Seite 1 von 10

ABSCHLUSSBERICHT

1 Allgemeine Angaben
DFG-Geschéftszeichen: 275/11-3
Projektnummer: 326039064

Titel des Projekts:
Prabiotische Szenarien fur den Ursprung von Pyrimidin Nukleosiden und Paarungs-

systemen*
Name des Antragstellers: Prof. Dr. Thomas Carell
Dienstanschrift/en: Institut fir Chemische Epigenetik, Wirmtalstrasse 201, 81375 Miinchen

Berichtszeitraum (gesamte Foérderdauer): 2021 - 2025



Seite 2 von 10

2 Zusammenfassung / Summary

In dem Projekt gelang es uns, ein neues Modell zu entwickeln, wie auf der frihen Erde die
prabiotische Synthese von Pyrimidin-Nukleosiden hat gelingen kdnnen. Bislang benétigte man
fur derartige prabiotische Synthesen eine stark reduzierende Hz-Atmosphére die es so auf der
frihen Erde entweder gar nicht, oder nur fir kurze Zeit und mdglicherweise dann sogar nur
lokal gegeben hat. Wir konnten zeigen, dass in einer realistischeren Ur-Atmosphéare aus COg,
Wasserdampf, N2 und SO; (aus Vulkanemissionen), sich unter Einwirkung und UV-Licht und
durch Blitzentladungen, verschiedene Aldehyde wie Formaldehyd und Glycolaldehyd bilden.
Blitze aktivieren dabei den Stickstoff zur Reaktion mit Wasserdampf zu NO. Dieses NO bildet
dann zusammen mit den Aldehyden Uber Hydroxylamin als Zwischenstufe zunéchst Aldoxime,
aus denen durch Wassereliminierung Nitrile entstehen. Dieses sind dann die Ausgangsverbin-
dungen fir die Bildung von z.B. Serin-Aminonitril. Wir konnten zeigen, dass diese Verbindung
Zu Isoxazolen reagieren und dass Isoxazole wiederum hervorragende Ausgangsverbindungen
sind fur die Pyrimidin-Basen Cytidin und Uridin. Wir konnten zeigen, dass auch nicht kanoni-
sche Purin- und Pyrimidin-Basen gebildet werden und dass diese als Aminosaure Donor- und
Akzeptorbasen auftreten kdnnen und Aminosauretibertragungsreaktionen direkt an der RNA
maoglichen. RNA synthetisierte in unserem Experiment Peptide direkt an sich selber(!) und
etabliert so eine RNA-Peptid Welt, von der aus sich das Leben hat entwickeln kénnen. Diese
Aminosaure-Ubertragungsreaktion erlaubt es erstmals eine primitive Urtranslation nachzustel-
len, aus der sich dann das Ribosom moglichweise hat entwickeln kdnnen. Zu guter Letzt konn-
ten wir zeigen, dass solche Synthesen direkt an der RNA dann besonders gut gelingen, wenn
die Aminosauren L-konfiguriert sind, was erklart, warum Nukleinséduren, die aus D-Zuckern

bestehen, Peptide und Proteine liefern, die ausschlie3lich aus L-Aminosduren aufgebaut sind.

In this project, we succeeded in developing a new model for how the prebiotic synthesis of
pyrimidine nucleosides could have taken place on the early Earth. Up until now, such prebiotic
syntheses required a strongly reducing H,-atmosphere, which likely did not exist on the early
Earth, or only for short periods and possibly only locally.

We were able to show that, in a more realistic primordial atmosphere composed of CO,, water
vapor, N,, and SO, (from volcanic emissions), various aldehydes such as formaldehyde and
glycolaldehyde can form under the influence of UV light and lightning discharges. Lightning
activates nitrogen to react with water vapor to produce NO. This NO then reacts with the alde-
hydes, via hydroxylamine as an intermediate, to initially form aldoximes, which, through the
elimination of water, yield nitriles. These nitriles are the starting compounds for the formation
of, for example, serine aminonitrile.

We showed that this compound can react to form isoxazoles, and that isoxazoles, in turn, are
excellent precursors for the pyrimidine bases cytidine and uridine. We were also able to
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demonstrate the formation of non-canonical purine and pyrimidine bases, which can act as
amino acid donor and acceptor bases, enabling amino acid transfer reactions directly on RNA.
RNA can thus synthesize peptides directly on itself (1), establishing an RNA-peptide world from
which life could have evolved.

This amino acid transfer reaction makes it possible, for the first time, to reconstruct a primitive
form of early translation, from which the ribosome might have evolved. Finally, we were able
to show that such syntheses occur particularly efficiently on RNA when the amino acids are L-
configured, which explains why nucleic acids composed of D-sugars produce peptides and

proteins consisting exclusively of L-amino acids.

3 Wissenschaftlicher Arbeits- und Ergebnisbericht

Ausgangspunkt der Arbeiten war es, neue prabiotisch relevante Synthesewege zu finden, vor
allem zu kanonischen und nicht-kanonischen Pyrimidin Nukleosiden, aber auch zu nicht-ka-
nonischen Purinnukleosiden.!*! Wir hatten bezliglich der Purinnukleoside bereits eine prabioti-
sche Synthese entwickelt, basierend auf sogenannten Formamidopyrimidin-Bausteinen und
diesen neuen Syntheseweg (Science 2016) publiziert.’) Ausgehend von diesen Vorarbeiten
wurde nachfolgend auch ein Syntheseweg mit prabiotischer Relevanz zu den Pyrimidinen er-
arbeitet auf der Basis von Amino-Isoxazolen. Eine erste Arbeit zu diesem Amino-lsoxazol Weg
zu Pyrimidinen publizierten wir ebenfalls (Science 2019)® vor Beginn der Sachbeihilfe. Diese
Arbeiten bildeten die Basis fur den Sachbeihilfe-Antrag.

In einem ersten Schritt innerhalb des geplanten Forschungsprogramms haben wir uns daher
um den Ursprung nicht kanonische Nukleoside gekiimmert, welche vor allem in der Antiko-
donschleife von Transfer-RNAs (tRNAs) vorkommen. Hierbei handelt es sich um modifizierte
Pyrimidinnukleoside am 5'-Ende des Antikodons und um madifizierte Purinnukleoside im 3*-
Bereich des Antikodons. Uns interessierte die Frage, ob der Ursprung der Translation, das
heiRt der Ursprung der Ubersetzung der genetischen Erbinformation in eine Peptid Sequenz,
moglicherweise in der Haarnadelstruktur der tRNA zu finden sein kdnnte, in welcher sich das
Antikodon befindet. Oftmals sind die dort befindlichen modifizierten Purinnukleoside mit Ami-
nosauren besetzt, wie zum Beispiel das t°A in der Position 37. Amino- und Aminomethyl-mo-
difizierte Pyrimidin Nukleosiden finden sich meistens auf der 3‘-Seite des Kodon in der Position
34. Aus dieser Beobachtung heraus ergab sich daher die Option, dass es zwischen den beiden
nicht kanonischen Basen zu einer Peptidbindung kommen kann, wobei dann zunéchst ein
zyklisches Intermediat entstehen wirde, das maglicherweise nachfolgend durch einfache War-
mebehandlung zerfallen kénnte. Auf Diese Weise kdnnten -so war die Vermutung- eine Pep-
tidkette direkt an der RNA ,wachsen®.
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Dieses Konzept wurde dann erfolgreich in die Tat umgesetzt.[1] Wir konnten zeigen, dass
nicht-kanonische Pyrimidin- und Purin-Nukleoside, mit jeweils prabiotischer Relevanz, in der
Tat einen primitiven Translationsprozess an RNA Doppelstrangen in Gang setzen kénnen
(Abb. 1).

Abb. 1: Darstellung des préabio-
tisch relevanten Peptid-Synthe-
sezykluses mit Hilfe nicht-kanoni-
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nosaure-modifizierten nicht-kanonischen Purinnukleoside, die in unserer ersten Publikation[1]

mussten wir eine prabiotische

Synthese entwickeln fir die Ami-

eine so zentrale Rolle tbernommen hatten. Wir konnten zeigen, dass prébiotisch-relevante
Harnstoff-substituierte Adenosin-RNA-Basen mit Hilfe von Natriumnitrit, welches in einer fru-
hen Erdatmosphére durch Blitzentladungen durch eine feuchte Stickstoff-enthaltende Atmo-
sphéare hat entstehen kdnnen, zu Isocyanat-Adenosinderivaten reagieren, welche nachfolgend
in einer raschen Folgereaktion mit in Losung anwesenden Aminosduren oder auch Peptiden
reagieren und so die notwendigen Aminoséure-modifizierten Purinnukleoside bilden.[2] Die
Aminosauren bzw. Peptide befinden sich dann an der N6-Position des Adenins, mit diesem
verknipft Gber ein Harnstoffderivat. Diese Verknipfung konnte in einer prabiotisch relevanten
Reaktion bei pH 9,5, Raumtemperatur in Wasser mit nur ein wenig Phosphatpuffer durchge-
fuhrt werden (Abb. 2).

R Abb. 2: Prabiotisch relevante
- i N coon  Verkniipfung von Aminosauren
Ny 1. NaNO2, 5% H3PO, N Ay " und Peptiden mit der Adenosin-
¢ 1 ) et 41 0 Base unter prabiotisch relevanten
)N 2. R N Bedingungen.[2]
O (0]
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sprungs von Pyrimidinnukleosi-
den (Abb. 3) haben wir uns anschlieBend antragsgemaf wieder mit den Amino-lsoxazolen
beschatftigt,[3] welche schon 2019 als Basis einer prabiotischen Pyrimidin-Nukleosidsynthese
von uns publiziert wurden.® Wir konnten zeigen, dass das 3-Amino-Isoxazol direkt mit Ribose
reagiert und nachfolgend mit Hilfe von nachfolgender Behandlung mit Fe(ll) und Thiolen die

Base Cytidin bildet.[3] Wir konnten zeigen, dass diese Umlagerung sogar dann passiert, wenn
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sich das 3-Amino-Isoxazol-Nukleosid in einem RNA Strang befindet. Erstaunlich war, dass die
Isoxazol-Base selber sogar mit einer gegeniberliegenden Base Uber Wasserstoffbriicken paa-
ren konnte. Durch eine nachfolgende Behandlung des RNA-Stranges mit Fe(ll) und Thiolen
gelang es das Isoxazol zu 6ffnen, unter der dann stattfindenden spontanen Bildung des Cyti-
dins. Erstaunlich war ferner, dass durch die Kaskadenreaktion innerhalb der RNA die Stereo-
chemie am C1-Atom bestimmt wurde. Es entstand namlich ausschlief3lich das korrekte p-kon-

figurierte Cytidin.

Ganz ahnliches konnte auch fir das 5-Amino-Isoxazole gezeigt werden. Auch diese Verbin-
dungen reagieren mit Ribose in Lésung zu einem Ribosid, welches entweder als Ribosid oder
nach dem Einbau in RNA durch die nachfolgende Behandlung mit Fe(ll) und Thiolen, erneut
unter reduktiver Offnung der N-O-Bindung nun zu der entsprechenden Uridin-Base umlagert.
Das 3-Amino-Isoxazol konnten so als die Basis fur das Cytidin, das 5-Amino-Isoxazole als die

Basis fur Uridin etabliert werden.

Abb. 3: Darstellung der Umwandlung eines
3-Amino-Isoxazolribosides und eines 5-
Amino-Isoxazolribosides direkt in der RNA in
Cytidin und Uridin durch reduktive Offnung
der N-O Bindung im Isoxazol mit Fe(ll) und
Thiolen. In beiden Féllen werden mit groRer
Stereokontrolle ausschlieflich die B-konfigu-
rierten C und U Basen erzeugt.[3]

Da unsere Chemie oftmals in der Literatur in

Konkurrenz diskutiert wurde zu den von

Powner® und Sutherland® publizierten Syn-

thesen basieren auf 1,3-Oxazolen, haben wir uns

Carell et al. Powner et al.

nachfolgend mit der Frage beschéftigt, ob nicht die
H2N\</:/O HO/\Q g\ Powner-Sutherland Chemie mit der unsrigen Iso-
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| |
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mie. Der Vorteil der Isoxazolchemie ist, dass sowohl

o / ; ; .
HO/\Q’NW/N C als auch U zuganglich sind wahrend in der Powner-
R .| Sutherland-Chemie das U durch Hydrolyse des Cs
HO  ©OH

entstehen muss.[4]
In einer Publikation, die wir ,Unifying Concepts“ genannt haben ist uns genau das gelungen
(Abb 4).[4] Wir konnten das kritische Powner-Sutherland Intermediat, das Thio-1,3-oxazol mit
unserem 3-Amino-Isoxazol umsetzen und aus dem ,gemischten® Zwischenprodukt dann die
Base Cytidin bilden.
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Besonders interessant bei der Synthese von Pyrimidin-Basen aus Isoxazolen direkt in der RNA
war die Tatsache, dass ausschlief3lich die p-konfigurierten Nukleoside als Produkte entstan-
den waren. Die a-Helizitat des RNA Stranges bzw. die D-Konfiguration der Ribose hatte of-
fensichtlich zu einer starken Stereo-Induktion geflihrt, welche fur die hohe B-Selektivitat dann
verantwortlich ist. Um die stereochemischen Préferenzen der Reaktionen, vor allen Dingen
der Bildung von Peptiden an RNA Strangen, basierend auf nicht-kanonischen, Pyrimidin- und
Purin-Basen naher untersuchen zu untersuchen, haben wir anschlieBend die Aminosaure-
Verknipfungschemie direkt an der RNA untersucht mit Hilfe von L- und D-Aminoséuren unter-
sucht (Abb. 5).[5,6] Zun&chst wurde hierzu untersucht, inwieweit die Beladungsreaktion, das
heiRt die Ubertragung der Aminosaure auf das Harnstoff-A Derivat von der Stereochemie der

Aminosaure abhangt.

(@)
HN/\‘}Nl 3 L>
- ’ 3 ——()—-CO,H Peptide g »
3 ‘d Loadin G ? + 5 - —-NH coupling 4 L
3 pr—————
2 < 2 5I D
1:29
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Abb. 5: Aminosaure-Beladung und -Verknipfung an RNA in Anhangigkeit von der Konfigura-
tion der Aminoséaure (L versus D).[5]

Die Adenosinbase besitzt ja bereits eine D-konfigurierte Ribose. Innerhalb dieser Beladungs-
reaktion (Abb. 5) konnte gezeigt werden, dass diese nicht von der Stereochemie der Amino-
saure abhangt. L- und D-Aminoséauren koppelten mit in etwa gleicher Geschwindigkeit und
gleicher Effizienz an die mit NO*-aktivierte Harnstoff-Adenosinbase. Hybridisiert man dann den
beladenen RNA Strang mit dem Akzeptorstrang, in welchem sich die Aminomethyl-modifizierte
Uridinbase befindet, so wurde dann jedoch fir die Peptid-Bildungsreaktion eine sehr starke
stereochemische Praferenz entdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass die L-Aminoséuren mit
wesentlich besserer und hoherer Effizienz und Ausbeute miteinander zur Reaktion gebracht
werden konnten als die entsprechenden D-Aminoséuren. Es wurde ferner beobachtet, dass
sobald eine D-Aminoséure eingebaut worden war, die nachfolgende stereochemische Préfe-
renz ,verwaschen“ war und sowohl L- als auch D-Aminosduren in Abhangigkeit von der Art
der Aminosaure mit ganz unterschiedlichen Effizienzen Koppelten. Das heil3t, es entstanden
diastereoisomere Gemische mehr oder weniger komplexer Art. Koppelten hingegen nur L-
Aminoséauren, so war die nachfolgenden Kopplungen von L-Aminosauren deutlich begiinstigt,
wobei diese Beglnstigung unabhangig war von der Art der koppelnden Aminosaure. L-Ami-
nosauren préaferierten immer die Reaktion mit L-Aminosauren an der RNA. Basierend auf die-
sen Ergebnissen konnten wir daher postulieren, dass Peptide, die sich an, oder in grof3er Nahe

zu RNA bilden, bevorzugt dann gebildet werden, wenn die Ausgangssubstanzen L-

6
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Aminoséauren sind, das heil3t, die auf D-Zuckern aufgebaute Ribose induziert Peptidstrange
mit einer homo-L Konfiguration. Dieser Befund erklart zwar nicht die Enantioselektivitat der
Natur, also warum in der Natur nur proteinogene L-Aminosauren und D-Zucker in der DNA
bzw. RNA gefunden werden, doch erklart unsere Chemie die Diastereoselektivitat der Natur.
D-Zucker in DNA und RNA ergeben Peptide auf der Basis von L-Aminosauren. L-Zucker in
der DNA und RNA wirden entsprechend zu homo-D-Peptiden und Proteinen fithren. Wir konn-
ten somit zeigen, warum die Paarung D-Zucker mit D-Aminosauren und L-Zucker mit L-Ami-
nosauren benachteiligt sind.

Unsere Ergebnisse decken sich vorziglich mit dhnlichen Ergebnissen aus den Arbeitsgruppen
von Clemens Richert in Stuttgart,® John Sutherland am LMB in Cambridge!™ und Jack Szostak
an der Universitat von Chicago.®®! Wir haben daher unsere Arbeiten zur Stereoselektivitat der
Aminosaurekopplung zu Peptiden direkt an der RNA in einem Review Artikel noch einmal zu-
sammengestellt und in den Kontext der Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen gestellt (Abb. 6).[7]

O._,OH HO., O 111
o ) A" \ﬂ . \\U‘ Abb. 6: Abbildung aus dem von unser verfassten
HO OH HO  OH "/ review Artikel in dem wir die Ergebnisse der

9 Sachbeihilfe in den Kontext der Ergebnisse aus

D-ribose L-ribose |
“ den Gruppe Richert, Sutherland, Szostak gestellt

R R R h
: aben.[7]
HzN/k[fOH HO}(LNH2 — HZN/\[(OH
O O o}
L-amino acid D-amino acid Aminosauren und nicht-kanonische Pyrimidinba-

sen waren das zentrale Forschungsgebiet in die-
sem Sachbeihilfeantrag. Im Rahmen der Forschung haben wir uns natirlich auch mit anderen
Aminosaure-madifizierten Nukleobasen beschaftigt und sind hierbei auf das glutamyl-Queuo-
sin gestofRen. In Bakterien tragt die nicht-kanonische Base Queuosin oft die Aminosaure Glu-
taminsaure. Hierbei fallt auf, dass die Aminosaure Uber eine Ester-Funktion mit der Base ver-
knipft ist, so wie auch heute Aminosauren mit der tRNA am 3‘-Ende mit dem 5'CCA-3‘ Ende

Uber eine Ester Einheit verknupft vorliegen.

HO Abb. 7: Darstellung der nicht-kanonischen
D » Base gluQ mit der unklaren Verknupfung
M o €94, der Aminosdure Glutaminsaure mit der

Base Queuosin.[8]

| //i\ Uns ist aufgefallen, dass im Bereich des

HO o N N NH,
k } gluQ leider die genaue Struktur der Base
OH OH nicht aufgeklart war, was eine Vorausset-

zung gewesen ist fur weitere Arbeiten mit und an der Base gluQ. Um uns weitere Forschungen
mit Aminosaure gekuppelten Nukleobasen zu ermdglichen, haben wir daher zunachst die
Struktur des Glutamyl-Queuosins durch chemische Synthese und einen MS-Vergleich mit aus

Bakterien isoliertem Material untersucht und aufgeklart (Abb. 7).[8]
7
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Zurickkommend auf die Arbeiten zum Ursprung von Pyrimidin-Basen, hatten wir parallel zu
den obigen Arbeiten die Basisreaktionen untersucht, aus denen Pyrimidine sich hétten bilden.
Wir hatten gezeigt, dass hierfur Isoxazole entscheidende Grundbausteine sein kénnten. Die-
ses hatten wir urspriinglich aus Cyanoacetylen, einem prébiotisch plausiblen Baustein zugang-
lich gemacht (Science 2019). Die Bildung von Cyanoacetylen auf der friihen Erde ist jedoch
hoch umstritten, denn daflr wird eine extrem reduzierende Wasserstoffatmosphéare benétigt,
die es so nie oder wenn, dann nur fir kurze Zeit gegeben hat.®! Wir haben daher versucht,
das Cyanoacetylen, durch Bausteine zu ersetzen, die auf der frihen Erde in einer in einer
CO,-Atmosphare hétten entstehen kdnnen. Im Zuge dieser Forschung gelang es uns eine
vollig neuartige prabiotische Chemie aufzustellen, die in der Tat in einer CO2-Atmosphére ab-
laufen kann. Basis hierfir ist die Umwandlung von nassem CO; durch UV-Strahlung in Alde-
hyde wie Formaldehyd und Glycolaldehyd, sowie die Bildung von Hydroxylamin durch Blitzen-
tladungen durch eine Stickstoff/Wasserdampf-Atmosphare in Gegenwart von vulkanischem
SO,. Wir konnten zeigen, dass Hydroxylamin dann mit den Aldehyden reagiert und in Eintrock-
nungsreaktionen Wasser abgespalten wird, was Nitrile entstehen lasst. Zum Beispiel entsteht
das Serin-Aminonitril, aus welchem wir nachfolgend, in prabiotisch plausiblen Reaktionen, in
der Tat Amino-Isoxazole haben bilden kdnnen (Abb 8).[9]

) Abb. 8: Darstellung der Chemie welche die Aus-
(R0, o e gangsverbindungen liefert flr préabiotische Reaktio-

W nen in einer CO2, N2, H>O und SO, Atmosphare.[9]
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Damit gelang es uns innerhalb der Sachbeihilfe. Ei-

nen grofRen Bogen zu spannen von der Atmospha-

renchemie Uber die Bildung von Isoxazolen zu Pyri-
midinen. Und wir konnten zeigen, dass nicht-kanonische Pyrimidine mit nicht-kanonischen Pu-
rinen zur Synthese von Peptiden direkt an der RNA befahigt werden, wobei stereochemisch

bevorzugt L-Aminosauren miteinander koppeln.
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