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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die Entwicklung von unbelebter Materie zu den ersten frihen Organismen bis hin zu den
komplexen Biosystemen des heutigen Lebens ist hach wie vor uBgekl&dtangenommen,

dass aus vereinfachten Vorlaufersystemen durch wiederholte Modifikation schlief3lich die heut
beobachtete Komplexi@d¢rBiosysteme entstarid dieser Arbeit wurden die WOHRNA, eine
ProtoRNA, die prabiotische Entwicklung von tRNAkleosiden, sowie deren biomimetische
Prozesse beleuchtet, um Einblicke in die Entstehung deyeheBtomolekile zu erhalten
(Abbildung 1.
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Abbildung 1 Grafische Zusammenfassung der behandelten Themen in dieser Arbeit.

Es wurde eine prabiotisch plausible Synthese der Bna&triuretNukleoside (WOhIERNA)
ausgehend von einfachen Aldehyden in Wasser entwickelt. Fur eduRleoside wurde neben

der Bildung der Furanoside, auch die Entstehung der Pyranosideiesehgentersuchungen

der Stabilitat der BiurBuranoside zeigten, dass die Isomerisierungstendenz zu den Pyranosiden

mit steigender Temperatur zunimmt. Die THRIMA-Nukleoside wurden als Produkte der
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prabiotischen Synthese ausschlief3lich in ihrer Pyranosidform detektiert. Isomerisierungs
experimente bei erhéhten Temperaturen zeigtenZemsetzungsanfakigit der Furanoside
wohingegen die Pyranoside eine enorme Stabilitat aufwiesen. Aufgrund der Isomienglerungs
Zersetzungsneigung der WolHaranoside sind diese als RWéYlaufer zum jetzigen Stand als

unwahrscheinlich zu betrachten.

Aufbauend auf der Synthese der WaRIBrA wur de eine pr 2 b#RNA-i sche H
Nukleosiden untersuclils plausibler Weg wurde dabei #ieeKomponenterKondensation

aus Nikleobase, Glykolund Glycerinaldehydowie einer Aminosaure erachtkt. nach
Reaktionsverlauf sind dabei sowohl die kanoniSsrexknipft) als auch die nidt&nonische
(N-verknupfte) Verbindung von Amsiure an das Nukleosid moghdir.die Identifikatioder

antizipierten Produktewar die Synthese von Referenzsirak erforderlich. Unter
verschiedensten prabiotisthBedingungen, selbst unter Einbeziehung von Schutzgruppen,
konnte keine erfolgreiche Bildung der gewtlinschten Produkte nachgewiesetMitden
QTOF-MSMessungenund zusatzliche MSM#essungendeuten aufdie Bildung von
Regioisomerebei der Reaktion der Aldehyde deitNukleobase hin

In den naturlichen C-verknupfteARNA-Nukleosiden kommt es im Verlauf der
Proteinbiosynthese zu ei ner Wamd edriuen gg egwes,wisscshet
Position.JeneWanderung wurde in dieser Arbeit unter Laborbedingungen genauer untersucht.
Hierfir wurde didd i o mi me-8-Bsteartigeatio®ed derder fluoridbasierten Desilylierung

von 3,688 PDS geschy¢ t-Poditiennmit Amimosauten rvere&téiten, Nukleosiden

genauer beleucht&iese Esterwanderung konnte auf Sulfonsdurenvaiisgererden, was eine

regpund stereosel ekt i v-a nRiDNuREmsIdanalogaeenbgiahth i ed e nen




Abstract

Abstract

The evolution from netiving matter to the complex biosystems oasfeve know itiathe first
early organisms is stild!l uncl ear . 't i s as:e
emerged from simplified precursor systems through repeated modification. In this work, the
WohlerRNA, a proteRNA, the prebiotic emergence RNA-nucleosides and their biomimetic

processes were examined in order to gain insights into the origin of today's biomolecules
(Abbildung 2).
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Abbildung 2. Graphical summary of the three topics covered in this work.

A prebiotically plausible synthesis for the biamad triurethucleosides (WOhI®NA) was
developed starting from simple aldehydes in water. For the biuret nucleosides not only the
formation of the furanosides, baisothe formation of the pyranosides was demonstrated.
Investigations on the stability of the biwesnosides showed that the tendency to isornmtoise
pyranosides intensifies with increasing temperature. The prebiotieRNAH®icleoside

synthesis showed exclusive pyranoside formaomerisatioexperiments at elevated
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temperatures showed that theretfuranosides were susceptible to decomposition, whereas the
pyranosides exhibited enormous stability. Due to the tendency of thefWimbsides to
isomerise and decompose, they are currently considered unlikely tepoediigArs.

Based on the synthesis of the WERNA, a prebiotic synthesis oftRNA-nucleosides was
investigated. A formomponent condensation of nucleobase, glycol and glyceraldehyde as well as
an amino acid was designed for the prebiotic reaction. Dependirgcoarse of the reaction,

both the canonicalC{linked) and the necanonical N-linked)amino acicconnection to the
nucleoside are possible. The synthesis of reference structures was necessary for the identification
of the anticipated products. Underiaas prebiotic conditions, even with protective groups, no
successful formation of the desired products could be demonstrated.-QHPEGIS
measurements and additional M8M@surements indicate the formation of regioisomers in the
reaction of the aldehydes with nucleobase.

In the canonicd&l-linked tRNAnucleosides, certain amino acids migrate from théh# desired
3-position during protein biosynthesis. This migration was investigated in more detail under
laboratory conditions in this stu@ligereforethebiomimetic 23' esteshiftwasfurther examined

during thefluoridebased desilylatiasf 3',5-TIPDS protected nucleosides esterified at the 2'
position with amino acidehe migratiorrould be extended to sulfonic acids, allowing aaedio

stereoselective r@auto various 2and 3'nucleoside analogues.
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Einleitung

Die Entstehung von Leben vor rund 4 Milliarden Jahren ist eine der zentralsten Fragen der
Menschheit. Wissenschaftler und Philosophen sind nicht nur auf der Suche nach dem eigene
Ursprung, sondern auch interessiert an auf3erirdischem und kinstlicherRHieisephen
hinterfragen den Sinn des Lebens, Physiker widmen sich der Entstehung des Universums un
Biologen erforschen die Definition von Leben.

Aufgabe der prabiotischen Chemie ist es, herauszufinden wie nach der Entstehung des Universur
erste Moleklle entstehen konnten und sich daraus die heutigen biologischen Systeme entwick
habenDie Forschung in diesem Bereich ist schwierig, da das Wissen zu den Gegebenheiten, d
zur Zeit der Entstehung des Lebens vorherrschten, sehr durftimtastlisziplinédre
Forschungsgemeinschaftéanen unter anderem Geologen und Astrophysiker angedigden
deshallunbedingt erforderlich, um fundierte Ausségen die Gegebenheiten der frihzeitlichen

Erde zu treffen. Von besonderer Bedeutung sind beispielsweise Informatigeetogisoin
Beschaffenheitlenvorherrschenden Temperaturen und Energiequellen, sowie dem Vorkommen
von Gasen und Molekdlen.

Anhand von den Ergebnissen dieser Forsctwmiglie Entstehung verschiedener Verbindungen

und derersterLebensformenntersuchtAufgrund der groRen Anzahl an Mdglichkeiten, wie dies
geschehen konnte, haben sich verschiedene Hypothesen entwickelt, die sich in einen
Kerngedanken einig sind: Es solMgeg von anorganischen Strukturarersten lebenden Zelle
gefunden werden und mdglicherweise dariber kinaes hoch spezifischen Bausteinen des

heutigerLebens.

Die Komplexitat des heutigen Lebewsr allem der Stoffwechselwege, stellt die Wissenschaft
noch heute vor ein Ratsel. Zum einen sind diese spezifischen Ablaufe eng miteinander verflochte
zum anderen sind die dabei beteiligten Molekille sehr komplex und bisher noch nicht plausibe
selektr herstellbar. Es wird deshalb davon ausgegangen, dass vereinfachte Mechanisme
existierten, die ein erstes Leben ermoglicht haben. Diese pagsstefisighder darwinistischen
Evolution immer weiter an ihre Umgebung wodurch eine Selektivitat und Erhdéhung der
Komplexitat mit der Zeit unumganglich wareseverschiedenewWorlaufersysteme sind von
grol3em Interesse, um bei der Frage nach dem Ursprung des Lebens weitere Fortschritte z
erzielen. Die moderne prabiotische sowie synthetische Chemie und die immer weiter entwickelte
Analysemethoden fihren zu immer neuen prabigtiausiblen Szenarien, wodurch die Klarung

der Frage nach der Entstehung des Lebens ein Stiick néher riickt.







Kapitel2

Kenntnisstand






Kenntnisstand

2.1 Entstehung der Frihen Erde

Die erste Frage, die sich aufdrangt, bevordibdintstehunges Lebens nachgedacht werden
kann, isder Ursprungdes Planeten Erd¥or ca. 13,8 Milliarden Jahren (Ga) begann alles mit
dem Urknall. Das Universum dehnte sich aus, Planeten und unser Sonnensystem f8fmten sich
Unsere Erde entstand im Hadaikum vor ca.Gg54us dem Staub und den Gasen, die unsere
Sonne umgabedAbbildung 3).*! Zu Beginn konnte, nach derzeitigem Wissenstand, auf dem aus
MagmaOzeanen bestehenden Erdmantel kein Leben entstehen. Mit der Zeit kihlte die Erde ab
und es bildete sich eine Erdkruste, die theoretisch die Entstehung von erstem Leben zugelass:
hatte. Akkrdings war die damalige Zeit gepragt von Einschlagem Bnoley@aneten, wodurch

die Erdkruste immer wieder aufgeschmolzen wudie Erde weiterwuchsund
hochstwahrscheinlich jegliche eventuell existierende Lebensform ausgelosthtourche.

4,47Ga kam es zu einem letzten grof3en Einschlag eines Proto@aheenErde, aus dem

unser Mond entstarfl Nachfolgend kiihlte sich die Erde immer weiter ab und es kam zur
Ansammlung von flussigem Wasser auf der Erdoberflache in einem Zeitraum vod vor 4,4
3,5Gaf

Frihe
Erde LHB Erstes Photosynthese GOE
Urknall \Wasser \ Leben? Eukaryoten

—T— T T T T T T T T T T%#

I
13,8 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 0

Milliarden Jahre (Ga)

Abbildung 3. Zeitstrahl zur Entstehung der Erde und des Lebens mit besonderem Augenmerk auf relevante
Ereignisse zur Zeit der Frihen Erde vod2® Ga.

Hinweise auf Leben aus der eben genannten Zeit wurde in Sedimentablagerungen gefunde
welche durch die Stoffwechselaktivitat von Mikroorganismersiigesdsmgebung entstanden
sind™**¥ Allerdings gibt es aus der damaligen Zeit nur wenige verwertbare Gesteinsgisiben
Zirkone, und die bisherigen Funde vor allenSédshina und Australien zeiggass sich die

lokalen Gegebenheiten auf Berhen Erdelrastisch unterschieden haben konitten.
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2.2 Gegebenheiten auf der Frihen Erde

Bereits bei der Zusammensetzung der friihen Erdatmosphéare kommt es ZDiffeoezen

nicht nur lokal bedingsondern auch durch diedténdige Weiterentwicklung Bgihen Erde

und der Forschung zu diesem Thémiahrend der Anfange der prabiotischen Chemie wurde von
einer reduzierenden Atmosphéare ausgegabgstehend aus CO,,HCH, und NH15!
Inzwischen wird eher eine leicht reduzierende bis neutrale Atmatmphériert von Ce N,

und HO* als plausibel angenomri&rSauerstoff, wahrscheinlich das wichtigste Element
unseres heutigen Lebens, existierte zu BegiRruden Erdaoch nichtund auch die restlichen

heute allgegenwartigen Gase variieren teilweise?&tibEim sehr aktiveVulkanismus fiihrte

zur Ausgasung vornHH:S und S@und das Entstehen von Mikroorganismen, z. B. methanogene
Organismen, fuhrte dazu, dass sich die Zusammensetzung der Atmosphare im Laufe der Zeit
verandert&®*" Fiir den Zeitraum vara.3.08 2.0 Gakonnte erstmals eine Entstehung ven O
durch Photosynthese von anaeroben LebeweBe@yanobakteriemachgewiesen werd&h

Unter anderem durahe hohe Konzentration an oxidierbaren Stoffen, die angaQiererkam

es jedoch zu keinem merklichen Anstieg d&o@zentrationMit der Zeit (ca. 2.0 1.85 &)

nahm die Konzentration der Reaktionspartner ab und/oder die Population der Cyanobakterien
wuchs anDies fuhrte zu einer merklichen AnreicherungOgpwodurch diesogenannte grol3e
Sauerstoffkatastrophe (great oxygenation event; G@Et* Die Zusammensetzung der

Erdatmosphare verandert sicheutund es entstand eiaberoxidierende Atmosphdf@.

Abgesehen von den vorherrschenden Gasen stellt sich die Frage nach der Beschaffenheit der
Oberflache defFrihen ErdeEs wird angenommen, dass es auf der Erdoberflache sowie in der
oberen Erdkruste fllissiges Wasser gab 3546a)**¥ Dies kdnnte unteanderem zur Bildung

von Ozeanen, Seen und Teichen gefuhrt hawemhyrch eineAbgrenzung demdglichen
Reaktionsraumentstehen konnte

Im Vergleich zur heutigen Zeit war die Gesamtleuchtkraft der Sonne zu dieser Zeit um ca. 25%
geringer; die W&trahlung war jedoch hofé&t! Nichtsdestotrotz scheint die Temperatur der
Frihen Erde zur Zeit der Entstehung des ersten Labe&msem Bereich von°C ¢ 100°C

gelegen zu habesventuell bedingt durch die hohe Menge an isolierenden Treibhausgasen wie
CO; oderMetharf***!
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2.3 Abiogenese

Der zeitiche Ursprung des ersten Lebens, die Gegebenheiten auf der Frihen Erde und die dami
einhergehenden prabiotisch plausiblen Bedingkogeteneingegrenzt werdeks stellt sich

nun die Frage, wgch aus anorganischer Materie erste organische Molekule bilden konnten, die
im weiteren Verlauf zur Entstehung der ersten Lebensformen .fllBstegxistieren zwei
verschiedene Hypothesen tber den Ursprung der ersten MolekUlErébedeErdeZum einen

die extraterrestrische Entstehung und zum and#eerterrestrische Entstehung, welche

nachfolgend genauer beleuchtet werden.

2.3.1Extraterrestrische Entstehung

Eine Bildung der prabiotischen Ausgangsmolekile im WelmannBeispiel in interstellaren
Wolken oder auf anderen Planetgindie Hypothese des extraterrestrischen Szenarios. Hierbei
konnten die entstandenen Molekille aus dem Weltraunzdiileteoriteneinschlage auf die

Frihe Erde gelangt sein. Dies kdonnte zum Beispiel durch das hypothetische Late Heavy
Bombardment (LHB), ein Mondkataklysmus vor etwa 4 Milliarden Jahren, gesché&hen sein.
Verschiedene organische Molekile konnten bei Analysekleteoritenund interstellarer
Eisanaloga gefunden werden, was fiir die mogliche Plausibilitat dieses Szendfit spricht.

Genauere Betrachtung dieser Funde legt zu Tage, dass teilweise eine nicht racemische Mischt
von Aminosauren detektiert werden kofffté.Dies ist in Bezug auf die Entstehung der
Homochiralitdt von grofR3er Bedeutung. Eine Erklarung dieser Funde koénnte das physikalisch
chemische Ph&nomen des Zirkulardichroismus (CD) sein. Die beiden Enantiomere einer chirale
Verbindung adsorbieren zirkulaolapisiertes Licht, das im Weltall entdeckt werden konnte,
unterschiedlich stark, wodurch es zu einer ungleichen Zersetzung der beiden Isomere komm
Infolgedessen kommt es zur Anreicherung eines der beiden Enantiomere, ein sogenannte
Enantiomereiiberschss Durch Anwendung dieses Phanomens konnte ein Uberschugs von 4
L-Alanin und 36 D-Leucin erzeugt werdéff? Dieser Unterschied ist noch nicht gro? genug, um

die hohe Homochiralereinheit der heutigen Biomolekile zu erklaren. Gekoppelt an diese
Anreicherung musste eine Vervielfaltigung, eventuell Uber ein autokatalytisches Systen
stattgefunden haben. Andere Arsavrur Erklarung der Homochiralitdt erforschen die
Kristallisation von Konglomeraten aus racemischen Mischungen oder beinhalten

Paritatsverletzung&fp?
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Die Theorie der Entstehung von Leben aul3erhalb der Erde, welches durch Meteoriten auf die
Frihe Erde gebracht wurde, wird auch Panspermie géhalsritritikpunkt ist anzuftihren, dass

diese Lebensform zuerst einmal die Bedingungen des Weltalls Giberleben musste, sowie den Eintritt
in die irdische Atmosphére, gefolgt vom abrupten Einschlag auf der Friihen Erde. AulRerdem wird
hierbei die Entstehung desbens nicht geklart, sondern an einen anderen Ort verlagert.
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2.3.2Terrestrische Entstehung

Die zweite Hypothese widmet sich dem terrestrischen Szenario, wobei davon ausgegangen wil
dass die Entstehung auf der Frihen Erde selbst stattgefundda Baergiequellen konnten
UV-Strahlung, elektrische Entladungen, Impaktschocks oder hohe Temperaturen gedient haben.
1 Es werden verschiedene Ort auffetéihen Erdels prabiotisch alisible Entstehungsorte fir

einfache organische Molekiile, sowie des ersten aegesshen

Zum einen existierten gasgefillte Hohlen bzw. por6se Gesteine, hierbei konnte eine erhdhte
Konzentration von Reaktanten eine entscheidende Rolle gespielt haben und die Moéglichkeit de
mineralischen Katalyse ist geg&BeteiRe Quellen haben den Vorteil, dassStisthlung fir
moglichephotochemische Reaktiongnrhanden war, sowidassTrockenZyklen plausibel

sind®®%¥ Bei NassTrockenZyklen kanmt es zu einetemporaren Austrocknung des
Reaktionsraumgefolgt von einer spaterarneuen Fillung des Reaktionsrauniieses
Phanomen kann zum eireufden TagNachtZyklus, da Jahrezeitenwechsallen Einfluss von

Gezeiten oder dem regelmaRigen Uberschwemmen und anschlieRenden Austrocknen vo
Gebieten zurtickzufihren seinDurch das Verdunsten des Wassers kommt es zu einer
Anreicheangder Reaktantesodass auch Reaktiongie eine hohe Konzentration erfordern, als
plaudbel angesehen werden. Das zeitweise Fehlen von Wasser kann den Ablauf von
Kondensationsreaktionen, die in wassrigen Losungen thermodynamisch unglnstig sind
erklarer®®®? AuRRerdem konnen zuvor getrennte Reaktionsralumu das mdoglicherweise
abrupte schwallartige erneute Auftreten von Wags&rander verbunden werden, wodurch neue
Reaktionen zwischen unabhargigeinandegebildeten Molekulen ablaufen konbeanahere
Umgebung von Vulkanen wird auch als plausiblen Entstehungsort angesehen, da es hier durch ¢
Hitze zu einer Energiezufuhr kommt und sehr lokal eine reduzierende Atmosphare nach einen

Vulkanausbruch gegeber®ist!

Abgesehen von Orten auf dem Festland, gibt es auch mehrere Orte, idieMgemplausible
Entstehungsorte gelten kénntelrer ist zum einen die Meeresoberflache, bei der die vorhandene
UV-Strahlung und die Verfugbarkeit von Gasen und Wasser die Vorteile darstellen, %% nennen.
In der Tiefsee in sogenannten Schloten hingegen gibt es k&trahlivhg, ein moglicher Vorteil

fur Reaktanten, die unter tBfrahlung zerstért werden konntetudem sind dort sehr
gleichbleibende Bedingungen gegeben. Des Weiteren kann Katalyse durch Mineralien erfolgen u
die Energiegewinnung durch ReBaaktionen ist sichergestéiit!

11
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es auf der Frihen Erde eine Fille an mdglichen
Entstehungsorten mit teilweise sehr unterschiedlichen Bedingun@amijakdnnen an zwei

Orten trotz gleichreAusgangsmolekilen unterschiedliche Reaktionen aufgrund der verschiedenen
Gegebenheiten ablaufells Beispiel ist hier dieeaktion zwischeBlausaureHCN) und

Ammoniak NH3) zu nennen. Diedéhrt je nach Wahl der Bedingungen entweder zur Bildung

von Harnstoff und Guanidin (hohe Verdinnung und3thdhlung) cet es entstehen lgymere

Strukturen wie die Nukleasen (hohe Konzentration und Temper&tft).

Im frihen 20. Jahrhundert wurde die Idee der Ursuppe entwirketiN und HALDANE
postulierten, dass die vorhandenen Gase in der Atmosphére unter Einwirkung von Energiequellen
in einem Ozean auf der Frihen Erde miteinander reagiert haben kdnnten und sich daraufhin erste
komplexere organische Molekiile gebildet haben k8&hfitédds Energiequellen wurden Blitze
und/oder U\ Strahlung in Betracht gezogen, wodurch die Gase, vor allem Methan, Wasserstoff,
Ammoniak und Wasser miteinander reagieren konnten. Dies steht im EinKlargvm# Idee

des kleinen warmen Teiches als Entstehungsort des [Pebass.MillerUreyExperiment

beweist die Mdglichkeit der Entstehung der Molekile auf der Frihen dadeachOPARIN

und HALDANE postulierten Ursuppgé. "¢ Hierbei wurden Bedingungen deiihen Erde

simuliert, indem Wasser erhitzt wurde, sich der entstehende Wasserdampfeitzérenden
Gasatmosphéare mischte Widze durch elektrische Entladungen miktd&troden dayestellt

wurden Das Wassdbasatmosphare@emisch kondensierte in der Apparatur und floss zuriick

in das kochende Wasser. Nach einer Woche konnte die Entstehung von einfachen relevanten

Molekilen, z.B. Glycin, Asparaginsaure und Harnstoff, nachgewieseR>#@rden.

12
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2.4 Chemische Evolution Hypothesen

Heutiges Leben basiert auf sehr spezifischen Interaktionen hoch komplexer Makromolekiile durcl
eine Verflechtung vdpesoxyribonukleinsdui@NA), Ribonukleinsaur&k{NA) und Proteinen.

Es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass sich diese hochspezialisierten Molekiile direkt gebilc
haben. Es wird angenommen, dass die ersten primitiven Lebensformen tber ein sehr vereinfacht
autokatalytisches System verfugten. Allerdm@ihier die Beweise rar gesat, weshalb es zur
Entwicklung von zwei verschiedenen Hypstihn kam. Bei der einen wird von
Stoffwechselkreislaufen durch autokatalytische Reaktion ausg®&tgtagehsmuslypothese)

bei der anderen sind selbstreplizierende Polymere, die unter anderem Informationen speicher
konnen(RNA-WeltHypothese)der Schlissel fur erstes Leben.

2.4.1 Metabolismus-Hypothese

Bei dieser Hypothese (Metabolisrfirst-hypothesis) stellendie  Stoffwechselwegelie
Voraussetzung fur die Entstehung von Lelz@rDer Fokus liegt hierbei auf demtwicklung
einfacher organisiert&eaktiorSystemen, welche zuerst durch die geologische Umgebung
katalysiert werden, sich mit der Zeit aber zu einem System entwickeln, das zusatzlich at
organischen Katalysatoren beruht und schlussendlich idealerweise autokatal{/ti8ch wird.

Es stellt sich die Frage welche Bedingungen in diesem Zusammenhang erfillt werden mussen, L
theoretisch die Entstehung ersten Lebens zu ermdglichen. Das ist zum einen eine konstant
Energiequelle, damit die chemischen Reaktionen dauerhaft ablaufen skéviaeainfache
organische Molekiile als Reaktarteflerdemmussen die Reaktionen autokatalytisch sein und

die Mdglichkeit zur chemischen Evolution aufweisen, damit es zu einer Weiterentwicklung
beziehungsweise Selektion kommen KamNs mogliche Orte der Entwicklung solcher
Stoffwechselwege sind unter anddrganothermale Schilote im engeren Kreis, da es Analogien
zwischen der hier vorherrschenden Redoxchemie und den energiegewinnenden

Stoffwechselkreislaufen in autotrophen Organisméefgibt.

Beim heutigen Kernstoffwechsel sind eine Vielzahl von verschiedenen Reaktionstypen vorhandel
welche untersucht werden mussen. Idealerweise kann ein Szenario entwickelt werden, bei dem e
Vielzahl dieser Reaktionen simultan ablaufen kann. Dafir muissen aoderem
Carboxylierungen, Aminierungen, Reduktionen und Oxidationen, Hydrolysen, Isomerisierungen
Phosphorylierungen sowie Aldol Reaktionen betrachtet Wérden.
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Besonderes Interesse wird auf reduktivefii@rende Zyklen wie den AceBdA-Weg geledt!
Hierbei wird CQund H verbraucht und Acetat sowie Energie gewonnen. Ein weiterer im Fokus
stehender Stoffwechselweg ist der Zitronensaurezyklus, bei def@oxcetylCQ, H. sowie
Energie abgebaut wittf® In einem ersten autotrophen Organismus wie zum Beispiel LUCA (last
universal common ancesfrkonnten diese beiden Stoffwechselwege entweder getrennt

voneinander oder als kombiniertes Netzwerk genutzt worden sein.

Es gibt auch komplexere kombinierte Netzwerke als Vorschlage, die Vorstufen fur die Biosynthese
von heute wichtigen Biomolekiilevie Aminoséuren, Zuckermjukleobase, Lipiden und
Pyrrolenenthalterf” Allerdings sind sich selbst die Beflirworter dieser Hypothese uneins, wie weit
die Abstraktion von heutigen System fuhren soll, sowie was die thermodynamischen Triebkréfte
und die geologischen Gegebenheiten Waré®! Somit verbleibt diese Hypothese eine
Maglichkeit fur die Entstehung des Lebens, es muss allerdings noch weitere Forschung betrieben

werden.
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2.4.2RNA-Welt-Hypothese

Leben in der heutigen Zeit beruht aufdehestrierten Vernetzungn verschiedenen Polymeren

mit unterschiedlichen Funktionen. Die DNA ist das Schltisselmolekil fir die Speicherung von
genetischen Informationdsei der Biosynthese von Proteinen wird die in der DNA gespeicherte
Information durch Transkription in RNA transformiert, diese wird bei der Translation mittels
Ribosome in Proteine umgewanffélEs sind jeweils sehr komplexe Polymere, die eng
miteinander zusammenarbeiten und voneinander abhangig sind. Diese Maschinerie ist sel
spezifisch und komplex. Es stellt sich die Frage, wie einfaches Leben entstehen konnte, bei de

diese ausgereiften Sgwenoch nicht vorhanden waren.

Die RNA-WeltHypothese geht davon aus, dass es friher Lebensformen gab, die ausschlief3licl
auf RNA als universellen Baustein beruht HEH@NA kann theoretisch die Funktion von allen
dreiPolymeren ausfiihren. Sie kann Informationen speichern und auch katalytisch wirken z.B. ir
Form von Ribozyme?f**'Bei RNA konntegudeneine Mutationsfahigkeit nachgewiesen werden,
was eian wichtigefPunkt fir die Evolution von Leben nach Dardanstell®”

Als Indizien fur dieses Szenario werden die Kofaktoren von Enzymen angesehen. Diese scheine
mol ekul are Fossilien zu sein, da die Struk
AMP) besteht, z.B. NAD, FAD, CoA, SAM und ATP, oder sich auf diéis&fihren 1as5€°

Mit der Zeit konnte die RNA durch DNA und Proteine erganzt worden sein.

Die DNA selbst konnte aus der RNA entstanden sein, da sie strukturell sehr nah ist, mit dem
Unterschied d édgdroxiygeupple énnder Ribeseeinh2itd Dies fuhrt zu einer
erheblichen Erh6hung der Stabilitdt aufgrund einer robusteren Phosphiodiestpriodurch

es zu einer zuverlassigdrdormatiorsspeicherungommt*® AuBerdem wird Thymin anstelle

von Uracil in DNA genutzt. Uracil kann leicht in Cytosin umgewandelt werden, wodurch die
gespeicherte Information verandert werden kobres ist bei Thymin nicht der Fall, es handelt
sichfolglichum einesichere Form einer zweiten PyrimB#se Zusatzlich kann Thymawus

Uracil prabiotisch hergestellt werden, ein moégliches weiteres Indiz fur die Entwicklung der DNA
aus RNAX Alles in allem gibt es viele Hinweise fiir eine mogliche Existenz einer Lebensform

einzig auf RNA beruhend, es konnte allerdings noch nicht abschlieRend bewiesen werden.
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2.5 Nukleosid-Bausteine

Fur die Untersuchung der RNX¥eltHypothese ungenereldem Ursprung des Lebens ist es
elementar sich mit prabiotischen Synthesen von relevanten Bausteinen auseinanderzusetzen. Von
grolRem Intergse sindlie einzelnen Monomere der RNA A, die Nukleosid@ad (RNA)

und 3ac,3e (DNA) (Abbildung 4). Diese bestehen aus einer Zuakleedi Ribose (RNA) oder
Desoxyribose (DNAund ener Purin oder PyrimidistNukleobaséae.

Purin-Nukleobasen RNA-Nukleoside

NH, (e} HO
O
N B N
N NH
7 7 ~r
= = S
%'i N) mé'i N)\NHZ HO OH
1a 1b Adenosin: 2a Cytidin: 2¢
Adenin Guanin Guanosin: 2b Uridin: 2d

Pyrimidin-Nukleobasen

DNA-Nukleoside

e A e A

NH,
HO
i SN | NH | NH \(cb/
N/go N/go N/J%o )
- - el HO
1c 1d 1e dAdenosin: 3a  dCytidin: 3¢
Cytosin Uracil Thymin dGuanosin: 3b  dThymidin: 3e

Abbildung 4. Darstellung leer kanonischeNukleobaserdae und RNANukleoside2a-d sowie DNANukleoside
3acund3e

Als Zielmolekile sind somit zum einen die NukleohasgZucker von Relevanz und zum
anderen die Nukleosideinige bisherige Ergebnisse der prabiotischen Herstellung dieser drei

Molekilklassewerdemachfolgend genauer behandelt.
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2.5.1Nukleobasen

Die kanonische Puriukledbasen Adenirl§ und Guaninl konnten vorORG ausgehend
von Blausaursynthetisiert werdeAlgbildung 5A)**2° Durch Polymerisatiomon HCN und
Ammoniakadditiofkonnte Intermedia4 gebildet werden aus welchem sich Adenin Hilaet.
Bildung vorGuanin(1b) kann entweder durch die Hydrolyse4;agefolgt von einen&lisierung
mit Cyanogenderdurch Reaktion vofimit Ammoniak und CyanogenRiaminopurin §) mit
anschlieRender Hydrolyselaufer®?

A NH NH,
N N
% NH; N=—=N SN
¢ — 1 _L
NS N HNTN N~ >N NH
3 HCN 2 2 H 2
HCN ——— > | e NIV 5
& NH //N EH NH,
N NH SN
L\ 2 o v
<N NH, < | /) H,0O
H H
NH 4 \\Hio 1a
NHs+ HCN —— | — Q
kNH2 N o
NH — N
¢ 2 N=—2=N </:E”\NH
HN >
NH; N N/)\NHZ
1b
B NH
N )]\ NH,
7 H,NT NH, HszN
3HCN —» H,N - = _
—
N\ H,N N)\NHZ
N 1
6 7 H 1 R
o%/N N N N
. A A
\H H,NT N7 R, NTON
o]
NH
2 HN” “NHy  HoN 10, 11 1a, 1b
_ NH, | NH
N7 PY
o] H,N” N7 NH,
8 9

Abbildung 5. Syntheseweg zu den kanonischen-Ruiteobasefig b ausgehend von HCI) Herstellung nach
ORO. B) Verbesserte Synthese mittels FaPys als reaktive VdréRfer NH,, RR= H; 1b R'= OH, R2 = NH».

Alternativ wurde ein weiterer Weg denPurinNukledasenlab von TRAUBE entwickelt

(Abbildung 5B) %7 Ausgangssubstanz ist Blausaure, die die Herstellung von einfachen

Aminonitrilen (6, 10 ermoglicht, welche mit Guanidin zu den Apyninidinen/, 9 umgesetzt
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werden konnen. Durch Formylierung gelangt man zEateramidopyrimidingél 12 (FaPys)
welche zda b kondensieren.

o

OH- CN HQN)J\NH2

" H0 Q\—OH . NH, 0 j\

™ Sy 0 NH H H NH
LN AT LK - LK

HNCO )o]\ H e} H 0 H,N—NH, ” 0

NC NH,
NH; H 1c 1d 1e

Abbildung 6. Synthesder PyrimidirfNukleobasefice ausgehend von Cyanoacetylen.

Bei den PyrimidiNukleobasen handelt es sich nicht um HRONmere, weshalb die
Nukleobasen nicht in einem kombinierten Weg hergestellt werden kénnen. Statt HCN als Edukt
wird bei den Pyrimidinen Cyanoacetylen als prabiotische Ausgangssubstanz theske Syn
genutzt Abbildung 6). Cyanoacetylen kann zum einen mit Cyanat und Ammoniak, zum anderen
mit Harnstoff unter basischen BedingungenCytosin X reagieren. Durch anschlieRende
Hydrolysekannlcin Uracil(1d) tberfiihrt werdeh®® 2% Thymin(16 kann nachweislich durch
Methylierung void mit Formaldehyd und Hydrazin gebildet werdet!
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2.5.2Zucker

Ein weiterer wichtiger Baustelier Nukleoside istlie ZuckereinheiDer erste Schritin Gebiet

der prabiotischen Chemie in Bezug auf die Synthese von Zuckern war die Entdeckung de!
FormoseReaktion durchBuTLEROW.® Hierbei reagiert Formaldehyd2) mit Spuren
Glykolaldehydg13), beides prabiotisch plausible Aldehyaigokatalytisch zu verschiedenen
komplexen Zucker@bbildung 7A) 113114

(0] Ca(OH), Q
n _— HO%H + Isomere
HJ\H H,0 "
12

13 Ho\)LH 12
Ca(OH), 13 Ca(OH),
OH
0
HOW HOAHLH
OH
Ca(OH)z( o /Ca(OH)Z
HO OH 0
HO\)]\/OH
HO v
Ca(OH),
0

J

H™H
12

Abbildung 7. A) Allgemeine Reaktionsgleichung der ForfReaktionB) Der autokatalytischermosezyklus der
zur Bildung diverser Zuckermolekule flhrt.

Damit derKatalyseyklusder Formoséeaktion anlaufen karfAbbildung 7B), wird aul3er
Glykolaldehyd nockine Base undin zweiwertiges Metalli@notigt Hierfur wird oftmals
Calciumhydroxid verwend@&hne die Anwesenheit von minimalen Mengen Glykolasdabitd

unter den vorherrschenden alkalischen Bedingtagjerusschlie3lictie Cannizzaro Reaktion

ab. Hierbei kommt es zu einer Disproportionierung von Formaldehyd resultierend in der Bildung
von Ameisensaure und Methanol. Sobald Glykolaldehyd vorhanden ist, kommt es zu einen
Anlaufen des autokatalytischen Prozesses, der eu¥ieimahl von Aldelund Cannizzaro
Reaktionen, sowie LokdeBruynvanEkensteididmlagerungen bestéht!!” Durch die

Bildung von Glycerinaldehg®) und eine Erhdhung der GlykaldehyeKonzentration kommt
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es zur Entstehungon komplexen Produktmischungen aufgrund der ablaufenden Reaktionen
zwischen den gebildeten Aldehyden. Hauptsachlich besteheaudiebgosen, Tetrosen,
Pentosen, Hexosen und hoheren Zucker, sowie verzweigten Zuckern oder Zuckeralkoholen/
saured®# % p-Ribose und Desoxyribosiadwichtige prabiotische Molekiile die Nukleosid
SyntheserProblematisch ist, dass die Desoxyriboskail# nicht durch die FormeReaktion

gebildet wird und Ribose zwar entsteht, aber nur mit Ausbeuten vorpaltt8Eine mogliche
Erklarung fur die geringe Ausbeugé die schnelle Zersetzung von Ribose in wassrigen
Losunge®? mit einer Halbwertszeit von drei Stunden bei pH 10,2 i@%%Im Vergleich

zu anderen Pentosen ist die Zersetzung viermal schneller und im Vergleich zu Hexosen ist die
Ribose sogar 46al instabiler, wodurch sich die gebildete Ribose auchmicitfe deZeit
anreichern konnt&! AuBerdem gibt es keine stereoselektive BildumgRieose, sondern es
kommt zur Bildung eines racemischen Gemisches von Péfobtodifizierungen der
FormoseReaktion, wie zum Beispi@t derZugabe von Boraten oder Phosphaten, um Pentosen
zu stabilisierefiihrte zu einer Erhohung der Ausbéiit&> Mittels verschiedener Katalysatoren,
nennenswert ist die Verwendung von Hydroxyl@pafiPO.)s(OH)), konnte die Riboseausbeute

auf bis zu 20% gesteigert weltféli% Eine generell erhohte Ausbeute von Pentosen konnte
erreicht werden, indem anstelle von Formaldehyd direken@? und/oder C3Bausteinen,
Glykolaldehyd und Glycerinaldehyd, ausgegangen wird. Diese beiden Aldehydkegtatien

durch Photoreduktion aus einer wéassrigen Blausaurelosung hergestelt WeBismer ist es

noch nicht gelungen Ribose imebesondeme-Ribose selektiv in hohen Ausbeuten herzrstell
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2.6 Nukleoside

Die ersten prabiotischen Synthesen der-RbNldeoside basieren auf der Verknupfung der zuvor
behandelten Nukleobasamt Riboseuber eineglykosidische Bindung. Weitere Forschung in
dieser Richtung brachte alternative Weger Einige ausgewahlte prabiotiscBgnthesen der

Nukleoside werden nachfolgend genauer beleuchtet.

2.6.1 RNA-Purin-N ukleoside

Der erste prabiotische Weg zu Aden@sirwurde durch UMBestrahlung einer wéassrigen Losung
Adenin und Ribosksung gefunden werdéti? Allerdings waren die Ergebnisse schlecht
reproduzierbar und die Ausbeute sehr g&asgHauptproblem schedtie Instabilitat der Ribose

in wassrigen Losungdarzustellen

ORGEL umging das Problem, indem er nach der prébiotischen Synthese der Nukizobdsen
1bdie Glykosylierung mit Ribose in trockenem Zustand durchifibii#éd(ing 8). Die beiden
k anoni-dluklbosite2a And 2b konnten mit einer Ausbeute vosdbzw. 8% gebildet

werden*

j\ H,N._CN iy </N B
) o
N D-Ribose
HoN™ "NHy —— I —_— </ | SN 7, HO o N N/)\Rz
+ HNT Y CN N /)\ ) trocken \(_7/
2
NC._CN N™ N7 R \
HO  ©OH
1a, 1b 2a, 2b

Abbildung 8. ORGELS prabiotische Synthese zu d&eminRNA-Nukleosida 2aund 2b. 1a/2a R!=NH ,, Re=H;
1b/2b R1=0OH, R?=NH ».

Beide genannten Synthesen enthalten die Glykosylierung der Nukleobase als Schlisselschr

Problematisch ist dabei unter anderem die geringe Nukleophilie der Nukleobasen, wodurch es z

schlechten Ausbeuten kommen kann. Um das Reaktivitatsproblem ,zwufiteeraktivierte
Ribose, z.B. RibodePhophat oder Ribosk,2cyclischefPhosphat, eingesei?t*” Hierbei

konnte beide Male Adenosin gebildet werden und im Falle des zyklischen Edukts sogar die

Ausbeute auf 15% gesteigert werden, allerdings konnte bei beiden Wegen Guanosin nict

synthetisiert werden. Diese Probleme, schlechte Ausbeute und/oder nur Adenosin Bildung,

konntenvon CARELL gel6st werden, indem die Glykosylierung nicht an den fertigen Nukleobasen

durchgefuhrt wird, sondern an Vorlauféie. zuvor behandelten FaRggind11dienen hier als

Schlisselintermediate, die mit Ribosedokénen Zustand versetzt wur@&hbildung 9).1%¢
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Anschlielend kommt es zu zwei Ringschlussreaktionen, die die beiden NR&landide

bilden.Da hier reaktivere Vorstufen fur digykbsyierungsreaktion genutzt wurden, konnte die
Ausbeute gesteigert werdBie Formylierung voi@ und 9 zu den FaPys findet unter sauren
Bedingungen statt, wohingegen die beiden finalen Ringschlussreaktionen am besten unter
alkalischen Bedingungen funktioni€fér® Dies steht im Widerspruch mit der prabiotischen
Plausibilitat, da solch drastiscBedingungswechsel wahrend einer Synthese schwer mit den
vorherrschenden Bedingungen aufdénen Erdevereinbar sind. Dieses Problem wurde spater
behoben, indem die Reaktion unter Verwendung der prabiotisch plausiblendkasZyklen

durchgefiihrt werden konrt&!

NH,
///\\\ o

N N 1

;
6 R ) H
NH HaN Ay HO Ox Ny D-Ribose
)]\ | /)\ | /)\ trocken
H,N” “NH, H,N” "N” "R2? H,NT N7 TR2?
NH2 7,9 10, 11
H,N R!
X .
O N H /N \N
8 : HO <N l PR )
T D-Ribose \@, N" R
.................... -
Nass-Trocken- &
NH,CNaq) Zyklen HO OH
2a, 2b

Abbildung 9. Synthese der PuiMukleoside2aund 2b mittels FaPy Intermediat8rund 9 mit dem finalen Schritt
im trockenen Zustand (durchgehender Pdeigr mit NassTrockenZyklen (gestrichelter PfeiBa R = NHy,
R2=H; 2b: Rl = OH, R?= NH>.
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2.6.2RNA-Pyrimidin-Nukleoside

Die prabotische Synthese der Pyrimidinkleoside gestaltete sich schwierig, da die
Glykosylierung naabrGEL, wie zuvor bei den Purinen gezeigtht erfolgreich wédf> 1“9Es

wurde nach einem Weg gesucht, bei dem entweder die Nukleobase und/oder die Ribose
schrittweise aufgebaut werden. Dadurch ke Probleme der Glykosylierungd der
Plausibilitat voRibose umgangen werdEme erfolgreiche Synthegeirde VONSUTHERLAND
demonstriert, bei deCytidin @c) schrittweise Uber-£minooxazol 15) hergestellt wurde
(Abbildung 104) 4

A NH,
OH

Ho\)vo HO
N=—NH, 1

ﬁN
— ) oL T e o
HOMO o)\NHz o' O»\NHZ k@/
HO'  oH
l| 15 16 2c
'

NH,
N
N
HO HO |
o o
N N=—= k(_7----N T\ e HS" "] o eN/gS
> »\NH o ) )QN NH2 —_— 3
HO O 2 o o HCONH,/H,0 .
HO  ©OH
16 17 18
lhv

o] NH, NH,

SN

fj\NH f%N (\
HO A H,0 HO | N’go H,0 HO A

2

HO  OH HO  ©OH HO  ©H

2d 2c 19

Abbildung 10 A) Bildung vor2c aus einfachen Aldehyden und NitriEnVerbessrte Synthese zu den Pyrimidin
Nukleosida 2c und 2d mittels Thiolyse und Epimerisierung.

Um Uridin zu erhalten und die generelle Ausbeute zu verbessern, wurde die bereits gezeig
Reaktionsabfolgeon SUTHERLAND optimiert (Abbildung 1@).**2*4¥ Die ersten Reaktionen
bleiben unverandezti 16 allerding erfolgt nach der Reaktiom17 anschliel3eneine Thiolge.

Dadurch kommt es zur Bildung deBhio-Cytidin Vorlauferd8, der durch Photmanerisierung

in dieAVersion19 tiberfiihrt werden kann. AnschlieBende Hydrolyse fiihrt zur Bildu@g von
welches durch erneute Hydrolys2diiberfiihrt werden kari®!
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Ein von CARELL entwickelteAnsatz zur Herstlung der PyrimidiNukleosidédasiert auf Ribose
als Edukt Abbildung 13 **¥Hierbei wird ausgehend von CyanoacetyfeniBo-Isoxazol20)
gebidet. Zugabe von Harnstoff und Metallioregak/se (Z4 oder C8") fiihrte zur Bildung von
Intermedia?l Dieses wird mit Borsaure ubeRibose in einer Trockenreaktion versetznt
NukleosidVorlaufer22 zu erhaltenAnschlie3endvird eine kaskadenartige Sequen3ang
gesetztDer Startpunkt istine reduktive Offnung des Isoxazols nfit &ed DTT, gefolgt von
einer Tautomerisierung, einer intramolekularen Zyklisierungeined abschlieRenden
Wassereliminierunies fuhrt zur Bildung von Cytidiadf, welchesnittelsHydrolysen Uridin

(2d) Uberfuihrt werden kann

o)
HoN—OH ~ HNJ\NH = 9
e 2 o] 2 2 O, _ )]\ D-Ribose
N=—= W= N” N7 NH, —j
NH, M2+ H trocken
20 21
0
o NH, NQ
NH NN
f‘\ | 2+ HN o
HO N0 H,0 HO A Fe?",DTT  HO
HO  ©OH HO  OH HO  OH
2d 2c 22

Abbildung 11 Die PyrimidiANukleosidSynthese mitte3-Ribose und-Amino-lsoxazoR0nachCARELL.
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2.6.3Kombinierte Synthesen der Purinund Pyrimidin-Nukleoside

Bisher wurden Synthesen beschrieben, die entwedeodenrryrimidisNukleosiddilden. Um

ein biologisches System auf der Grundlage von RNA zu entwickeln, ware es plausibler, wenn ¢
einen kombinierten Syntheseweg gabe. In den letzten Jahren wurde auf diesem Thema vi
Forschung betrieben un@ARELL entwickelte eine Synthega allen kanonischen RNA
Nukleosiderauf der Grundlageer zuvor entwickelten getrennten Wege mit Cyanoacetylen als
gemeinsamen Ausgangsmolékbbildung 12.1* Die jeweiligen Vorstufen der Puriand
PyrimidinNukleoside (FaPys und Isoxazek)den unabhangig voneinander gebildet. Einzig eine
Verwendung mancher Molekule/lonen als Losungsmittel oder Katalysatoren zeigt hier eine
Verflechtung der ReaktionswefjeschlieBend kommt es unter einheitlichen Bedingungen zur
Kondensation mit Ribose und der anschlie3enden Bildung der kanonischen NedetbdSinle

die PyrimidirVorstufe20wurde eine OnPotReaktion etablieftestehend ausrdeeaktion von
Cyanoacetylen und Hydroxylamin 141 gefolgt von eer Zrf*-katalysierterReaktion mit

Harnstoff Die hierbei benétigten Zronen werden (iber den PuBgntheseweg gebildet.

H H
- = (0]
N H N/U\NH d
—» O 2 2 N = )j\
OH \ - i N N7 NH,
= =N N™ “NH, :
l l 20 21
o Einheitliche Bedingungen
O ' '
N R Lottty
)\ | | 1) D-Ribose, austrocknen
: : 2) Carbonat, Borat
Z X : . s )
N N ; R ; Fe?*, DTT, pH 9,7
T N ! Zn Zn?* g R
2 Y 0% | N 2 2_4 O XN
R™ "NH, HoN N/)\R verd. HCOOH | _
2 2 B N R,
23,24 10, 11
R' R3
N S
N SN
4 | |
HO ¢ A HO
o N N R? N’go

HO  OH HO  OH

2a, 2b 2c, 2d

Abbildung 12 Einheitlicher Reaktionsweg zuldBng von Purinund PyrimidifNukleosida 2ad von CARELL.
10/23 R'= NH», Re= H; 17 24: R= OH, R2= NH..

Das zuvor im PyrimidiSyntheseweg gebildete Isox&®fungiert als Losungsmittel fur den
ersten Reaktiongsdt auf dem Weg zu den PuNnkleosida 2aund2b. Nach der Bildung von
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23 24 mussH O zugesetzt werden, da die nachfolgenden Reaktionen nicht in Gegenwart von
Isoxazol ablaufen kdnnen. Durch Zugaben von verdinnter Ameisensiidiakuwird die
Reaktion zulOund 11linitiiert. Eine Mischung der Vorlaufermolekile (FAPysd 11bzw.
Isoxazol21) wird mit D-Ribose versetzt und ein NdseckenZyklus wird simuliert. Die
nachfolgend@ugabe vorH,0, Carbonat, Borat, Fesowie DTT unddasEinstellen des pH

Werts auf 9,7 fuhrt zur Bildung aller vier kanonischen Nuklétssitjeurch diese miteinander
verflochtene Synthesewege ist mder plausiblensimultanen Herstellung aller kanonischen
Nukleoside deutlich nahergekommen. Allerdiimglslie Verwendungon Ribose, die teilweise

nicht tolerierten LOsungsmittel und die damit einhergehenden LdAsungsnstkelwexh

Schwachpunkte dieser Synthese.
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2.6.4DNA -Nukleoside

Auf dem Gebiet der DNAlukleoside wurden zwei &hnliche SyntheserouteRBUVEARLAND
veroffentlicht Abbildung 13 14*42 Bei der ersten Synthese wird als E@Gkbenutzt,ein
Nebenprodukt aus der Synthese zu den-RiinidinNukleosida™Dar aus ent st e
ThioanhydreN ukleosid?6 welches mittelshptoinduzierter Reduktion unter Zugabe ve® H 2 6
deoxy2-Thiouridin 27 bildet. Transglykosylierung mitdenin fuhrt zur Bildung von
desoxyAdeonsirBg). Dieser Reaktionsweg ist mit starker Analogie zur enzymatischen Reaktion
entwickelt worden.

NH,
| " o) = fL 4 jl\)\N
HO N/gs . Qol’ HO\@/N/&S _ta_ HO\\<§N N/)

HO  OH HO HO'

25 26 27 3a
B NH, NH, j\ NH,
NZY N\> H,0 HN HaN" “NH, NP N
N — 1) RS
NT N Z N N
H H,N™ °N or NH,SCN N B
1a 28 29
HO
K@_Ni NH,
o]
< s, = =\ N BN
HO' /O)\N HQ o ! IN HO </ | )N
N HSO, =
30 3 N
29 - N)/_?/kNHz - . o N
Ho\s S hv &
HO
31 3a

Abbildung 13 Synthesewege zu desoxyAden@8)machSUTHERLAND. A) Herstellungnalog zur enzymatischen
ReaktionB) Syntheseweg mittelsqtochemischer Reaktion Zal

SUTHERLAND entwickelte anschlieRerthe ahnliche Route, die plausiblere Zwischenstufen
enthalt Abbildung 138)**?1awird hydrolysiert, sodass AminopyrimBentsteht, welches mit
Thioharnstoff oder Ammoniumthioacetat zii&captoadenin29) reagiert. Dieses Adenin
Derivat kann nun m&0wiederum ein Nebenprodulker RNAPyrimidinNukleosidSynthese,

Uber eine Transglyktisrung zu31 reagieren. Mittelshptochemischer Reduktion konnte
desoxyAdenosiBg) erhalten werden. Beide Male konnten Uberschneidungen zwischen-der RNA
und DNA-NukleosidSynthese gefunden werden. Dies kdnnte ein weiterer Hinweis auf die

Entwicklung der DNA aus der RNgein Allerdings konnte weder desoxyGuanosin noch die
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desoxyPyrimiditlukleoside gebildet werden, wodurch die Plauibilals eher gering

einzuschatzen ist.

Im Gegensatz dazu koniiteAppeine Route zu allen vier kanonischen DNNkleosider{3a-c,

3e) nachweisepbildung 14 **9Als Edukte werden die Nukleobasen, sowie einfache Aldehyde
bendtigt.lac, le reagieren mit Acetaldehyd zu den korrespondierenden VinyRBeej&2e

Das Reaktivitatsproblem der Nukleobasen wird durch die hohe Reaktivitdt des Acetaldehyds
ausgeglicheiin durch die Enaminbildung ermdglichter regioselektiver nukleophiler Angriff an
Glycerinaldehyd fuhrt zu Intermedatwelches Uber einesko-trig-Zyklisierung zu den DNA
Nukleosiden3ac, 3e reagiert. Hierbei konmteunter einheitlichen prabiotisch plausiblen
Bedingungen sowohl die Puais auch die PyrimididNA -Nukleoside hergestellt werden.

R?

R o) R OH Noe N
K O~ ] I
Now N Ao SN SN OH 2L A,
<1y — <A, — N R
H N/ R2 N N R2 @O
_
OH
HO
1a, 1b 32a, 32b 33a, 33b
f R3 R!
4
R |\N </N |\)N\
HO
o' HO'
3c, 3e 3a, 3b )
R3
4 R3
® Os _A_ _OH SN R
N N
4 |N © |N/g0 \f\/&
HO N™ 70
I N
Q
33c, 33e 32c, 32e 1c, 1e

Abbildung 14 KombinierteDNA-NukleosidSynthese vorTRAPPzu allen vier kanonischen Nukleosi8an, 3e
ausgehend von einfachen Aldehyden und den Nukledbasée Xa: Rl= NH,, Re= H; Xb: Rt= OH, Re= NHy;
Xc: R:=NH 5, R=H; Xe: R3=0OH, R4=Me.
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2.7 Proto-RNA

Das Lebemasiert auf komplexen Molekilen wie Proteinen, RNA und(BbiAdung 15. Die
RNA-Welt Hypothese schlagt ewereinfachtd&/orlaufer Welt vor, die ausschlief3lich auf RNA
beruhte® % 14149 Eg stellte sich die Frage, wie diese immer noch extrem spezifizierten Molekiile
entstehekonnten Es sind einige prabiotische Wege zu den kanonischen Nukleosideftekannt,
145146, 150321 gber die Frage bleibt dieselbe: Wie ist diese Komplexitat entstanden?

DNA RNA Peptid
BN >
HN
~0 ~0 R
o \_o o\ __o OQQ\R
HN\g\
0 o o SN o
0=P- 0=P-0 R\v\\( R
~°r “Nr it
S S - (6]
o o b HN
e e b

Abbildung 15 Ausschnitt des chemischen Aufbaus der drei Polymere DNA, RNA und Peptid.

Die chemische Evolution der RNA im Laufe der Zeit, beginnend von sehr einfachen RNA
Molekilen hin zu mehr Komplexitdt und schlussendlich zu den heute bekannten Strukturen,
scheint ein plausibles Szenario zu sein. Diese vereinfachten Vorlaufer, sogengRNt#&sProto
kénnen an drei verschiedenen Stellen, dem Zuckerbaustein, der Phtespimatliag oder den
Nukleobasen, modifiziert worden sein. HieRiginen nicht nur einzelneModifikationen
entstanden seirsondern es kann auch simultan zu einer Veradgdarumehreren Stellen
gekommen sein. Dies stellt eine enorme Vielfalt an Mdglichkeiten dar, die untersucht werder
kénnen. Nicht nur bei der Suche nach dem Ursprung des Lebens wird an nicht kanonischer
Nukleinsauren geforscht. Vatem in der synthetischen Biologie untersucht man Varianten der
RNA. Diese sogenannten XNAs (Xétkleinsauren) werden zur Entwicklung von genetischen
Speichermaterialen oder fir molekulare Medizin géfititzEinige dieser XNAs sind auch
plausible Kandidaten fir eine PfBINAI** Nachfolgend werden einige Beispiele einer
potentiellen Prot&NA genauer betrachtet.
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2.7.1Modifikationen am Ruckgrat der RNA

Mogliche Varianten mit Veranderungen an der Zuckereinheit und/oder an der
Phosphodiesterbindung sindAibbildung 16dargestellt. Als einfache abgewandelte prébiotisch
synthetisierte Modifikation dBNA (Ribonukleinsédure) wird ddNA (Arabinonukleinsaure)
gehandelt, bei der Arabinose als Zuckereinheit verwend&t'Diase weist eine sehr ahnliche
Tertiarstruktur zu RNA und DNA auf und ist weniger labil gegentber Hydrolyse &R'RNA.
Allerdings werden verschiedene Arabihogdeosid und Nukleotid Derivate als Zytostatika
eingesetzt, weshalb sich die Frage stellt wie und warum der Ubergang von ANA zu RNA
abgelaufen sein konHté'® Die sogenannten pyraneBNAs (p-RNA) basieren nicht auf
Furanosen, sondern auf Pyranosen. Diese Variante ist selektiver in Bezug auf Basenpaarung und
formt deutlich stabilere Duplexe als die kanonische RNA. Dies ist allerdings nicht unbedingt
gewulnscht, da eine zu starke DuplexstabiligiheuVerringerung der Fahigkeit zur Replikation
fuhren kani**¢4Eventuell war dies Teil der Selektionskritavieshalb sictlieheute bekannten

kanonischen RNAdurchsetzten.

o bH 0 g s 3
\ ol 0 6 0. 9 O™ N OH
O=p-0 P-Q _r P \_\ o o
! o S o= "o
(0] o) o) o N (o)
HO 0 \) o o
0 oH s ) o
1) NH O ©H

S A ol A i i
ANA p-RNA TNA GNA PNA gaNa

Abbildung 16 Beispiele mdoglicher PreRNAs mit Modifizierungen am Zuckerbausteirar(geMarkierung)
und/oder der Phgphdliesterbindungytauevarkierung).

ThreoseNukleinsaurenT(NA ) bestehemws ThreofuranosyEinheiten Dies istein C4Zucker

der alprabiotisch plausibler als Ribasgenommen wiftf*'**'Diese Variante wurde zuerst nicht

als vielversprechender Kandidat gehandelt, da keine sechs kovalenten Bindungen pro
Mononukleotideinheit gebildet werden kdnnen, wie es bei RNA der Fall ist. Synthese mehrerer
TNA s und eingehende Untersuchungen bestétigte zudi#ed&t e r mut ung, -24a f ¢r
ver kn¢vpafrtiemanhA e tats2chlich keine BaseBfaarung
v e r k n gMarfatee hingegen zeigt sowohl WaGdokPaarungen mit sich, als auch mit

RNA '8¢ DieseKreuzhybridisierung stellt eine elementare Eigenschaft eineRRAottar,
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um einen effektiven Informationstransfer zwischen den unterschiedlichen sich entwickelnden
Systemen sicherzustell&¥Bisher wurden nur zyklische Zucker betrachtet, es stellt sich die Frage
ob noch einfacheravomdglich prochiraléNukleotidanaloga uber die gleichen Eigerisohaf
verfigen. Sogenannte Glyklkleinsduren GNA) wurden bereits frih postuliert und
zwischenzeitlich auskinthetisch hergestéfit Es konnte nicht nur Duplexbildung mit sich selbst
beobachtet werden, sondern noch wichtiger die Kreuzhybridisierung nitt*®NAuch
azyklische Zucker sind als potentielle Vorlaufer moglich, wodurch die zuvor schon sehr vielfaltiger
Moglichkeiten sich nochmals vermehrt haben.

Die Phosphdiesterbindung vereint die Stabilitét gegentber spontaner Hydrolyse mit der Labilitat
um von Enzymen hydssliert werden zu konngmiteinander. Des Weiteren kommt es aufgrund

der negativen Ladung der Phosphatdidung charakteristischer Helinad zur Ausbildung

der WatsorCrickBasenpaarungéft! Als Ersatz fir das Phosphat wurde ein PRratckgrat
bestehend aus Acetalemgeschlagen. Hierfur werden einfache Alddigyudiigt, die durch die
FormoseReaktion gebildet werden kdnnen, welche dann zum Beispiel mit den Alkoholen der
Ribose Acetalélten. Diese AcetakrknipfteANukleinsdurendNa) sind ebenfalls in der Lage
Doppelhelices mit RNA und DNA zu bilden und kdnnen abhangig von den jeweiligen Aldehyden
ebenfalls negativ geladen 8&i Die gaNa (GlyoxatAcetal Nukleinséauren) sind ein solches
Beispiel. Sie konnelurch Erhitzen von Nukleosiden u@dlyoxat, prabiotisch herstellbar aus
Glykolaldehyé? hergestellt werden. Diese zeigen eine erhohte Stabilitat gegentiber Hydrolyse
und weisen eine groBe Ahnlichkeit in der Tertiarstruktur zu RNE® dEifi weitaus
abweichenderer Ansatz von den bekannten Strukturen sind dieNBEldpiitsaurenPNA).

Diese Nukleinsauren bestehen aus einzekig\minoethyl)®ycinEinheiten, die sowohl den
Zucker als auch das Phosphat in ihrer Funktion er8&Z8Hlierbei handelt es sich im Vergleich

zu RNA um neutrale Molekiile, wodurch die elekitisastatAbstol3ung verringert wird. Watson
CrickBasenpaarurignntesowohl mit sich selbst, als auch mit Ridéhgewiesen werden. Alles

in allem ist die weitere Entwicklung solcher Systeme notwendig, um mehr Einblick in die mogliche

Entwicklung des heutigen Rib&desphatSystems zu bekommen.
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2.7.2Modifikationen der Nukleobasen

Heute werden vier verschiedene Nukleobasen verw&bdidung 177), aber fir einfachere
Lebensformen war es vielleicht nicht notweabéegyier verschiedene Nukleobasen zu verfigen
Vielleicht waren zunachst nur PwRurinPaare vorhandeAl§bildung 1B), z.B. Adenin mit
Hypoxanthii®® prabiotisch herstellbaturch Desaminierungon Adenir**” Basenpaarung
konnte nachgewiesen werd&% die gebildeten Duplexerderrespondierenden Nukleoside
Adenosin und Inosin sind jedoch vergleichsweise if&tdbie ebenfalls aus Puffurin
Interaktion bestehend®aare Guaniisoguanin beziehungsweise Dnexpurin- Xantin zeigen
ebenfalls Wechselwirkungen und weisen eine erhdhte Stabilitat im Vergleich zu Adenin
Hypoxanthin auf, weshalb sie plausiblere Alternativen darstellen, um als Vorlaufersystem existiert
zu haber1 7182 18| etwas veranderte Vorlaufaslfildung 17C) wurden Urazol und Guanazol
postuliert, die eine hohe Stabilitat gegerStidhlung aufweisen und prabiotisch plausibel
hergestellt werden konri€fi.

A H B
_N N-H—0
O |l
a,< \_//N H-N= N H
N P )—NH
o o H
_ ) B\ N-HQ g
Adenin Uracil Guanm Isoguanin Nﬁ \ \j
H R N H-NC )N
EN 9 H-N N =y >;
r Adenin Hypoxanthin
\<N %4 N—H N>/\\> \2/§\< HN>\;7 i ypoxanthi
W= 7N
N-H—0
H H
Guanin Cytosin Diaminopurin Xanthin
c
H 4
H H—N S_/o
| N—H )\ N
FH— \ / SN =N o—H-N y
N NH N—H NG J
X N—H-N =4 = N/ )N
N ~L o aN ¥ X N H
g > =
NH,
Adenin Urazol Uracil Guanazol Guanin Isoxazol
0] H
PN H i
HN H N__N__N
N =< "
= (o] H-N S
/
H.
N i
_ N~ H H P
NS 0 N/k\o
NH, H
Guanin Triuret Melamin  Cyanursaure

Abbildung 17 Darstellung der Wechselwirkungen zwischen verschiedenen NukleApadéisorCrick
Basenpaarung zwischen den kanonischen RNA Nukledba®éechselwirkungen zwischen sehr &hnlichen nicht
kanonischen Nukleobasen und kanonischen Nukleokgsetirker modifizierte Systeme, die unter anderem mit
kanonischen Nukleobasen Wasserstoffbriickenbindungen eingehen.
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Weiter von den kanonischen Nukleobasen entfernt sind Melamin odErigh#ii®pyrimidin

sowie Barbitursaure oder Cyans&it® Diese zeigen ebenfalls komplementéare
Wechselwirkungen und kénnen sich noch dazu zu Polymeren in wassrigen Lésungen anreicher
Als nicht zyklische System fur Nukleobasen dienen die HalDesigéite Biuret und Triuret, da

diese durch intramolekulare Wasserstoffbrickenbindungen eine &hnliche planare Struktur wie d
kanonischen Nukleobasen ausbilden. Die Synthese sowohl der Nukleobasen als auch de
Nukleoside wird als prabiotisch plausibeht&tié*'*® Das TriuretNukleosidverfligt tibegute
Basenpaarungseigenschaften mit Guanosin und In&sime weitere interessante
Herangehensweise sindldexazolbasierte Nukleoside. Diese fungieren als Vorlauferbasen, die
sich innerhalb des gebildeten R8tangs in die kanonische Nukleokagesinumlagerrt®+:

Des Weiteren wurde eine Basenpaarung mit Guanosin nachgdigiasetwa so stark ist wie

die vonUridin zu Guanosinsodass eine Kreuzhybridisierung moglich ist, bei der mit daieZeit
IsoxazoiNukleosidén kanonische Nukleoside umgewandeitien konntefy?
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2.8tRNA

Bei der Biosynthese wird die genetische Information der DNA in mefd¢AgENRNA)
transkribiert AnschlielRend wird bei der Translation die Basenfolge der mRNA mittels eines
Ribosoms in eine Aminosduresequenz Ubersetzt, welche nach korrekter Faltung ein
funktionsfahiges Protein darstéfitdiesem Prozess ist die sogenanatesTeérRNA (tRNA) von

groRer Bedeuturi§®Diese stellt den Tragerdder die AminosaurgnmRibosontransportiert.

Dort kommt es zur Interaktiazwischen dem Anticodon der tRMAt dem Codon der mRNA

durch Wechselwirkungen zwischen den Nukleotiden. Dedsuantir den spezifischen Einbau

der vorgegebenen Aminosaure irPdiptidsequert?°® Kanonische tRNAs bestehen aus circa

76 bis 90 teilweise modifizearNukleotidert**”! Durchschittlich sindca. 13 derNukleotde

einer tRNA nicht kanonisch, das simagefahr8 Modifikationen pro tRNA®% Diese
Veranderungen haben unterschiedliche Einfliister, anderenm Bereich der Stabilitat und
Faltung der tRNA, sowie der Effektivitat Aarinosaurebeladuglerder Fehleranfalligkeltei

der Erkennung des korrekten Cod&#¥? Einige dieser modifiziertétukleotideexistiererin

allen drei Domanen des Lebens, weshalb sie als molekulare FossiiBRCA betrabtet
werder?*?" Aus chemischer Sichandelt es siceherum einfache Veranderungen, die

Met hyl i erungen an -Hydréxygrpper RibosdAlbitheng 18%.ees 2 6
kbnnen aberan der Nukleobasauch Isomerisierungen, Reduktionen, Acetylierungen,

Thiolierungen oder die Verknlpfung einer Aminoséaure auftretéh 2%

Aufgrund intramolekularer Basenpaarungen erine@tlichensional&trukturder tRNAan ein

Kleeblatt Abbildung 18). Die verschiedenen Bereiche der tRNA sind\kiszptorstamm, de

D-Arm, de AnticodorArm, deV-Schleife undet T-Arm **3Jeder Armist unterteilbain Stamm

und Schleife, wobei der Stamm der kurze doppelstrangige Bereich ist und die Schleife die daran
anschlieBende gebogene EinBait. Akzeptorstamm ist relevant fir die korrekte Bindung der
spezifischen AQUAEKIohei® sowieflrdie Erkkkreung @uich die EnZ{ine.

Die nachste Einheit, der&rm ist fir die Stabilisierung der tertidren Struktur der tRNA zustandig

und wurde nach deftmals vorkommendemodifizierten Dihydrouridine Base in der Schleife
benannt?*®Die einzelstrangige Schleife des Antic&amms enthéalt den Anticodon, elrei
BaserEinheit, die fur die Wechselwirkung mit der Cdgioheit der mRNAInerlassliclst Die

Funktion der variablen SchlgfféSchleife)st noch nicht eindeutig identifiziert worden. Die

Lange dieser Schleife unterscheidet sich teils extrem, abhangig von der zu beladenden Aminosaure

und des Organismi8!Fur die erleichterte Interaktion mit dem Ribosom ist-demTzustandig,

34



Kenntnisstand

auch b e k a n-Arln audgtusd dér iv@handenen modifiein Basen Thymidin,
Pseudoudin (0 ) und Cytidir?*??®!A m -Bnde der tRNA befindet sich die GBRzeptoreinheit
an der die zu Ubertragende AminosauenaistandigeAdenosin (A76) kovalent gebunderal.

A B
3
\ Py 76 (A)—OH
N X—N HN HN™ “NH G
“\ = \> =
N~ N 07N 0 G
e e 5
mé6A D v o
9 OHO /?L Akzeptorstamm - —
HO. NJJ\N NH o
N Nl N ia
N
0y e 1
N e O
e
t5A s2u ac’C

Anticodon

Abbildung 18 A) Beispiele firr relevante Nukleosid Modifikationen in tR)Schemadche Darstellung der 2D
Struktur eines unbeladenen tRMAlekilsC) Stark vereinfachte Darstellung detRBA-Struktur.

Durch tertidre Wechselwirkungen zwischenTdamd D-Arm kommt es zur Ausbildung einer
L-ahnlicher8-dimensionaleStruktur(Abbildung 18C).**4?1% Die beiden besonders relevanten
Bereicle in Bezug auf die Proteinbiosynthese, die Akzeptoreinheit und der Ardioogon
befinden sich an den unterschiedlichen Seiten des Ls, sodass es an beiden Stellen ungehindert

Enzymen oder andere Molekulen zur Interaktion kommen kann.

Eine wichtige Gruppe von Enzgm die mit dem Akzeptorstamm interagiesamd die
AminoacytRNA-Synthetasen (AaRShre Aufgabe ist di®¥erknipfung einer spezifischen
Aminosauramit derpassenden tRNA&u katalysierefAbbildung 19.*® Dabei kommt es zur
Ausbildung eing kovalenta Esterbindung zwischen der Riboseeiniveih A76 am

Akzeptorstamm unceiner Aminosaure. Hierfir wird im aktiven Zentrum der AaRS die
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Aminosaure unter Verbrauch von ATP zum sogenannten AmiAdenylat aktivief®

Danach kommt es zumukleophilen Angriff von A7@&ntweder durch di@-6oder 3-6
Hydroxygruppeauf die aktivierte Carbonyleinheit der Amino&tirBie Klasse | AaRS

katal ysi er en di ®ositba, wehingegen die iasse H AdikBaufweRige

Ausnahmend i e Ver e st eHydiorygrupperkatalysiaférr'3 iede AaRS ist jeweils

spezifisch fur einzelne tRNAs beziehungsweise Aminosauren, sodass es, abhéngig von der
jeweiligen Aminos?2ur eodeawereStaBdntRNAnkpmi#EdHh rei ne
Transacetyl i er-uumnngd-PaSitdnstcaleedmgs drsahliel2ra in Lésung zu

beobachtenwodurch ein Regioisomerengemisch entstéeht.

HyN

HoN o OH N
o] ; ~P~ =N
R LT LT
OH ] KgN N
NH, -PPi :,,
HO  OH

Aminoacyl-Adenylat

Abbildung 19Re |l evant e Reaktionen zur Her s toed el-tsomggkathlgsiert ver est e
durch das Enzym ArRS Klasse | oder Il.

An d-ed eXdreStditen tRNA (ARNA) bindet der Elongationsfaktor Hl. Es kommt
infolgedessen zur Stabilisierung3d@eresterten AARNA und dadurch zu eineimwandlung
des-z2d-Isdnerd?® Di e-VaBadte ist das bevorzugte Isomer fir den Einbau der
Aminosaure in die Polypeptidké&f&Der Elongationsfaktor Effu transportiertlie AAtRNA

zum Ribosomdamit did ranslatiorder mRNA in ein Protein durchgeftihrt werden k&Rl u

schitzt auRerdem die labile Esterbindung und verhindert die Hydrolyse durch Interaktion mit dem
Akzeptorstamm und der AminosdéteAber auch die freie Hydroxygruppeésevanfir die
Biosynthese, da dieiderKatalyse der Peptidbindung am Ribosom legieler Hydrolyse von
fehlacetylierten tRNAs durch diverse Enzynterstiitz22%!
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Zielsetzung

Auf der frihen Erde konnten sich trotz der harschen Bedingungen erste Lebensformen aus
unbelebter Materie bildemus welchen iman komplexerdiologischeSystementstandendie

sich schlief3lich bis zu den uns heute bekannten Biomolekilen entwiBikké&ekonntdein
definitiver Weg identifiziert werden, wie Leben entstanden ist, weéghaluche nach
prabiotiscbn Wegenzu Biomolekilen weiterhin ein offenes Forschungsthemaligsbei

konnten beispielsweise durch prébiotische Routen zu den kamohigkleosiden oder zum
RedoxKofaktor NAD bereits bedeutende Durchbriiche erzielt weftfi?e: 22¢27]

Im ersten Teil dieser Arbeit soll deshalb die sogenannte Wohler RN gtictesProto-RNA,
intensiver untersucht werden. Die bisherige Synthese bedarf der Verwendung VfidRebose,
als unwahrscheinliches prabiotisches Molekll angesietiétf 12> 2229 Deshalb soll ein
Syntheseweg etabliert werdendaéeZuckereinheih sittaufbaut Auierdem solllie Stabilitat

der Verbindungen und Selektivitat ihrer Bildumey prabiotisch Bedingungen betrachtet werden,
um die Plausibilitdt des Modells zu erforschen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll ein tRNAkleosidVorlaufersystem entwickelt werden, das
aus einfachen Aldehyden, sowie den Nukleobasen und Amindsivoegeht Dabei soll
insbesondere die Verknupfung der Aminosanrder Zuckereinheitber ihen C- oder N-
Terminus beleuchtet werd®esonderes Augenmerk soll hierbei auf der Stereoselektivitat beim

Aufbau des Zuckerisomers liegen.

Im dritten Teil dieser Arbeit soll die Estermigration in #HRNRleosidergenauer beleuchtet
werdenDiese soll arevschiedemeNukleosida und Aminosauren getestet werden, um die in der
Natur ablaufenden Prozesse genauer zu betrachten. Au3erddwetsmdi@ornasierte Ester auf
ihre Wanderungsfahigkieinh untersucht werdemvodurch die Synthegen einer Bandbreite an

d e r- o @ é PosiBBod der Zuckereinheit modifizieMakleosidisomere einfacher zuganglich
gemacht werden konnte.

39






Kapitel4

Ergebnisse und Diskussion






Ergebnisse und Diskussion

4.1 Wohler-RNA als prabiotisch plausible ProtcRNA?

Wie in KapiteR.7.2erlautert, gibt es eine grol3e Varietat im strukturellen Aufbau mdglicher Proto

RNAs.CARELL et alhat einen méglichen Vorlayfdie sogenannte WohRNA (B-A Sind T-
A Sentwickelt, der auf einer nicht zyklischen Harnstoff basierten Nukleobas&3@piodet

Triuret(35)) beruh{Abbildung 20A).*°Es konnte gezeigt werden, dass die prabiotische Synthese

durch Reaktion von Ribose mit Biuret oder Triuret im TrockemienZusatz von Borsaure
den korrespondierendeNukleosiden(B-/T -85 und B-/T -A b fiihrt (Abbildung 20B). Bei

beiden Synthesen entsteht -lsememats Hauptprodediee
Ausbeute fur diBiuretNukleosie liegtbei 33% und die Ausbeute fdreTriuretNukleosie@ bei
2 %.
A 0O O
A A O N
HoN ” NH, o R\,: 2 ] O\ _NH
34 HO o HO NH
NH o
J B ~r ~Cr
HANT N7 NT NH, HO  ©OH v on
35 B-B5 T-85
B R | C O H
1) p-Ribose, Borsaure, 0 l\]H >—N\
o 0 95 °C, trocken O __NH HN H
J o Oy -
HoN N N O NH _—N O H-N H
H H 2) NaHCOs4q) ;
\/ L /N
HO  OH N#N‘H O RNA
34,35 B-B5, B-a5 NH,
oder
T-85, T-a5 Guanin Triuret

Abbildung 20 A) Ubersicht tiber die Nukleobasen und Nukleoside der WriterB) Prabiotische Synthese der

WoéhlerRNA-Nukleoside nacBARELL et al R
CrickBasenpaarung zwischen Guanin
Wasserstoffbriickenbindungen des Triurets

= H (34, Bx-5), C(O)NH: (35, Tx-5). C) Darstellung der Watson

und Triuret zweier -SRElAge sowie der intramolekularen

Des Weiteren konnte mittels NMIpektroskopieund thermischer Schmelzkuntadgen

nachgewiesen werdelass Basenpaarung zwischen dem TFNutdeosid und Guanoshew.

Inosin existiert (Abbildung 20C).

Ein Grund dafir konnten die intramolekularen

Wechselwirkungen seiveshallsich die Nukleobagénlichwie zyklische SysteamgordnetDas

Mi

BiuretNukleosichingegelst nicht in der Lage erkennbare Wechselwirkungen mit anderen RNA

Nukleosiden einzugeheinfolgedessen wirdad TriureNukleosid als prabiotisch plausibler

ProtoRNA-Kandidat angeseheflerdings zeigen dmsherigemprabiotischen Synthesen keine
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Ergebnisse und Diskussion

ASelektivitat und esxistiererunidentifiziertePeaks mit tibereinstimmender MaB& Suche
nach einem alternativen Syntheseweg und die Identifizierung aller entssenesdeist von

grolRem Interesse, um die Plausibilitéat des Systems zu evaluieren.

In dieser Arbeisoll zun&chst die prabiotische Synthese mitiegiRibosebildung untersucht
werden. Hierfur sollen die bendtigten Isomerreferenzstrukturen fir die Bidréfriuret
Nukleoside hergestellt werden. AnschlieRend soll die Stabilitat der einzelnen Isomere unter

prabiotischen Bedingungen genauer untersuctgrnwe

Die nachfolgenden Ergebnisse wurden zu Teienl. KurrleM. BechtelN. HampelO. Trapp
ChemSystemsQ025e00046 veroffentlicht!!
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4.1.1Préabiotische Synthesaind Referenzsynthesen

Im AK TRAPP wurde eineprabiotischestereoselektive Synthese zu den kanonischen DNA
Nukleosiden entwickelt, bei der die Zuckereinheftcataldehyd und Glycerinaldef@t/A)in
situan den Nukleobaseaufgebaut wirdAbbildung 21A).M® Zuerst kommtes zu einer
Kondensationsreaktion zwischen der Nukleobase und Acetatdsbitgtrend in der Bildung
eines Imis 36ac,e, welches zumkorrespondierenderEnamin 32ac,e tautomerisiert.
Anschlieenkommtes zu einem nukleophilen Angufin 32ac,e an GlyA gefolgt von der

kinetisch bevorzugterexotrig Zyklisierung

A 0
0 + HO/\.)J\H Q + B HO
) 7 6H \/\O‘\ L 0 0
el i Y R e e S
. OH
“ HO
Ho OH OH
1a-c,e 36a-c.e 32a-c.e 3a-c,e
B

(0}

O o
Ho Y 2 OH O aNH, o _n |
NHy — " » g\ — N o)
N . A ,

HO HO  OH HO OH  HN
37 38
R
¢ 0 O NH
: j\ j’\ HO/\.)J\H HO O5N
o o 5
DN Ho M HN” N7 N R OH O _.NH
HN R wroeneeees - S -
H H = S
OH HO  OH
34,35 B-g5, T-B5

Abbildung 21 A) Synthese der kanonischen DNAkleosidenach TRAPP et al.mittels in-situ Bildung von
Desoxyriboseaus einfachen prabiotischen Aldehyad&kasser bei S€.1461B) SynthesdesNikotinamidRibosids

(38 durch Aufbau der Ribogéer GA und GlyA zu Ribosylamir{37) in Wasser bei 6€. C) Antizipierte
prabiotische Synthese zu den WéRNA-NukleosidenBA-5, TA5) durchinsituAufbau der Ribosan34oder35
aus einfachen Aldehyd@A und GlyA)analog zur Ribosylaminsynth@eR = H (34, Bx-5), C(O)NH; (35, Tx-

5).

Angelehnt an diese Route wurde eine Synthese zu RibosyTaramw(ickelt. Abbildung

21B)**% Hierbei wurde Acetaldehyd durch Glykolaldehyd (GA) ersetzt, um Ribose anstelle von
Desoxyribose zu erhalten. Auferdem wurde anstelle der Nukleobase Ammoniak eingesetzt. B
der Reaktion zu Ribosylamin kann im Vergleich zur®hese die Entstehung varei Peaks
beobachtet werden, w o-HumanosidddarstellBAkann pviegerum dw k t
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NicotinamidRibosid 88 reagieren und stellt damit einen wichtigen Baustein fur die prabiotische
Synthese des Kofaktors NADar?*® Angelehnt an diese Synthesen wurde eine prabiotische
Entstehung der WShKRNA-NukleosideB A5, T A5) mittels Reaktion von Biuret oder Triuret

in H-O mit GA und GIlyA antizipierApbildung 21C).
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Erste Prabiotische Versuche

Zur Validierung wurdediie Nukleobase34 oder35 und die Aldehyd&sA und GlyAjn Wasser

gelost, fuwvier Tagebei 80°C gertihrt undanschlieRend mittels UHPAQTOF-MS analysiert.

Hierbei konnten grofRe Unterschiede zwischen der Reaktion mit Biuret oder Triuret entdeckt
werden Abbildung 22). Bei der BiurdiukleosidSynthese konnten nach Massenextraktion
mehrere mdogliche Produktpeaks im Chromatogramm identifiziert werden, wohingegen bei det
TriuretNukleosidSynthese keinerlei Produktformation zu beobachten war. Did\Bikiezisid

Synthes scheint ahnlich wie die v@aRELL & al. entwickelte Synthese zu verlaufen, da hier
ebenfalls mehrere Isomerpeaks beobachtet werden Kfinten.

A
Q R
1
o HO/\.)J\H ON-NH
o 9 N OH ON—NH
JL R -~ HO Y
HNT N7 N H,0 O NH
80°C,4d
HO OH
34,35 B-B5, T-B5

B C

80000 - 3000 -

70000 |

2500

60000 _ ‘
£ £ 2000+
S 50000 - 3
o, )
§ 40000 - T 1500
& 30000 & l
= £

20000 | ‘

10000 -

N 1 Ll
0 5 10 15 20 15 20
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 22 A) Reaktionsgleichung der angesetzten prabiotischen ReaktiofieA Sund T-A 5 B)
Chromatogramm dexrfolgreicheprabiotischen Reaktion von Biuret mit Glykolaldehyd und Glycerinaldetyd 0
in hochreinenWasser naclier Tagerbei 80°C (Massefilter m/z = 25806459 258074). C) Chromatogramm der
nicht erfolgreicheprabiotischen Reaktion von Triuret mit den beiden Alde3Alend GlyA 0,1 M in hochreinem
Wasser nachier Tagenbei 80°C (Massenfiltem/z = 301,06% & 301081%. Die Analyse erfgte jeweils mittels
UHPLC-QTOF-MS(Methode A)
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Als maglicheerklarung fur die Entstehung mehrésemere im Vergleich zur DN®&ynthese ist
der Unterschiedles strukturellen Aufbaus d€ukleobasen zu nenneBei den Harnstoff
basierten Nukleosiden handelt es sich am anomeren Zentrum um ein sekundares Amin und nicht

wie bei den kanonischen Nukleosiden um ein tertiaregAbhildung 23).

R
o !
NH O
Y HO N N
o o TN NH,
o Oty Oyt
~ AN Ho
\H N %, 't/

HO  OH
B-85, T-B5 2a 2¢

Abbildung 23 Vergleichder Amine am anomeren Zentrumder Wo6hleRNA und den kanonischen RNA
Nukleosiden.

Aufgrund des sekundaren Amins kénnte das Molekil besonders anféllig fur eine Ring6ffnung sein,

wodurcheine offenkettige Form entstehen wiiBki einem erneuten Ringsdsllégekeine

stereoselektive Kontrolle medar, weshalb es zur Isomerisierung komkiante (Abbildung

24).
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R
Oy NH
o)
HO NH
o
HO  OH
B-p5
T-85
R N R
O.__NH o R 0.__NH
o) NH
0._NH &—NH 0. _NH
HO' - OH O
HO OH \ HO OH
OH HO OH OH
B-p6 ~ B-OCorT-0C B-a6
T-6 l T-a6
R
O\ NH
o)
HO YNH
HO  ©OH
B-a5
T-a5

Abbildung 24 Vorschlageur Umwandlung el Biuret (B-) und Triuret (T-) Furanosidé-a 5-A Sund Pyranoside
(-& 6-A Ppuber die offenkettige ForrOC).R = H (B), C(O)NH: (T).

Deshalb k°nnte es tr otRramdidsBAbarsanlie®erdizii einer B |
Umwandlung in andere Isomere kommen. Zucker liegen zumeist in einer Ringform vor, hierbei
sind die Furanoside und Pyranoside bevorzugt. Die Furanoside sind fiir gewohnlich die kinetische
Produkte und die Pyranoside die thermodyonhemsProdukte. Demzufolge, sollte bei den hier
betrachteten Nukl eosiden die | sonfemiosdg-er ung
8% s o wiwen dPgAnosierB(a 6B-A Berfolgen.
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Referenzsynthese

Um fundierte Aussagen treffen zu kénnen, muss nitbaigektionvon Referenzsubstanzen
aufgeklart werden, welche Isomere tatsachlich in der Reaktionsmischung Dali®getihese
der ReferenzenApbildung 25 erfolgte bis zu defuranoside nacheinervon CARELL et al.
entwickeken Routé”

1) TiCl, al c° Oy _NH
BzO 2) AGNCO 520 OyNHz o N* o e
\\&mc 3) NH; kCTNH cl BzO - NH
o
M~ 65 % 98 % k{_f'\'”
BzO  ©OBz BzO  ©Bz )

. . OH
HO' ‘OH

B-B6, B-ab

OH
T-6, T-06

Abbildung 25 Referenzsynthese der Biunetd TriuretFuranoside(B-/T -85, B-/T -AB) mit anschlieRender
Isomerisierung zu den Pyranosi@+iT -36, B-/T -A6).

Ausgehend voB9 konnte benzoylgeschitztes Harnd®ifiosid40in guter Ausbeute tber drei
Schritte synthetisiert werden. Reaktion mit Trichloroacetylisocyanat fiihrte zur Bildung von
benzoylgeschitzteBiuretRibosid41lin hervorragender Ausbeufaschlieliende Entschiitzung

mit Ammoniakergakeine diastereomere Mischung der FuranBsiezu B-A5 von 6:1 welche

mittels FPap. HPLC (Methode J)voneinander getrennt werden konnt&lachdem als

HauptproduktB-a5 gebildet wurdeyurdedie®seingesetztum die Isomerisierung in Wasser
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durchzufihremnd zu den antizipierten Pyranosiden zu gelddigevier entstehenden Isomere
konnten durchPrap. HPLC (Methode J)voneinander getrennt werden.ttd&s NMR
Spektroskopikonntendiesea | -su n&iBiufetFuranosidB-35, B-A5), s o-w h dBiudet
PyranosiqB-&6, B-A6) identifiziert werde(Abbildung 26).

Um die TriureDerivate zu synthetisieranurde benzoylgeschits BiuretRibosid 41 mit
Trichloroacetylisocyanat versetzt, wodurch benzoylgeschitzteRRibasidt2gebildet werden
konnte Analog zur Biuretvariante erfeldie Entschiitzung mit Ammoniak whidanschlielende
Trennung der Anomere mittélsnkehrphase8aulenchromatograpffigarte zur Isolierung von

T-85 und T-A5. Auch hierwurdedasa-Furanosidals Hauptprodukgebildet mit einem dr von
7:1,weshalll-a &ls Edukt fiir die Synthese der Trihgtanoside genutztirde Nach 1& bei

60°C in hochreinem Wasser konnten durch Prap. HFlethode K)alle vier Isomerisoliert
werden. Wie zuvor konnten die Anomere der Furanoside und Pyranoside durch NMR

SpektroskopidNOESY/Kopplungskonstantenpneinander unterschieden werddrb{ldung
26).

o R o R R R
NH NH (0) NH (0) NH
(0] (0]
HO ) NH HO NH Oy NH Oy NH
o 4 01 m
NH .«NH
5 5 (0] NH O \NH
) ~Op ) A
32 <3 2% 432) 4,2
HO OH HO OH HO Y OH HO v OH
OH OH
B/T-B5 B/T-a5 B/T-86 B/T-a6

Abbildung 26. Mégliche NOESYKopplungen beziehungsweisepklungskonstante®d die fir die eindeutige
Zuordnungder Furanosidund Pyranosinomererelevant sind. Braune Pfeile = NOEKdpplungen. Blaue Pfeile
= Kopplungskonstantdl,

Die Furanosidsomere konnten durch NOESX6pplungen (braune Pfeile) eindeutig zugeordnet
werden. BeB/ T-A 5st die Kopplung zwischent Hnd H' charakteristisch, bBi T-& &onnte

auf die eindeutige Kopplung zwischehudd H zuriickgegriffen werden. Auch Uber die
Kopplungskonstanteld zwischen Hund H (blaue Pfeile) kann aufgruel Karplubeziehung
zwischerdem (A r ° Cere Koppl u-sgrekkensre oppluegskonstani) &
unterschieden werden. Bei den Pyranosiden konnte die Untergafield@amhand des NOESY
Spektrums durchgefuhrt werden, da die Kopplung tber den Sauerstoff zu.€imapadkeine
Aussage zulasst (brauner durchgestrichener Pfeil). AuRerdem konnte sowohl bet dén Biuret
auch bei den Triur€tyranosiden keine Kopplung zwischéard H beobachtet werden, die die

Z u or dn u-tsgmerdBl Tsae) dugelassen hatils Unterscheidung zwischen den beiden
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Isomeren wurdererneut die Karplbgziehungund somitdie Kopplungskonstanteld des
anomeren Protons'tdu H genutzt (blaue Pfeile).
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Ausfuhrliche Prabiotische Untersuchungen

Mit denFuranosidund Pyranosi®eferenzeworliegendkonnte nun @ prabiotische Biuret
NukleosidReaktiorkoinjiziert werdeAbbildung 27). Es konnte bewiesen werden, dass sich die
& u n dBiufetFuranosid (B-& 5B-A 5sowiedie & u n d-BiufetPyranosid (B-86, B-26)
bilden. Bei den nicht durch Koinjektiorerklarbaren Peaks konnte es sich um

Kondensationsprodukte der beiden Aldehy@dykolaldehyd und Glycerinaldehyah
unterschiedlichen Stellen des Biurets handeln.

A O+ NH,
(0] OYNHZ
|O HO/\;)LH o OYNH O.__NH
28, oL e Y
H,oN H NH, Wasser k‘M HO™ "o
80°C,4d N H
HO OH OH
34 B-B5 und B-a5 B-p6 und B-a6
B
B-B5B-B6 B-a5

s

i&\\\\\\ S

ARMMMHEERIN

\
|

14 1
Time [minl

—_
o
—_
—_
—_
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—_
w
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Abbildung 27. A) Reaktionsgleichumtgr prabiotischen Reaktifirabelle 1 Eintrag 1u den BiureNukleosiden
B) Chromatogramm der prabiotischen Reakkicaun, unterBoinjiziert mit allen vier antizipierten IsomeBza (5

B-A 5B-& aund B-A B (schwarz, obenfnalysiert mittels UHPL-QTOF-MS (Methode AYMassenfiltem/z =
25806450 2580749).

Um die Robustheit der Reaktionuniersuchenwurden verschiedene Parameter der Synthese
variiert Tabelle 1). Die Ausgangsreakti¢fintrag 1)derenChromatogramrmm Abbildung 27
zu sehen istyurde fur vier Tag8,1 M in hochreinem Wasser bei°80gerihrt. Die erste

Produktbildung konnte bereits nach einem Tag detektiert wdleddtdukte wurdemnu Beginn
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im Verhaltnis von:1 eingesetzt uahschlieRendéariationder Aquivalentder Aldehydeeigte

keinen grol3en Einfluss auf die Produktformation (Eintrad).Die Wahl des Lésungsmittels

spielt hingegen eine gréRere Rolle (Eintrd@)s Die Reaktion lauft fast ausschlief3lich in Wasser
ab. In Spuren konnte Produktbildung bei der Verwendung von Phosphatpuffern (pH 7, 8 oder 9)
beobachtet werden, aber in einee®M/H ;O Gemisch oder in DMF bzw. ACN konnte nichts
detektiert werden. Dies unterstreicht didiptische Plausibilitat der Reaktion, da auf der Friihen
Erde weite Teile der Oberflache von Wasser bedeckt waren.

Tabelle 1 Ubersichtlergetesteten Bedingungen der prabiotischen Synthese zu deNKie@tiden.

O+ NH,
L b O NH
Q@ HO"Y H OYNH Y
)OL JOL Ho. ) 6H He . + NH
HN" N7 “NH, K‘M ﬁ
H .- HO" ¥ “OH
HO  ©OH &
34 B-B5 und B-a5 B-B6 und B-a6

# Losungsmittel c[M] Temp[°C] Zeit[d] Anmerkung Produktbildung

Ausgangsreaktion

1 H-0O 0,1 80 1:4 1:1:1 Ja; Ja

Aquivalente Biuret:GA:GIyA

2 H-0O 0,1 80 1:4 1:1,5:1,5 Ja; Ja
3 H-O 0,1 80 1:4 1:1,5:3 Ja; Ja
4 H-0O 0,1 80 1:4 13:3 Ja; Ja

Lésungsmittel

5 99:1 MeOH:HO 0,1 80 1;4 - Nein; Nein
6 ACN 0,1 80 1;4 - Nein; Nein
7 DMF 0,1 80 1:4 - Nein; Nein
8 Pp 0,1 80 1,4 pH 7 Spuren; Spurer
9 Pp 0,1 80 1,4 pH 8 Spuren; Spurer

54



Ergebnisse und Diskussion

# Losungsmittel c[M] Temp[°C] Zeit[d] Anmerkung Produktbildung

10 Pp 0,1 80 1;4 pH 9 Spuren; Spurer
Konzentration
11 - - 80 1,4 trocken Nein; Nein
12 H-0 - 80 1;4  Paste (1QL)  Spuren; Nein
13 H.0 0,05 80 1;4 - Ja; Ja
14 H-0 0,2 80 1,4 - Ja; Ja
15 H.0 0,4 80 1;4 - Ja; Ja
Temperatur
16 H0 0,1 60 1;4;9 - Nein; Ja; Ja
17 H-0 0,1 70 1;4,9 - Spuren; Ja; Ja
18 H0 0,1 80 1;4;9 - Ja; Ja; Ja
19 H-O 0,1 95 1,4,9 - Ja; Ja; Nein
pH-Wert
20 H-0 0,1 80 1,4 pH 3 Ja; Ja
21 H.0 0,1 80 1;4 pH 5 Ja; Ja
22 H-0 0,1 80 1,4 pH 7 Ja; Ja
23 H.0 0,1 80 1;4 pH 9 Ja; Ja
24 H-0 0,1 80 1;4 pH 12 Spuren; Spurer
Additive
25 H0 0,1 80 14 Borax Nein; Nein
26 H-0 0,1 80 1 Borsaure Nein
27 H.0 0,1 80 4 MgClh Ja

Pp = Phosphatpuffer.
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Veranderung der Konzentration (Eintrag 18) zeigt eine breite Bande an tolerierten Werten von
0,05 bis 0,41. Auch hier zeigt sich wie zuvor, dass die Anwesenheit von Wasser relevant ist fur die
Produktbildung. Bei Reaktionen im Trockenen oder bei Pastenreaktionen mit sehr wenig
Losungsmittel ist quasi keine Produktformation zu detekierkinfluss der Temperatur
(Eintrag 16 19) zeigt, dass bei vermeintlich niedrigeren Temperatuté€b@0. 70C) die
Detektion der Produkte erst nach vier Tagen maéglich ist, mit steigender Produktzunahme bis zu
Tag neun bei 6IC. Dem gegentuber stal#ts Verhalten bei héren Temperaturen (95), da

hier bereits nach einem Tag Produktformation nachgewiesen werden konnte, aber nach neun
Tagereine vollstandige Zersetzwerqittelt wurdeEine weiterdoglichkeit deEinflussnahme

auf die Reaktion ist in Form desYrtes moglich. Es zeigt sich eine enorme Toleranz mit einem
pH-WertBereich von pH 3 bis pH 9 in dem die Synthese erfolgreich verlauft, einzig pH 12 zeigt
nur Spurenbildung der Produkte (Eintrag22).Dies ist nicht verwunderlich, da Monosaccharide
unter dkalischen Bedingungen oftmals eine starke Tendenz zur Isomerisierung und/oder
Zersetzung zeig&:>% AbschlieRend wurdererschiedene Additive getestet, Borsaure, Borax
und MgCJ. Borate sind daflir bekannt, dass sie Ribofuranoside stabilisiereH®atieedings

konnte bei Zugabe von Boratm Reaktioteide Male keine Produktbildung detektiert werden.

Um die Wechselwirkungen des Biurets zu minimieresommitl bestenfalls die Anzatitht
identifizierte Peaks zveduziererwurde MgGlals Additiv zuggeberEs konnte keine merkliche

Veranderungn Vergleich zur Ausgangsreakhenbachtet werden.

Nach diesen gewonnendfrkenntnissen wurde die TriuMukleosidSynthese genauer
untersucht(Tabelle 2). Variation der Aquivalente, eine Erhéhung der Temperatur oder das
Einstellen des pMVerts brachtekeinen Erfolg (Eintrag 415). Bei genauerer Betrachtung der
angesetzten Reaktionen wurde beobachtet, dass diese durchgehend als Suspension vorliegen. Im
Vergleich dazu liegt bei der BitMekleosidSynthese nach wenigen Minuten eine Lésung vor.
Deshalb wurde die Léslichkeit von Triwnetersucht und es zeigte sich, dass sich Triuret trotz
Erhitzens tatséchlich erst bei einer vierfachen Verdinnungv0if2¥ergleich zur Biuret

Synthese l6st. Infolgedessen wurden verschiedenan (Ré2ktionen angesetzt und nach

dreiTagen analysiert (Eintrag®.
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Tabelle 2. Ubersicht der getesteteadihgungen fiir die prabiotische Synthese der Tiukéoside.

Os_NH,
oYNH2 Y
o 0 i3 (@) NH
o o~ o@; oM
o O O HO 2 HO
UL T 42 S NH NH
HN™ N N TNH, ! ‘
HO: OH HO éH OH
35 T-B5 und T-a5 T-86 und T-a6

Eintrag c[mM]  Temp. [°C] Aq. Zeit[d] Anmerkung Produktbildung

1 0.1 80 1:1:1 1,4 Nein; Nein
2 0.1 80 1:1:1 1:4 pH =8 Nein; Nein
3 0.1 80 1:1,5:1,5 1,4 Nein; Nein
4 0.1 100 1:3:3 1:4 Nein; Nein
5 0.1 80 1:3:3 1,4 Nein; Nein
6 0.025 80 1:4:4 3 Ja
7 0.025 70 1:4:4 3 Ja
8 0.025 60 1:4:4 3 Ja
9 0.025 60 1:4:4 3 pH=9 Nein

Die Reaktionen bei 8C, 70°C und 8CC ohne eingestellten pMert fuhrten zur
Produktbildung, wohingegen bei Einstellung de&/pHs auf pH 9 die Reaktion nicht erfolgreich
verlauft.Die erfolgreichen Synthesen zeigarh Analyse mittels UHPZTOF-MS alle sehr
ahnliche Chromatogramme. Beispielhaft Abliidung 28die Reaktion von Eintrag 6 inklusive
Koinjektion der Pyranosid@) sowie ein Chromatogramm mit allen vier moglichen Isomeren
gezeig(B). Die Reaktion bildet ausschlief3lich die Pyranoside als Produkte und die angepasst:
Reaktionsgleichung istAbbildung 27C zu sehenWie zuvor bei der BiusBynthese éstehen

auch hier Peaks, die wahrscheinlich das Kondensationsprodukt der Aldehyde an verschieden
Stellerder Nukleobassind.
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Abbildung 28 A) Chromatogramm der prabiotischen Reaktion zlirilenetNukleosiderfbraun, unten) koinjiziert
mit den beiden Pyranosidéin-a @und T-A B(schwarz, oben) analysiert mittels UHRITOF-MS (Methode A)
(Massenfiltem/z = 30106956 3010815. B) Chromatogramm der prébiotischen Reaktion zu Tdiemet
Nukleosider(braun, unteniind Chromatogramm einer Mischung aller vier Isoffiei® T-A5, T-8 @&ndT-A
(schwarz, oben) analysiert mittels UHRITOF-MS (Methode AYMassenfiltem/z = 30106956 3010819. C)
Reaktionsgleichung der prabiotischen Reaktion hach Ausweremgtdbenden Produkte.
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4.1.2Untersuchung der Isomerisierung

Die prabiotische Synthese der WeRNA-Nukleoside zeigte die Entstehung der Furanoside und
Pyranosidefir die Biuredvariante und die ausschlie3liche Bildung der TiRyraboside
Nachdem die Reaktiamechanistiscls t e r e 0 s e |-Futariosidvablaufermsollfe, ist die
Vermutung, dass es im Anschluss zu einer Isomeriszerudenibrigenlsomerenkommt
(Abbildung 29. Eine Ring6ffnung konnte zur Bildung einer offenkettigen Struktur flhren, bei
der die anschlieBende Ringschlussreaktion alle vier Isomere bilden kann. Dadurch kann es z
vermehrten Bildung der thermodynamisch stabileren Produkte kdsnmeies zu kstatigen

wurden verschiedene Untersuclemig Bezug auf die Umwandlung @&guret und Triuret

Nukleosidelurchgefihrt.
R 0
Oy NH Oy NH
0 o)
k‘,NH \\‘,\\NH
R B o R | R
O o}_ NH HO  ©H HO  ©H
NH
HO OYNH N X-B5 X-a5
- \
R R
\‘,NH HO--{_@ ) ‘
L 0.__NH O._NH
HO  ©OH | HO OH O+__NH O-__NH
+
X-B5 ‘,NH ©‘\NH
HO" ™% "OH HO" ™~ "OH
OH OH
X-p6 X-a6

Abbildung 29 Darstellungdea ngenommenen Ring?®°f f nun gFuamsdb gelgtvomk t i v ¢
einer erneuten RingschlieBung, die als Produkt alle vier Isomere bilder KaoderB.
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Biuret

Die Isomerisierung der Biwtranoside wurde bei verschiedenen Bedingungen genauer
untersuch{Abbildung 30A). Hi er zu wur de-odaretr wisbdnesrin Mraxesnend
Wasser, das zuvor auf einen gewinschteWenitl eingestellt wurde, gelost und bei einer
bestimmten Temperatur fir 3tundererhitzt.Die Analyse der Isomerisierung erfolgte mittels
UHPLGQTOF-MS nach zwei, funf und ZBtunden. Beispielchromatogramme der
durchgefiihrten Messungen mit der gewiinschten Auftrennung aller vier Isomere sind in
Abbildung 30B-D zu sehen.

O._NH;
(o] o]
NH -NH
o T 7 pH o T 7 O
HO YNH Temperatur . Hq },NH + NH
k‘MNH H,0, 24 h '\‘,pNH ‘J/Tr
R . HO" % "OH
HO OH HO OH OH
B-B5 und B-a5 B-p5 und B-a5 B-B6 und B-a6
. 2h 2h B-B5 B-a5 2h
B-p5 5h B-B5 B-a5 -5h B 5h
——24h ——24h ——24h
B-a5 B-p6

| ™Y N WY

1 T T T
20 5 10 15 2 5
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

d
20

Abbildung 30. A) Entworfenes Experiment um die Umwandlung der einzelnen Furanoside zu beobachten und
Aufschlussiberden Einfluss von Bedingungen zu bekom@g&hromatogramm der Umwandlung & Hei

20°C und pH 7 nach & (oben,hellgray 5h (Mitte, gra) und 24h (unten, schwarz{) Chromatogramm der
Umwandlung voB-A Hei 50°C und pH 7 nach & (obenhellgrad, 5h (Mitte,gray und 24 (unten, schwarZ))
Chromatogramm der Umwandlung 8sA Hei 80°C und pH 5 nach & (obenhellgrai, 5h (Mitte,gray und 24h

(unten, schwarzDie Analyse erfolgte mittdHPLC-QTOF-MS (Methode C)YMassenfiltem/z = 25806450
2580749).

Die Verteilng der einzelnen Isomere wubdstimmt undst in Abbildung 31dargestellBei
genauerer Betrachtung der Messergebnisse6€A2@allt aufdass es zu keinem Zeitpunkt zur
Bildung der Pyranoside komuomd sich nur eine Anomerisierung zwischg 5und B-& 5
abspieltDa s-Fuganosidstdas stabilere Furanosid, insbesondere mit steigeneidterpNach

24 Stunden bei pH 5 und pH 7 entstaittzu 7% B-A 5bei pH 9 nur zu %. D a sFurAnosid
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hat sich nach 24 Stundengegen bereiimi 23% bei pH 5, zu 3% bei pH 7 und zu 4% bei
pH 9in B-a imgewandelt.

A 20°C B 50°C
BapBapa Ba Ba Ba BaBapa Bapapa Bapapoua papapa
100 100
80 80
£ 60 £ 0
[=] o
c c
3 E}
% 2
5 40 5
> >
20 20
0 0
pH= 5 7 @ 5 7 9 5 7 9 pH= 5 7 9 5 7 9 5 7 9
zh 5h 24h 2h 5h 24h
[ B-¢5 [ B-05 [ B-¢5 [ B-o5 [ B-36 [0 B-06
Cc 80 °C D B-a5 + Borax -
Bapapa BapBapa Bapapa
100
2%  Elle-p5
I B-o5
80 I 56
[ B-06
67%
B'? 60 3%
o
c
3
B
5 E B-p5 + Borax w0
20
I 565
B E-os
[ 566
0 A% [ R
pH= 5 7 9 5 7 9 5 7 9
2h 5h 24h o
[ B-55 [ B-o5 [ B-B6 (1] B-a6 ”

30%

Abbildung 31 Prozentuale Verteilung der BiuXetkleosidisomere bei verschiedenen Temperaturen und pH
Werten ausgehend vBra ®derB-A 5A) Analysealer Isomerisierung bei 20 nach 4, 5h und 24h. B) Analyse
der Isomerisierung bei 30 nach 4, 5h und 24h. C) Analyse der Isomerisierung &&fC nach 4, 5h und 24.

D) Prozentuale Verteilung der Isomere nacim 2dner Boraxlésung ausgehendB«a@n 5E) Prozentuale Verteilung
der Isomere nach 2i einer Boraxlésung ausgehend Bedb. Die Analyse erfolgte mittelsHPLC-QTOF-MS
(Methode CjMassenfiltem/z = 25806450 2580749).

Bei 50°C (Abbildung 31B) beginnen die Pyranosizie¢ entstehen und es kann ein Anstieg der
gebildeten Mengeron zwei Stunden zu 24unden beobachtet werdBire Umwandlung iB-

A &cheint bevorzugt zu sein, da es bei allen Messungen die Hauptspezies der Pyranoside darst
und B-a 6erst bei de Messungn nach 245tundenmerklich in Erscheinung tritDie
Umwandlung in die Pyranoside scheint generell unabhangig vom eingesetzten Furanosid zu se
und auch der phVert hat nur einen geringen Einfluss auf idimerisierungMit steigender
Reaktionsdauer nimmt die Menge an Pyranosiden zu und die Verteilungndsidéuscheint
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sich anzunaherie Furanoside sind auch befGhach 24&tunderdie dominierende Spezies
(>85%), allerdings besteht die gesamte Mischung nur nocl2Zcaa us dem gew¢gnsch
Isomer

Die Messungen bei 8C (Abbildung 31C) nach zwei Stundereigen keinen Einfluss des
Startisomersla sich die Verteilungen sehr ahneln. Mit steigend&veidimmt die Menge der
gebildeten Pyranoside, za.50% bei pH 9 gegeca.20% bei pH 5und wie zuvor isB-A 6
zumeistdas HauptisomeNachfiunf Stundersind die Pyranoside die dominierende Spezies bei
pH 9, wohingegen sie bei @ida.35% und bei pH 5 nur ca. 20ausmachen. Zu den Messungen
nach 245tunderbei 80°C ist anzumerken, dass umso hoher detpH ist, umso starkeime
allgemein&ersetzung zu beobachten ist. Bei pH 9 ist ein enormer Einbruch der Intensitat zu
verzeichnen. Im Durchschnitt sind die Pyranoside die dominierende SpezieStoader24es
variiert al l-lesrodmenrg s o-tbaoey veliaatst gébildet wurdgei allen
Bedingungen i&-a Slie Hauptspezies der Furanoside.

Nachdem der Einfluss von Boraten auf die Stabilitat von Ribofuranosiden bekdmntride
die Umwandlung bei pH 7 und ®Din einer Borakaltigen Losung untersu¢hbbildung 31D

und E). Hierbei wurde nur eine Messung nac8t@dden durchgefiihrt. Ausgehend Beh 5
bildet sich vor allerB-a fwohingegeiB-a Seine deutlich geringere Isonierisng aufweist
verglichen mit der Reaktion ohne Bokontrar zur erwarteten Verschiebung deréiartg

zugunstender Furanosid® nnt e ei ne Ver s clbomerdbeobachtaet wegdann st e n

Die markanteste Erkenntisr Isomerisierungsuntersuchungedieerstmalig&ntstehung der
Pyranoside bei héheren Temperaturen (&6)aind verstarkt bei hoheren-p¥erten sowie die

auch bei niedrigeren Temperaturen ablaufende Anomerisierung der Furanoside. Aul3erdem zeigen
die Messungen bei 8D eine sehr schnelle Umwandlung innerhalb der ersten beiden Stunden.

Um den raschen Verlauf der Isomerisierung 3€1 80 verfolgen, wurde jedes Isomer einzeln in
hochreinemWasser bei pH 7 gelést und fur die ersten beiden Stunden im 10 Minutentakt
gemessen, gefolgt von Messungen iMiB0ten Intervall. Die Ergebnisser UHPLCQTOF-
MS-Analysersindim zeitlichen Verlauf ikbbildung 32zu finden.

B-A %ls Startisomer anomerisiert innerhalb der ersten zehn Minuten zu einem betréchtlichen Teil
zu B-a 5Danach nimmt die Konzentration der Furanoside zugunsten der Konzentration der

Pyranoside bestandig ab, die nach circa zwei Stunden die Hauptspezies bilden. Diese Ergebnisse
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erklaren den Ausgang der prabiotischen BiuldeosidSynthese, bei der alle vier Isomere
detektiert werden konnten. Der Verlauf der Isomerisierung-8iofhnelt dem voB-A 5da
zuerst eine Anomerisierung zu beobachten ist, gefolgt von der Bildung der Pyibamoside.
Furanoside verhalten sichglich recht ahnlicheinziger relevanter Unterschied ist die erhthte
Zersetzung ausgehend vatdsomer Es scheint eine kinetische Hemmung vorzuliegen, weshalb
die Bildung der thermodynamisch stabileren Pydarerst mit fortschreitender Dauer zu Tage
tritt. In beiden Féllen ist dBsA dsomer die Hauptspezies.
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.0.03 _ ‘
5 9 '
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| e, 00054 o
\ | |
| L ‘A:-“AA A A —A— 4 & A Y
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Abbildung 32 A) Zeitlicher Verlauf tiberfsder Isomerisierung v@A5 bei pH 7 und 80C.B) Zeitlicher Verlauf
uber 5h der Isomerisierung v@a5 bei pH 7 und 80C. C) Zeitlicher Verlauf Uibertsder Isomerisierung v
A6 bei pH 7 und 86C.D) Zeitlicher Verlauf ibertbder Isomerisierung v@a6é bei pH 7 und 80C. Die Analyse
erfolgte mittel&HPLC-QTOF-MS (Methode BfMassenfiltem/z = 258064538 2580749).

Die Umwandlung der Pyranoside zeigt einen abweichenden Verlauf zu dem der Furanoside
SowohIB-A @ls auclB-& tleiben durchweg die Hauptspezies, wobei eine Umwandlung in alle

anderen Isomere zu beobachten ist. Die Isomerisierung von den Pyranosiden zu den Furanoside
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ist folglich auch méglich. Interessanterweise ist bei StaB-#osdas korrespondierende
Furanosid-A5 die Hauptspezies der Furanoside, wohingegen bei Eins@ta véats EdukB-

a5 das Hauptfuranosid darstellt.

Es scheint nicht nur ein Intermediat vorzuliegien zuerst angenommeondernes scheinen
mehrere verschiedene Strukturen an der Umwandlung beteiligt Ein Séanschlagwelche
Wege bei ddsomerisierung ablaufen komtist inAbbildung 33dargestellit.

0s__NH,
OYNHZ 0=__NH
0
HO NH E/H
NH
- — — &
HO' % “OH
HO OH 0 o (o]
B-B5 B-B6

Intermediat 1 _— Intermediat 2 —

| |

|
[
x

OYNHz o\\],,NH2
o OYNH i OI' NH
\\& “NH O
e o D D 4 “OH
B-a5 B-a6

Abbildung 33 Darstellung deentworfenen Isomerisierungsweg Uber verschiedene Zwischenstufen.

Die Anomerisierung der FuranosikiEnnte Uber Intermediat AblaufenDieses Intermediat
konntestrukturell dem zu bildendetRing gleicenund abhangig von der cis/trans Stellung des

Enamns zu beiden Produkten flihren kénixee Bildung der Pyranoside aus den Furanosiden,
resultiert in der Entstehung vBrPA @&ls Hauptisomer. Dies spricht fiir einen gemeinsamen Weg

der Furanoside zu den Pyranosiden Uber ein gemeinsames Intermediat. Dieser konnte ausgehend
von Intermediat 1, Uber ein Intermediat 2, welches wahrscheinlich eine eher offenkettige Form
darstellt, zintermediat 3 fihren. Dieses Interméd konnte ein vorangeordnetes Pyranosid sein,

bei dem es abh?2ngig von deagd efoswkdnmenkéntsSt el | un
Uber dieses Intermediak8nntesich mit der Zeit vermehB-A Gus den Furanosiden sowie

durch AnomerisierurausB-a @ilden Da die Untersuchungen ausgehend von den Pyranosiden
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zeigt®, dass das korrespondierende Furanosid jeweils das verstarkt gebildete Furanosid darste
solltees einen alternativen Weg geben, der nicht Gber die Intermé@iatzlduft, da ansonsten

eine gleiche Produktverteilung entstehen miisste. Deshalb wurde die Anwesenheit von Intermedi
A4A und 448 antizipiert. Ob deRyrandsidgn ablauft Ksstv o n
sich mit den bisherigen Daten nicht belegen.
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Triuret

Das Isomerisierungsverhalten der TrNtgtleosiddT-A 5T-8 5T-A6undT-&6) sollte bei pH

und 80°C untersucht werden, um eine Vergleichbarkeit mit denBarredten zu gewdahrleisten

Es wurde in eine20-Minutenakt gemesseda die Trennung der einzelnen Isomere nur mit einer
Methode Uber 20 Minuten gewahrleistet werden k&egennen wurde mit der Untersuchung
der Isomerisierung voR-A 5(Abbildung 34). Es trat eineschnelle Zersetzung des Edukts
innerhalb der ersten 20 Minu&n weshalliie Reaktion nach 160 Minuten abgebrochen wurde.
Dieses Ergebnis erklart diewdsenheivon T-A Gn der Produktmischung der prébiotischen
Synthese.

= T-p5

* T-a5

A T-pB

0.08 1 T-a6

0.06

n [umol]

0.04 +

0.02 4 .

& ry A A & & A A
0.00 = —_—

0 50 100 150 200
Zeit [min]

Abbildung 34 Versuch der zeitlichenglsung der Isomerisierung oA Hei 80°C und pH 7Analysiert mittels
UHPLC-QTOF-MS(Methode CjMassenfiltem/z = 301,06956 301,0815.

Infolgedessen wurde die Temperatur aufC6@eduziert, um weitere Einblicke in das
Isomerisierungsverhaltem erhalten und die Zersetzung zu umgebén Ergebnisse der
einzelnen Isomere sindAbbildung 35veranschaulicht.

Ausgehend vofT-A Sereignet sich zuerst die Anomerisierund -ZuSinnerhalb der ersten
20Minuten gefolgt von einer starken Zersetzung anstelle der erwarteten Isomerisierung in die
Pyranoside, die nur zu einem auBerst geringen Teil enBashéerhalten voh-a binter diesen
Bedingungen zeigt eine nddiere Instabilité | s -lsbmer. Di& Anomerisierung zeigt sich
schwach, wird aufgrund der enormen Zersefashgollstandignterdrickt und die Pyranoside
kénnen sich in diesem kurzen Zeitfenstamk bilden. Die Pyranoside zeigen gegenteiliges
Verhalten. Sowofil-A &ls aucfr -4 &cheinen bei diesen Bedingungen auRerordentlich stabil zu

sein undzeigen kaum Zeichen von Zersetzung oder Isomerisierung wahrend dieser Messperiode.
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Abbildung 35 A) Zeitlicher Verlauf der Isomerisierung Vb5 bei pH 7 und60°C wéahrend der ersten
160Minuten B) Zeitlicher Verlauf der Isomerisierung ¥ea5 bei pH 7 und0 °C wahrend der ersten 16lnuten
C) Zeitlicher Verlauf der Isomerisierung ¥eA6 bei pH 7 und0 °C wahrend der ersten 160 Minu@hZeitlicher
Verlauf der Isomerisierung vora6 bei pH 7 und0 °C wahrend der ersten 160 Minutenalysiert mittels UHPL-C
QTOF-MS(Methode CjMassenfiltem/z = 30106956 3010815.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der ausschlie3lichen Detektion der Pyranoside in de
prébiotischen Reaktion. Nach der Bildung VeA Serfolgt zu einem geringen Teil eine
Isomerisierung zu den Pyranosiden und zu einem grof3en Teil die Zersetzung. Aufgrund de
aulRergewohnlichen Stabilitat der Pyranoside reichern diese sich mit der Zeit langsam an.

Wie zu Beginn erwahikbnnte furT-A Slie Wechselwirkung mit anderen Nukleosiden in einem
RNA-Strang nachgewiesen werden, was es zu einem préabiotisch plausibRNAProto
Kandidaten werden lie3. Aufgrund der hier gezeigten Ergeimsisesondere der schnellen
Zersetzung beziehungsweise Anomerisierseigeinen die Furanoside keine prabiotische
Relevanz als RN¥torlaufer zu haben.
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4.1.3WohlerRNA-Nukleotide

Ein moglicher Weglie Instabilitat der Triur€uranosideu umgehen, kdnnte die Entwicklung
einer prabiotischen Synthese SidkFuranosieNukleotide sein. Falls diese eine hohere Stabilitat
auweisen, konntdie WohleitRNA wieder als prabiotisch plausiderlaufer angesehen werden.

0
NH
0 NH 0 2 I\?H, 2
2
HO- ¢/ 0 HO-g! 0
P~o NH-NH e Y—NH
HO  ©OH HO  ©OH
43 44

Abbildung 36. Struktur der Biuretind TriuretA-Nukleotide43und44

Begonnen wurde mit darcht prabiotische®ynthese voA3 und 44 um deren Verhalten in
wassrigen LésungeauntersucherAufgrund der besseren Zuganglichkeit des Biukdeosids
konzentrieren sich die Synthesen zunachst auf die Herstellung détiBeostis43 Sobald

ein Syntheseweg etabliert wurde, kann Uber diesen dasNukleetid 44 hergestellt werden.

Der zuganglichste Weg zu Nukleotiden ist die Phosphorylierung der korrespondierenden
Nukleoside. Das Problem hierbeidist Selektivitat, deebendergewilinschte5 -Bositionauch

di e u 2 dHy8réxyguppen phosphoryliert werden konnt®uwcHi et alentwickelte eine

Methode um trat unge s ¢ bp t-HyBréxygrumés e | e KAMP herzustéllerd!

Hierbei wird POGIn ACN mit Pyridin in spezifischen Verhaltnissen vorgelegt, gefolgt von der
Zugabe des Nukleosjdevor naclvier StunderReaktionszeWasser zugegeben wird fir die
abschlielRende Hydrolygsdes ware der einfachste Weg zu43 zu gelangerEs wurdeeine
Testreaktion an Adenosin durchgefuhrt, die laut Analyse mittels \HRMEMSs el ekt i v 50
AMP hervorbrachteDie Reaktiowurdeanalog mit dem BiurdlukleosidB-A Surchgefiihrt
(Abbildung 37A), verlief allerdingsicht erfolgreich. Zum einen war die Ausbeute sehr schlecht,

zum anderen schienen mehrere Phosphorylierungsprodukte zu entstehen, die sich auch mittels
Prap. HPLC nur schlecht trennen lassen wirden, da sie nrusignlichentstandenen
Eduktisomeren Uberlappen. Der Ansatz der direkten Phosphorylierung mitweeel

verworfen und stattdessen die Verwendung eines Phosphoranvuditsrt. Diess sollte
idealerweise besonders sterisch ansprucksuplidamit als Hauptreaktionssteltke freier

zZ u g 2 n g-Positiohbevorzugt wirdHierfir wurde Phosphoramidi® durch Reaktion von
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PCEk mit FLO-Me-OH und Diisopropylamihergesteli*’Die Reaktion des Phosphoramidfs
mit @ner diastereomeren Mischung der BiuddeosideB-5 mit Tetrazol und anschliel3ender
Oxidation mittels TBHP fihrte zu keiner Produktbildiudpildung 37B).

A
YNHZ 1) POCls, ACN, Pyridin o YNHZ
YNH 2) H,0 HO‘P YNH
HO  ©OH HO  OH
B-B5 43

000 2

)Y y\j;NHz >L OH Q. Y
YNH

1 r m«w

Abbildung 37. Versucke d er s éhosphdrylievuages B3rét-Furanosid8-5 ohne Schutzgruppe an den
2-0u n d-Hy8rdxygruppenA) Reaktion mitPOCE als Phoghorylierungsreagef®! B) Phosphoramidig5 als
Phosphorylierungsmitigéfolgtvon der anschlieRenden Oxidatioit TBHP.[237]

Aufgrund der nicht erfolgreichen Versuche der direkten Phosphorylierung détiBiemstds
wurdeeineandereSyntheseroute, inspirigdn eine bereits bekannten Synthese @aRELL et

al, entworfen. Hier liegenide - WRrod -Hy8rdxygruppen geschitzt vor, sodass die
Phosphoryl i er udPapition ablaefdn tsdlli®ie relavantdreZwiscbedstufen und
Schritte sind ibbildung 38 zu sehenStartpunkt ist wie bei der BiuMkleosidSynthese
vollstandig geschitzte Ribd@® Di e-, 3dn d-Hy8rdéxygruppersind benzoylgeschitzt,
weshalbm Verlauf der Synthese eine Umschiitzung erfislgepum eine Orthogonalitat der

ver wendethemn z9 uppe {Hum dPaSitivg sichdrstellen z konné&uRieém

sollte vor der Phosphorylierung zuerst die Biureteinheit mittels Reaktion mit Isocyanat aufgebau
werden. Nach erfolgreicher Synthese4fbha nn dann Pasitioa kntschutzt thd e 5
phosphoryliert werdenm zu48zu gelangeer finale Schritt, die Entschiitzung der sekundaren

Alkohole, sollte dann das gewtinschte BNukkeotid43ergeben.
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NH 0 NH,
BzO O HO 11
PG~ yNH “P~ yNH
o} o) o}
OAc /
O = e = e
A i —_— —_—
BzO  ©OBz
PGO  OPG PGO  OPG
39 47 48

Abbildung 38 Darstellung der relevanten Zwischenstufen der geplanten Syntheseroute, um die selektive
Phos phor yl-Rostioruzo gewéahnreist&s 6 Schutzgruppe.

A | sHydraxySchutzgruppe wird die Verwendung von DEBpaltbar im Saurenmd fur die
sekundareilydroxygrupperer Ensatz einer Silylschutzgrupgerch Fluorideentschitzbar
anvisiert. Als erster Schritt wuiunter Verwendung von TM&id und BRELO in das
korrespondierende Azi® tUberfuhrt und anschlielend mit Natriummethamalad entschiitzt
(Abbildung 39. Beide Reaktionen verlaufen quantitativn. und bendtigen keine
saulenchromatographische Aufreiniguhg. wo h | di eDM$ &dhigzlking zu\Aeid- 5 6
Ribosid51sowie die anschlieRentBDMS-Schitzung der sekundarekohokei n-uxé@- 3 0
Positionzu 52 verliefen mit exzellenten Ausbeutsi. beiden Reaktionen wurden verschiedene
Reaktionsbedingungen untersucht. Bei der-Bdlilitzungvurden Reaktionen ohne zusatzliche
Base (266 Ausbeute), mit DMAP als zuséatzlicher Basi (8Usbeute) sowie mit AgN(®2%
Ausbeutgdurchgefihrt. Bei der TBDM&hltzung fuhrt eine erste Reaktion mit TBEWighd
Imidazol zu einer Ausbeute von%6Vervendung von lod und Methylimidazol konnte die
Ausbeute auf 9% anhebenReduktion des AzidS2 zu Amin 53 unter Verwendung von
Palladium auf Kohle mit Wasserstoff und Umsetzen des unaufgerBidtéasmit TMS
Isocyanat fuhrte zur Bildung de®MT-2 6-TBDBISHarnstoffRibosidDerivath4.
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BzO BzO HO
K@,OAC TMS-N3, BF3+Et,0 KG/NS NaOMe KG/N;,
N quant. N quant. N
BzO OBz BzO OBz HO OH
39 49 50
DMT~q TBDMS-CI, I PMT~g
DMT-CI o Methylimidazol O_N PA/C. H
AgNO3, Pyridin \Q/NS 3 ,Hy
92 % S 99 % S
WO OH TBDMSO  OTBDMS
51 52
NH
0 o) y 2
\\®/NH2 TMS-NCO \\G‘NH Tabelle O.__NH
— 37 % . .,
TBDMSO ‘OTBDMS iiber 2 Schrite ~ TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
53 54 55
o) 0 o)
NH NH NH
(0] y 2 HO- /Y (0] y Z HO- ./ (0] y z
HO yNH P~o >/NH P~o >/NH
. K@;NH . HO K@;NH . Ho K@;NH
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS HO  ©OH

56

57

Abbildung 39 EntworfeneSyntheseroutau 5 -BiuretNukleotid43Uber5-BDMT-2 6-TBDBISgeschiitztes Biuret

Ribosid55.

Die anschlieBende Reaktion zum BRebdsidDerivat 55 gestaltete sich als schwierig. In

Anlehnung an eine Vorschrift v&ARELL et al.mit teils veranderten Schutzgruppen wurde
Trichloroacetylisocyanat mit Pyridin in THF verweélfl®ies flihrte nicht zur gewlinschten

Produktbildung. Infolgedessen wurdei diese Reaktionverschiedene Bedingungen getestet
(Tabelle 3). Eintragl stellt ditAusgangsreaktiatar.Als erstes wurde mit einem rmstellten
Isogyanatreagenz  diReaktion erfolglos wiederholt (Eintrag2). AnschlieBend wurde die
Reaktionsdauer von einer Stunde auf 18 Stunden ert&ilehnung an die zuvor verwendeten
Reaktionszeiten der Isocyanatreaktiob4Ziintrag3). Da auch dies nicht zur Produktbildung
fuhrte, wurden die Bedingungen der Reaktion bei der Synthese dBuiinoside angewendet
(Eintrag4) und die Aquivalemton Pyridin variiert (Eintrag,.
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Tabelle 3. Getestet®edingungen firie Synthese vdsbaus54.

(0]
NH
DMT\O o Oyl\?H, y
K@,NH

TBDMSO  OTBDMS

o)
DMT~q >,NH2 Isocyanat 58-60
O ~NH

~r

TBDMSO  OTBDMS

(0] .0
. .C7
CI})J\N//C/O \ ong® 0
cIr /s||\ /N
58 59 60
Eintrag Bedingungen

1 Isocyanab8 (4.0aq), Pyridin (6.@q), THF, r.t., 1h

2 Neuedsocyanab8 (4.04q), Pyridin (6.@q), THF, r.t., Ih

3 Isocyanab8 (4.0aq), Pyridin (6.@q), THF, r.t., 1&

4 Isocyanab8 (4.04q), THF/DCM 2:1, r.t., 18

5 Isocyanab8 (4.0aq), Pyridin (0.8q), THF, r.t., &

6 Isocyanab8 (4.0aq), Dibutylzinndilawat, THF, r.t., &

7 Isocyanab8 (4.0aq), Pyridin (6.@q), Dibutylzinndilaurat, THF, r.t. i3
8 Isocyanab9(4.0aq), Pyridin (6.@q), THF, r.t., 1n

9 Isocyana60(4.0aq), Pyridin (6.@q), THF, r.t., 1h

Als nachstes wurde Dibutylzinndilaurat, das fir die Verwendung als Katalysator bei der Herstellung
von Polyisocyanaten bekannt d&tr Reaktion zugesetzt. Weder die Reaktion ohne, noch die
Reaktion mit Pyridin (Eintrag 6, 7) waren erfolgreich. AbschlielRend wurden noch zwei andere
Isocyanatreagenzien getestet, einmal datsdbj@nat, das bereits in der Synthese der Furanoside
verwenet wurde, sowie das Chlorosulfonylisocyanat. Aber auch hier konnte kein Produkt isoliert
werden. Alle Reaktionen zeigen @tAnalyse kein Edukt mehr, des Weiteren entsteht sehr
schnell eine rote Losung nach Zugabe der Reaktaimtiémdiz fir eine zumindest teilweise
Entschitzung der DMGruppe Es konnte nicht abschliel3end geklart wewdelohe Produkte
statt55gebildet wrden.
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Da ohne erfolgreiche Syntheea ¥5die Route nicht weiterverfolgt werdk@nnte musstesin
alternativer Weg entworfen werdedls Hauptproblem wurde die DMchutzgruppe
ausgemacht, weshaern eu ent wor f ene Synt hes&gpsitimwonei ne
DMT auf Benzoylvorsieht(Abbildung 40. Bis zu52 erfolge die Synthese analog zuwor
verfolgten RouteApbildung 39).

B20 DMT—q o
K@,OAc K@Na TFA, Et;SiH \\Q/Na
— 71 %
B2O OBz TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
39 52 61
Bz\O Bz\O
Bz-Cl K®/N3 Pd/C, H, O__NH, TMS-NCO
_— —_—
97 % 15 %
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS  jiber 2 Schritte
62 63
o)
NH
0 o 5 5 o )\t
®2~0 Nl cl CJ\N‘C/ “0 )N NH
| — 60 % -/ 91 %
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
64 65
0 yNH 0 oyNH
2 2
Tabelle HO-JZ Q HO- 0
P~ yNH 77777 > P~o yNH

(@]
HO H-NH

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS HO  OH
56 57 43

Abbildung 40 Angepasste Syntheserautd3uber5-Bz-geschitztes BiurBibosid6b statts5 -DMT-geschitze
55.

Die DMT-Entschutzungu 61lief unter Verwendung von Triflouressigsaure und Triethylsilan in
DCM ab und die anschlieRende Benzoylschitieiege 62 in exzelleter Ausbeute. Die
Reduktion ziAmin 63gefolgt von der Reaktion mit TNs®cyanat fuhetzur Bildungles5 -Bz-

2 0-TBDBISgeschitzten Harnstefibosid64 in schlechter Ausbeuteer gescheiterte Schritt

der Syntheseroute zuvor, die Reaktion mit Trichloytismetanatum BiuretNukleosidverlief

in diesem Fadirfolgreicleu65mit60% Aus beut e. E APbs#ienimg Anmmorkg der
in Methanol liefeet56 sodass die Phosphorylierung getestet werden .KdehtereVersuche

wurden unternommen, URT zu synthetisiere dbelle 4). 56 wurdemit POCE, Imidazol und
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Triethylamin in Acetonitril versetzt (Eintrag d9ch laut HRMSESFMessungnach dem
Aufarbeiten bildete sich nicht das gewlnschte Produkt. Stattdessansteite zweier
Hydroxygruppenein Imidazolan der Phosphatgruppe gebunden und asfeschlieRende
Hydrolyseversuch z®7 schlug fehl. Da sich mit PQCtlie gewinschte Phosphor
Sauerstoffbindung bildete, wurde eine Synthese mit BQ@ICIriethylamin ohne Imidazol
durchgefuhrt (Eintrag 2). Dies verlief nicht erfolgreich, weshalb die Phosphorylierung mittels
Phosphoramidid5 und Tetrazol sowie direkter Oxidatmn66 untersucht wurde (Eintrag 3),

ebenfalls ohne Erfokj®

Tabelle 4. Getestete Bedingungen €iie Phosphorylierung 54, 66.

o) 0
4 §/NH2 RO‘P”O y §./NH2
NH e P~ NH
H N T RO}, N
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
56 R = OH, 57
FLO-Me, 66
Eintrag Bedingungen

1 POCL (304aqg.), Imidazol (18q.), NEj (15 &q,)ACN, 30min, r.t.
2 POCE (5,04q.), NE$ (5,04q.), ACN, 3@nin, r.t.
3 FLO-Me-Phosphoramidi¢5(3,7aq.), Tetrazol (2a&).), HO,, ACN, 1h, r.t1?%

Aufgrund deranhaltenderSchwierigkeiten wurde &tarnstoff2 6-TBDKISRibosid67 die
Phosphorylierungnit verschiedenen Phosphoramiditerersucht Begonnen wurde mit der
DMT-Entschitzungzu 67 analog zur Biuretvariang$ (Abbildung 41). Die nachfolgende
Phosphorylierungsaktion wurde mit drei unterschiedlichen Phosphoramiditen durchgeftihrt, die
sich an den verwendeten Hydr@chutzgruppen dé&hosphoramiditsnterscheiden, sowohl in

der Sterik als auch in den Entschitzungsbedingungen. Benutzt wurde zdB) somea die
beiden kalith erworbenen Phosphoramidigund 73 Die Reaktiozu 68 mit 45konnte keine
Produktformation hervorbringen. Bei den Reaktionefumitd 73konnte bei beiden Reaktionen
nach der Aufarbeitung mittels HRMESFMessungdie Produktmasse identifiziert werden.
Infolgedessen wurden versucht das Produkt durch Saulenchromatographie zu isolieren. Bei der
Reaktiorzu 70konnte laut NMR kein sauberes Produkt trotz wiederholteirdgifirey erhalten

werden. Die Isolation va@®verlief erfolgreich mit £2 Ausbeute.
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(0]
DMT\O »,NH2

TBDMSO  OTBDMS

54
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0
NH,
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~’r S
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Abbildung 41 Synthese vo@7undPhosphorylierungsversuche mittels Phosphoradtgit2und73um 71

herzustellen

Allerdings konntebisher die Reaktion nicht am Biwebeziehungsweise Triuf2erivat

durchgefihrt, sow i e

Entsche¢tzung

Entschitzung nicht getestet werden.

der
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4.2 Prabiotische Synthese von tRNANukleosiden

Dieses Thema wurde gemeinsamGnrISTOPH EIFERT bearbeitet und wurde zu Teilen in
ChemBioChem veroffentlidhe!

Die Entwicklung und Untersuchung von PfRidA-Systemen, wie im Kapitellbehandelt, ist

von grofRem Interesse. In heutigen Lebensformen spielt neben der RNA auch die tRNA eine
zentrale Rolle in der Biosynthese. Es stellt sich die Frage, ob es Uber die Zeit tRNA
Vorlaufermodelle gab, die die gleiche oder eine dhnliche Funddgieitilart habewnd sich aus

den RNANukleosiden entwickelteDeshalb sollte die prabiotische Syetlwes mdglichen
tRNA-NukleosidAnalogagenauer betrachtet werden. Nachfolgend werden zuerst die Ergebnisse
der RNANukleosidSynthese erlautert, gefolgt von der Entwicklung der+#RNdogaind deren
UntersuchungAbbildung 42). Hierbei sollen di€- und N-verknipften tRNANukleoside
prabiotisch aufgebaut und mittleldPLC-QTOF-MSMessungenachgewiesen werden.

RNA-Nukleoside

'R
: %OH
. NH,
\]
tRNA-Nukleoside
(0) (0]
wo L | [T
HO  NH HO ©
R (0]
(@] 1R
HO HoN
N-VerknUpft C-Verknupft

Abbildung 42 Ubersicht (iber dien folgenden Kapitel relevante Strukturen und die geplante Sgbéred@ser
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4.2.1Von RNA-Nukleosiden zu tRNA-Nukleosiden

In Anlehnung an die DN&SyntheseAbbildung 43A) und dem erfolgreieim Aufbau von Ribose

zur WohlefRNA (B) sowieder Bildung vorRibosylamin@) wurdedie Synthese der RNA
Nukleosidedad) mittels Glykolaldehy{@A) und Glycerinaldehy{&lyA)untersuchtl). Durch

die Verwendung voBAanst el l e von Acetaldehyd wi-rd ei
Position eingefiihrt. Der Mechanismus der Bildung der Nukleoside aus den Nulladhaskn
Aldehyden GA und GIyA liefert die Mdglichkeit, dassislmén den gewiinschten RRAosW
Nukleosidemuch die ArabinosiMukleoside5ad) bilden konnterH).

A B B
0 NH
(0] (0] o
Acetaldehyd, o J L R GA, GlyA YNH
GlyA HO/\Q/ HoN ” H O _NH
— " wo T
"o HO  OH
1a-c, 1e 3a-c, 3e 34,35 B-B5, T-B5
HOAQ’ HO
GA.GYA g O\ «NH, __GAGA _ . /\q
NFa — HO OH HO OH
HO  ©OH 2a-d 75ad
7 Ta-d gewiinschtes Ribosid Arabinosid
E A

Abbildung 43 DNA-NukleosidSynthese mit Acetaldehyd und Glycerinaldehydind die davon inspirierte
Herstellung der Wohi&NA-Nukleoside B) und RibosylaminCj mit Glykolaldehyd. Daran angelehdie
antizipierte Synthese der kanonischen-Rbideosidemit der Arabinosylfornals NebenprodukD). Moglicher
Mechanismus der Bildung der Nukleoside aus GA undBIlyR = H (34, B-A § C(O)NH: (35 T-A b

Verschiedene Bedingundéndie prabiotischen Reaktionen zu den RMAleosiderwurden
getestetind eine detaillierte Auflistung der einzelnen getesteten Reaktior€spisel6.4.2zu

finden. Der erste modifizierte Parameter ist die Losungsmittelwahl, hier wurden Reaktionen in
H-O, DMF, MeOH oder eine99:1 MeOH/HO MischungdurchgefuhrtAul3erdem wurde die
Temperatur variied 50°C, 65°C, 80°C und 100C 0 und es wurden Borax, ZaCCuC},

Na:HPO,, NaOAc sowie Imidazol als AdditiyetestetVeischiedene phVerted 3, 5, 7, 9 und

12 8 sowieunterschiedliche Reaktionszeifettd, 4d, 7d und 15d & wurdenuntersucht
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Ausgehend von Adenin konnte die Bildung von Adenosin nachgewiesen werden, sowie die Bildung

von Vidarabin 159 (Abbildung 44). Aul3erdem entstand eine Vielzalbatzlichemicht
identifiziertetsomere

A
NH; =N =N
N N GA, GlyA O N/_ NH, (0) N/_ NH,
Z N — Ho 7 *  HO 73
N /) MeOH ST NN Nx N
H N 50°C, 4 d HO OH HO OH
1a 2a 75a

| Koinj. 2a —— Koin]. 75a

*

Reaktion

M I‘W\MW’
Mf\v‘\MJ”\/\/\AM
MMM

0 1 2 3 4 5
Zeit [min]

Abbildung 44 A) Reaktionsgleichung der prabiotischen ReaktiomrAdenosin.B) Chromatogramm der
prabiotischen Reaktion in blau (unten). Koinjektion der prabiotischen Reaktion mit Vitdegabibraun (Mitte)

und Koinjektion mit Adenosir2#) in gelb (oben). Die Analyse erfolgte mittels UHRTLOF-MS (Methode D,

Massenfiltem/z = 268101306 268,1067). * = Peak der Referenz.
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Die Entstehung der drei anderen kanonischen Nukleoside konnte nicht nachgewieseEs werden.
scheint zur Bildung verschiedener Isomere gekommen zu Bsspielhaft ist das

Chromatgramm der Reaktion zu GuanaosiAbbildung 45zu sehen.

A
o o, [N
GA, GIyA N 0o
N NH s HO/\U ~
% — —
AL L MeOH o' on NS
H N NH; 50°C, 4 d NH
2
1b 2b

40000 ~

Reaktion Referenz 2b

30000

20000

Intensitat [Counts]

10000

04— L1,

0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit [min]

Abbildung 45 A) Reaktionsgleichung der prabiotischen Reaktion zu GualysiB)(Chromatogramm der
prabiotischen Reaktion in blau, hinterlegt mit einer Messung von Gudmdsibraun. Die Analyse erfolgte mittels
UHPLC-QTOF-MS (Methode DMassenfiltem/z = 28409616 2841017.

Der Einfluss von komplementarer Basenpaarung auf die Bildung der Nukigbsede der
prabiotischen Reaktiovurde untersucht, um zum einen eine héhere Selektivitat fir Adenosin zu
erreichen, sowie eine erfolgreiche Synthese der anderen Nukleoside zu entwickeln. Hierfiir wurde
bei einem Experimesrset die komplementaren Ribasykleoside zu den Reaktionen zugesetzt
(z.B. Adenin, GA, GlyA und Uridiohd bei einem anderen SetAliabinosyNukleoside (z.B.

Adenin, GA, GIlyA und Arabinosytidin). Beidesfuhrte nicht zurselektiven Bildung von
Adenosin und nicht zu einer erfolgreicBgnthese déitbrigenRibosyiNukleosidgAbbildung

46). Die Reaktionen wurden bei verschiedenen Tempe@tureB80°C, 50°C und 8C°C 6 und

mit oder ohne BoraXusatz getestdder Einsatz der beiden komplementaren Nukleobasen, um

einen simultanen Aufbau der Zuckereinheit zu erreicheep&rdrallsnicht erfolgreich (z.B.
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Uracil und AdeninGA, GlyA). Auch das Vorlegen von Nukleobasederhkomplementarem
Nukleosid (z.B. Adenin und Uridin) und anschlie®eRddren flr eine Stunde, gefolgt von der
Zugabe der Aldehyde, lieferten keine Verbesserung.

A
NH, 2d + 75d =N
N A oder GA, GlyA O __N NH,
< J 75d MeOH —
NTW 50°C, 4 § on NN
H oder ’ HO OH
1a 2d 2a
= (0] = (0]
O N O N
SO LT G o
HO  ©OH° HO  ‘oH©°
2d 75d
B
—— Reaktion + 2d + 75d —— Reaktion + 75d —— Reaktion + 2d

h o W w\
] \\v'“'\JkLJ%'/ M\/\V{ VY

Zeit [min]

Abbildung 46 A) Reaktionsgleichunder péabiotischen Reaktion zu Adenosfa) (mit komplementéren
NukleosidenB) Chromatogramm der Reaktion in blau enthielt Urdinupten), Reaktion in braun enthielt die
Arabinosylform von Uridirvbd, Mitte) und die Messung in gelb enthielt beide IsoBtei#s¢ oben). Die Analyse
erfolgte mittels UHPLQTOF-MS (Methode DMassenfiltem/z = 268101306 268,1067).

Bisher wurden alle Reaktionen in Lésung untersucht, in der Prébiotik sind aber auch Nass
TrockenZyklen ein plausibles Szenario. Dies sollte bei einer Reaktion zu Adenosin mit Adenin,
GA und GIyA durch eine Abfolge von Austrocknen und erneuter Losurigagatbe simuliert
werden. Es konnte die Entstehung eines Hauptprodukts detektiert werden anstelle einer
komplexen Mischung an Produkterglichen mit deReaktion in LosungAbbildung 47).

Koinjektion mit Adenosin zeigte, dass es sich hierbei nicht um Adenosin handelte.
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A
NH, =N
N GA, GlyA 0] N/_ NH,
N
Iy Ho Y
N /) Nass-Trockenzyklen N N=_N
HoN MeOH HO OH
85°C,2d
1a 2a
B — Koinj. 2a —— Reaktion

*

e
)

0 1
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Abbildung 47. A) Reaktionsgleichurter pabiotischen Reaktion zu Adeno&a (unter Verwendung von Nass
TrockenzyklerB) Chromatogramm der prabiotischen Reaktion in blau und koinjiziert mit Adenosin in braun. Die
Analyse erfolgte mittels UHPIQTOF-MS (Methode D Massenfiltem/z = 26810130 268,1067). * = Peak der
Referenz.

Um weitere Informationen tber die mogliche Struktur dieses Isomers zu erlangen, wurden MSMS
Messungen der Reaktion sowie von Adenosin durchgefuhrt. Die Fragmentierung von Adenosir
zeigte ein Ubersichtliches Bild mit ausschliel3lich der Produkif)asew/ie der Fragmentierung

zu Adenin76). Die Riboseeinheit fragmentierte demzufolge nicht. Das in der Reaktion gebildete
Produkt hingegen wies neben Adenin und der Produktmasse weitere Fragmente auf. Dies kénni
fur eine Kondensation der Aldehyde an untediathen Stellen des Adenins, z.BNawtom

oder am primaren Amin de&A&oms, sprecher8®. Mogliche Strukturen zu den gefundenen
Massefragmenten sindAbbildung 48 dargestellt. An welchen Stellen die Aldehyde tatsachlich
verknupft sind, konnte nicht abschlie3end geklart werden und alle Strukturen sind ausschlief3lic
theoretisch mogliche Vorschlage. Das Fragiferigt das Kondensationsprodukt von GlyA an
Adenin und 79 zeigt eine mogliche Fragmentierung eben dieses. Eine noch starkere
Fragmentierung der kondensierten Aldehyde weisen die Fratfoeat8lauf, die formell so

aussehen, als ob eine Kondensation mit Acetaldehyd vorliegt. Das klarste Indiz gegen die Bildur
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eines Riboserings im Produkt ist die gefundene Mas82 Wwir mogliche Struktur zeigt das
Vorliegen der beiden Aldehyde an unterschiedlichen Stellen des Adenins. Dies alles spricht klar
gegen die Bildung von Ribose, da bei Adenosin unter den gleichen Bedingungen-der MSMS
Messungen keine Fragmentierung der &lmsbachtet werden konnte.

A NHz*

—N
N A O N/_ NH5*
N 7
< » HO/\U N
~ & . ~
NN HO — oH
76 77
B HO HO
NH5* NH | ] ]
NHs® N J *H,N *H,N

76 78 79 80 81 82 83

Abbildung 48 Theoretisch iigliche 8ukturen der gefundenen Fragmentmassen der iM@bksingen von
AdenosinA) und des Produkts derabiotischen Reaktion zu Adenosin durch-NesskenZyklen B).

Die Probleme bei d&NA-Synthese kdnnten auf die Tautomerie des Baal$ zu Aldehyd

85ad zurickzufuhren seirAlfbildung 49A). Sobald dieser Schritt erfolgt ist, kbnnte es zur
Reaktion mit Nukleophilen kommen. Bei Reaktionen in Wasser oder Methanol kommt es
zwangslaufig zur Bildung von Hydrdieziehungsweise \fader Halbacetalg¢B6ad / 87ad),

die auch mittels HRMESSI nachgewiesen werden konnten.
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A
Ox~"™0H \ R-OH
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Abbildung 49 A) Synthese des En@éad und die Tautomerie gefolgt von der Reaktion mit Nukleophilen zu Halb
oder VollacetalenB) Einsatz vonNukleophilen odergeschitztem Glykolaldehyd, um die Tautomerie zu
unterbindefzu steuerrund die daraus resultierenden Nukleoside am Beispiel von Adenosin.

Nach Bildung der Halbacetale kdnnte eine Eliminierungsreaktion wieder zur Bildung eines Enols
bezi ehungswei se Enami ns {imgdifiziesten Nukkkasid reagieren Gl
konnte(B). Wenn die Reaktion in Alkoholen, MeOH de#gnOH, durchgefiihrt wird, kénnten
so90aund9lasynthetisiert werden, die idealerweise in Adenosin uberfihrt werden E)nn

Es konnte allerdings keine erfolgreiche Synthese des kanonischen Nukleosids beobachtet werde
Auch die Verwendung von anderen Nukleophilén Thioessigsdure oder Thiobenzoesaure
wodurch Nukleosi@2agebildet werden kénnte, flhrte nicht zur gewlinschten Produktbildung
Alternativ konnt&A bereits als CarboxyléBoc oder Acetyl| 93a) geschiitzt eingesetzt werden,
sodass nach Bildung des Nukleosids die Schutzgruppe entfernt werden kann. Die Synthese vc
Acetyt beziehungsweise Bgeschitztem Glykolaldehyd verlief nicht erfolgreich, weshalb dieser

Ansatz nicht weiterverfolgt wurde.

83



Ergebnisse und Diskussion

4.2.2Prabiotische Synthese von tRNANukleosiden

Die Modifikation der Nukleoside d e r-Posttion erinnert an das in tRNA vorkommende
Adenosi n A7 6-Positibra mit einer Antinosaure3vérestert Asibildung 50A7).

|l nspiriert von dieser Struktur, wu Pakiion di e Mo
entworfen. Hierbei kann die Aminosdure entw@degrknlpft oderN-verknipft an die
Zuckereinheit gebunden s@hbbildung 50B).

A AT76 in tRNA B mégliche tRNA-Vorlaufer
—N =N =N
0 N/_ NH, 0 N/_ NH, 0 N/_ NH,
1 N S Na_N R Y N
(o) OH N~ HO (0] x HO NH Nx-
(¢} 0 Rt
R IR o}
NH, HoN HO
3'-C-Verknuipfung 2'-C-Verkniipfung 2'-N-Verknipfung

Abbildung 50 A) Adenosin A7@lertRNA das mi t ei n e rPoshioniveresterfid)mMéglichen der 30
Vorl 2ufer der heuti gen tPRSitidn Uber deG- dderN-Tekands deriAkiaosdure.n i n de

Diese Strukturen sollten tber die Reaktion von Nuklegbad GA, GlyA undeiner

Aminosaure herstellbar sein. Mechanistisch unterscheidet sich die Bildung der beiden Vorlaufer
voneinanderAbbildung 5J). Bei der Synthese deiVerkniipfung sollte zuerst die Kondensation

der Nukleobase mit GA ablaufgefolgt von der anschlieRenden Tautomerie des(Bdat

zum Aldehy@5ad. Kondensation mit einer Aminosaure sollte zu 9 fihren, welches zu

Enamin 95ad tautomerisieren kann. Durch Reaktion mit GlyA kdnnte es zum Ringschluss
kommen, sodass in der gebildeten Zuckereinheit eine Aminosédure NbEredenmi nus i n der
Position gebunden vorlie§6&d).
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N-Verkniipft:
o) (0]
2
RW)J\ 0
> é\ Ho
HO - NH, 7 _ GlyA /
------ = N\ e ) N <=2 HN S HO NH
R R
(0] .
"o Ho( HO( N %50
© © HO
1a-d 84a-d 85a-d 94a-d 95a-d 96a-d
C-Verkniipft:
O
RW)J\ /O o o)
o T § T o~
NH GlyA S -
N g o___1_a__d__, J o HO O [ o OH
HO 0 0 o)
R R R R
NH
2 NH, HoN NH,
97 98a-d 99a-d 100a-d
A
HO :
" 0H
(0]
N
R OH
o - - o>
Rﬁ)J\ NH,
OH 101
NH,

Abbildung 51 Darstellung der antizipierten Reaktionen zuCdandN-verknipften tRNANukleosidAnaloga
mit den Nukleobasen, GA und GlyA, sowie einer Aminogtigr®est einer kanonischen Aminosaure.

Bei derC-verknlpften Variante sollte es zuerst zur Veresterung und damit Schitzung des
Glykolaldehyds mit einer Aminosaure komi®@énKalls dieaufgrund vomNebenreaktionen des
Aldehyds unter anderem mit dem Amin der Aminosdicte erfolgreich istkbnnte die
Aminosaure mit Glykol verestert werddh( Durch Oxidatiosolltedies ir@7 Gberflhrbar sejn
wodurcheine anschlieRende Kondensation mit der Nukle@zedezur Bildung vorEnamin

98ad fulhren sollteReaktiorvon 98ad mit GlyA sollte zum Ringschéusiit der Aminosaure in

d e r-Postion 99ad) fuhren Mdglicherweise konnen Bedingungen gefunden werden, die die
Wanderung der -Rositiom@®ad)uerneglichanr sodd8sé unter anderem die
Entstehungles in der Natur vorkommendenefdsin A76 prébiotisch erklart werden kdnnte

Fur einen eindeutigen Nachweis der Bildung der antizipierten Produkte mittelsQIdHC

MS mussterReferenzstrukturen synthetisiert werden. Die Herstellung eben dieser ist in Kapitel
4.2.3erlautert. Nachfolgend werden die Ergebnisse der prabiotischen SyntNesend €-
verknupften Nukleosideébeschrieben Die ausfuhrlichen Bedingungen der prébiotischen
Reaktionen sind in Kapi&k.2zusammengefasst.
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N-Verknupfung

Es sollte die prébiotische Synthese eines moghtiverkniipften tRNAVorlaufersystems
untersucht werde\bbildung 52). Als Bausteine wurden Adenin, Alanin, sowie GA und GIlyA
verwendet.

\j/ﬂ\ GA, GIlyA .
NH2 ’ y e %zo

102a

Abbildung 52 Geplante Untersuchung der 8t h e s-N-vevkoulpfter2tRNANukleosidAnaloga (z.BL023.

Die Analyse der Produkte sollte mittels UHRBIOOF-MS erfolgen, weshalb die
Referenzstruktureh02aund 103asynthetisiert wurderAlfbildung 53). Bei der Arabinosyl
Variante wurde nicht nur die Verknupfunguaitanin (033, sondern auch notAlanin (044
hergestellt. Aul3erdem konatbaund 106amit einer Aminfunktion anstelle der Aminosaure in
d e r-Posttion synthetisiert werden. Die genaue Synthese der Strukturen ist id.R&pitel
genauer erlautert.

(o) A 0 A (0) A
Ho/\Q’ HO HO/\q
HO  NH HO  'NH HO  NH
(0] gF:O ——§F:O
H HO
102a 103a 104a
O A 0} A
Ho/\g HO
HO  NH, HO  'NH,
105a 106a

Abbildung 53 Hergestellte Referenzen figr Hoinjektion der prabiotischen Reaktionen.
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Die entworfene préabiotische Syntheseroute basiert auf mehreren aufeinanderfolgenden Schritte
(Abbildung 54). Um die moglicheNebenreaktionen nrtisatzlichefunktionellen Gruppen der

Aminosaure zu Beginn zu umgehen, wurde AlamimisheAminosaure verwendet.

N-Verkniipft:

o
o

1a 84a 85a 107a 108a 102a

Abbildung 54 Darstellung der einzelnen Reaktionsschritte der prabiotischen Reaktion, die zur Bilag von
fuhren sollen.

Zuerst sotkes zur Bildung des Enam@#sdurch Kondensation von Adenin und Glykolaldehyd
kommen. Aufgrund der KetenolTautomerie sollte es zur Bildung \8%a kommen, das
wiederum Uber eine Kondensationsreaktion mit Alanin 10iWabilden sollte. Durch die
Tautomerie zu Enamii08a kann es anschlielend zu einem nukleophilen Agngriff
Glycerinaldehykbmmen. Dies ergibt eine offenkettige Zuckereinheit, die nach einem Ringschluss
zum Furanosid das gewiinschte Prot@Rahervorbringen sollte.

Erste prabiotische Ofigot Versuche mit Adenin, GA, GlyA undlanin bei 50C in HO,
MeOH/H O 99:1 oder im Trockenen, zeigten keine Produktbildlungbbildung 55 ist,
beispielhaft flr alle Ansdtaee Messung der Reaktion von Adenin, GA, GlyALtAdninim
Trockenen bei 5TC nach drei Tagen mit einer Messung der Referenzsififadargestellt.
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A =N
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Abbildung 55. A) Reaktionsgleichung der prabiotischen Reaktion von Adenin, GA, GlyAlanthim Trockenen
nach 3. B) Chromatogramm der prabiotischen Reaktion in blau. Messung der Réfaiartraun. Die Analyse
erfolgte mittels UHPLQTOF-MS (Methode DMassenfiltem/z = 33913770 339,1445).

Um die Detektion der Produkte zu vereinfachen und aufzukléren, ob die beiden letzten Schritte,
die Kondensation der Aminoséuarel08aund die Ringschlussreaktion1fi2a funktionieren,
wurdeeines der vorgeschlagenen Zwischenpro@sigsynthetisch hergestefibpildung 56).

Hierfir wurde Adenin mitBrom-1,kdiethoxyethan {09 und K.CO; erhitzt undvollacetal 10a

konnte hergestellt werden. Entschitaoml 10amit HCI fihrte zur erfolgreichen Synthese von

85ain Form des HCI Salzes)(
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¢ | J /\OJ\/BF DMF
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H 74'% 07 4 HCI
1a 109 110a 85a
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\H NH,
NH, 1 \ 2 N— Xy
R K2CO3 N 03 7
</N|\N+Br/4></|)N <N|N/)
\ P R2 DMF NN DCM
H N rt, 18 h -78°C, 2 h
/
y/ o]
1
R\
1a 111, R", R? = Me 114a, 22 %, R, R? = Me ,, 8sa
112, R, R2= H 115a, 61 %, R', R2 = H 87 % von 115a
113, R'=Ph,R2=H 116a, 13 %, R'=Ph, R2=H

Abbildung 56. A) Synthese voB5aals HCI Salausgehend von Adenitber Vollacetal10aB) Alternative
Herstellung voB5adurch Ozonolyse.

Um dasVorhandensein von HCI in der pidtichen Probe zu umgehen, wurdeweiteren

Verlauf der Arbeit ein alternativer Synthesewepa mittels Ozonolyse etablieB®)( Das

Produkt der Ozonolys@&5a ist nicht saulbar, da bei der Verwendung von protischen
Losungsmitteln das Problem der Hydvatv. Halbacetalbildung zu Tage tritt. Deshalb wurden

drei verschiedenen Alkene getestet, um zum einen die hdchste Ausbeute im ersten Schritt als aL
in der Ozmolyse zu identifizieren und eventuell eine besgeegyung ermoglichen zu kdnnen.
Hierfir wurde Adenin mit den Alken&mh] 112oder113mit K,COs in DMF versetzt und es
konnten die Produkt®#l4all5aund 116aisoliert werden. Allerdings sind die Ausbeuten der
Synthesen teils sehr schlecht. Die anschlielRende Ozonolyse verlauft teilweise nicht vollstandig u
nurbeiVerwendung vofil5&onnte ein sauberes Prod@&d isoliert werden.

Fur die prébiotischen Versuche wi@bazuerst als HCI Salz und spéater als die freie Verbindung
eingesetzt. Es wurden sowohl @wm Reaktionenals auch die schrittweise Zugabe der
Reaktantenvor allem GlyAgetestetAbbildung 57).
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o} ( HO
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85a 108a 102a

Abbildung 57. Prabiotische Syntheseroute ausgehend vorinAdldehyd85a als OnePot Reaktion oder mit
schrittweiser Zugabe vorAlaninund GlyA.

Als Lésungsmittel wurden®, MeOH, MeOH/H,O 99:1 und DMF getestet und die Temperatur
derdurchgefuhrtefReaktionen betrug 5C. Bei den Onot Reaktionen wurden als Additive
AgNO;, NaCO; und NaOAc untersucht, sovameVariation defStochiometrieler Reaktanten
und das Einstellen des erts auf 7 und 1detestetEine Messung einer OR®t Reaktion
sowie der Referedn2aist inAbbildung 58dargestellt.
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Abbildung 58 A) Reaktionsgleichung der prabiotischen ReaktioB83&iGlyA undL-Alaninim Trockenen bei
50°C nach zwei Tage) Chromatogramm der Reaktion in blau. Messung der RdfeéPaimzbraun. Die Analyse
erfolgte mittels UHPLQTOF-MS (MethodeH, Massenfiltem/z = 33913776 339,1445).

AulRerdem sollteed Einfluss der Chiralitat der Aminos&@epauer betrachtweerden, indem-
Alanin,p-Alanin oder eine diastereomere Mischung zugegeben Dackeauch hier konnte
keine Produktbildung detektiert werden.

Bei den Anséatzen mit dashrittweisen Zugabe von Alanin und GlyA wurden die Aquivalente und
der Zeitpunkt der Zugabe von GIyA variiert. Aul3erdem wurde edfeptHauf pH 7 und 11
eingestellt. Teilweise konnte die Produktmasse mittels-EHRMS8tektiert werden, doch die
Analyse mittels UHPLQTOF-MS der relevanten Proben konnte keine Produktbildung
nachweisenApbildung 59. Es scheinen sicfolglich verschiedene Isomere zu bild2es

kénnte der Fall sein, wenn der Ringschluss noch nicht stattgefunden hat oder Glycerinaldehyd a
einer anderen Position im Molekdl reagiert hat.
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Abbildung 59 A) Reaktion dr prabiotischen Reaktison AdenirAldehyd85aundL-Alanin mit Zugabe von GIlyA
nachfiinf Tagen irtMeOH/H ;0O 99:1 bei 50C gemessen einen Tag nach Zugabe von Blyhromatogramm der
Reaktionin blau(unten) Koinjektion der préabiotischen Reaktion mit Refet®2ain braun (obenDie Analyse

erfolgte mittels UHPLQTOF-MS (Methode HMassenfiltem/z = 33913770 339,1445). * = Peak der Referenz.

Fur einproebfconcepturdeein vereinfachteModelsystem getestet. Anstelle einer Aminosaure
wurde Ammoniak der Reaktion zugesetzt, um die BildungjOBander 106anachzuweisen
(Abbildung 60). Es konnte erneut keine Produktbildung detektiert werden.

NH,

NI N —N

¢ f\)N GlyA O _N__h_NH; O NI _NH,

e A e S S
NH N N N & N N
3@q) HO  NH, HO  'NH,

) (HC)

o

85a 105a 106a

Abbildung 60 Bildung vorl05anoder106ads vereinfachtes System, um das Konzept der Reaktionen zu bestétigen.
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C-Verknupfung

Es sollte die pr2bi ot i-Gwhnpftes (RNA/briEdeesystemsn e s
untersucht werden und ob ei #asitioWavie h@T6undgr der
Natur vorkommend, méglich igthpildung 61).

R A Oy LA ’ O A
D - "o i R O e
OH " Ga, Giya / /
NH, HO (o) o) OH
o) o)
R R
HoN NH,

Abbildung 61 | ber si cht der g
c

pl anten Unt gRNA-DNukleasidAgadogon, Zuer
gefol gt von der m°glii e

?1 n-P&itomder ung der Aminos@ure |
Die Analyse der Produkte sollte mittels UHRBITOF-MSerfolgen, weshalb Referenzstrukturen
synthetisiert wurden. Bei der Synthese der auf Adenosin basierten Referenzsubstanzen konnte «
Wanderung der A mk n o s adBRasigon3déo Ribosgllerm wahdend der
Desilylierung mi t WE& By ni diNa c h\éaoahtg bdn den i st
pr2abiotischen Reaktionen gezei chnetPositens k?©°r
kommen, die in der Natur bevorzugt wigd.konnten die Btkturen mitN-ungeschitztem-

Alaninal s Regi oi s 0 me@L1&xn g & #id8%Bodm synthetisiee werd2rd Bei den
N-geschitzten-AlaninNukleosidenl19aund 120ak onnt e al s HaVapantpr odu
hergestellt werden. Teilweise konnten Spuren einer zweiten Spezies beQUBIRMS
Messungegh e obacht et wer den, hVasgantehamndels Bel dertSgenthess s

der VidarabibDerivatel2laund122e&k on nt e e r f-lsdmgrrseliertowlerdeth.a s 2 6
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Ribosyl-Derivate:

HO © o oH Q Q
NH NH
H,oN NH, Bod A
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Arabinosyl-Derivate:
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HN
HoN
2 Boc
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Abbildung 62 Hergestellte Referenzen figahtizipierten Produkte derébiotischen Reaktionen.

Da bei derC-terminalen Verknipfung eine direkte ®oé Reaktion aus den einzelnen
Bausteinen, Adenin, Alanin, GA und GIyA, fur die prabiotische Synthese nicht méglich ist, muss
zunéchst eine vorherige Veresterung der Aminoséure mit Glykolaldehyd erfolgen. Heerfir wurd
N-BocL-AlaOH (12) mit 2-Brom-1,kdiethoxyethan {09 und CsCOs; in DMF erhitzt
(Abbildung 63). Das erhaltene Vollacet24konnte unter sauren Bedingungen rzuhbanin
Glykolaldehydestd25entschitzt werdeAbhéangig von der Wahl der Saure i@gentweder

als TFA oder als HGBalz vor.

o) L 0 TFA o
Cs,CO3 (0} oder HCI
OH + Q _— 0 ~ 7, o/vo
HN /\o)\/ Br DMF, HN. o) quant.
“Boc 60°C. 16 h Boc \| NH, (‘HCI/TFA)
55 %
123 109 124 125

Abbildung 63 Synthese desAlaninGlykolaldehydestei25ausgehend vai-BocL-Alanin-OH (123).

Ausgehend void25wurden prabiotische Reaktionen angesetzt, um die Syahdd& azu
erreichen. Hierbei wurden wie zuvor bei MeerminalenVerknipfung sowohl Oreot
Reaktionerals auchReaktionen mischrittweiseZugabe von Adenin und GlyA untersucht
(Abbildung 64).
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0
N B
</ |)N HO/H)J\H
~
H N OH
One-Pot ittt ittt ittt ettty
NH, NH, Y
0
N BN N A =N
N =
¢ N ﬂ)L 0 N\)\(NH
~ HO H 2
R TR NEAYA S
Schrittweise O NFT e > S\ ----------------- > HO ke N~
NH, (‘HCI/TFA) I o) ‘
o
H,N
NH,
125 126a 117a

Abbildung 64. Prabiotische Syntheseroute ausgehendAtaminGlykolaldehydesté25als OnePot Reaktion
oder mit schrittweiser Zugabe Vaeninund GlyA.

Bei den Onéd>ot Reaktionen wurden als Losungsmittel DMF, MeGQBI/8B:1 verwendet und
auch Reaktionen ohne Lésungsmittel wurden getestet. Als Additive wurden Nad©, Na
oder Imidazol eingesetzt und die Reaktionen liefen 12&b0 Bei der schrittweisen Zugabe von
Adenin gefolgt von GlyA wurden NaOAc.NBO., NaHCQ oder Imidazol zugegeben und als
Temperaturen wurden r.t. und°&getestetDie Stochiometrieind die zeitliche Zugabe von
GlyA wurden variiert und die Reaktionen liefen in MeOH und OMé&dar wurden ohne
Lésungsmittel durchgefuhrt. Analyse mittels HEBISeigte die Entstehung der Produktmasse
in  manchen Reaktionen doch Uberprifung durch UHPTLOF-MS zeigte keine
Ubereinstimmung mit den ReferenzsubstarZ#a).( Dies lasst danf schlieBen, dass sich
Isomere gebildet haben miss&hb{ldung 65. So kdnnen zum Beispiel die Aldehyde an

unterschiedlichen Stellen des Adenins reagiert H&8anugd/oder es liegt eine offenkettige
Form vor (284

OH
/=
(0] NH-* N B
N 3 N +
HO/\Q’ \2\\( % f\/) H,N" “OH
N “, N N N* N N NN
HO o / NH, ¢
o) 0 N >
ot HO 7//& K_ N
H,N OHo \ (0] >
HO —
0 NH,
127a 128a 129a

Abbildung 65 Gewulnschte f@duktstrukturl27aund zwei andere mogliche Isomere mit identischer Masse.
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Ein weiteres Problem in der Herstellungi@®iekann die Verwendung v@A5als Salz sein. Das
Vorhandensein von HCI/TFA in den prabiotischen Proben ist nicht gewollt endEitiéiuss

auf die Reaktion konnte bisher nicht geklart werden. Auf3erdem ist die Entfernung dieser lonen
problematisch, da sich in protischen Losungsmitteln Hydrate oder Halbacetalgddiideh

u.a. die Verwendung von lonentausctimécht mdglich warDeshalb wurde eine Synthese zu
verschiedenem-geschutzten -AlaninGlykolaldehydestera3 mittels Ozonolyse vod3)
entworfen Abbildung 66).

R. R 0
NH HN 1) . 0]
3 Entschutzung
\\\"K’//O OY‘\ . \’)J\OMO e \’)1\0/\70
O\/z\/o HN. R NH2
130 131 125

Abbildung 66 Synthese voh25mittels Ozonolyse und anschlieRender Entschiitzung des Amins.

Die jeweiligen Schutzgruppen sollten durch unterschiedliche Bedifmmg&insatz von
verschiedenen Reagenaatfernbar sein, um ein breites Feld an Mdglichkeiten zur Herstellung
von 125zuerméglichenUntersucht wurde zuerst die Synthese der®&ag, Acetydl und Fmoe
geschutzten Derivatd3m-p) (Abbildung 67), da somit saure, alkalische sowie reduktive
Entschitzungsbedingungen getestet werden kénnen. Au3erdem gilt diciiaztyluppe als
prabiotisch plausibé&>*!! Der erste Schritt ist die Veresterung Mageschitztem-Alanire
(12m-p) mit 2Butenl,4diol 133 unter Verwendung von EDCI und DMAP.

R. .R 1)03 0
DMAP, EDCI NH HN 2) DMS

(0]
H —
/N\)J\ + _/_\_ 0 o) R \)j\o/\?o
R” > "OH HO OH w
B DCM DCM HM
= 0°C —rt, 18h o_—_=© -78°C,1h "R
132m, R = Boc 133 130m, quant., R = Boc 131m, 76 %, R = Boc
132n, R =Cbz 130n, quant., R = Cbz 131n, 64 %, R=Cbz
1320, R = Ac 1300, 86 %, R=Ac 1310, 43 %, R=Ac
132p, R = Fmoc 130p, 16 %, R =Fmoc 131p, 46 %, R = Fmoc
(0] (0] O (0]
1) 0
A0
(0] (0] (0] (@) - = o
“ THF, S DCM N
0°C—-rt,24h o ~
— ! — -78°C,1h SEM
o0_—_© 29 9 o0_—_0 a6 \[c])/
1300 130q 131q

Abbildung 67. Syntheseweg der BAS1n)y, Fmoec(131p)-, Acety}(1319, Cbz(1310r und AcetySEM(131¢
geschutzten-AlaninGlykolaldehydester. R = Aminschutzgruppe.
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Bei der Ozonolyse wurde eine reduktive Aufarbeitung der Sekundérozonide mit DMS gewahlt, un
die entsprechenden Aldehyde zu erhalten. Die Reaktion verlief nur mit,d&oBoad Fmoe
Schutzgruppe erfolgreich3(nn,p). Bei der Acetyhjeschitzten Varian{@3lo) konnte eine
Uberoxidation des Produktsbeobachtet werden. Eine mogliche Ursache koénnte die
vergleichsweise gerir@el3e der Acetylgruppe sein, weshalb SEM als zusatzliche Schutzgruppe
am Amin eingefuhrt wurd&30q. Die Ozonolyse eben diesegabrden doppelt geschitzten
AlaninGlykolaldehydestd31qWeitere Untersuchungen der Ozonolyseld@mzeigten, dass
langeres Durchblubbern von Sauerdinif. eines Schutzgases Uberschiissig€s vor der

Zugabe von DMS zu verdrangeie Uberoxidation verhindert. Somit konnten alle urspriinglich
geplanteM-geschutzten-AlaninGlykolaldehydestéB1mp erhalten werden.

Die mdglichen Entschitzungsbedingungen der bisher synthetisierten Ester beschranken sich al
saure oder basische, sowie reduktive Bedingungen. Um ein breiteres Spektrum ar
Entschitzungsmaoglichkeiten zu ermoglichen, sollten welNegeschitzte L-Alanin
Glykolaldehydester hergestellt werden. Als weitere interessante Schutzgruppen wurde TEOC
abspaltbar mit Fluoriden, und NBOC eine photolytisch instabile Gruppe angesehen. Gestartet
wurde die Synthese ausgehendl®m das durctlBocEntschitzung und Entfernung des HCI

Salzes in das freidlaninAlken130riberfuhrt werden konntan welchem nun die gewiinschten

Schutzgruppen installiert werden konfdildung 68).
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N
S o)
(\\N>=o N//\NJLN/X HO
Boc\NH (0} \ﬁJ L\

_Boc
o o b O,N
o0 _—_70

130m 136 134
HCl
- NBOC NBOC 1)O; 0
DCM/Dioxan \NH HN’
rt,1h 2) DMS \)\0/\70
DBU ~L_0 0 —_
quant. o DCM HN.
DCM 0_—_0O -78°C,1h NBOC
NH, NH, rt, 18 h 72%
Kfo o })\ 37 % 130s 131s
o0 _—.F9
TEOC-OSu  1pq¢ TEOC O
130r DBU “NH HN™ 2) DMS 10
DCM \\wkfo Oﬁ)\ DCM o
rt, 43 h -78°C, 1h
17% O 90 61 % "N reoc

130t 131t

Abbildung 68 Syntheseweg der TEGC31} und NBOG(131¥geschitzten-AlaninGlykolaldehydester.

Fur die NBOGSchutzgruppe musste das Reaty@ddurch Reaktion voniitrobenzylalkohol
(134 und CDI @39 hergestellt werden, bevor die Schitean@30mit eben diesem sowie NaH
und [18]Krones durchgefiihrt werden konnte. Bei der Einfihrung der T&@tzgruppe
wurde 1-[2-(Trimethylsilyl)ethoxycarbonyloxy]pyrrot2ijgdion (TEOC-OSu) und DBU
verwendet. Die anschlieBende Ozonolyse vaitibkiden Schutzgruppen problemlos in guter
Ausbeute.

Nach erfolgreicher Synthetsr N-geschutzten-AlaninGlykolaldehydested8m-qg,s,t konnte

mit der Entschitzung der Amine begonnen werébhillung 69. Die BoeEntschitzung

(13m) unter sauren Bedingungen mit HCI verlief erfolgreich, allerdings handelt es sich bei dem
erhaltenen Produkt erneut um das-88&lk. Die Entschitzungen unter basischen Bedingungen,
Acetyl (3lo) oder Fmoc 13lp) mit Piperidin und NEt zeigten keine erfolgreiche
Produktformation. Bei der reduktiven @&rschitzungl@n) konnte ebenso kein Produkt
isoliert werden. Hier funktionierte die Entschitzung, allerdings zyklisierte das erhaltene Produkt
sofort zum korrespondierendemmin und wurde mit Pd/C undH, reduziert Bei der
photolytischen Abspaltung der NB@Quppe {3ls) bei 365m konnte keine Produktformation
beobachtet werden und eine alternative Herstelludgidlver die Ozonolyse des ungeschitzten
L-AlaninAlkens 130r verlief nicht erfolgreich. Die Entschitzung @it mit TBAF als
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Fluoridquelle fuihrte nicht zur Produktbildung, weshalb die Entschitzub8lepicht weiter
untersucht wurde. Bei diesem Substrat waren zwei Entschiitzungen erforderlich und sowohl dit

AcetytEntschitzung als auch die Entschitzung von Silylschutzgruppen waren bisher nicht

erfolgreich.
(0] (0]
\')J\O/VO \)J\OMO
AC/N‘SEM Boc/NH

131q 131m

]

o _\\‘Base .
\)J\o/v F \‘\ H \')J\OMO
_NH . : _NH
TEOC F gase FMOC
131t / 131p

03 Base
NH, NH, // 5
\\\\-Kfo Oﬁ)\ \)\o/\&O

o — e} Hz _NH
~TT N hv Ac
130r 1310
(0] (0]
\')J\OMO \')J\OMO
_NH _NH
NBOC Cbz
131s 131n

Abbildung 69 Herstellungsmdglichkeiten vb25durch Entschiitzung von unterschiedlich geschiitzAdamin
Glykolaldehydestert3) unter verschiedenen Bedingungen adaiehOzonolyse vod 3r.

Die Versuch&25ohne Salze herzustellen wurden eingestellt, da auch die bisherigen préabiotischelr

Versuche nicht vielversprechend wirkten.

Ein Problem der pralischenReaktionenabgesehen von der AnwesentwitSalzen, konnte

die freie Aminfunktion sein. Dies konnte zu unerwiinschten Nebenreaktionen wie zum Beispiel
der intramolekularen Ringschlussreaktion zwischen dem Amin und der Aldehydfunktion fiihren.
Deshalb wurde die entworfene Synthese Nvgeschitzten.-AlaninGlykolaldehydestern
durchgefiihrt, um herauszufinden, ob die antizipierten Reaktionen bei Vereinfachung der
Aminosaure theoretisch moglich sind.

131mund13lowurden als geschitzte Variantenl2iseingesetzii31dkonnte eine prébiotisch

plausible Verbindung sein utigiimwurde ausgewahlt, da die Referenzsynthesd®aiber
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die N-Bocgeschitzte Variante synthetisiert wurden und somit bereits die bendétigten
Referenzsubstanzen vorhanden waren. Des Weiteren wurde neben @deaosiNebularin

(2f) und N°N°®-DimethyladenosiiDMA) (2g) eingesetzt, um den Einfluss geimaren
Amingruppe der Nukleobaseszuschliel3eAlfbildung 70).

(0] /:N

O N R2 O N R2
0 OH < 2 NaN <+ NaN
ﬁ)\ow + </N | NN e - HO o Y oder HO O Y
HN‘R1 H N/) O/W/..-n O/W/...u
HN_ HN_
Boc Ac
131m,R" = Boc 1a, R? = NH, 137a, R? = NH, 138a, R? = NH,
1310, R' = Ac 1f, R2=H 137f, R2=H 138f, R2=H
19, R? = NMe, 137g, R% = NMe, 138g, R? = NMe,

Abbildung 70. Synthese zu vereinfachterd geschitzten tRN¥orlauferNukleosidenAdenin Re= NH y, (137a,
138&3); Purin Re= H, (13/f, 138f); N6,N6-Dimethyladeim: R2= NMe,, (1379, 1389.

Nachdem bei den Versuchen zuvor die Reaktionen 1 @ius@l als Pastenreaktionen oder im
Trockenen die vielversprechendsten Ergebnisse hervorbrachten, wurden diese Bedingungen auch
hier angewendell-BocL-AlaninGlykolaldehydestdr3lmwurde mit GlyA und Adenin oder

Purin bei 50C im Trockenen gertihrt, wohingeger\@i®-Dimethyladeim als Nukleobase die
Temperatur auf 8@ erhoéht wurde. Auch die schrittweise Zugabe von 23arsmit Adenin

und dann GIyA nach einigen Tagen wurde untersucht. Die VersucNeAmitAlanin
Glykolaldehydestdr31oliefen ebenfalls bei 8C im Trockenen ab, wobei die Reaktionen mit
N°Ne®-Dimethyladeim und Purin zusatzlich als Pastenreaktionen durchgefiihrt worden sind.
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In Abbildung 71ist das Ergebnis der Reaktion MeBocL-AlaninGlykolaldehydest&B1nmit
Adenin und GIyA im Trockenen bei®Dnach drei Tagen gezeigt.

A
(0] =N =N
0 N/_ NH, 0 N/— NH,
OH N N
ﬁ)j\o/vo+</N | SN HO 0 N + 19) OH N
HN N /) Trocken 0 (0]
> N o ol
Boc H 50 °C, 3d
HN_ /NH
Boc Boc
131m 1a 137a 119a
B — .
|— Koinj. 119a + 137a —— Reaktion
*
M
r T T T T T T T 1
4 6 8 10 12

Zeit [min]

Abbildung 71 A) Reaktionsgleichumigr prabiotischeng@ktion vorL31nmit Adenin und GIlyA im Trockenen bei
50°C nach drei TageB) Chromatogramm der Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktid3faiind 119an
braun Die Analyse erfolgte mittels UHRQTOF-MS (Methode G,Massenfiltem/z = 43918928 4391980).

* = Peak der Referenz.

Hierbei fallt auf, dass nach Masseextraktion der prébiotischen Reaktion ein sehr markanter Pe:
vorhanden ist, der fur eine selektive Formationleorasrsspricht. Koinjektion dieser Reaktion

mit einer Mischung aus & n d-Ril®HAReferenz zeigte, dass es sich hierbei nicht um eines
der gewunschten Produkte handelte.
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Die Reaktion voN-Ac-L-AlaninGlykolaldehydestdi31omit Adenin und GlyA im Trockenen

bei 50°C nach drei Tagen zeigte eine Bildung von drei Peaks mit einer Retentionszeit von um die
sechs MinutemApbildung 72) . Koinjektion muhb dFoBniless 128)i schung
zeigte, dass sielich hier nicht die antizipierlsomere gebildet haben.

A
0} =N =N
=
O N NH> 0 N/_ NH;
OH S “, N\ N S “, =~ N
HN N /) Trocken 0 fo)
“Ac H N 50 °C, 3 d
HN\ /NH
Ac Ac
1310 1a 138a 120a
B Koinj. 120a + 138a —— Reaktion
*
*
I T T T T T T 1
4 5 6 7 8

Zeit [min]

Abbildung 72 A) Reaktionsgleichurdgr prabiotischendktion vonl31omit Adenin und GIyA bei 5@ im
Trockenen nach einem T&j.Chromatogramm der Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktid@B8mitnd 120a
in braun Die Analyse erfolgte mittels UHRQTOF-MS (Methode HMassenfiltem/z = 381.147& 381.155p
* = Peak der Referenz.
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Bei einer erneuten Wiederholung der Reaktidd-BicL-AlaninGlykolaldehydestéB81mund

Messung der Reaktion nach einem Tag erschien ein &hnlicher Peak, der allerdings eine Schu
aufwies Abbildung 73. Koinjektion mitl22azeigte keine Ubereinstimmung, aber die Zugabe
vonll9aind137azeigte die gleiche Retentionszeit eines Peaks mit der Referenz. Dies ist ein Indiz
f¢r die erfol gakdrchdpanmkRi 3Iddung der 20

A o) o /=N /=N
NH NH
+

o
N — N
o on N

H N 2
o L7

Trocken 0]
Boc H 50°C,1d

131m 1a 137a 119a

HN
Boc
122a
B
—— Koinj. 122a —— Koinj. 119a + 137a —— Reaktion
*
*
:1 ' é ' é ' 1|0 ' 1I2

Zeit [min]

Abbildung 73 Reaktionsgleichurger prabiotischen daktion vonl131mmit Adenin und GIlyA bei 5@ im
Trockenen nach einem T&iromatogramrder prabiotischen Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktiemsnit
2-a1 n d-MigRung11%, 13a) in braun Koinjektion der Reaktion niiR2ain beige Die Analyse erfolgte mittels
UHPLC-QTOF-MS (Methode GMassenfiltem/z = 43918926 4391980). * = Peak der Referenz.
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Um die Produktbildung auf eine weitere Weise verifizieren zu kdnnen, wurdeviedShngen

sowohl bei derReaktionslésungls auch bei den synthetisch hergestellten Referenzen
durchgefuhrt. Hierbei fiel auf, dass sich die Fragmentierungsmuster stark unterschieden. Bei der
synthetisch hergestellten Referenz konnten als Hauptfragmentierungsprodukt@epdanin (
Bocinternfragmentiertes Produktl39 und die Produktmassd4() identifiziert werden
(Abbildung 74A). Der vorhandene Ribosering blieb folglich unangetastet und fragmentierte nicht

in Aldehyde oder Kondensationsprodukte. Diese nicht vorhandene Fragmentierung der Ribose

konnte auch bei MSM@essungen der kanonischen Nukleosiden beobachtet werden.

A
HO —N
= . HO =N
NH5 \__/ \N |
</N | SN o on N% o on N»
o
AL - 0
H NH
Ho— O\\<NH
O 7< o)
76 139 140
B
OH
OH G OH oH
i"“ ) )
. *H,N” OH
NH3* +H2N HN *H,N . 2
N— >N ) </ </ 4 |\)N
¢ ) N N7
N N/) %OH /) ) k_ N
H \ 0 R
on >—\ >/'_\ . oH 0 NH
0  NH, o HN—< 0 HN o~
=R ©
76 80 141 142 143 144

Abbildung 74 Vorgeschlagene @tturformeln zu den gefundenen Fragmentierungsmassen der R&fewnadz (
dem relevanten Peak der prabiotischen RedB}ioBlyAReste = orange, ali?5beruhende Teike griin.

Die Fragmentierung des Peaks der prabiotischen Reaktion wies neben den beiden auch in der
Referenz zu findenden Mass&h 139, sowie der Produktmas&d(, noch weitere Fragmente

auf. Die Massen, die mit einem theoretisch mdglichen Strukturvorschlag identifiziert werden
konnten, sind iAbbildung 74B dargestellB0zeigt die Bildung eines Fragments, das am Adenin

noch ein kondensiertes GlyA beinhaltet. Dieses Fragment konnte bei der Referenz nicht
beobachtet werden. Aufbauend auf der Str8ktuurde die Masse vddlidentifiziert, dass
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neben GlyA auch25obeinhaltet. Der weitere Fund der Massd ¥@deutet ebenso wie die Masse

von 80und14lauf die Kondensation der Aldehyde an verschiedenen Stellen der Nukleobase hin,
anstelle des gewtinschten Ringschlusses zur Ribose. Auch fur die Ubereinstimmenden Massen |
der Referenz sind andere Isomer&38and 140moglich, wie zum Beispiel3 144 die mit den

zuvor erwahnten Fragment80 und 141ein schlissiges Bildrgeben Deshalb ist davon

auszugehen, dass trotz gleicher Retsméipnicht das gewlnschte Prodi#0gebildet wurde.

Um die Moglichkeit einer Kondensation der Aldehyde an der freien Aminogruppe des Adenins zu
unterbinden, wurden, wie oben erwahnt, Reaktionen mit Purih®N@EDimethyladeim
durchgefihrt. Bei der Reaktion von Puinniit 131mund GIlyA konnte nicht nur ein Peak mit

der gewinschten Masse identifiziert werden, sondern deutlich mehr Peaks beobachtet werde
(Abbildung 75A). Koinjektion mitLl19fund 137fzeigte, dass die Verwendung von Purin anstelle
von Adenin, nicht nur zur vermehrten Bildung diverser Isdiiete, sondern zeigte auch eine

Ubereinstimmung eines Peaks in der Retentionszeit mit der Referenz.
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Abbildung 75 A) Reaktionsgleichumtgr prabiotischendRktion vorl31mmit Purin und GlyA im Trockenen bei

50°C nach einem TaB) Chromatogramm der prabiotischen Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit einer
2-& n d-Mighlung 119, 137f) in braun. Die Analyse erfolgte mittels UHRYTOF-MS (Methode E, Massenfilter

m/z = 424,178% 4241869. C) Chromatogramm der prabiotischen Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit
ei neuwn 2MiKtung 119, 137f) in braun. Die Analyse erfolgte mittels UHRTOF-MS (Methode F,
Massenfiltem/z = 424,178 4241869. * = Peak der Referenz.

Da die Peaks nicht vollstandig Baseline getrennt waren, varsidiedene andeMethoden

und Saulengetestet um eine bessere Trennung zu erhalten. Bei der Verwendung einer
i sokratischen Methode auf dersel ben $a&386e,
ReferenaMischung 119, 13/f) zwei neue Peaks entstanden. Das bedeutet, dass die zuvor
beobachtete Ubereinstimmung der Retentionszeiten an einer nicht ausreichenelistuiigenn

der Saule bei deavorverwendeten Methode lag.
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4.2.3Nukleosid-ReferenzSynthesen

Aufgrund der geplanten prabiotisct@ymthesen zu tRNKonomeren wurden verschiedene
Referenzsubstanzen bendtigt, die nicht kommerziell erwerbbar waren. Sbiwald diech die
C-verknupften tRNANukleosidAnaloga mussten synthetisiert werden. Retrosynthetische
Betrachtung deX-verknipfteAForm (L02a 1034 zeigt, dass es aus zwei Molekilen aufgebaut
werden kannApbildung 76) d Zum einen aus eine@iterminal geschitzten Alanif§ und

zum anderen aus ei wnredP @Buiktlieoons i gde s cdhaResittbhn i 5s6t
eine Abgangsgruppe (X) besiizt6@. Dies lasst sich wiederum aus den freien Nukleosiden,
Adenosin 2a) oder Vidarabin76g, herstellen. Di€-verknipfteForm (11721214 lasst sich
ebenso in zwei Molekile zerlegen. Zum einen M-mMminal geschitztes Alanld 3 und in
einubdg8dch¢gt ztes Nukl eosi d mit -Rositioreldd. fr ei
Dieses sollte aus den ungeschitzten Nukleosiden, Adeze)siaddr Vidarabin 769,
synthetisierbar sein. Beide Varianten sind also auf das freie Nukbebstihem C-
beziehungsweideterminalgeschitzte Alanin zurtckzufiihren

N-Verkniipft:
0) A

0 NH; PG-0O X

HO

HO
102a, 103a
C-Verknuipft:

o) A
HO
HO 0 —
(6]

H,N
117a, 121a 147 148a

Abbildung 76, Retrosynthese deX- und C-verknupften tRNANukleosidVorlaufer in der Ribosylund
Arabinosylform. PG = Schutzgruppe.
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N-Verknupfung

Die Synthese dar-verknupften Aminosauf¢ukleoside beginnt miteiner S8yt h ¢ t z un g
u n dHy8raxygruppen der NukleosRrund75a(Abbildung 77). Hierfir sollte TIPDS benutzt
werden, da hierbei eine verbrickte SchigergpseHydroxygrupperfolgtwodurchselektiv

d i eHydeosygruppe ungeschutzt bleibt. Dies ist der Fall, da die erhhte Reaktivitat der priméaren
Hy dr oxy gr u-+gsidon danu flhre dasssnéch direkter Schitzung eben dieser nur der

Ri ngs c hl u-Kdysroxggruppe sueinemAéhgimoglich ist.

(0) A
R Pyr|d|n -/\q TIPDS [~
S TIPDS DCM O OTf
HO OH 0 C—>I’t 18 h 0°C—>r.t.,2h
2a, 75a 149a = Rib, 80 % 151a = Rib, 80 %
150a = Ara, 87 % 152a = Ara, 78 %

Abbildung 77. Synthese der TIPBSukleosidTriflate151aund 152a Rib = Ribosid; Ara = Arabinosid.

Die Schitzung erfolgte unter Verwendung von Ti€b&nd DMAP in Pyridin und verlief in
beiden Féllen in sehr guter Ausbeuté48aund150a Al s Abgan g-¥asitiomp p e
wurde die Triflatgruppe ausgewahlt, die durch Reaktion derNiRI2Sside mit Triflatanhydrid
und DMAP in DCM in sehr guten Ausbeuten installiert werden konnte. Somit koisgeTend
vonAdenosin und VIIPBD&Nukicosidh-drifthie £51a@nd 153ahergestellt

werden.

AnschlieCend sol | t-Positibh engefihri werd@bbildung 78i Hrsted e r
Versuche mitt52asowieL-AlanintBu-Ester 153und DBU in DCM oder ACN waren nicht
erfolgreich. Als Problem konnte die Eliminierung des Triflats, identifiziert durchBHERMS

Messungen, unter diesen verwendeten Bedingungen ausgemacht werden.
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OO)< 0]
L ~r®

NH, o)

O/\Q/ A 153 TPDSL5™  “NH TBAF
—_—
N
TIPDS |_ Toluol S:o Ethylacetat
o oTf 110 °C, 10 - 60 h r.t., 30 min
28 % \Bu 82 %
152a 154a
O /A
HOAQ’ o_ (A
R 5 HO/\Q/
HO NH NaOH R
_— HO NH
o 60°C,18h .
76 % 0
MBu HO
155a 102a

Abbildung 78 Synthese des AdenaBirrivatsl02aausghend von Triflat52a

Deshalb wurdeuerst die Menge an DBU von 3,2 zu 2,0 zu 1,2 Ag. reduziert. Da weiterhin das
Eliminierungsprodukt entstand, sowie andere Nebenprodukte, wurde auf DBU als Base komplet
verzichtet. Stattdessen wudle Reaktion mifriethylaminund Toluol bei einer erhéhten
Temperatur getestéiRMSESI Messungen verifizierten die BildungRieduktmasse, doch

nach wie vodominierte dag&liminierungprodukt Deshalb wurde die Reaktion ohne Base in
Toluol bei 110C getestet und zeigte je nach Ansatzgrof3e nach einmglam Bis einigen Tagen

die Bildung vori54ain schlechten Ausbeutddie Desilylierung mit TBAF in Ethylacetat verlief
quantitativ und die abschlieBende Verseifurtgri®stytEstersl55amit NaOH verlief in guten

Ausbeuten, sodaBisverknipftes -6-AlaninAdenosinl02aerhalten werden konnte.

Die gleichen Reaktionsbedingundreime Base in Toludlihrten beil51aals Edukt wiederholt

nicht zur erfolgreichen Synthese des gewlinschten ProAbkiti(g 79. Als Problem der
Reaktion vonl5lazu 156awurde zum einen die mdgliche sterische Hinderung durch die
vera@anderte Stereoi nf or npPaditionoidentificiert, aus der sich ene g r |
mogliche Abschirmung der Reaktionsstelle durch die Nukleobase Aerfgdsdemsind
Aminosauren generell eher unreaktive Nukleophile, sodass der nukleophile Angriff der relativ
grolen Aminosaure mit d@u-Schutzgruppe deutlich erschwert widlglich wurdeeine
alternative Syntheseroutel®3aentworfen Abbildung 79).
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o} J<
o o (A
o. A TIPDS|

153 o) NH
o Y —= .
TIPDS | & -, Toluol o
0 OoTf 110 °C, 10-60 h d
\tBu
151a 156a

O _[A NaNj O LA Pd/C, H, O /A
., DMF MeOH
TIPDS| 5 % TIPDS e TIPDS

O Ng rt,72h O NH
151a 157a 59 % (2 Schritte) 158a

\)ko/ o_ A o. fa o. M
159 DBU [TIPDS| HF-Pyridin NaOH A

O NH — - HO NH — > HO NH

Dioxan THF 50 °C, 18 h
80°C,72h O 0°C—rt,18h o o

33 % 63 % /74 % (@]
0 O\ ° o \ HO
160a = D-Ala 162a = D-Ala 103a = D-Ala
161a = L-Ala 163a = L-Ala 104a = L-Ala

Abbildung 79 Alternativer Syntheseweg YetarabirDerivatl03aliber Aminl58a

Da an der Sterik der Position nichts verandert werden kann, wundskitdien Zentreder

Molekile getausctstodass der nukleophile Angriff von einer modifizierten Zuckereinheit erfolgt
Hierfir wurde3 6-TIBD&-Adenosir2 -driflat 151amit NaNs i n -BlBDSVidarabirAzid
157diberfuhrt, das direkt mit Pd/C und #um korrespondierenden Anid8areduziert werden

konnte. Die nachste Reaktion stellt den Schlisselschritt der Synth&8esddirmit MethyP-
Brompropionatl59%eagieren uh60azu blden. Hierbei reagiert anders als zuvor bei der Synthese
zu 154adas Nukleosid als Nukleophil und es wurde mit dem Methylester anst&lieEsters

eine kleiner&aureSchutzgruppe gewahiu Beginnwurde Nukleosid58amit racemischem
Methyt2-Brompropionatl59in Toluol bei 60C mit DBU getestet. Dies zeigte eine schlechte
allgemeine Loslichkeit und keine Produktformation, weshalb DMSO und Dioxan als alternative
Ldsungsmittel getestet wurden. Bei der Reaktion in Dioxan mit DBUGd&idhten dibeiden
Diastereomer&60aund 161asoliert werden. Hierbei handelt es siclbuomdL-Alanin in der

2 -Bosition verknlpft. Die beiden abschlieRenden Entschitzungsschritte, zuerst die Entsilylierung
(1&a, 163a), gefolgt von der Verseifung des Methylesters konnten erfolgreich flr beide Isomere
durchgefiihrt werded@a, 134a). 103akonnte folglich nach einem Umweg Uber das Vidarabin
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Amin 158asynthetisiert werden. Dadurch sind beide Isoh@&#aund 103ader gewlinschten
Referenzsubstanz erfolgreich synthetisiert worden.

Trotz erfolgreicher Synthese wurde eine andere Rd@2aantersucht. Diese sollte ebenso wie
bei deVidarabiaForm Uber das Nukleosiimin fiihren, damit einheitliche Synthesebedingungen
fur beide Isomere gegeben sind. Getestet wurde ausgehend von Vidéaafhb2abis zum
Hauptschritt der Synthese, die Reaktioh6Bamit Methyi2-Brompropionatl59(Abbildung
80).Die Entschitzungen wurden nicht mehr durchgefihrt, da sie bereits fur die Mxtaraym
102aund103agezeigt wurden.

Oy A NaNs O LA PAIC, H,
OAQ’ _ NN o
-TIPDS DMF TIPDS| & = MeOH

(@) OTf rt., 72 h - o) N3 it 15 h

0 )

152a 164a 86 % (2 Schritte)
(0]
-
© o A (0] A

o_[A KoCOj3
Trosls S
OAQ/ TPDS)g™ W e > HO NH

—. ACN
TPDS| & w00 ACNC o
o NH, 90°C, 6d ’«Fo KFO

33 %

(0] HO
\
165a 166a = D-Ala 102a
167a =L-Ala

Abbildung 80 Alternativer $ntheseweg Z102aliber die NuklesidAmin-Route wie bei03aentwickelt.

Die Reaktion des Trifld62amit Natriumazid zd6la und die darauffolgende Reduktion zum
Amin 165amit Pd/C und H erfolgte in sehr guter Ausbeute. Der Kernschritt, die nukleophile
Substitution zd66amit K.COsin ACN, verlief in niedriger Ausbeute bei einer Reaktionszeit von
sechs Tagen. Es wurden die bemteind L-Alanin DiastereometE66aund 167aerhalten. Es
konnte demonstriert werden, dass der entwickelte Syntheseweg Uber die-Akhedstda

und 158abei beiden Isomeren die HerstellungNi&ferkniipfung der Zuckereinheit mit der
Aminosaure ermoglicht.
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Ausgehend ArBDSNukleasid2BminedhH5aund 158asollten die vereinfachten
Vorlaufer105aund 106aals Referenzstrukturen synthetisiert werdbhillung 81). Durch

Reaktion der beideStereoisomergc5aund 158ami t
106asoliert werden.

O LA HF-Pyridin
T
TIPDS]. THF
(TPDS] o NH, 0°C—rt, 18 h
165a = Rib
158a = Ara

HF a Py r diedAminelObanmdnt e n

o A

HO  NH,

105a = Rib, 71 %
106a = Ara, 67 %

Abbildung 81 Synthese der Referenzstruktur@baund 106a Rib = Ribosid, Ara = Arabinosid.
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C-Verknupfung

Ebenso wie dill-verknipfterAminosauréNukleoside konneauchdie C-verknupfteAFormen

auf diefreien Nukleoside undjeschitzte Aminosauren zurickgefihrt werden. &@érbeide
Isomerel18aund 121akénnen die gleichen Bedingungen der Synthese angewendet werden
(Abbildung82 . Der erste Schritt AJusntdHyrdegrupgemi r ¢ c K
TIPDSCI und DMAP in Pyridin zi4% und 19a. Di e Ver ekydraxyguppgibetrer 2z
die insitu Herstellung des Saurechlorids des Alanins oder Uber eine Fischerveresterung mif
Schwefelsaure war nicht erfolgreich. Die Anwendung der BedinguSgeaLaes-Veresterung

mit N-Boc-AlaOH, EDCI und DMAP fuhrten zd68aund 16%a in quantitativer Ausbeute. Die
Desilylierung mit HFaPyridin f¢ghrte zu- zwei
und ArabinosyDerivate.

N-Boc-L-Ala,
o A TIPDS-Cl,, DMAP o A EDCI, DMAP
o o~
yridin - THF,
HO  OH 0°C—rt, 18h TPDSLo™ o 0°C—rt,2h
2a, 75a 149a = Rib, 80 %

150a = Ara, 87 %

O LA o_ [A o_ [A
O/\q N o o
TIPDS [ HF-Pyridin \ HCI \
(¢} 0 N N o

- HO - HO

0 THF 1,4-Dioxan

:S..ul OOC—’r-t-, 18 h Oi_..ul r.t.,2h Oi...ul
HN, 99 % HN 62 % )
Boc N

168a = Rib, quant. 122a 121a
169a = Ara, quant.

O A HoA@’ A
HF-Pyridin HO/\Q/ HCI

THF Q OH 1,4-Dioxan o
0°C—rt, 18h $o r'et;'é %/h .
Boc
119a 118a

Abbildung 82 Synthese zu d&hverkniipften Referenzdd8aind121aRib = Ribosid; Ara = Arabinosid.

Beil69ader Arabinosyariante ver | i ef di e Re akeéresterte Praduled g e |
122&onnte isoliert werden. Bei der Entschitzund 68ader RibosyfForm, konnte als Produkt
nNi chtvemess t2ér t e ;veresterte dNakleasid IbaahslterBwierden. Dies ist einer

intramolekularen Wanderung der Aminosaure unter den Bedingungen der Entsilylierung zu
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zuschreiben. Bei beiden Isomeveniefen die Entschitzungen in exzellenter bis sehr guter
Ausbeute. Als letzter Schritt erfolgteNdiBocEntschitzung des Alanins mit HCI in Dioxan bei
r.t. fur zwei Stunden. SowdhBaals auchi21&onnten in guten Ausbeuten als 3@lz erhalten
werden.

F¢r di e Ar abi n owenestefteovarianil @&riolgreieh sydthedsier2 ierden, bei

der Ribosylform konnte auf gr -venedtertel éasganid¥8agr i er er
synthetisiert werden. Da es unklar ist, ob auch bei der prabiotischen Reaktion von einer Wanderung
auszugehen i st, sol | t-ariamtdlt7eynthetisiert dexdeDeshalb o sy | f o
wurden alternative Entschitzungsmethoden unter8ilsfechutzgruppen kdénnen auch unter

sauren Bedingungen abgespalenden, wenn auch nicht so gut und selektiv wie mit Fluoriden.

Durch die Verwendung von sauren Bedingungen kénnte auRerdem eine gekoppelte Entschitzung
von Silylschutzgruppe uNaBocSchutzgruppe stattfindéteaktion vod68amit HCI in Dioxan

fuhrte zur Bildung eindrishernicht trennbame Mischung der Regioisomdrg7aund 118ain

geringer Ausbeutéijbildung 83 . D a -Isaimard 18a3eiektivdurch Entschitzung mit

HF & Py isaliedt iwerden konnte, karbei UHPLCQTOF-MSMessungerzwischen den

Isomeren unterschieden werden.

O A 0 A o A
TIPDS |_ > HCI K o .,
c 9 — HO © + 0 OH
Oﬁ 1,4-Dioxan o) o
""" rt., 18 h s
HN 6 % HoN ‘HCI NH, Hel
Boc
168a 117a 118a

Abbildung 83 Alternative Synthese urh7aals Referenz zu erhalten.

Als weitere Referenzen wurden dNegeschitzten-AlaninRiboside bendtigtN-Boc
geschutzte8laninAdenosin 119a wurde auf der Route z@18a Uber die schrittweise
Entschitzung erfolgreich synthetisibhjldung 82). Deshalb wurde die Synthesé\désety}

geschitzten Derivats20aanalog durchgefuhrilpbildung 84). Begonnen wurde mit der
Veresterung vobd9azu 170amit N-Ac-L-Ala-OH unter Verwendung von EDCI und DMAP in

sehr guter Ausbeute. Die anschlieBRende TBPBS s c h ¢t zung mi t HFaAPyri
erfolgreichen Bildung vdr20a
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o} A (0) A
A EDCI, DMAP TIPDS). " % HF-Pyridin
O/\Q’ (mPos)g o oH
A

THF, ) THF @)
TIPDS]. 5 OH 4}

0°C —rt,18h 0°C —rt,18h
87 % HN 70 % /NH
c Ac

nl

149a 170a 120a

Abbildung 84 Synthese dét-AcetylgeschutzteB -&ariantel20a

Die Synthesen der auf DMA und Nebularin basierten Referenzstrukturen sind nach Herstellunc
der freien Nukleoside analog zur Herstellung der Adddasuate durchgefuhrt worden. Die
genaue Synthese ist in Kel@i.3.2genauer erlautert.
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4.3 Biomimetische Estermigration an Nukleosid-Derivaten

Die Ergebnisse dieses Kapitels sind.id. Kurrle, C. J. B. Seifert, N. Hampel, T. Rauch, M.
Thoma, L. V. Parziale, M. S. R. Ebeling, D. Berthold, O. ThpmBioCh2625 202500395
veroffentlicht?®”!

In der zuvor behandelten Synthese der Referenzstrukturen konnte eine Wanderung einer
veresterten Amizno-Bouon des Ribmspuki@asids id2niifiziert werden.
Inspiriert davon, sollte die Esterwanderung an Nukleosiden genauer untersucht werden
(Abbildung 85. Hierfur sollte zunachdine effiziente Syntheseroute zu Nukldesiern
entwickelt werderAnschliel3end soll die Wanderung von einfachen, auch heteroatombasierten
Estern, z.B. Acetyl oder Thioacetat, genauer betrachtet,wgefdigh von der Evaluation des
Einflusses der Desilylierungsbedingungen sowie der Untersuchung der Wanderung von
Aminosduren an kanonischen und nicht kanonischen NukleoSi$ehlie3end soll eine
breitanwendbare regiond stereoselektive Syntheseroute zu an der Zuckereinheit modifizierten

Nukleosiden entwickelt werden.

0 0 0
B P S AR
HO  OH PG-0 X 0 %
o= =0

Abbildung 85 Ubersicht tiber dientersuchung deAcywanderungeginnend von ungeschiitzten Nukleosiden.
X = O oder andere Heteroatome; PG = Schutzgruppe.
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4.3.1Untersuchung de Acylwanderungan einfachen Estern

Begonnen wurde mit einem Adendmsierten Modellsystem bei dem als Ester ein Acetylrest
benut zt wur de. Di e Synthese verl i-aifnd-, Ber
Hydroxygruppe mit TIPDEI| zu 149ain sehr guter Ausbeute. Bei der Verwendung von
Essigsaureanhydrid als Reagenz zur Herstellunt7Yarkonnte eine Mehrfachacetylierung
beobachtet wer den, weshalb ein alternati ve
Hydroxygruppe vof@49anachSrecLicH mit Essigsaure, EDCI und DMAP flhrte zur Bildung
vonl7la n ausgezeichneter Ausbeute. Nach Entsc
ei n Regi oi s o me-ruenndgvergsierten MWNuklebside73a2nal 174a erhalten
(Abbildung 86), das mittels 2IDMR Spektroskopie unterschieden werden konnte.

iPr, O o__[A
O A TIPDS-Cl,, DMAP .o _Si AcOH, EDCI, DMAP
Ho Pry M

R Pyridin si—0 OH THF
HO  OH 0°C—rt,18h iPr o 0°C—rt, 18h
80 % = 93 %
1a 149a
(0] A (o) A (0) A (0) A
S “, —_— \ / - > N ~ + N “
TIPDS L& ,5 THF 5.5 HO © 6 OH
0°C—rt,18h X — ;-—
0 ><OH 0 o
173a 174a
171 172
a a (28 %) (58 %)

Abbildung 86. Synthesg o n-u 8 dAc8ty¥Adenosinl73aund174amittels Entsilylierung vdvla

Es fand keingollstandig&Vanderung statt, aber das Verhaltnis der beiden Isomere liegt auf der
Seite des -Breduktsh/daélr3elédn= 33:@7).DR. DINO BERTHOLD flihrte im

Rahmen der Publikatialieses Themd3FT-Recmungen durch®® Diese zee n , dass da
Isomerl74aeine erhbhte Stabilitédbrv 15.8 J / mo | i m V dsorgerlé3aic THF z u m
aufweist. Dies ist gleichbedeutend mit einer Gleichgewichtskonstante von 0,0171 oder einer
Ver h2l tnis v -0 Edtel :In5 @béreinstimmung 2nit den Beobachtungen von
SAKAMOTO et alsollte die Wanderungaeinem zyklischen Intermedist2aablaufer?® In
diesemhier vorliegendefRall wirdsomitein weiteres Stereozentrum eiilgef(markiert mit

einem Stern). Abhangig von der absoluten Konfiguration des Orthoesters ist dieses Intermedia
0,3 oder 4,k J/ mo | i n s t-sdmerl®a Dieael Esgebdisses der2DAREchnungen
stimmen mit den experimentellen Beobachtungen tberein und zeigen, dass sich mit langerer Ze
in Lésung das Gleichgewicht weitet Zdiaverschieben sollte.

117



Ergebnisse und Diskussion

Um die Entschitzung und die damit verbundene Wanderung genauer zu untersuchen, wurde die
Reaktion in einem NMRxperiment beobachteklfbildung 87). Hierbei wurdd71an einem
HF-resistenten NMMlet in THRds vor gel egt und nach Zugabe vo
wiederholtH-NMRs bei 20C gemessen.

. HO
o P OLLA O LA
(0] A HF-Pyridine ~Si HO/\Q/
(o) _— > iPr b R ., —_— T
TIPDS S ., THF-dB /S!\O\ (0] d * b
o o iPr’ ip
rt., 72 h 1Pr
— /§o ><OH
o )
nicht beobachtet
171a 175a 172a
(0] A o} A
wo T Ho T
—_— N -, + N .
HO ,§O O}/\ OH
(6] (0]
173a 174a

Abbildung 87. NMR-Experimentum de Wanderung der Acetylgruppe zu verfolgen.

Fur die erst&tunde erfolgten die Messungen iMibQiten Takt, fur die nachsten z&tinden

alle 3Minuten, gefolgt von stiindlichen Messungen fur&eumlen und endend mit Messungen
im dreiStunden Takt bis zu einer gesamten Messdauer Binn@d2n.Zusatzlich wurden
wahrend der Messungen Aliqguote entnommen und mittels-BEBM®alysiert. Hierbei konnte
eine weitere Spezies identifiziert werden, das teilweise silylentschitzte Iritébaédiatird
angenommen, dass es aufgrund der geringeisshsteHinderung zuerst zu einer Entschitzung
d e rPodtion kommt, was zur Bildung vafbalhrt. Das vorSAKAMOTO et alvorgeschlagene
IntermediatlL72akonnte nicht beobachtet werdéf.

Die Unterscheidung der beiden IsomEf8aund 174aim NMR erfolgte Uber die HMBC
Kopplung des Carbonylkohlenstoffs der Acetylgr(@peum jeweiligen Proton am veresterten
Kohl enstoff des “) @hbbildbing8s (206 oder 360, H
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H*-3-Isomer H*-2'-Isomer
. i
|\ IV

AJLJ \J\k _J \_ .

1 1
l .
| I
I I
I l
I l
I l
I l
: !

I. —
9 :::g ************** -f .,

C——— po-mememmeeee WU Foee oo - ‘ (]
HO HO
QM \LaHs
9/-0 H OH HO o)

" %/
o)
174a 173a
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rie3

rle4

165
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rie7

r169

r170

rizi

172

ri73

ri74

ri7s

ri7e

177

ri7s

ri79

T T
5.85 5.80 5.75
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5.70

T T
5.65 5.60

T
5.55

T T T
5.50 5.45 5.40 5.35
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T
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T
5.25

T T
5.20 5.15

Abbildung 88 Darstellung der Unterscheidwugn 173aund 174amittels Kopplung im HMBC.

[ppm]

Die Integrale der Acetylprotonen (alle ca. beipprh) der identifizierbaren Molektle wurden

analysiert und der zeitliche Verlauf der Reaktion wahrend der erstamecad22rbbildung

89 dargestellt. Hierbei fallt auf, dass die Teilentschitzung desHdakts Intermedial75a

sehr schnell ablauft und nach ca. einer Stunde kein Edukt mehr vorhanden ist. Eine ebenfall

schnell e

Bsorhedsli7 Baigt zud beabacteih, das nach ca&t@iden den hochsten
Wert erreicht. Nach ca. einer Stunde, Wémevollstandig abreagiert ist, kommt es zur langsamen

Wanderung der Acetylgruppe und der damit verbundenen Bildurigtgalie sehr konstant ab

ca.eineBt unde a
36 abl &auft

bl

auft.
w | 1&3& darahcEhtsciaiizungl wakidSgstatifiodet, da die Menge von

Es schei

nt

dass

nach

173an etwa stagniert und die Bildung ¥@daliberl73astattfinden misste. Das Verhaltnis der

Regi oi somer e

durchgef ¢hrten

i egt

h ilsemers,dapders dlsibei Her zuvoif im idotben

E n t slsorhegl?4astellt dps theemadyhamische. Pro@uét s

dar, welches aufgrund der geringeren Temperaturen ifRBRIangsamer gebildet wurde. Ein

weiterer Grund fur das veranderte Verhéltnis kénnte die mangelnde i€lmehgn der
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Reaktionslésung im NMROhrchen sein. Mit langerer Zeit verschob sich das Verhaltnis der
bei den zuglsomeass en des 36

= 171a—4+-175a 173a —v— 174a
60000 \\g
X
] o
50000 .4
re
I\ HO
A
& @
40000 4 o
# A =0 oH
(_3 ‘\ 174
30000 - A 2
E A \ P
1 \A | r KQ’
20000 \A\ iPr” O 5
4 ‘I KkA\ /'/' IP[ |Pr
\ N 175a
100007 v"/"'>l\‘\ iPr, O 0 A
‘ Sl B SO
% wvvY ol o 2 N &
0 "h{!!- - T - T j T h 1 \Sif'o OK
0 5 10 15 20 25 iPr'pr
Zeit [h] 1713

Abbildung 89 Zaeitlicher Verlauf deEntsilylierung voa7lani t HF a Py rdiwdhiremd derrerst@nttd2?2

Die Wanderung der verhaltnismafig kleinen Acetylgruppe sollte an einem Substrat mit veranderten
el ektronischen wund sterischen Ei gTlhioasetahaf t en
Adenosinl76asynthetisiertAufgrund des formalen Austauschs des Sauerstoffs mit Schwefel, der
die Esterbindung zum Zucker bildet, kannlid6ezu synthetisieren, keine normale Veresterung
durchgefiihrt werden. Stattdessen muss der Weg Uber eine Substitutionsreaktions der
Hydroxygruppe fuhren, welche zuvor in eine Abgapgegiiberfuhrt wird. Aufgrund dessen
wurde75aals Edukt verwendet, da es bei gaR®aktion zu einer Inversion komabljildung

90. Im ersten Schritt erfolgte die TIRBi/Ischitzung zL50ain ausgezeichneter Ausbeute,
gefol gt von de-OH Groppedanrech Triflat. HierfdrevardeA Triflatanhydrid und

DMAP verwendet, um52ain sehr guter Ausbeute zu erhalten. Die Substitutionsreaktion des

Triflats verlief mit Thioacetat in DMF in exzellenter Ausbeute in 8ddasé76aals Edukt
fur dieEntsilylierungorlag.
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 90 Synthese voh76aund anschlieRende Entsilylierunglziral78aund179a

Die Verwendung von HFaPyridin f¢b77aungl78ur Bi
analog zur zuvor gezeigten Acetylwanderung. Diese ist folglich nicht nur auf $=sterstoff
beschr2nkt . Das Ver h?2 | t nisomerdl@dd77a=8k1®unbddieer a
Regioisomere konnten, wie auchl¥&@aund 174a nicht voneinander getrennt werden, aber
mittels HMBCGKopplung unterschieden werden. Es konnte allerdings noch eine dritte Spezies bei
dieser Reaktion isoliert und identifizientden. Die Bildung vadty9abeweist, dass nicht nur eine
intramolekulare Acylwanderung stattfand, sondern es lief auch eine intermolekulare Migration at
Dies konnte auf die erhohte Nukleophilie des Thiols zurtickzufiihren sein, wodurch es nach det
intramolekularen Wanderung der Acaegyr u p p e-Position zd eirem Bukleophilen Angriff

an einer Acetylgruppe eines anderen veresterten Adenosins kam.

Nachdem die Migration an einem Schwefelbaskestennachgewiesen werden konnte, wurde

als nicht Kohlenstotbasierter Ester die Phosphatgruppe auf ihre Wanderungseigenschaften
unt ersucht . -AHMPer d g 9 g eshoelHRDSpesunitzte3ndAdénid (1492
hergestellt werdeAlgbildung 97).
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