung Hexaden bilden und sich zu Polymeren
assemblieren konnen.?%" Die meisten dieser Beispiele basieren auf heterozyklischen
Strukturen, die Uber mehrstufige prabiotische Synthesen gebildet werden. Es ist vorstellbar,

dass das erste System zur Speicherung von Information auf einfacheren Strukturen basiert
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war. Aus diesem Grund postulierten Okamura et al., dass Harnstoffe in Form von Biuret und
Triuret durch intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen die planare Struktur der
kanonischen Nukleobasen imitieren und somit ebenfalls in der Lage sind Watson-Crick-

Basenpaarungen einzugehen.202

Somit steht eine Vielzahl an mdglichen Kandidaten fiir alle drei strukturellen Komponenten
einer potenziellen proto-RNA zur Verfligung. Allerdings besteht die tbergreifende Frage, wie
der Austausch der Komponenten stattgefunden hat. Eine mogliche Losung wird im Rahmen
dieser Arbeit diskutiert (Abschnitt 3).
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2. Zielsetzung

Der primare Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung von plausiblen proto-RNA
Basenpaarungssystemen. Nachdem gezeigt werden konnte, dass das N-lsoxazol-3-yl-
Harnstoff-Ribosid und die Formamidopyrimidin-Riboside durch intramolekulare Reaktionen
zu den kanonischen Nukleosiden Cytidin, Adenosin und Guanosin umgewandelt werden
konnen,!™ stellte sich die Frage, ob diese Strukturen Teil einer potentiellen Proto-RNA
gewesen sein kdénnten (Abbildung 6). Diese kénnten als ein alternatives Modell dienen, um
den Ubergang von einer Proto-RNA-Welt zu einer RNA-Welt zu erkléren, bei dem ein

Austausch der Basen-Komponente nicht notwendig war.
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Abbildung 6. Postuliertes Basenpaarungsverhalten der potentiellen Proto-Nukleobasen N-Isoxazol-3-
yl-Harnstoff 103,  4,6-Diamino-5-formamidopyrimidin FaPyA und  2,6-Diamino-4-oxo-5-
formamidopyrimidin FaPyG.

Die Kreuzhybridisierung mit RNA gilt als die wichtigste Eigenschaft, um die Plausibilitat einer
potentiellen Proto-RNA-Komponente zu ermitteln. Zu diesem Zweck sollten zunachst die
Basenpaarungseigenschaften der Proto-Nukleobasen untersucht werden. AnschlieRend
sollte der stereochemische Einfluss des RNA-Stranges (und des komplementaren RNA-
Stranges) auf die intramolekularen Reaktionen untersucht werden. Zu einem besseren
Verstandnis des strukturellen und dynamischen Einflusses der Modifikation auf die RNA-
Struktur sollten NMR-Untersuchungen synthetischer Oligonukleotide, die die Proto-
Nukleobasen enthalten, in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Petra Rovo
durchgefuhrt werden. Unerlasslich fur diese Untersuchungen war die Entwicklung effizienter
chemischer Syntheserouten, um die Phosphoramidit-Bausteine und in Referenzmolekile in
ausreichenden Mengenherzustellen. Im Zuge dessen sollte auch ein Vorlaufermolekul fir
das kanonische Nukleosid Uridin identifiziert werden, welches unter prabiotisch plausiblen
Bedingungen gebildet werden kann. Dieses Vorlaufermolekiil sollte anschlieRend ebenfalls

auf die Fahigkeit Basenpaarungen einzugehen untersucht werden.
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Abbildung 7. Schematische Darstellung eines templatbasierten, primitiven Peptidsynthese-Systems.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss von Aminosaure-modifizierten Nukleotiden in
einer potentiellen RNA-Peptid-Welt untersucht werden. Hierzu sollte ein templatbasiertes,
primitives Peptidsynthese-System entwickelt werden (Abbildung 7). Um diese Studien
durchzufiihren, sollten zunachst nicht-kanonische, Aminosaure-modifizierte Phosphoramidit-
Bausteine synthetisiert und anschlieRend in RNA-Oligomere inkorporiert werden.
AnschlieRend sollte die Maoglichkeit einer templatgesteuerten Peptidbildung untersucht
werden. Ein besonderer Fokus sollte auf die Untersuchung prabiotisch plausibler Mittel zur

Carbonsaureaktivierung gelegt werden.
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3. Veroffentlichte Ergebnisse

3.1. Ein prabiotisch plausibles Szenario einer RNA-Peptid-Welt

»A prebiotically plausible scenario of an RNA-peptide world”

Felix Maller?, Luis Escobar, Felix Xu, Ewa Wegrzyn, Milda Nainyté, Tynchtyk Amatov, Chun-

Yin Chan, Alexander Pichler, Thomas Carell*
Nature, 2022, 605, 279-284.
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Die RNA-Welt Theorie geht davon aus, dass die RNA am Anfang der chemischen Evolution
stand und dass katalytische Peptide in der Evolution viel spater entstanden sind. Es stellt
sich die Frage, wie die RNA-Welt zu einem Stadium Uberging, in dem Proteine die
Katalysatoren des Lebens wurden. Es wird postuliert, dass statt einer reinen RNA-Welt eine
RNA-Peptid-Welt existiert hat, in der neben der RNA auch zufallige, kurze Peptidsequenzen
gebildet wurden. Dieses Manuskript zeigt, dass RNA mittels nicht kanonischer RNA-Basen,
die heute in tRNAs und rRNAs zu finden sind und als molekulare Fossile der RNA-Welt
gelten, eine primitive Form der Peptidsynthese durchfiihren konnten. Die Fahigkeit Peptide
auf RNA zu bilden, ist ein Indiz fur eine mogliche Co-Evolution von Nukleinsduren und
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The RNA world concept'is one of the most fundamental pillars of the origin of life
theory®*.It predicts that life evolved from increasingly complex self-replicating RNA
molecules'?*, The question of how this RNA world then advanced to the next stage, in
which proteins became the catalysts of life and RNA reduced its function predominantly
toinformationstorage, is one of the most mysterious chicken-and-egg conundrumsin
evolution®~, Here we show that non-canonical RNA bases, which are found today in
transfer and ribosomal RNAs®’, and which are considered to be relics of the RNA world® ™2,
are able to establish peptide synthesis directly on RNA. The discovered chemistry creates
complex peptide-decorated RNA chimeric molecules, which suggests the early existence
of an RNA-peptide world® from which ribosomal peptide synthesis* may have
emerged™'®. The ability to grow peptides on RNA with the help of non-canonical vestige
nucleosides offers the possibility of an early co-evolution of covalently connected RNAs
and peptides™”8, which then could have dissociated at a higher level of sophistication to

createthe dualistic nucleic acid-protein world that is the hallmark of all life on Earth.

A central commonality of all cellular life is the translational process,
in which ribosomal RNA (rRNA) catalyses peptide formation with the
help of transfer RNAs (tRNA), which function as amino acid carrying
adapter molecules**'**°, Comparative genomics® suggests that ribo-
somal translation is one of the oldest evolutionary processes'*1#222,
which dates back to the hypothetical RNA world' . The questions of
how and when RNA learned to instruct peptide synthesis is one of the
grand unsolved challenges in prebiotic evolutionary research®>.

The immense complexity of ribosomal translation'* demands a step-
wise evolutionary process”. From the perspective of the RNAworld, at
some point RNA must have gained the ability to instruct and catalyse
the synthesis of, initially, just small peptides. This initiated the tran-
sition from a pure RNA world! into an RNA-peptide world™. In this
RNA-peptide world, both molecular species could have co-evolved to
gainincreasing ‘translation’ and ‘replication’ efficiency".

Togaininsight into the initial processes that may have enabled the
emergence of an RNA-peptide world®, we analysed the chemical prop-
erties of non-canonical nucleosides®’, which can be traced back to the
last universal common ancestor and, as such, are considered to be
‘living molecular fossils’ of an early RNA world® 2,

This approach, which can be called ‘palaeochemistry’, enabled us
to learnabout the chemical possibilities that existed inthe RNAworld
and, therefore, sets the chemical framework for the emergence of life.
In contrast to earlier investigations of the origin of translation®*,
we used naturally occurring non-canonical vestige nucleosides and
conditions compatible with aqueous wet-dry cycles***,

Peptide synthesis on RNA

In modern tRNAs (Fig. 1a), theamino acids that give peptides are linked
tothe CCA 3’ terminus viaalabile ester group®. Some tRNAs, however,

contain additional amino acids in the form of amino acid-modified
nucleosides, for example, g°A (ref. **), t°A (ref. **) and m°t®A (ref. *),
which are found directly next to the anticodon loop at position 37.
Other non-canonical vestige nucleosides often present in the wobble
position 34 are nm°U and mnm°U (refs, 3*7%),

Close inspection of their chemical structures (Fig. 1b) suggests that if
they arein close proximity (step 1), an RNA-based peptide synthesis may
beabletostart (step 2), whichwould create, via a hairpin-type interme-
diate, apeptideattached by a urea linkage to the nucleobase (m®)aa‘A.
Cleavage of the urea®*® (step 3) would furnish RNA with a peptide con-
nected toa(m)nm°U (step4). Subsequently, strand displacement with a
new (m°®)aa®A strand may finally enable the next peptide elongation step.

To investigate the potential evolution of an RNA-peptide world,
we synthesized two complementary sets of RNA strands, 1a-1j and
2a-2c (Fig. 2). The first set contained various m®aa®A nucleotides*
at the 5" end (1a-1j) as RNA donor strands. The complementary RNA
acceptor strands were prepared with an (m)nm°U nucleotide at the 3’
terminus (2a-2c). Figure 2a shows the reactions between 1a and 2a.
The analytical data are presented in Fig. 2b. We hybridized 1a with 2a
and activated the carboxylic acid of 1a using reagents such as EDC*/
Sulfo-NHS*, DMTMM-CI** or methylisonitrile** (pH 6, 25 °C).In all cases
we observed high yielding product formation (Fig. 2c).

A kinetic analysis shows that the nature of the amino acid affects the
couplingrate (Fig. 2d). Forexample, G (in1a) couples to 2c withan apparent
rate constant (k,,,) of 0.1 h™. FortheaminoacidsL (in1d), T (inle) and M
(in1h) afourfold higher rate constant (=0.4 h ") was determined, and the
highest rate was measured for F (in1g) with k,,, > 1h™. These differences
establish a pronounced amino acid selectivity in the coupling reaction,
probably as a result of distinct pre-organizations. We next reduced the
length of the RNA donor strand to five, and finally to three, nucleotides
(Supplementary Information). We detected coupling even with a trimer
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peptidesynthesis. a, tRNA structure showing selected ribose and nucleobase
modifications. The 3-amino acid-acylated adenosineislocated at the CCA3’
end incontemporary tRNAs. 5-Methylaminomethyl uridine, mnm°U, is foundin

RNA donor strand, although it required duplex-enforcing high salt and
low temperature conditions (1 MNaCland 0 °C). Theinteraction of three
nucleotides onthe donorwiththe correspondingtriplet ontheacceptor
seemstobethelowerlimit for productive coupling. Interestingly, thisisthe
size of the codon-anticodoninteractionin contemporary translation™®,

We nextinvestigated coupling of the nitrile derivative of 1a (m°g°A,
1j) with the different acceptors 2a-2c under the recently described
prebiotically plausible thiol activation conditions* (DTT, pH 8,25 °C).
Here also, the coupling products were obtained within a few hours
(Fig. 2c). For example, the combination of nm°U 2b with 1a gives cou-
pling yields of 64% and 66% using EDC/Sulfo-NHS or DMTMM-CI,
respectively. Coupling of 1a and 2a, featuring a secondary amine,
afforded 3ain 16% and 33% yields. The nitrile of 1j afforded yields of
up to 65% after thiol activation coupling.

We next measured the stability of the hairpin-type intermediates. For
the hairpin 3a (Fig. 2a), a melting temperature (T,) of approximately
87 °C was determined, which in comparison to the starting duplex
(approximately 30 °C for 1a-2a, see Supplementary Information),
proves that the peptide formation reactiongenerated thermally more
stable structures. This could have been an advantage during wet-dry
cycling under early Earth conditions.

The discovered concept also enabled the synthesis of longer pep-
tides. When we used 3’-vmnm’U-RNA-5" 2c asthe acceptor, we observed,
onreaction with 1a-1j, peptide bond formation with up to 77% yield
(Fig.2c, d and Fig. 3a).

We next studied the cleavage of the urealinkage and found that this
reaction was possible at elevated temperatures (90 °C)inwateratpH 6
(Fig.2a,b). After 6 h, the products, m°A-containing RNA 4 and RNA 5a
were formed already with a yield of 15%.

Longer peptide structures on RNA

We next investigated how the length of the generated peptides influ-
ences the coupling reaction (Fig. 3 and Extended Data Fig. 1). For this
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study we used synthetic 3’-peptide-mnm®U-RNA-5’ acceptor strands
as starting materials (Supplementary Information). The synthesized
acceptor strands were hybridized to the donor strand 1a. After carbox-
ylic acid activation, rapid formation of elongated hairpin-type inter-
mediates with yields between 40% and 60% was observed (Fig. 3b). We
found that the couplingyields did not drop substantially with increasing
peptidelength, suggesting that other factors, such as the RNA hybridi-
zationkinetics, are rate limiting. Inall cases, the subsequent ureacleav-
age (pH 4, 90 °C) affords dipeptide- to hexapeptide-decorated RNAs
in10-15% yield. These modest yields are the result of substantial RNA
degradation, driven by the pH and temperature conditions that were
used. Thedecomposition of RNA, however, can be overcome by using
2-OMe nucleotides (see 'Stepwise growth of peptides on RNA"), which
are also vestiges of the early RNA world*.

During urea cleavage we detected competing formation of hydan-
toin side products®, depending on the pH and temperature (Fig. 3a).
Under mildly acidic conditions (pH 6, 90 °C), exclusive formation of the
hydantoin product, cyclic-5¢, was observed. Reducing the temperature
and a shift tohigheracidity (pH 4, 60 °C) led to the preferential forma-
tion of the peptide product, 5¢ (approximately 7:15c:cyclic-5c ratio).

Fragment coupling on RNA

Weinvestigated whether longer peptides canalso be generated by frag-
ment coupling chemistry with RNA donor strands containing an already
longer peptide (m°peptide®A). Thisis essential because an RNA-peptide
world, with initially low chemical efficiency, might have been limited to
the synthesis of smaller peptides. We found that the required adenosine
nucleosides, containing a whole peptide attached to the N®-position,
are available if the peptides that are produced by RNA degradation
ofthe RNA-peptide chimeras, for example, can react with nitrosated
N°-methylurea adenosine (Fig. 4a). When we treated N°-methylurea
adenosine withNaNO, (5% H,P0,) and added the solution to triglycine
(pH 9.5), we obtained the peptide-coupled adenosine nucleoside ggg®A
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inapproximately 65% yield. Incorporation of (m®)ggg®A into RNA and
hybridization of this donor strand with a 3’-ggvmnm’U-RNA-5" acceptor
strand furnished, after coupling and urea cleavage, the RNA-peptide
chimera 3’-gggggvmnm’U-RNA-5" (53% coupling, approximately 10%
cleavage; Fig. 4b, left). We could also directly transfer longer pep-
tides. When we hybridized the 5-m°gaggg®A-RNA-3’ donor with the
3’-agggvmnm®U-RNA-5" acceptor, 3’-gagggagggvmnm’U-RNA-5’ was
obtained as the product (56% coupling, approximately 9% cleavage;
Fig. 4b, right). These experiments suggest the possibility of generat-
ing highly complex RNA-peptide chimeras with just a small number
of reaction steps*.

Multiple peptide growth on RNA

We next investigated whether peptide growth is possible at different
RNA positions simultaneously. To this end, we examined the simul-
taneous binding of different donor strands to one or two acceptor
strands. We hybridized two donor strands (7-mer: 5-m°®g°A-RNA-3’ and
10-mer: 5-m°®v®A-RNA-3") to asingle RNA acceptor strand (21-mer) with
acentral gmnm?®U and a 3’ terminal nm®°U (Fig. 5a, left). On activation
of the carboxylic acids, a GG-dipeptide was synthesized in the centre
of the RNA, whereas a valine amino acid was attached to the 3’ end of
the acceptor strand. In a different experiment, we hybridized an RNA
donor strand (22-mer), containing both a 3’-m®g®A and a 5-m°v°A, to
two different acceptor RNAs, containing a central vmnm?®U (21-mer)
and a 3’ terminal vmnm®U (11-mer) (Fig. 5a, right). On activation, we
observed formation of a central GV- and a terminal VV-dipeptide.

Time (min)

2b;R=H | 2¢

different donorsla-liand acceptors2a,2c,and apparent rate constants (k,,,)
of selected coupling reactions with 2¢. All coupling reactions were carried out
using aconcentration of 50 uM for 1a-1jand 50 uM for 2a-2¢ (100 mM NaCl,
25°C).*50 mM EDC/Sulfo-NHS (100 mM MES buffer pH 6,24 h).®S0 mM
DMTMM-CI (100 mM MES buffer pH 6, 24 h). <50 mM MeNC (50 mM DCl buffer
pH 6,5 days). 50 mMDTT (100 mM borate buffer pH 8,24 h). The two yields
with1i(aa, D) describe thereaction of the aspartic acid a-COOH and of the side
chain COOH. An assignment was not performed. RT, room temperature; ND,
notdetermined.

Effect of base pairing

Toinvestigate theimportance of sequence complementarity, we added
two RNA donor strands of different lengths (7-mer: 5-m°g°A-RNA-3’
and 11-mer: 5-m°v°A-RNA-3’) to an acceptor strand with a vmnm°U at
the 3’ end (11-mer: 2¢) (Fig. 5b, left). On the basis of the melting tem-
peratures of the two possible duplexes (approximately 30 °C for the
7-mer-11-mer and 59 °C for the 11-mer-11-mer, see Supplementary Infor-
mation), only formation of the VV-dipeptide RNA conjugate, derived
fromthe thermodynamically more stable duplex, was observed. Finally,
we mixed two RNA donor strands of identical length (7-mer). The first
contained a 5-m°l°A and the second a 5-m°g°A, together with two mis-
matches. We added this mixture to an RNA acceptor strand (11-mer:
2¢) with a 3’-vmnm°®U nucleotide (Fig. 5b, right). In this experiment,
exclusive formation of the LV-dipeptide was found, generated from
the fully complementary strands and thus the more stable duplex.
Collectively, these results support that full complementarity is needed
for efficient peptide synthesis.

Stepwise growth of peptides on RNA

We finally investigated whether one-potstepwise growth of a peptide
onRNAis possible (Fig. 5c). Toincrease the stability of the RNA towards
phosphodiester hydrolysis, as needed for this experiment, we used
the RNA acceptor strand 2g, in which the contemporary canonical
bases werereplaced by the non-canonical 2’-OMe nucleotides: A,,, C,,
G,,and U,.. The strand 2g was equipped with an additional 3’-mnm°U
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(Extended Data Fig. 2) enabled us to obtain the product in an overall
yield of about 18%. A final, third coupling reaction with the 5-m°f°A
donor strand 1g furnished the FGG-hairpinintermediate 8g inapproxi-
mately 10% overall yield (Fig. 5c, right).

We nextstudied fragment condensation with the 5-m°ggg®A-RNA-3’
donor strand and the complementary 3’-aggmnm®U-RNA-5’ acceptor
strand, consisting only of 2’-OMe nucleotides. Here, coupling with
approximately 50% and urea cleavage with approximately 85% gener-
ated the product 3’-gggaggmnm’®U-RNA-5’, together with some of the
hydantoin side product (Supplementary Information). Together these
datashow that, with the help of 2’-OMe nucleotides, peptides cangrow
on RNAin astepwise fashionand via fragment condensation to gener-
ate higher complexity.

Discussion

The plausible formation of catalytically competent and self-replicating
RNA structures without the aid of proteins is one of the major chal-
lenges for the model of the RNA world"*. Itis difficult to imagine how an
RNA world with complex RNA molecules could have emerged without
the help of proteins and it is hard to envision how such an RNA world

and performed under one-pot conditions withintermediary filtration to
remove the remaining activator (coupling: DMTMM-Cl, see reaction condition
binFig.2; cleavage:100 mMacetate buffer pH 4,100 mM NaCl, 90 °C, 24 h; MES
buffer pH 6 wasused in thefirst cleavage reaction). HPLC chromatograms show
the crude mixtures of the coupling and cleavage reactions. Peaks of RNA
strands are coloured asin thereaction scheme. MALDI-TOF data (negative
mode) of theisolated products are given.

transitionsinto the moderndualistic RNA and protein world, in which
RNA predominantly encodes information whereas proteins are the
key catalysts of life.

We found that non-canonical vestige nucleosides® 2, which are key com-
ponentsof contemporary RNAs®’, are able to equip RNA with the ability to
self-decorate with peptides. This creates chimeric structures, inwhichboth
chemical entities can co-evolveinacovalently connected form®, generat-
ing gradually more and more sophisticated and complex RNA-peptide
structures. Although, inthis study, we observe peptide couplingon RNAin
good yields, the efficiency will certainly improve if we allow optimization
of the structures and sequences of the RNA-peptides by chemical evolu-
tion. The simultaneous presence of the chemical functionalities of RNA
and amino acids certainly increases the chance of generating catalytically
competentstructures. The stabilization of RNA by incorporation of 2’-OMe
nucleotides significantly improved the urea cleavage yield.

Interestingly, in the coupling step we observed large differencesin
the rate constants, which suggests that our system has the potential to
preferentially generate certain peptides. We also found that peptides
cansimultaneously grow at multiple sites on RNA onthe basis of rules
determined by sequence complementarity, whichis theindispensable
requirement for efficient peptide growth.
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Allthese datatogether support the idea that non-canonical vestige
nucleosidesin RNA have the potential to create peptide self-decorating
RNAs and hence an RNA-peptide world. The formed RNA-peptide
chimeras are comparatively stable, and so it is conceivable that some
of these structures learned, at some point, to activate amino acids
by adenylation*® and to transfer them onto the ribose OH groups* to
capture the reactivity in structures that were large and hydrophobic
enough to exclude water. This would then have been the transition
from the non-canonical nucleoside-based RNA-peptide world to the
ribosome-centred translational process thatis ahallmark of all life on
Earth today.
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Methods

General method for the peptide coupling reactions

The RNA donor and acceptor strands (1:1ratio, 5 nmol of each strand)
were annealed with NaCl (5 pl from a1 M aqueous solution) by heat-
ing at 95 °Cfor 4 min, followed by cooling down slowly to room tem-
perature. After that, MES buffer pH 6 (25 pl from a 400 mM aqueous
solution) and NaCl (5 pl from a1 M aqueous solution) were added
to the oligonucleotide solution. Finally, carboxylic acid or nitrile
activator/s (10 pl of each component from a 500 mM aqueous solu-
tion) and water (100 pl of total reaction volume) were added to the
solution mixture. The peptide coupling reaction was incubated at
25°C for 24 h. The crude reaction mixtures were analysed by HPLC
and MALDI-TOF mass spectrometry.

General method for the urea cleavage reactions

The hairpin-typeintermediate (0.5 nmol) was diluted with MES buffer
pH 6 oracetate buffer pH 4 (12.5 pl from a400 mM aqueous solution),
NaCl(5 plfromal M aqueous solution) and water (50 pl of total reacion
volume). The urea cleavage reaction was incubated at 60-90 °C at
different time intervals. The crude reaction mixtures were analysed
by HPLC and MALDI-TOF mass spectrometry.

Data availability

The datathat supportthe findings of this study are available within the
paper and its Supplementary Information.
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Abstract: The question of how RNA, as the principal
carrier of genetic information evolved is fundamentally
important for our understanding of the origin of life.
The RNA molecule is far too complex to have formed in
one evolutionary step, suggesting that ancestral proto-
RNAs (first ancestor of RNA) may have existed, which
evolved over time into the RNA of today. Here we
show that isoxazole nucleosides, which are quickly
formed from hydroxylamine, cyanoacetylene, urea and
ribose, are plausible precursors for RNA. The isoxazole
nucleoside can rearrange within an RNA-strand to give
cytidine, which leads to an increase of pairing stability.
If the proto-RNA contains a canonical seed-nucleoside
with defined stereochemistry, the seed-nucleoside can
control the configuration of the anomeric center that
forms during the in-RNA transformation. The results
demonstrate that RNA could have emerged from
evolutionarily primitive precursor isoxazole ribosides
after strand formation.
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All concepts that have been developed to explain how
RNA oligonucleotides could have formed on the early Earth
are based on the prebiotic formation of nucleosides, which
oligomerize in an enzyme free reaction."* These concepts
are based on the idea that nucleosides must have initially
formed in prebiotic reactions, after which they were
phosphorylated™” and subsequently oligomerized (Fig-
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ure 1a).*!"51 This scenario requires complex multi-step
prebiotic reactions to generate the nucleosides as a prereq-
uisite for RNA formation."" The complexity of this scenario
has early on led to the idea that RNA emerged through a
process of chemical evolution from a much simpler proto-
RNA (first ancestor of RNA) precursor molecule.'™!
Along this line, it is thinkable that proto-RNA existed that
was made up from proto-nucleosides (precursor nucleo-
sides), which rearrange inside the proto-RNA to RNA. It is
also thinkable that these proto-nucleosides formed a mixed
proto-RNA with a few embedded canonical RNA nucleo-
sides as seed-nucleotides.™ The proto-RNA nucleosides
could then rearrange to finally give RNA strands composed
exclusively of canonical nucleotides (Figure 1a). Degrada-
tion of this rearranged RNA, which would certainly have

a)

HG  ©OH RNA
Complete nucleosides f

<
e T(_,W

Prebiotic o i
Chemicals HO/\U"
HG oH
proto-nucleosides. proto-RNA
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=—=N HyN-OH
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Figure 1. a) Classical prebiotic chemistry provides first the full nucleo-
sides, which are then converted into RNA. Alternatively, proto-nucleo-
sides could have formed a proto-RNA or a mixed RNA-proto-RNA from
which RNA was formed. b) Synthesis of the 3-urea isoxazole nucleo-
sides 6 and 7. Upon insertion into RNA, 6a/f rearranges directly in
RNA to give cytidine. ¢) Mechanism of the reaction.
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occurred on the early earth, would have liberated the
canonical nucleosides, thus allowing them to be reinserted
as seed-nucleotides into growing proto-RNA. Here we show
that such a concept can indeed give RNA and we provide
evidence that the stereo information of the canonical seed-
nucleotides can control the stereochemical outcome of the
proto-RNA to RNA rearrangement. An obstacle for the
concept is that in most precursor RNA nucleosides the
glycosidic bonds are too labile, so that stable strand
formation cannot occur. This is a particular problem for
non-cyclic precursor nucleosides, which typically feature an
acidic anomeric H-atom at the glycosidic N-atom. Excep-
tions from this are, however, urea-based proto-nucleosides,
in which the acidic H-atom is stabilized by an internal H-
bond."

A recently introduced concept (Figure 1b) of how the
pyrimidine nucleoside cytidine could have formed on the
early Earth is based on the reaction of cyanoacetylene (1)
with hydroxylamine (2) to give 3-aminoisoxazole (103, 3).1%!
3 was shown to react with urea (4) to give N-isoxazolyl-urea
5§, which can next react with ribose to furnish the
corresponding furanosides (6a,) and pyranosides (7o,p).
Subsequent reductive N-O bond cleavage with thiols in the
presence of catalytic amounts of Fe?* gives cytidines (Fig-
ure 1¢).”* Here, we report that the initially formed N-
isoxazolyl-urea 5, if structurally embedded into (RNA)-
proto-RNA structures, can undergo the N—O cleavage
induced rearrangement directly in RNA. This “in-RNA”
reaction creates a new stereocenter. Excitingly, we observe
that the configuration of already present canonical seed-
nucleosides controls the stereochemical outcome of the “in-
RNA” cyclization reaction, which leads to an amplification
of stereochemical information.

To first investigate the possibility of performing the 60/f
to C rearrangement directly in-RNA, we prepared the 103
phosphoramidites a-8 and B-8 incorporated both building
blocks into the different RNA strands shown in (Table 1).
The synthesis of 8 is depicted in Scheme 1. It started with 1-
azidoribose 9, which was first 3'-5-protected with
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Scheme 1. a) Synthesis of the 103 phosphoramidite a,(3-8 and con-
ditions. b) HPL-chromatograms and MALDI-TOF mass spectra of the
oligonucleotide S1 shown as an example, synthesized with the |03
phosphoramidite f3-8.

Table 1: Synthesized oligonucleotides with o,f-8 as needed for this study and their molecular weights determined by MALDI-TOF mass

spectrometry.

Sequence name Sequence (5'—3')

Calculated [M—H]" Found (m/z)

s1 5'-CUU AG4103 CUG A-3'
A-S1 5'-CUU ACA CUG A-3'

G-s1 5'-CUU ACG CUG A-3'

cs1 5'-CUU ACC CUG A-3'

u-s1 5'-CUU ACU CUG A-3'

A-R1 5'-UCA GAG UAA G-3'
G-R1 5'-UCA GGG UAA G-3'

CR1 5'-UCA GCG UAA G-3'

U-R1 5"-UCA GUG UAA G-3'

s2 5-4C4C103 (C4CIO3 {C,C-3'
s3 5'.,C.Clo3 C.Clo3 C,C-3
s4 5-,C,Cl03 ,C,CIO3 ,CyC-3'
S5 5-103103103 103-3'

s6 5-103103103 103,C-3'

s7 5103103103 103,C-3'

s8 5'-GGU 4l03GA CC3'

3094.4 3094.6
3102.4 3102.3
3118.4 3118.3
3078.7 3078.3
3079.4 3079.5
3205.5 3205.4
32215 3221.2
3181.5 3181.8
31824 3182.1
2409.4 2409.3
2409.4 2409.1
2409.4 2408.6
1222.2 1221.9
1526.2 1526.2
1526.2 1526.2
2538.4 2535.5
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(tBu),SiCl, (DMF, rt, 78 %) to give 10. Subsequent protec-
tion of the 2’-OH group with TBS-CI (DMF, imidazole, rt,
78 %) provided 11. This was followed by a one-pot reduction
of the azide to the amine (Pd/C, cat. XPhos, toluene, CO,
Sbar, 60°C) and reaction of the amine with 103 3 to
generate the ribofuranoside 12 as the expected o/p-mixtures.
The two 103 anomers a-12 and B-12 could be separated by
flash column chromatography. The nucleosides were next
independently 3'-5'-deprotected to 13 (HF-py, CH,Cl, 0°C)
and 5'-dimethoxytrityl-protected (DMT-CI, pyridine, rt) to
give 14. The 5-DMT-2'-TBS-protected 103 ribosides 14
were finally converted into the phosphoramidites a-8 and f-
8. While we were initially concerned about the stability of
the isoxazole-ribosides, we learned during the synthesis that
all IO3 nucleosides are astonishingly stable. Similar to the
previously reported urea nucleosides,™ we noticed no
deglycosylation reaction during the reaction, which is
surprising given that the anomeric center features a rather
acidic NH-group.

To investigate whether an incorporation of the 103
nucleosides into RNA is possible, we used standard solid
phase oligonucleotide chemistry and the phosphoramidites
a-8 and B-8. The RNA synthesis was indeed possible without
large adjustments of the RNA-synthesis and deprotection
protocol. We just had to extend the coupling time of «-8 and
p-8 to 600s. Deprotection was first achieved with
ammonium hydroxide/methylamine (1:1) followed by a
second deprotection step with TEA-3HF. Scheme 1b shows
the HPLC-chromatogram of the synthesized RNA strand S1
as an example containing a single B-configured 103 after
purification. The MALDI-TOF mass spectrum proves the
integrity of the obtained RNA S1. With this experimental
proof for the possible and efficient incorporation of the 103
nucleoside into RNA, we next used the protocol to prepare
the RNA strands S1-88 containing multiple IO3 nucleosides
in mixed sequence contexts.

To investigate the “in-RNA”-rearrangement of the 103
nucleosides to C and to study the stereochemical outcome of
the reaction, we first prepared the RNA strand S2 (Fig-
ure 2a) containing two 3-isoxazole nucleosides embedded
into a 8mer containing 6 additional cytidines. For the
synthesis, we used the phosphoramidite mixture o/p-8. To
investigate the o/p-ratio after RNA synthesis and HPL-
chromatographic purification of the strand, we digested S2
after the synthesis down to the individual nucleosides with
the New England BioLabs Nucleoside digestion mix (Cat.
No. NEB MO0649S). The obtained mixture of nucleosides
was subsequently analyzed by LC-HESI-MS (gray bracket
in Figure 2a). Clearly evident is the presence of the B-C
nucleosides, as expected. Besides B-C, we detected two
additional signals for the two isoxazole nucleosides (o-
103,-103). Integration of the signals shows an o/p-ratio of
1:4. Next, we treated the isoxazole-containing RNA strand
82 with dithiothreitol (DTT) and catalytic amounts of Fe"
at 90°C for 2h. HPL-chromatographic analysis of the
transformation revealed a clean spot-to-spot conversion
(Figure 2a). While the original RNA strand S2 had a
retention time of 33 min, this signal fully disappeared in
favor of a new HPLC-signal at 23 min, which corresponds to
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Figure 2. Reaction of the 103 containing strands with DTT and Fe®"
and HPLC, MALDI, HPLC-MS (at 223 nm; gray brackets) analyses of
the N—O cleavage and cyclization reaction (left: starting material; right:
product). a) Result of the -homo-C strand S2; b) the a-homo-C strand
$3;¢) the strand S1. A=adenosine, C=cytidine, G =guanosine,

103 =3-aminoisoxazole, U=uridine. *HPLC gradient: 0-40% buffer B.

the reduced product strand 82, Important is the observa-
tion that only one signal is detected and not a set of signals
as expected for a diastereoisomeric mixture of products.
With the purpose of investigating the stereochemical out-
come, we again digested the RNA strand $2 and analyzed
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the nucleoside mixture by LC-HESI-MS (Figure 2b). This
experiment showed to our surprise only one signal for the
compound f-C. Co-injection of a a-C confirmed this
experimental outcome. a-C is clearly not formed during the
N-O bond cleavage and rearrangement to C in the RNA
strand. This result shows that the o/p-mixture of the 103
nucleoside in the RNA rearranged exclusively to p-C by
“amplification” of the stereochemical information provided
by the seed-cytidines.

In order to substantiate this stereochemical amplification
step, we next prepared the RNA strand S3, in which we
replaced the flanking B-Cs of S2 by the corresponding o-Cs.
The RNA strand S3 was again synthesized in excellent
quality (Figure 2b). Digestion and LC-HESI-MS analysis
before the N—O-bond cleavage shows again the presence of
the IO3 nucleosides as an a/p-mixture. When we opened the
N-O bonds of 83 and analyzed the nucleoside mixture after
digestion, we observed to our surprise again only a single
HPLC signal. This time only o-C was detected, showing that
now the “in-RNA”-rearrangement of the a/f-mixture of the
103 furnished only the a-configured product. Again, the
stereo-information of the anomeric center of the seed-a-C
nucleosides must have dictated the stereochemical outcome
of the cyclization reaction (Figure 2b). We next performed
the same reaction with strand S1 to show that the stereo-
chemical amplification is also achieved with other canonical
bases. As expected, we only detected p-configured C in our
product strand S1** (Figure 2c). These data show that the
flanking bases obviously transfer stereochemical informa-
tion, so that the cyclization reaction proceeds with high
stereospecificity. We believe that the information transfer is
caused by an optimization of the base stacking forces. A
stereochemically homogeneous all-o. or all-} RNA can
establish better base stacking forces in an aqueous solution.

With the purpose of proving that the presence of seed-
nucleosides is a prerequisite for the stereochemical amplifi-
cation, we performed two control experiments. First, we
used the strand S4, which is a 8mer oligonucleotide
containing both a- and p-seed-C in a 1:1 ratio. Proto-RNA
S5 in contrast was devoid of any seed-cytidines. After
treatment of these strands with DTT and Fe’*, subsequent
LC-HESI-MS analysis showed as expected the formation of
a 1:1 mixtures of o/B-Cs (see Supporting Information).””

Based on this result, we next designed two Smers with
only one information carrying nucleoside in the form of a
single B-C (S6) or a-C (87) at the 3' position. LC-HESI-MS
analysis of the digestion products after N—O bond cleavage
and subsequent rearrangement showed us now mixtures of
o/B-C for both strands. However, a clear stereochemical bias
is observed. For the p-C carrying strand $6"" an a/B-ratio of
1:3 is detected and for the a-C carrying strand $7" an o/f-
ratio of 2:1 was obtained. This shows that one stereochemi-
cally defined seed-nucleotide is already sufficient to control
the stereochemical outcome of the cyclization reaction.

For a chemical compound to function as an instructional
proto-nucleoside it is essential that the nucleoside can
contribute to the stability of the RNA and that it can encode
information.’™*!! Therefore, we investigated if the nucleo-
side B-103 is able to establish informative interactions with
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one of the other RNA bases. For this study, we synthesized
different counter strands for §1 (A/C/G/U-R1) in which we
varied the base opposite the 103 and measured melting
points. We also prepared four reference S1 strand (A/C/G/
U-S81), in which we replaced the 103 by one of the other
canonical bases (Figure 3a). The duplex with the G:C base
pair (G-S1:C-R1) at the respective position features as
expected, the highest melting point of 55°C. The A:U base
pair at this position created a duplex (A-S1:U-R1) which
melted at T, =48°C. For the duplex G-S1:U-R1 with a G:U
Wobble base pair at the respective position, we measured a
melting point of 43°C. When we investigated the 103-S1:R1
base pair, we noted that the I03:G situation created a
duplex 103-81:G-R1 with a melting point of 45°C even
higher than what was determined for the G:U Wobble base
pair. More importantly, the pairing selectivity is remarkable.
While the 103:G containing duplex melts at 45°C, all other
base pairs created duplexes with melting points of 31°C or
even lower, establishing a AT,, of minimum 14°C. This is an
unusual discrimination between the productive 103:G sit-
uation and all other base pairing possibilities.

In order to investigate the reason for the constructive
interaction of the [03:G base pair, we designed two
palindromic 8mer RNA strands S8 and Cang (see Supporting
Information), which upon annealing result in formation of
either G:U or 103:G wobble base pairs at the central two
positions in each duplex, respectively (GGUXGACC).
These strands were prepared in mg-quantities and the
formed duplexes were analyzed by NMR spectroscopy
(Figure S§7). The high chemical shift similarity observed
across the two samples, both in homo- and heteronuclear
experiments, showed us that both palindromes form double-
strands with an overall A-like conformation which is typical
for RNA duplexes (Figure S7-S11, Table S1). 2D 'H-'H
NOESY was next employed to elucidate the conformation
of the 103 base (Figure 3b, see Supporting Information for
extended methods). The most probable orientation was
determined by analysis of the cross peaks in the imino
region. A considerable upfield shift of the G-5H1 proton
can be observed (from 12.1 to 11.0 ppm), indicating the
presence of a weak hydrogen bond of G-5 to 1034
(Figure S11). The intense cross peak between G-5H1 and
103-4H3 (purple line in Figure 3b), which could be detected
even at a short mixing time of 40 ms, shows that the two
bases face each other. This observation implies that 103-
4H3 points in the direction of the second strand and hence
away from the sugar phosphate backbone. A cross peak
between protons G-5H1 and [03-4H8 confirms that the
isoxazole-ring of 103-4 point towards G-5. A cross peak
with the sugar proton U-3H2' (orange line in Figure 3b)
furthermore suggests that the 103-4H1 protrudes towards
the sugar phosphate backbone, similarly to H8 protons in
adenine and guanine or the HS protons of cytosine or uracil.
Finally, the strong cross peaks between 103-4H7 and the
aromatic protons of U-3 (green lines in Figure 3b) and the
weaker cross peaks of TO3-4HS8 to these protons indicate
that 103-4 and U-3 are stacked, arguing that the aromatic
ring is oriented in the direction of the major groove.
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a

) Oligo 1: 5'-CUUACYCUGA-3'
Oligo 2: 3-GAAUGZGACU-5

/0 Oligo 1 (Y) ©Oligo2(Z) Tm(°C)
=N G-s1 C-R1 55
N OHNH A-S1 U-R1 48
D )N G-s1 URT 43
ana ¢ N-H--O  RNA 103-S1 G-R1 45
N=( 103-81 A-R1 31
(s 103-51 C-R1 25
103-S1 U-R1 27

Figure 3. a) Chemical structure and base pairing properties of a 103:G
base pair and summary of T, analyses for canonical oligonucleotides
and oligonucleotides containing 103. Solutions were buffered with

10 mM sodium phosphate (pH 7) and 150 mM NaCl. b) Predicted
orientation of the 103 with all the NOE contacts (black lines) and the
most important contacts for the structure determination highlighted
(103-4H3:G5H1 (purple), 103-4H1:U3H2' (orange), I03-4H7:U3H5
and 103-4H7:U3H6 (green)). c) Structural model of §8, showing the
non-canonical base pairing between G-5 (blue) and 103-4 (green).

This leads to an orientation such that 103-4H1 can form
an intramolecular hydrogen bond with 103-404. Such an
arrangement has the carbonyl group pointing towards the
guanine base, allowing, in line with the melting point studies,
a productive base-pairing interaction with G-5H1. Overall,
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this analysis establishes that IO3 adopts a flat conformation
in which the NH-CO-unit of the base pairs points towards
the G counter base to form constructive H-bonds. It is the
urea substructure, which establishes H-bonds with the G
counter base. The fact that only two H-bonds can form, is
consistent with the lower melting point. The 2D 'H-'H
NOESY data were further used to perform structure
calculations (Figure 3c). The low-energy structural model
obtained for the modified 8mer shows that the 103:G base-
pair is sterically perfectly embedded within the double-
stranded structure. Interesting is the fact that the internal H-
bond between the isoxazole N and the urea N—H is strongly
stabilizing the structure. The IO3-nucleoside forms 2 hydro-
gen bond with the G counter base, which upon rearrange-
ment to C increases to 3, which goes in hand with a further
stabilization of the base pair. This could have been the
evolutionary driving force.

In summary, we show that isoxazole-urea nucleosides
that are formed under prebiotically plausible conditions
from just cyanoacetylene, hydroxylamine, urea and ribose!””
can form a base pair with G that has a stability comparable
to a U:G Wobble base pair, based on two instructive H-
bonds (Figure 3a). More importantly, the I03:G base pair
forms rather selectively because all other combinations
(IO3:A/C/U) are substantially weaker. We show that the
N-O bond of the isoxazole nucleoside can be rapidly
cleaved within a proto-RNA strand with thiols and catalytic
amounts of Fe?". This cleavage induces a cyclization-
elimination cascade (Figure 1c) that gives B- or a-cytidine.
Importantly, the presence of a- or f-seed-nucleosides defines
the stereochemical outcome of the rearrangement reaction.

We do not know whether such I03-nucleosides were
once components of an early proto-RNA world, but it is
generally assumed that RNA was preceded by simpler
precursor structures.'**! Here, we show that isoxazole
nucleosides are excellent candidates for such precursor
nucleosides and proto-RNAs. Because the proto-nucleosides
can rearrange to C also just in solution, it is reasonable to
assume that [O-nucleosides and the canonical a-/B-nucleo-
sides might have co-existed to form proto-RNA strands
containing a few canonical seed cytidines. These nucleosides
may then have controlled the stereochemical outcome of the
rearrangement that converted the G:1O3 base pair into the
better pairing G:C base pair. Because - and p-Cs form with
the same probability, our data provide no solution of the
question of how homo-chirality was established.’” The data
shows, however, that stereochemical information could have
been amplified by “in-RNA reactions” of precursor nucleo-
sides to canonical nucleosides and this can stimulate thought
about the origin of homo-chirality.
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Veroffentlichte Ergebnisse

3.3. Eine Isoxazol-basierte Proto-RNA

,LAn Aminoisoxazole-Based Proto-RNA”

Felix XuT, Stefan Wiedemann', Jonas Feldmann, Sidney Becker, Thomas Carell*
ChemistryEurope 2023, €202300057.

T Beitrag der Autoren zu gleichen Teilen

Fir Hintergrundinformationen siehe Anhang |l

Prolog

Die RNA-Welt-Hypothese besagt, dass das Leben mit der Entwicklung der replizierenden
und katalytisch aktiven RNA begann. Allerdings wurde postuliert, dass der RNA-Welt eine
Zeit vorrausging, in der einfachere Strukturen als Haupttrager der genetischen Information
fungierten. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Konstitutionsisomere 3-Aminoisoxazol
und 5-Aminoisoxazol potentielle Proto-Nukleobasen sind. Beide Verbindungen kdnnen unter
prabiotisch plausiblen Bedingungen ausgehend von den gleichen Startmaterialien gebildet
werden. Darlber hinaus kdnnen die Proto-Nukleobasen, wenn sie in RNA inkorporiert
wurden, durch eine intramolekulare Reaktionskaskade selektiv zu den kanonischen
Pyrimidin-Nukleobasen C und U reagieren. Proto-RNAs, die auf Aminoisoxazol-Strukturen
basieren, kénnen als ein mogliches Modell fiir den Ubergang von der Proto-RNA-Welt zu der

RNA-Welt dienen, das kein Austausch der Basen-Komponente erfordert.
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An Aminoisoxazole-Based Proto-RNA

Felix Xu*,” Stefan Wiedemann*,” Jonas Feldmann,”" Sidney Becker,™ and

Thomas Carell*®

The RNA world hypothesis predicts that life started with the
development of replicating and catalytically active RNA, which
evolved in a process of molecular evolution to increasingly
complex chemical structures. RNA is, however, so complex that
it has most likely formed from a precursor (proto-RNA) that was
more easily accessible in a prebiotic world. Recently, 3-amino-
isoxazoles (103) were identified as building blocks that can form
under prebiotic conditions and can rearrange to give the
nucleoside cytidine (C). The present study shows that the

Introduction

RNA plays a central role in our concepts of how life has started
because the molecule is capable of catalyzing reactions, and
has the potential for self-replication."” These two character-
istics likely served as the foundation for the development of
increasingly complex molecules and chemical systems through
chemical evolution, ultimately paving the way for the emer-
gence of life as we know it."® The difficulty with the concept is
that the prebiotically plausible reaction pathways that have
been postulated to give the canonical RNA nucleosides, as the
key building blocks for RNA, are complex and it is hard to
conceive how RNA could have formed in the first place.”’ It is
consequently a major scientific goal to find molecular proto-
RNA structures that could have preceded RNA and to inves-
tigate how such structures could have evolved into RNA %'
We recently introduced the concept of urea-RNA, in which
ribofuranose with a triuret, connected to the Cl-position of
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constitutional isomer 5-aminoisoxazole (I05) can undergo the
same reaction to give uridine (U). Both compounds (103 and
105), if embedded in RNA, react selectively to C and U, which
are the main pyrimidine nuclecsides of the genetic system.
Importantly, the stereochemical outcome of the IO5 reaction in
RNA depends on the neighboring bases. If they are [-
configured RNA nucleosides, the reaction proceeds with high
selectivity to give exclusively the p-configured U RNA base
{anomeric control).

ribose, acts as a proto-RNA. In these nucleosides, the triuret unit
was able to establish productive H-bonds with the counter base
guanin."® In addition, we showed that 3-aminoisoxazoles (103),
connected via a urea linkage to the Cl-atom of ribose are
highly efficient precursors of cytidine (C). The needed N-
isoxazol-3-yl-urea was shown to be readily accessible under
prebiotically plausible conditions.”"” The compound embedded
as a riboside in RNA was able to perform the cascade reaction
to C (Figure 1A)."® Although this chemistry provides access to
C, the second important pyrimidine nucleoside of the genetic
code U is in this scenario only available via the hydrolysis of C.
This, however, is a slow reaction particularly if the C is
embedded in RNA.""®%

In order to solve this problem and to find a common
prebiotically plausible route to both pyrimidines C and U, we
investigated the starting point of the |0-based chemistry,
namely the reaction of cyanoacetylene (1) with hydroxylamine
(2) in greater detail. As previously shown, 3-aminoisoxazole
could have formed by reacting cyanoacetylene (1) with
hydroxylamine (2) under strongly basic (pH > 14) conditions or

o] ]
ribose,
2 ek a4 nA A
pH <12 D:f\> ocn NHiibose ~ H NH i
- ) % R
a N N=, fibose
This work 4 5/6 "8 -
~
h
~
=—=n >— KKK I
y ~
1 Proto-RNA ~
F RNA
-OH [+] - o
Nz"z Mo =4 ribose, NH;
pH>14 Né HaN” NHy N rpose N NH (N
N e e
07 N P ',"/ NS0
Previous work o
B o o a o
bose., bose.,
nbose. HJLNH RSH nbose. NJ\NH | r (LNH
. ~ NH,
é\p e (o FoN3 HN” 0 r:l)*o
=N nbose nbose

Figure 1. A) Prebiotically plausible formation of cytidine (C) and uridine (U)
following the reaction of cyanoacetylene (1) with hydroxylamine (2) by
reaction with the O-nucleophile of hydroxylamine (bottom)"” and by
reaction with the N-nucleophile of hydroxylamine (top). B) Putative cascade
reaction that allows 105 to react to uridine.
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with hydroxylurea under slightly basic conditions (pH~10).""
The reaction of 1 (considered to be a prebiotically plausible
starting material®*) with 2""*' under strongly basic condi-
tions, favours the reaction of the O-atom of 2 with 1, which
then starts the chemical trajectory to C via 3-aminoisoxazole
(Figure 1A). If, however, the reaction is performed at ambient
pH-values, we reasoned that it might allow the N-atom of 2 to
react first which could open a pathway to U (Figure 1A) by a
cascade reaction shown in Figure 1B.

The beauty of this concept lies in the possibility that both
canonical pyrimidine nucleosides C and U could be traced back
to the same starting materials, with just the pH-value of the first
reaction dictating whether C or U is formed. This would provide
conceptually ideal conditions for the prebiotic origin of the
genetic code with a focus on the pyrimidine nucleosides.

Results and Discussion
Formation of uridine from 5-aminoisoxazole

In order to investigate the concept, we reacted cyanoacetylene
(1) with hydroxylamine (2) at pH-values below 14, particularly at
slightly basic pH values of around pH=9-10. Indeed, under
these conditions we observed exclusively the nucleophilic
attack of the amino group of 2 with 1. The reaction was
performed in water (1 eq. NaHCO,, 25°C, 24 h). Upon dry down
precipitation of the pure 5-aminoisoxazole (3) may occur,
because it is a solid material in contrast to 3-aminoisoxazole,
which was found to be a liquid. Washing of the remaining
material with water provided NMR-pure 3 (Figure 2A). This
reaction is easily conceivable in a connected pond model with
one wet-dry cycle and rain showers,*”" which would have
allowed the washing away of residual 1 and 2 along with
potential side products (Figure 2B). Next, we treated the
precipitated material 3 with cyanate,”®*" which might have
flooded into the pond from a second pond. We now detected a
clean and exclusive formation of N-isoxazol-5-yl-urea (4), which
again precipitated upon drying down. Another rain shower may
have again washed away residual cyanate. Inflow of an aqueous
solution of ribose®™ ¥ from a third pond into the reaction pond
followed by another dry-down step leads to the reaction of 4
with ribose. When we performed the reaction, we indeed
detected the clean formation of all four expected reaction
products namely the two a- and p-ribopyranosides (a-/B-5) and
the two a- and B-ribofuranosides (a-/B-6) as a mixture . Under
our conditions the a-furanoside o-6 was formed as the
dominant reaction product with a yield of 39%. When we
started the envisioned cascade cyclization reaction (Figure 1B)
by addition of a thiol (DTT) and catalytic amounts of Fe?" to the
obtained a- and (-6, we indeed detected efficient reductive
N-O-bond cleavage followed by a clean cyclization® to give
the U-ribopyranosides (a-/B-7) and the U-ribofuranosides (u-/p-
8, B-8 =U). To our surprise, we noted that now the p-furanoside
was by far the dominating product. The yield of the reaction is
with 31 % for all ribosides and with 25% for the pB-furanoside U
(B-7) astonishingly high, given the simplicity of the reaction
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Figure 2. A) The reaction sequence that generates the pyrimidine U via the
10 pathway with the corresponding HPL-chromatographic analyses of the
reaction outcome showing clean conversions. B) Depiction of the dry-down
connected pond model for the putative prebiotic formation of the 105-
ribosides.

sequence. The high yield of the B-furanoside U together with
the remarkable stereoselectivity of the reaction make us believe
that the 10-pathway to C and U provides a good model of how
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the pyrimidine nucleoside could have formed under Early
Earth’s condition. As hypothesized, in this scenario, it is the pH-
value of the initial step that determines whether the pathway
delivers the C- or the U-nucleoside.

Formation of C and U from isoxazoles directly in RNA

We recently showed that the nucleoside C can form directly in
RNA from embedded |03 ribofuranosides, which allowed us to
show that 103-precursor RNAs are an extant model for a proto-
RNA that could have preceded canonical RNA!"® In order to
investigate if this direct “in-RNA” transformation is also possible
with 105 to generate U and to study if C and U can form
simultaneously from 103 and 105-containing proto-RNA, we
prepared the |03-phosphoramidite building blocks for solid
phase RNA synthesis. This was achieved following a synthetic
pathway outlined in Scheme 1A. The starting point of the
reaction was the well-known 3'-5'-protected riboside-azide 9,
which we reacted with 5-aminoisoxazole (3) in a Pd-catalyzed
CO insertion reaction to directly give the 105 riboside 10 as a
mixture of the o- and the p-anomers. The anomers were
subsequently separated by flash column chromatography. Next,
we proceeded separately with the o- and the B-isomers.
Deprotection of the 5-3" silyl protecting group with HF in
pyridine gave 11, followed by dimethoxy-tritylation of the 5'OH
group to 12. Subsequent conversion of 12 into the phosphor-
amidite 13 furnished the needed building block for solid phase

N H
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O. N, CO,XPhos o am I St 15
3 = P P
2 YT oW . T O
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Scheme 1. A) Synthesis of the |05 phosphoramidite and conditions B) HPL-
chromatogram and MALDI-TOF mass spectra of an oligonucleotide synthe-
sized with the 105 phosphoramidite p-13 shown as an example.
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oligonucleotide chemistry. Because we performed the reactions
with the two anomers in parallel, we obtained both phosphor-
amidites $-13 and a-13.

We subsequently used the building blocks B- and «-13 to
perform and optimize the RNA synthesis. We found that both
building blocks (0.1 M in THF) are best incorporated into RNA
using an elongated coupling time (600s) and shortened
detritylation time (40 s). Deprotection was first achieved with
ammonium hydroxide (55°C, 5h) followed by a second
deprotection step with TEA-3HF (65°C, 2.5 h). The result of the
synthesis of an RNA strand having B-13 incorporatetd is
depicted in Scheme 1B. The HPL-chromatogram of the purified
strand 5-CUUAC-;510-CUGA-3" and the corresponding MALDI-
TOF mass spectrum are depicted in Scheme 1B. The data proves
the structural integrity of the RNA strand with the embedded
105 nucleoside.

To study the “in-RNA” N—O-bond cleavage and cyclization
of 105 to U and to learn about the stereochemical outcome of
the reaction, we prepared the RNA strand 5'-CUAAC-;l05-CUGA-
3" using B-13 (Figure 3A). This oligonucleotide was digested to
the nucleoside level and the obtained nucleoside composition
was analyzed by HPLC-MS which revealed the presence of all
expected nucleosides B-C, B-U, B-G, B-A and of the additional
unit B-105. Next, we treated the oligonuclectide with DTT and
catalytic amounts of Fe?". This led to the formation of a new
oligonucleotide with a slightly changed retention time. Diges-
tion of this oligonucleotide provided the expected nucleoside
mixture, but now without the B-I05 nucleoside, arguing that
the conversion of B-105 to uridine had happened as expected in
the RNA strand.

We next investigated if two p-105 nucleosides would also be
converted to U and in addition we wanted to get better proof
for the conversion of B-105 to U and about the stereoselectivity.
To answer these questions, we prepared the U-and 105-only
RNA strand using a mixture of 0-13 and B-13 and we isolated
the RNA strand with exactly one B-I05 and one ¢-105 (Fig-
ure 3B). Digestion of this RNA strand provided as expected one
signal for B-U and one each for the a- and B-lIO5 nucleoside.
Upon treatment with DTT and Fe?”, a new strand with a shifted
retention time was again formed in a clean reaction. Upon
digestion, this strand gave only one signal for p-U, showing that
both compounds a- and B-I05 had reacted to the correspond-
ing B-configured U nucleoside. The stereochemical information
of the RNA strand obviously directs the outcome of the
reaction, like we have previously shown for the 103 nucleoside.
This leads to a conversion of also the a-configured 105 to B-
configured U.

Finally, we wanted to examine if a proto-RNA strand
containing both 103 and 105 nucleosides would react upon
treatment with DTT to give C and U simultaneously. For this
experiment, we prepared the oligonucleotide 5'-CC-I03-
CU-(l05-UU-3' using the corresponding B-configured phosphor-
amidites (Figure 3C). Digestion of the strand generated signals
for B-C, B-U and as expected for B-I03 and B-105. Again,
treatment of the strand with DTT and Fe’' cleanly generated a
new strand with a different retention time. Upon digestion only
two signals were obtained: One for B-C and one for B-U,
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A showing that in the strand the precursor nucleosides -103 and

0.020 s ‘ £ B-105 rearrange simultaneously to give C and U.

0 g
30,015 . & CHE&NH . g
e 3 Conclusions
g 0.005 105
00005k : . | : RNA is the central molecule within the current concepts of how
e N mmemn . °  life could have emerged on the Early Earth because of the
molecule’s potential to encode information and to catalyze

o - reactions. It therefore effectively combines genotype with

cuaacucuck B b phenotype. The RNA molecule, however, is so complex that it

Foaq om I A, most likely formed from a simpler precursor proto-RNA
Eo,z Esu molecule that already had potentially information encoding
g E properties. Current concepts of how RNA may have evolved are
€ 1 based on the formation of canonical nucleosides that got
oS erTimnzzsmin) » o K =l phosphorylated 'at some point ahd then olig(.)m‘erized to' yield
RNA strands. This, however, requires the prebiotic formation of

B the canonical nucleosides.

0.06 Js We showed recently that nucleosides such as 3-amino-
~ oy g " isoxazole (I03) are potential precursors for the pyrimidine base
3 oo IJTJ—CI'LU g £ C. Cytosine is formed upon simple reductive N-O bond
g i 55" -~ cleavage followed by a cyclization reaction (Figure 1). Here, we
g oo S ) g show that the constitutional isomer, the 5-aminoisoxazole (I05)
) 000 ' O'NI’ ‘ . c.ﬂ : ' A,leos - can serve as a precursor for the pyrimidine nucleoside U. Both,

0 16 20, 36 00 3% .40 [HNA S b the 3- and the 5-aminoisoxazoles form by reacting cyanoacety-
lene (1) with hydroxylamine (2). The formation of the different
constitutional isomers depends exclusively on the pH-condi-

o4 : 1 tions of the reaction. It is prebiotically highly attractive to create
203 01T WEEEREY g a5 the two needed pyrimidine nucleosides from the same chemical
. gw i precursors (1 and 2) by just a change in reaction conditions. In
5 E addition, we show that 105, if embedded in RNA, performs the
3o )JL formation of the nucleoside (U) directly in the RNA strand. This

0.0 il it A, od : finding allowed us to insert both 103 and |05 into a proto-RNA

e T : Time (min) s for the simultaneous reaction of the two 10-precursors to C and
U by just exposing the strand to thiols and catalytic amounts of

c - Fe’™.

m 21 de . Our data show that amino- and subsequently urea-
5‘”5 o OYNH’ é - isoxazoles are highly promising prebiotic precursors for the
8010 c CuiC Ui 50 © e pyrimidine nucleosides. We show that these compounds can
gm E _pi03 lead to the formation of a proto-RNA and through a simple
< /\ p;\os N—O bond cleavage, followed by a cyclization cascade directly

e 2‘“Tim52;?n N o B 55 o D H within the proto-RNA, canonical RNA can emerge.
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Unverodffentlichte Ergebnisse

4. Unveroffentlichte Ergebnisse

4.1. Prolog

Es wurde lange Zeit angenommen, dass RNA aufgrund ihrer Fahigkeiten, sowohl Information
zu speichern als auch die eigene Replikation zu katalysieren, eine zentrale Rolle in der
Entstehung des Lebens spielte.® Die Suche nach de-novo Syntheserouten ausgehend von
prabiotisch plausiblen Startmaterialien hat sich jedoch als schwierig erwiesen,®® weswegen
die Theorie aufgestellt wurde, dass das Molekll RNA selber auch ein Evolutionsprodukt ist
und sich im Laufe der Abiogenese aus proto-RNAs entwickelt hat.['”! Die bereits berichteten
prabiotischen Syntheserouten zu den RNA-Bausteinen (Abschnitt 1.5.1) konnten genutzt
werden, um Strukturen zu identifizieren, die mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit auf der
frihen Erde verfigbar waren. Es konnte bereits in den hier beschriebenen Publikationen
gezeigt werden, dass die Pyrimidin-Vorlaufermolekiile N-lIsoxazol-Harnstoffe Teil einer Proto-
RNA gewesen sein kdnnten. Die N-Isoxazol-Harnstoffe kdnnten anschlieRend Uber eine
intramolekulare Reaktion in die kanonischen Pyrimidin-Basen umgewandelt worden sein. Im
Leben, wie wir es heute kennen, wird der Mechanismus der Informationsibertragung und der
Informationsspeicherung durch die vier verschiedenen Nukleobasen der RNA und DNA (A, G,
C, T/U) sichergestellt. Diese vier Nukleobasen sind in der Lage 64 (4°) unterschiedliche
Codons zu formen, die im Translationsprozess zu den 20 kanonischen Aminosauren
Ubersetzt werden. Es ist schwer vorstellbar, dass dieser Prozess und die Vielzahl der in der
Natur vorkommenden Nukleinsdure Strukturen mit nur zwei verschiedenen Nukleobasen
oder einer Klasse an Nukleobasen (nur Purine oder nur Pyrimidine) erhalten werden

konnte.l'7®!

- /0 -
= H
4 NH P----H—N H r/N 9— H-N
—_ L 7N —_ N/ Nen N D
N N-H-—O o N—H-—N
WONS N= )N
o N—H o N-H-—-0 ¥
=7 H » [—7 H
- FaPyG-103 > G-c
AN H AN H
T L
O//—NH N-H O>\—N/ r/N N=H--Q
g @ ~ o R A \
N N---H-N  H . N----H-N
W N o N~ YN
— /A e \
N o s
FaPyA-105 A-U

Abbildung 8. Postulierte Proto-Watson-Crick-Basenpaare, die mit einer Steigerung der

Basenpaarungs-Stabilitat, zu den kanonischen Watson-Crick-Basenpaare reagieren.
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Unverodffentlichte Ergebnisse

Diese Tatsache regte uns an ein Purin-Vorlaufermolekil zu identifizieren, welches ebenfalls
in der Lage ist Basenpaarungen einzugehen und somit eine plausible Komponente einer
potentiellen Proto-RNA sein kann. Wir postulierten, dass Formamidopyrimidine (FaPys) in
der Lage sind mit Pyrimidin-Nukleobasen zu paaren und ahnlich wie N-Isoxazol-Harnstoffe
(IO) durch eine einfache intramolekulare Reaktion zu den kanonischen Purin-Nukleobasen
umgewandelt werden kénnen. Dartiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass FaPys auch mit
N-lsoxazol-Harnstoffen Basenpaare bilden konnten. Dies wiirde uns den Weg zu einem
primitiven Polymer er6ffnen, welches Uber Proto-Watson-Crick-Basenpaare Information
speichern kdnnte (Abbildung 8). Dieses System kodnnte im Laufe der chemischen Evolution
durch bestimmte &duRere Reaktionsbedingungen und Selektionsdriicke (z.B. stabilere
Basenpaarung) ohne Komponentenaustausch in die heutige RNA umgewandelt worden sein.
Um dieses Model zu Uberprifen, mussten zunachst die proto-Nukleoside 44 und 45 als
Phosphoramdit-Bausteine 51-52 synthetisiert und anschliefend in RNA inkorporiert werden
(Schema 7).

44:R' = OH, R?= NH,

45: R = NH;, R?= H /"/ #& Bl ;o

51:R' = NH,, R?>=H
52: R' = OH, R?= NHibu

Schema 7. Synthesestrategie von Phosphoramidit-Bausteinen 51 und 52 und Inkorporation in RNA.
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4.2. Ergebnisse und Diskussion

Cl NH; NaHCO;. NH,
N THF N
2 | \)N EEEEEE— 02 | \)N
30 min, 55 °C
~ ’ ~
N 71 % Cl N
55 53
(e} 0 Isobuttersaure,
Q NaOH (1M) H,S0O,4 HNO3 O,N 2304
S HRETOS S TS O WY e
_ 1.5h,0°C _ 1h,0°C _ 1h, 100°C
N™ 'NHy;  quant. Cl N~ "NH, 92 % Cl N™ "NH, 97 %
56 57 58 54

Schema 8. Synthese der Nitropyrimidine 53 und 54.

Fiur die erste Strategie zur Synthese der Phosphoramidite 51-52 sollten bereits etablierte
Verfahren genutzt werden, die bereits zuvor in der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Carell fiir
die Synthese der Deoxyribose-FaPy-Derivate verwendet wurden (Schema 7).12%% 2041 Hierfiir
wurden zundchst die Nitro-Pyrimidine 53 und 54, nach modifizierten Vorschriften aus der
Literatur, synthetisiert (Schema 8).2%5-2081 Das kommerziell erhéltliche 4,6-Dichlor-5-nitro-
pyrimidin 55 wurde Uber eine Substitutionsreaktion mit Ammoniak (7 M in MeOH) zu 4-
Amino-6-chloro-5-nitropyrimidin 53 umgesetzt. Die Einfiihrung einer Schutzgruppe fir die
exozyklische Aminofunktion stellte sich als schwierig heraus, da die Nitrogruppe den bereits
elektronarmen Pyrimidinring zusatzlich deaktiviert. Es wurde an diesem Schritt der Synthese
bewusst auf eine Schiitzung des N*-Amins verzichtet, mit der Hoffnung, dass das Amin nach
der Reduktion der Nitrogruppe eine héhere Reaktivitdt aufweist oder dass aufgrund der
geringen Reaktivitdt eine Schutzgruppe flr die RNA-Synthese nicht bendétigt wird. Der
FaPyG-Baustein 54 wurde ausgehend von 2-Amino-4,5-dichloropyrimidin 56 Uber drei
Schritte gewonnen. 56 wurde zunachst in Natriumhydroxid erhitzt, um 57 zu erhalten,
welches wiederum zu 58 nitriert wurde. Im letzten Schritt wurde das N?-Amin mit

Isobuttersaure geschutzt, um 54 zu erhalten.
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R o “OR3
O2N | SN + .V/O —
/
cl N/)\RZ O—g;

, N
Bu tBu

R3=

53: R'=NH,, R2=H
54:R' = OH, R?=NHibu  59-61

Schema 9. Erfolglose Synthese der Nukleoside 62-64.

Im nachsten Schritt sollte die bereits in der Aminoisoxazol-Phosphoramidit-Synthese
(Abschnitt 3) verwendete Azidoribose 592 219 mit den Nitro-Pyrimidinen gekoppelt werden.
Hierzu wurde zunachst die Azid-Gruppe zum Amin reduziert und Uber eine nukleophile
aromatische Substitution mit den Nitro-Pyrimidinen umgesetzt. Allerdings konnte unter den
Standardbedingungen die Bildung des Produktes 62 nicht beobachtet werden (Schema 9).
Es wurde vermutet, dass die sterische Hinderung der TBS-Gruppe an der 2‘-Position die
Reaktion beeinflusst. Infolgedessen wurden die sterisch weniger anspruchsvollen
Schutzgruppen TOM ((Triisopropylsiloxy)methyl) 60 und TC (1,1-Dioxo-A6-thiomorpholin-4-
carbothioat) 61 verwendet. Auch in Reaktionen mit diesen Azidoribose-Derivaten konnte die
Bildung der Produkte 63-64 weder uber LCMS noch uber NMR beobachtet werden.

Angesichts der Schwierigkeiten wurde eine alternative Syntheseroute entwickelt, in der erst
das Nitro-Pyrimidin Nukleosid hergestellt wird, welches anschlieRend silyliert werden sollte
(Schema 10). Hierzu wurde im ersten Schritt 6-Diaminopyrimidin 65 zu 4,6-Diamino-5-
nitropyrimidin 66 nitriert und anschlieRend Uber eine Vorbriggen-Glykosylierung mit 1-O-
Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranose 67 selektiv zu 68 umgesetzt.? 2121 Als nachstes
wurden die Benzoyl-Schutzgruppen mit Natriummethanolat abgespalten, um das Nukleosid
69 (Klitozin) zu erhalten, welches anschlieRend an der 3'- und 5'-Position mit Di-tert-
butyldichlorsilan silyliert wurde. SchlieBlich konnte die TBS-Schutzgruppe selektiv an der 2‘-
Position eingefluhrt werden, allerdings konnte 71 bei der Umsetzung mit TBSCI lediglich in
einer Ausbeute von 5 % erhalten werden. In der folgenden One-Pot-Reaktion zur Reduktion
der Nitrogruppe und anschlielender Formylierung mit Ameisensaure-Essigsaureanhydrid

konnte das FaPy-Produkt 72 nur in Spuren durch LCMS-Messungen nachgewiesen werden.
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NH, NH,
OZN B OZN X
NH, NH, 67, | )N | )N
/(L HzSO,HNO;  OpN. K~ NEt, TMSOT HNT ONT NaOMe HNT N7
_— —_——
J 15 min, <50°C |, | ~\\# ACN,25h,RT o 0Bz Dioxan, MeOH, o~ \-OH
quant. 2 78 % / 18 h, RT /
66 0Bz 95 % OH
OBz OH
68 69
NH,
[
DTBSCIy AgNO;. N 1) Pd/C, Hy,
NEt; TBSCI, Imidazol oTBS THF, 2 h, RT
—_— 0 _—
DMF, 2 h, 0°C DMF, 2 d, 55°C 2) HCOOAc, Py
84 % 5% THF, 16 h, RT
<1 %
$is
Bu “Bu
70 71 72
NH,
H
o H NH, H NH, OWN Sy
X | SN O§/N XN | )
—
J | /) HN” °N
o H N OTBS
OTBS OTBS 0 a
-------- » O B . 0 -
s DMTrO o)
OH DMTrO OH =t
OH ° \N’<

Schema 10. Synthese des geschltzten Nukleosids 72 und geplante Syntheseroute zum
Phosphoramidit 51.

Aufgrund der geringen Ausbeuten in diesen beiden Schritten wurde nach Alternativen
gesucht. Es wurde vermutet, dass die Reaktivitat der 2’-Hydroxygruppe durch den sterischen
Anspruch des Nitropyrimidins und durch Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen negativ
beeinflusst wird. Um dies zu umgehen, wurden zwei unterschiedliche Ansatze untersucht
(Schema 11). Erstens wurde die Verwendung der flexibleren TOM-Schutzgruppe zur
Schitzung der freien 2’-Hydroxygruppe von 70 ausprobiert und zweitens wurde ein direkterer
Ansatz erprobt, in dem zuerst die 5’-Hydroxygruppe von 69 selektiv mit DMTrCl geschitzt
wird und im nachsten Schritt nicht-regioselektiv silyliert wird. Allerdings konnte durch den
ersten Ansatz keine Produktformation beobachtet werden, wahrend im zweiten Ansatz
lediglich das 3‘-geschitzte Produkt 75 isoliert werden konnte. Aufgrund der Vielzahl an
Schwierigkeiten, die mit der Synthese von 51 und 52 verbunden waren, wurde deshalb eine
indirekte Methode untersucht, um die FaPy-Nukleobasen in RNA-Strange inkorporieren zu

kdénnen.
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NH,
NH, 0Ny
| ) DTBSClAGNO;, BU,SnCl, DIPEA,  HN™ N
HNT N NEt; TOMCI,1,2-DCE
0" \,.~OTOM
0" \-OH DMF, 2 h, 0°C
84 %
o
o Sl g
tBu fBu
69
70
DMTrCI,
Py, 4 h, RT
82 %
NH, NH, NH,
O,N | Sy O,N | Sy O,N | SN
TBSCI, Imidazol
~ ’ ~ ~
HN N) - . HN N) + HN N)
DMF, 16 h, RT
)Ob.\\OH \;ﬁ,\\OTBS )Ob_\\OH
DMTrO “OH DMTrO OH DMTrO OTBS
74 n.d. 75

43%

Schema 11. Alternative Syntheseversuche, um die geringe Reaktivitat der 2°-Hydroxygruppe von 70

zu umgehen.

Es wurde bereits postuliert, dass die Stabilitdit von organischen Verbindungen, die zu
Polymeren zusammengesetzt sind, generell die Stabilitdt der gleichen Verbindung in
Monomerer-Form Ubersteigt. Somit konnten auf der frihen Erde insbesondere
Makromolekiile, die Uber thermodynamisch unglnstige, Stabilitits-steigernde Reaktionen
entstehen, angereichert worden sein.?"® Im gleichen Zuge wurde vorgeschlagen, dass
racemisches Ribose-5-phosphat(?'* 2% (D und L) ebenfalls in der Lage war zu einem nicht-
genetischen Polymer zu oligomerisieren.?'® 2161 Die Zucker, die durch Phosphodiester-
Bindungen verbunden waren, unterlagen spontanen Umesterungsreaktionen mit Selektion
auf  Stabilitat.?'™  Benachbarte  prébiotische  Ribosephosphate  konnten  dann
Phosphodiesterbindungen gebildet haben und zu einem Zucker-Phosphat-Grundgerust
polymerisiert worden sein.?'”! Intermolekulare Strukturen konnten durch den gelegentlichen
Einbau von komplementaren Nukleotiden oder durch die Beladung mit Nukleobasen weiter
stabilisiert worden sein. Durch diesen Prozess konnten prabiotische Polymere und
schlieRlich komplementare Oligonukleotide angereichert worden sein.?' Das von Yakhin
entwickelte Modell war neben der ungeklarten Herkunft der Ribose, vor allem wegen des
Glykosylierungs-Problems (Abschnitt 1.5.1) umstritten.?': 28 Wir postulieren hier, dass
Formamidopyrimidine und N-Isoxazol-Harnstoffe eine Loésung fur das Glykosylierungs-

Problem sein konnten.
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Abbildung 9. Vorgeschlagenes Konzept zur Beladung von abasischen Stellen mit Proto-Nukleobasen.

Um dies zu Untersuchen und gleichzeitig die oben beschriebenen synthetischen
Herausforderungen zu umgehen, sollten RNA-Strange mit abasischen Stellen hergestellt
werden, die anschlieBend mit den Proto-Nukleobasen beladen werden sollten (in-RNA
Glykosylierung, Abbildung 9). Hierzu wurden zunachst die Vorlaufer-Nukleobasen N-
Isoxazol-3-yl-Harnstoff 27 (103), N-Isoxazol-5-yl-Harnstoff 76 (105), 4,6-diamino-5-
formamidopyrimidin 43 (FaPyA) und 2,6-diamino-4-oxo-5-formamidopyrimidin 42 (FaPyG)
nach bekannten Synthesevorschriften hergestellt.[®® % 219 Zysatzlich wurde die N-Harnstoff
modifizierte Vorlaufer-Nukleobase 77 nach leicht modifizierter Vorschrift von Antony Crisp
hergestellt. Diese Proto-Nukleobase ist ein plausibler Vorlaufer von Né-Methylcarbamoyl-
Adenosin?® und der Modifikationen gfA und t°A.220 77 wurde ausgehend von dem
kommerziell erhaltlichen 4,6-Diamino-2-(methylthio)pyrimidin 78 hergestellt, welches im
ersten Schritt mit Natriumnitrit zu 79 umgesetzt wurde (Schema 12). Darauf folgte eine
Reduktion der Nitroso-Gruppe zu 80 und die Boc-Schitzung der neu entstandenen
Aminofunktion zu 81 mit einer Ausbeute von 92 %. Als nachstes wurde 81 mit
Ethylchloroformiat zum Carbamat 82 umgesetzt, das anschlieRend mit ethanolischem
Methylamin zum N-Methylharnstoff 83 reagiert. SchlielBlich wurde die Vorlaufer-Nukleobase
76 in zwei Schritten durch die Abspaltung der Boc-Gruppe mit TMS-CI und anschlieltender

Formylierung mit Natriumformiat in Ameisensaure mit einer Ausbeute von 79 % erhalten.
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NH> NH,
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(0] o ®)
Py 1) TMSCI, MeOH Ox M
Ethylchlorformiat HN™ "OEt MeNH 2h,RT j HN H
- > HN
= BocHN ————— > BocHN > A
Py, 3h, 60°C SN MeOH,3h,50°C ¢ ) NaCO,H, HCO,H, jl\)\j‘\
45 % A 9% A/ 2h, 50°C NN s
HNT N7 s 79 % 2

82

Schema 12. Synthese der N-Harnstoff modifizierten Vorlaufer-Nukleobase 77 in Anlehnung an Antony
Crisp.?20

Die abasischen Stellen sollten mit Hilfe eines von Leumann et al. beschriebenen
Phosphoramidits in die Oligonukleotide eingefiihrt werden.??'l Die Strategie involvierte die
photolabile  Schutzgruppe  1-(2-Nitropenyl)ethyl (NPE), die nach der RNA-
Festphasensynthese abgespalten werden sollte, um das abasische Oligonukleotid zu
erhalten. Diese wurde ausgehend von racemischem 1-(2-Nitrophenyl)ethanol 84 lber eine
Hilbert-Johnson-Reaktion an der 1-Position der B-D-Ribofuranose-1,2,3,5-tetraacetat 85
installiert. Im nachsten Schritt wurden die Acetyl-Gruppen abgespalten und anschlielend
selektiv an der 5‘-Hydroxygruppe mit DMTrCl geschitzt. In diesem Schritt konnten die
Diastereoisomere (S)-88 und (R)-88 chromatographisch aufgetrennt werden. Fir die
nachfolgenden Schritte wurde nur das (R)-88" Isomer verwendet, welches als nachstes mit
TOM-CI zu 89 umgesetzt wurde. Das erwilinschte Regioisomer konnte durch wiederholte
Saulenchromatographie aufgereinigt werden. Im letzten Schritt wurde das Phosphoramidit 90
durch eine Reaktion mit CED-CI mit einer Ausbeute von 85 % erhalten. 90 wurde
anschlieRend mittels RNA-Festphasensynthese erfolgreich in die Oligonukleotide S1NPE-
S2NPE gingebaut.

" Das chirale Zentrum hat keinen Einfluss auf die Abspaltung der NPE-Schutzgruppe nach der RNA-
Synthese. In beiden Fallen verlauft diese quantitativ. Zur Vereinfachung der Analysen wurde nur das

(R)-87 Isomer fur die folgenden Schritte verwendet.
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Schema 13. Synthese des abasischen Phosphoramidits 89 nach Vorschrift von Leumann et al.??"]

Als nachstes musste die NPE-Schutzgruppe abgespalten werden. Hierzu wurden die
Oligonukleotide in ddH>O geldst (100 uM) und bei Raumtemperatur mit einer Leica KL 1500
LCD-Kaltlichtquelle ausgestattet mit einer 150 W Halogenlampe (>300 nm) bestrahit. Zur
Bestimmung der Entschitzungskinetik wurden Proben nach 1 min, 5 min, 15 min, 30 min
und 60 min entnommen und Uber RP-HPLC analysiert (Abbildung 10). Anhand dieser
Ergebnisse wurde fur die Entschitzung eine Bestrahlungszeit von 2 h gewahlt, um die
Strange S1-S2 zu erhalten. Uberraschenderweise konnte wahrend dieser Reaktion keine
Fragmentierung der abasischen Stelle, durch B-Eliminierung oder der Bildung des
Cyclophosphat-Intermediats beobachtet werden. Generell waren die Strange S1NPE-§2NPE
und S$1-S2 erstaunlich stabil und konnten mehr als sechs Monate bei -20 °C, pH 6-8 ohne
Zersetzung gelagert werden. Trotz dieser Erkenntnisse wurden S1NPE-S2NPE fijr die

nachfolgenden Experimente jeweils frisch entschitzt und aufgereinigt, um $1-8S2 zu erhalten.
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Abbildung 10. Entschiitzung der photolabilen Schutzgruppe NPE: HPLC-Chromatogramme (0-30%
Puffer B in 45 min) der Reaktion und exponentieller Fit von Edukt und Produkt-Integrale der HPLC-

Chromatogrammen nach 1 min, 5 min, 15 min, 30 min und 60 min fir a.) 81 und b) S2.

Nach der erfolgreichen Synthese der Oligonukleotide S1-S2 konnten vorldufige Experimente
zur Beladung der abasischen Stelle mit den Proto-Nukleobasen (in-RNA Glykosylierung)
durchgefuhrt werden. in einer
50 mM Natriumborat Puffer (pH 8), 50 mM NaCl und 250 mM der Proto-Nukleobasen gelost.
30 °C

Reaktionsbedingungen

Hierzu wurden die Oligonukleotide Lésung aus

Die Reaktionsansatze wurden Uber in einem
inkubiert. Auch

Oligonukleotide $1-S2 iberraschend stabil und zeigten auch nach 30 Tagen keine komplette

eine dry-down-Methode bei

Thermoshaker unter diesen waren die
Fragmentierung des Eduktes. Proben fir MALDI- und RP-HPLC-Messungen wurden in
regelmafigen Zeitabstanden entnommen. Dabei konnte die Bildung des Produktes S1FaPyA

bereits nach 3 Tagen mit einer Ausbeute von 5 % (geschatzt Uber Integration der HPLC-
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Signale) beobachtet werden. Fir die Kopplungen der Proto-Nukleobasen N-Isoxazol-3-yl-
Harnstoff 27 (103), N-Isoxazol-5-yl-Harnstoff 75 (105), 2,6-diamino-4-oxo-5-
formamidopyrimidin 42 (FaPyG) und 76 konnten bisher noch keine geeigneten Bedingungen

gefunden werden. Hierzu finden aktuell laufende Studien im Arbeitskreis Carell statt.

a) b NH
Ox N )
LN OH HN N/)
o\\\/ml)§N + Job <OH o7 OH
H,N N/) HO O-A-U-C—G-C-U—3 HO D—A-U-C-G-C-U—3
42 S1 S1FaPy
b)
1000 40000 --$1
5 8007 S 30000
8 ---$1 p
é 600 E 20000 ----gqFaPyA
a 7] i
g 400 S | berechnet: 2180.3
o E 10000 ! gefunden: 2180.9
< 2001 ----g1FaPyA - i
JL/_-&
T | 0 T T
10 15 20 1600 2100 2600
Zeit (min) m/z

Abbildung 11. HPLC-Chromatogramm (0-40% Puffer B in 45 min) und MALDI-TOF Spektrum der
Beladungsreaktion von 81 mit 43 nach 3 Tagen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die abasische RNA unter prabiotisch
plausiblen Bedingungen mit dem Proto-Nukleosid FaPyA beladen werden kann. Dieses
Ergebnis kdonnte einen entscheidenden Beweis flir das prabiotische Phosphodiester-Modell
von Yakhin liefern.2'¥! Neben FaPyA 43 kénnten die Proto-Nukleobasen 25, 42, 75 und 76
ebenfalls Teil eines solchen Systems gewesen sein, um die intermolekularen Bindungen der
Makromolekiile durch Wasserstoffbriicken-Bindungen zu stabilisieren. Um dies und die
Plausibilitdit der FaPy-Nukleobasen als Komponente einer potentiellen Proto-RNA zu
Uberprifen koénnen in kinftigen Studien die Basenpaarungs- und physikochemischen-
Eigenschaften von FaPy-beladener RNA untersucht werden.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Methoden

Chemische Synthese

Alle Reaktionen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit Anwendung von Standard-
Schlenktechnik unter Stickstoff- oder Argonatmosphare durchgefihrt. Alle Glasgerate wurden
vor Gebrauch unter Hochvakuum mit einer HeiBluftpistole bei 550 °C ausgeheizt und
ausgekuhlt. Fur Reaktionen mit Flusssaure wurden Polypropylen Reaktionsgefalie

verwendet.
Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Aldrich, Carbosynth, ABCR,
Acros Organics, Merck und TCI Europe bezogen. Diese wurden, wenn nicht anders erwahnt,
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Fir Synthesen wurden Uber Molsieb getrocknete
Lésungsmittel der Firma Sigma-Aldrich verwendet, welche nur unter Schutzgasatmosphare
entnommen wurden. Zur Extraktion und Saulenchromatographie wurden, wenn nicht anders

erwahnt, Loésungsmittel technischer Gute verwendet, die vorher in vacuo destilliert wurden.
Dinnschichtchromatographie und Saulenchromatographie

Fir Reaktionskontrollen wurden Aluminium-Fertigplatten Kieselgel F2s4 von Merck verwendet.
Die Visualisierung erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht (A2s4nm, 3eenm) und/oder durch
Anfarben mit  Cer-Ammoniummolybdat-Lésung, Kaliumpermanganat-Lésung  oder
p-Anisaldehyd-Lésung. Die praparative Aufreinigung der Rohprodukte wurde durch
Normalphasen-Saulenchromatographie unter Verwendung der Flash Methode mit Stickstoff-
Druck erreicht. Als stationdre Phase diente Kieselgel von Machery-Nagel oder Merck
Millipore (Korngréf3e 40-63 um oder 14-40 uym). Als mobile Phase wurden Lésungsmittel von
technischer Glte verwendet, die vor der Verwendung in vacuo destilliert wurden. Fraktionen
wurden je nach AnsatzgroRe in Reagenzglasern oder 50-300 mL Gefallen gesammelt und
Uber DC oder LC-MS analysiert

Rotationsverdampfer

Zur in vacuo Destillation der Lésemittel wurde ein Laborota 4000 der Firma Heidolph oder
ein Rotavapor R-300 der Firma Biichi verwendet. Sofern nicht abweichend angegeben,

wurden Losemittel bei 45 °C entfernt.
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Bidestilliertes Wasser

Fur HPLC-Aufreinigungen und fir RNA-Experimente wurde Wasser verwendet, das zuvor

uber eine MilliQ-Anlage von Satorius aufgereinigt wurde.
Lyophilisation

Zum Entfernen der Losemittel mittels Gefriertrocknung wurde eine Lyophille 2-4 LD plus der
Firma Christ verwendet. Die Losemittel wurden dabei zuvor mit flissigem Stickstoff

eingefroren. Benzen-haltige Proben wurden an der Schlenk-Line lyophilisiert.
Schmelzpunktanalyse

Fir Schmelzpunktbestimmung kristalliner Feststoffe wurde ein Bliichi Melting Point B-540

Schmelzpunktmessgerat verwendet.
pH-Meter

Ein pH-Meter MP 220 der Firma Metter Toledo wurde fir pH-Messungen verwendet. Dieses

wurde vor jeder Messung mit einer pH = 4.0 und pH = 7.0 Standardlésung kalibriert.
Infrarotspektroskopie (IR)

Infrarotspektren wurden an einem FT-IR Spektrum BXIl Spektrometer mit einem Smith Dura
SamplIR Il Diamant-ATR Sensor oder einem Shimadzu IRSpirit Spektrometer mit einem
QATR-S Sensor aufgenommen. Feststoffe wurden dabei entweder direkt auf die ATR-Einheit
gegeben und mit einem Stempel auf der ATR-Einheit verdichtet oder zuvor in wenig Aceton
geldst. Ein Tropfen der Losung wurde auf die ATR-Einheit aufgetragen und das Ldsemittel
verdampft. Ole und fliissige Substanzen wurden als Filme aufgetragen. Absorptionsbanden
wurden in Wellenzahlen (cm™) angegeben. Der Messbereich lag zwischen 4000 cm™ und
650 cm™. Die Intensitat der Signale wurden mit s (stark), m (medium), w (schwach)

angegeben.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-Spektren zur Produkt- und Reaktionskontrolle wurden an einem Bruker Ascend 400
oder einem Bruker Ascend 500 aufgenommen. Eindimensionale 'H-, 3C-, 3'P-NMR-Spektren
und zweidimensionale 'H- und "*C-NMR-Spektren wurden von der Analytik Abteilung fir
Kernresonanzspektroskopie des Departments Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Midnchen mit Hilfe eines Varian Inova 400, Bruker ARX 600 oder Bruker Avance Ill HD 800
angefertigt. Als interner Standard wurden deuterierte Ldsungsmittel der Firmen Sigma-
Aldrich und Eurisotop verwendet. Die chemischen Verschiebungen & fiir 'H und "*C-Spektren

wurden in parts per million (ppm) angegeben und Kopplungskonstanten J sind jeweils in
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Hertz (Hz) angegeben. Die Multiplizitaten der Signale wurden als s (Singulett), d (Dublett), t
(Triplett), g (Quartett) oder m (Multiplett) und deren Kombinationen angegeben.

Massenspektrometrie (LC-MS, HR-ESI, HR-EI, Orbitrap, QExactive, MALDI)

LC-MS Messungen zur Reaktionskontrolle wurden an einem MSQ Plus Spektrometer von
Thermo Scientific mit einem Dionex Ultimate 3000 LC-System durchgefihrt.
Hochauflésende Massenspektren (HRMS) wurden von der Analytik-Abteilung der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen, Department Chemie (Haus F) gemessen. ESI-
Massenspektren wurden an einem Finnigan LTQ FTICR aufgenommen und El-
Massenspektren wurden an einem Joel JMS-700 spectrometer aufgenommen. Fur die
Analyse von Oligonukleotiden wurde ein Bruker Autoflex 11-Gerat mit einem time-of-flight
Detektor verwendet. Die Proben wurden auf einem 0.025 um VSWP Filter (Millipore) mit
ddH>O entsalzt und anschlielend mit einer HPA-Matrix (3-Hydroxypicolinsaure in ddH>O mit
10 mg/mL Diammoniumcitrat) co-kristallisiert. Prabiotische Reaktionskontrollen wurden Uber
ESI-LC-MS zunachst durch ein Dionex Ultimate 3000 HPLC-System der Firma Thermo
Scientific chromatographisch aufgetrennt und anschlielend an einer LTQ Orbitrap XL von
Thermo Finnigan analysiert. Chromatographische Auftrennung wurde an einer C18-Saule
(Interchim Uptisphere120 3HDO) von Interchim mit einer Flussrate von 0.15 mL/min und
einer Saulentemperatur von 30 °C durchgefihrt. Zur Elution wurde ein 2 mm HCOONH;,4
Puffersystem (Puffer A: 2 mM HCOONH4 in H2O (pH 5.5) und Puffer B: 2 mMm HCOONHy; in
H>O/ACN 20/80 (pH 5.5)) mit einem Gradienten von 0-4 % in 35 min verwendet. Die Elution
wurde mit einem Dionex Ultimate 3000 Diode Array Detektor der Firma Thermo Scientific
Uberwacht. RNA-Verdau Experimente wurden mit Hilfe eines Thermo Scientific QExactive HF
Massenpektirometers gekoppelt an einem Thermo Scientific Vanquish System analysiert.
Chromatographische Auftrennung wurde an einer eine C18-Saule (Interchim Uptisphere120
3HDO) von Interchim mit einer Flussrate von 0.2 mL/min und einer Saulentemperatur von
30 °C durchgefihrt. Zur Elution wurde ein 2 mM HCOONH, Puffersystem (Puffer A: 2 mM
HCOONH; in H2O (pH 5.5) und Puffer B: 2 mM HCOONH, in HoO/ACN 20/80 (pH 5.5)) mit
einem Gradienten von 0-15 % in 18 min verwendet. Die Elution wurde bei 223, 243 and 260

nm Uber einen Thermo Scientific Vanquish Diode Array Detektor Gberwacht.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Analytische HPLC-Untersuchungen wurden an einem 71260 Infinity Il 800 bar System der

Firma Agilent Infinitylab mit einem G7165A Detektor und einer Flussrate von 1.0 mL/min
durchgefihrt. Fur die Auftrennung wurde eine C18-Saule (EC 250/4 Nucleodur 100-3 C18ec)
von Machery-Nagel verwendet. Zur semi-praparativen Aufreinigung wurde ein 1260 Infinity I

Manual Preparative 400 bar System von der Firma Agilent Infinitylab mit einem G77114A
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Detektor und einer Flussrate von 5.0 mL/min verwendet. Als stationare Phase wurde eine
C18-Saule (VP 250/10 Nucleodur 100-5 C18ec) von Machery-Nagel verwendet. Fir die
Aufreinigung und Analyse von Oligonukleotiden wurde ein 100 mM NEt;/AcOH Puffersystem
verwendet (Puffer A: 100 mM NEtz/AcOH in H2O (pH 7) und Puffer B: 100 mM HCOONHy; in
H,O/ACN 20/80 (pH 7)). Fur die Aufreinigung und Analyse von niedermolekularen
Verbindungen wurde ein 2 mM HCOONH4 Puffersystem (Puffer A: 2 mM HCOONH; in H2O
(pH 5.5) und Puffer B: 2 mM HCOONH4 in H,O/ACN 20/80 (pH 5.5)) verwendet.

Oligonukleotid Synthese

Oligonukleotide wurden im 1 pmol - 2 ymol Malistab im DMT-OFF-Modus an einem 394
DNA/RNA  Synthesizer von Applied Biosystems durchgefiihrt. Die verwendeten
Phosphoramidite der kanonischen Nukleoside Bz-A-CE, Ac-C-CE, Dmf-G-CE und U-CE
wurden von LinkTech oder Sigma-Aldrich bezogen. Als Festphasenmaterial wurde RNA
SynBase™ CPG 1000/110 und High Load Glen UnySupport™ verwendet. Die
Phosphoramidite wurden in Acetonitril (= 99.8 %, 100 mM) geldst. Dichloressigsaure (DCA)
wurde als Entschiitzungsreagenz in Dichlormethan, BTT, ETT oder Activator 42° als
Aktivator in ACN, Ac,0 als Capping-Reagenz in Pyridin/THF und 12 als Oxidationsmittel in
Pyridin/H2O verwendet. Fir die Entschitzung der RNA-Oligonukleotide wurde die Kartusche
nach der Synthese zunachst unter Hochvakuum getrocknet, anschlielfend wurde das CPG-
Tragermaterial in ein Mikroreaktionsgefald (2 mL Eppendorf) Uberfihrt. die Festphase wurde
in einer wassrigen 1:1 Mischung (0.5 mL) aus 30 % NHsOH und 40 % MeNH. suspendiert.
Die Suspension wurde bei 65 °C erhitzt (25 min fir SynBase™ CPG 1000/110 und 60 min fir
High Load Glen UnySupport™). AnschlieBend wurde der Uberstand gesammelt, und die
Festphase wurde mit Wasser (2x0.3 ml) gewaschen. Die Uberstande wurden vereinigt, unter
vermindertem Druck an einer SpeedVac Plus von Thermo Life Sciences eingeengt und durch
Lyophilisation getrocknet. Der Rickstand wurde in DMSO (100 uL) resuspendiert und mit
HF«Triethylamin (98 %, 125 pL) versetzt. Die L6sung wurde bei 65 °C, flr 2.5 h, bei 750 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch auf 0 °C gekuihlt, NaOAc (3 M in ddH-0, 25 pL)
wurde hinzugegeben und vermischt. n-Butanol (1 mL) wurde hinzugeben und die RNA wurde
2 h lang bei -80 °C gefallt. Anschlieend wurde das Gemisch bei 4 °C fur 1 h zentrifugiert,
der Uberstand entfernt und der farblose Riickstand mittels Lyophilisation getrocknet. Die
Absorption der synthetisierten Oligonukleotide in wassriger Lésung wurde mit einem IMPLEN
NanoPhotometer® N60/N50 bei 260 nm gemessen. Der Extinktionskoeffizient des ONs
wurde mit dem OligoAnalyzer Version 3.0 von Integrated DNA Technologies berechnet. Fur
Oligonukleotide, die nicht-kanonische Basen enthalten, wurde angenommen, dass die

Extinktionskoeffizienten identisch zu den kanonischen Basen sind.
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UV-Vis-Spektroskopie

Fur UV-Vis-spektroskopische Messungen wurde ein JASCO V650 Photospektrometer
verwendet. Als Blindprobe zur Basislinienbestimmung vor den Messungen wurde das

jeweilige Losungsmittel der Probe verwendet.

5.2. Synthesevorschriften und Analytik

4-Amino-6-chloro-5-nitropyrimidin (53)

NH,

O,N | NN

Cl N/)
53

Zu einer Lésung von 4,6-Dichlor-5-nitro-pyrimidin 55 (6.00 g, 30.9 g, 1.00 eq.) in trockenem
THF (45 mL) wurde NaHCOs; (2.60g, 30.9g, 1.00 eq.) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde bei 55 °C fir 30 min erhitzt, bevor NH3 (7 M in Methanol, 4.90 mL,
34.0 mmol, 1.10 eq.) zugegeben wurde. Das resultierende Gemisch wurde bei 55 °C fur
weitere 18 h erhitzt. Das entstandene Prazipitat wurde abfiltriert und mit THF gewaschen, um
53 (3.82 g, 21.9 mmol, 71 %) als gelblichen Feststoff zu erhalten.

R: = 0.33 (Hex:EtOAc = 2:1); '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): §(ppm) = 8.37 (s, 1H); 13C
NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) = 159.9, 155.0, 151.6, 114.9; IR (ATR): V (cm™) = 3306
(w), 3142 (w), 1959 (w), 1651 (w), 1579 (m), 1519 (s), 1482 (s), 1396 (m), 1341 (s), 1233 (s),
1042 (s), 982 (w), 963 (s), 862 (s), 786 (s), 777 (s), 750 (m), 714 (w), 667 (w); HRMS (ESI):
berechnet fir C4H4CIN4O2* [M+H]*: 175.0017, gefunden: 175.0019.

2-Amino-6-chlor-3H-pyrimidin-4-on (57)

2-Amino-4,6-dichloropyrimidin 56 (10.0 g, 61.0 mmol, 1.0 eq.) wurde in einer NaOH-L6sung
(1 ™M, 140 mL) far 1.5 h unter Rickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch
auf 0 °C gekihlt, bevor das Produkt durch Zugabe von Essigsaure (15 mL) prazipitiert wurde.
Der Feststoff wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen, um 57 (9.15 g, 62.9 mmol, quant.)

als gelbliche Kristalle zu erhalten.
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"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 (ppm) = 11.58 (s, 1H), 7.16 (s, 2H), 5.55 (s, 2H); '*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 163.2, 159.3, 156.1, 99.2; IR (ATR): ¥ (cm™) = 3455 (w),
3269 (w), 3110 (m), 2917 (m), 2768 (m), 1644 (s), 1608 (s), 1559 (s), 1484 (s), 1398 (m),
1370 (s), 1230 (m), 1158 (m), 1117 (w), 1026 (w), 982 (s), 907 (m), 864 (m), 795 (s), 756 (m),
719 (m), 635 (s), 585 (s), 562 (s), 420 (s); HRMS (ESI): berechnet flir C4H3CIN3O" [M-H]:
143.99646, gefunden: 143.99703.

2-Amino-6-chlor-5-nitro-3H-pyrimidin-4-on (58)

0]

O,N
f X
CI” N7 ONH,
58

2-Amino-6-chlor-3H-pyrimidin-4-on 57 (10.0 g, 68.7 mmol, 1.0 eq.) wurde portionsweise zu
einer Losung aus Schwefelsdure (konz., 46 mL) und Salpetersaure (konz., 19 mL) bei 0 °C
gegeben und fiur 1 h gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung in ein Eis-Wasser
Gemisch (150 mL) geschuttet. Das Gemisch wurde Uber Nacht bei 5 °C gelagert,
anschliefend wurde der Feststoff abfiltriert, mit eiskaltem Wasser gewaschen und getrocknet,
um 58 (12.0 g, 62.9 mmol, 92 %) als gelblichen Feststoff zu erhalten.

"H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) = 12.16 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 7.12 (s, 1H); *C NMR
(126 MHz, DMSO-dg): 5 (ppm) = 155.1, 154.2, 153.2, 126.7; IR (ATR): v (cm™) = 3305 (m),
3176 (s), 1638 (s), 1558 (m), 1446 (m), 1365 (s), 1336 (m), 1267 (s), 1125 (s), 1045 (s), 854
(m), 798 (m), 776 (s), 724 (m), 690 (s), 664 (s), 615 (s), 527 (s); HRMS (ESI): berechnet
C4H2CINg [M-H]: 188.98207, gefunden: 188.98154.

N-(6-Chlor-3,4-dihydro-5-nitro-4-oxo-2-pyrimidinyl)isobutyramid (54)

0
OZle\)‘\NH 0
Cl N/)\”)K(
54

2-Amino-6-chlor-5-nitro-3H-pyrimidin-4-on 58 (2.92g, 15.3mmol, 1.00eq.) wurde in
Isobuttersdure  (48.0 mL, 291 mmol, 19.0 eq.) suspendiert, zwei Tropfen konz.
Schwefelsdure wurden zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde bei 100 °C fir 1 h
geruhrt. Anschlielend wurde das Gemisch auf 50 °C gekuhlt, Methanol (100 mL) wurde

vorsichtig hinzugeben und fir weitere 3 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Methanol wurde
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in vacuo entfernt und der Rickstand bei 5 °C fiur 48 h gelagert. Das prazipitierte Produkt
wurde abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und getrocknet, um 54 (3.85 g, 14.8 mmol,

97 %) als gelbe Kristalle zu erhalten.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 (ppm) = 12.41 (s, 1H), 2.74 (sep, 1H, 3J = 6.9 Hz), 1.32 (s,
1H), 1.11 (d, 6H, 3J =6.9 Hz, 6H); '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 180.7, 152.9,
151.4, 150.9, 131.8, 35.1, 18.6; IR (ATR): v (cm™) = 3308 (w), 3150 (m), 1661 (s), 1595 (s),
1522 (s), 1459 (s), 1387 (m), 1351 (m), 1313 (m), 1249 (m), 1223 (m), 1177 (m), 1132 (s),
1042 (s), 953 (m), 917 (s), 872 (m), 832 (m), 782 (s), 749 (s), 724 (s), 687 (s), 625 (s), 591
(s), 537 (s), 500 (s), 425 (s); HRMS (ESI): berechnet flir CsHsCIN4O4 [M-H]: 259.02341,
gefunden: 259.02393.

1-Azido-2-0-(1,1-dioxo-148-thiomorpholine-4-carbothioat)-3,5-O-di-tertbutylsilyl-
B-D-ribofuranose (61)

61

6-Azido-2,2-di-tert-butyltetrahydro-4H-furo[3,2-d][1,3,2]dioxasilin-7-ol  (2.88 g, 9.13 mmol,
1.00 eq.) wurde in DCM geldst (14 mL). Zu der Lésung wurde 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol
(1.79 g, 10.0 mmol, 1.10 eq.) und eine katalytische Menge DMAP (56.4 mg, 503 uymol,
0.06 eq.) gegeben. Die Reaktionslosung wurde zunachst 3 h bei Raumtemperatur und
anschliefend 1 h bei 50 °C gerihrt. Anschlielend wurde 1,1-Dioxothiomorpholine (1.36 g,
10.0 mmol, 1.10 eq.) in DCM (15 mL) hinzugegeben und das Gemisch bei Raumtemperatur
Uber Nacht geriihrt. Das Lésungsmittel wurde in vacuo entfernt, der Rickstand aus ACN
umkristallisiert und mit kaltem ACN gewaschen. Das Rohprodukt wurde anschlieRend
chromatographisch (Silikagel, iHex:EtOAc = 5:1 — 1:1 — 0:1) aufgereinigt, um 61 (2.25 g,

4.57 mmol, 50 %) als einen farblosen Feststoff zu erhalten.

R = 0.23 (iHex:EtOAc = 5:1); 'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.49-5.47 (d, 3J = 4.5 Hz,
2H), 4.86 (dd, 3J = 12.2 Hz, 3J = 7.1 Hz, 1H), 4.51 (d, 3J = 14.4 Hz, 1H), 4.45 (dd, 3J = 8.6 Hz,
3J = 4.4 Hz, 1H), 4.32 (td, 3J = 10.3 Hz, %J = 9.1 Hz, 3J = 5.3 Hz, 1H), 4.23 (dd, 3J=9.3 Hz,
3J = 4.6 Hz, 1H), 4.14-3.92 (m, 3H), 3.30-2.90 (m, 4H), 1.07 (s, 9H), 0.98 (s, 9H); *C NMR
(101 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 187.0, 93.7, 82.5, 76.1, 74.7, 68.5, 51.9, 51.5, 48.5, 43.7, 27.5,
27.2,22.9, 20.3; IR (ATR): 7 (cm'") = 2925 (w), 2856 (w), 2123 (w), 1492 (m), 1477 (w), 1463
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(w), 1449 (w), 1438 (w), 1408 (w), 1385 (w), 1359 (w), 1319 (w), 1301 (w), 1276 (s), 1250 (w),
1230 (s), 1190 (s), 1161 (w), 1124 (s), 1091 (m), 1061 (s), 1049 (s), 1041 (s), 1014 (m), 983
(w), 949 (w), 935 (w), 923 (s), 885 (w), 865 (m), 847 (w), 824 (s), 812 (s), 796 (w), 744 (s),
722 (w), 713 (w), 705 (w), 667 (w); HRMS (ESI): berechnet fir C1gH33N4OsS2Si™ [M+H]":
493.1605, gefunden: 493.1606.

4,6-Diamino-5-nitropyrimidin (66)

NH,

O,N | SN

H,N N/)
66

6-Diaminopyrimidine 65 (1.50 g, 13.6 mmol, 1.00 eq.) wurde portionsweise zu einer eiskalten
Loésung von Schwefelsdure (konz., 10 mL) gegeben. Zu der Reaktionslésung wurde
Salpetersaure (konz., 8 mL) tropfenweise hinzugegeben, wahrend die Temperatur unter
50 °C gehalten wurde. Die Suspension wurde fir 15 min bei Raumtemperatur gerihrt und
anschlieBend in ein Eis-Wasser Gemisch (150 mL) gegeben. AnschlieBend wurde
Ammoniumhydroxid zugegeben bis der pH-Wert 9-10 betrug. Das Gemisch wurde Uber
Nacht bei 5 °C gelagert, anschlieRend wurde der Feststoff abfiltriert, mit eiskaltem Wasser
gewaschen und getrocknet, um 66 (2.11 g, 13.6 mmol, quant.) als einen weillen Feststoff

erhalten.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 8.48 (s, 2H), 8.42 (s, 2H), 7.87 (s, 1H); IR (ATR): ¥
(cm™) = 3450 (m), 3260 (w), 2973 (m), 2630 (w), 2035 (w), 1614 (s), 1551 (s), 1533 (s), 1513
(s), 1395 (m), 1371 (s), 1340 (w), 1251 (s), 1177 (s), 1128 (w), 1012 (s), 905 (w), 813 (s),
794 (s), 736 (w), 705 (w), 668 (w); HRMS (EI): berechnet fiir C4HsNsO2" [M]*: 155.0443,
gefunden: 155.0438.

6-Amino-5-nitro-4-[(2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosyl)amino]pyrimidin (68)
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4,6-Diamino-5-nitropyrimidine 66 (1.00 g, 6.45 mmol, 1.00 eq.) wurde bei 0 °C in trockenem
Acetonitril gelést (17 mL). Anschliefend wurde Triethylamin (0.90 mL, 6.49 mmol, 1.01 eq.)
und TMSOTT (2.30 mL, 12.9 mmol, 2.00 eq.) tropfenweise hinzugegeben. Nachdem 1 h bei
Raumtemperatur gerihrt wurde, wurde 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranose 67
(3.25 g, 6.45 mmol, 1.00 eq.) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf
Raumtemperatur erwarmt und anschliefiend 25 h gerthrt. AnschlieRend wurde die Reaktion
mit einer eiskalten Mischung aus Acetonitri/Ammoniumhydroxid (10/1, 44 mL) gequencht
und mit Wasser und Ethylacetat versetzt. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat
(3 x 100 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden mit einer ges. NaCl-
Lésung (50 mL) gewaschen, uber MgSO, getrocknet, filtriert und unter verminderten Druck
eingeengt. Das Rohprodukt wurde anschlieliend Uber Saulenchromatographie (Silikagel,
iHex:EtOAc = 1:1) aufgereinigt, um 68 (3.03 g, 5.06 mmol, 78 %) als einen hellgelben

Feststoff zu erhalten.

R: = 0.41 (iHex:EtOAc = 1:1); 'TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 (ppm) = 9.62 (d, 3J = 8.2 Hz,
1H), 8.61 (br s, 1H), 8.55 (brs, 1H), 8.05 (s, 1H), 8.03-7.38 (m, 15H), 6.36 (dd, 3J = 8.3 Hz,
3J =5.0 Hz, 1H), 6.00 (dd, 3J = 6.0 Hz, 3J = 4.9 Hz, 1H), 5.93-5.89 (t, 1H), 4.67-4.60 (m, 2H),
4.60-4.54 (m, 1H); *C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 165.5, 164.7, 159.1, 158.5,
156.5, 133.9, 133.8, 133.6, 129.3, 129.2, 128.8, 128.7, 128.6, 112.5, 83.9, 78.0, 74.0, 71.0,
63.9; IR (ATR): 7 (cm™) = 3449 (w), 3330 (w), 3060 (w), 1720 (s), 1600 (m), 1575 (s), 1514
(m), 1450 (w), 1353 (w), 1314 (w), 1244 (s), 1176 (w), 1092 (s), 1068 (s), 1024 (s), 1000 (m),
893 (w), 825 (w), 798 (m), 705 (s), 685 (s), 667 (m); HRMS (ESI): berechnet fiir C3oH26N509*
[M+H]": 600.1725, gefunden: 600.1722.

6-Amino-5-nitro-4-(B-D-ribofuranosylamino)pyrimidine (69)

68 (1.61 g, 2.69 mmol, 1.00 eq.) wurde in Dioxan (13 mL) und Methanol (64 mL) geldst. Eine
frisch hergestellte Natriummethanolat-Losung (1 m in Methanol, 0.4 mL, 539 ymol, 0.20 eq.)
wurde tropfenweise bei 0 °C hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf

Raumtemperatur erwarmt und Uber Nacht gerihrt. AnschlieRend wurde der pH-Wert durch
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Zugabe von Dowex® 50W-X 8 (H*-Form) auf 6-7 eingestellt und das Lésungsmittel in vacuo
entfernt. Der Riickstand wurde Uber Saulenchromatographie (Silikagel, DCM:MeOH = 85:15)

aufgereinigt, um 69 (735 mg, 2.56 mmol, 95%) als einen farblosen Feststoff zu erhalten.

R = 0.29 (DCM:MeOH = 85:15); 'TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) = 9.29 (d,
8J=7.7 Hz, 1H), 8.57 (s, 2H), 8.00 (s, 1H), 5.78 (dd, 3J = 7.7 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H), 5.21 (d,
3J=5.4 Hz, 1H), 5.08 (t, 3J = 5.0 Hz, 1H), 4.93 (d, 3J = 5.9 Hz, 1H), 4.07 (q, 3J = 5.3 Hz, 1H),
3.92 (td, 3J=5.1Hz, 3J=3.5Hz, 1H), 3.79 (dt, 3J=5.7 Hz, 3J=3.0 Hz, 1H), 3.54 (ddd,
3J=11.6 Hz, 3J=4.8 Hz, 3J = 3.3 Hz, 1H), 3.45 (ddd, 3J=11.7 Hz, 3J = 5.3 Hz, 3J = 2.8 Hz,
1H); '3C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 159.3, 158.6, 155.8, 111.8, 86.1, 83.9, 74.9,
69.9, 60.3; IR (ATR): v (cm™) = 3438 (w), 3320 (w), 3123 (w), 2207 (w), 1976 (w), 1644 (m),
1601 (s), 1514 (s), 1347 (w), 1301 (m), 1238 (s), 1151 (m), 1111 (m), 1022 (s), 898 (w), 868
(m), 823 (m), 794 (s), 742 (w), 661 (s), HRMS (ESI): berechnet fir CgH1NsOs"
[M+H]":288.0939, gefunden: 288.0940.

6-Amino-5-nitro-4-[(3,5-0O-di-tert-butylsilyl-B-D-ribofuranosyl)amino]pyrimidin
(70)

Zu einer Losung von 69 (1.02 g, 3.55 mmol, 1.00 eq.) in DMF (50 mL) wurden Di-tert-
butyldichlorsilan (0.90 mL, 4.26 mmol, 1.20 eq.) und AgNOs (1.45 g, 8.52 mmol, 2.40 eq.)
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C gekihlt und anschlieend Triethylamin
(1.20 mL, 8.66 mmol, 2.44 eq.) tropenweise hinzugegeben. Das resultierende Gemisch
wurde fur 2 h bei 0 °C geruhrt. Das Prazipitat wurde abfiltriert und das Filtrat in vacuo
eingeengt. Der Rickstand wurde Uber Saulenchromatographie (Silikagel, iHex:EtOAc =
1:1 — 1:2) aufgereinigt, um 70 (1.28 g, 2.99 mmol, 84 %) als einen farblosen Feststoff zu
erhalten.

Rr = 0.46 (Hex:EtOAc = 1:2); 'TH NMR (800 MHz, CDCls): & (ppm) = 10.23 (d, 3J = 8.0 Hz,
1H), 8.47 (br's, 1H), 8.14 (s, 1H), 6.29 (dd, 3J = 8.0 Hz, 3J = 4.4 Hz, 1H), 6.16 (s, 1H), 4.43 (1,
3J = 4.3 Hz, 1H), 4.41-4.36 (m, 1H), 4.15-3.98 (m, 2H), 3.99-3.90 (m, 1H), 1.08 (s, 9H), 1.04
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(s, 9H); *C NMR (201 MHz, CDCls): ¢ (ppm) = 160.1, 159.0, 157.1, 82.0, 77.6, 73.1, 69.1,
67.8, 27.5, 27.4, 22.9, 20.5; IR (ATR): V (cm™) = 3292 (w), 2932 (w), 2892 (w), 2857 (w),
2360 (w), 2186 (w), 1727 (w), 1664 (w), 1621 (m), 1583 (s), 1515 (m), 1470 (w), 1386 (w),
1360 (w), 1273 (w), 1241 (m), 1203 (w), 1146 (m), 1104 (m), 1038 (s), 1011 (w), 971 (w), 938
(s), 901 (w), 879 (w), 855 (w), 825 (s), 794 (s), 745 (s); HRMS (ESI): berechnet flr
C17H30N506Si™ [M+H]": 428.1960, gefunden: 428.1960.

6-Amino-5-nitro-4-[(2-tert-butyldimethylchlorsilyl-3,5-O-di-tert-butylsilyl-8-D-
ribofuranosyl)amino]pyrimidin (71)

70 (498 mg, 1.16 mmol, 1.00 eq.) wurde in DMF (13 mL) gel6ést. Zu der Lésung wurden
Imidazol (403 mg, 5.86 mmol, 5.05 eq.) und tert-Butyldimethylchlorsilan (213 mg, 1.41 mmol,
1.22 eq.) gegeben. Das resultierende Gemisch wurde fiir 23 h bei Raumtemperatur gerthrt.
AnschlieBend wurde weiteres tert-Butyldimethylchlorsilan (213 mg, 1.41 mmol, 1.22 eq.)
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch bei 55 °C fur 48 h erhitzt. Das Gemisch wurde mit
Wasser und Ethylacetat verdiinnt. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 100 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit einer ges. NaCl-Lésung (50 mL)
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter verminderten Druck eingeengt. Der
Ruckstand wurde Uber S&ulenchromatographie (Silikagel, iHex:EtOAc = 4:1 — 2:1 — 1:1)

aufgereinigt, um 71 (30.2 mg, 55.7 umol, 5 %) als einen farblosen Feststoff zu erhalten.

R = 0.61 (iHex:EtOAc = 5:1); "TH NMR (800 MHz, CDCls): & (ppm) = 9.02 (d, 3J = 7.0 Hz, 1H),
8.46 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 6.09 (s, 1H), 5.84 (d, 3J= 7.0 Hz, 1H), 4.44 (dd, 3J = 9.2 Hz,
3J=5.1 Hz, 1H), 4.25 (d, 3J = 4.4 Hz, 1H), 4.12 (td, 3J = 10.1 Hz, 3J = 5.1 Hz, 1H), 3.95-3.87
(m, 2H), 1.11-1.04 (m, 9H), 1.02 (s, 9H), 0.94 (s, 9H), 0.16 (d, 3J = 16.7 Hz, 6H); 3C NMR
(201 MHz, CDCls): & (ppm) = 160.0, 159.0, 155.9, 89.9, 76.3, 74.0, 68.7, 27.4, 27.2, 26.0,
22.9,20.5, 185, -4.1, -4.8; IR (ATR): 7 (cm'") = 3424 w), 2924 (m), 2854 (m), 2190 (w), 2179
(W), 2168 (w), 2160 (w), 2017 (w), 1712 (s), 1646 (w), 1580 (s), 1520 (w), 1472 (w), 1358 (s),
1290 (w),1249 (m), 1220 (s), 1141 (m), 1110 (s), 1058 (s), 1008 (s), 937 (w), 890 (m), 846 (s),
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827 (s), 798 (m), 791 (m), 778 (s), 756 (M), 732 (w), 694 (w), 672 (w); HRMS (ESI): berechnet
fiir C2sHasNsO6Siz* [M+H]*: 542.2825, gefunden: 542.2824.

4,6-Diamino-2-(methylthio)-5-nitrosopyrimidin (78)

NH,
o N
H,N N/)\S/
78

Zu einer Losung aus 4,6-Diamino-2-(methylthio)pyrimidin 78 (22.0 g, 141 mmol, 1.00 eq.) in
Essigsaure (90 mL) und Wasser (910 mL) wurde Natriumnitrit (21.4 g, 319 mmol, 2.20 eq.)
portionsweise bei 0 °C gegeben. Die Reaktionslésung wurde zunachst bei 0 °C fir 1 h und
anschlielend 4 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Prazipitat wurde abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und unter Hochvakuum getrocknet, um 78 (21.3 g, 115 mmol, 82 %) als ein

blaues Pulver zu erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 10.17 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.00 (s,
1H), 2.46 (s, 3H); 1*C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 178.6, 164.3, 145.8, 138.9, 13.6;
IR (ATR): V (cm™) = 2360 (m), 1527 (s), 1320 (m), 1284 (s), 1199 (s), 964 (m), 955 (s), 784
(s), 668 (w), 639 (s), 554 (s), 495 (s), 413 (w); HRMS (EIl): berechnet fiir CsH7NsOS*
[M]*: 185.03713, gefunden: 185.03653.

4,5,6-Triamino-2-methylthiopyrimidin (79)

NH,

H,N S

H,N N/)\S/
79

78 (13.0g, 70 mmol, 1.00 eq.) wurde in Wasser (80 mL) und Essigsaure (40 mL) gel6st.
Zinkpulver (1849, 281 mmol, 4.00eq.) wurde bei 0°C hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde langsam uber 3 h auf Raumtemperatur erwarmt und anschlielend
Uber Celite abfiltriert. Der pH-Wert des Filtrats wurde durch Zugabe von Ammoniumhydroxid
auf pH 9 gebracht. Daraufhin wurde das Filtrat bei 0 °C Uber Nacht gelagert und das
gebildete Prazipitat mit kaltem Wasser gewaschen, um 79 (8.49 g, 49.6 mmol, 71 %) als

einen farblosen kristallinen Feststoff zu erhalten.
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H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 5.68 (s, 4H), 3.52 (s, 2H), 2.31 (s, 3H); '3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 157.0, 152.8, 102.8, 13.2; IR (ATR): ¥ (cm") = 2970 (w),
1738 (s), 1303 (m), 1228 (s), 1217 (s), 1023 (s), 993 (s), 824 (M), 763 (s), 441 (s), 435 (s),
418 (s), 406 (s); HRMS (ESI): berechnet fur CsH1oNsS* [M+H]": 172.06514, gefunden:
172.06515.

tert-Butyl-(4,6-diamino-2-(methylthio)pyrimidin-5-yl)carbamat (80)

NH,
BocHN

B
H,N N/)\S/
80

Zu einer Lésung aus 79 (8.40 g, 49.0 mmol, 1.00 eq.) in tert-Butanol (240 mL) wurde Di-tert-
butyldicarbonat (11.6 mL, 54.0 mmol, 1.10 eq.) tropfenweise hinzugegeben. Anschlielend
wurde das Reaktionsgemisch fir 3 h bei 60 °C geruhrt und auf Raumtemperatur abgekihlt.
Das Prazipitat wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde auf 100 mL eingeengt, zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Die vereinigten Prazipitate wurde mit kaltem tert-Butanol gewaschen und
unter Hochvakuum getrocknet, um 80 (12.3 g, 45.3 mmol, 92 %) in Form eines farblosen

Feststoffes zu erhalten.

H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 7.56 (s, 1H), 5.84 (s, 4H), 2.34 (s, 3H), 1.42 (s,
9H); '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) =164.8, 159.8, 153.9, 92.5, 78.5, 28.2, 13.3; IR
(ATR): 7 (cm™") = 3510 (s), 3446 (w), 3336 (m), 3266 (s), 2996 (w), 2981 (w), 1704 (s), 1603
(s), 1556 (s), 1375 (s), 1386 (w), 1366 (m), 1327 (m), 1303 (m), 1266 (M), 1240 (s), 1153 (s),
1053 (m), 1018 (m), 952 (m), 899 (m), 820 (m), 784 (m), 751 (w), 616 (m), 560 (m), 497 (w),
456 (m), 426 (s); HRMS (El): berechnet fur C10H17N502S* [M]*: 271.11030, gefunden:
271.11005.

tert-Butyl-ethyl-(6-amino-2-(methylthio)pyrimidin-4,5-yl)carbamat (81)
o)
HNJ\OEt
BocHN N
LA

81

HoN
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80 (12.3 g, 45.3 mmol, 1.00 eq.) wurde in Pyridin (100 mL) gelést und Ethylchloroformiat
(6.47 mL, 68.0 mmol, 1.50 eq.) bei 0 °C tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionsldsung
wurde fur 3 h auf 60 °C erhitzt. Anschliefiend wurde das Lésungsmittel unter verminderten
Druck entfernt und der Rickstand mittels Sdulenchromatographie (Silikagel, DCM:MeOH =
99:1) aufgereinigt, um 81 (7.03 g, 20.5 mmol, 45 %) in Form eines farblosen Feststoffes zu

erhalten.

R: = 0.30 (DCM:MeOH = 99:2); 'TH NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.35 (s, 1H), 7.06 (s,
1H), 5.27 (s, 2H), 4.24 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, 3H);
13C NMR (126 MHz, CDCl): & (ppm) = 168.2, 161.5, 153.8, 151.1, 149.8, 128.3, 123.7, 102.5,
81.0, 62.5, 28.2, 14.3, 14.2; IR (ATR): V (cm™) = 2359 (w), 1717 (m), 1602 (m), 1366 (s),
1333 (m), 1307 (m), 1237 (s), 1161 (m), 1095 (m), 1033 (s), 909 (m), 882 (m), 826 (m), 773
(m), 730 (s), 701 (m), 668 (m), 582 (m), 413 (m); HRMS (El): berechnet fir C13H21Ns04S*
[M]*: 343.13143, gefunden: 343.13068.

tert-Butyl-(4-amino-2-(methylthio)-6-(3-methylureido)pyrimidin-5-yl)carbamate
(82)
o]

P

H

HN
BocHN N

N
|
H,N N/)\S/
82

81 (1.00 g, 2.91 mmol, 1.00 eq.) wurde in einem Druckréhrchen in Methylamin (33 % in
MeOH, 10 mL) suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde flir 3 h bei 50 °C erhitzt.
AnschlieRend wurde das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und der Rickstand
mittels Saulenchromatographie (Silikagel, iHex:EtOAc = 5:1 — 4:1 ) aufgereinigt, um 82

(84.0 mg, 256 umol, 9 %) in Form eines farblosen Feststoffes zu erhalten.

R = 0.33 (iHex:EtOAc = 4:1); 'TH NMR (500 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 8.77 (q, J = 4.8 Hz,
1H), 7.78 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 6.67 (m, 2H), 2.75 (d, J = 4.7 Hz, 3H), 2.42 (s, 3H), 1.42 (s,
9H); 1*C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 165.8, 160.7, 154.2, 153.3, 94.7, 79.3, 28.0,
26.1, 13.6; IR (ATR): 7 (cm") = 3433 (w), 2970 (w), 2930 (w), 1740 (s), 1720 (s), 1671 (m),
1625 (m), 1595 (m), 1533 (s), 1487 (s), 1416 (m), 1392 (m), 1366 (s), 1339 (m), 1290 (m),
1231 (s), 1217 (s), 1152 (s), 1080 (m), 1051 (m), 991 (m), 962 (m) 905 (m), 834 (w), 801 (m),
783 (w), 765 (s), 694 (m), 616 (s), 527 (m), 504 (m), 458 (m), 406 (m); HRMS (EI): berechnet
fiir C12H20N6O3sS* [M]*: 328.13176, gefunden: 328.13089.
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1-(5,6-Diamino-2-(methylthio)pyrimidin-4-yl)-3-methylharnstoff (76)

(0]
X
H
~N

A

y HN
Os N |
H,N” N
76

Zu einer Lésung aus 82 (50 mg, 152 pmol, 1.00 eq.) in Methanol (4 mL) wurde
Trimethylsilylchlorid (3 mL, 23.6 mmol, 155 eq.) hinzugegeben. Die resultierende Ldsung
wurde fur 2 h bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in DCM (4 mL) resuspendiert und das
Gemisch zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, der Rickstand unter Hochvakuum
getrocknet und in Ameisensaure (200 pL) gelést. Natriumformiat (12.5 mg, 184 umol,
1.20 eq.) wurde hinzugegeben und das Gemisch flir 2 h bei 50 °C erhitzt. Das Lésungsmittel
wurde unter reduziertem Druck entfernt und der Riickstand in Wasser (1 mL) suspendiert.
Das Gemisch wurde zentrifugiert, der Uberstand wurde entfernt und der Riickstand unter
Hochvakuum getrocknet, um 76 (31.1 mg, 121 ymol, 79 %) in Form eines farblosen

Feststoffes zu erhalten.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 8.93 (q, J = 4.7 Hz, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.19 (s, 1H),
8.07 (s, 1H), 6.75-6.70 (m, 2H), 2.75 (d, J = 4.6 Hz, 3H), 2.42 (s, 3H); *C NMR (126 MHz,
DMSO-ds): 6 (ppm) = 166.6, 161.7, 160.3, 154.4, 153.5, 92.9, 26.0, 13.6; IR (ATR): 7 (cm™) =
3390 (w), 3275 (w), 3161 (w), 2970 (w), 1739 (m), 1708 (m), 1672 (s), 1651 (s), 1600 (m),
1495 (s), 1437 (m), 1342 (s), 1296 (m), 1264 (m), 1230 (m), 1217 (m), 1161 (m), 1139 (M),
1039 (m), 1073 (m), 997 (m), 899, (w), 870 (w), 799 (m), 758 (s), 622 (s), 584 (s), 527 (s),
467 (m), 448 (m), 423 (m); HRMS (El): berechnet fiir CsH12NsO2S* [M]": 256.07424,
gefunden: 256.07361.

1’-[-1-(2-Nitrophenyl)ethyl]-2’,3’,5’-tri-O-acetyl-ribofuranose (85)

NO,

O .\\OAC

DAc
OAc
85
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B-D-Ribofuranose-1,2,3,5-tetraacetat 84 (11.6 g, 36.5 mmol, 1.22 eq.) wurde unter Stickstoff
Atmosphare zu einer Lésung aus 1-(2-Ntrophenyl)ethanol (5.00g, 29.9 mmol, 1.00 eq.) in
Acetonitril (225 mL) gegeben. Das resultierende Gemisch wurde auf -20 °C gekihlt und
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (1.90 mL, 10.5 mmol, 0.35 eq.) tropfenweise Uber 1 h
hinzugegeben. Nach 4 h wurde das Reaktionsgemisch mit Ethylacetat (300 mL) verdinnt
und mit einer ges. NaHCOs-L6sung (2 x 100 mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde
anschliefend mit Ethylacetat (2 x 100 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen
wurden Uber Na;SO4 getrocknet und unter verminderten Druck eingeengt. Der Ruckstand
wurde Uber Saulenchromatographie (Silikagel, Hex:EtOAc = 3.1 - 211 > 1:1 — 1:2)
aufgereinigt, um 85 (10.5 g, 24.6 mmol, 82 %) als ein gelbliches Ol zu erhalten. Das Produkt

wurde als Diastereomerengemisch charakterisiert.

R: = 0.21 (iHex:EtOAc = 3:1); 'TH NMR (500 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 7.98-7.92 (m, 2H), 7.70-
7.76 (m, 2H), 7.69-7.61 (m, 2H), 7.42 (m, 2H), 5.42 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 5.38-5.35 (m, 2H),
5.30 (dd, J=4.8Hz, J=1.1 Hz, 1H), 5.25 (dd, J=4.8 Hz, J=1.1 Hz, 1H), 5.20 (dd,
J=71Hz, J=4.8 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 4,73 (brs, 1H), 4.35-4.27 (m, 2H), 4.23-
4.16 (m, 1H), 4.02 (dd, J = 11.8 Hz, J = 3.7 Hz, 1H), 3.63 (dd, J=11.8 Hz, J =6.6 Hz, 1H),
214 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.55 (d,
J =6.0 Hz, 3H), 1.53 (d, J = 6.0 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 170.8, 170.6,
169.9, 169.8, 169.8, 169.78, 148.6, 147.4, 139.6, 138.4, 133.9, 133.6, 128.6, 128.5 128.2,
128.1, 124.5, 124.2, 104.1, 103.1, 78.6, 78.4, 75.0, 74.9, 71.6, 71.5, 71.2, 70.1, 64.7, 64 .4,
24.0, 22.6, 21.0, 20.7, 20.7, 20.6, 20.6, 20.6; IR (ATR): v (cm™) = 2360 (m), 1743 (s), 1526
(m), 1368 (m), 1214 (s), 1041 (m), 962 (m), 898 (m), 855 (w), 789 (w), 749 (w), 707 (w), 668
(w), 602 (w), 429 (w), 424 (w), 418 (w), 413 (w), 402 (w); HRMS (ESI): berechnet fur
C19H23NNaO1o* [M+Na]*: 448.12197, gefunden: 448.12151.

1’-[-1-(2-Nitrophenyl)ethyl]-ribofuranose (86)

NO,

O .\\OH

OH
OH
86

Zu einer Losung aus 85 (10.3 g, 24.2 mmol, 1.00 eq.) in Methanol (12 mL) wurde Na2COs
(2.57 g, 24.2 mmol, 1.00 eq.) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei
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Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend mit Ethylacetat (400 mL) verdiinnt. Das Gemisch
wurde mit einer ges. NaHCOs-Lésung (4 x 150 mL) gewaschen, die vereinten organischen
Phasen Uber MgSO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Der Rickstand wurde mittels
Saulenchromatographie (Silikagel, EtOAc) aufgereinigt, um 86 (5.07 g, 16.9 mmol, 70 %) als
einen farblosen Feststoff zu erhalten. Das Produkt wurde als Diastereomerengemisch

charakterisiert.

R: = 0.27 (EtOAc); '"H NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.96-7.89 (m, 2H), 7.79-7.70 (m,
4H), 7.57-7.49 (m, 2H), 5.17 (dq, J = 15.8 Hz, J = 6.4 Hz, 2H), 5.05 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 4.96
(d, J=4.4 Hz, 1H), 4.90 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 4.91-4.78 (m, 2H), 4.69 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.42
(d, J=1.0 Hz, 1H), 4.37 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 3.92 (td, J = 6.9, 4.7 Hz, 1H), 3.82-3.72 (m, 4H),
3.66 (td, J = 6.0, 4.3 Hz, 1H), 3.56 (ddd, J =11.6 Hz, J = 5.6 Hz, J = 3.7 Hz, 1H), 3.40 (dt,
J=11.7Hz, J=59Hz, 1H), 3.26 (ddd, J=11.4 Hz, J=5.6 Hz, J=4.4 Hz, 1H), 3.01 (dt,
J=11.6 Hz, J=5.9 Hz, 1H), 1.43 (d, J = 2.8 Hz, 3H), 1.41 (d, J = 2.6 Hz, 3H); '3C NMR (126
MHz, CDCls): § (ppm) = 148.4, 147.2, 139.1, 137.9, 133.7,133.4, 128.7, 128.4, 128.3, 128.1,
123.9, 123.8, 105.6, 104.7, 83.7, 83.7, 74.7, 74.3, 71.1, 70.9, 69.5, 68.5, 63.1, 62.9, 23.7,
22.3; IR (ATR): v (cm™) = 2359 (w), 1523 (m), 1346 (m), 1090 (m), 1023 (s), 997 (s), 855 (m),
823 (w), 433 (m), 422 (m), 415 (m), 409 (m), 402 (m); HRMS (ESI): berechnet fur
C13H17NNaO7* [M+Na]*: 322.09027, gefunden: 322.08986.

1’-[-1-(2-Nitrophenyl)ethyl]- 5’-[(4,4’-dimethoxy)triphenyl]-ribofuranose (87)

NO, £ "NO,
o~ 0
O _\\OH ,\\OH
OH "OH
ODMTr ODMTr
(S)-87 (R)-87

DMT-CI (8.58 g, 25.3 mmol, 1.50 eq.) wurde 30 min unter Hochvakuum getrocknet und
anschlielend zu einer Lésung aus 86 (5.05g, 16.9 mmol, 1.00 eq.) in Pyridin (50 mL)
hinzugegeben. Das Gemisch wurde flir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlief3end
das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatographie (Silikagel, iHex:EtOAc = 3:1 — 2:1— 1:1 + 1%0 NEt;) aufgereinigt,
um das (R)-lsomer (R)-87 (3.50 g, 5.83 mmol, 35 %) und das (S)-Isomer (S)-87 (3.35 g,
5.58 mmol, 33 %) als gelbliche Ole zu erhalten.
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(R)-lsomer:

Rr = 0.42 (Hex:EtOAc= 2:1 + 1%o NEts); '"H NMR (500 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 7.87 (dd,
J=81Hz,J=13Hz, 1H), 7.71 (dd, J=8.0Hz, J=1.5Hz, 1H), 7.63 (td, J=7.6 Hz,
J = 1.3 Hz, 1H), 7.45-7.27 (m, 6H), 7.18-7.14 (m, 4H), 6.84-6.80 (m, 4H), 5.31 (q, J = 6.3 Hz,
1H), 5.08 (s, 1H), 4.26-4.22 (m, 1H), 4.09-4.08 (m, 1H), 3.97-3.90 (m, 1H), 3.79 (s, 6H), 3.57-
3.54 (m, 1H), 3.37- 3.33 (m, 1H), 1.53 (d, J = 6.5 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCls): &
(ppm) = 171.4, 158.8, 149.0, 147.8, 147.5, 139.6, 139.4, 133.5, 130.1, 130.1, 129.3, 128.4,
128.3,128.0, 127.9, 127.2, 124.3, 113.3, 106.5, 83.9, 81.6, 75.8, 71.3, 71.0, 62.8, 55.4, 22.8;
IR (ATR): 7 (cm™') = 2359 (w), 1608 (m), 1523 (m), 1508 (s), 1488 (m), 1445 (w), 1342 (m),
1297 (m), 1247 (s), 1175 (s), 1089 (s), 1030 (s), 953 (s), 855 (m), 828 (s), 789 (s), 750 (s),
701 (s), 679 (s), 606 (s), 584 (s), 467 (m), 434 (m), 425 (m), 403 (m); HRMS (ESI): berechnet
fiir CasHasNOg [M-H]": 600.22391, gefunden: 600.22461.

1’-[-1-(2-Nitrophenyl)ethyl]-5’-[(4,4’-dimethoxy)triphenyl-2’-(triisopropylsilyloxy)
methyl]-ribofuranose (88)

Zu einer LOésung aus (R)-87 (4.12 g, 6.85 mmol, 1.00 eq.) in 1,2-Dichlorethan (70 mL)
wurden DIPEA (3.58 mL, 20.54 mmol, 3.00 eq.) und Bu2SnCl, (2.08 g, 6.85 mmol, 1.00 eq.)
gegeben. Die Losung wurde fliir 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wurde TOM-
Cl (1.75 mL, 7.53 mmol, 1.10 eq.) hinzugegeben und die Lésung fur weitere 30 min bei 80 °C
gerihrt. DCM (100 mL) wurde zum abgekihlten Gemisch gegeben und mit einer ges.
NaHCOs-Ldsung (2 x 150 mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde anschlieRend mit
DCM (2 x 150 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen tber MgSO4 getrocknet.
Das Ldsungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels
wiederholter Saulenchromatographie (Silikagel, Hex:EtOAc= 1:6— 1:4 + 1% NEt3)
aufgereinigt, um das 2‘-geschutzte Produkt 88 (3.73 g, 4.73 mmol, 70 %) in Form eines

gelblichen Gels zu isolieren.
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R: = 0.34 (iHex:EtOAc= 4:1 + 1%o0 NEt3); '"H NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.87-7.84 (m,
1H), 7.73-7.71 (m, 1H), 7.39-7.11 (m, 11H), 6.86-6.82 (m, 2H), 6.80-6.73 (m, 2H), 5.39 (q,
J=6.3 Hz, 1H), 5.20 (d, J=2.0 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 4.8 Hz, 1H),
4.25 (q, J=5.1 Hz, 1H), 4.16-4.09 (m, 1H), 3.97 (q, J = 4.7 Hz, 1H), 3.79 (s, 6H), 3.12 (dd,
J=10.0 Hz, J=4.7 Hz, 1H), 2.97 (dd, J =10.0 Hz, J = 4.5 Hz, 1H), 2.91 (d, J = 6.3 Hz, 1H),
1.51 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.10-1.06 (m, 21H); 3C NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 158.5,
147.2, 145.0, 139.6, 136.3, 136.2, 133.4, 130.2, 129.3, 128.7, 128.4, 128.0, 127.9, 127.8,
127.7,127.2, 126.8, 124.2, 113.3, 113.1, 105.3, 90.9, 86.1, 84.2, 83.3, 72.0, 71.8, 64.2, 55 .4,
55.3, 23.2, 18.0, 12.0; IR (ATR): v (cm™) = 3952 (w), 2970 (m), 2943 (m), 2866 (m), 2359 (s),
1738 (s), 1608 (m), 1576 (w), 1559 (w), 1526 (m), 1508 (s), 1445 (w), 1365 (s), 1300 (m),
1247 (s), 1228 (s), 1217 (s), 1175 (m), 1034 (s), 957 (m), 882 (m), 855 (m), 827 (m), 788 (m),
747 (m), 701 (m), 684 (m), 668 (m), 583 (m), 454 (m), 441 (w), 429 (m), 413 (m); HRMS
(ESI): berechnet fir C44sHs7NNaO1,Si* [M+Na]*: 810.36494, gefunden: 810.36490.

1’-[-1-(2-Nitrophenyl)ethyl]-5’-[(4,4’-dimethoxy)triphenyl-2’-(triisopropylsilyloxy)
methyl]-ribofuranose-3’-(2-cyanoethyldiisopropylphosphoramidit) (89)

NO,

O
o ~OTOM

DMTrO o
oK
/_,/ N—'\
nd X
89

Das geschitzte Nukleosid 88 (200 mg, 254 pymol, 1.00 eq.) wurde durch Lyophilisation aus
Benzen (3 x) vorgetrocknet und bei 0 °C unter Ar-Atmosphare in DCM (2.5 mL) gel6st.
DIPEA (177 pL, 1.02 mmol, 4.00 eq.) und CED-CI (142 yL, 635 pmol, 4.00 eq.) wurden
tropfenweise hinzugegeben. Die resultierende Lésung wurde flir 2 h bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieBend mit wassriger ges. NaHCOs-Lésung (50 mL) gequencht. Die
wassrige Phase wurde mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Anschlieend wurden die vereinten
organischen Phasen mit einer ges. NaCl-Lésung (50 mL) gewaschen, lUber MgSO.
getrocknet und das Losungsmittel in vacuo eingeengt. Der Rlckstand wurde mittels
Saulenchromatographie (Silikagel, nHex:EtOAc = 1:4 + 1%, NEt3) aufgereinigt, um das
Phosphoramidit 89 (214 mg, 216 umol, 85 %) in Form eines gelblichen Gels zu erhalten.
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R: = 0.37 (Hex:EtOAc= 4:1 + 1%0 NEts); 3'P NMR (202 MHz, Acetone): 5 (ppm) = 149.2,
148.7; IR (ATR): v (cm™) = 2867 (m), 1608 (m), 1526 (m), 1508 (s), 1462 (m), 1365 (m), 1300
(w), 1248 (s), 1178 (s), 1034 (s), 882 (m), 827 (m), 790 (m), 748 (m), 702 (m), 584 (w), 445
(w), 431 (m), 413 (w), 402 (w); HRMS (ESI): berechnet fir Cs3H7sN30PSi* [M+H]*:
988.49030, gefunden: 988.49081.

5.3. Charakterisierung der synthetisierten Oligonukleotide

Tabelle 1. Charakterisierung der synthetisierten Oligonukleotide S1NPE- S2NPE ynd $1-S2.

Strang Sequenz (5‘—3°) berechnet [M-H] gefunden (m/z)
S1NPE 5-XNPEAU CGC U-3' 2194.3 2193.8
S2NPE 5-CUU ACXNPECUG A-3 3134.4 3134.9
S1 5-XAU CGC U-3° 2045.3 2044.8
S2 5-CUU ACXCUG A-3' 29854 2985.0
2500 S1NPE 1500 S1
S 2000 =
8 S 1000
c 1500 c
2 S
2 1000- 8
§1ooo 5 s00-
2 Ke]
< 500 <
0 T I T T T I T 1 0 I | T \JL_I I T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit (min) Zeit (min)
2500 §2NPE 2001 S2
3 20007 3 150
) s
c 1500 c
% % 100
é 1000 g
< 500 < 7
0 ! 0
T I T T | T I I | T I I I | I I T I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit (min) Zeit (min)
Abbildung 12. HPLC-Chromatogramme (0-30% PufferB in 45 min) der aufgereinigten

Oligonukleotide.
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5.4. Prabiotische Reaktionen zur Beladung der abasischen Stellen

Die Oligonukleotide (5 nmol) in einer Losung aus 50 mM Natriumborat Puffer (pH 8) und
50 mM NaCl geldst. Die Proto-Nukleobasen wurden in Stocklésungen von 100 mM
geldst/suspendiert und zu der Reaktionsésung gegeben (250 mM). Die Reaktionsansatze
wurden Uber eine dry-down-Methode bei 30 °C in einem Thermoshaker inkubiert. Danach
wurde ein Aliquot (20 pL) entnommen und mittels RP-HPLC (Puffer A: 100 mM NEts/AcOH in
H20 (pH 7) und Puffer B: 100 mM HCOONH4 in HoO/ACN 20/80 (pH 7), Gradient: 0-40%
Puffer B in 45 min) und MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert.
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6. Abkiurzungsverzeichnis

A
Ac
ACN
a.u.
br

CE
CED
CPG

DC
DCA
DCM
ddH.0
DMAP
DMF
DMTr
DNA
eq.
EtOAc
El

ESI

Ga
ges.
Hex
HPLC
HR

konz.
LC
LUCA

Adenosin (Nukleosid) / Adenin (Nukleobase)
Acetyl

Acetonitril

arbitary unit (Willkarliche Einheit)

breit (Signale bei NMR-Spektroskopie)
Cytidin (Nukleosid) / Cytosin (Nukleobase)
Cyanoethyl
2-Cyanethyl-N,N-diisopropylphosphoramidit
controlled-pore-glass (kontrolliertes pordses Glass)
Duplettlett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
Dinnschichtchromatographie
Dichloressigsaure

Dichlormethan

Bidestilliertes Wasser
4-(Dimethylamino)pyridin

Dimethylformamid

4.,4'-Dimethoxytrityl

Desoxyribonukleinsaure

Aquivalente

Ethylacetat

Elektroionisation (lonisierungsmethode fiir die Massenspektrometrie)
electron spray ionisation (lonisierungsmethode fir die Massenspektrometrie)
Guanosin (Nukleosid) / Guanin (Nukleobase)
Giga-Jahr / Jahrmilliarde

gesattigt

Hexan
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
hochaufgelost (engl. high resolution)
Infrarotspektroskopie

konzentriert

liquid chromatography

last universal common ancestor

medium (Signale bei IR-Spektroskopie)
Multiplett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
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MeOH Methanol

MS Massenspektrometrie

NPE 1-(2-nitropenyl)ethyl

ON Oligonukleotid

ppm parts per million

q Quartett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
quant. Quantitativ

R Retentionsfaktor (Dinnschichtchromatographie)
RP reverse phase

RNA Ribonukleinsaure

rRNA ribosomal Ribonukleinsdure

s stark (Signale bei IR-Spektroskopie)

s Singulett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
T Temperatur

t Triplett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
TBS tert-Butyldimethylsilyl

TC (1,1-Dioxo-A6-thiomorpholin-4-carbothioat)
THF Tetrahydrofuran

tf Triflourmethansulfonsaure

TMS Trimethylsilan

TOF time of flight

TOM (Triisopropylsiloxy)methyl

tRNA transfer Ribonukleinsaure

U Uridin (Nukleosid) / Uracil (Nukleobase)
UV-Vis utraviolet-visible

w schwach (engl. weak) (Signale bei IR-Spektroskopie)
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 4a

'H and C{'H} NMR spectra of compound 3b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 5b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 6a

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 5¢
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 6¢

'H and C{'H} NMR spectra of compound 6b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound H-Leu-Onpe-HCI

H and "C{'H} NMR spectra of compound H-Ala-Onpe-HCI
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound H-Met-Onpe-HCI

H and *C{'H} NMR spectra of compound H-Pro-Onpe
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound H-Ala-Gly-Gly-Gly-Onpe*HCI

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound H-Gly-Gly-Onpe-HCI
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 10d

H and C{'H} NMR spectra of compound 10b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 10h

H and *C{'H} NMR spectra of compound 10f
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 11a

'H and "C{'H} NMR spectra of compound 10j
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 11¢c

H and C{'H} NMR spectra of compound 11b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 11e

H and C{'H} NMR spectra of compound 11d
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 11g

H and *C{'H} NMR spectra of compound 11f
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 11i

H and *C{'H} NMR spectra of compound 11h
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 12a

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 11]j
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 12¢

H and *C{'H} NMR spectra of compound 12b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 12e

H and *C{'H} NMR spectra of compound 12d

680k
16 DL>

ﬁas
N

HO

)
z

“otBS

ey
I

— gl )

7811
Tk

—j =00t

15

25

105 100 85

=0£Z [

17T |

10 05 00 -05

20

40 35

45

75 70 85 60

85 80

9.0

10

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

8.0

70

80 75

100 85 980 85

1.0 105

586ZL—

BEBTL—

TN
S

00 L7L¥
LLBPL~

sl —

0l 9'}

687

6581

PLZT

VLECl
4

T
v
szse”/
81—

sges—

Az~
SH59—

T
6591—

25 L8—
9P 06—

Z96Z4n,
EVPELY

oLiEL—

os v
Bun\

9EELL—

-10

20

30

50

60

180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 80
1 (ppm)

200

-10

50 40 30 20 10

60

140 130 120 110 100 80 80
1 (ppm)

150

180

180

200

S119

5118



'H and *C{'H} NMR spectra of compound 12g

H and *C{'H} NMR spectra of compound 12f
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 12i

H and *C{'H} NMR spectra of compound 12h
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 13a

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 12j
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 13¢c

H and *C{'H} NMR spectra of compound 13b
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 13e

H and C{'H} NMR spectra of compound 13d
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 13g

H and *C{'H} NMR spectra of compound 13f
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 13i

H and C{'H} NMR spectra of compound 13h
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*P{'H} NMR spectrum of compound 14a

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 13j
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 17

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 16
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 19

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 18
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 22

'H and "C{'H} NMR spectra of compound 21
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 24

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 23
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*P{'H} NMR spectrum of compound 26

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 25
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 29

'H and "C{'H} NMR spectra of compound 28
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 31

'H and "C{'H} NMR spectra of compound 30
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*P{'H} NMR spectrum of compound 33

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 32
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound a-12

NMR spectra of synthesized compounds
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'H and "*C{'H} NMR spectra of compound a-13

1H and 3C{'H} NMR spectra of compound B-12
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound a-14

H and "*C{'H} NMR spectra of compound B-13
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3P {'H} NMR spectra of compound o-8
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WILEY-VCH

WILEY-VCH

H and "*C{'H} NMR spectra of compound a-11

H and "*C{'H} NMR spectra of compound B-10
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H and *C{'H} NMR spectra of compound a-12

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound B-11
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WILEY-VCH

31P{'H} NMR spectra of compound a-13

WILEY-VCH

'H and "*C{'H} NMR spectra of compound B-12
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