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Prabiotische Chemie

” Wir werden es nie wissen konnen* ist ein Truismus, der zu Resi-
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gnation gegeniiber jeglicher experimenteller Investition in eine Suche

nach der Chemie der Entstehung des Lebens verfiihrt. Doch wider-
spricht solche Resignation radikal der Herausforderung, die der

Chemie als Naturwissenschaft auferlegt ist. Ungeachtet der Prognose,

wonach der kiirzeste Weg zum Verstindnis der Metamorphose des
Chemischen ins Biologische iiber die experimentelle Modellierung

, kiinstlichen chemischen Lebens“ fiihrt, wird die naturwissenschaft-
liche Suche nach dem von der Natur begangenen Weg der Entstehung
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des Lebens, das wir kennen, wohl nie wirklich enden. Denn sie ist Teil

der Suche nach unserem eigenen Ursprung.

yy Die Naturstoffe sind das Ergebnis einer drei Milliarden Jahre
dauernden Entwicklung der lebendigen Welt und haben wéihrend
einer langen Zeit die Auslese der Evolution tiberstanden. Ich bin
iiberzeugt, dass sie immer eine Botscht}ft enthalten, und dass es
unsere Aufgabe ist, diese zu entziffern

Vlado Prelog, ,,Gedanken nach 118 Semestern Chemiestudium*!"

1. Einleitung

Der Begriff etiology (Atiologie) bedeutet nach Webster
Jthe science of causes or origins“!? In der Kulturgeschichte
spricht man von itiologischen Mythen, Sagen und Legenden,
von kulturspezifischen Uberlieferungen zum Ursprung einer
Kultur, des Lebens, des Seins. Innerhalb der Naturwissen-
schaften ist Atiologie ein im Wesentlichen von der Medizin in
Beschlag genommener Begriff; er meint dort die Beschrei-
bung von Ursachen und Herkunft von Krankheiten. Sein
Bedeutungspotential fiir die Naturwissenschaft ist indessen
viel breiter; so z.B. kann man in der Naturstoffchemie nicht
nur nach Isolierung, Struktur, Synthese, Biosynthese, biolo-
gischer Funktion und medizinischer Bedeutung eines Natur-
stoffs fragen, sondern auch nach dessen Ursprung, der Her-
kunft seiner chemischen Struktur im Sinne des chemisch-
biologischen Ursprungs seiner Biosynthese. Im Unterschied
zu Antworten auf die erstgenannte Art von Fragen werden
Antworten auf die Frage nach dem Ursprung naturgeméif
letztlich immer mit Ungewissheit behaftet bleiben; es ist
genau dies, was mit begriffsgerechter Verwendung des Wortes
Atiologie einhergeht.”! Dabei sollten Gewicht und Bedeutung
der Fragestellung die intrinsische Ungewissheit der Antwort
aufwiegen.

Spitestens seit Charles Darwin ist das Fragen nach dem
Ursprung eine der zentralen Zielsetzungen in der Biologie.
Innerhalb der Chemie, dieser betont pragmatischen und tra-
ditionell ,,a-historischen“ Wissenschaft, nach dem Ursprung
der Struktur eines Naturstoffs zu fragen, erscheint indessen
eher ungewohnlich. Im Zuge der in Teilbereichen stetig zu-
nehmenden inhaltlichen und methodischen Verschmelzung
von Chemie und Biologie dndert sich dies fiir die Natur-
stoffchemie zumindest soweit, als sie sich als Teil der Natur-
wissenschaft versteht. Das Instrumentarium der Molekular-
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biologie macht es heute moglich, zu Teilantworten auf die
Frage zu gelangen, auf welchen Wegen Naturstoffe durch das
Walten der biologischen Evolution auf molekularer Ebene
hervorgebracht und selektiert wurden. Anderseits gibt es
heute in der Naturstoffsynthetik der organischen Chemie
zahlreiche Beispiele, wo der generelle Verlauf der Biosyn-
these ganzer Naturstoff-Familien aufgrund rein chemischer
Durchsicht vermutet und fiir die Syntheseplanung fruchtbar
gemacht werden kann. Dabei ist es vielfach moglich, Ur-
sprung und Existenz solcher Biosynthesen so weit und so
glaubhaft auf rein chemische Griinde zuriickzufiihren, dass
solchen Begriindungen der Rang von Einsichten in die
Atiologie der in Frage stehenden Naturstoffstrukturen zu-
kommt.

Der Frage nach der Atiologie der molekularen Struktur
eines Naturstoffs oder dessen Strukturyps kommt dann ein
besonderes Gewicht zu, wenn sie sich auf Biomolekiile be-
zieht, die fiir das Phinomen Leben grundlegend sind, und von
denen man aufgrund konvergenter Hinweise chemischer und
biologischer Kriterien vermuten kann, dass ihr Ursprung mit
der Biogenese, dem Ursprung des Lebens, zusammenhingt.™!
Fragen und Quellen fiir Antworten liegen hier eher auf dem
Territorium chemischer denn biologischer Forschung; zu
welchem Anteil, ist Teil des Problems. Die Atiologie einer in
solchem Sinne potentiell primordialen Naturstoffstruktur
bezieht sich auf jene Periode der chemisch-biologischen
Evolution, die zwischen den chemischen Vorgéingen einer
prébiotischen Ara und jenem Geschehen liegt, als dessen
Ergebnis Biologen den ,letzten gemeinsamen Vorldufer
aller biologischer Organismen sehen. Es ist dies die kritische
Phase in der Emergenz des Lebendigen, von deren Ort,
Dauer und Chemie des Geschehens wir nichts wissen. Auf
chemisch experimentellem Wege Licht in dieses Dunkel zu
tragen, ist die Zielsetzung der Suche nach der Atiologie po-
tentiell primordialer Biomolekiilstrukturen. Das Wort ,,pri-
mordial“ soll in diesem Zusammenhang Zugehorigkeit zu
eben jener kritischen Phase bedeuten.

[*] Prof. A. Eschenmoser
Organisch-chemisches Laboratorium der ETH Ziirich, Hénggerberg
Wolfgang-Pauli-Strasse 10, CHI H309, 8093 Ziirich (Schweiz)
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Eine Atiologie von primordialen Biomolekiilstrukturen
beschreibt naturgeméf nicht Fakten, sondern Vorstellungen,
konzeptuell und experimentell abgestiitzte Vorstellungen
iber chemisch-biologische Faktoren und Umstidnde, welche
fiir die Entstehung und Selektion einer Struktur (oder eines
Strukturtyps) bestimmend waren. Die Festlegung hat sich vor
allem auch auf jene kritische Phase der Biogenese zu bezie-
hen, von welcher man sich vorstellt, dass in ihr Selektion auf
noch rein chemischer Ebene (durch Autokatalyse) biologi-
scher Selektion voranging.

Die Atiologie einer Biomolekiilstruktur handelt vorab
von Formation und Funktion, beide waren fiir die Selektion
der Struktur Voraussetzung. Formation und Funktion unter-
scheiden sich als Zielrichtungen &tiologisch ausgerichteter
Arbeit nicht zuletzt darin, dass einer Suche nach der Forma-
tion unausweichlich das Handicap ,.historischer” Forschung
anhaftet, wiahrend eine Fokussierung auf die Funktion bei-
spielsweise in der Erforschung zeitinvarianter Zusammen-
hidnge zwischen biologischer Funktion und chemischer
Struktur bestehen kann. Bei jeglichem Fragen nach der
Atiologie einer Biomolekiilstruktur werden letztlich die
beiden Zielrichtungen ineinanderflieBen, und Antworten
werden eine Synthese der Ergebnisse erfordern.

2. Zur prdibiotischen Chemie

~Par ma foi, il y a plus de quarante ans que je dis de la
prose, sans que jen susse rien“.®! Hinsichtlich des Begriffs
,Atiologie“ im Kontext des Ursprungs potentiell primordia-
ler Naturstoffe hitte Stanley Miller (1930-2007), der Be-
griinder der pribiotischen Chemie,”! dieses wohlbekannte
Diktum Molieres zur Prosa aus ,Le Bourgeois Gentil-
homme* zitieren und darauf hinweisen konnen, dass es die
»prabiotische Chemie* ist, die seit den historischen Experi-
menten von ihm selbst® und von Juan OroP sich experi-
mentell mit der Frage nach der Herkunft der Grundbausteine
des Lebens befasst und sich der Suche nach der Chemie des
Ursprung des Lebens widmet. Die bisher erzielten Ergebnisse
der prébiotischen Chemie Miller-Oro’schen Typs haben die
naturwissenschaftliche Sicht auf die Frage der Lebensentste-
hung soweit geprégt, als heute allgemein angenommen
werden darf, dass zentrale chemische Bausteine des Lebens,
vor allem a-Aminosduren, Nukleobasen und Zucker, natiir-
liche Bestandteile einer primordial-geochemischen Umwelt
auf unserer Erde (oder anderswo) waren.['! Vertreter dieser
Biomolekiilfamilien bilden sich — wenn auch jeweils in nur
geringsten Konzentrationen und immer zusammen mit kom-
plexen Gemischen abiologischen organischen Materials —
unter einer gro3en Vielfalt mit hoher Energie auf organisches
Material einhdmmernder und anschlieBend die Einwirkung
von Wasser ermoglichender Bedingungen. Zumindest fiir
einige dieser Bedingungen nimmt man an, dass sie Modellen
primordialer Umweltbedingungen entsprechen. Uber die
Frage nach der Relevanz solcher Experimente fiir unsere
Vorstellungen iiber die Entstehung des Lebens ist man sich
heute — im deutlichen Gegensatz zur Friihzeit der prébioti-
schen Chemie — keineswegs mehr einig, und dies wohl nicht zu
Unrecht. Der Zwiespalt liegt in den gegensétzlichen Préamis-
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sen der miteinander konkurrierenden Postulate einer hete-
rotrophen®™? versus einer autotrophen” Biogenese: Aus
ersterer Sicht war das auf der Erde iiber Aonen angesam-
melte organische Material Substratquelle und damit, zusam-
men mit Energiequellen, die Voraussetzung fiir Selbstorga-
nisationsprozesse, die letztendlich zu Leben fiihrten. Aus der
Sicht eines autotrophen Lebensbeginns indessen war all das
organische Material terrestrischen oder extraterrestrischen
Ursprungs, das sich auf der Erde angesammelt haben mochte,
fiir den entscheidenden Prozess der Lebensentstehung irre-
levant. Angetrieben durch die freie Energie von einigen we-
nigen chemischen Grundbausteinen aus lokalen Quellen und
natiirlichen Reduktionsmitteln habe sich dieser entscheiden-
de Prozess durch chemoselektive und riickkoppelnde Reak-
tionssysteme seine organischen Bausteine von Anbeginn
selbst synthetisiert.

Die Bedeutung der bisherigen Beobachtungen der pri-
biotischen Chemie ist unabhingig davon, welches Bild der
zwar nicht mehr zu rekonstruierenden, jedoch in Zukunft
experimentell zu modellierenden Wirklichkeit letztendlich
eher entsprechen wird. Die Tatsache der spontanen Bildung
von Strukturtypen biologischer Grundbausteine unter viel-
faltigsten und elementarsten Bedingungen der Zufuhr iiber-
schiissiger Energie zu organischer Materie kann nur heifen,
dass diese Bausteine zur Menge jener organischen Verbin-
dungen gehoren, auf deren Bildung hin unter solchen Be-
dingungen die Materie determiniert ist. In kohlenstoffhalti-
gen Meteoriten sind Gemische organischer Verbindungen
extraterrestrischen Ursprungs gefunden worden, die Gemi-
schen, wie sie in Experimenten der prébiotischen Chemie
gebildet werden, zuweilen auffallend #hnlich sind.""! Dies
spricht fiir Ubiquitit der Umweltbedingungen, unter welchen
sich solche Determiniertheit duflert. In dhnliche Richtung
weist die zunehmend reicher werdende Palette organischer
Molekiile, deren Existenz sich im interstellaren Raum spek-
troskopisch nachweisen lisst.'”! Die Frage, ob Determiniert-
heit der Materie iiber den Bereich einfacher organischer
Grundstoffe des Lebens hinausreicht und fiir die Emergenz
des Phinomens Leben selbst zutrifft, wird vielfach bejaht.['’]
Doch im Grunde ist eine Antwort auf diese bedeutende Frage
solange verfriiht, als wir nicht haben zeigen konnen, wie
Leben entstanden ist oder entstehen kann.

Schon friih haben auf rein theoretischer Ebene physikali-
sche Chemiker das thermodynamisch-kinetisch Grundsétzli-
che einer Entstehung von Leben durch Selbstorganisation der
Materie aufgezeigt.'" Das Potential der Materie zu solcher
Selbstorganisation ist eine Konsequenz des zweiten Haupt-
satzes der Thermodynamik und der Eigenschaften der Ma-
terie auf molekularer Ebene. Zu Realitdt werden kann dieses
Potential dadurch, dass ein spezifisches, durch kinetische
Barrieren weitab vom Gleichgewicht gehaltenes chemisches
Umfeld kraft seiner freien Energie ein dynamisches System
von Konstituenten und Katalysatoren generiert, das besagte
kinetische Barrieren umgeht, dadurch eine Anndherung des
Umfelds an das Gleichgewicht katalysiert, jedoch seiner ei-
genen thermodynamischen Instabilitdt durch autokatalyti-
sche Replikation entgeht. Das Aufkommen eines solchen
Systems entspricht einem kinetischen Analogon des Prinzips
von Le Chatelier.!” In einem der denkbaren Szenarien sind
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Konstituenten und Katalysatoren des Systems in ihrer For-
mation und Funktion mit einem zentralen, autokatalytisch
sich replizierenden Agens vernetzt, und zwar dergestalt, dass
die Replikation des Agens indirekt die Replikation der von
ihm kontrollierten Katalysatoren und hiervon abhingender
Konstituenten impliziert. Hieraus definieren sich Identitit,
Autonomie und Selbsterhaltung des System in einem spezi-
fischen Umfeld. Erweist sich das System zu kontingenter
Diversifizierung seiner katalytischen Funktionen féhig,
kommt ihm das Potential der Anpassung an verdnderte
Umfeldbedingungen zu, und somit das Potential der Evol-
vierbarkeit.

Die prébiotische Chemie klassischer Art mag im Nach-
weis der Bildung von biomolekularen Bausteinen unter po-
tentiell primordialen Bedingungen erfolgreich gewesen sein,
vom eigentlichen Ziel der Biogeneseforschung jedoch, der
experimentellen Realisierung von konzeptuell modellierten,
potentiell primordialen Selbstorganisationsprozessen ausge-
hend von natiirlichen Bausteinen, ist sie sozusagen noch
,Lichtjahre* entfernt. In jiingster Zeit formiert sich deshalb
innerhalb der Chemie eine experimentelle Forschungsrich-
tung, die sich ,,Systemchemie* nennt:' ihr Aufkommen ist
Ausdruck der Einsicht, dass es kiinftig in der experimentell-
chemischen Biogeneseforschung nebst Konstitution und
Formation der molekularen Akteure vor allem um deren
Funktion gehen muss.

Die experimentell-chemische Biogeneseforschung wird
sich thematisch auf analoge Art entzweien, wie dies die or-
ganische Chemie von Beginn an tat: iiber die ihr urspriinglich
zugedachte Aufgabe der Untersuchung chemischer Verbin-
dungen biologischen Ursprungs hinaus hat sie sich immer
auch von ihr selbst hervorgebrachten, ,kiinstlichen* Verbin-
dungen des Kohlenstoffs gewidmet. Analog wird sich die
Chemie im Versuch einer experimentellen Modellierung
elementarster Lebensprozesse von der Einschrankung auf die
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natiirlichen biomolekularen Bausteine befreien und das
Problem an pragmatisch ausgewéhlten, kiinstlichen chemi-
schen Systemen verfolgen. Die experimentelle Modellierung
,kitinstlichen chemischen Lebens® wird sich als kiirzester Weg
zum Verstindnis dessen erweisen, was ,,chemisches Leben*
auf elementarster Stufe ausmacht, und auf welchen Wegen
solches Leben aus ,,nur-chemischer Materie* hervorgehen
kann. Was Leben auf einfachster Stufe ausmacht, ist natur-
gemil eine Frage, die auch von der Seite der Biologie gestellt
wird; die Schaffung der sogenannten ,,minimalen Zelle* ist
eine der Zielsetzungen der synthetischen Biologie. Der Un-
terschied in den diesbeziiglichen Bemiihungen von Chemie
und Biologie erinnert an die Unterscheidung, die man in-
nerhalb der Naturstoffchemie zwischen Totalsynthese und
Partialsynthese eines Naturstoffs macht. Dass indessen eine
solche Unterscheidung nur solange gelten soll, als nicht alle
molekularen Ingredientien der ,,minimalen Zelle* der Bio-
logen totalsynthetisch hergestellt sein werden, ist wohl zu
vordergriindig. An die Chemie, und nicht an die Biologie, ist
letztlich jener Anspruch gestellt, der in dem durch seine po-
sitivistische Radikalitiit und krasse Ubertreibung provozie-
renden, im Kern halt aber letztlich doch zielsicheren Satz von
John Desmond Bernal zum Ausdruck kommmt: ,,If life once
made itself it must not be too difficult to make it again“ "

3. Zur Atiologie der Vitamin-B,,-Struktur

Unter der Uberschrift ,,Vitamin B,,: Experimente zur
Frage nach dem Ursprung seiner molekularen Struktur ist
vor rund zwei Jahrzehnten in dieser Zeitschrift dargelegt
worden,"”! wie seinerzeit die Arbeiten zur Synthese des Vit-
amins B;, (Abbildung 1) mit einer gewissen Zwangsldufigkeit
zur Frage nach dem Ursprung von dessen molekularer
Struktur gefiihrt hatten. Solches Fragen ging damals wohl

COENZYM B,
VITAMIN By, : A=CN
COBYRSAURE : A=CN

B = H,0

HOH,C

Abbildung 1. Chemische Struktur von Coenzym B,,: A=Ligand oberhalb, B=Ligand unterhalb des Corrin-Chromophors. Methylcobalamin: CH;
als Ligand anstelle von A. Vitamin B,,: CN als Ligand anstelle von A. Cobyrsaure: CN als Ligand anstelle von A, H,0 als Ligand anstelle von B.
(Réntgenstrukturbild zur Verfiigung gestellt von Bernhard Kréutler, Innsbruck).
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Abbildung 2. A/D-Pricorrin-Corrin-Cycloisomerisationsstufe in der photochemischen Variante
der Synthese von Vitamin B,,.”"! Bezeichnung der peripheren fiinfgliedrigen Ringe: Ring A

iiber das in der Naturstoffchemie Ubliche hinaus, doch hat
diese Uberschreitung letztendlich ihre Rechtfertigung in den
Ergebnissen der durch sie ausgelosten Experimente gefun-
den.!"”! Vitamin B,, wird ausschlieBlich von Mikroorganismen
biosynthetisiert und, unter diesen, vor allem auch von pri-
mitivsten. Schon diese Tatsache lédsst in diesem Vitamin eine
»archaische® Biomolekiilstruktur vermuten. Was uns damals
zur Frage nach dem Ursprung der Vitamin-B,,-Struktur ge-
fiihrt hatte, war allerdings nicht dies, sondern das letztlich
iiberraschende Ausmaf3 des Erfolgs einer kritischen Reakti-
onsstufe, die als zentraler Schritt der photochemischen Vari-
ante der B;,-Synthese eingeplant worden war, die A/D-Pra-
corrin-zu-Corrin-Cycloisomerisierung (Abbildung 2).1%2! In
diesem durch sichtbares Licht induzierten Reaktionsprozess
springt im elektronisch angeregten Zustand eines mit Cad-
mium(II) komplexierten, pracorrinoiden Ligandsystems ein
Wasserstoffatom von der Methylengruppe des Ringes D zu
dem konstitutionell nicht weniger als 16 Atome entfernten,

;OOCH;,

-CH3
hv sichtbar, 200W,
\’COOCHS 25 cm; in CH3OH/

HOAc/NaOAc

HsC..
H5COOC.

CON(CHg),

A. Eschenmoser

SICHTBARES LICHT .
——— H

CN

Abbildung 3. In Modellkomplexen festgestellte Eigenschaften der pho-
toinduzierten A/D-Pricorrin-Corrin-Cyclosisomerisierung.??** 1) Die
Reaktion findet statt mit M =Li, Mg(Cl), Zn(Cl), Cd(Cl), Pd*, Pt*, nicht
aber mit M=H, Cu®, Ni*, Co(CN),, Mn(Cl). 2) Der 19,19-Dideutero-
Pd"-Komplex cyclisiert langsamer als der analoge Protiumkomplex. Ein
Deuteriumatom wandert zum Methyliden-Kohlenstoff. 3) Sauerstoff
und spezifische Triplett-Léscher unterdriicken die Cyclisierung des
Zink- und Cadmiumkomplexes. 4) Die Cyclisierung des Zink- und Cad-
miumkomplexes wird durch das Cyclisierungsprodukt (und durch den
Synthesevorldufer des Edukts) stark sensibilisiert. [R. Neier, Diss. ETH,
No. 6178 (1978); Chem. Soc. Rev. 1976, 5, 377].

sprechend, liegt die Lichtabsorption des Edukts
bei etwas ldangeren Wellenldngen als die des
Produkts, dies als Folge der endstdndigen Me-
thyliden-Doppelbindung als Teil des Edukt-
Chromophors. Diese Methylidengruppe ist dafiir

CHy ;r;trf]ezr /irg%ri f'\?AT; H3CO0C ~CH; verantwortlich, dass der erste anger.egte ngtand
HoC CHq ' HaC ( CH3 des Edukt-Chromophors den reaktiven Triplett-
( zustand — vermutlich wegen zu rascher strah-
CN COOCH; cN COOCH; lungsloser Deaktivierung — nicht zu erzeugen
vermag,[?2*%!
Walter Fuhrer,

Diss. ETH (1973)

(oben links), Ring B, Ring C, Ring D (unten links).
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jedoch durch Templatwirkung des Metall-Ions in unmittel-
barer Nachbarschaft positionierten Methyliden-Kohlenstoff
am Ring A und 16st damit einen diastereoselektiv antarafacial
verlaufenden 1,15-Makroringschluss zwischen den Ringen A
und D aus. Mit hoher Selektivitdt bildet sich dabei die na-
tirliche trans-Verkniipfung der beiden Ringe als Ergebnis
stereoelektronischer und sterischer Reaktionskontrolle.['*2!!

Es lohnt sich, hier einen Moment zu verweilen und von
den iiber diese erstaunliche Reaktion in Modellkomplexen
gemachten Beobachtungen einen speziellen Aspekt der
Ringschlussreaktion festzuhalten: Eindeutig hat es sich ge-
zeigt, dass die lichtinduzierte A/D-Cycloisomerisation des
Cadmium(IT)-Modellkomplexes (Abbildung 3) autokataly-
tisch verlduft.”?" Der photoangeregte Zustand des Edukt-
Chromophors, der die Reaktion auslost, wird nur auf dem
Wege einer Sensibilisierung effizient erreicht. Diese ist eine
Triplett-zu-Triplett-Sensibilisierung des Edukt-Chromophors
durch den photoaktivierten Produkt-Chromophor (Abbil-
dung 4).2224 Offenbar ist die Lebensdauer des ersten ange-
regten Zustands des (fluoreszierenden) Produkt-Chromo-
phors genug hoch, um die Population des entsprechenden
Triplettzustands zu ermoglichen, nicht aber die Lebensdauer
des ersten angeregten Zustands des (nicht-fluoreszierenden)
Edukt-Chromophors. Der Richtung der Sensibilisierung ent-

www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Die auBlergewohnliche konstitutionelle Effi-
zienz der A/D-Ringschlussreaktion hatte uns
damals zur Frage gefiihrt, ob nicht die (zu jener
Zeit noch weitgehend unbekannte) Biosynthese
des Vitamins B, von einem derart auflerge-
wohnlichen Bildungspotential des kritischen
Strukturbezirks der A/D-Ringverkniipfung ebenfalls Ge-
brauch machen miisste. Die Frage loste eine umfassende,
durch mechanistische Uberlegungen geleitete Suche nach
potentiell biokompatiblen (nicht-photochemischen) Varian-
ten der A/D-Précorrin-Cycloisomerisierung aus. Das Ergeb-
nis war die Entdeckung einer ganzen Palette nicht-photo-
chemischer, jedoch mit der urspriinglichen photoinduzierten
Reaktion verwandter Bildungsweisen des Makrocyclus des

|PRA-CORRIN |
* Triplett |

—
> CORRIN

CORRIN
* Triplett

CORRIN
* Singulett

hv

-
N

PRA-CORRIN[.__———> hv

Abbildung 4. Autokatalytischer Verlauf der photoinduzierten A/D-Pri-
corrin-Corrin-Cyclosisomerisierung in Modellkomplexen.?*!
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Abbildung 5. Palette experimentell realisierter synthetischer Zugdnge zum Ligandsystems des Corrins.!

Corrins (Abbildung 5).%! All dies hat schlussendlich jene
Auffassung ins Gegenteil verkehrt, die zur Zeit der Planung
des Harvard-ETH-B,,-Syntheseprojekts geherrscht hatte und
die besagte, dass der Molekiilbezirk rund um die Verkniip-
fung der peripheren Ringe A und D den synthetisch am
schwierigsten zu bewiltigende Teil des Bj,-Molekiils darstel-
1e.[190:200¢27) Dje solcherart verinderte Sicht auf die By,-
Struktur war der Beginn eines weiteren, liber Jahre und
mehrere Dissertationen sich erstreckenden Forschungspro-
jekts,'”! das sich im Riickblick als systematischer Versuch
présentiert, auf chemisch-experimentellem Wege Einblick in
die Atiologie des Strukturtyps des Vitamins B;, zu gewinnen.
Dieser Auffassung folgend seien die Ergebnisse jenes Pro-
jekts hier nochmals zusammengefasst und aus heutiger Sicht
kommentiert.

3.1. Thermodynamische Stabilitit von Strukurelementen des
Vitamin-B,,-Molekiils als ditiologisches Kriterium

P conH, A

GH,

CONH,

Anordnung der Seitenketten der peripheren Ringe: Die
spezifische Anordnung der Essigsdureamid- und Propion-
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saureamid-Ketten an der Peripherie der B,,-Molekiilstruktur
entspricht der Anordnung der entsprechenden Seitenketten
im biosynthetischen Vorldufer aller natiirlichen Porphinoide,
dem Uroporphyrinogen Typ III. Im Gleichgewicht der ins-
gesamt vier konstitutionsisomeren Porphyrinogene (Typen I-
IV) ist dieser Konstitutionstyp aus entropischen Griinden der
bevorzugte (Abbildung 6). Experimentell bildet er sich bei
Kondensationsreaktionen monocyclischer Vorldufer unter
Bedingungen thermodynamischer Reaktionskontrolle als
Hauptprodukt.[*%!

Die Anordnung der Seitenketten an der Peripherie der
Vitamin-B,,-Struktur entspricht der Anordnung, wie sie im
thermodynamisch stabilsten Isomer der vier Porphyrinogene
vorkommt.

Chromophor des Corrin-Liganden: Unterwirft man Mo-
dellverbindungen des hexahydroporphinischen Strukturtyps
des Uroporphyrinogens komplexierenden Reaktionsbedin-
gungen mit Mg"- oder Zn"-Salzen in lipophilem Medium, so
bilden sich durch Umordnung des gesamten Doppelbin-
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Abbildung 6. Uroporphyrinogene I-IV (A= Acetsiure-Seitenkette,

P =Propionsiure-Seitenkette). Richtung und Anzahl der Reaktionspfei-
le méglicher Isomerisierungsschritte an jeweils einem der vier periphe-
ren Ringe jedes Isomers erldutern die Stastistik der Gleichgewichtslage
unter den vier Uroporphyrinogen-Isomeren.

dungssystems neutrale Metallkomplexe des Ligandsystems
Pyrrocorphin oder, je nach Bedingungen miteinander im
Gleichgewicht stehend, entsprechend monokationische
Komplexe des Ligandsystems Corphin (Abbildung 7).5%
Beide Ligandsysteme sind Isomere entsprechender tetrapyr-
rolischer Porphyrinogene, enthalten jedoch, im Gegensatz zu
letzteren, konjugierte Chromophorsysteme, die konstitutio-
nell im Bereich von drei der peripheren Fiinfringe dem
Chromophor des Corrins entsprechen. Demetalliert man
solche Komplexe, und unterwirft man die freien Pyrrocor-
phin-Liganden tautomerisierenden Bedingungen, so bilden
sich die urspriinglichen Porphyrinogene zuriickl*™*") (Abbil-
dung 7).

Im Tautomeriegleichgewicht hexahydroporphinoider Li-
ganden liegen in Metallkomplexen — jedoch nicht in freien
Liganden — die Tautomere mit corrinoidem Ligandchromo-
phor in einer thermodynamischen Mulde.

(I:OOH
CHy GOOH
CH, CH,
HC -~CH,
HOOC-CH,— --CH,"CH,-COOH
HsC
HOOC-CHy CH,
HyC” i CH,
Gy CH,
CHa CH,
COOH COOH

Ringgliederzahl des Makrorings im Corrin-Liganden: Das
Ligandsystem des Corrins unterscheidet sich von jenem des
Corphins nebst Oxidationsniveau und konstitutionellen De-
tails im Chromophorsystem vor allem in der Grofie des in-
ternen Makrorings.®? Vergleichende Rontgenstrukturbe-
stimmungen von quadratisch-planaren Nickel(IT)-Komplexen
von einerseits corphinoiden und anderseits corrinoiden Li-
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In Abwesenheit
von Metallionen

PYRRO-

PORPHYRI- T
| CORPHIN

NOGEN

In der Gegenwart
von Metallionen
(Ni, Mg...)

Abbildung 7. Die Porphyrinogen-Form von Hexahydroporphyrinen iso-
merisiert zur Pyrrocorphin-Form unter Bedingungen der Komplexie-
rung mit Metallionen in inertem Reaktionsmedium, wihrend freie Pyr-
rocorphin-Liganden unter tautomerisierenden Bedingungen in die ent-
sprechenden Porphyrinogene tibergehen .

ganden zeigen in ersteren, jedoch nicht in letzteren, eine
konformationelle Deformation des Ligandsystems (Abbil-
dung 8). Die spezifische Art dieser Deformation deutet
darauf hin, dass der Corphin-Komplex gespannt, d.h. der

CHy ?Ha

cttt

cttt/2e 2a

Abbildung 8. Réntgenstrukturen von Ni'-Komplexen eines corrinoiden
und eines corphinoiden Liganden.™ Fiir ein Metallion wie Ni" erschei-
nen die Abmessungen des Koordinationsraums eines Corrinliganden
als gerade passend, jene eines corphinoiden Liganden jedoch als zu
grof.

Koordinationsraum des (16-gliedrigen) Corphin-Liganden fiir
das rdumliche Koordinationsbediirfnis eines Ni"-Ions zu gro3
ist, wihrend der Koordinationsraum des (15-gliedrigen)
Corrin-Liganden anscheinend gerade passt.**! Diese Vor-
stellung besitzt eine eindriickliche Stiitze in der Beobachtung,
dass Ni"- und Co™-Komplexe eines synthetischen 20-Methyl-
20-hydroxydihydrocorphins sich thermisch irreversibel in
entsprechende 19-Acetylcorrin-Komplexe umlagern (Abbil-
dung 9).
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Abbildung 9. Thermische Umwandlung von Ni"- und Co"-Komplexen
eines 20-Methyl-20-hydroxydihydrocorphins in entsprechende 19-Ace-
tylcorrin-Komplexe und hydrolytische Deacetylierung des Ni"-19-Acetyl-
corrin-Komplexes in den Ni"-Corrin-Komplex.?

Ni"- und Co™-Komplexe des Corrins sind thermodyna-
misch stabiler als entsprechende Komplexe des Corphins.

GONH,
CHy GONH,
GHy  Me CHZ Me

Me

CH, CH
co o,
NH

Ankniipfung des 19-gliedrigen Nukleotid-Loops am
Corrin-Liganden: Die Ankniipfung der Nukleotidkette auf
der ,Unterseite“ des Vitamin-B,,-Molekiils an das Cobalt
und die Propionsdure-Seitenkette des Ringes D als Teil eines
insgesamt 19-gliedrigen Rings ist nur eine von insgesamt vier
konstitutionell analogen Méglichkeiten. Vollig analog konnte
die Nukleotidkette auch an eine der ebenfalls auf der ,,Un-
terseite” des Molekiils sich befindlichen Propionsdurefunk-
tionen der Ringe A, B oder C angeheftet sein. Ein im Hin-
blick auf diese Moglichkeit durchgefiihrtes Experiment zeigte
folgendes Ergebnis: Aktivierte man in der Cobyrinsdure (die
dem Vitamin B, entsprechende Heptacarbonsdure) alle
sieben Carboxylfunktionen auf identische, jedoch dergestalt
milde Weise, dass die Aktivierung unter geeigneten Reakti-
onsbedingungen nur fiir eine intra-molekulare, nicht aber fiir
eine inter-molekulare Amidierung durch die endsténdige
primére Aminogruppe der freien Nukleotidkette ausreicht,
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und lie3 man die Nukleotidkette als freier Reaktionspartner
unter sehr milden Reaktionsbedingungen auf den siebenfach
aktivierten Cyanoacetoxy-Co™-cobyrinat-Komplex einwir-
ken, so fand man im Reaktionsgut (nach Amidierung mit
Ammoniak) als Reaktionsprodukt praktisch ausschlieBlich
Vitamin B, (nebst Ausgangmaterial in seiner Heptaamid-
Form) (Abbildung 10)."* Via Benzimidazolkern auf der
Molekiil-Unterseite reversibel mit dem Cobalt(III)-Ion
komplexiert, reagiert die Nukleotidkette mit ihrer endstidn-
digen Aminogruppe in einer intramolekularen Amidierung
regioselektiv mit der aktivierten Carboxylfunktion des Ringes
D und bildet dadurch die natiirliche Form des 19-gliedrigen
Nukleotid-Loops. Die Reaktion ist irreversibel und lauft
demzufolge unter kinetischer Kontrolle ab; die Ursache ihrer
Regioselektivitit ist in der konformationellen Kontrolle zu
sehen, die durch unterschiedliche thermodynamische Stabi-
litdt entsprechender Konformationen der Nukleotidkette in
den vier (formal) moglichen 19-gliedrigen Loop-Versionen
auf die Geschwindigkeit der Amidierungsstufe ausgeiibt
wird.

Die im Vitamin-B ,-Molekiil vorliegende, spezifische Ver-
kniipfung der Nukleotidkette mit der Propionsdiurefunktion
des Ringes D ist die thermodynamisch stabilste unter vier
konstitutionell analogen Moglichkeiten.

Als Fazit ergibt sich, dass alle vier in diesen Experimenten
angezielten Strukturelemente des Vitamin-B,,-Molekiils
thermodynamisch stabiler sind als konstitutionelle Alterna-
tiven, die aus chemischer Sicht sich anbieten, zumindest unter
den verwendeten experimentellen Bedingungen. Kann ein
dergestalt indirekt und mosaikartig erbrachter experimen-
teller Nachweis thermodynamischer Begiinstigung von Teilen
einer Biomolekiilstruktur dtiologisch relevant sein? Oder im
Hinblick auf die B,,-Struktur spezifischer gefragt: War die
thermodynamische Begiinstigung der vier Strukturelemente
gegeniiber den genannten Alternativen fiir die Formation und
biologische Selektion der By,-Struktur maf3gebend?

Grundsitzlich kann relative thermodynamische Stabilitét
in einem biologischen Selektionsprozess sich sehr wohl als
Selektionsfaktor auswirken, denn biochemisches ,, Tinkering®
als Voraussetzung eines biologischen Evolutionsschritts wird
Unterschieden in thermodynamischer Produktstabilitét
soweit folgen, als diese in ihrem Einfluss nicht von gegentei-
liger Selektivitét kinetischer Kontrolle tiberspielt werden. Die
oben erwihnte, direkt und selektiv zu Vitamin B,, fiihrende
Nukleotidierung ist ein illustratives Beispiel dafiir, wie durch
(im vorliegenden Fall konformationelles) ,, Tinkering* ther-
modynamische Stabilitdt als Selektivititsfaktor tiber kineti-
sche Kontrolle und Irreversibilitdt sich hinwegsetzen kann.
Dariiber hinaus kann nun aber dieses spezielle Experiment
durchaus den Rang eines Modells fiir die biologische Selek-
tion der spezifischen Positionierung der Nukleotidkette in der
B,,-Struktur beanspruchen. Dies unter der Voraussetzung,
dass von den vier Nukleotid-Loop-Varianten entweder das
stabilste Loop-Isomer sich als funktionsbestes erwiesen, oder
aber die Funktion sich an dieses thermodynamische stabilste
und deshalb gegebenenfalls hiufigste Isomer adaptiert hat.
Nach heutigen Kenntnissen iiber den Mechanismus von B,-
katalysierten Reaktionen miisste die (in den vier Nukleotid-
Loop-Varianten unterschiedliche) Lage des ,,base-on/base-
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CHL0M

in 2,4-Pentandiol/THF
unter Argon, r.t., 185h,
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Abbildung 10. Durch die relative thermodynamische Stabilitit des Produkts bedingte kinetische Bevorzugung der Ankniipfung der Nukleotidkette
des Vitamins B, an die Propionsaure-Seitenkette des Ringes D.'”** Heptacyanomethylcobyrinat reagiert mit der freien Nukleotidkomponente
regioselektiv an der propionischen Carboxylfunktion des Ringes D, ohne vorherige Differenzierung der reagierenden Estergruppe [F. Kreppelt, Diss.
ETH, No. 9458 (1991); Angew. Chem. 1988, 100, 5; Angew. Chem. Int. Ed. 1988, 27, 5.]

off“-Gleichgewichts  eine der
funktions- und damit auch selek-
tionsrelevanten Molekiileigen-
schaften gewesen sein.”

Zu den charakteristischen
Strukturelementen des Vitamin-
B,,-Molekiils gehort auch der
Kranz an Kohlenstoff gebundener
Methylgruppen an der Peripherie
des Ligandsystems. Ihr schrittwei-
ser enzymatischer Einbau in das
Molekiil des Uroporphyrinogens
mit Adenosylmethionin als Me-
thylierungsagens prisentiert sich
als ob die B,,-Biosynthesel***"! den
Ubergang der im unkomplexier-
ten Zustand stabileren tetrapyr-
rolischen Form des Makrocyclus in die corphinische und von
dort in die corrinische Form ,,erzwingen* wollte, ohne die
Mitwirkung von Metallionen beanspruchen zu miissen. Eine
dieser C-Methylierungen (jene der meso-Stellung zwischen
den Ringen A und D) scheint zudem noch eine ganz beson-
dere Funktion zu erfiillen: In der B12-Biosynthese unterstiitzt
diese Methylgruppe den Prozess der Ringkontraktion des
corphinischen in den corrinischen Makroring, oder ist gar
deren Voraussetzung. In Modellsystemen haben wir ein Ex-
periment durchgefiihrt,?*33! dessen Ergebnis als Hinweis
auf eine zusétzliche Aufgabe dieser meso-stdndigen Methyl-
gruppe aufgefasst werden kann, der Aufgabe nidmlich, eine
bei Abwesenheit der Methylgruppe als Gefihrdung der
Ringkontraktionsstufe zu befiirchtende, irreversible und ge-
gebenenfalls sehr leicht eintretende Nebenreaktion zu blo-
ckieren (Abbildung 11).1!

clog
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Abbildung 11. Irreversible Umwandlung in einem 20-Hydroxydihydrocorphin, die in einem entsprechen-
den 20-Hydroxy-20-methyldihydrocorphin blockiert ist.?*"!

Im Zuge unserer Untersuchungen zur Chemie hexahyd-
roporphinoider Ligandmodellsysteme mit corphinischer
Chromophorstruktur haben wir auch C-Methylierungen
durchgefiihrt und in deren Verlauf biomimetisch anmutende
Regioselektivitit beobachtet (Abbildung 12).*" Die Frage,
ob solche C-Methylierungen Teil vor-biologischen Gesche-
hens hitten sein konnen, ist wohl zu verneinen. C-Methylie-
rungen, so einfach sie duBerlich auch erscheinen mogen, ge-
horen — wenigstens aus heute vorherrschender Sicht — nicht
zur Reaktionspalette der priabiotischen Chemie.

Noch viel eher als bei anderen archaisch anmutenden
Cofaktorstrukturen, von denen vermutet wird, dass sie
strukturell und funktionell Fossilien eines primordialen che-
mischen Geschehens sein koénnten,-*>*! ist im Kontext der
Atiologie des strukturell komplexesten aller Cofaktoren, des
Vitamins B,,, die Frage nach strukturell einfacheren, poten-
tiellen Vorldufern aufzuwerfen. Aus chemischer Sicht scheint
es naheliegend, nach moglichen B,-Vorldufern zu fragen, die
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Abbildung 12. Biomimetische C-Methylierungen an der Peripherie von Pyrrocorphin-Modellliganden."!

ebenfalls dem Strukturtyp des Corrins angehéren und von
jenem des Uroporphyrinogens sich abgeleitet hitten, jedoch
an all jenen Stellen der Ligandperipherie, wo im heutigen
Vitamin-B,,-Molekiil Methylgruppen sitzen, Wasserstoffe
getragen hitten. Griinde fiir eine solche Vorstellung sind die
experimentell beobachtete leichte Zugénglichkeit von Cor-
phin-Komplexen aus Porphyrinogenen (vgl. oben) und die
leicht und unter verschiedensten Bedingungen erfolgende
Bildung der Uroporphyrinogene aus dem monopyrrolischen
Vorlaufer Porphobilinogen. Im vorliegenden Zusammenhang
hat vor allem die wunderliche Tatsache Gewicht, dass der
statistisch wahrscheinlichste Uroporphinogen-Typ zugleich
das natiirliche Isomer ist; dies weist mit einigem Nachdruck
auf einen vor-enzymatischen Ursprung der gesamten Familie
der porphinoiden Naturstoffe hin.”®! Aus der Sicht der pri-
biotischen Chemie darf man die sdurekatalysierte Tetramer-
(oid)isierung von Porphobilinogen zum statistisch dominier-
ten Gemisch der vier Uroporphyrinogene wohl mit zu den
schonsten Ergebnissen der ,,Naturstoffsynthese unter poten-
tiell pribiotischen Bedingungen® zihlen.”®?*%! Enttiuscht
haben allerdings die Ergebnisse bisheriger Versuche, die
formal ebenfalls so attraktive Stufe der Dimer(oid)isierung
der Aminolédvulinsdure zu Porphobilinogen unter ebensol-
chen Bedingungen zu erreichen.[*! Sogar Aminolévulinsiure,
so einfach sich diese in konstitutioneller wie auch biosyn-
thetischer Hinsicht présentiert, bleibt fiir die Naturstoffsyn-
these unter potentiell pribiotischen Bedingungen ein
Puzzle [*’)

Wir haben versucht, den Weg ausgehend von einem De-
rivat des Uroporphinogens zu entsprechenden Corphin-
Komplexen und von dort zu Wasserstoff statt Methylgruppen
tragenden Corrin-Komplexen nicht nur gedanklich, sondern
auch experimentell zu beschreiten.“**”) Dabei erwies sich der
erste Schritt der Porphinogen-zu-Pyrrocorphinat-Umwand-
lung als begehbar, wenn auch um einiges schwieriger als
frither bei peripher nur mit einfachen Alkylgruppen substi-
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tuierten Modellen. Trotz
eingehender Versuche
scheiterten wir aber an
der Aufgabe, an uropor-
phyrinoden Modellen -
auch solchen, die in der
meso-Stellung  zwischen
den Ringen A und D eine
Methylgruppe tragen -
einen Corphin-Komplex
in einen Corrin-Komplex
umzuwandeln.[*

Wiewohl Misserfolge
auch hier — und eigentlich
hier noch viel eher als bei
rein chemisch orientierten
Syntheseprojekten -
grundsitzlich nichts ent-
scheiden, scheint uns doch
unser Scheitern jener
chemischen Komplexitit
der Reaktionswege zu
entsprechen, welche die
Biosynthese des Vitamins By, in die Umwandlung corphini-
scher Zwischenprodukte in den Corrinliganden inves-
tiert.**3"l Unter anderem wirft dieses Scheitern die Frage auf,
wie weit die beiden Essigsdure-Seitenketten, welche den in
der Ringkontraktion involvierten meso-stindigen Kohlen-
stoff zwischen den Ringen A und D flankieren, fiir den Cor-
rinisierungsprozess mechanistisch forderlich oder gar Vor-
aussetzung sind. Darin konnte letztlich ein Grund dafiir
liegen, warum die Ligandstruktur des Vitamins B, spezifisch
zwischen diesen beiden Ringen und nicht an einer der drei
anderen meso-Stellungen kontrahiert ist. Vor allem aber
fithrten unsere Schwierigkeiten zur Frage, warum Vitamin B,
tiberhaupt eine Corrin-Struktur und nicht eine entsprechende
Corphin-Struktur aufweist, da eine letztere doch auf dem
Wege zu ersterer liegt. Weisen thermodynamische Bevorzu-
gung von Corrin- im Vergleich zu Corphin-Komplexen und
funktionelle Selektion der Corrinstruktur &dtiologisch in die
gleiche Richtung?

HC

67
(CONT.)

clog”
CH,

CH,

60%a°

3.2. Warum ein Corrin und nicht ein Corphin?

Die Frage verschiebt die Zielrichtung der &tiologischen
Hinterfragung von der Formation zur Funktion. Sie fragt nach
chemischen Griinden fiir die (als gegeben angenommene)
Uberlegenheit des corrinischen gegeniiber einem corphini-
schen Ligandsystem fiir den Funktionstyp des Coenzyms B,.
Sie spitzt sich auf die Frage zu, in welchen chemischen Fi-
genschaften ein Cobalt-Corrinkomplex und ein Cobalt-Cor-
phinkomplex sich voneinander unterscheiden. Aus der Sicht
dessen, was wir aus Modellstudien iiber die strukturellen
Unterschiede der beiden Ligandsysteme wissen, ldsst sich die
Frage noch schérfer fassen: Wie unterscheiden sich Corrin-
und Corphin-Komplexe in der axial sich abwickelnden Ko-
ordinationschemie als Folge der unterschiedlichen Abmes-
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sungen des Koordinationsraums, den diese beiden Liganden
einem Cobalt(IIT)- oder Nickel(IT)-Ion anzubieten haben?
Die Frage impliziert bereits die Hypothese, die als Teil
einer Antwort sich aufdringt: Ni"-Ionen, im ,,iiberdimensio-
nierten Corphin-Liganden quadratisch-planar koordiniert,
sind im Gegensatz zur Koordination im ,,optimal dimensio-
nierten* Corrin-Ligand ,.koordinativ ungesattigt“, sie weisen
eine stdrkere Tendenz zu zusétzlicher axialer Koordination
auf als im Corrin-Liganden. Dementsprechend erweisen sich
axiale Liganden in oktaedrischen Cobalt(III)-Corphin-Kom-
plexen als fester gebunden als in entsprechenden Cobalt(IIT)-
Corrin-Komplexen. Qualitativ ist dieser Unterschied experi-
mentell mehrfach belegt und vor allem fiir Ni"-Komplexe
leicht beobachtbar. So z.B. ist der Modell-Ni"-Komplex des
1,2,2,7,7,12,12,17,17-Nonamethylcorrins in methanolischer
Losung diamagnetisch, und der Ni"™-Komplex des entspre-
chenden 2,2,7,7,12,12,17,17-Octamethylcorphins paramagne-
tisch und damit — im Gegensatz zum Corrin-Komplex — axial
koordiniert (Abbildung 13)." Fiir die oktaedrisch koordi-
nierten Cobalt(III)-Komplexe synthetischer Corrine und
Corphine ist der Unterschied weniger augenfillig, doch qua-
litativ unmissverstidndlich erkennbar, so z.B. an der Leich-
tigkeit eines axialen Ligandaustauschs: Ein Dicyano-Cobalt-
(III)-Corphinkomplex verliert seine Cyanoliganden hydroly-
tisch viel langsamer als ein entsprechender Corrinkomplex.["!
Leider haben wir seinerzeit den Vergleich der Chemie von
Cobalt(III)-Corrin- und Cobalt(IIT)-Corphin-Komplexen ex-
perimentell nicht soweit vorangetrieben, dass wir heute den
Unterschied der Dissoziationsenergien von Alkyl-Cobalt-
(IIT)-Komplexen der beiden Ligandsysteme kennen wiirden
(und nicht nur qualitativ einschéitzen miissten). Wie Jack
Halpern®'! erstmals klargestellt hat, besteht die vom Coen-
zym By, generell zu leistende biochemische Funktion darin,
als enzymatisch abrufbare Quelle von 5-Desoxyadenosyl-
radikalen zu dienen. Der im Vergleich zu anderen Bin-
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dungsdissoziationsenergien geringe Wert der Dissoziations-
energie der Cobalt-Kohlenstoff-Bindung im Coenzym B, (ca.
30 kcal mol )13 ist fiir die enzymatische Funktion des Co-
faktors entscheidend. Deshalb wére der Vergleich Corphin
versus Corrin dieses Energiewerts fiir eine weitere Verfol-
gung der Frage wichtig, warum die Natur fiir die von B,-
Coenzymen zu leistenden Funktionen den biosynthetisch
anspruchsvollen Strukturtyp des Corrins ,,benétigte und
nicht mit dem am Biosyntheseweg zu eben diesem Corrin
liegenden Strukturtyp des Corphins ,,sich begniigen konnte*.

3.3. Coenzym F-430

In diesem Zusammenhang verdient ein rund drei Jahr-
zehnte nach dem Vitamin B, in methanogenen Bakterien
entdeckter, ebenfalls aus Uroporphyrinogen sich ableitender
und von seinen Entdeckern®! , Faktor 430“ genannter Ni'-
Komplex besondere Aufmerksamkeit. Seine Struktur ist in
Zusammenarbeit mit dem Mikrobiologen Rolf Thauer in
Marburg, einem der Entdecker des Cofaktors, in der Ar-
beitsgruppe des Autors von Bernhard Jaun und Andreas
Pfaltz im Wesentlichen durch NMR-Spektroskopie aufgeklirt
worden. Der Ursprung dieser duBerst fruchtbaren Zusam-
menarbeit war eine Vermutung Thauers, dass der neue Co-
faktor ,,etwas mit Vitamin B,, zu tun haben konnte“, was ihn
bewog, bei den ,,B,-Chemikern“ der ETH um Hilfe nach-
zusuchen. Die Struktur, die wir fanden, war einerseits eine
Bestitigung und gleichzeitig eine Uberraschung: Faktor F-
430 erwies ich als Nickel(IT)-Komplex eines neuartigen Li-
gandsystems, das dem Strukturtyp des Corphins, genauer dem
Strukturtyp eines Tetrahydrocorphins, angehort (Abbil-
dung 14).5*>) Die magnetischen und koordinationschemi-
schen Eigenschaften des natiirlichen Ni'-Komplexes ent-
sprachen denn auch durchaus den Beobachtungen, die man
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Abbildung 13. Ni"- sowie Co"- und Co"-Corphin-Komplexe binden axiale Liganden stirker als entsprechende Corrin-Komplexe.®"
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COOH

COOH
Coenzym F430
Abbildung 14. Strukturformel von Coenzym F-430P* und Rontgenstruk-

turbild des 12,13-Diepi-F430-pentamethylesters (Rontgenstrukturbild
zur Verfugung gestellt von Bernhard Jaun, ETH).F*!
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zuvor in den Arbeiten zur Chemie synthetischer Corphin- und
Hydrocorphin-Komplexe im Vergleich mit entsprechenden
Corrin-Komplexen gemacht, sowie den Folgerungen, die man
daraus gezogen hatte. Dem von der neuen Cofaktorstruktur
ausgehenden Impuls folgend, haben wir einen den Chromo-
phor des Coenzyms F-430 aufweisenden Nickel(IT)-Modell-
komplex synthetisiert und damit einen Modellkomplex des
Cofaktors in die vergleichende Untersuchung der Eigen-
schaften von Nickel(II)-Komplexen des Corrins, Corphins
und Tetrahydrocorphins einbeziehen koénnen (Abbil-
dung 15).P°

Eigentlich ist uns die corphinoide Struktur des Faktors F-
430 bei ihrer Entdeckung wie ein ,,Kommentar der Natur* zur
Atiologie der Vitamin-B,,-Struktur erschienen, denn die im
B,,-Kontext gestellte Frage ,,Warum ein Corrin, und nicht ein
Corphin?* hat durch die Struktur und Funktion des Faktors
F-430 sozusagen ihr inhaltliches Spiegelbild erhalten; auf die
Funktion bezogene Fragen zur Atiologie der beiden Coen-
zymstrukturen diirften zu komplementdren Antworten
fihren. Heute spielt der Cofaktor in der Biochemie der Ar-
chaebakterien eine prominente Rolle, und die ligandspezifi-
sche Funktion des Nickel-lons fiir die Methanogenese aus
CO, und H, (und neulich auch deren Umkehr, die anaerobe
Oxidation von Methan) ist ein wichtiges, in die mechanisti-
sche Enzymologie der Gegenwart hineinreichendes Problem.
Bedeutende Beitrige zu dessen Erforschung kommen aus
dem Labortorium von Bernhard Jaun an der ETH,”” der
heute als der fiilhrende Experte auf dem Gebiete der Chemie
des Coenzyms F-430 gilt.

4. Zur Atiologie des Strukturtyps der Nukleinsduren

Ebenso wie die molekulare Struktur des Coenzyms B,
fallen bekanntlich auch die Molekiilstrukturen einiger struk-
turell einfacherer Cofaktoren dadurch auf, dass sie Elemente
enthalten, die auch Bestandteile des Strukturtyps der natiir-
lichen Nukleinsiduren sind, oder zumindest solchen strukturell
gleichen. Hierzu gehoren klassische, fiir das Uberleben aller,
auch primitivster Organismen unentbehrliche Cofaktoren wie

Abbildung 15. Strukturformel und Réntgenstrukturbild eines synthetischen Ni'-Modell-Komplexes von Coenzym F430.!
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Thiaminpyrophosphat, Pyridoxalphosphat, Flavin-Adenin-
Dinukleotid, Nicotinamidadenindinukleotid, Folsidure und
Coenzym A. Wie schon erwéhnt, gibt es die Vorstellung, dass
solche fundamentalen Biomolekiile, oder Strukturteile
davon, molekulare Fossilien der Biogenese sein konnten.“*#!
Die Vorstellung impliziert ein primordiales Szenario, in wel-
chem solche Cofaktoren sich im Verein mit replikationsféhi-
gen Nukleinsdurestrdngen als ,,Organokatalysatoren” beté-
tigten und chemische Prozesse eines primitiven Stoffwechsels
lenkten. Aus solcher Sicht wére der Strukturtyp der heutigen
Nukleinsduren das wohl bedeutendste Fossil einer solchen
hypothetischen primordialen Welt, und somit ein entspre-
chend wichtiges Objekt der Erforschung der Atiologie po-
tentiell primordialer Biomolekiilstrukturen. Jegliches Fragen
nach dem Ursprung dieses Strukturtyps hat sich dabei primér
auf die RNA auszurichten, denn alle hiefiir relevanten Kri-
terien chemischen, biochemischen und biologischen Inhalts
weisen in die gleiche Richtung, dass ndmlich RNA den élte-
ren Biomolekiiltyp darstellt und jener der DNA evolutiv aus
der RNA hervorgegangen ist.’*>’!

Im Anschluss an die Arbeiten zur Atiologie der B,-
Struktur hatten wir Anfang der 80er Jahre erste synthetische
Gehversuche auf dem Territorium einer potentiell préibioti-
schen Chemie unternommen.” Darunter war auch eine
Untersuchung iiber die basenkatalysierte Aldolisierung des
Glycolaldehydphosphats,”® die uns in der Folge die Frage
»,Warum Pentose- und nicht Hexose-Nukleinsduren?“ auf-
werfen lie. Eigentlich brauchte eine solche Frage keinen
besonderen Anstof3, um im Rahmen eines &tiologisch orien-
tierten Forschungsprojekts aufgeworfen zu werden, doch
wiirden wir sie hochstwahrscheinlich nie gestellt haben, hétte
nicht ein iiberraschender experimenteller Befund uns form-
lich auf sie gestoflen, ndmlich, dass die basenkatalysierte
Aldolisierung von Glycolaldehydphosphat ebenso klar zu
Allopyranose-2,4,6-triphosphat als Hauptprodukt fiihren
kann, wie sie — in Anwesenheit von Formaldehyd — Ribopy-
ranose-2,4-diphosphat als Hauptprodukt erzeugt. Im Hin-
blick auf den Einfluss, den dieser Befund auf unsere Arbeit
hatte, sei sein Hintergrund im folgenden dargelegt.

4.1. Glycolaldehydphosphat

Die aus der Chemie des 19. Jahrhunderts stammende
,Formose-Reaktion“, die durch Basen katalysierte und au-
tokatalytisch verlaufende Bildung komplexer Gemische von
Monosacchariden aus Formaldehyd (meistens nach Initiation
durch Glycolaldehyd),! gehort zusammen mit der Konsti-
tuierung von a-Aminosduren und der kanonischen Nukleo-
basen aus elementarsten Ausgangsstoffen zu den drei Pfeilern
der klassischen pribiotischen Chemie.[”! Allen dreien haftet
indessen eine aus dtiologischer Sicht latente Problematik an,
némlich die mit einer notorisch geringen Effizienz der Pro-
duktbildung einhergehende Ungewissheit iiber ihre eigentli-
che Rolle auf dem Wege zur Biogenese. Fiir die Formose-
Reaktion ist es einerseits die problematisch hohe Konzen-
tration an Formaldehyd, die sie erfordert, falls sie nicht durch
Glycolaldehyd oder andere Komponenten ihrer eigenen
Produktpalette initiert wird, und anderseits die geringe kon-
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stitutionelle Produkt-Selektivitdt. Die klassische Durchfiih-
rung der Formose-Reaktion fithrt zu komplexen Reaktions-
gemischen, in welchen die &tiologisch vor allem interessie-
rende Ribose in derart geringen Mengen vorkommt, dass die
Relevanz der Formose-Reaktion fiir den Ursprung der RNA
des oftern — und wohl nicht zu Unrecht — angezweifelt
wurde.[”” In einer in diesem Zusammenhang vielzitierten
Arbeit aus dem Laboratorium von Peter Decker® wurden
nach Derivatisierung des nach Initiation mit Glycolaldehyd
gewonnenen ,,Formose“-Gemisches iiber 40 Komponenten
gaschromatographisch erfasst und davon 33 konstitutionell
zugeordnet; dabei war die rac-Xylulose mit einem Anteil von
ca. 2.5% die Hauptkomponente des in ca. 20% Ausbeute
gewonnenen Zuckergemischs.

Es war diese fiir die prabiotische Chemie notorische
Ribose-Problematik, die uns seinerzeit veranlasst hatte, die
Aldolisierung des Glycolaldehydphosphats zu untersuchen.
Zum einen war zu erwarten, dass bei einem Ersatz des freien
Glycolaldehyds durch sein Phosphat in einem entsprechen-
den Aldolisierungs-Netzwerk all jene Reaktionsstufen der
Formose-Reaktion entfallen wiirden, in denen Aldosen zu
Ketosen tautomerisieren und dadurch zu einer der Quellen
der konstitutionellen Komplexitidt der Reaktionsgemische
werden. Zum andern war da die wohlbekannte, aber deswe-
gen nicht weniger bemerkenswerte Tatsache, dass im bio-
chemischen Geschehen in Zellen Monosaccharide anschei-
nend nie in freier, sondern generell in phosphorylierter Form
agieren. Von solchen Betrachtungen ist es ein kurzer Weg zur
Vorstellung eines primordialen Szenarios, in welchem eben-
falls phosphorylierte und nicht nur neutrale Kohlehydrate
Akteure prabiotischer Chemie waren. Bei einem Selbsorga-
nisationsprozess in einer primordialen Umwelt mag es auch
fiir Kohlehydrat-Molekiile vor allem darum gegangen sein,
einem chemischen Chaos zu entrinnen und in reaktionsge-
rechten Konzentrationen sich in Reaktionsrdumen vorzufin-
den, die ein effizientes chemisches Reagieren ermdglichten.
Beziiglich beider Forderungen hitten phosphorylierte Zu-
ckermolekiile kraft ihrer elektrischen Ladung in einem
Umfeld von mineralischen Oberflichen oder mineralischen
Schichtstrukturen gegeniiber neutralen wasserloslichen
Kohlehydraten offensichtliche Vorteile gehabt.[*!

Ein typisches Ergebnis unserer Versuche zur Aldolisie-
rung von Glycolaldehydphosphat in stark basischer, wissriger
Losung und Abwesenheit wie auch in Gegenwart von Form-
aldehyd, vermitteln die Abbildungen 16-18. GC-analytische
Daten derivatisierter Reaktionsgemische im Verein mit
NMR-spektroskopischen Daten underivatisierter Reaktions-
produkte ermoglichten eine zuverldssige Beurteilung des
konstitutionellen und konfigurativen Verlaufs der Reaktio-
nen.l” Wie die GC-analytischen Daten zwar indirekt, jedoch
beziiglich der Zuordnung der Reaktionsprodukte zuverlissig
zeigten, entstanden in Abwesenheit von Formaldehyd zur
Hauptsache (racemische) Hexose-2,4,6-triphosphate mit
Allose-2,4,6-triphosphat als eindeutigem Reaktionshaupt-
produkt (46% der Gesamtmenge der acht diastereomeren
Hexosen). Ebenso eindeutig entstand unter gleichen Reak-
tionsbedigungen, jedoch in Gegenwart eines halben Mol-
dquivalents Formaldehyd, nebst geringen Mengen an He-
xosetriphosphaten, die Familie der vier diastereomeren Pen-
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Abbildung 16. Aldolisierung von Glycolaldehydphosphat in alkalischer wissriger Lésung in Abwesenheit und Gegenwart von Formaldehyd.!
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Abbildung 17. Gaschromatographische Analyse des Produktgemischs der Aldolisierung von Glycolaldehydphosphat in Abwesenheit von Formalde-
hyd (siehe Abbildung 16) nach enzymatischer Dephosphorylierung, Reduktion mit NaBH, und Acetylierung: Derivat der Allose als Hauptkompo-

nente.!*”

tose-2,4-diphosphate als Hauptanteil des gesamten Reakti-
onsprodukts. Unter diesen findet sich als Hauptkomponente —
ebenso iiberraschend wie bemerkenswert — das rac-Ribose-
2,4-diphosphat (rund 50% der Gesamtmenge der vier dia-
stereomeren Pentosen).””! Aquimolare Mengen Glycolalde-
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rac-Glycerinaldehyd-2-phosphat ~ (vgl.
unten) reagierten unter sonst im Wesentlichen gleichen Re-
aktionsbedingungen ebenfalls zu den vier Pentose-2,4-di-
phosphaten, worunter das Ribosederivat wiederum und in
dhnlichem Ausmafl dominierte. Die beiden Tetrose-2,4-di-
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Abbildung 18. Gaschromatographische Analyse des Produktgemisches der Aldolisierung von Glycolaldehydphosphat in Gegenwart von Formaldehyd (siehe

Abbildung 16) nach enzymatischer Dephosphorylierung, Reduktion mit NaBH, und Acetylierung: Derivat der Ribose als Hauptkomponente.!

phosphate ,,iiberleben® unter den Bedingungen der Hexose-
triphosphat-Bildung nur in geringer Menge; durch Verringe-
rung der Basizitdt des Mediums wurden indessen auch sie als
Hauptprodukte (in ungefihr gleichen Anteilen) erhalten.
LieB man unter den Standardbedingungen der Bildung der
Familie der Pentosediphosphate die Reaktion nicht nur
wihrend einer Woche, sondern iiber 23 Wochen laufen, so
blieb der Gesamtgehalt der vier Diastereomere im Wesent-
lichen erhalten, doch verschob sich das Verhiltnis der Dia-
stereomere untereinander, und zwar dergestalt, dass der
Gehalt an Ribosediphosphat sich zunehmend zugunsten
Arabinosediphosphats verringerte, wobei letzteres schluss-
endlich iiberhand nahm (Abbildung 19) Diese Beobachtung
steht fiir die Schlussfolgerung, dass die bevorzugte Bildung
des Ribose-2,4-diphsophats unter den verwendeten Reakti-
onsbedingungen das Ergebnis kinetischer Reaktionskontrolle
darstellt.

Diese Arbeiten hatten gezeigt, dass bei der Konstituie-
rung von Pentosen durch einen mit der Formose-Reaktion
verwandten Reaktionstyp die Ribose von allen vier Pentosen
sich bevorzugt bilden kann. Es war dies der unseres Wissens
erste Hinweis auf eine intrinsische Selektivitdt der Ribose-
Bildung; eine solche hatte in Diskussionen iiber das Potential
der Formose-Reaktion, eine prébiotische Quelle fiir diesen
RNA-Baustein gewesen zu sein, als hochst unwahrscheinlich
gegolten.[* Seither ist die Eigenschaft der Ribose, in Aldo-
lisierungsreaktionen unter kinetischer Reaktionskontrolle die
am raschesten sich bildende Pentose zu sein, von Zubay!®’!
auch fiir Aldolisierungen mit freiem Glycolaldehyd beob-
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achtet worden, und Benner®! hat neuerdings in Arbeiten
tiber Boratkomplexe von Ribose zusitzliche Moglichkeiten
einer sowohl kinetischen als auch thermodynamischen Be-
vorzugung dieses Zuckers vor anderen Pentosen aufgezeigt.

Der Versuch, auf qualitativer Ebene die konfigurative
Selektivitdt der von Glycolaldehydphosphat ausgehenden

[l Ribose-2,4-diphosphat
Arabinose-2,4-diphosphat

Ausbeute [%]
20

Lyxose-2,4-diphosphat
Xylose-2,4-diphosphat

-
.
.
?
Z

8 Wochen 17 Wochen 23 Wochen

Reaktionsdauer

Abbildung 19. Produktverteilung bei der Aldolisierung von Glycolalde-
hydphosphat in Gegenwart von Formaldehyd (vgl. Abbildung 16) in
Abhiangigkeit zur Reaktionsdauer: Die bevorzugte Bildung von rac-
Ribose-2,4-diphosphat bei kurzer Reaktionsdauer (Abbildung 16 und
18) ist das Resultat einer kinetischen Kontrolle des Reaktionsab-
laufs 1%
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Aldolisierungen konformationsanalytisch zu verstehen, hat
zu einem in Anbetracht der Komplexitidt des Systems eher
uberraschenden Resultat gefithrt. Minimierung der
,Newman-Spannung“/® — hier die Anzahl von 1,5-Interak-
tionen zwischen (hydratisierten!) Phosphatgruppen und
freien Hydroxygruppen — zusammen mit Minimierung steri-
scher Behinderungen in den Ubergangszustinden produkt-
bestimmender Reaktionsschritte, vermag das beobachtete
Reaktionsbild qualitativ wiederzugeben (fiir Details siche
Lit. [60]). Dies gilt vor allem fiir die Bildung der Hauptpro-
dukte rac-Ribose-2,4-diphosphat und rac-Allose-2,4,6-tri-
phosphat, sie beide sind das Ergebnis durchgehend erythroid
verlaufender Aldolisierungsschritte (,,Allose ist die Ribose
der Hexose-Reihe®)."

In diesen Arbeiten iiber die Aldolisierung des Glycol-
aldehydphosphats hatten wir uns beziiglich der Wahl der
Reaktionsbedingungen vorrangig auf die Optimierung der
Produktbildung und Analyse der Produktzusammensetzung
konzentriert und nicht versucht, ,,prabiotische Reaktionsbe-
dingungen“ zu simulieren. Eine Ausweitung des Projekts in
diese Richtung wurde indessen in Zusammenarbeit mit der
Forschungsgruppe des Geochemikers Gustaf Arrhenius am
SIO" unternommen: Glycolaldehydphosphat, hochverdiinnt
in wassriger 0.IN NaOH-Losung in Gegenwart von expansi-
onsfdhigen Schichtmineralien des Typus des Hydrotalcits
(eines Magnesium/Aluminiumhydroxydcarbonats),” aldoli-
sierte vermutlich innerhalb der Mineralschichten zu Zucker-
phosphatgemischen, die die beiden Tetrose-2,4-diphosphate
sowie wiederum die acht Hexose-2,4,6-triphosphate mit pro-
minenten Mengen des Allose-Isomeres enthielten.™ In
scharfem Gegensatz hierzu wurde in Abwesenheit des
Schichtminerals unter sonst gleichen Bedingungen keinerlei
Aldolisierung des Glycolaldehydphosphats beobachtet. Ex-
perimente in Gegenwart von Formaldehyd unter sonst glei-
chen Bedingungen ergaben Pentose-2,4-diphosphate in nur
geringer Menge. In einer Folgeuntersuchung am SIO wurde
indessen gefunden, dass Schichtmineralien aus einem hoch-
verdiinnten Gemisch von rac-Glycerinaldehyd-2-phosphat
und Glycolaldehydphosphat aus neutraler Losung zu Pento-
se-2,4-diphosphaten in merklichen Ausbeuten (ca. 25% mit
ca. hilftigem Anteil an Ribosederivat) zu coaldolisieren ver-
mogen.["

Kann Glycolaldehydphosphat als potentiell pribiotische
Reaktionskomponente gelten? — Jedenfalls nicht aufgrund
der fiir diese Verbindung aus der Literatur bekannt gewese-
nen Bildungsweisen.™ Ausgelost durch pribiotisch-chemi-
sche Arbeiten (die wir heute als iiberholt betrachten),
hatten wir noch an der ETH unter anderem die Chemie des
Acrylonitriloxids bearbeitet und dabei gefunden, dass dieses
Epoxid bei Raumtemperatur in wissriger Phosphatlosung
rasch und regioselektiv zu Glycoladehydphosphatcyanhydrin
reagiert, welches durch Cyanid-Transfer auf z.B. Formalde-
hyd leicht in Glycolaldehydphosphat iibergeht.””! Die ei-
gentliche Herausforderung war aber letztlich doch die direkte
Phosphorylierung des Glycolaldehyds in wéssriger Losung.
Eingehende am SIO durchgefiihrte Versuche,” dies mit dem
in der pribiotischen Chemie prominenten Phosphorylie-
rungsmittel Cyclotriphosphat!™ zu erreichen, misslangen. In
der Folge wurden die Versuche in dem inzwischen gemeinsam
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mit Ramanarayanan Krishnamurthy etablierten Laboratori-
um am TSRI wieder aufgenommen, diesmal mit dem Am-
monolyseprodukt des Cyclotriphosphats, dem Amidotri-
phosphat, das kraft seines in Abbildung 20 erlduterten Re-
aktionspotentials sich als Reagens einer regioselektiven

el HOHH

‘P’/ \
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Abbildung 20. Prinzip der intramolekularen Phosphorylierung von Gly-
colaldehyd mit Amidotriphosphat.

Phosphorylierung von a-Hydroxyaldehyden empfahl.®! Die
in das Reagens gesetzten Erwartungen wurden durch das
Experiment sogar iibertroffen (Abbildung21), womit die
Frage nach der Pribiotizitit des Glycoladehydphosphats
einer moglichen Antwort niher gebracht war.®!l Die regio-
spezifische Phosphorylierungsmethode verdankt ihre Entde-
ckung der Anwendung der Prinzips der gezielten Konversion
einer inter-molekularen in eine intra-molekulare produktbe-
stimmende Reaktionsstufe (vgl. z.B. Lit. [19a]).
Amidotriphosphat in 0.1-molarer, nahezu neutraler
wassriger Losung in Gegenwart von Magnesiumionen {iiber-
fihrt 0.025-molare Losungen von Glycolaldehyd binnen
Tagen bei Raumtemperatur in Glycoladehydphosphat in
(analytisch) praktisch quantitativer Ausbeute (Abbil-
dung 21).®Y Die Reaktion verlduft selbst bei Substratkon-
zentrationen um 30 um und Reagenskonzentration von 60 pum
noch mit hoher Effizienz (‘H- und *P-NMR), womit diese
Phosphorylierung eine der Hauptforderungen erfiillt, die man
an eine Reaktion stellen mochte, um sie als potentiell pra-
biotisch einstufen zu konnen. Die Phosphorylierung von
Glycerinaldehyd mit Amidotriphosphat fiithrt unter den ver-
wendeten Reaktionsbedingungen regioselektiv und in hoher
Ausbeute zu Glycerinaldehyd-2-phosphat (Abbildung 21).5
In den Arbeiten zur Atiologie des Strukturtyps der Nu-
kleinsduren hatten wir von Beginn an Fragen zu dessen For-
mation zu umgehen versucht und uns an dessen Funktion
gehalten, um den Ungewissheiten ,historisierender chemi-
scher Forschung“ auszuweichen. Dadurch versuchten wir
einer Forderung zu entsprechen, die wir nach bezahltem
Lehrgeld auf dem Territorium der priibiotischen Chemie!®:™!
uns als Devise stellten: Experimente auf dem Gebiete der
Atiologie potentiell primordialer Biomolekiilstrukturen sind
wenn immer moglich so zu planen, dass Ergebnissen nicht nur
atiologische Relevanz zukommen kann, sondern diese
gleichzeitig auch den Rang eines valuablen Beitrags zur
Chemie haben. Atiologische Relevanz bleibt letztlich immer
ungewiss; entféllt sie irgendwann spiter aufgrund neuer
Einsichten, iiberleben die Ergebnisse als Beitrag zur Chemie.
Die Experimente zur Phosphorylierung von Glycolaldehyd-
phosphat sind dafiir ein Beispiel: Sie sind aus der Frage nach
der Pribiotizitdt von Glycolaldehydphosphat hervorgegan-
gen, und ihre Ergebnisse sind vorab von chemischem Inter-
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O\\P/Of oH o ) 9
- \O k/ILH 4.0 Aquiv. AmTP (0.1M), 0.25 M MgCl, HO/\)LH
Q9 / : H
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o ° (D)-Glyceraldehyd (0.025 M)
~p (D)-Glyceraldehyd-2-phosphat
< \O_ (kein (D)-Glyceraldehyd-3-phosphat

Quimby, O.T. et al., 1958
Feldmann, V.W. et al.,1964

Abbildung 21.

esse, und dies unabhéngig davon, ob die Vermutung, wonach
Glycolaldehydphosphat Teil der Chemie der Biogenese hétte
sein konnen, iiberleben wird oder nicht.

4.2. ,Warum*“-Fragen

»Warum-Fragen* der Art ,,Warum ein Corrin und nicht
ein Corphin?“ oder ,,Warum Pentose- und nicht Hexose-
Nukleinsduren?* sind nicht absolut, sondern in Relation zu
einer Alternative gestellt.'”**3 Dies scheint entscheidend,
um solche Fragen sinnvoll angehen zu konnen. Frank West-
heimer® in seinem klassischem Essay ,,Why Nature Chose
Phosphates* hat sowohl auf metabolische Prozesse als auch
auf den Strukturtyp der Nukleinsiuren zielend sich auf Mo-
lekiiltypen wie Sulfate, Silicate oder Arsenate als formal
mogliche, aber eben — wie er darlegte — funktionell ungeeig-
nete Alternative bezogen. Experimente, die den Vergleich
einer Biomolekiil-Struktur mit potentiellen Alternativ-
Strukturen erméglichen, konnen sich auf die Formation oder
die Funktion des Biomolekiils oder auf beides beziehen. Soll
eine Antwort vorab auf die Funktion Bezug nehmen, muss
letztere mit einer in vitro experimentell messbaren chemi-
schen Eigenschaft der Biomolekiilstruktur konsistent korre-
lierbar sein. Der Vergleich einer Biomolekiilstruktur mit
einer Alternativ-Struktur beziiglich einer solchen Eigenschaft
kann Elemente einer Begriindung der erfolgten Selektion der
spezifischen Struktur des Biomolekiils sichtbar machen, ins-
besondere dann, wenn die Alternativ-Struktur als ,,potentiell
natiirliche* Struktur einzustufen ist. Dies ist sie dann, wenn
aus chemischer Sicht angenommen werden darf, dass jenen
Prozessen, die die Entstehung der Biomolekiil-Struktur er-
moglichten, auch das Potential zur Bildung der Alternativ-
Struktur hétte zukommen miissen.

Der Strukturtyp der Nukleinsduren erfiillt in nahezu
idealer Weise die Voraussetzungen, um die Frage ,,warum so
und nicht anders® experimentell angehen zu konnen. Vor
allem besteht keinerlei Zweifel, welche chemische Eigen-
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schaft den Vergleich zwischen Biomolekiil- und Alternativ-
Struktur zu vermitteln hat: Es ist dies ganz offensichtlich die
Fiahigkeit der informationellen Basenpaarung. Variierbar sind
der Zuckerbaustein, die Struktur der Nukleobasen oder die
Art der Verkniipfung der Mononukleotid-Bausteine. Varia-
tion des Zuckerbausteins ist sowohl in chemischer als auch
atiologischer Hinsicht nichstliegend. Kraft des sich wieder-
holenden Musters in der konstitutionellen Anordnung funk-
tioneller Gruppen in der Familie der (CH,0),_,5¢Aldose-
zucker, lésst sich die Ribose durch andere Aldosen ersetzen,
ohne dass dabei andere Strukturelemente der RNA zusitzlich
verdndert werden miissten. Dadurch kann man der Forderung
nachkommen, dass die Alternativen ,,potentiell natiirliche*
Strukturen zu sein héitten. Wiewohl wir naturgeméB nichts
iiber die Umstidnde wissen, aus welchen der Strukturtyp der
RNA erstmals hervorging, wird jenen Umstédnden das Po-
tential unterstellt, auf chemisch analogen Wegen nicht nur
zum Einbau der Ribose, sondern auch anderer Aldosen in
den Strukturtyp eines Oligonukleotids fihig gewesen zu sein.

Im Grunde impliziert diese Erwartung das evolutionére
Szenario einer Selektion des Strukturtyps der RNA aus einem
natiirlichen Angebot varianter Oligomerstrukturen. Die sys-
tematische Variation des Zuckerbausteins mit synthetisch-
chemischen Methoden und der Vergleich der Varianten mit
RNA beziiglich der Effizienz informationeller Watson-Crick-
Basenpaarung hat den Charakter einer experimentellen Si-
mulation solch potentiell natiirlicher Vorgénge. Die Verglei-
che beziehen sich auf die Funktion und nicht die Formation
der RNA; dementsprechend ist die dtiologische Relevanz des
Projekts davon unabhiingig, ob jene natiirlichen Vorginge
pribiotischer oder biotischer Natur waren.

4.3. ,Homo-DNA*“ — eine Modellstudie
Die Zahl der bei einer Variation des Zuckerbausteins
(CH,0),, im Strukturtyp der Nukleinsduren formal in Be-

tracht kommenden Moglichkeiten (Triosen, Tetrosen, Pen-
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tosen, Hexosen; Furanose- und Pyranoseformen) ist bei ge-
nauerem Zusehen so grof3, dass die Setzung von Priorititen in
der Wahl experimentell aufzugreifender Varianten und somit
die Festlegung entsprechender Auswahlkriterien erstes
Gebot war. Das wichtigste dieser Kriterien war die einer ge-
gebenen Variante zuzuschreibende Chance, sich als infor-
mationelles Watson-Crick-Paarungssystem!® zu erweisen. Da
bei Projektbeginn®! in der Literatur keinerlei Anleitung zu
einer solchen Beurteilung bekannt war und wir keinen
Zugang zu einer theoretisch-rechnerischen Behandlung der
Fragestellung hatten (ganz abgesehen von der zu jener Zeit
fiir eine solche Aufgabe durchaus fraglichen Leistungsfahig-
keit solcher Methoden), erstellten wir Basenpaarungspro-
gnosen fiir Oligonukleotid-Einzelstrange auf der Basis qua-
litativ-konformationsanalytischer Argumentation. Was fiir
ein Oligonukleotid aus Furanose-Bausteinen keinesfalls
moglich schien, war fiir ein aus Pyranose-Bausteinen aufge-
bautes Oligonukleotid durchaus zu bewéltigen, war doch die
Sesselkonformation des Cyclohexans — im Gegensatz zur
Konformation des Cyclopentans — die Ikone des Erfolgs der
Barton’schen Konformationsanalyse innerhalb der organi-
schen Naturstoffchemie gewesen.

Am Ausgangspunkt unserer experimentellen Arbeiten
iiber Nukleinsiuren stand die sogenannte ,,homo-DNA* -5
ein aus D-2,3-Didesoxyglucopyranose-Bausteinen konstru-
iertes Oligonukleotidsystem, das sich von der DNA einzig
durch den Mehrgehalt einer endocyclischen CH,-Gruppe
unterscheidet. Sowohl die nukleotidische Anbindung der
(kanonischen) Nukleobasen als auch die Ankniipfung der
Phosphodiester-Briicken an die Pyranose- Ringe, entspre-
chen konstitutiv und konfigurativ (relativ und absolut) der
natiirlichen DNA (Abbildung 22). 2,3-Didesoxyhexosen sind
im Gegensatz zu normalen Hexosen keineswegs als ,,poten-
tiell natiirliche* Zuckerbausteine im geforderten Sinne ein-
zustufen;®! deshalb kommt den Arbeiten iiber homo-DNA
aus dtiologischer Sicht nur die Bedeutung einer Modellstudie
zu, einer Studie allerdings, die uns den Einstieg in die Erar-
beitung von Basenpaarungsprognosen, die Herstellungsme-
thodik von Oligonukleotiden und schliellich die Interpreta-
tion von Paarungseigenschaften alternativer Nukleinsduren
ganz wesentlich erleichtert hat.

Abbildung 23 ruft am Modellbeispiel eines Einzelstrangs
der homo-DNA das Prinzip und das Ergebnis einer kon-
formationsanalytischen Paarungsprognose in Erinnerung.
Eine solche Analyse erfolgt anhand ,.idealisierter” Konfor-
mationen (ideale Staffelung samtlicher Einfachbindungen)
einer konstitutionell repetitiven Pyranosephosphodiester-
Einheit, ermittelt die Menge der enthalpisch stabilsten Kon-
formationen dieser Einheit durch Minimierung der Anzahl
Newman’scher 1,5-Repulsionen®™ und stereoelektronisch
sich begriindendem Ausschluss von zweifach antiparallelen
Phosphodiester-Konformationen und urteilt, ob sich inner-
halb dieser Menge der stabilsten Konformationen (zumin-
dest) eine befindet, die ,,repetitiv* ist, d.h. sich im Verband
eines Oligomer-Einzelstrangs identisch wiederholt. Ist dies
der Fall, ist Paarung moglich, und die repetitive Konforma-
tion der Monomereinheit entspricht der Paarungskonforma-
tion des Oligomersystems.""*!
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Abbildung 22. Der einzige Unterschied in der chemischen Struktur des
»homo-DNA“-Einzelstrangs zu jener des DNA-Einzelstrangs ist eine
ringstandige CH,-Gruppe.

Die Menge der stabilsten Konformationen der homo-
DNA-Einheit enthilt insgesamt zehn stabilste (idealisierte)
Konformationen, von denen zwei repetitiv sind und sich in
der Konformation der Phosphodiester-Gruppierung unter-
scheiden (synklinal/synklinal versus synklinal/antiparallel).
Folgt man aufgrund qualitativ-stereoelektronischer Betrach-
tungen (Anomereffekt) dem Postulat, dass die synklinale
Konformation eines Phosphodiester-Arms (= sc) stabiler sein
sollte als die antiparalle, so fillt die Entscheidung auf die
(—sc/—sc)-Konformation als Paarungskonformation der
homo-DNAM (Abbildung 23).

Wir hatten damals mit einiger Genugtuung zur Kenntnis
genommen, dass dieser (idealisierte) Konformationstyp
genau jener ist, der dem aus Rontgenstrukturbestimmungen
der DNA-Duplex bekannten A-Strukturtyp entspricht und
somit auch den Paarungskonformationstyp der RNA darstellt
(Abbildung 24). Nicht nur schien dies einen willkommenen
Beleg der Berechtigung des Vorgehens bei der Paarungs-
prognose zu bedeuten, sondern umgekehrt auch eine quali-
tative Deutung der Paarungskonformation der RNA zu sein:
Indem das entscheidende Selektionskriterium der kon-
formationsanalytischen Herleitung der Paarungskonformati-
on der homo-DNA die Minimierung der Anzahl sterischer
1,5-Repulsionen ist, legt die Ubereinstimmung der Paa-
rungskonformationen der homo-DNA und der RNA die
Auffassung nahe, dass sich die Konformation der natiirlichen
RNA durch Minimierung eben solcher sterischer Repulsio-
nen konstituiert. Dies bedeutet, dass die fiir RNA in Duple-
xen charakteristische A-Typ-Konformation des Oligomer-
Riickgrats diesem nicht primédr durch die rdumlichen An-
spriiche der Watson-Crick-Basenpaarung auferlegt wird,
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Phosphodiester-Konformationen -sc/-sc und +sc/+sc
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Abbildung 23. Paarungsprognose fiir homo-DNA durch qualitative Konformationsanalyse anhand idealisierter Konformationen: Von den insge-
samt vier sterisch geringst gehinderten Konformationen einer Riickgrateinheit mit zweifach synklinaler Phosphodiester-Gruppierung ist nur eine
Konformation , repetitiv®; von ihr wird erwartet, dass sie die Paarungskonformation ist. Bei Einbezug von Konformationen mit trans-synklinaler
Phosphodiester-Gruppierung gibt es zwei mégliche Paarungskonformationen.®”
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Abbildung 24. Konformationelle Analogie zwischen den Strukturen von [ |
homo-DNA, A-Typ-DNA und RNA sowie den Strukturen der Wen- ¢} ¢}
gel’schen ,locked-RNA“® und der Herdewijn’schen , Hexitol-NA“ !
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sondern dem Riickgrat immanent ist. Zu dem Ausmal3 wie | |
dies zutrifft, ist der RNA-Einzelstrang auf seine in Duplexen O— O—
eingenommene Konformation, und damit auf Watson-Crick- B-DNA "B-RNA"
Paarung hin, prdorganisiert. Abbildung 25 deutet auch an, VERBOTEN

weshalb der konformationelle R.ﬁCk.SCthSS von homO—DNA Abbildung 25. Konformationsbetrachtungen anhand idealisierter Kon-
auf RNA trotz ungleicher Konstitution der Zuckerbausteine  formationen lassen erkennen, warum der DNA als Paarungskonforma-
erlaubt erscheint. tionen Typ A und Typ B zuginglich sind, der RNA jedoch nur Typ A.
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Die Verdeutlichung und Klassifizierung der Paarungs-
konformation von nukleotidischen Nukleinsduresystemen auf
der Ebene ,idealisierter Konformationen erleichtert die
Erkennung von Zusammenhingen, die bei realistischer
Wiedergabe von Strukturdaten von Nukleinsduren vielfach
verwischt erscheinen. Oft wird der mit solcher Idealisierung
einhergehende Verlust an Wiedergabe der Realitdt durch
einen Gewinn an Sicht auf das Wesentliche aufgewogen. So
z.B. ist der konformationelle Ubergang von der A-Typ- zur B-
Typ-DNA als die dem organischen Chemiker vertraute Um-
klappung des ,,Halbsessels“ eines fiinfgliedrigen Rings er-
kennbar (Abbildung 25); oder jener ,,Van-der-Waals-Clash®,
der von den Entdeckern der DNA-Doppelhelix als verant-
wortlich dafiir vermutet wurde, dass fiir die RNA im Ge-
gensatz zur DNA eine B-Typ-Doppelhelix nicht in Frage
komme,”>* wird klar als sterische 1,5-Repulsion des New-
man’schen Typs identifizierbar (Abbildung 25). Der Grund
fiir die gegeniiber RNA-Duplexen betrichtlich erhohte Sta-
bilitidt von Duplexen der sogenanten ,,Jocked RNA“P4 wird
ebenso augenfillig, wie die Eigenschaft der von Piet Herde-
wijn konzipierten, zur homo-DNA isomeren ,,HNA“ [ mit
natiirlichen Nukleinsduren Kreuzpaarung einzugehen (Ab-
bildung 24) (vgl. auch unten).

Wie unten noch weiter auszufiihren sein wird, bildet
homo-DNA schon bei relativ kurzen Basensequenzen

Angewandte

Watson-Crick-Duplexe, die viel stabiler sind als entspre-
chende DNA-Duplexe. Hingegen ist sie unfihig, Kreuzpaa-
rung mit komplementdren DNA- oder RNA-Sequenzen ein-
zugehen. Dieses Unvermogen kam seinerzeit nicht als
Uberraschung, denn das idealisierte Modell eines homo-
DNA-FEinzelstrangs hatte (anders als das entsprechende
Modell eines DNA-Strangs) zum voraus angezeigt, dass ein
antiparallel paarender homo-DNA-Doppelstrang nicht heli-
kal, sondern tendentiell linear sein wird. Eine (fiir die da-
malige Zeit als umfassend zu bezeichnende) NMR-spektro-
skopische Analyse der Struktur des homo-DNA-Duplexes
der antiparallel-selbstkomplementéren Basensequenz 6'-
AsTs durch Gottfried Otting im Laboratorium von Kurt
Wiithrich® offenbarte tatsichlich eine weitgehend lineare
Duplexstruktur. Sie zeigte zwar den prognostizierten (—sc/
—sc)-Phosphodiester-Konformationstyp, erwies sich jedoch
insofern komplexer als erwartet, insofern dieser Konforma-
tionstyp als innerhalb des Duplexes in einem dynamischen
Gleichgewicht mit dem (ap/—sc)-Konformationstyp stehend
interpretiert werden musste (Abbildung 26, links).

Als die Kristallisation des homo-DNA-Duplexes der an-
tiparallel-selbstkomplementidren Basensequenz 6-CGAA-
TTCG gelang und man glaubte, damit die Frage nach der
Struktur der homo-DNA abschlieend durch Rontgenstruk-
turanalyse 16sen zu konnen, erwies sich diese Aufgabe in den

Blick von oben

Abbildung 26. NMR-spektroskopischer (links) und réntgenstrukturanalytischer (rechts) Einblick in die Struktur von homo-DNA-Duplexen: Ge-
meinsame Prisenz der sc/sc- und der ap/sc-Paarungkonformationen (Abbildung 23) im Duplex der antiparallel-selbstkomplementiren Basense-
quenz 6-A;T;* und die durch laterale Dimerisierung komplizierte Struktur des Duplexes der selbstkomplementiren Sequenz 6'-CGAATTCG."”!
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Hinden einer ganzen Reihe von Rontgenstrukturanalytikern
als ein derart vertracktes Problem, dass beinahe zwei Jahr-
zehnte vergehen mussten, bis schlussendlich Martin Eglil"!
nach systematischem Screening von ihm synthetisierter De-
rivate die Losung am Duplex der Selenophosphodiester-
sequenz CGAps, ATTCG prisentieren konnte. Sie offenbarte
eine Kiristallstruktur, deren kapriziose Komplexitdt darin
besteht, dass in ihr schwach rechts-helikale Duplexmolekiile
durch Interduplex-Wasserstoffverbriickung iiber zwei ,,aus-
gedrehte” Nukleobasen als Duplex-Dimere vorliegen (Ab-
bildung 26, rechts). Trotz dadurch bedingter konformatio-
neller Irregularitit des kurzen Oligonukleotidstrangs finden
sich in dessen reguldrem Teil die urspriinglich prognostizier-
ten und durch die NMR-Analyse bestatigten Charakteristika
der homo-DNA-Struktur nochmals belegt: antiparallele
Stranganordnung im Duplex, Sesselkonformation des Hexo-
pyranoserings mit dquatorialer Lage der Nukleobase, sc/sc-
Phosphodiester-Konformation des Oligonukleotidstranges
und vorherrschende Interstrang-Stapelung der Nukleobasen
als Folge ausgeprigter Neigung zwischen (lokaler) Strang-
achse und (lokaler) Basenpaarachse.

Da bereits in unseren ersten Beobachtungen iiber das
Verhalten der homo-DNA offenbar wurde, dass hier zum
ersten Mal ein Oligomersystem vorliegt, das mit sich selbst,
jedoch nicht mit DNA paart, d.h. mit sich selbst in einer
,Paarungs-Sprache® zu kommunizieren vermag, welche von
der ,,Sprache* der natiirlichen Nukleinsduren verschieden ist,
haben wir nicht zuletzt auch deshalb die Paarungseigen-
schaften der homo-DNA experimentell extensiv unter-
sucht.’* 1 Von diesen Eigenschaften sind die wichtigsten: In
der homo-DNA sind alle vier kanonischen Watson-Crick-
Paarungen stdrker als in der DNA ; homobasische Sequenzen
von Adenin zeigen starke Adenin-Adenin-Paarung im re-
verse-Hoogsteen-Modus, ebenso verhalten sich homobasi-
sche Sequenzen von Guanin (Abbildung 27); beide Purin-
Purin-Paare sind stidrker als das kanonische Adenin-Thymin-
Paar, das Guanin-Guanin-Paar jedoch schwicher als das ka-
nonische Guanin-Cytosin-Paar. Hieraus resultiert — abhingig
von der Basensequenz — eine zu DNA unterschiedliche Paa-

HOMO — DNA : PURIN-PURIN-PAARUNG
SCHMELZTEMPERATUREN (°C) VON HEXAMER-DUPLEXEN

15-20uM Nucleotid dd-BBBBBB

150mM NaCl BBBBBB-dd
10mM Tris pH 7

dd-BBBBBB
BBBBBB-dd

AIHID|X | G dd-BBBBBB

BBBBBB-dd
ADENIN A 47 dd-BBBBBB

BBBBBB-dd
HYPOXANTHIN H|<7 |—

HOOGSTEEN
26-piammnorurn. D |47 | <5 |36 40| aweizannis)
XANTHIN X|1*|—163]— \éVQI;SKON_

(DREIZAHNIG)
ISOGUANIN | |43] 12 |39 16 |42

w— KEINE PAARUNG
GUANIN G <15 (<15 |<15]| 186138 BEOBACHTET

Abbildung 27. Purin-Purin-Paarung in homo-DNA-Duplexen (Schmelz-
temperaturen T): Watson-Crick-Paarung von Xanthin mit 2,6-Diamino-
purin und von Guanin mit Isoguanin, sowie Selbst- und Kreuzpaarun-
gen nach dem reverse-Hoogsteen-Modus der Purine Adenin, 2,6-Diami-
nopurin, Isoguanin und Guanin (vgl. Abbildung 28).1%
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rungsselektivitiat. Bei der homo-DNA sind erstmals veritable
Purin-Purin-Basenpaarungen des  Watson-Crick-Modus

nachgewiesen worden: Die Purinbasen Xanthin (X) und
Guanin (G) bilden mit den nicht-kanonischen Partnern 2,6-
Diaminopurin (D) und Isoguanin (I) starke (vermutlich)
dreizéhnige Purin-Purin-Basenpaare (X/D und G/I) (Abbil-
dung 28). 2,6-Diaminopurin und Isoguanin sind zudem in der

ANTI-ANTI
ANTIPARALLEL
ISOMORPH

Abbildung 28. Konstitutionstypen der in den Duplexen der Abbil-
dung 27 vorkommenden Purin-Purin-Basenpaare.

Lage, sowohl unter sich wie auch mit den kanonischen Pu-
rinbasen im reverse-Hoogsteen-Modus zu paaren; solche
Paare sind indessen deutlich schwécher als die Watson-Crick-
Purin-Purin-Basenpaare A/D und G/I'"? (Abbildung 27).
Die aus den thermodynamischen Daten (Abbildung 29)
sich andeutende entropische Begiinstigung der Duplexierung
von kanonisch gepaarten homo-DNA-Stringen relativ zu
entsprechenden DNA-Strdngen entspricht dem Bild eines im
Vergleich zu letzteren hoheren Grades an Préorganisation
des homo-DNA-Stranges in Richtung auf die in Duplexen
vorliegende Konformation hin. Die konformationelle Stabi-
litdt eines Pyranose-Sessels im Vergleich zur hohen kon-
formationellen Flexibilitit eines Furanose-Rings macht ein
solches Bild plausibel. Befund und Interpretation dieses fiir
Paarungssysteme erstmals bei der homo-DNA durch ther-
modynamische Daten belegten Phéanomens erdffneten eine
Moglichkeit, die sich in der gerade um jene Zeit in Fahrt
gekommenen medizinalchemischen Forschung iiber kiinstli-
che Antisense-Oligonukleotidsysteme als fruchtbar erwies:
die Verwendung des Pridorganisationskriteriums als Pla-
nungshilfe bei der Suche nach Oligonukleotidsystemen mit
starkerer Paarung als RNA und DNA. Das Konzept hat
erstmals Christian Leuman!®™!™ zu seiner Synthese der
,Bicyclo-DNA*“ gezielt eingesetzt.'™ Den wohl eindriick-
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Abbildung 29. Vergleich der thermodynamischen Daten der Duplexierung von Einzelstringen gleicher Basensequenz in der homo-DNA und der
DNA-Reihe: Die fast durchgehend negativeren AG-Werte in der homo-DNA-Reihe sind durch entsprechende Unterschiede in den AS-Werten be-

dingt.[”'mo]

lichsten Erfolg erzielte das Konzept mit der Synthese der
LNA (,locked nucleic acid“) (Abbildung 24) durch Jesper
Wengel.” Piet Herdewijn, der unabhingig von der ETH-
Gruppe urspriinglich mit medizinalchemischer Zielsetzung
ebenfalls homo-DNA-Oligomere synthetisiert hatte,®1%!
gelang die wichtige Entdeckung der zu homo-DNA konsti-
tutionsisomeren HNA  (,,hexitolnucleic acid“; Abbil-
dung 24),”! deren Eigenschaft, mit RNA und DNA im
Watson-Crick-Modus Kreuzpaarungen mit antiparalleler
Stranganordnung einzugehen, den wichtigen Nachweis er-
brachte, dass eine sechsgliedrige Ringstruktur einer Zucker-
einheit in Oligonukleotiden nicht an sich die Bildung heli-
kaler Duplextrukturen des natiirlichen Typs ausschlieft. Im
Rahmen von umfassenden Untersuchungen zur Chemie von
Pyranoseoligonukleotiden hat dies Herdewijn""'%! zudem
durch die Synthese der zur urspriinglichen homo-DNA ano-
meren a-homo-DNA gezeigt;!”'"? diese paart im Unter-
schied zur ersteren mit RNA, wenn auch schwach, und in
paralleler Stranganordnung.

Oligonukleotidsysteme wie Bicyclo-DNA, HNA und
LNA, und dariiber hinaus auch zahlreiche weitere Paa-
rungssysteme, deren Synthese mit medizinalchemischer
Zielsetzung durch das Préorganisationskriterium stimuliert
wurde, 4104107108 ULISAIS] hahen keinen direkten Bezug zur
dtiologischen Problematik; sie alle sind kiinstliche Systeme,
deren Konstitution die fiir ,,potentiell natiirliche” Nuklein-
sdure-Alternativen zu fordernden Kriterien (vgl. oben) nicht
erfiillt.
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4.4. Hexopyranose-Nukleinsciuren

Bereits parallel zu den Studien iiber die Paarungseigen-
schaften des Modellsystems homo-DNA hatten wir mit Ar-
beiten begonnen, die uns zu ,echten Nukleinsdure-Alter-
nativen fiithren sollten, d.h. Oligonukleotiden, deren Zu-
ckerbausteine sich aus der Familie von solchen Hexosen re-
krutieren wiirden, die ebenso wie Pentosen in Formose-Re-
aktionsgemischen enthalten sind. Dabei sollten die iibrigen
konstitutionellen Elemente (Nukleobase, glucosidische An-
kniipfung der Nukleobase in dquatorialer Lage, (6'—4')- an-
stelle von (5'—3’)-Phosphodiester-Verbriickung) moglichst
der RNA entsprechen. Als Bausteine von Oligomeren
kommen von den insgesamt acht diastereomeren Hexopyra-
nosen nur zwei in Frage, wenn man fiir entsprechende Oli-
gonukleotide gleiche Riickgratstruktur und gleiche Paa-
rungskonformation wie bei der homo-DNA anstrebt; es sind
dies die Allose und die Altrose. Nur in diesen beiden Iso-
meren — bei obligat dquatorialer Lage der Nukleobase und
der beiden Riickgratsubstituenten — nimmt die freie Hydro-
xygruppe in Stellung 3 die axiale Konformation ein, in wel-
cher sie nicht zur Behinderung der Paarungskonformation
Anlass geben kann, wie sie es in dquatorialer Lage tun wiirde.
Die erste Wahl fiel auf p-Allose, denn sie steht konfigurativ
(relativ und absolut) der p-Ribose am nichsten, was sich in
der Tatsache reflektiert, dass das rac-Allosederivat in Aldo-
lisierungsexperimenten mit Glycolaldehydphosphat das
Hauptprodukt darstellt (Abbildungen 16-18),*7%11% ebenso
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Abbildung 30. Konstitution, Konfiguration und Chiralitit der experimentell untersuch-
ten, potentiellen RNA-Alternativen der Allose-, Altrose- und Glucose-Reihe.

wie dies fiir das rac-Pentosederivat bei entsprechenden Ex-
perimenten in Gegenwart von Formaldehyd der Fall ist."
Spéter kamen noch die D-Altrose- und die D-Glucose-Vari-
ante hinzu (Abbildung 30); erstere als Reaktion auf die im
Laufe der Arbeit gemachte Erfahrung, dass die Konfiguration
der 2'-standigen Hydroxygruppe fiir die Paarungsfihigkeit
von solchen Oligonukleotiden kritisch ist, letztere deshalb,
weil die Glucose den Ruf hat, die thermodynamisch stabilste
Aldose unter den Hexosen zu sein. Die experimentellen Er-
gebnisse iiber Allo-, Altro-, und Glucopyranosyl-(4,6)-Oli-
gonukleotide™” sind in ihrer Gesamtheit (leider) nach wie
vor nur in Dissertationen!'">!"""2!l ynd Postdoktoratsberich-
ten'?224 zuginglich.'*) Wie-
wohl Schlussfolgerungen aus
solchen Ergebnissen in diver-
sen Publikationen erwéhnt
wurden,[* 1585126121 gollen hier
unsere Erfahrungen iiber die
drei erwdhnten Hexopyranose-
Oligomersysteme etwas einge-
hender behandelt werden. Die
Untersuchungen iiber diese
drei Oligonukleotidsysteme
waren weniger umfassend als
jene iiber die homo-DNA; frith
wurde Klar, dass es sich hier um
Systeme handelt, die aufgrund
ihrer  Eigenschaften keine
Chance haben, evolutionire
Konkurrenten der RNA gewe-
sen zu sein.!"*")

Im Unterschied zu homo-
DNA, wo man sich bei der
Synthese von Oligonukleoti-
den® einfach an das Vorbild
der DNA-Synthetik halten
konnte, gab es bei der Herstel-
lung von Hexose-Analoga der

DNA

dd Gic -
HOMO-DNA

Allo -
ALLOSE-NA

ALTROSE-NA Altro -
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A. Eschenmoser

RNA infolge der zwei vicinalen, nicht in die

Phosphodiester-Briicken einbezogenen Hydro-
BASE xygruppen ein Schutzgruppenproblem. Als
dessen Losung fiir die beiden (2,3")-cis-stéandigen
Hydroxygruppen der Allose-Reihe erwies sich
die Isopropylidenacetal-Schutzgruppe, da sie,
obwohl sdureempfindlich, bei der Festphasen-
o synthese von Oligomeren die unter milderen
Bedingungen erfolgende sdurekatalysierte Ent-
fernung der 5'-Trityloxy-Gruppierung zu iiber-
stehen vermag.'"*'? Bei anschlieBenden Arbei-
o ten in der Altrose- und Glucose-Reihe stellte sich
indessen heraus, dass in diesen beiden Reihen die
unter basischen Bedingungen zu spaltende Ben-
o zoatgruppe als Schutzgruppe dienen kann.[%%121
Im iibrigen entsprach die Methodik der Herstel-
lung von Oligonukleotiden in dieser Reihe der
bei der Synthese von Oligonukleotiden der
homo-DNA-Reihe verwendeten.!

Die in Abbildung 31 aufgefiihrten experi-
mentellen Daten zeigen vorab vor allem Eines:
wie gliickhaft im Nachhinein die Entscheidung war, vorerst
das Modellsystem homo-DNA zu bearbeiten und sich erst
dann mit ,,potentiell natiirlichen” Alternativsystemen der
Hexose-Reihe zu befassen. Die unter Standardbedingungen
ermittelten Schmelztemperaturen der Duplexe der selbst-
komplementiren Basensequenz (5 bzw. 6')-CGCGAATT-
(bzw. UU)CGCG in den Reihen der DNA, homo-DNA und
Allose-NA stehen fiir den generellen Befund, dass die Purin-
Pyrimidin-Paarung in der Allopyranosyl-Reihe, wenn iiber-
haupt vorhanden, dann sehr viel schwicher ist als in der
homo-DNA. Die gegeniiber DNA und homo-DNA inverse
Abhingigkeit der Schmelztemperatur vom pH-Wert der

Tm
~10uM Oligomer
150 mM NaCl, 10 mM Puffer

pH 7 pH 4.3

58 ° 44°

86 ° 75°

- dd Gle

uu

<3° 20°

uu - Allo

uu

<0° 13°
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UuU - Altro

Abbildung 31. Vergleich der Paarungstirken von Duplexen einer antiparallel-selbstkomplementiren Dode-
camersequenz in der DNA-, homo-DNA-, Allose-NA- und Altrose-NA-Reihe.[''® %]
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Messlosung darauf hin, dass die im protonierenden Bereich
einsetzende Paarung des Allose-NA-Duplexes einen Konsti-
tutionstyp aufweist, der eine Protonierung des Cytosin-Part-
ners voraussetzt, wie dies z.B. bei der DNA fiir den Paa-
rungsmodus des Hoogsteen-Typs bekannt ist. Die lineare
Abhingigkeit der Schmelztemperatur des Duplexes der al-
ternierenden Sequenz 6'-allo-(GC)s vom pH-Wert der Losung
stiitzt diese Annahme (Abbildung 32). Die pH-Abhingigkeit
der Schmelztemperatur der Blocksequenz 6'-allo-(G;Cs) ist
hingegen komplizierter; eindeutig zeigt sie bei einem pH-
Wert um 5-5.5 einen abrupten Wechsel von einem pH-un-
abhingigen zu einem pH-abhingigen Paarungsmodus an.
Dass die im neutralen Bereich fiir dieses Blockoligomer be-
obachtete (schwache) Paarung einer Purin-Purin- und nicht
einer Purin-Pyrimidin-Paarung entspricht, ist wahrschein-
lich.["*!

Eingehende Versuche, an den formal antiparallel-selbst-
komplementiren Sequenzen 6'-allo-(AU),, 6'-allo-allo-A¢U,
und 6'-allo-UgA,, sowie den antiparallel-komplementéren
Sequenzpaaren A, und U, sowie 6'-allo-U,A,UA,U; und 6'-
allo-A;U,AU,A, durch Beobachtung von Schmelztempera-
turen und Temperaturabhédngigkeit von CD-Spektren die
Existenz einer Adenin-Uracil-Paarung schliissig nachzuwei-
sen, schlugen fehl. Diese Paarung ist in der Allopyranosyl-
Alternative zur RNA wenn tiberhaupt nur duBlerst schwach

ALLOSE-NA:

H (%]
24 -
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20
pH  Tn

i 43 31°(9.4uM)

.‘...___,“.t:,z':............................,,_ 7.4 <5° (9.7uM)
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c=8.4-11.3 uM; 150 mM NaCl, 10 mM Acetat/Citrat/Tris
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existent, und wenn, dann (infolge Konkurrenzierung durch
Adenin-Adenin-Paarung) stark sequenzabhingig.['' 1]
Homobasische Purin-Purin-Sequenzen der Allose-NA
verhalten sich &dhnlich wie entsprechende Sequenzen der
homo-DNA, d.h., sie paaren mit sich selbst, nur sind die
Schmelztemperaturen generell tiefer als bei der homo-DNA.
Fiir letztere ist nachgewiesen, dass die Guanin-Guanin- und
die Adenin-Adenin-Paarungen in solchen Sequenzen den
reverse-Hoogsteen-Modus in antiparalleler Strangorientie-
rung benutzen.”” ™ Wihrend aber z.B. die Struktur der
temperaturabhidngigen CD-Spektren und die hieraus ermit-
telten Schmelztemperaturen der homobasischen Sequenz A,
von homo-DNA (T,,=43°) und Altrose-NA (T,,=39°; vgl.
unten) sehr dhnlich sind, weist das CD-Spektrum der gleichen
Sequenz bei der Allose-NA (7, =29°) auf eine drastisch
unterschiedliche Struktur hin. Welche Paarungstruktur
(Hoogsteen-Paarung in paralleler Strangordnung oder syn-
Anordnung der Adeninkerne in antiparalleler reverse-
Hoogsteen-Paarung) diesen Unterschied bedingt, bleibt un-
bestimmt. Die Kombination von Guanin mit Isoguanin in
Sequenzen der Allose-NA zeigt ein viel komplexeres Ver-
halten als bei der homo-DNA.[?'1" Unter Standardbedin-
gungen bilden sich aus gleichen Aquivalenten der homoba-
sischen Sequenzen Gy und Iy Gemische von Triplex-Aggre-
gaten von zum Teil ungewohnlich hoher Schmelztemperatur,
selbstkomplementédre Sequenzen des Typs 6'-allo-G,I, und 6'-

GUANIN-CYTOSIN-PAARUNG

H (%)

24 A

allo(G5Cs)

20 4 pH  Tn

16 . R .n';.-;::_.‘.:..'.‘.‘.:::::.'_::::::: 7.9 12° (1 0.2}1M)
12 4 2 6.9 12° (11.3uM)

5] M..

o ;

0 4= T~ T T T
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allo—GGGGGCCCCC
CCCCCGGGGG —allo
Tm
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.\"‘
20 e
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Abbildung 32. Sequenzabhingigkeit der Abhingigkeit vom pH-Wert im Paarungsverhalten von zwei isomeren Guanin- und Cytosin-haltigen Allose-
NA-Decameren: Die ,RNA der Hexose-Reihe" ist kein Watson-Crick-Paarungssystem.["'®1'
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allo-1,G, scheinen hohere Assoziate zu bilden,!?!! wihrend
komplementidre Sequenzpaare G/I-haltiger Hexamere und
Octamere sich zu anscheinend ,normalen“, jedoch tief-
schmelzenden Duplexen vereinigen. Experimentieren mit
Allose-NA-Sequenzen bei Konzentrationen, die hoher waren
als die bei UV- und CD-spektroskopischer Charakterisierung
iblichen, erwies sich infolge akuter Loslichkeitsprobleme als
schwierig; schon deshalb lag eine NMR-spektroskopische
Strukturermittlung  auflerhalb  unserer = Moglichkei-
ten [118.119.121]

Das Fazit des Ersatzes der p-Ribofuranose durch die bp-
Allopyranose zu einer ansonsten der RNA konstitutionell
vollig analogen Oligonukleotidstruktur ist der fast vollige
Verlust der Fahigkeit zur informationellen Watson-Crick-
Basenpaarung. Dies steht im krassen Gegensatz zur homo-
DNA, in welcher diese Fiahigkeit — wenn auch sozusagen in
anderer ,,Sprache* — erhalten bleibt, ja sogar verstarkt ist. Die
in der homo-DNA gegeniiber RNA ausgeprigtere Tendenz
zur Purin-Purin-Paarung ist in der Allose-NA erhalten, wenn
auch in deutlich schwidcherem Ausmaf. Nach solchen Er-
gebnissen schien es wichtig, der Frage nachzugehen, warum
und wie die beiden zusétzlichen Hydroxygruppen der Allose-
NA die Paarungsfiahigkeit der homo-DNA derart zu kom-
promittieren vermogen. Eine Antwort ergab sich aus den
Paarungseigenschaften von 2'- und 3'-Desoxyderivaten der
Allose-NA, die eigens zu diesem Zweck synthetisiert wurden
(Abbildung 33).'2

,.»r' 2',3'- DIDEOXY - ALLO- -
(HOMO- DNA) o

M

OH

ALLO-
X /éq/ X
O,P\\O -o—R~o o AN,
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H H
Tm: OCTAMER 63° Tm: OCTAMER 16°
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z

Abbildung 33. Selbstpaarung von Hexopyranosyladenin-Oligonukleoti-
den (¢~10 um, 0.15m NaCl, pH 7, 260 nm). Vergleich der Paarungs-
stirken (im reverse-Hoogsteen-Modus) von A -Oligomeren (n=28 und
6) in der Allo-, 3’-Desoxyallo-, 2'-Desoxyallo- und 2',3"-Didesoxy-
allo(=homo-DNA)-Reihe: die dquatoriale Hydroxygruppe in Stellung 2’
ist Quelle sterischer Hinderung der Paarungskonformation des homo-
DNA-Typs.I'#

Modellbetrachtungen anhand der damals bereits vorhan-
denen NMR-Strukturdaten fiir homo-DNAM! hatten ver-
muten lassen, dass im Duplex eines homo-DNA-Derivats,
dessen Zuckerbaustein in Stellung 2’ eine Hydroxygruppe in
dquatorialer Lage aufweist, die Paarungskonformation einer
spezifischen sterischen Behinderung zwischen dieser Hydro-
xygruppe und der Nukleobase der nachfolgenden Nukle-
otideinheit begegnen wiirde. Die in Abbildung 33 wiederge-
gebenen experimentellen 7,-Daten fiir die Selbstpaarungs-

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Duplexe der homobasischen Sequenz A von homo-DNA und
der Allose-NA sowie deren 2'-Desoxy- und 3’-Desoxyderi-
vate stehen in Ubereinstimmung mit dieser Interpretation:
Verantwortlich fiir den weitgehenden Verlust an Basenpaa-
rungstirke der Allose-NA ist die 2'-stindige (4quatoriale)
Hydroxygruppe, und nicht die 3'-stindige (axiale). Neulich ist
diese Interpretation durch die bereits erwdhnte Rontgen-
strukturanalyse eines homo-DNA-Duplexes durch Martin
Egli® nachdriicklich gestiitzt worden (vgl. Abbildung 33).
Die Erfahrungen iiber die Allopyranosyl-NA und die
eben angedeutete Interpretation ihres Verhaltens hatten uns
seinerzeit zur Altropyranosyl-NA gefiihrt; diese unterschei-
det sich von ersterer in der Konfiguration der kritischen
Hydroxygruppe in Stellung 2 und néhrte deshalb unsere
Hoffnung, in ihr schlussendlich doch noch einer ,potentiell
natiirlichen“ Hexopyranose-Alternative der RNA zu begeg-
nen, die eine dhnlich hohe Paarungseffizienz aufweisen wiirde
wie die homo-DNA. Doch dies — soweit gepriift — traf nicht
zu: Die Watson-Crick-Paarung der antiparallel-selbstkom-
plementéren, in Abbildung 31 wiedergegebenen Sequenz bei
der Altrose-NA ist ebenso schwach (oder nicht existent) wie
bei der Allose-NA (Abbildung31), und homobasische
Adenin-Duplexe der Altrose-NA sind zwar um einiges sta-
biler als bei der Allose-NA, aber immer noch viel tiefer
schmelzend als bei der homo-DNA (Abbildung 34).11%%

\ Tm(°C)| AH | TAS |AG®T
H (10uM) | (keal/ mo)) | (keal/ mo) | (keal / mo)
~~o0 . HHO N/=N NH, dd(As)
H = 2 2',3'-Dideoxyallo- o R _ K
g VYV 43 39.4 | -30.1 | -9.3
AAAAAA-
\
o
AT allo(Ay;)
—o g N 12 o
sz _AAMARAAAAAAA  29° | -67.8 | -60.1| -7.7
HO OH NN AAAAAAAAAAAA-
\
o
OH
— ¥ =N altro(Aq,) .
" Y\( aparne 39° | -47.9 | -39.0 | -8.9
NN AAAAAAAAA-

Abbildung 34. Selbstpaarung von Hexopyranosyl-Oligonukleotiden:
thermodynamische Daten. Vergleich der Paarungsstirken im reverse-
Hoogsteen-Modus von A -Oligomeren der homo-DNA-, Allose-NA-
und Altrose-NA-Reihe.!"”!

Gemil der temperaturabhingigen CD-Spektren entspricht
die Paarungsstruktur jener der homo-DNA, und nicht der
Allose-NA, wie es die axiale Lage der 2'-Hydroxygruppe er-
warten ldsst. Die Guanin-Cytosin-Paarung in den selbst-
komplementidren Sequenzen 6'-altro-(GC)s; und 6'-altro-
(G;Cs) ist hingegen ebenso schwach wie in der Allopyranosyl-
NA, und die pH-Abhingigkeit der Schmelztemperatur
gleicht ebenfalls weitgehend dem in Abbildung 32 gezeigten
Verhalten der letzteren.'”! Die strukturelle Ursache dieser
unerwarteten Paarungschwiche sehen wir im Nachhinein
darin, dass in der Altrose-NA die 2'-Hydroxygruppe in axialer
Lage die Nukleobase der gleichen Nukleotideinheit sterisch
behindert und dadurch den nukleosidischen Torsionswinkel
zwingt, von seinem in der homo-DNA um —120° liegenden
Wert signifikant abzuweichen. Tatsédchlich wird in der Ront-
genstruktur des ,,Adenosins der Altrose-Reihe“ ein nu-

Angew. Chem. 2011, 123, 12618 —12681


http://www.angewandte.de

Prabiotische Chemie

HOCH, oy

N
HO h 1)

HO

Angewandte

Abbildung 35. Rontgenstruktur des Adenosins der p-Altrose-Reihel’® und schematische lllustration der Abhingigkeit zwischen nukleosidischem
Torsionswinkel und Neigung des Oligomer-Riickgrats relativ zur Nukleobase.

kleosidischer Torsionswinkel von —150.3° beobachtet (Ab-
bildung 35).1%71 Wie solche Anderungen im nukleosidischen
Torsionswinkel mit Anderungen in der Neigung zwischen
Riickgrat-Achse und Basenpaar-Achse in einem Duplex zu-
sammenhidngen, ist in Abbildung 35 (rechts) angedeutet;
Basenpaar-Abstédnde, somit auch Effizienz der Basenstape-
lung, sind dadurch direkt betroffen.l”?]

Was die konformationsanalytische Paarungsprognose be-
ziiglich der Paarungsfihigkeit von Glucose-NA (beide freien
Hydroxygruppen dquatorial) nach all diesen Beobachtungen
zum voraus erwarten lie3, hat das Experiment wiederum
bestétigt: An Oligonukleotidstrdngen mit D-Glucose als
Zuckereinheit mit Adenin und Uracil als Nukleobasen
konnte mit UV- und CD-spektroskopischen Methoden weder
Adenin-Adenin-Paarung noch Adenin-Uracil-Paarung be-
obachtet werden (Abbildung 36)."*"!

Als Teilantwort auf die eingangs gestellte Frage, ,, Warum
Pentose- und nicht Hexose-Nukleinsduren?* ist nach all
diesen experimentellen Ergebnissen zu folgern, dass RNA-
Varianten, in denen anstelle der b-Ribofuranose eine der drei
Hexopyranosen p-Allose, b-Altrose und p-Glucose als Zu-
ckerbaustein gestanden hitte, in einem chemisch-biologi-
schen Selektionsprozess keine Konkurrenten der RNA hétten
sein konnen, denn ihnen fehlt die funktionelle Voraussetzung
hierzu (Abbildung 36 und 37)."*! Auch wenn sich unsere
Erfahrung iiber diese Alternativsysteme auf relative kurze
Basensequenzen beschrdnkt, und zu erwarten ist, dass bei
hoheren Sequenzldngen stabilere Komplexe auftreten, ist die
an kurzen Sequenzen festgestellte extreme Sequenzabhin-
gigkeit der (schwachen) Basenpaarungen mit Informations-
iibertragung der Art, wie wir sie von natiirlichen Nuklein-
sduren kennen, unvereinbar; denn eine solche verlangt eine
moglichst weitgehende Invarianz der Paarungstirke von der
Varianz der Basensequenz innerhalb eines gegebenen Satzes
von Nukleobasen.
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Abbildung 37. Qualitative Ubersicht auf paarungsrelevante sterische
Hinderungen der Paarungskonformation des homo-DNA-Typs in Hexo-
pyranose-NA-Oligomeren.

4.5. Pyranoseform der RNA (,,p-RNA“)

Der drastische Unterschied in den Paarungseigenschaften
des Modellsystems homo-DNA und seiner ,,potentiell natiir-
lichen“ Dihydroxy-Analoga war ein Befund, dessen chemi-
sche Interpretation man vielleicht am priagnantesten als Pa-
raphrase eines legendiren Ausrufs'®! wiedergibt: ,,Zu viele
Atome!“. Die Einsicht, dass die zusitzlichen Hydroxygrup-
pen in den drei untersuchten Hexopyranose-Nukleinséduren
die von Duplexen der homo-DNA eingenommene Paa-
rungskonformation sterisch behindern, wies uns von den
Hexosen zuriick zu den Pentosen und vorab zur Frage, ob es
eine paarungsfahige RNA-Alternative gibt, die anstelle der
Ribofuranose die Ribopyranose als Zuckerbaustein aufweist.
Im Unterschied zu einem Hexopyranose-Baustein, auf wel-
chen der Strukturtyp der RNA leicht und auf offensichtliche
Art iibertragbar ist, verlangte die Ribopyranose eine Ande-
rung im Konstitutionstyp des Oligonukleotids: Die einzige
Moglichkeit, die seinerzeit als imperativ betrachtete Forde-
rung nach einer 6-Zentren-Periodizitit des Oligonukleotid-
Riickgrats!'™ zu erfiillen, war eine Phosphodiester-Verbrii-
ckung iiber die cis-stindigen Hydroxygruppen in den Stel-
lungen C-4 und C-2° des Ribopyranose-Rings (Abbil-
dung 38). Fiir diesen Konstitutionstyp zeigte die beim Ent-
wurf der homo-DNA-Struktur bewéhrte Methode der kon-
formationsanalytischen Paarungsprognose, dass von insge-
samt neun stabilsten (idealisierten) Konformationen der
Ribopyranosephosphat-Einheit eine einzige repetitiv ist,
womit die Paarungskonformation eines solchen hypotheti-
schen Oligonukleotids vorausgesagt und somit zu erwarten
war, dass die Pyranoseform der RNA paarungsfihig sein
miisste."* Molekiilmodelle von Duplexen dieser ,,Pyranosyl-
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Abbildung 38. Chemische Struktur und prognostizierte Paarungskon-
formation der Pyranose-Form der RNA (,p-RNA®).['*

RNA“ (p-RNA) deuteten klar darauf hin, dass es sich dabei
um eine weitgehend lineare Struktur mit starker Neigung mit
einem gegeniiber homo-DNA umgekehrtem Neigungssinn
handeln wird (Abbildung 38). Ein Element an Unsicherheit
lag darin, dass in einer solchen Struktur die Phopshodiester-
Gruppierung obligat eine synklinal/antiparallele Konforma-
tion aufweisen muss, und nicht eine zweifach synklinale
Konformation einnehmen kann, wie sie in der RNA vor-
kommt und fiir diese als die stabilere Konformation einge-
schitzt wurde.’ Eine alternative Nukleinsidurestruktur, die
aus dem (konstitutionell) gleichen Zuckerbaustein Ribose
aufgebaut ist wie die RNA und sich zu dem nach chemischem
Ermessen mit Reaktionsstufen des gleichen Typs wie jene zur
RNA hitte bilden konnen, ist fiir die Atiologie der RNA-
Struktur von besonderem Belang. Entsprechend eingehend
haben wir das Projekt ,,p-RNA“ denn auch bearbeitet.3>14!l

Die Pyranoseform der RNA erwies sich als ein in diversen
Beziehungen hervorragendes Paarungssystem; seine beson-
dere Struktur reflektiert sich in hochst instruktiver Weise in
seinen besonderen Paarungseigenschaften. Die von Bernhard
Jaun und Mitarbeitern NMR-spektroskopisch ermittelte und
von Romain Wolf molekulardynamisch modellierte Struktur
des Duplexes der antiparallel-selbstkomplementédren Se-
quenz 4-pr-(CGAATTCG) zeigt eine (schwach) linkshelikale
Leiterstruktur mit antiparalleler Strangorientierung und
einer starken Riickgrat/Basenpaarachsen-Neigung (Abbil-
dungen 39 und 40).[3¢1421%] Djese weist eine im Vergleich zur
homo-DNA umgekehrte Orientierung auf.”’'*! Der Struk-
turtyp entspricht zu einem bemerkenswerten Ausmal jenem,
der durch qualitative Konformationsanalyse anhand ideali-
sierter Konformationen fiir einen p-RNA-Duplex vorausge-
sagt worden war.!*

Die p-RNA unterscheidet sich in ihren Paarungseigen-
schaften scharf von jenen der RNA und DNA; dies ist vor
allem eine Konsequenz der starken Neigung der p-RNA-
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Abbildung 39. NMR-spektroskopisch beobachtete Paarungskonformati-
on von p-RNA."*® Die Basenstapelung ist interstrangular.

Abbildung 40. Die NMR-spektroskopisch ermittelte Struktur des p-
RNA-Duplexes der antiparallel-selbstkomplementiren Basensequenz
4'-CGAATTCG ist eine schwach linkshelikale Leiterstruktur mit starker
Riickgratneigung 361!

Leiterstruktur.'**"* !4 Duplexe sind durchwegs nach dem
Watson-Crick-Modus gepaart und zeigen durchwegs hohere
Schmelztemperaturen als entsprechende Duplexe der natiir-
lichen Reihe. Wie bei der homo-DNA ist auch die Basen-
paarung der p-RNA zu jener der RNA und DNA orthogonal,
dariiber hinaus aber auch orthogonal zur Basenpaarung der
homo-DNA. Im wichtigen Unterschied zu sowohl homo-
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DNA als auch DNA zeigen p-RNA-Basensequenzen — we-
nigstens in untersuchten Konzentrations- und Sequenzlénge-
Bereichen — keinerlei Paarung im Hoogsteen-Modus, weder
zwischen Purinen und Pyrimidinen noch zwischen Purinen
und Purinen.3 34141 Wie bei der homo-DNA ist die Du-
plexierung durch Watson-Crick-Paarung in antiparalleler
Strangorientierung gegeniiber Paarung in paralleler Orien-
tierung viel stirker bevorzugt als bei der DNA :**'* Fiir ein
Adenin- und Thymin-haltiges Hexadecamer der p-RNA-
Reihe, dessen Duplex mit dem antiparallel-komplementéren
Strang unter Standardbedingungen iiber 60°C schmilzt,
wurde keinerlei Duplexierung mit seinem parallel-komple-
mentiren Strang beobachtet.'""!] Dies entspricht der Erwar-
tung, dass Oligomersysteme mit starker Riickgratneigung aus
geometrischen Griinden®™' keine Paarung in paralleler
Stranganordnung eingehen sollten. Solche Strangorientie-
rungsselektivitét ist aus dtiologischer Sicht von Belang; auf
Grund dieser und anderer Eigenschaften wire die Paa-
rungsspezifitdt der p-RNA eigentlich als hoher einzuschétzen
als jene der natiirlichen Systeme (vgl. jedoch unten die Dis-
kussion zu Abbildung 57).

Fine weitere Konsequenz der starken Neigung der p-
RNA-Leiterstruktur ist die Interstrang-Basenstapelung. Es ist
dies ein Aspekt von Oligonukleotid-Duplexstrukturen,
dessen Bedeutung fiir die Eigenschaften von Paarungssyste-
men wir wohl erst bei den Arbeiten iiber die p-RNA richtig
erkannt hatten, wiewohl auch die Struktur der homo-DNA
eine starke Neigung (mit umgekehrter Orientierung) auf-
weist,"*”"1%1 Bei Interstrang-Stapelung stapeln benachbarte
Nukleobasen paarweise, wobei die beiden Basen nicht dem
gleichen Strang angehoren; im Gegensatz ist Intrastrang-
Stapelung eine solche zwischen benachbarten Nukleobasen
des gleichen Stranges und ist nicht auf Interaktion zwischen
Paaren solcher Basen eingeschrénkt. In der Standardstruktur
einer B-Typ-DNA ist die Basenstapelung rein intrastrangulér,
im A-Typ (sowie bei der RNA) ist sie ein Hybrid der beiden
Stapelungen, und in p-RNA-Duplexen ist sie rein interstr-
anguldar (Abbildung 39). An sich wire zu erwarten, dass In-
terstrang-Basenstapelung effizienter zur Stabilisierung eines
Duplexes beitrdgt als Intrastrang-Stapelung, denn beim
»3chmelzen“ der Duplexstruktur verschwindet sie; dies
braucht fiir Intrastrang-Stapelung nicht unbedingt der Fall zu
sein. Die simple Erwartung, dass der Beitrag der Interstrang-
Stapelung zur Stabilitdt eines p-RNA-Duplex durch Purin-
Purin-Stapelung am gréBten und durch Pyrimidin-Pyrimidin-
Stapelung am geringsten sein wiirde, und dass dadurch Sta-
bilitdtsunterschiede der Duplexe von isomeren Basen-
sequenzen weitgehend rationalisierbar sein sollten, fand sich
experimentell in bemerkenswertem Ausmaf bestitigt (Ab-
bildung 41-43).1371%191 Gleiches gilt fiir die Erwartung,
wonach sogenannte ,,dangling bases* einen p-RNA-Duplex
nur dann stabilisieren, wenn sie am 2'-Ende eines Stranges
sitzen, und dass sie dies als Purine stirker tun, als in Form von
Pyrimidinen (Abbildung 43 und 44). Die Zuverlissigkeit
dieser Zusammenhénge ist gestiitzt durch die Beobachtung
von deren systematischer Umkehr bei entsprechenden
Komplexen der homo-DNA, bei welcher die Riickgrat-
neigung umgekehrte Orientierung aufweist (Abbildung 41—
44).0%0]
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gensitzlichen Einfluss der Interstrang-Basenstapelung auf die Duplex-
stablitdt (vgl. Abbildung 42)." Fehler bzgl. AH= £10%; 10 um, 5 . . .
150mm NaCl, 10 mm Tris-HCl, pH =7.0. Tmapw  66%1°C 68°C | 81°C | 68°C | 76°C
AGPBK -4.3 4.5 -6.3 -4.4 -5.4
AH -35.9 -35.6 -39.9 -34.9 | -36.7
Ein nicht unbetréchtlicher Teil unserer Arbeiten {iber die TAS™EK 316 311 -33.6 -30.5 -31.3

chemischen Eigenschaften der p-RNA sind durch Uberle-

gungen initiiert worden, die sich aus einem é&tiologischen
Blickwinkel ergaben. So ist mit einem Seitenblick auf das

Konzept der ,,RNA-Welt“ (vgl. unten) von einem potentiell
primordialen genetischen Paarungssystem zu fordern, dass es

wenigstens grundsitzlich eine hohe Mannigfaltigkeit se-
quenzspezifischer Strukturformen ausbilden kann. Nicht zu-

P¥n- l:)Un

PUn - PYn

(py-PU), (PU-py),

p-RNA

homo-DNA

stabiler

stabiler

Abbildung 42. Schematische Erlduterung des gegensitzlichen Einflusses der umgekehrt orientier-
ten Riickgratneigung von p-RNA und homo-DNA auf die Interstrang-Stapelung (py = Pyrimidin;

PU = Purin) und somit die Stabilitat von Duplexen gleicher Basensequenz.!
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Abbildung 44. Einfluss tiberhdngender Basen auf die Stabilitit von
p-RNA-Haarnadel-Komplexen.['*®141]

letzt deshalb haben wir gepriift, ob die p-RNA in der Lage ist,
Haarnadel-Komplexe zu bilden. Trotz der durch die Pyrano-

seform des Zuckerbausteins im Ver-
gleich zu RNA erhohten Fixierung des
Riickgrats erfolgt die Bildung von
Haarnadel-Komplexen selbst  bei
kurzen Sequenzen iiberraschend
leicht, d.h. vergleichbar leicht wie bei
der RNA (Abbildung 44).1%"
Wiewohl in der p-RNA-Reihe —in
scharfem Gegensatz zur homo-DNA —
keine (homochirale) Purin-Purin-
Selbstpaarung im reverse-Hoogsteen-
Modus beobachtet wurde (vgl. oben),
haben eingehende Studien zur Chiro-
selektivitit von p-RNA-Basenpaa-
rungen andere Paarungstypen aufge-
deckt, an denen ausschlieBlich Purine
beteiligt sind. Wie bei der homo-DNA
(Abbildung 28), so auch hier, bilden
Guanin und Isoguanin ein Watson-
Crick-Basenpaar, wenn auch nicht ein
so starkes wie das kanonische zwi-
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schen Guanin und Cytosin. Dar-
uber hinaus zeigten Paarungs-
experimente mit homobasischen
Sequenzen G, und C, oder IsoG,,
(n=6,8) in homochiralen Strén-
gen sowohl gleichen als auch
gegensitzlichen Chiralitétsinns
(Paarungsexperimente b-G,, und
L-G, mit p-C, und D-IsoG,),
dass bei der p-RNA die Watson-
Crick-Paarung strikt enantiose-
lektiv ist.'* Auch heterochirale
Purin-Purin- und Purin-Pyrimi-
din-Paarungen (offenbar nach
dem reverse-Hoogsteen-Modus)
zwischen Basensequenzen in
homochiralen Stringen entge-
gengesetzten Chiralitétsinns
wurden  beobachtet.  Unter
diesen ist vor allem die hohe
Stabilitdt des Duplexes zwischen L-(Isoguanin)g mit D-(Cy-
tosin)g bemerkenswert. Zudem bilden homobasische L-Iso-
guanin-Sequenzen mit homobasischen D-Isoguanin-Sequen-
zen (schwache) Duplexe, wohl nach dem reverse-Watson-
Crick Modus-zwischen zwei bei dieser Purinbase leicht zu-
ginglichen Tautomeren als Paarungspartner.[13> 141

Die im étiologischen Kontext zentrale Frage nach der
Replizierbarkeit eines Oligonukleotidsystems haben wir in
der p-RNA-Reihe durch die Replikation von Oligonukleotid-
Sequenzen durch templatkontrollierte Ligation'*’! eingehend
studiert.[134138139.141] ijelyersprechend in diesem Zusammen-
hang war die wichtige Eigenschaft der p-RNA, keine hom-
ochirale Hoogsteen-Selbstpaarung von Purinen zu ermogli-
chen, denn Leslie Orgel™! hatte in seinen Pionierarbeiten
tiber templatkontrollierte Oligomerisierung aktivierter Mo-
nonukleotide in der RNA-Reihe festgestellt, dass diese Art
der Selbstpaarung von Guanin dadurch ein wesentlicher
Storfaktor bei der nicht-enzymatischen Replikation von RNA
sein kann, dass sie Guaninsequenzen der Templat-Komple-
xierung mit Cytosin-Einheiten entzieht. Dieser Storfaktor
entfillt bei der p-RNA.

Alle unsere Ergebnisse zur Replikation von p-RNA-Se-
quenzen stammen aus Experimenten, welche auf der ein-
fachst und mildest moglichen Aktivierung einer Nukleotid-
oder Oligonukleotid-Einheit beruhen, nimlich der Uberfiih-
rung einer 2'-Phosphatgruppe in ein fiinfgliedriges (2',3')-
Cyclophosphat mittels eines wasserloslichen Carbodiimids als
Dehydratisierungsmittel. Dieser Aktivierungsmodus fiihrt in
der p-RNA-Reihe iiber eine streng regioselektive Ligation
zur korrekten (4'—2")-Phosphodiesterverkniipfung; die iso-
mere (4'—3")-Kupplung wird nicht beobachtet. Der Grund
hiefiir ist eine als ,,gliickhaft zu bezeichnende Anordnung
der Reaktionszentren im Ligationskomplex; in diesem liegt
die 2'-Hydroxygruppe der nukleophil agierenden Ligand-
komponente colinear zur P-O(3')-Bindung der Cyclophos-
phat-Komponente, perfekt praorganisiert fiir eine unter In-
version am Phosphorzentrum erfolgende Substitution der 3'-
Sauerstoff-Funktion (Abbildung 45).*! Im Gegensatz hierzu
erzeugt in der RNA-Reihe die analoge Ligation iiber die

organisiert.'*!
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Abbildung 45. 2',3'-Cyclophosphat-aktivierte p-RNA-Liganden an antiparallel komplementaren RNA-Temp-
laten sind fiir die regioselektive Ligation zu 2’,4’-verkniipfter Phosphodiester-Verbriickung strukturell pri-

(2',3")-Cyclophosphatgruppe ebenso regioselektiv die nicht-
natiirliche (5'-2')-Verkniipfung.'**! Die nicht-enzymati-
sche, templatkontrollierte Ligation {iber den Cyclophosphat-
Aktivierungsmodus fithrt demnach von der p-RNA wiederum
zur p-RNA, nicht aber von der RNA zur RNA (Abbil-
dung 46). Einmal mehr ist diese spezielle Eigenschaft der p-
RNA eine Folge der fiir sie so charakteristischen Riickgrat-
neigung.4’]

Das in Abbildung 47 illustrierte Experiment ist repra-
sentiv fiir eine grofere Zahl von Experimenten mit Octamer-
Templaten und aktivierten Tetramer-Liganden, die zur Ab-
kldrung der Regioselektivitdt der Cyclophosphat-Ringoff-
nung, der Sequenz-Reproduktionstreue, Sequenzabhingig-
keit, Mediumabhéngigkeit und Chiroselektivitét der replika-
tiven Ligationsreaktion in der p-RNA-Reihe durchgefiihrt
wurden.'** %131 Unter den verwendeten Konzentrationsbe-
dingungen (150 pmol Templat, 450 ymol Tetramer-2',3'-cy-
clophosphat, in Gegenwart von LiCl) verlaufen solche Liga-
tionen binnen Tagen und werden im Wesentlichen einzig
(jedoch effizient) durch die hydrolytische Deaktivierung der
Cyclophosphatgruppe am Ligand limitiert. Die Ligation ist
chiroselektiv, d.h., kombiniert man ein homochirales D-
Templat mit homochiralen enantiomeren Liganden, erfolgt
unter sonst gleichen Bedingungen keine feststellbare Ligati-
on. Dasselbe gilt fiir die Gruppe von diastereomeren Ligan-
den, in denen nur je eine der vier Nukleotideinheiten die
enantiomere Konfiguration aufweist; eine Ausnahme macht
das Diastereomere mit der enantiomeren Einheit am 4'-Ende,
dieses zeigt eine nur ungefihr 10-mal langsamere Reaktion
als das homochirale Isomer. Ligationen mit Liganden, die aus
Sequenzen aus ausschlieBlich Adenin- und Thymin bestehen,
verlaufen noch entsprechend langsamer; indessen verlaufen
sie sehr effizient mit entsprechenden Hexadecamer-Templa-
ten und aktivierten Octamer-Liganden.

Ligationen erwiesen sich vor allem auch im Falle von
Haarnadel-bildenden Templaten und Liganden des in Ab-
bildung 48 wiedergegebenen Typs erfolgreich. Die Suche
nach einer ,,Ligase®, die in der Reihe der Haarnadel-Temp-
late doch wohl am ehesten Aussicht auf Erfolg versprechen
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Abbildung 46. Die templatkontrollierte Ligation von 2’,3'-Cyclophosphat-aktivierten Liganden in der p-RNA-Reihe fiihrt mit hoher Regioselektivitat
zur 2',4'-Verknuipfung der Liganden, im Unterschied zur RNA, wo die analoge Ligation nicht zur natiirlichen 3',5'-Verkniipfung, sondern zur isome-

ren 2',5-Verkniipfung fuhrt.['*

CGGGCGGG=—

als Templat CGGGCGGG=

= GCCC - GCCCGCCC

L 1.5M LiCl L
<p cp (p)

1 mM EDTA
100 mM HEPES, pH 8.5
Raumtemperatur

Cyclophosphat Templat allein

+ Templat

Cyclophosphat
allein

) |

1 Woche

A

Abbildung 47. HPL-chromatographische Verfolgung eines Ligations-
experiments in der p-RNA-Reihe (nebst Testexperimenten). Nebenreak-
tion ist die Hydrolyse der 2’,3'-Cyclophosphat-Gruppierungen in Ligand
und Produkt zu entsprechenden Phosphat-Gruppierungen (links der
Hauptsignale auftretende Begleitsignale).*
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sollte, blieb erfolglos; trotz eingehender Bemiihungen in
problemgerechte Richtungen ist uns nicht gelungen, die Re-
plikation einer solchen Haarnadelsequenz katalytisch, d.h.
mit einer hoheren Turnover-Zahl als 1 zu erreichen.!*! Ver-
suche, die ,,Produkthemmung“ der Freisetzung des Ligati-
onskatalysators (= Templat-Haarnadel) durch periodische
Fluktuation der Temperatur des Reaktionsmilieus zu {iiber-
winden, scheiterten experimentell an der Komplexitdt der
Gemische, die sich infolge gleichzeitiger Beschleunigung der
hydrolytischen Deaktivierung von Cyclophosphat-Gruppie-
rungen ergaben. Ob Ligase-Aktivitdt jenseits des von uns
analytisch beherrschbaren Bereichs an (niederen) Templat-
und Ligand-Konzentrationen beobachtbar gewesen wire,
bleibt eine wichtige offene Frage.

Der vielleicht bemerkenswerteste Befund tiber Ligati-
onsreaktivitit in der p-RNA-Reihe betrifft die Selbstkonsti-
tuierung von hoheren Olignukleotidsequenzen in Duplexen
durch Oligomerisation von (antiparallel) halb-komplemen-
tiren Tetramer-2',3-cyclophosphaten.'*141 Solche Oligonu-
kleotidsequenzen sind im allereinfachsten Fall selbstkom-
plementire, repetitive Oligomeren einer einzigen halb-
selbstkomplementéiren Tetramersequenz (z.B. 4-ATCG-cp)
(cp = Cyclophosphat) (Abbildung 49). Sie kénnen auch zwei
unterschiedliche, zueinander komplementére repetitive Oli-
gomeren von zwei unterschiedlichen zueinander halb-kom-
plementdren Tetrameren sein (z.B. 4-ACGG-cp im Gemisch
mit 4-GTCC-cp). Im allgemeinsten (experimentell nicht be-
handelten) Fall sind sie eine Vielzahl von paarweise kom-
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Abbildung 48. Potentiell replikative Ligation von p-RNA-Hexameren zu
Haarnadel-bildenden p-RNA-Dodecameren (Turnoverzahl=1).0"

T O pM)‘ 44 19 74 °C

P P p P p
—ATCG == —ATCGATCG —™ —ATCGATCG — —ATCGATCG
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12-mere usw. =— —ATCGATCGATCG =— —ATCGATCG
GCTAGCTA— GCTAGCTA—
16-mere | ]
20-mere P P
24-mere

usw.

co(Tetramer) = 2.5 mM in 1.5 M LiCl, 1 mM EDTA,
100 mM HEPES, pH 8.5, 4°C, 8 Wochen
> 70% hohere Oligomere
Abbildung 49. Ligative Selbstkonstituierung von p-RNA-Duplexen aus-
gehend von halb-selbstkomplementaren Tetramer-2',3'-cyclophospha-
ten am Beispiel des Tetramers pr-ATCG-2',3'-cp.'*¥

plementiren Oligomersequenzen, die grundsitzlich aus einer
quasi-stochastischen Cooligomerisation eines Satzes von
halb-komplementéren, bzw. halb-selbstkomplementédren Te-
tramersequenzen hervorgehen konnen (z.B. 4-ATCG-cp im
Gemisch mit 4-GCCG-cp).

Nebst anderen Tetrameren wurde der Prozess vor allem
an der Tetramersequenz 4'-ATCG-cp untersucht (Abbil-
dung 49). Mittels (Einzelstringe erfassender) HPL-Chroma-
tographie war das sukzessive Auftreten von Tetramer-Oligo-
meren zu beobachten, das der Vorstellung von einem lang-
samen, aber stetigen Anwachsen von Duplexen unterschied-
licher Sequenzlidnge entspricht, innerhalb welchen sich ko-
operativ in beiden Strdngen Oligomere des Tetramers von
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zunehmendem Oligomerisationsgrad konstituieren. Bemer-
kenswert ist wiederum die ausgeprédgte, in Abbildung 50
wiedergegebene Chiroselektivitit dieses Wachstumsprozes-
ses: Von den insgesamt acht moglichen diastereomeren
Enantiomeren eines racemischen Gemischs des Tetramers!'*®!
reagiert das homochirale Isomer weitaus am raschesten; alle
heterochiralen Isomere zeigen hingegen kaum feststellbare
Produktbildung, wiederum mit Ausnahme des in der 4'-End-
position heterochiral substituierten Tetramers 4'-LDDD-
cp,l*! das etwa 1/10 der Reaktivitit des homochiralen Te-
tramers aufweist."™ Lisst man die Oligomerisation des
homochiralen Tetramers in Gegenwart der heterochiralen
Diastereomeren ablaufen, findet man die Oligomerisations-
effizienz im Wesentlichen unbeeintréachtigt. Was auch hier ein
stetes Fortschreiten des Ligationsprozesses stort, ist die hy-
drolytische Deaktivierung von Cyclophosphat-Gruppierun-
gen. Wiewohl eine Erwartung wie die folgende von der ex-
perimentell erfassten Realitdt sich entfernt, ist dennoch
festhaltenswert, dass aus einem dquimolaren Gemisch der
insgesamt acht moglichen diastereomeren Racemate eines
halb-selbstkomplementédren Tetramer-2',3'-cyclophos-
phatsi'*¥ ein racemoides Gemisch von Duplexen aus weitge-
hend homochiralen Oligomersequenzen hervorgehen wiirde.

Das Leistungsvermégen der von uns verwendeten HPL-
chromatographischen Methode war von vornherein zu be-
grenzt, als dass wir damit das eigentliche Potential dieses
Reaktionstyps hétten ausloten konnen, ndmlich die kombi-
natorische Selbstkonstituierung von hoheren p-RNA-Se-
quenzen ausgehend von Sitzen unter sich halb-komplemen-
tarer Tetramer-2'3'-cyclophosphate.’! Um der Illustration
des Prinzips willen zeigt Abbildung 51 einen solchen in sich
konsistenten Cooligomerisationssatz von 16 Tetramer-
sequenzen; dieser definiert sich dadurch, dass fiir jeden unter
diesen Tetrameren formal moglichen Ligationsschritt das
hierzu erforderliche Templat-Tetramer innerhalb des Satzes
enthalten ist. Von den beiden eingerahmten Subsétzen von je
vier Tetrameren ist jeder fiir sich ebenfalls ein solcher in sich
konsistenter Cooligomersationssatz. Bei Hintanstellung all
jener Faktoren, die in der Realitdt das Verhalten solcher
Reaktionssysteme aus vielen teils offensichtlichen Griinden
duBlerst komplex machen wiirden, lisst sich ermessen, wie
Diversitidt an hochmolekularen Strukturen in einem solchen
System sich konstituieren konnte: fiir einen Cooligomerisa-
tionssatz von vier (aktivierten) Tetrameren errechnen sich 10°
verschiedene Sequenzen in Duplexen von 40-meren (10-
meren von 4-meren), und fiir einen 16er Satz wiren es formal
1.8 x 10" Sequenzen in Duplexen von 64-meren. Zwei solcher
Sequenzen sind (als Duplex) zur Illustration in Abbildung 51
wiedergegeben.

Es lohnt sich, hier einem gedanklichen Experiment ste-
reochemischer Art Raum zu geben (Abbildung 52): Wiirde
man in radikaler Vereinfachung der Realitdt einem Gemisch
der je 8 Racemate eines Satzes von 16 Tetrameren einen rein
stochastischen Verlauf der kombinatorischen Cooligomeri-
sation unterstellen und zudem annehmen, dass diese nicht zu
einer Bibliothek von verschiedenen Duplex-Langen, sondern
ausschlieBlich zu Duplexen von 100-meren fiihrte, und wiirde
man ferner der Reaktion vdllige (und nicht nur, wie oben,
,weitgehende*) Chiroselektivitidt auferlegen, dann diirfte
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Abbildung 50. Chiroselektivitat der ligativen Selbstkonstituierung (vgl. Abbildung 49): Ersatz der - durch
die L-Ribose in je einer der vier Nukleotideinheiten des all-D-Tetramers vermindert die Gesamtausbeute an

Oligomeren ca. 100- bis 500fach, ausgenommen des Ersatzes am 4'-Ende, wo die Ausbeute nur um den
Faktor von rund 10 geringer ist."*® Angegeben sind die Ausbeuten an héheren Oligomeren; nach 3

Wochen, 0.0025 m, 1.5m LiCl, 4°C.

A. Eschenmoser

den, was ausschlie3t, dass sie
Racemate sein konnten. Ein
solches Szenario illustriert die
Vorstellung, dass ein chemi-
sches System bei stochasti-
schem Anwachsen molekularer
Komplexitdt letztlich nicht
umhin kann, den Bruch der
molekularen Spiegelsymmetrie
herbeizufithren und  zwar
immer dann, wenn ein Kriti-
sches MaB3 an konstitutioneller
Diversitdt als Folge zuneh-
mender konstitutioneller
Komplexitit iiberschritten wird
(Abbildung 52).113152]
Vergleichsversuche in der
RNA-Reihe zeigten, dass die
templatkontrollierte Ligation
von Tetramer-2',3'-cyclophos-
phaten fast so effizient ist wie
bei der p-RNA (vgl. oben und
Abbildung 46). Der Reakti-
onstyp der Selbstkonstituie-
rung von Tetramer-Oligomeren

12650 www.angewandte.de
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GTCC ACGG CCCA CCTG GTCA ACTG ACCA GTTG GGCAGGGGGTGG ACCC GGTG CCGG GGCC CCCC
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Abbildung s51. Ligative Selbstkonstituierung von p-RNA-Duplexen ausgehend von Tetrameren, die nicht mit
sich selbst, sondern unter sich halb-komplementar waren.'*"! Oben: Cooligomerisationssatz von 16 Tetra-
meren, der fiir jeden formal méglichen Ligationsschritt jedes Tetramers das hierzu benétigte Templat-
Tetramer enthalten wiirde. Unten: Beispiel eines Duplexes aus zwei der 1.8x 10" Sequenzen, deren Selbst-
konstituierung ausgehend von diesen 16 Tetrameren formal méglich wire (cp=2',3'-Cyclophosphat-Ende

der Tetrameren).

man die ausschlieBliche Entstehung von zwei Bibliotheken
duplexierter 100-mere erwarten, die beide gleiche Stoffmen-
gen umfassten und beide homochiral wiren, die eine D, die
andere L. Wiewohl aus Racematen entstanden, wdiren die
beiden Bibliotheken zusammen kein Racemat. Die Zahl
moglicher unterschiedlicher Sequenzen (ca. 10%) wire nam-
lich ungleich viel hoher als die Maximalzahl tatsédchlich ge-
bildeter Sequenzen (hochstens ca. 10** bei molaren Mengen
der Ausgansstoffe), womit jede der gebildeten Sequenzen
statistisch hochstens einmal vorkidme, und zwar nur in einer
der Bibliotheken, und nicht in beiden. Die konstitutionelle
Zusammensetzung der beiden Bibliotheken wére verschie-

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

PU-PU-py-PU —GGCA PU-py-py-py —ACCC 1n.1'1€rhalb wa'chsender Duplexe
—GGTG —GTCC wéare auch hier denkbar; denn
PU-py-PU-PU —ACGG py-py-py-PU  —CCCA da es hier nur um templatkon-
—GTGG —CCTG trolliertes Wachstum und nicht
um Replikation ginge, wiirde
PU-py-py-PU —ACCA PU-PU-py-py —GGCC : : : Pl
—GTTG py-py-PU-PU —CCGG dle. Blldupg der .alle vier Ein
—é C(T: G py-py-py-py —CCCC heiten sich wiederholenden
—GTCA PU-PU-PU-PU —GGGG . o .
nicht-natiirlichen 2'—5’-Phos-
phodiester-Verbriickung  den

Wachstumsprozess vermutlich
nicht behindern. Oligomerisa-
tionsprozesse iiber 2',3’-Cyclo-
phosphate sind im Hinblick auf
die Entstehung von hoheren
RNA-Oligomeren ohnehin von
Interesse, nicht nur weil 2',3'-
Cyclophosphate die wohl ein-
fachste und mildeste Form von
Phosphat-Aktivierung darstel-
len,™ sondern weil das Prinzip
der sich selbst unterstiitzenden
Oligomerisation von Liganden
beziiglich der Liange der Ligandsequenzen auf vielféltigste
Art variierbar ist."* Es sind dies Griinde, warum man zégern
muss, den oben behandelten Typus der Selbstkonstituierung
von struktureller Vielfalt bei Oligonukleotidsystemen als
atiologisch irrelevant abzutun.

Riickblickend nimmt die Studie iiber die Pyranose-Form
der RNA innerhalb unserer Arbeiten iiber Nukleinsidure-
Alternativen eine Sonderstellung ein. Die schiere Existenz
eines alternativen informationellen Oligomersystems, das aus
den gleichen Bausteinen und vermutlich auf chemisch ana-
logen Wegen wie die RNA sich hétte konstituieren konnen,
und zudem — wenigstens auf Grund seiner chemischen Ei-

cp cp cp cp

cp <p cp cp
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nicht nur Pentopyranosen zu stel-
len,™™® doch nach der Studie iiber
p-RNA standen fiir uns letztere im
Vordergrund. Dies auch deshalb,
weil die konformationsanalytische
Paarungsprognose uns urspriing-

@nr

Anzahl der még-
lichen Sequenzen

10°
Nicht-Racemate
107

1 0-25

Bruch der lich vermuten lieB, dass in der
"‘°'?k“:;‘°e';rie Reihe der vier Pentopyranosesys-
ki teme mit Adquatorialer Lage der

Nukleobasen (Abbildung 53)
keines der drei Diastereomere be-
zliglich Paarungsfihigkeit mit der
p-RNA wird konkurrieren konnen;
trife dies zu, konnte es Teil einer
Deutung der Sonderstellung der
Ribose werden. Beim [-Xylo-
Isomer ist die der p-RNA entspre-
chende Paarungskonformation ste-

Zahl der
moglichen Sequenzen

102mol 1 mol risch offensichtlich stark gehindert

der Ausgangsstoffe der Ausgangsstoffe (Pfeilsymbole in Abbildung 53)

- t f f t - Zailder und sowohl beim a-Lyxo- wie auch
10 102  10% méglichen Sequenzen

< il i " I ) i

beim a-Arabino-Isomer miisste die

Abbildung 52. Ubersteigt infolge Wachstums konstitutioneller Komplexitit die konstitutionelle Diversi-
tit eines an sich racemischen Gemisches von Komponenten (z.B. Oligonukleotidsequenzen) eine kri-
tische Grenze, ist der Bruch der molekularen Spiegelsymmetrie durch Ent-Racemisierung unvermeid-

lich.'3®

genschaften — als genetisches System in Frage gekommen
wire, ist aus &tiologischer Sicht ein an sich provozierendes
Faktum. Die Kenntnis der chemischen Eigenschaften dieser
potentiellen RNA-Alternative lassen uns solche Eigenschaf-
ten der natiirlichen RNA-Struktur schirfer erkennen, die fiir
die biologische Selektion der RNA auf chemischer Ebene
mafBgebend waren (vgl. unten). Fiir die Chemie infomatio-
neller Oligomersysteme haben Struktur und Eigenschaften
der p-RNA mehrfache Anregungen zur Folge gehabt; Bei-
spiele sind die Synthese eines konstitutionsanalogen d-pep-
tidischen Oligomers im Laboratorium von Gerhard Quin-
kert,'® oder die im Anschluss an das p-RNA-Projekt in un-
serem Laboratorium aufgenommenen und nachfolgend dar-
gestellten Untersuchungen.

4.6. Die Familie der vier diastereomeren Pentopyranosyl-(4 —2')-
Oligonukleotide

Die bemerkenswerten Eigenschaften der Pyranoseform
der RNA mussten im Kontext der Atiologie der Nuklein-
sdauren fast zwangsldufig zur Frage fithren ,, Warum eigentlich
Ribose, und nicht eine andere Pentose?* Eine Antwort
hierauf wird sich letztlich sowohl auf die Formation der
Ribose als auch auf ihre funktionelle Eignung beziehen
miissen; die Frage nach der Bildung der Ribose ist oben be-
handelt worden (Abschnitt 4.1; vgl. auch unten), hier sei der
funktionelle Aspekt betrachtet. Wohl wire es wichtig, die
Frage auch mit Bezug auf alternative Pentofuranosen und

Angew. Chem. 2011, 123, 12618 —12681
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}—> Zahl der Oligonucleotid-
Einheiten in Oligomeren

Paarungskonformation infolge der
axialen Anbindung der Phospho-
diester-Briicke an C-4' von jener
der p-RNA deutlich abweichen.[']
Indessen erwies sich die Realitét
als viel komplexer.1* Dabei

HO

0/\\

\o)tﬁzo
-oF p\\

o)
OH o=

(D)-B-Ribo-

O_-0
I J$||

-~ R
SN
OH O

(D)-B-Xylo-

I
(L)-o-Lyxo-  (L)-o-Arabino-

Abbildung 53. Die Familie der vier diastereomeren Pentopyranosyl-
4',2'-Oligonukleotide (mit dquatorialen Nukleobasen). Pfeile weisen auf
sterische Behinderung in der (idealisierten) Konformation hin, die der
Paarungskonformation der p-RNA entspriche.

feststellen zu miissen, dass die experimentellen Ergebnisse
weitgehend dem Gegenteil der Prognose entsprechen (Ab-
bildung 54), war uns eine harsche, jedoch wichtige Lektion.
Ausgerechnet das aus der Sicht idealisierter Paarungskon-
formationen eindeutig sterisch gehinderte o-Arabinopyra-
nose-System erwies sich von allen vier Isomeren als das
weitaus paarungsstirkste Isomer (Abbildung 54).151%
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Abbildung 54. UV-spektroskopisch bestimmte Schmelztemperaturen
der vier isomeren Pentopyranosyl-Oligonukleotid-Duplexe der selbst-
komplementaren Basensequenz 4 -AAAATTTT.E ¢ =10 um; 0.15m
Nacl, 0.01m NaH,PO,, pH=7.

Die im Laboratorium von Bernhard Jaun['*®!®l NMR-
spektroskopisch ermittelte Duplex-Struktur der selbstkom-
plementidren Sequenz L-4'-ara-CGAATTCG zeigt eine dem
entsprechenden p-RNA-Duplex™*! nicht unihnliche, jedoch
noch deutlicher lineare und noch etwas stirker geneigte
Leiterstruktur (Abbildung 55). Vorab hat uns diese gelehrt,
was zur qualitativen Beurteilung der strukturellen Voraus-
setzungen der Watson-Crick-Basenpaarung ebenfalls geho-
ren muss, ndmlich, dass Paarung auch mit sterisch stark ge-
hinderter Paarungskonformation moglich ist, und zwar dann,
wenn sdmtliche alternativen Konformationen ebenfalls ge-
hindert sind. Die NMR-spektroskopischen Daten enthalten
im tibrigen einen wichtigen Hinweis darauf, warum der Ara-

A4 T14

QOHHTPOOQ

|
POQQ@PPHAHAEOQQ

Interstrangstapelung

c)

a)

Abbildung 55. a) NMR-spektroskopische ermittelte Struktur des Duple-
xes der selbstkomplementiren Basensequenz 4'-CGAATTCG der L-0-
Arabinopyranose-Reihe;l"*® % b) Riickgratneigung; c) Interstrang-Ba-
senstapelung (Strukturbilder zu Verfiigung gestellt von Bernhard Jaun,
ETH).
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bino-Duplex eine hohere Schmelztemperatur aufweist als der
entsprechende p-RNA-Duplex (Abbildung 56): In Duplexen
der p-RNA und der Xylopyranose-NA tritt infolge der di-

8 (Heg) = 3.59 ppm

d (Heg) = 4.15 ppm

Abbildung 56. NMR-spektroskopische Unterschiede in der Abschir-
mung des dquatorialen 5'-Protons durch benachbarte Nukleobasen in
der Ribo- versus Arabino-Reihe korrelieren mit relativer Paarungsstirke
in den beiden Reihen.['** %!

dquatorialen Anbindung der Phosphodiesterbriicke eine in-
trastranguldre Behinderung benachbarter Nukleotideinhei-
ten auf, die in der Arabinopyranose- und Lyxopyranose-NA
infolge axial-dquatorialer Anbindung der Briicke entféllt.
Diese Interpretation beruht nebst Modellbetrachtungen auf
der Beobachtung einer unterschiedlichen Abschirmung der in
Abbildung 56 markierten Protonen durch die benachbarten
Nukleobasen im NMR-Spektrum.[1*516]

Alle vier von uns untersuchten diastereomeren Nuklein-
sdure-Alternativen der Pentopyranose-Familie haben die
auffallende Eigenschaft, unter sich anscheinend ohne ir-
gendwelche Einschrinkung interfamilidre Kreuzpaarung im
Watson-Crick-Modus einzugehen (Abbildung 57).%! Keines
der vier Isomere paart mit natiirlichen Nukleinsduren, auch
nicht mit homo-DNA. Alle vier Systeme stimmen offenbar
beziiglich jener strukturellen Parameter iiberein, welche fiir
die ,,Paarungs-Sprache* eines Systems maf3geblich sind; tiber
generelle Riickgrat-Flexibilitdt hinaus sind dies hauptsachlich
AusmalBl und Orientierung der Riickgrat/Basenpaar-Nei-
gung."®! Dass diese beiden Parameter anscheinend innerhalb
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Abbildung 57. Inter- und Intrasystem-Kreuz- und Selbstbasenpaarung
in der Familie der Pentopyranose-Nukleinsauren (Schmelztemperatu-
ren T,.; c=10 mm in 1.0m NaCl, 0.01 m NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA,
pH=7). r=Db-B-Ribofurano, pr=b-p-Ribopyrano, px= b--Xylopyrano,
pl = L-a-Lyxopyrano, pa= L-a-Arapyrano.'®

der Familie weitgehend iibereinstimmen, ergibt sich aus der
Beobachtung, dass alle vier Diastereomere mit ihren
Schmelztemperaturen in gleicher Weise sequenzspezifisch auf
die Interstrang-Basenstapelung reagieren (Abbildung 58).
Nebst durchwegs hohen Schmelztemperaturen der Selbst-
und Kreuzpaarungskomplexe komplementéirer Sequenzen
fallt unter den in Abbildung 57 enthaltenen Daten besonders
auf, dass selbst so kurze, nicht-selbstkomplementdre Se-
quenzen wie 4-TTAAAATA und 4-TATTTTAA in allen vier

4

4 2! 20
TR | ML | a0 aam

Ty (10 uM) Ty (10 LM) kcal/mol
RIBO 40 °C 27°C [+2.5 +11.8
LYXO 47 °C 38°C  |+2.0 + 6.3
ARABINO 69 °C 61°C [+1.0 - 2.3
XYLO 39°C 16°C |+1.6 +20.7

Abbildung 58. Deutung der innerhalb der Pentopyranose-Reihe konsis-
tent unterschiedlichen Stabilitat der Duplexe der selbstkomplementi-
ren Basensequenzen 4'-TTTTAAAA und 4-AAAATTTT durch unter-
schiedlich stabilisierende Interstrang-Basenstapelung. Gemif den rela-
tiven Stabilititen von Duplexen, die die Sequenzmotive (py,-PU,)
versus (PU,-py,) enthalten, haben alle vier Pentopyranosyl-(2'—4')-Oli-
gonukleotidsysteme dhnliche Riickgratneigungen. Bedingungen: 0.15m
NaCl, 0.01 m Tris-HCl, pH 7.0.
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Pentopyranosyl-Systemen durchwegs relativ starke Selbst-
paarung eingehen, vermutlich als Folge einer Verschiebung
des Leserahmens (vgl. Abschnitt 4.8).1%

Selbstkomplementidre FEinzelstrange, deren Riickgrate
nicht konfigurativ einheitlich, sondern innerhalb eines
Strangs aus Einheiten zweier verschiedener Pentose-Diaste-
reomere bestehen [z.B. D-ribo-L-lyxo-(T,A,)] paaren ver-
gleichbar effizient wie gleiche Einzelstringe gleicher Basen-
sequenz mit jedoch konfigurativ einheitlichem Riickgrat.!'*’!
Informationelle Watson-Crick-Paarung innerhalb der Familie
der Pentopyranosyl-Nukleinsduren erfordert anscheinend
weder gleiche Riickgrate der Paarungspartner, noch konfi-
gurativ homogene Riickgrate dieser Partner, setzt jedoch
deren Homochiralitét voraus.

War urspriinglich fiir den Entwurf des Konstitutionstyps
der Pentopyranose-Systeme das Kriterium der fiir die natiir-
lichen Nukleinsduren charakteristischen 6-Zentren-Periodi-
zitdt der Rickgratstruktur magebend gewesen, stellte sich
im Nachhinein die Frage, wie weit diese nun wirklich fiir die
Paarungsfihigkeit eines Systems erforderlich sei. Deshalb
synthetisierten und untersuchten wir das zur p-RNA isomere
Oligomersystem, in welchem die (4'—2')-Phosphodiester-
Uberbriickung durch eine (4'—3')-Briicke ersetzt und damit
die konstitutionelle Periodizitédt von 6 auf 5 Zentren reduziert
ist (Abbildung 59).°! Nicht iiberraschend fanden wir die
Prognose, wonach ein solches System schon infolge der ge-

\
o ~0 \O 5
! Q -0
B
og NoH O\\F,Ao HO %40
H S ~
o ;o 0
- o) ° B
O B
H H H
%B H B H
0
—orR~b H %0 HO %, 20
OH % -0 ‘? -0 ‘CI)

[

L-Lyxopyranosyl
42

L-Lyxopyranosyl
4'-3'

L-Threofuranosyl
3'—=2'
6 Bindungen

5 Bindungen 5 Bindungen

B = Nukleobase

Abbildung 59. Die Paarungseigenschaften von L-o-Lyxopyranosyl-4',3'-
Oligonukleotiden"! gaben den Anlass zu den Arbeiten iiber L-a-
Threofuranosyl-Oligonukleotide (,TNAs*).

genseitigen Behinderung der vicinalen Phosphodiester-
Gruppen keine Paarung zeigen sollte, durch das Experiment
bestétigt. Da indessen eine solche Behinderung in einem
entsprechenden Isomer mit diaxialer Phosphodiester-Uber-
briickung nicht zu erwarten ist, dehnten wir die Untersuchung
auf die Lyxopyranose-Reihe aus (Abbildung 59). Das Resul-
tat tiberraschte: Die L-(4'—3')-Lyxopyranose-NA erwies sich
nicht nur als (schwach) paarungsfihig, sondern sogar im-
stande, mit DNA Kreuzpaarung einzugehen, wenn auch
ebenfalls nur schwach und mit variierender Sequenzselekti-
vitat.'!!! Dies war das Signal, eine seit Beginn unserer Ar-
beiten iiber Nukleinsdure-Alternativen gehegte Hypothese
aufzugeben, wonach es miiflig sei, aus einer Tetrose eine

www.angewandte.de

Chemie

12653


http://www.angewandte.de

Aufsitze

paarungsfahige Nukleinsdure-Alternative konstruieren zu
wollen, da es in ihr eine 6-Zentren-Periodizitit des Riickgrats
nicht geben konne. Dies brachte uns zum Projekt a-L-
Threofuranose-NA (,,TNA“) (Abbildung 59).

4.7. L-a-Threofuranose-Nukleinsdure (, TNA)

TNA ist ein hervorragendes Watson-Crick-System, das
nicht nur mit sich selbst, sondern auch mit den natiirlichen
Nukleinsiuren informationell paart (Abbildung 60).10567]
Die wiederum im Jaun’schen Laboratorium NMR-spektro-

O\\P‘(‘)
- N0 BaSE
H 7 — AAAAT TTATATTAT TA
TTTTAAATATAATAAT <=—
O\\P’O NA =i
< e
TNA s NA:TNA
304 * TNA =3
o8 ~&= RNA
% °°.o°..’ﬂ\TNA -
Hyperchromizitat 207 oeg® ~=TNA
1 o°:;
° &
10 o
»
0—} - T )
0 20 40 60 80 100

Temperatur / °C

Abbildung 6o. T _-Kurven der Intra- und Intersystem-Basenpaarung
zweier antiparallel-komplementirer Hexadecamer-Sequenzen der TNA-
und RNA-Reihe."® % Uy/T, -Kurven, 260 nm, ca. 10 um in 1m NaCl,
10 mm NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA, pH 7.

skopisch bestimmte Duplexstruktur der selbstkomplementa-
ren Standardsequenz 3'-CGAATTCG ist rechtsdrehend he-
lical und gleicht in ihrem Habitus einer natiirlichen Doppel-
helix, wobei sie in Details dem A-Typ der DNA-Doppelhelix
dhnlicher ist als dem B-Typ (Abbildung 61).1%1%1 Solch
struktureller Ahnlichkeit entsprechend geht TNA mit RNA
deutlich stirkere Kreuzpaarung ein als mit DNA (Abbil-
dung 62)."" Die Strang-Orientierung in einer TNA-Dop-
pelhelix ist zumindest mit Basensequenzen des im Experi-
ment der Abbildung 63 gepriiften Typs obligat antiparal-
lel;1®! diesbeziiglich iibertrifft die Paarungsselektivitit der
TNA jene der DNA. TNA weist gegeniiber hydrolytischem
Strangabbau eine vergleichbar hohe Resistenz auf wie die
DNA (Abbildung 64).%1 In einem solchen Vergleichstest ist
RNA von allen gepriiften Systemen weitaus am empfind-
lichsten, vor allem auch empfindlicher als p-RNA. Ein Ver-
gleich der Daten der Testreihe illustriert die von der RNA her
bekannte Destabilisierung einer Phosphodiester-Gruppie-
rung durch eine vicinale freie Hydroxygruppe (Abbil-
dung 64).

Mit der TNA waren wir in unserer Suche nach potentiell
natiirlichen Nukleinsdure-Alternativen erstmals auf ein Paa-
rungssystem gestoBen, das mit der RNA zuverlissigl'”! zu
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Abbildung 61. NMR-spektroskopisch ermittelte Struktur des TNA-Du-
plexes der antiparallel-selbstkomplementiren Sequenz 3'-CGAATTCG
(Strukturbild zur Verfiigung gestellt von Bernhard Jaun, ETH)."% ¢!

TNA|RNA|DNA TNA |RNA|DNA
s6 | 57 | 47 |& 45| 173|123
53 57 43 | C -73.7 | -93.9|-77.3
B)l 39 25 (D -59.2 | -76.6|-64.0
57')2 gg ig é -15.8 | -20.0| -12.3
50 57 40 | ¢ -95.2 [-131.9| -73.9
41 52 | 36 |D -79.4 -111.9| -61.6
g? ig ig é -11.0| -13.7| -16.8
36 41 43 | C -57.0|-98.0(-129.2
26 35 | 38 | D -46.0 | -84.3|-112.4
DUPLEX DUPLEX
A 3-A-2'
B 3'- A T,ATAT,LAT,A - 2' B 3'- A T;ATAT,AT,A - 2
c 3' - AT, AT,ATATA, - 2'
D 3'- ATTCAGCG - 2'

T (10uM) AG 25°C
1.0M NaCl, pH 7.0 AH
TAS

Abbildung 62. Ubersicht tiber Intra- und Intersystempaarungen ausge-
wihlter Basensequenzen in der TNA-, DNA- und RNA-Reihe; T, -Werte

(links) und thermodynamische Daten (rechts)

[165,166]
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kommunizieren vermag. Aus &tiologischer Sicht hat dies sei-
nerzeit nicht zuletzt auch deshalb besonderes Interesse
erregt, weil der Zuckerbaustein der TNA mit seinen ,,nur vier
Kohlenstoffatomen® generativ einfacher zu sein scheint als
der Baustein der RNA.['" Im Hinblick auf die #tiologische
Relevanz, die in einem solchen Zusammenhang der Mog-
lichkeit intersystemischer Kommunikation zwischen Paa-
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803 % =AAAAT TTATATTATTA
Hyperchromizitat TTTTAAATATAATAAT =

o= Ty (10 M) = 56°

=AAAAT TTATATTATTA
=TTTTAAATATAATAAT

(0 pm)

0 20 40 60

80
Temperatur/ °C

Abbildung 63. Vergleich des Paarungsverhaltens einer TNA-Basen-
sequenz (L-0-Threofuranosyl-(3'—2')-Oligonukleotid) mit der entspre-

chenden antiparallel-komplementiren und der parallel-komplementi-
[165]

ren Basensequenz.

% verbleibend

r—— 100

Zeit (Tage)

Abbildung 64. Hydrolytische Stabilitit von Oligonukleotid-Einzelstrin-
gen (Tg). TNA ist gegeniiber hydrolytischem Zerfall vergleichbar stabil
wie DNA.['* Bedingungen: 250 mm MgCl,, 1.0m NaCl, 100 mm
HEPES, pH 8, 35°C (RNA: U anstelle von T).

rungssystemen zukommt,'*!7¥ haben wir vergleichende

Versuche iiber templatkontrollierte Ligationen von TNA-
Liganden an TNA-, RNA-und DNA-Templaten angestellt
(Abbildung 65).>171 Dabei wurde auch von der im Ver-
gleich zu Adenin hoheren Paarungseffizienz des 2,6-Diami-

TNA: templatkontrollierte Ligation

(3) 2-TTTTAAATA TAATAAT-3' (5)
3'-AAAAT‘I‘rAT2'O IATTATTA-2
O—b—0- OH (NHy) 0.0001 M Templat
| 0.0002 M Ligand
o | 02 MEDC
] A\l — 01  MHEPES
O——R——0 (NH) H,0, pH 7.5
S rt.
LIGANDEN TEMPLATE
TNA-2-0PO5% | —3-TNA| TNA(AT) | TNA(D,T) | RNA(AU) |DNA(AT)
H 2
AT) | Ho- |4n 19% 14% 30%|4h  —
©T) Ho- |1 57% 51% 53%] 4h -
' 4h  >95%|5h  >95%|4h  >95%
AT H,N- | 10min. 59% 52% 43%|10min. 2%
30 min. 97% |33 min. 95%|50 min. 95%|4h  37%
©T) HoNo |10 min. 94% 80% 60%| 10min. 11%
' 2 13 min. >95% |20 min. >95%|45 min.>95%| 5h  >95%

Abbildung Gs. Ubersicht auf Ergebnisse von Ligationsexperimenten in
der TNA-Reihe (D= 2,6-Diaminopurin).l'””!
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nopurins"”'*! sowie der im Vergleich zur Hydroxygruppe
hoheren Nukleophilie der Aminogruppe bei solchen Ligati-
onsreaktionen!’®1"! Gebrauch gemacht.

Die Ligationsexperimente der Abbildung 65 (EDC=
wasserlosliches Carbodiimid) offenbaren eine drastische Be-
schleunigung der Ligation bei Ersatz von Adenin durch 2,6-
Diaminopurin in den beiden TNA-Liganden mit sowohl dem
TNA- als auch dem RNA-Templat; nur mit dem unter den
gewidhlten Reaktionsbedingungen ,toten“ DNA-Templat
bleibt der Ersatz ohne Wirkung. Die Effizienz der Ligationen
erreicht hohe Werte bei Ersatz der Hydroxygruppe am 3'-
Ende des (als Nukleophil agierenden) TNA-Liganden durch
eine Aminogruppe; in geradezu extremem Ausmal} ist dies
dann der Fall, wenn dabei in den beiden TNA-Liganden
gleichzeitig auch Adenin durch 2,6-Diaminopurin ersetzt
ist.'! Ohne diese beschleunigenden MaBnahmen ist die Li-
gation der TNA-Liganden durch sowohl ein TNA- als auch
ein RNA-Templat eine langsame Reaktion, zumindest wenn
Ligand- und Templat-Sequenzen nur Adenin- und Thymin-
(bzw. Uracil)-Basen aufweisen. Der Versuch, den umge-
kehrten Weg der Informationsiibertragung zu gehen, ndmlich
die durch das TNA-Templat zu vermittelnde Ligation zweier
entsprechender RNA-Liganden unter sonst gleichen Bedin-
gungen zu erreichen, schlug fehl. Dies ist in der Perspektive
des Befundes zu sehen, wonach die Ligation von zwei ent-
sprechenden RNA-Sequenzen unter sonst gleichen Bedin-
gungen, jedoch mit dem RNA-Templat, gleichfalls misslingt;
auch die chemische Ligation von RNA-Sequenzen an DNA-
Templaten ist als ineffizient bekannt.'®! RNA ist fiir die Li-
gation von TNA-Sequenzen ein eher effizienteres Templat als
TNA selbst. Dies geht auch aus Experimenten hervor, welche
den Einfluss von Mismatches in den beiden Liganden auf die
Sequenzsperzifitit der Ligation zeigen (Abbildung 66).17!

In Arbeiten insbesondere der Forschungsgruppe von Jack
Szostak, "% aber auch jener von Piet Herdewijn,™ ist
gezeigt worden, dass TNA-Sequenzen auch als Substrate
enzymatischer Katalyse agieren konnen. Mittels ausgewihl-
ter (toleranter) Polymerasen konnte sowohl die Moglichkeit
einer enzymatischen Translation von DNA-Sequenzen in
komplementire TNA-Sequenzen!'! als auch umgekehrt von
TNA- in komplementire DNA-Sequenzen!"™ nachgewiesen
werden; somit besteht zumindest grundsétzlich die Moglich-
keit einer experimentellen In-vitro-Evolution zu katalytisch
aktiven TNA-Sequenzen.'®! Dass Guanin- und Cytosin-hal-
tige TNA-Sequenzen anscheinend im Unterschied zu nur
Adenin- und Uracil-haltigen (vgl. oben) als Templat nicht-
enzymatischer Transkription zu RNA-Sequenzen dienen
konnen, ist von Christopher Switzer beobachtet worden.!'®]

Durch ihre Eigenschaften hat die TNA nachdriicklich
belegt, dass der Suche nach alternativen Watson-Crick-Sys-
temen vom Strukturtyp der Oligonukleotide ein strukturell
groBerer Spielraum zur Verfiigung steht als urspriinglich an-
genommen. Den an sich néchstliegenden Schritt auf dem
Wege der strukturellen Vereinfachung von Nukleinsidure-
Alternativen, d. h. den Schritt zu einem System mit Riickgrat-
Bausteinen von nur noch drei Kohlenstoffen (Abbildung 67),
haben wir zwar konzeptuell,'®! aber nicht mehr experimen-
tell getan, weil die uns selbst auferlegte Forderung, wonach
eine Alternativstruktur dann als eine ,,potentiell natiirliche*
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@) 2] TEMPLAT |3 (5
3 9-mer Ligand |2 3] 7-merLigand |2
1
H,0,PO  OH
100 ; RNA
_* TNA(D,T) KEIN
TNA(A,T) Mismatch
RNA .
25
X
25 \ EIN
@3 1 9-mer Mismatch
sg ;
T3 o
o< TNA(D,T):
= 1
RNA |
RNA EIN
TNA(A,T) 7-mer Mismatch
TNA(D,T)
0 50 100 150 200 250 300
Zeit (min.)

Template: TNA(A,T) (3-OH)-TAATAATATAAATTTT-(2-OH)
TNA(D,T) (3-OH)-TDDTDDTDTDDDTTTT-(2-OH)
RNA(A,U) (5-OH)-UAAUAAUAUAAAUUUU-(3-OH)

Liganden: L-9 (3"-OH)-DDDDTTTDT-(2-OPO3H,)
L9(M)  (3-OH)-DDDITTTDT-(2-OPO4H,)
L-7 (3-OH)-DTTDTTD-(2"-OH)
L-7(M;)  (3-OH)-DTTITTD-(2-OH)
L-7(My)  (3-OH)-DTTDDTD-(2-OH)

Abbildung 66. Ubersicht auf den Einfluss von ,Mismatch“-Basen auf
templatkontrollierte Ligationen in der TNA-Reihe.'”!

N0
o O

Abbildung 67. Extrapolation des beobachteten Paarungsverhaltens der
TNA auf hypothetisches Paarungsverhalten von TNA-analogen aliphati-
schen Oligonukleotid-Systemen.'®" L= Linker, z.B. CH,.

einzustufen sei, wenn sie aus einer Chemie gleichen Typs wie
die RNA hitte hervorgehen konnen, durch ein z.B. von
Glycerin abgleitetes System nicht erfiillt werden kann.
Gliicklicherweise hat Eric Meggers!''¥l mit anderer Ziel-
setzung den Schritt getan und dabei gezeigt, dass das von ihm
,»Glycol-NA* (,,GNA“) (Abbildung 68) genannte Oligomer-
system trotz acyclischer Konstitution der Riickgrateinheit ein
hervorragendes Paarungssystem darstellt, und zudem eines,
das mit natiirlicher DNA exzellent zu kommunizieren
vermag. Nach Peter Nielsens ,,PNA“I31 wyrde Meggers
»GNA“ zu einem weiteren Reprédsentanten von Watson-
Crick-Paarungssystemen, die ohne cyclische Strukturele-
mente im Riickgrat auskommen und trotzdem zu effizienter
Paarung mit sich selbst und mit natiirlichen Systemen fdhig
sind. Beide haben unser Verstdndnis der strukturellen Vor-
aussetzungen der Watson-Crick-Basenpaarung entscheidend
bereichert.*
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Abbildung 68. Erich Meggers erste Beschreibung einer ,Glycol-NA*
(GNA), eines nicht-cyclischen ,,C;-Analogons“ der TNA, das zu Paa-

rung mit sich selbst und zu Kreuzpaarung mit DNA und RNA befihigt
ist. 118!

PNA und GNA interessieren als molekulare Instrumente
der informationellen Chemie und Biologie unabhéngig von
der Frage nach ihrer Relevanz fiir die Atiologie der RNA.
Sowohl fiir die PNA als auch fiir die GNA wurde indessen von
ihren Entdeckern die Auffassung geauBert,*”1%1% dass sich
solche Oligomere unter pribiotischen Bedingungen hitten
bilden koénnen und in der Lage gewesen sein konnten, als
genetische Systeme primordialen Lebens zu agieren. Vor-
schlidge solcher Art beriithren den Kern der Problematik der
Atiologie der natiirlichen Nukleinsiuren und werden sich
deshalb im Rahmen der hier gefiihrten Diskussion analogen
Beurteilungskriterien zu stellen haben, wie wir in der Ein-
schétzung entsprechender Fragen z. B. im Zusammenhang mit
der TNA glauben anwenden zu miissen (vgl. unten).

Im nachstehenden Abschnitt soll vorab ein Fazit aus den
oben beschriebenen, auf die Funktion ausgerichteten Arbei-
ten iiber Nukleinsdure-Alternativen gezogen und dann um-
fassender die Frage nach der Herkunft und Stellung der RNA
im Geschehen der Biogenese erdrtert werden. In diesem
Zusammenhang und auch im Hinblick auf die eben erwidhn-
ten acyclischen Paarungssysteme stellt sich die Frage nach
Vorldufern der RNA. Diese hatte uns seinerzeit zu einer
Thematik gefiihrt, deren Zielsetzung weit iiber jene hinaus-
geht, welche unseren bisher erdrterten Arbeiten zugrunde
lag. Dabei gemachte Beobachtungen und Folgerungen bilden
den Abschluss des Abschnitts iiber Nukleinsduren.

4.8. Warum RNA?

FEin Fazit aus dem Vergleich der Paarungseigenschaften
potentiell natiirlicher Nukleinsdure-Alternativen mit jenen
der RNA zu ziehen, ist teils einfach, teils schwierig (Abbil-
dung 69 und 70). Schwierig vor allem deshalb, weil wir nicht
wissen, ob der Strukturtyp der RNA-Struktur biotischen oder
abiotischen Ursprungs ist. Ist er biotisch, muss offen bleiben,
in welcher Evolutionsphase und aufgrund welcher Kriterien
die Selektion der Struktur erfolgte. Die Wahl konnte auf-
grund solcher erfolgt sein, die sich auf die Emergenz und die
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Effizienz phénotypischer Funktionen eines Genotyps bezie-
hen, eine Moglichkeit, welche auf chemischer Ebene zu
kommentieren beim heutigen Wissensstand kaum moglich ist.
Einfach hingegen ist das experimentell Offengelegte; hieraus
lie sich Folgendes schlielen:

1.

Angew. Chem. 2011, 123, 12618 —12681

Die Féhigkeit zu informationeller Watson-Crick-Basen-
paarung ist nicht eine exklusive Eigenschaft der natiirli-
chen Doppelhelix-Struktur; im Gegenteil, diese Fahigkeit
ist in Oligomerstrukturen aus Bausteinen der unmittel-
baren strukturellen Nachbarschaft der Ribose weit ver-
breitet (Abbildung 69 und 70).

Der Watson-Crick-Paarungsmodus vermag informatio-
nelle Kommunikation zwischen komplementidren Basen-
sequenzen in verschiedenen, zueinander orthogonalen
»Sprachen“ zu vermitteln (Abbildung 69, 70). An
»sprachbestimmenden® strukturellen Faktoren sind nebst
intrinsischer Riickgrat-Flexibilitit der Oliogmersysteme
am wichtigsten Stdrke und Orientierung der Neigung
zwischen Riickgrat- und Basenpaar-,,Achsen“ (Abbil-
dung 42, 46, 55).

arabino |

0] o} NH,
N X
¢ NH [ W (kN
N N)\NHz N/l\o N’J\o
H H
Abbildung 69. Uberblick auf die experimentell untersuchten, mit Ausnahme des Modellsystems homo-DNA potentiell natiirlichen Nukleinsaure-

Alternativsystemen aus der strukturellen Nachbarschaft von RNA. Formeln der repetitiven Einheiten in idealisierten Konformationen. Farbig:
Watson-Crick-Paarungssysteme; farblos: keine Paarungsysteme; rot, blau und gelb: zueinander orthogonale ,,Paarungssprachen.

3. RNA-analoge Oligomeren der Hexose-Reihe — zumindest

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

die aus Allo-, Altro- und Glucopyranose abgeleiteten —
konnten keine Konkurrenten der RNA bei der natiirlichen
Selektion eines genetischen Systems sein, denn hierzu
fehlt diesen Oligomersystemen die Féhigkeit zur infor-
mationellen Basenpaarung als entscheidende Vorausset-
zung (Abbildung 30,, 31, 36).

Die Natur hat den Strukturtyp ihres genetischen Systems
nicht nach dem Kriterium der Maximierung der Paa-
rungsstirke ausgewdhlt, ansonsten hétte sie z.B. einen
Vertreter aus der Familie der Pentopyranose-Nuklein-
sduren wihlen miissen (Abbildung 54 und 57).

Die Paarungskonformation, die die RNA in Duplexen
einnimmt, ist ihr nicht einfach durch die strukturellen
Anforderungen der Watson-Crick-Paarung auferlegt;
dieser spezielle Konformationstyp gehort zum Ensemble
der sterisch am wenigsten gespannten Konformationen
des RNA-Einzelstrangs. Insofern ist der RNA-Einzel-
strang auf die Struktur hin, die er in Duplexen einnimmt,
priorgansiert (Abbildung 23-25).
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spektive erfordert, die man auf
chemischem Wege zu beschaffen
hat und die sich erst durch die
Kenntnis der Figenschaften von
Nukleinsdure-Alternativen ergibt.
Der Vergleich ldsst vereinzelte
Mosaiksteine funktionsrelevanter

4 L
A/
N A/ 4

26 L L L L

PENTO-FURANOSEN

Abbildung 70. Experimentell bestimmte (oder aus anderen Paarungsdaten abgeschitzte) T, -Werte
von Duplexen der antiparallel-selbstkomplementiren Dodecamer-Sequenz CGCGAAUU(
Maf3 der relativen Paarungsstirke der in Abbildung 69 aufgefiihrten Oligonukleotidsysteme (T,-Werte
parallel Kolonnenhéhe; ¢~10 um, 1m NacCl, 0.01 M NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA, pH 7.0).

6. Unter den vier diastereomeren Zuckern der Familie der
Aldopentosen kommt der Ribose, dem Zuckerbaustein
der RNA, auf chemischer Ebene insofern eine Sonder-
stellung zu, als dieser Zucker unter Bildungsbedingungen
des Formose-Reaktionstyps und kinetischer Reaktions-
kontrolle das Hauptprodukt darstellt (Abbildung 16-19).

Die Auffassung, wonach der chemische Kernprozess der
Genetik, die Watson-Crick-Basenpaarung, eine exklusive
Eigenschaft des Strukturtyps der natiirlichen Doppelhelix
sein konnte, war zur Zeit des Beginns unserer Arbeiten tiber
alternative Nukleinsduren zwar nicht generell, aber doch hier
und dort verbreitet gewesen.'™ Sie ist durch das experi-
mentelle Fragen nach der Atiologie des Struktyps der natiir-
lichen Nukleinsduren im Verein mit Arbeiten medizinalche-
misch orientierter Arbeitsgruppen zum Antisense-Projekt
sozusagen ins Gegenteil verkehrt worden. Im Gegensatz zu
Arbeiten letzterer Art ist im Bereich dtiologisch ausgerich-
teter Forschung eine Beobachtung des Typs, wonach Hexo-
pyranose-Analoga der RNA keine Paarungssysteme sind,
letztlich in keiner Weise ein enttduschender Befund — ganz im
Gegenteil, denn noch schérfer als sonst hat hier das Prinzip zu
gelten, dass zwar die Falsifikation einer Vorstellung, nicht
aber der Beweis ihrer Richtigkeit moglich ist. Der Befund,
wonach eine bestimmte Alternativstruktur die Funktion der
RNA nicht hitte erfiillen konnen, ist fiir die Atiologie der
RNA-Struktur signifikanter als ein gegenteiliges Ergebnis. So
darf z.B. die Vorstellung, die Natur habe ihr genetisches
System aufgrund des Kriteriums der Maximierung der Paa-
rungsstirke eines Oligomersystems ausgewdhlt, als experi-
mentell falsifiziert gelten, wenigstens soweit dies in einem
dtiologischen Zusammenhang iiberhaupt méglich ist.

Die nachstehende Argumentation soll nochmals ver-
deutlichen, dass der Versuch einer Rationalisierung der
RNA-Struktur auf chemischer Ebene eine Vergleichsper-

10° Gber 0 °C @
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spezifischer ~ Eigenschaften der
RNA erkennen, die in ihrer Ge-
samtheit vielleicht einmal das Ge-
samtbild der chemischen Eigen-
schaften offenlegen, die fiir den
Strukturtyp der RNA ein biologi-
sches Funktionsoptimum bedingen.
Vorderhand und in Kenntnis der
Eigenschaften der p-RNA erscheint
es sinnvoll, die Frage ,Warum
RNA?“ auf ihre engst-mogliche
Form einzuschrénken:

»Warum Furanose-RNA und
nicht Pyranose-RNA ?*

Da diese beiden Systeme sich
aus den gleichen Bausteinen zu-
sammensetzen, entfillt bei dieser
Fragestellung von vornherein jener Anteil an Ungewissheit,
der die primordiale Verfiigbarkeit von Bausteinen betrifft.
Mit gleichen Bausteinen und unter Einsatz chemischer Pro-
zesse gleichen Typs hétte hier die Natur die Wahl gehabt
zwischen zwei Oligomersystemen, die an sich beide die
strukturellen Voraussetzungen der Informationsspeicherung
und Informationsiibertragung durch Watson-Crick-Basen-
paarung erfiillen.

In wissriger Losung ist der Hauptanteil bei allen vier
diastereomeren Aldopentosen die Pyranose-Form, so auch
bei der Ribose, wenn auch der Anteil der Pyranose-Form bei
ihr im Vergleich zu den anderen Pentosen geringer ist. Aus
chemischer Sicht wire eine Fixierung der Furanose-Form der
Ribose durch regio-ungezielte Monofunktionalisierung der
sterisch ungehindertsten C(5)-Hydroxygruppe oder Cyclo-
Bifunktionalisierung der vicinalen C(2)/C(3)-Hydroxygrup-
pen leicht zu erreichen gewesen, im Grunde ist jedoch eine
dtiologische Weichenstellung auf dieser Ebene zugunsten
sowohl der einen als auch anderen Form denkbar.'™! Ob die
Entscheidung zur Ribofuranose-Form der RNA-Struktur
iiberhaupt im Zusamenhang mit deren Erstkonstituierung
erfolgte, muss offen bleiben (vgl. unten). Was hier zu fragen
ist, bezieht sich auf die alternative Moglichkeit, wonach diese
Entscheidung durch Selektion aufgrund funktioneller und
nicht formationeller Kriterien zustande kam."*

Von den Eigenschaften der p-RNA, welche im Falle einer
Selektion der Furanose-Form der RNA aufgrund funktio-
neller Kriterien zum Nachsehen der Pyranose-Form beige-
tragen haben konnten, ist die im Vergleich zur RNA durch-
gehend hohere Stabilitdt von Duplexen die vielleicht wich-
tigste. Ein UbermaB an Duplexstabilitit miisste eine im
Vergleich zur RNA geringere Bereitschaft der p-RNA be-
dingen, den Anspriichen informationeller Paarung zu genii-
gen; die Daten der Selbstpaarung nicht-selbstkomplementé-
rer Sequenzen in Abbildung 57 konnen als Hinweis darauf

beobachtet

ermittelt

/7 nicht untersucht

TT)CGCG als
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gelten. Ein solches UbermaB wiirde diametral der hoheren
Paarungsselektivitiat entgegenwirken, welche man aufgrund
anderer Verhaltensmuster der p-RNA von dieser an sich er-
wartete; diese anderen Verhaltensmuster sind der Ausschluss
von Purin-Purin-Paarung im reverse-Hoogsteen-Modus oder
der Ausschluss von paralleler Strangorientierung in Duple-
xen. Doch das wohl wichtigste Hemmnis, das mit einem
UbermaB an Duplexstabilitéit in einem Paarungssystem ein-
herginge, betrifft die Weitergabe genetischer Information
durch Replikation der Informationstrager. Hierfiir ist ein
Optimum (und nicht ein Maximum) an Paarungsstiarke kri-
tisch. Suboptimale, d.h. im vorliegenden Fall potentiell zu
hohe Paarungsstirke im intermedidren Produkt-Duplex
wirde den Turnover einer Replikations-Autokatalyse
hemmen, im Extremfall verunméglichen. Ob gegebenfalls
eine molekularbiologische Evolution einer ,,p-RNA-Repli-
kase“ mit einer gegeniiber RNA deutlich hoheren Paa-
rungsstirke iberhaupt zu Rande gekommen wire, ist eine
interessante, doch deshalb kaum zu beantwortende Frage,
weil sich Erfolgschancen hypothetischer Evolutionsprozesse
auf chemischer Ebene schwerlich beurteilen lassen.

Auch wenn, wie schon erwéhnt, die p-RNA gewisse Ei-
genschaften aufweist, die sehr wohl zugunsten einer Eignung
der p-RNA als genetisches System ins Feld gefiihrt werden
konnten — die im Gegensatz zur RNA korrekte Bildung der p-
RNA-Struktur bei der nicht-enzymatischen Replikation iiber
2',3’-Cyclophosphate (vgl. Abbildung 46) ist hiefiir ein wei-
teres Beispiel —, so scheinen doch jene Eigenschaften der
RNA wichtiger, die der p-RNA fehlen. Hierzu gehort vor
allem die hohere konformationelle Flexibilitdit der RNA
(auch wenn dies experimentell im einzelnen unbelegt bleibt;
vgl. Diskussion zu Abbildung 44). Von den insgesamt sechs
Einfachbindungen der repetitiven Riickgrat-Einheit der
RNA ist nur eine einzige Bindung Teil eines Ringes und als
solche in ihrer Rotation eingeschrinkt, gegeniiber zwei von
insgesamt ebenfalls sechs Bindungen in der p-RNA (vgl.
Abbildung 38). Dieser Unterschied in der Riickgrat-Flexibi-
litdt mag fiir den Unterschied in der Paarungstédrke der beiden
Systeme mitverantwortlich sein (vgl. oben), doch vor allem
diirfte er auch eine im Vergleich zur p-RNA hohere kon-
formationelle Diversitit der RNA bedingen. Eine solche
kann fiir die chemische Diversitét des katalytischen Potentials
eines informationellen Oligomersystems (vgl. unten) von
entscheidender Bedeutung sein, entscheidend vor allem in
einem Ursprungsszenario, in welchem die Festlegung auf
RNA sich erst auf biotischer Ebene vollzog. Auf solcher
Ebene konnte eine gegeniiber Konkurrenten hohere Effizi-
enz in der Hervorbringung katalytischer Funktionen, die auf
die Synthese des Systems positiv riickzukoppeln imstande
waren, ein alles bestimmender Selektionsfaktor darstellen.
Ein Szenario dieses Typs erscheint heute keineswegs aus der
Luft gegriffen, entspricht es doch — unabhingig davon, ob
RNA durch pribiotische oder biotische Prozesse erstmals
entstand — der Idee von einer ,,RNA-Welt“, die unserer
heutigen ,,RNA-DNA-Protein-Welt“ vorangegangen sei.l'”®)
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4.9. ,RNA-Welt“

Die Ideen und Entdeckungen, die in den letzten Jahr-
zehnten zum Konzept der ,,RNA-Welt“ und dessen wissen-
schaftlicher Verankerung fiihrten, sind ein bedeutender Teil
unserer heutigen Vorstellungen iiber die Friihzeit des Lebens.
Ausgelost wurde die Diskussion um die ,,RNA-Welt*“ durch
die molekularbiologische Entdeckung der Ribozyme,™”
wonach in heutigen Organismen nicht nur Proteine (Enzyme)
katalytische Funktionen erfiillen, sondern auch gewisse na-
tiirlich vorkommende Vertreter des Strukturtyps der RNA
(Ribozyme). An sich hitte das ,,Dogma*“ der Biologie, das
nach der Auffassung von Biologen durch diese Entdeckung
»gebrochen wurde, weder aus chemischer, noch molekular-
biologischer Sicht ein solches sein miissen, war doch bereits in
den 60er Jahren des vergangenen Jahrhunderts von Pionieren
der Molekularbiologie die Idee ausgesprochen worden, dass
RNA-Molekiile in der kritischen Anfangsphase des Lebens
nicht nur genotypische, sondern auch phénotypische Funk-
tionen erfiillt haben konnten.'”®! Diese Vorstellung war als
mogliche Losung eines konzeptuellen Dilemmas gedacht:
Der um jene Zeit erkannte Kernprozess biologischen Ge-
schehens, die codierte Translation der konstitutionellen
Vielfalt eines Molekiiltyps (der RNA als Genotyp) in die
entsprechende Vielfalt eines vollig anders konstituierten
Molekiiltyps (der Proteine als Phinotyp), sei ein chemisch
und biologisch derart komplexer Vorgang, dass er unmoglich
Teil des Beginn des Lebens gewesen sein konne. Aus chemi-
scher Sicht entspricht der Kern der Idee von einer sowohl
genetisch als auch phenetisch agierenden RNA der einfachst
moglichen Losung des Codierungsproblems: Die Konstitution
einer RNA-Sequenz ,codiert” deren Konformation. Damit
erzeugt die konstitutionelle Vielfalt der RNA deren kon-
formationelle Vielfalt und somit die chemische Vielfalt ihres
katalytischen Potentials. Man konnte diese Art der Codierung
eine ,physikalische“ nennen, im Gegensatz zur ,.chemi-
schen®, wie sie sich uns im komplexen molekularen Gesche-
hen eines agierenden Ribosoms darbietet. Es bedurfte der
Entdeckung der tatsédchlichen Existenz von Ribozymen, um
den urspriinglich aus dtiologischer Fragestellung hervorge-
gangenen kiithnen Ideen eines Carl Woese, Francis Crick und
Leslie Orgel"! aus dem Jahren 1967/68 schlussendlich zum
Durchbruch zu verhelfen.!”)

Angesichts des Status, den die Idee von der ,,RNA-Welt*
in unseren heutigen Vorstellungen iiber die Atiologie des
Lebens geniefit, ist die Frage nach ihrer experimentellen
Verankerung wichtig. Der wohl wichtigste Stiitzpfeiler ist die
eigentliche Offenbarung ,einer® Rontgenstrukturanalyse:
Das Ribosom ist ein Ribozym.”™! Ein anderer Pfeiler funk-
tioneller Natur ist das Ergebnis einer systematischen For-
schung iiber In-vitro-Evolution von RNA: die Entdeckung
paarweise sich nachhaltig selbstreplizierender Ligase-Ribo-
zyme.P™ Zu diesen beiden Eckfakten kommen eine be-
triachtliche und stetig wachsende Zahl experimenteller Er-
gebnisse, die auf dem Wege der In-vitro-Evolution von RNA
gewonnen wurden und die Féhigkeit der RNA bezeugen,
organisch-chemische Reaktionen unterschiedlichsten Typs
(Aldolisierungen, Amidbildungen usw.) in vitro katalysieren
zu konnen.”" % Dass eine primordiale RNA wenigstens
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grundsétzlich nebst genetischen auch phenetische Funktionen
hitte ausiiben konnen, ist aus chemischer Sicht aufgrund
solcher Erfahrungen nicht mehr zu bezweifeln. Gefordert ist
indessen nach wie vor ein experimentell begriindetes Szena-
rio der Entstehung und des Agierens einer solcherart funk-
tionellen RNA und vor allem auch eine iiberzeugende Vor-
stellung von ihrer strukturellen und funktionellen Einbettung
in ein unter ihrer ,Leitung® evolvierendes chemisches
System.

4.10. Pri-RNA-Welt(en) ?

Die Moglichkeit, wonach ,, Leben* nicht de novo in dem
uns heute vertrauten chemischen Habitus entstand, sondern
aus einem chemisch andersartig konstituierten ,,Leben her-
vorging, ist grundsétzlich nicht von der Hand zu weisen. Der
wohl extremste und von seinem Autor nicht als Science Fic-
tion gedachte Vorschlag solcher Art ist Cairns-Smiths in der
Literatur beharrlich fortlebendes Szenario eines rein anor-
ganischen, mineralischen , Lebens®, das sich schlussendlich
durch einen Prozess, in welchem ein vom Autor als ,,genetic
takeover“ benannter Vorgang eine entscheidende Rolle
spielte, in unser ,organisches“ Leben transformiert haben
soll.”! Der wichtigen Begriffsbildung ,,genetic takeover*
liegt eine Vorstellung zugrunde, die unabhéngig vom ur-
spriinglichen Zusammenhang auch fiir die Diskussion ni-
herliegender Denkbarkeiten Bedeutung hat. Dies gilt vor
allem fiir die Moglichkeit,??®! dass die RNA ein oder
mehrere Vorldaufer hatte, die strukturell und generativ zwar
einfacher, aber dennoch fahig waren, als genetische Systeme
zu agieren; in anderen Worten, der RNA-Welt wiren ,,Pra-
RNA-Welten*“ vorangegangen, die durch Entwicklungen vom
Typus eines ,genetic takeover* miteinander verbunden
waren.

Ein Szenario fiir eine solche ,,Ubernahme® ist nicht un-
bedingt unvorstellbar: Innerhalb des chemischen Einfluss-
bereichs eines evolvierenden genetischen Systems, dessen
stofflicher Bestand und Katalysepotential sich sukzessive di-
versifizieren, hitte eine Oligomervariante hervorzugehen, die
gleichfalls zu informationeller Replikation fihig ist. Die Va-
riante hétte vorab das katalytische Instrumentarium des Ge-
samtsystems zu erginzen,”®! seinen eigenen Einflussbereich
auszuweiten und sich schlieBlich kraft hoherer Effizienz als
dominantes genetisches System durchzusetzen. Ein solches
Bild ist wenigstens dann einigermaf3en durchschaubar, wenn
es konstitutionelle Identitdt von Genotyp und Phénotyp im-
pliziert, wie es die Idee von der RNA-Welt u.a. vorsieht.
Entweder wiirden iiberlappende genetische Systeme durch
Kreuzpaarung miteinander kommunizieren, wodurch ein
Vorgingersystem befidhigt wire, die Bildung des Nachfolge-
systems auf direktem Wege zu katalysieren, oder dies wire
nicht der Fall, und die fiir die Bildung des Nachfolgesystems
erforderliche Katalyse miisste auf dem Umweg phédnotypi-
scher Katalyse durch das Vorldufersystems erfolgen. Direkt-
iibertragung von Sequenzinformation wiirde zwar einen
»genetic takeover* erleichtern, doch wére solche ,,genetische
Kontinuitidt“ nur eine scheinbare, denn grundsétzlich miisste
der strukturelle Unterschied der beiden genetischen Systeme
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zur Folge haben, dass Direktiibertragung der konstitutionel-
len Information des Genotyps nicht gleichzeitig auch dessen
,»Code“ fiir den Phanotyp iibertriige, denn dieser Code wire
spezifisch fiir die jeweilige molekulare Riickgratstruktur des
Genotyps. Das Nachfolgesystem miisste, ungeachtet seiner
direkten Kommunikation mit dem Vorldufersystem, seinen
Phiinotyp de novo evolvieren.421%

Der erste explizite Vorschlag einer ,,pra-RNA-Welt* kam
seinerzeit von Pionieren der klassischen prébiotischen
Chemie™” und entsprang wohl hauptsichlich aus experi-
mentellen Erfahrungen der Orgel’schen Schule zur Bildung
von Ribonukleotiden aus ihren Bausteinen®'*? und der
Oligomerisation von Monomeren zu Oligonukleotiden !
Auch spitere Arbeiten iiber die Replikation von Oligoribo-
nukleotiden®*?"! sowie Untersuchungen zur Stabilitit von
Bausteinen und Zwischenprodukten!®>?¢2!7l entsprachen
diesem Vorschlag. Dass jedoch aus solchen Erfahrungen auch
gegensitzliche Schlussfolgerungen gezogen werden konnen,
zeigen u.a. Publikationen von Jim Ferris?'®?" {iber die Bil-
dung von Oligoribonukleotiden an Montmorillonit-Festpha-
sen ausgehend von aktivierten Mononukleotiden: Die Er-
gebnisse dieser Arbeiten werden durch ihren Autor unbeirrt
als experimentelle Stiitze der Vorstellung eines prébiotischen
Ursprungs der RNA-Struktur eingeschitzt.”"! In neuerer
Zeit hat John Sutherland die Frage nach dem pribiotischen
Ursprung der RNA im Sinne eines Imperativs fiir die syn-
thetische organische Chemie aufgegriffen: Diese sei heraus-
gefordert, experimentell aufzuzeigen, dass und wie der
Strukturtyp der RNA unter prabiotischen Bedingungen sich
habe bilden konnen. So hat denn auch neulich eine Arbeit
aus dem Sutherland’schen Laboratorium®! nicht nur unter
»RNA-first“-Anhédngern, sondern auch in der Sekundir- bis
Populirliteratur Furore gemacht, weil experimentell gezeigt
wurde, wie ein anscheinend einfacher, von ausgefahrenen
Wegen abweichender und chemisch belangvoller Synthese-
weg zum (aktivierten) Ribonukleotid-2,3-cyclophosphat des
Cytosins fithren kann, und all dies ausgehend von Materialien
(Cyanamid, Cyanacetylen, Glycolaldehyd, Glycerinaldehyd
und Phosphat), die allesamt aus der Sicht der prébiotischen
Chemie Miller’scher Prigung als ,priabiotische Molekiile
gelten.

Beim heutigen Stand der Dinge miissen nach wie vor
solche Ergebnisse der prédbiotischen Chemie — so ,,liberzeu-
gend* sie auch erscheinen mogen — beziiglich ihrer dtiologi-
schen Relevanz u.a. anhand des Kriteriums ,,das Einfachere
ist der Feind des Einfachen* mitbeurteilt werden. Dies gilt
sowohl fiir die Struktur primordialer Molekiile, denen eine
biotische Funktion zugedacht wird, als auch fiir Wege, die zu
ihnen gefiihrt haben sollen. Es stipuliert eine moglichst fla-
chendeckende Suche nach Alternativen, die als Vergleichs-
objekte bzw. Vergleichsynthesen in Frage kommen. So ist die
Kenntnis eines moglichst breiten Vergleichssatzes von po-
tentiell préabiotischen RNA-Synthesen fiir Anhinger des
,,RNA-first“-Postulats ebenso wichtig, wie fiir Befiirworter
einer pra-RNA-Welt die Aufdeckung und funktionelle
Uberpriifung von ,simtlichen® aus pribiotischer Sicht in
Frage kommenden RNA-Vorldufern. Die potentielle Vielfalt
an Strukturen und Synthesewegen ist kaum je auf Anhieb
absehbar; dies lehrt die Geschichte der organischen Chemie.
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In der prébiotischen Chemie sind nach wie vor Stimmen der
Zuversicht??'>??! ebenso kritisch wahr und ernst zu nehmen,
wie Unkenrufe grundsitzlicher Kritik.2?

Unseren Arbeiten liber Nukleinsdure-Alternativen waren
in chemischer Hinsicht auf eine Erkennung von Zusammen-
héngen zwischen Struktur und Funktion, in &tiologischer
Hinsicht auf die Entdeckung von Kriterien fiir ein Ver-
standnis der von der Natur getroffenen Wahl des Strukturtyps
der natiirlichen Nukleinsduren ausgerichtet, aber nicht auf
die Moglichkeit, unter alternativen Systemen aus der struk-
turellen Nachbarschaft der RNA solche zu finden, die das
Potential zu einer im Vergleich zur RNA einfacheren Ent-
stehungsweise — in welchem Umfeld auch immer — gehabt
haben konnten. Fiir jede der zur Bearbeitung gelangten Al-
ternativstrukturen galt die Forderung, dass sie eine mogliche
Produkt-Alternative jener (hypothetischen) chemischen
Prozesse sein sollte, welche die RNA hervorgebracht hétten.
Unter allen von uns untersuchten Alternativsystemen hat die
TNA bei Biologen am meisten Beachtung gefunden, weitaus
mehr als z.B. die sowohl aus chemischer wie auch &4tiologi-
scher Sicht lehrreichere p-RNA. Dies hat damit zu tun, dass
die TNA im Gegensatz zur p-RNA mit den natiirlichen Nu-
kleinsduren informationell zu kommunizieren vermag, aber
auch weil ihr Phosphodiester-Riickgrat aus einem ,einfa-
cheren®“ Zuckerbaustein aufgebaut ist als das Riickgrat der
RNA. So wurde denn auch die Frage aufgeworfen, ob die
,einfachere Nukleinsdure TNA“ ein Vorldufer der RNA
hitte sein konnen.'” Damit war unser Projekt iiber Nukle-
insdure-Alternativen schlussendlich dort angelangt, wohin
vorerst nicht zu gelangen unsere urspriingliche Absicht ge-
wesen war, ndmlich sich mit der Frage nach der Bildung al-
ternativer Systeme unter primordialen Bedingungen befassen
zu missen.

Die hohere generative Einfachheit der TNA- gegeniiber
der RNA-Struktur diirfte letztlich triigerisch sein, ebenso die
Chance der TNA, als Vorldufer der RNA in Frage zu
kommen. Zwar ist ihr Zuckerbaustein einfacher in dem Sinne,
dass seine Entstehung nur einen einzigen (unmittelbaren)
Zwei-Kohlenstoff-Vorldufer (Glycolaldehyd) benétigt, wih-
rend die Konstituierung der Ribose (im einfachsten Fall) zu-
satzlich eine C;-Komponente erfordert, doch weisen alle
neueren Untersuchen iiber die Bildung der Ribose unter
(modifizierten) Bedingungen der Formose-Reaktion (vgl.
oben) darauf hin, dass ihre Zuginglichkeit derjenigen der
Threose keineswegs hintansteht.**¢"%] Zudem gibt es kei-
nerlei Griinde fiir die Annahme, dass auf dem Wege von der
Threose zur TNA irgendeine der Reaktionsstufen — auch
nicht die notorische Stufe der Nukleotidierung — einfacher
wire als die entsprechende Reaktionsstufe von der Ribose
zur RNA, eher im Gegenteil.

Konnten die in letzter Zeit wieder akut geworde-
nen, #2224 yon einem C;-Zucker abgeleiteten und somit im
Vergleich zur TNA formal noch einfacheren Paarungssyste-
me Kandidaten fiir eine Pra-RNA Welt sein? Die Auffassung,
wonach die formale Einfachheit von C;-Zuckern abgeleiteter
Paarungssysteme einer im Vergleich zur RNA entsprechend
einfacheren Bildungmoglichkeit unter primoridalen Bedin-
gungen entspreche, konnte noch triigerischer sein als die
entprechende Annahme fiir die TNA. So ist bei der GNA die
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Verkniipfung der Nukleobase mit einer nicht nur reduzierten,
sondern auch noch fiir eine Reaktion des Sy2-Typs aktivierten
Cs-Zuckereinheit synthetisch-chemisch zwar einfach, jedoch
aus der Sicht der bisherigen pribiotischen Chemie noch
problematischer als die notorische Nukleotidierungsstufe bei
der RNA und TNA.?*27 Zudem lehrt uns die Konstitution
der RNA durch die trans-Anordnung der beiden Phospho-
diester-Briickenpfeiler an den Furanose-Ringen eine wichtige
Lektion: Diese trans-Anordnung verhindert, dass bei einer
schutzgruppenfreien, nicht-enzymatischen Oligokondensati-
on aktivierte Monoribonukleotide sich durch intramolekulare
Cyclisierung desaktivieren und sich dadurch der templat-
kontrollierten intermolekularen Kondensation entziehen; bei
entsprechender cis-Anordnung der beiden Pfeiler — vgl. die
Xylofuranose-NAI® _ wire dies zweifellos der Fall.”?”! Ak-
tivierten Monomeren acyclischer Oligomersysteme fehlt ein
entsprechender Schutz vor Selbst-Desaktivierung durch
Cyclisierung.

Letztlich krankt die derzeitige Diskussion tiber die Mo6g-
lichkeit eines prébiotischen Ursprungs der RNA daran, dass
nach wie vor offen bleibt, nach welchem Typus von Ur-
sprungsszenario die hierfiir relevanten chemischen Prozesse
zu beurteilen sind: nach dem Modell einer heterotrophen
oder einer autotrophen Biogenese, eines abiotischen oder
biotischen Ursprungs der RNA (vgl. unten)? Schon die als
verfiigbar zu betrachtenden Ausgangsprodukte wiirden ganz
unterschiedlich sein; so wire fiir eine Erstkonstituierung der
RNA in einem heterotrophen Szenario ein hochreaktives
Molekiil wie Cyanacetylen!! wohl zuzulassen, aber kaum fiir
ein Szenario des autotrophen Typs, und fiir eine biotische
Erstkonstituierung der RNA schon gar nicht. Dennoch ist
jedes Projekt experimenteller Forschung, das sich die De-
monstration einer ,,prabiotischen” Bildungsweise der RNA
oder eines potentiellen Vorldufers als Ziel setzt, ein Beitrag
zum Projekt der Erstellung einer Datei experimenteller
Fakten, deren Kenntnis fiir einen entscheidenden Fortschritt
in der Suche nach der Chemie der Entstehung des Lebens
eine der Voraussetzungen sein wird. Es ist dies der Grund,
warum die Sutherland’sche ,,priabiotische* Synthese von ak-
tivierten Ribonukleotiden!®! wichtig ist, letztlich unabhingig
von der Frage nach der ,,Halbwertszeit* ihrer dtiologischen
Relevanz. Kritischen Fragen dieser Art nachzugehen ist nicht
zuletzt deshalb wichtig, weil allzu optimistische Antworten
auf diesem Gebiet sowohl in der wissenschaftlichen als auch
nicht-wissenschaftlichen Offentlichkeit Illusionen iiber den
Stand unseres Wissens iiber die Entstehung des Lebens auf-
kommen lassen.

4.11. Vermessung der Landschaft potentiell primordialer,
informationeller Oligomersysteme

Wie schon angedeutet, reicht die strukturelle Palette der
Watson-Crick-Systeme weit iiber den Strukturtyp der oligo-
meren Phosphodiester hinaus; dies haben vor allem Unter-
suchungen gezeigt, die im Laufe der letzten beiden Jahr-
zehnte in medizinalchemisch orientierten Laboratorien im
Hinblick auf die medizinischen Perspektiven des Antisense-
Konzepts™ durchgefiihrt wurden.!'!91131%1] Entscheidend

www.angewandte.de

Chemie

12661


http://www.angewandte.de

12662 www.angewandte.de

Aufsitze

war die Entdeckung der Eigenschaften der bereits erwéhnten
,PNA“ durch Peter Nielsen."® Uber eine moglichst umfas-
sende Ubersicht auf die Strukturtypen informationeller Oli-
gomersysteme zu verfiigen, wire aus medizinalchemischen,
rein chemischen und schlieBlich vor allem auch dtiologischen
Beweggriinden wiinschenswert. Im Hinblick auf die Atiologie
des Strukturtyps der RNA miisste davon nur eine Teilmenge
interessieren, nidmlich solche Systeme, die aufgrund pro-
blemgerechter Kriterien fiir die Einstufung als potentiell
primordiale Informationssysteme in Frage kdmen. In einer
Suche nach solchen Kandidaten wire im Gegensatz zu den
bisherigen Arbeiten zur Atiologie der RNA jegliche Struktur
sowohl des Riickgrats als auch der Erkennungselemente zu-
zulassen, solange von Kandidaten angenommen werden
kann, dass sie sich unter prébiotischen Bedingungen hétten
bilden konnen. Ungeachtet der notorischen Problematik der
Frage nach der Prébiotizitit von Strukturen, Reaktionen und
Bedingungen wird man um den Versuch einer Kartierung
einer solchen Landschaft von potentiell primordialen infor-
mationellen Oligomersystemen nicht herum kommen, will
man die Vorstellung von einer der RNA-Welt vorangegan-
genen Pra-RNA-Welt und damit letztlich auch der Frage nach
dem Ursprung der RNA experimentell wirklich umfassend
angehen.

Konnte die Vergleichsperspektive unserer bisherigen Ar-
beiten auf die Funktion ausgerichtet sein, so stand im Projekt
der Kartierung der Landschaft potentiell primordialer Infor-
mationssysteme die Formation von solchen im Vordergrund.
Dies mit all den zusétzlichen Ungewissheiten, die ein Abrii-
cken vom einfacheren Fragen nach der Funktion zur Folge
hat. Noch vielmehr als dort braucht es auch hier Auswahl-
kriterien, welche aus einer Vielzahl von Mdoglichkeiten die
Erkennung meistversprechender, experimentell zu verfol-
gender Richtungen erleichtern. Es geht hier um eine breit
angelegte Suche nach einer Chemie, die unter prébiotischen
Bedingungen auf einfachsten Wegen strukturell einfachste
informationelle Systeme hitte hervorbringen konnen. Im al-
lerbesten Fall entsprichen solche Systeme in ihren Eigen-
schaften dem, was man den ,einfachsten gemeinsamen
Nenner* der Vorstellungen von ,,Genitizisten* und ,,Meta-
bolisten® zur Biogenese nennen konnte (vgl. unten). Dem
naheliegenden Einwand, dass wir nicht eigentlich wissen, was
letztlich als ,,prabiotisch* gelten darf und was nicht, ist im
Grunde nichts entgegenzuhalten, es sei denn die Hoffnung
auf die riickkoppelnde Wirkung zunehmender experimen-
teller Erfahrung auf das Ausmaf} dieses Unvermdgens, einer
Erfahrung eben, die sich nur daraus ergeben kann, dass man
den besagten Einwand vorderhand ignoriert.

Der kiirzlich in den ,,Nachrichten aus der Chemie® post-
hum gewiirdigte, legendire Chemiker Siegfried Hoffmann!**’!
veroffentlichte 1979 einen bemerkenswerten, mit ,,Nuklein-
siuremodelle“ betitelten Essay,”" in welchem er eine um-
fassende Ubersicht gibt iiber dltere Arbeiten, die aus heuti-
ger, wenn auch nur rein chemischer Perspektive als Vorldu-
ferprojekte des hier gemeinten Projekts erscheinen. Es waren
dies vorwiegend in polymerchemischen Laboratorien durch-
gefiihrte Versuche, durch Verkniipfung von Nukleobasen mit
verschiedensten Riickgrattypen der damaligen Polymerche-
mie eine Simulation der intermolekularen Kommunikation
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der DNA zu erzielen.” > In seinem Essay hat Hoffmann
der Summa dieser Versuche eine ,,evolutiondren“ Bezug un-
terlegt, an den im vorliegenden Zusammenhang sich zu er-
innern es sich gehort.?

Einige jener ilteren Arbeiten waren Versuche, DNA-
Paarung durch Ersatz des Phosphodiester-Riickgrats durch
oligo-amidische Riickgrate zu simulieren.’*>?* Den wohl
ersten Erfolg in dieser Richtung erzielte eine medizinalche-
misch motivierte Arbeit vor rund zwei Jahrzehnten durch
Umbau der Ringstruktur der Ribofuranose der RNA in einen
Morpholin-Ring.”! Den Durchbruch fiir amidische Riick-
grate brachte indessen die Nielsen’sche ,,Peptid“-Nuklein-
saure PNA'! (Abbildung 71), in deren Nachfolge in der

PNA
R o)
Hg HsC HaC
NH 7% NH 8 NH
N&O N’go N&O
o)
K( o] k%o 0 K(O 0
\N/\/NVU\N/\/N L P
H H H

Nukleo-oligodipeptid

oo N o o R o oulN_o
v v \f

NH - NH
AN NH HN HN
O O o O ] (e}
H H N
\N N N N N
H o) H o) H 0
CO,H CO-H CO,H

Abbildung 71. Strukturtyp der Nielsen’schen ,,PNA“ und Beispiel eines
echt peptidischen bzw. dipeptidischen Nukleo-Oligomers mit 5-Amino-
uracil als alternative Nukleobase.

Antisense-Literatur zahlreiche Paarungssysteme mit PNA-
dhnlichen Riickgraten beschrieben wurden.'®¢27 Auch
Nukleo-Oligomeren mit echt oligopeptidischer Riickgrat-
struktur sind untersucht worden,?*?*! worunter aus #tiolo-
gischer Sicht besonders von Ulf Diederichsen™" beschrie-
bene, alternierend aus L- und D-Nukleo-Aminosiduren beste-
hende, heterochirale Nukleo-oligopeptide interessieren. Als
Folge zu geringer konstitutioneller Distanz zwischen den
Erkennungselementen zeigen diese keine Kreuzpaarung mit
natiirlichen Nukleinsduren, jedoch starke Paarung unter sich
selbst. Ahnliches gilt fiir ebenfalls von Diederichsen*! be-
schriebene Nukleo-B-Oligopeptide.

Stanley Miller hat eine seiner Veroffentlichungen mit
»Peptide Nucleic Acids Rather Than RNA May Have Been the
First Genetic Molecule“ betitelt und darin experimentelle
Ergebnisse beschrieben, welche aus seiner Sicht die Pribio-
tizitit der Nielsen’schen PNA plausibel machen (sollen).?*?!
Einmal mehr ist auch hier als Beurteilungskriterium der
Vergleich mit Alternativen gefordert. Als Alternativen
dringen sich Systeme auf, deren Riickgrat nicht eine Peptiden
verwandte, sondern eine echt peptidische Konstitution auf-
weisen wiirden. Im Hinblick auf die Konstitution der Bau-
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steine und Reaktionstypen, die fiir eine Entstehung von PNA
im Vergleich zu Nukleo-oligodipeptiden beispielsweise des in
Abbildung 71 (unten) formulierten Typs notwendig wiren,?*!
erscheint der peptidische Strukturtyp als der einfachere, dies
ungeachtet der Tatsache, dass man sich in Anbetracht der
Vielzahl von Moglichkeiten nach wie vor weder festlegen will
noch kann, wie Oligopeptide unter priabiotischen Bedingun-
gen entstanden sein sollen.”* Die Bildung von Peptiden aus
o-Aminosiduren gehort indessen zu den wenigen chemischen
Umwandlungen, deren Zugehorigkeit zur Palette prébioti-
scher Prozesse in keinem der derzeitigen biogenetischen
Denkmodelle bezweifelt wird.

Zugunsten einer eingehenden Erkundung des Struktur-
typs der Nukleo-oligodipeptide spricht deren verkappte
strukturelle Entsprechung zum Strukturtyp der RNA, wie sie
sich aus qualitativen konformationsanalytischen Betrachtun-
gen ergibt.?* Abbildung 72 illustriert diese Entsprechung
sowie die konformationsanalytischen Kriterien, die die Paa-
rungsfihigkeit von Nukleo-oligodipeptiden qualitativ vor-
auszusagen und zu deuten erlauben. Nach solchen Uberle-
gungen sollten nicht nur Oligodipeptide, die konformations-
gerecht mit Erkennungselementen bestiickt sind, die Eigen-
schaft informationeller Basenpaarung aufweisen, sondern
z.B. auch Oligomere mit teilweise oder ganz gesittigten
Riickgraten, die repetitiv an den markierten Stellen elektro-
negative Zentren aufweisen.”?”’! Der Konstitutionstyp der
PNA liegt ,,zwischen* den beiden Varianten.

Die nachstehend zusammengefassten Arbeiten {iiber
Nukleo-oligodipeptide waren eines der letzten Projekte, die
gemeinsam mit meinem jiingeren Kollegen Ramanarayanan
Krishnamurthy in unserer Arbeitsgruppe am Scripps Institute
in La Jolla durchgefiihrt wurden. Dass diese Untersuchungen
experimentell zu den nachstehend dargestellten Ergebnissen
fithren konnten, ist nicht zuletzt in hohem MaBe sein Ver-
dienst.

Abbildung 73 zeigt den Strukturtyp der hauptsdchlich
bearbeiteten Nukleo-oligodipeptide in ihrer hypothetischen

9
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o\ ©
o
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[ BASE
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I BASE
~o-R—o Ko v
o]

== o-Peptidbindungen
(oder andere Doppelbindungen)

) HN O NH
@ clektronegative Zentren
(deren Positionierung dem o H
gauche-Effekt folgt) WH )V»/N
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Abbildung 72. Extrapolation des (+g/—g)-Phosphodiester-Riickgrats (A-DNA) auf a-
Oligopeptid- oder (z.B.) Ethylenediamin-Riickgrate. Konformationelle Entsprechung
der (idealisierten) Paarungskonformation von RNA mit einer solchen von Nukleo-
Oligodipeptiden: Bindungen mit 180° Torsionswinkel in ersterer (rot) entsprechen

peptidischen Bindungen in letzterer.?%2]
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Abbildung 73. Nukleo-oligodipeptide mit L-Glutaminsiure-Einheiten als
Trager alternativer Nukleobasen und L-Asparaginsiure-Einheiten als
Abstandhalter.

(idealisierten) Paarungskonformation: Die in der Seitenkette
mit einem Erkennungselement bestiickte L-Glutaminséure,
peptidisch verkniipft mit L-Asparaginsdure, bildet die di-
peptidische Monomer-Einheit, wobei die in Oligomeren frei
bleibenden Carboxylfunktionen der Asparaginsédure-Einhei-
ten die Loslichkeit der Oligomere in wissrigem Medium ge-
wihrleistet. Wir haben die Arbeiten iiber Nukleo-oligodi-
peptide mit der Frage nach potentiell priabiotischen, alterna-
tiven Nukleobasen kombiniert und uns in der Wahl der
Erkennungselemente auf solche Basen beschrénkt. Da der
Einbau von sowohl alternativen als auch kanonischen
Erkennungselementen in Oligodipeptid-Einheiten auf einfa-
che Art erfolgen kann, entféllt mit diesen Systemen das fiir
die pribiotische Chemie der natiirlichen Nukleinsduren no-
torische Nuleotidierungsproblem.[”-1921L.2%8]  Vielfalt und
Leichtigkeit der Verkniipfung von Riickgrat und
Erkennungselement ist eine der Richtlinien, ent-
lang welcher die Erkundung der Landschaft po-
tentiell primordialer Alternativen genetischer
Systeme zu erfolgen hat. Sie umfasst die Suche
nach sowohl alternativen Riickgraten als auch al-
ternativen Erkennungselementen. Als solche
haben wir anfinglich den aus einer Carboxylfunk-
tion sich herleitenden sym-Triazinring in Form des
2,6-Diamino- bzw. 2,6-Dioxoderivats eingesetzt,

)V“/H\ uns in der Folge dann aber vor allem auf die in
NH Abbildung 74 formulierten Derivate des 5-Ami-

nopyrimidins konzentriert.?*) Diese Pyrimidinfa-
milie zeichnet sich dadurch aus, dass in allen vier
Varianten die 5-stindige Aminogruppe selektiv
acyclierbar ist, wodurch sich eine einfache und
variationstrachtige Art der Verkniipfung zwischen
Erkennungelement und einer Carboxylfunktion
des Oligomer-Riickgrats ergibt. Solchen 5-Amino-
pyrimidinen ist prabiotische Verfiigbarkeit ebenso
— wenn nicht gar eher — zuzugestehen, als den ka-
nonischen Pyrimidinen. Ein kiirzlich publiziertes,
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Abbildung 74. Familie der 5-Amino-pyrimidine als alternative Nukleo-
basen/Erkennungselemente in Nukleo-oligodipeptiden.

im Miller’schen Umkreis durchgefiihrtes Langzeitexperiment
der Umwandlung von Ammoniumcyanid in Nukleobasen!®"
hat (nach Hydrolyse des Reaktionsguts) nebst kanonischen
Purinen mehr 5-Aminouracil erzeugt als Uracil, was durchaus
der Erwartung aufgrund einer mechanistischen Analyse eines
vom HCN-Tetrameren ausgehenden Reaktionsbaums ent-
spricht.?!-22 Aus der Perspektive der Chemie von HCN ist

NH
FN /\W‘/\/i\
N |
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(260 nm)
40 e  aad
‘;ﬁ""’"‘""”"“‘“m--.
'3 .”J
007
30 s J4
:' f f
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Abbildung 75. Starke Kreuzpaarungen von Nukleo-oligodipeptiden mit
2,4-Diaminotriazin als Erkennungselement (mit DNA, RNA und TNA
in wassrigerem Medium).”** Kreuzpaarung des Nukleopeptid-Dodeca-
mers [glu(T"M)-asp];, mit TNA (t-T;,), DNA (d-T;;) und RNA (r-T;,)
(UV/T,-Kurven, ca. 5+5 pm in 1.0m NaCl, 10 mm NaH,PO,, 0.1 mm
Na,EDTA, pH 7).
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die Struktur des 5-Aminouracils generativ einfacher als jene
des (strukturell einfacheren) Uracils.

Von mehreren nukleo-oligodipeptidischen Systemen®?!
hat das in Abbildung 73 formulierte, aus Oligomeren des
Dipeptids NH,-L-Glu-L-Asp-COOH sich ableitende am
ehesten kohérentes Paarungsverhalten gezeigt. Die in Ab-
bildung 75 wiedergegebenen Schmelzkurven vermitteln einen
Eindruck von der starken Kreuzpaarung zwischen Oligo-
(T,)s der RNA-, DNA- und TNA-Reihe und entsprechenden
homobasischen Oligo-(T™")s der (Glu-Asp)-Reihe mit dem
2,4-Diaminotriazin-Kern als alternative Nukleobase. UV-
spektroskopisch ermittelte Schmelztemperaturen entspre-
chen CD-spektroskopisch bestimmten Werten, und fiir das
16-mer ist nachgewiesen, dass die Stochiometrie von dessen
Komplexierung mit einer Duplexbildung vereinbar ist.
Uberraschend und (vorerst) enttiuschend erwies sich das
Kreuzpaarungsverhalten entsprechender Oligomeren, welche
die 2,4-Dioxo-Form des Triazinkerns als Erkennungselement
tragen: Der Vergleich von Abbildung 75 mit Abbildung 76
illustriert, wie auffallend schwicher die entsprechende (iso-
stere) Paarung der 2,4-Dioxo-Form mit DNA und RNA
ausfallt.?

Das auffallende Phinomen der deutlich geringeren Paa-
rungsstidrke des 2,5-Dioxotriazin/2,6-Diaminopurin-Basen-
paars im Vergleich zum 2,5-Diaminotriazin/Thymin-Paar hat
sein ,antisymmetrisches“ Gegenstiick im gleichermaf3en
auffallenden Befund, dass mit den entsprechenden Basen der
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Abbildung 76. Schwache Kreuzpaarungen von Nukleo-oligodipeptiden
mit 2,4-Dioxotriazin als Erkennungselement (mit DNA in wéssrigem
Medium).”**! Nukleodipeptid-Hexadecamer [glu(T°°)-asp];s paart mit
DNA-D;g, aber nicht mit DNA-A;g (UV/T,-Kurven, ca. 5+5 uMm in 1.0m
NaCl, 10 mm NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA, pH 7).
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5-Aminopyrimidin-Reihe in analoger Riickgratkombination
die Paarungsstirken ebenso deutlich unterschiedlich sind,
jedoch nunmehr in umgekehrter Richtung: Hier ist es die
Dioxo-Form der nicht-kanonischen Nukleobase, die mit ent-
sprechend komplentdren DNA- und RNA-Stréngen stidrker
paart als es die Diamino-Form tut (Abbildung 77 und 78).%%4
Kombinierte man Oligomere mit zueinander komplementé-
ren nicht-kanonischen Basen aus der sym-Triazin- und der 5-
Aminopyrimidin-Reihe zu zweifach oligodipeptidischen

0 " 12-mer : 16-mer
o A poly-d(A) 61.1 64.7
i
iy Y W) A8 | 44D
A\ o HN H -
o7y j\/\coo d(Ap) 51.4 54.7 d(Aqe)
)
o M r(A12) 35.5 41.0 r(Asp)
ik NM
A\ 1 H t(Dy2) 54.3 -
o

Abbildung 77. Starke Kreuzpaarungen von Nukleo-oligodipeptiden [glu-
(AP°©)-asp], mit 2,4-Dioxo-5-aminopyrimidin als Erkennungselement
(mit DNA und RNA in wissrigem Medium; ca. 545 um in 1.0m NaCl,
10 mm NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA, pH 7, 255 nm).

\]70
HN H —
j:\coo 12-mer
NH O™ Ny Q) UV-T,
NATNMO d(T12) <10
P ° AN =
H,N™ N j\/\COO poly-rU)| <10
poly-d(T) 23.3

Abbildung 78. Schwache Kreuzpaarungen von Nukleo-oligodipeptiden
[glu(APNN)-asp], mit 2,4-Diamino-5-aminopyrimidin als Erkennungs-
element (mit DNA und RNA in wissrigem Medium; ca. 545 uMm in
1.0m NaCl, 10 mm NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA, pH 7, 250 nm) >

Komplexen, so findet man bei Raumtemperatur Duplexbil-
dung nur zwischen Oligomeren, welche die beiden (mit
DNA) stirker paarenden Basen tragen, nimlich 2,4-Diami-
no-sym-triazin und 2,4-Dioxo-5-(acyl)aminopyrimidin. Bei
den entsprechenden, formal ebenfalls zueinander komple-
mentédren Oligomeren mit 2,4-Dioxo-sym-triazin und 2,4-
Diamino-5-(acyl)aminopyrimidin beobachtet man oberhalb
0°C keine Paarung (Abbildung 79).>>

Ein Schliissel fiir ein qualitatives Verstdndnis all dieser
Beobachtungen liegt im Vergleich der pK,-Werte der vier
nicht-kanonischen und der vier kanonischen Basen. Die
Stiarke entsprechender Paarungen in neutralem wissrigem
Medium korreliert mit dem Unterschied zwischen den pK,-
Werten der Paarungpartner in dem Sinne, dass je geringer
dieser Unterschied, umso schwicher — ceteris paribus — die
Paarung (Abbildung 80 und 81). Ram Krishnamurthy, der
diese Zusammenhénge im Laufe der Arbeiten in La Jolla als
erster erkannte, hat in der Folge in einem selbstdndigen
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Abbildung 79. Relative Paarungsstarken — Korrelation mit pK,-Werten
(12-mere, 5+5 pum, 1.0m NaCl, Phosphatpuffer, pH 7). Mit homobasi-
schen Nukleo-oligodipeptid Dodecamer-Sequenzen, die Erkennungele-
mente der Triazin- und 5-Aminopyrimidin-Reihe aufweisen, wurde Paa-
rung zwischen 2,4-Diamino-triazin und 2,4-Dioxo-5-amino-pyrimidin,
nicht aber zwischen 2,4-Dioxo-triazin und 2,4-Diamino-5-amino-pyrimi-
din beobachtet.”*"

Projekt die Untersuchungen auf Derivate der Orotsdure als
nicht-kanonische Nukleobasen und ein entsprechend modi-
fiziertes oligodipeptidisches Riickgrat ausgedehnt, in wel-
chem diese Strukturelemente nunmehr amidisch iiber die
Carboxylfunktion des Pyrimidinpartners miteinander ver-
kniipft sind.”*! Der Einfluss der Carboxamid-Gruppe in
Stellung 6 des Pyrimidinrings auf die pK,-Werte von dessen
2,4-Dioxo- und 2,4-Diamino-Derivat ist umgekehrt zum ent-
sprechenden Einfluss der Acylamino-Gruppe in Stellung 5; in
der Tat verhalten sich die beiden Oligomere mit den von der
Orotsdure sich ableitenden Basen in ihrem Paarungsverhal-
ten gegeniiber DNA umgekehrt wie das von 5-Aminopyr-
imidin sich ableitende Paar, jedoch analog wie das vom sym-
Triazin sich ableitende.?!

Eine Deutung des Zusammenhangs zwischen der Stdrke
der Paarung von konstitutionell komplementidren Nukleo-
basen und dem Abstand ihrer pK,-Werte voneinander diirfte
in Richtung entsprechender Unterschiede in den Hydrata-
tionsenergien von ungepaarten gegeniiber gepaarten Basen
zu suchen sein: Je ndher die pK,-Werte von konstitutionell
analogen Paarungspartnern dem neutralen pH-Wert des
wiassrigen Mediums liegen, umso stidrker sollte die Hydrata-
tion ungepaarter Partner relativ zu jener gepaarter Partner
ins Gewicht fallen und der damit einhergehende Unterschied
in den Hydrationsenergien einer Paarung der Partner entge-
genwirken, 72!

Von der an Kandidaten reichen Palette an Oligomersys-
temen, von denen man aufgrund qualitativer Kriterien ver-
muten kann, dass sie der Landschaft potentiell primodialer
informationeller Systeme angehoren konnten, wurde nebst
den eben besprochenen Systemen das Paarungsverhalten
eines Oligomers gepriift, das sich aus D-Glycerinsdure und
2,4-Dioxo-5-aminopyrimidin  ableitet  (Abbildung 82).>!
Angesichts der Kiirze der Basensequenz ist die Paarung mit
DNA auffallend stark. Leider misslang die Synthese des
entprechenden 2.4-Diaminooligomers, mit dem vorab die
oben erwihnte J-pK,-Korrelation hitte iiberpriift werden
konnen. Einer der Griinde fiir dieses Misslingen liegt in der
Tendenz des Riickgrats solcher Oligomere, allzu leicht iiber (3-
Eliminierungen zu zerfallen.””

Im Riickblick hat die Beurteilung der Erfahrungen aus
unseren Untersuchungen iiber das Paarungsverhalten mit
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Abbildung 8o. Zusammenfassung der in Abbildung 75-78 wiedergegebenen Beobachtungen: , Antisymmetrie” im Paarungsverhalten von Triazi-
nen und 5-Aminopyrimidinen und Abhangigkeit der Paarungsstirke vom Unterschied in den pK,-Werten der Paarungspartner.?>!

alternativen Erkennungselementen bestiickter Nukleo-oligo-
dipeptide einen unvorhergesehenen Schwerpunkt erhalten:

‘ ApKA = 5-6; starke Paarung ‘

NH, NH, O |O
oI t : o'y ey
N H,N 07"NT 07N
R R
pKa 3.0 4.0 5.0 6.0 70 8.0 9.0 10.0 11.0
T T T T T T T71] g
NH, NHz |, o) o 4
N N\H/R w HN){/I(N\H/R
HoN R HZN)\\N 9 (0] H R O N ©
pKa =4.5 =6.0

ApKA = 1-3; schwache oder
keine Paarung

ApKA = 4-5; starke Paarung

Abbildung 81. Korrelation zwischen Paarungsstarke und ApK,-Werten von Paaren komplementarer
Basen in wissriger Lésung bei neutralem pH. Je geringer der Unterschied der pK,-Werte der Paa-
rungspartner, umso schwicher die Paarung in wissrigem Medium. Die kanonischen Nukleobasen
entsprechen diesbeziiglich einem Optimum.?>4%¢
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das Paarungsverhalten der eingesetzten nicht-kanonischen
Basen weist mit Nachdruck auf eine Eigenschaft der kano-

nischen Nukleobasen hin, welche
letztere in besonderer Weise vor an-
deren auszeichnet und offenbar zu
den fiir die Atiologie des Struktur-
typs der Nukleinsduren relevanten
Einsichten gehort: es ist dies die
Schlussfolgerung, dass die beiden ka-
nonischen Basenpaare nicht nur kon-
stitutionell spezifischer
Weise ihrer biologischen Funktion
entsprechen, sondern dass zudem die
pK,-Werte ihrer Paarungspartner in
kritischer Weise fiir diese Funktion
einem Optimum gleichkommen (Ab-
bildung 81).[%342% Einmal mehr ist
es der experimentelle Vergleich mit
potentiellen Alternativsystemen, der
erkennen lédsst, wie ein Bauelement
der natiirlichen Nukleinsdurestruktur
die besondere Eignung dieses Struk-
turtyps fiir die biologische Funktion
bedingt. Will man die beiden Eigen-
schaften in der Perspektive sehen, die
den vier kanonischen Nukleobasen

in  hochst
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Abbildung 82. Bemerkenswert starke Kreuzpaarung von DNA mit der homobasischen Hexamer-
sequenz eines aus D-Glycerinsiure abgeleiteten Oligonukleotids mit 5-Amino-2,4-dioxopyrimidin als
Erkennungselement (ca. 545 pm, 10 mm NaH,PO,, 0.1 mm Na,EDTA, 1m NaCl).”?

gemah ist, so hat man sich an eines der wichtigsten Ergebnisse
der klassischen pribiotischen Chemie zu erinnern,t! namlich
dass aus chemischer Sicht diese Basen Abkémmlinge sind von
HCN, einem elementaren molekularen Speicher freier
Energie und wohl einem der héufigsten organischen Mole-
kiile im interstellaren Raum.

Wohl keinem der in obigen Arbeiten tiber Nukleo-oligo-
dipeptide eingesetzten Basenpaare wiirde man das Potential
eines wirklich funktionstiichtigen, alternativen Basenpaars
zugestehen wollen. Es wire aber verfehlt, in der Suche nach
potentiell primordialen informationellen Oligomersystemen
die Forderung zu erheben, solche Systeme sollten sowohl in
ihrer konstitutionellen Robustheit als auch in ihrer Paa-
rungseffizienz und Paarungsselektivitdt den heutigen Nukle-
insduren nahekommen. Wie weit man mit solchen Forde-
rungen nun aber tatsdchlich gehen miisste, bleibt ungewiss, zu
sehr sind wir im Ungewissen iiber die chemischen Voraus-
setzungen primordialer Evolutionsschritte auf molekularer
Ebene (vgl. unten). Experimentell nachzuweisen, dass ein
Oligomersystem zu informationeller Basenpaarung fihig ist
und deshalb (wenigstens grundsétzlich) sich zu replizieren
vermag, ist aus der Gesamtsicht nur ein erster Schritt auf
einem sehr langen Weg.

Jeder Versuch, als Chemiker sich im Detail vorzustellen,
wie viele spezifische Umstidnde in einem prébiotischen
Umfeld zusammenwirken miissten, damit ein informationel-
les Oligomersystem mit Oligophosphodiesterstruktur vom
Typ der RNA oder aber z.B. auch der Nukleo-oligodipep-
tidstruktur des oben beschriebenen Typs ohne Assistenz von
Enzymen sich konstituieren konnte, muss zur Infragestellung
jeglicher Szenarien solcher Art fithren. Zu hinterfragen in
diesem Zusammenhang ist vor allem auch das ,,Robust-
heitspostulat” der klassischen prabiotischen Chemie.
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ziehen. Damit distanziert man sich
aber von vornherein von Vorstellun-
gen, wonach die entscheidenden
Prozesse sich in einem Umfeld und
bei Temperturen abgespielt hitten,
die dem Postulat einer Biogenese
unter hydrothermalen Bedingungen
entsprechen.’® Vielmehr hat man hierin der Vorstellung
eines , kalten Lebensursprungs“ zu folgen,”*! einer Alterna-
tive, von dem der Autor meint, dass sie aus chemischer Sicht
ohnehin vorzuziehen sei.

Die Frage ist aufzuwerfen, ob nicht auch nicht-robuste,
d.h. in einem kritischen Umfeld hochgradig empfindliche
Strukturen und Strukturumwandlungen das Potential besit-
zen, in kritischen Anfangsphasen prébiotischer Selbstorgani-
sationsprozesse eine entscheidende Rolle gespielt zu haben.
Nicht-robuste Syteme vermochten empfindlicher auf be-
schleunigende und hemmende Faktoren zu reagieren und
durch kontingente oder im System emergente Katalyse
leichter assistiert, sukzessive gelenkt und letztlich kontrolliert
zu werden. Im Bild einer ,,Generationsfolge* von nicht-ro-
busten Reaktionsmustern hitte man mit Halbwertszeiten zu
rechnen, die um vieles kiirzer wiren als entsprechende ,,Ge-
nerationsfolgen® robuster Systeme. Allerdings wére von solch
einem Szenario zu fordern, dass in ihm Systeme letztendlich
doch Robustheit erlangen miissten, was eine zusitzliche und
aus chemischer Sicht besonders hohe Herausforderung be-
deutet.

Die Hinterfragung der Forderung nach Robustheit hat im
Zusammenhang mit dem im vorangehenden Abschnitt be-
sprochenen Problemkreis einen praktischen Grund: Sollten
zu den Zielobjekten einer experimentellen Suche nach po-
tentiell primordialen informationellen Oligomersystemen
nicht nur konstitutionell robuste, sondern auch nicht-robuste
Systeme gehoren? Bei ersteren, so hat man es sich vorzu-
stellen, wiirden sowohl die Formation aus aktivierten Mono-
meren als auch die Replikation von Basensequenzen unter
Bedingungen kinetischer Reaktionskontrolle erfolgen, nicht-
robuste Oligomersysteme dagegen entstiinden gemifl der
alternativen Vorstellung einer unter (partiell) thermodyna-

Wellenldnge (nm)
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mischer Kontrolle erfolgenden Selbstkonstituierung. Alter-
nativ ist eine solche Vorstellung allerdings nur bedingt, denn
grundsitzlich ist sie auf jegliche durch Dehydratisierungs-
schritte zustande kommende Oligomerstruktur anwendbar;
je nach Umfeld kann im Grunde zwischen Bildung und Zer-
fall, d.h. zwischen Kondensation und deren Umkehrung
durch Hydrolyse, immer ein Gleichgewicht zustande
kommen.”® Was indessen hier gemeint ist, sollen die For-
meln von Oligomersystemen des in Abbildung 83 formulier-

OH 00C o
i X
H\_-OH i
H
o o oH NYO
HoN HH -
l NH H N
N’go - 9
b NH;
H
o o N__O
0 o Y
HXH H HAH | L
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‘><o N o ><NH
H
o (o}

o /&
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Abbildung 83. Hypothetische Beispiele nicht-robuster (potentieller)
Paarungssysteme.

ten Typs andeuten. Es sind dies vollig hypothetische Beispiele
nicht-robuster Oligomertypen - stellvertretend fiir viele
andere —, deren Konstituierung ohne besondere Aktivierung
der Bausteine denkbar ist und gegebenenfalls unter Reakti-
onsbedingungen erfolgen kann, unter welchen alle Oligome-
risationsschritte reversibel sind. Triebkréfte ihrer Konstitu-
ierung hétten Dehydratisierung sowie die Paarungsenergie
selektiv sich bildender Duplexe zu sein. Dies entspricht dem
Denkmodell eines dynamischen Gleichgewichtsgemisches
von Monomeren und Oligomeren, in welchem Watson-Crick-
Basenpaarung als Selektionsfaktor agiert, d.h. selektiv die
Konstituierung eines zu einem entsprechenden Templat
komplementiren Oligomers herbeifiihrt.”>%¢ Sinnvoll ist
ein solches Denkmodell hochlabiler Informationssysteme
indessen nur in Kombination mit der zusétzlichen Vorstel-
lung, dass in solchen dynamischen Gleichgewichtssystemen
Organokatalysatoren entstiinden, die auf die Konstituierung
von relevanten Komponenten des Systems Einfluss zu
nehmen imstande sind. ,,Organokatalyse®, in welche Kate-
gorie phinotypische Katalyse informationeller Oligomeren
der in Betracht gezogenen Art letztendlich fallen wiirde,
braucht grundsitzlich nicht Oligomersequenzen einer Linge
zu erfordern, wie man sie aufgrund der Erfahrungen mit
Biokatalysatoren glaubt annehmen zu miissen. Die struktu-
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relle und funktionelle Vielfalt, wie sie heute fiir die Organo-
katalyse durch die jlingst erfolgte Renaissance ihrer Erfor-
schung in der organischen Chemie in einem iiberraschenden
Ausmal offenbar wird, gibt einer solchen Denkrichtung Im-
pulse und legt uns nahe, dass die Suche nach potentiell pri-
mordialen, informationellen Oligomersystemen auch nicht-
robuste Vertreter mit einschlieen sollte.

Die Moglichkeit einer Voraussage der Paarungsfahigkeit
von hypothetischen nicht-robusten Oligomersystemen diirfte
noch wichtiger sein als bei robusten Systemen und eine ex-
perimentelle Erkundung von deren Bildung und Eigen-
schaften bedeutend schwieriger. Paarungsprognosen konnten
sich immerhin auf die Summe der Erfahrung stiitzen, die
durch Vergleich von Voraussage und experimentellem Er-
gebnis bei robusten Systemen gemacht worden sind. Wir
haben im Rahmen unserer Arbeiten iiber Nukleo-oligodi-
peptide wenigstens explorativ versucht, ein Beispiel einer
unter Gleichgewichtsbedingungen verlaufenden, durch ein
(robustes) Templat unterstiitzten Oligomerisation eines
nicht-aktivierten Monomers zu nicht-robusten Oligomeren
experimentell nachzuweisen (Abbildung 84), mussten aber

HaN_N<_NH, HaN_-N._NH HaN_-Ny NH,
TS Y ToT
No N NN NN
o) 0 0
Yyt Yyt Yy ™
o " o o " o o " o
A
v
HaNNe NHz HoN._Ny NH, HoN N NH, HoN._N<__NH,
A D Y Y
N\7N N_ =N N ~N ~N
o) . o) H 0 H O
H\n)j\H \’)kﬁ \)LN N\HJ\N NHz
o) O OH O o™ o omH o

HaN._ Ny NHz HoN. N _NH, H,N._N._NHp HoN__N.__NH
2\W\\r 22\Wﬁ/ Zz\ﬁ\ 22\“/\\|/ 2
N 2N N =N N. ~N N =N

o] 0 H O

s s i
H\n/lLH H N N NH,
) @ - @ -
Abbildung 84. Ein experimentell exploratorisch untersuchtes, nicht-robus-
tes (potentielles) Paarungssystems (vgl. hierzu Abbildung 75).

vor den (nicht unerwarteten) analytischen Schwierigkeiten
schlieBlich kapitulieren und die Interpretation vielverspre-
chender Beobachtungen vorldufigen Charakters offenlassen
(Abbildung 85).**"! Erfolg beschieden war indessen kiirzlich
von Reza Ghadiri®® realisierten Experimenten, in welchen
eine durch Oligonukleotid-Template informationell kontrol-
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Systemen den hypothetischen autoka-
talytischen Zyklen metabolistischer
Denkmodelle kommen wird.

Wiirde man nach einem einfachs-
H ten gemeinsamen Nenner des geneti-
zistischen und des metabolistischen
Credo fragen, so konnte ein solcher in
der Forderung nach Replizierbarkeit
von Katalysatoren (nicht nur Konsti-
tuenten) bestehen, und zwar obligat
von solchen, die unter sich funktionell
vernetzt und durch ihr Wirken ihre
eigene strukturelle und funktionelle
Vielfalt auszuweiten imstande sind.”""
Danach ldge der Kern des Unter-

0 20 40 60 80 0 20
Temperatur (°C)

Abbildung 8s. Beobachtungen aus Versuchen zum Nachweis einer Oligomerisation des Mono-
mers aus Abbildung 84, Glyoxyl-(T"™)Glu, zu einem nicht-robusten Oligomer-Komplementar-

strang, Hydroxyacetyl-Glu(T""), an einem RNA-Templat, r(U;¢).?*” 10 mm Trisborat, pH 9.0, 1m
NacCl, 0.1 mm Na,EDTA; RNA (10 um), Monomer (2 mm); gemessen 30 min nach Probenberei-

tung; UV/T,-Kurven bleiben iiber 6 Tage unverindert.

lierte Selbstkonstituierung von oligodipeptidischen Basen-
sequenzen iiber reversible Thioestergruppeniibertragungen
unter thermodynamischer Kontrolle demonstriert wurde.
Dieses Modellsystem diirfte dem dargelegten Szenario einer
Konstituierung von nicht-robusten informationellen Oligo-
mersystemen bislang am nichsten kommen.?®!

5. Versuch eines Ausblicks

Die Strategie einer Vermessung der Landschaft potentiell
primordialer informationeller Oligomersysteme ist letztlich
inspiriert durch das ,,genetizistische“ Postulat, wonach die
Emergenz eines primitiven, aber letztlich unseren heutigen
Vorstellungen von einem genetischen Oligomer entspre-
chenden Systems der entscheidende Schritt der Biogenese
war %1%l Diesem Postulat widerspricht das ,,metabolisti-
sche* Denkmodell,'*'#%%*27 das im Aufkommen eines ge-
netischen Systems des uns heute bekannten Typs nicht den
Evolutionsbeginn, sondern eine Errungenschaft der Evoluti-
on vorangegangenen ,,.Lebens sieht. Letzteres sei von auto-
katalytisch und damit intrinsisch replikativ agierenden,
»proto-metabolischen Reaktionszyklen ausgegangen. Der
Hinweis auf diese Dichotomie der Denkmodelle soll hier
nicht einfach formaler Ausgewogenheit in der Erwéhnung
gegensitzlicher Vorstellungen dienen, vielmehr glaubt der
Autor, dass eine umfassende und zielgerecht voranschrei-
tende experimentelle Suche nach potentiell primordialen in-
formationellen Oligomer- und Reaktionssystemen ein Weg
ist, um schlussendlich auf ein chemisches Territorium zu ge-
langen, wo ,,Genetizisten* und ,,Metabolisten® sich treffen.
Wie weit dabei auftauchende informationelle Replikations-
systeme strukturell und funktionell sich von den uns heute
geldaufigen unterscheiden werden, ist ebenso wenig abzu-
schitzen, wie vorauszusehen ist, wie nahe man mit solchen
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schieds in den beiden Auffassungen
nicht darin, ob ein System einer ge-
netischen Kontrolle unterliege oder
nicht, sondern er lidge im Ausmaf} der
konstitutionellen und funktionellen
Diversitdt eines (de facto ,geneti-
schen®) Leitsystems. Mit dem Ziel,
nicht so sehr das Trennende, denn das
Gemeinsame der beiden Denkmodel-
le zu erkennen, meint die hier unterstellte Bedeutung des
Begriffs ,,genetisch“ jegliche Form einer Systemkontrolle
durch letztlich autokatalytisch sich reproduzierende Triger
katalytischer Funktionen, die durch ihr Wirken Katalysator-
struktur und Katalysatorfunktion zu diversifizieren vermogen
und damit einem System das Potential der Evolvierbarkeit
verleihen.”’?! Selbst wenn ein System Struktur und Funktion
solcher Katalysatoren auch nur in beschréinktem Ausmaf zu
diversifizieren vermdochte, entspréiche ein solches Potential
der einfachsten und zugleich kargsten ,Definition von
Leben“ auf elementarster Ebene.?™ Fiir ein metabolistisches
Szenario ist die Diversifikation des katalytischen Potentials
das zentrale Problem, im Gegensatz zum (konventionell)
genetizistischen, wo Vielfalt wenigstens grundsitzlich als
praktisch unbegrenzt erreichbar zu denken ist. Urspriingli-
ches ,Leben” im Sinne des genetizistischen Denkmodells
hatte ein unvergleichlich hoheres Evolutionspotential als
jeglicher Typ von ,.Leben“ eines metabolistischen Modells.
Hierin liegt die Wurzel des genetizistischen Credos.

Fragt man im Sinne des erwihnten ,,einfachsten gemein-
samen Nenners“ nach Aquivalenten des ,,Genotyps* und
»Phédnotyps“ in einem (konventionell) metabolistischen Sze-
nario, bzw. nach den molekularen Trégern ,,genetischer” In-
formation und den chemischen Wegen, auf welchen sich diese
diversifizieren soll, so konnte man vorerst versucht sein, die
Frage als deplatziert abzutun. Doch eigentlich trifft sie den
Kern der Problematik des metabolistischen Denkmodells.
Thre Wahrnehmung ist geradezu eine konzeptuelle Voraus-
setzung fiir den Entwurf und gegebenenfalls eine experi-
mentelle Simulation von metabolistischen Szenarien. Wih-
rend fiir ein (konventionell) genetizistisches Szenario die
Vorstellung eines Zusammenspiels von genotypischen und
phéinotypischen Funktionen Fragen des Details, jedoch nicht
eigentlich solche grundsitzlicher Art aufwirft — die Vorstel-
lung von der ,,RNA-Welt“ (vgl. oben) ist hierfiir ein Beleg —,
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ist der Versuch einer Ortung von Aquivalenten dieser beiden
Funktionen in einem metabolistischen Scenario problema-
tisch; er dient jedoch der Durchsicht auf Gemeinsamkeiten
und Unterschiede der beiden Vorstellungen. Geignet fiir eine
formale Exemplifizierung einer solchen Suche nach Durch-
sicht ist ein Szenario des Morowitz-Wichtershiuser’schen
Typs,'®2%I indem in dessen Zentrum ebenfalls ein ,,Repli-
kator steht. Im Morowitz’schen Vorschlagl?® ist dieser ein
ohne Enzyme agierendes Aquivalent des reduktiven (CO,-
fixierenden) Zitronensdure-Zyklus. In diesem ist jeder Kon-
stituent Katalysator seiner eigenen Replikation und zugleich
Katalysator der Replikation aller anderen Konstituenten des
Zyklus.”"! Eine Diversifikation des katalytischen Potentials
eines solchen Systems wiirde im einfachsten Fall dadurch
zustande kommen konnen, dass umfeldbedingt von Zyklus-
Konstituenten ausgehende extra-zyklische Reaktionswege zu
Reaktionsprodukten fithren, unter welchen sich (Organo)-
Katalysatoren befinden. Wire so ein Katalysator imstande,
auf direktem oder indirektem Wege riickkoppelnd die Kon-
stituierung oder Funktion des Ausgangszyklus zu erleichtern,
implizierte dies die Emergenz eines neuen, mit dem Mutter-
zyklus verschriankten katalytischen Zyklus.

Wihrend formalen Vorstellungen iiber die Selbstkonsti-
tuierung dergestalt (oder andersartig) sich diversifizierender
autokatalytischer Reaktionsnetzwerke kaum Grenzen gesetzt
sind (vgl. z. B. Lit. [270]), sind aus der Sicht des Chemikers der
»Wenns und Abers*“ Legion, und dies schon fiir einfachste
Varianten solcher Szenarien, fiir den Mutterzyklus allem
voran. Dennoch ist Vorsicht im Urteil angebracht. Bislang hat
innerhalb der organischen Chemie eine systematische Suche
nach potentiell primordialen autokatalytischen Zyklen und
Netzwerken noch gar nicht wirklich begonnen.”’!l Dagegen
verfiigt heute die (metall)organische Chemie in der zu Recht
beriihmten Soai-Reaktion®™! eine dramatische experimen-
telle Illustration des ganz und gar auBerordentlichen Selek-
tionspotentials, das Autokatalyse in der chemischen Realitét
entfalten kann. Zudem ist innerhalb der reinen organischen
Chemie die Renaissance der Erforschung der Organokatalyse
im Begriff, Ergebnisse und Einsichten zu zeitigen, die frither
oder spdter unsere Sicht auf die Chemie der Biogenese
nachhaltig befruchten werden.””!

Experimentelle Versuche, vereinzelte Reaktionsstufen
des reduktiven Zitronensidure-Zyklus nicht-enzymatisch zu
simulieren, haben zu Ergebnissen gefiihrt, die nidher einer
Schwichung, denn einer Stiitzung der diesen Versuchen zu-
grunde liegenden Hypothese sind.**»?""1 Die bereits er-
wihnte Formose-Reaktion,® von der seit langem bekannt
ist, dass sie als autokatalytischer Prozess ablaufen kann,*”*
steht seit ldngerer Zeit im Fokus einer in ihrer Konsistenz
bemerkenswerten Serie experimenteller Arbeiten von
Weber,” in welcher unter der Bezeichnung ,,The Sugar
Model* das Potential des Strukturtyps der Substanzklasse der
Zucker fiir eine Chemie der Biogenese experimentell zu de-
monstrieren versucht wird.?*“%! Kiirzlich am TSRI aufge-
nommene experimentelle Untersuchungen zur Frage, ob eine
von den Aquo-Oligomeren des Kohlenmonoxids (Glyoxylat
und 2,3-Dihydroxyfumarat)®? ausgehende Chemie ein
Komplement zur Formose-Chemie bieten und in ihrem
Fundus einen bisher nicht bekannten Typ autokatalytischer
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Zyklen bergen konnte™? sind noch im Gange; bisherige
Ergebnisse stiitzen die erste, anscheinend jedoch nicht die
zweite der beiden Fragestellungen.” Seit der Friihzeit der
prébiotischen Chemie gibt es die Vorstellung, dass am Anfang
des Weges zur Biogenese eine Chemie von a-Aminosduren
und Oligopeptiden gestanden habe.” Den vorliufigen Ho-
hepunkt experimenteller Untersuchungen, die dadurch an-
geregt wurden, markieren wohl die Arbeiten von Ghadiri
tiber Modellnetzwerke auto- und kreuzkatalytisch sich repli-
zierender (synthetischer) Polypeptide.['*«¢?%3 Bedeutungsvoll
sind in diesem Zusammenhang im Rahmen der Forschung
iiber Organokatalyse durchgefiihrte Arbeiten, die das Kata-
lysepotential von Aminosidure und Oligopeptiden erkunden,
auch wenn sie meist mit rein chemischer Zielsetzung geplant
und verfolgt werden.”® So bezieht die Renaissance auf dem
Gebiet der Organokatalyse ihren Antrieb zur Hauptsache aus
der theoretischen und auch praktischen Bedeutung der The-
matik ,,Enantioselektivitit; nicht zuletzt deshalb sind in
letzter Zeit immer zahlreicher Veroffentlichungen erschie-
nen, die die Frage nach dem Ursprung der ,,Homochiralitét*
der biologischen Bausteine und Biopolymere betreffen7-2!
bzw. manchmal zu betreffen vermeinen. Wiewohl als Folge
dieser Arbeiten unsere heutige Sicht auf mogliche chemische
Quellen der biologischen ,,Homochiralitit“ um wichtige
Optionen reicher erscheint, ist deren dtiologische Gewich-
tung solange verfriiht, als wir beziiglich der konstitutionellen
Natur eines eigentlichen primordialen ,take-off“-Replika-
tionssystems im Dunkeln sind.*®!

Die Frage nach dem Ursprung der Homochiralitét ist nur
eine von zahlreichen Fragen, auf die hier nicht eingegangen
werden kann.”! Eine andere ist die nach chemischen (und
gegebenenfalls geochemischen) Optionen fiir die Komparti-
mentalisierung!'**! chemischen Geschehens auf dem Wege zur
Biogenese; raumliche Individualisierung primordialer Funk-
tionseinheiten wird generell als Voraussetzung von Evol-
vierbarkeit erachtet. Hierzu gehoren Fragen nach der Rolle
von mineralischen Oberflichen und Schichtmineralien oder
von Schnittzonen zwischen lipidischen und wéssrigen Reak-
tionsrdaumen. Alles Leben auf unserer Erde ist zellulidr; die
,biologischste“ aller Definitionsversuche des Lebensur-
sprungs setzt diesen deshalb mit der Emergenz der Zelle
gleich.”"! Die zentralen Fragen insbesondere von Denkmo-
dellen eines autotrophen Ursprungs betreffen Ortung und
Natur der geochemischen Stoff- und Energiequellen primor-
dialen chemischen Geschehens und Szenarien der Assimila-
tion des Kohlenstoffs, die letztlich in eine solche der reduk-
tiven Fixierung von Kohlendioxid einzumiinden hat.

Bislang offenbar unbeachtet scheint die Moglichkeit, dass
urspriinglich die Erdkruste selbst ein Reservoir von Vorldu-
fern reaktiver Kohlenstoff- und Heteroatom-haltiger Ver-
bindungen hitte sein konnen, Vorldufern, die in energie-
speichernder Form im Erstarrungsprozess der Erdkruste ge-
bildet und konserviert gewesen wiren und in der Folge an
,»hotspots® durch partielle Hydrolyse sukzessive hoch reak-
tive Verbindungen wie HCN und Cyanamid freigesetzt
hitten. !

Unerwéhnt zu bleiben haben hier auch Fragen iber
Randbedingungen der Biogenese, die weit iiber Probleme der
genannten Art hinaus reichen zu den Fragen iiber den Wandel
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unseres Planeten und seines geochemischen Umfelds bis hin
zu den ,habitable zones* in extrasolaren Planetensystemen.
Im Gesamtspektrum solcher Fragen kommt die naturwis-
senschaftliche Dimension des Problems der Lebenstentste-
hung zum Ausdruck und auch die Dimension der Heraus-
forderung an jenen Zweig der Wissenschaft, der letzlich fiir
die Frage nach dem Kern biogenetischen Geschehens zu-
stiandig ist, die Chemie.

Was sind die Chancen fiir nachhaltige Antworten? Sie
diirften davon abhingen, ob das Denkmodell eines hetero-
trophen Ursprungs oder das eines autotrophen Beginns der
Realitdt niher liegt (wobei zu erwidhnen fast miiBig ist, dass
die Realitdt zwischen den beiden Extremen liegen konnte).
Modelle eines autotrophen Ursprungs lehnen sich an die
Auffassung an, dass die Anfinge eines primitiven Metabo-
lismus leichter aus einem chemisch einfachen, denn aus einem
chemisch komplexen Umfeld sich hitten ergeben kénnen.!”!
Aus chemischer Sicht wird die konzeptuelle Dekonstruktion
und experimentelle Rekonstruktion eines konstitutionell und
rdumlich kompakten autotrophen Ursprungs — sollte es denn
einen solchen gegeben haben — viel eher moglich sein, als dies
je fiir einen heterotrophen Beginn aus der legendéren ,,pre-
biotic soup“ denkbar scheint.

Fiir die Suche nach der Chemie der Entstehung des Typus
von Leben, dem wir angehoren, wird man sich an die mole-
kularen Wegweiser zu halten haben, die alle ,,eine Botschaft
enthalten”, die es zu entziffern gilt. Nebst den Nukleinsduren
und Proteinen sind solche Wegweiser vor allem die archai-
schen Cofaktoren: Lebensnotwendig in allen Metabolismen
heute lebender Natur enthalten sie Strukturteile, die fiir uns
Vitamine sind, wobei es gute Griinde dafiir gibt, dass sie oder
ihre Vorldufer dies schon in der kritischen Phase der Bioge-
nese waren, nidmlich ,,Vitamine*“ des Lebensbeginns im ei-
gentlichen Sinne des Wortes. Die Vorstellung von ihrer vor-
biologischen Herkunft hat vor allem fiir das Riboflavin eine
chemisch eindriickliche Stiitze; bislang konnte — vielleicht mit
Ausnahme der Porphinoide - fiir keinen der strukturell
komplexen Cofaktoren die ,,chemomimetische* Natur der
Biosynthese ihrer Kernstruktur durch nicht-enzymatische
Simulation chemisch komplexer Biosyntheseschritte experi-
mentell unter potentiell priabiotischen Bedingungen derart
eindriicklich illustriert werden wie fiir Riboflavin.”>?*! Eine
umfassende Abkldrung der Frage nach der Elementaritét der
archaischen Cofaktorstrukturen durch experimentell-synthe-
tische Analyse ihrer Generierbarkeit unter problemgerechten
Reaktionsbedingungen konnte sehr wohl eine Bresche in die
vorderste Front der chemischen Biogeneseforschung schla-
gen.

,, Wir werden es nie wissen konnen“ ist ein Truismus, der
zu Resignation gegeniiber jeglicher experimenteller Investi-
tion in eine Suche nach der Chemie der Entstehung des
Lebens verfiihrt. Doch widerspricht solche Resignation ra-
dikal der Herausforderung, die der Chemie als Naturwissen-
schaft auferlegt ist. Ungeachtet der Prognose, wonach der
kiirzeste Weg zum Verstidndnis der Metamorphose des Che-
mischen ins Biologische iiber die experimentelle Modellie-
rung ,kiinstlichen chemischen Lebens® fiihrt, wird die na-
turwissenschaftliche Suche nach dem von der Natur began-
genen Weg der Entstehung des Lebens, das wir kennen, wohl
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nie wirklich enden. Denn sie ist Teil der Suche nach unserem
eigenen Ursprung.
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Origins Life Evol. Biosphere 2010, 40, 1 (Themenheft:
Emergence of Biochemical Homochirality); T. Kawasaki, K.
Suzuki, Y. Hakoda, K. Soai, Angew. Chem. 2008, 120, 506;
Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 496; R. Breslow, Z.-L. Cheng,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107, 5723.

Die (chemische) Frage nach dem Ursprung der biologischen
~Homochiralitét“ ist zu unterscheiden von der (physikalischen)
Frage nach dem Ursprung des spezifischen Chiralitétssinns, den
homochirale Biomolekiilfamilien heutiger Lebewesen aufwei-
sen (vgl. z.B. S. Mason, Chem. Soc. Rev. 1988, 17, 347).

Der Grund hierzu liegt im grundsétzlich jeglichem autokata-
lytisch sich replizierenden System zuzuschreibenden Potential,
kraft intrinsischer Enantio- und Diastereoselektivitdt konsti-
tutiver Reaktionsstufen Homochiralitit seiner Konstituenten
herbeizufiihren.

Die im Zusammenhang mit Abbildung 52 gemachten Bemer-
kungen ausgenommen.

P. L. Luisi, Origins Life Evol. Biosphere 1998, 28, 613; J. W.
Szostak, D. P. Bartel, P. L. Luisi, Nature 2001, 409, 387; D. W.
Deamer, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 1997, 61, 230; C. R. Woese,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 8742.

Die Frage bezieht sich auf Materie, die permetallierte Derivate
von Kohlenstoff-Sauerstoff- oder Kohlenstoff-Stickstoff-Ver-
bindungen enthalten hitte, in welchen sdmtliche Wasserstoff-
Bindungsstellen durch Metallatome ersetzt gewesen wairen,
und welche bei nachtrdglichem Kontakt mit Wasser hochre-
aktive Verbindungen wie Blausdure, Cyanamid oder Glyoxyl-
sdure freigesetzt hétten. Bekannte chemische Prozesse, auf die
in diesem Zusammenhang hinzuweisen wire, sind z.B. die
Bildungsweise von Calciumcyanamid aus Calciumcarbid und
molekularem Stickstoff bei Temperaturen iiber 1000°C oder
die (dlteren) Chemikern noch vertraute Nachweismethode fiir
Stickstoff nach Lassaigne (Glithen organischer Stoffe mit Na-
trium, gefolgt von Hydrolyse, Freisetzung und qualitativer
Nachweis von Cyanid). Die Frage richtet sich primir an die
Erdwissenschaften, nicht an die Chemie. Falls sie nicht ein-
deutig zu verneinen ist, konnte sie eine Moglichkeit von be-
trachtlicher &tiologischer Relevanz betreffen. Das néchstlie-
gende Gegenargument, wonach es heute keinerlei geochemi-
sche Spuren solcher ,,Reservoirs“ gebe, kann gegebenenfalls
(nach Milliarden Jahren ,hydrolysierender” Erdgeschichte)
nicht als hinreichender Grund einer Verneinung gelten (be-
treffs einer fritheren Erorterung der Frage, vgl. Lit. [252] sowie
Origins Life Evol. Biosphere 2004, 34, 277; dort Abbildung 36).
Es betrifft dies vor allem die Selbstkondensation von 6,7-Di-
methyl-8-D-ribityllumazin zu Riboflavin unter Riickbildung
eines Aquivalents 5-Amino-6-p-ribitylaminouracil, das seiner-
seits das Ausgangsprodukt fiir die Bildung des genannten
Lumazins ist und durch Kondensation mit verschiedenen
Agentien (2,3-Dioxobutan; 3,4-Dihydroxybutanon-4-phosphat
oder sogar Ribulose-1,5-diphosphat) in dieses iibergeht. Vgl.
die Arbeiten von H. C. S. Wood (T. Patterson, H. C. S. Wood, J.
Chem. Soc. Chem. Commun. 1969, 290; R. L. Beach, G. W. E.
Plaut, Biochemistry 1970, 9, 760), A. Bacher (K. Kis, K. Ku-
gelbrey, A. Bacher, J. Org. Chem. 2001, 66, 2555) sowie die
Dissertationsarbeit von C. Strupp (Diss. ETH, Nr. 9832, 1992,
vgl. auch Lit. [126], dort Abbildung 9.

In gewissem Gegensatz zur chemisch komplexen, jedoch of-
fenkundig ,,chemomimetischen“ und deshalb letztlich ,,einfa-
chen” Biosynthese des Riboflavins sind die bislang bekannt
gewordenen Biosynthesewege fiir Thiamin (vgl. z.B. 1. D.
Spenser, R. L. White, Angew. Chem. 1997, 109, 1096; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36, 1032; T. P. Begley, Nat. Prod.
Rep. 2006, 23, 15) und Pyridoxal (vgl. z.B. T. B. Fitzpatrick, C.
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Prabiotische Chemie

Moccand, C. Roux, ChemBioChem 2010, 11, 1185) zum Teil
auflerst komplex. Komplexitit der Biosynthese eines potentiell
primordialen Biomolekiils kann nicht zuletzt ein Hinweis
darauf sein, dass katalytisches Agieren des Biomolekiils (oder
dessen Strukturtyps) und damit auch eine (im Extremfall)
prébiotische Bildung desselben der Entwicklung seiner Bio-
synthese voranging. Komplexitit von Biosynthesewegen wire
aus solcher Sicht Ausdruck und Ergebnis eines besonderen

Angewandte

Evolutionsdrucks auf die Hervorbringung eines biosyntheti-
schen Zugangs zu einem préexistierenden Molekiiltyp, dessen
Funktionspotential fiir das evolvierende System essentiell war
(vgl. z.B. Lit. [17]). Fiir den Struktur- und/oder Funktionstyp
des Thiamins und des Pyridoxals ist die Auffindung potentiell
prébiotischer Bildungswege nach wie vor eine offene Heraus-
forderung.
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