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Spontane Bildung von RNA-Striangen, Peptidyl-RNA und Cofaktoren

Mario Jauker, Helmut Griesser und Clemens Richert*

Abstract: Wie sich die heutige biochemische Maschinerie aus
einfachen Vorliufern entwickelte, ist eine ungeloste Frage. Wir
zeigen nun, dass Ribonukleotide und Aminosduren in Abwe-
senheit von Enzymen zu Peptidyl-RNAs kondensieren, und
zwar unter Bedingungen, die auch spontanes genetisches Ko-
pieren induzieren. Es treten templatfreie Bildung von RNA-
Stringen, die genetische Information codieren konnen, die
Bildung von Peptidyl-RNAs und die Bildung der Cofaktoren
NAD", FAD und ATP unter den gleichen Bedingungen auf. In
den Peptidyl-RNAs sind die Peptidketten iiber eine Phos-
phorsiureamidgruppe an ein Ribonukleotid gebunden. Pept-
idyl-RNAs mit langen Peptidketten lassen sich aus einem Pool
selektieren, wenn eine lipophile Phase angeboten wird, die das
Innere von Membranen simuliert. Freie Peptide lassen sich aus
Peptidyl-RNA durch Ansduern freisetzen. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass Schliisselmolekiile der Genetik, der Katalyse und
des Metabolismus unter denselben Bedingungen entstehen
konnen, ohne dass es mineralische Oberflichen, Enzyme oder
eine chemische Voraktivierung briuchte.

Es ist bekannt, dass sich sowohl Aminosduren als auch
Kernbasen unter potenziell priabiotischen Bedingungen aus
einfachen Vorstufen bilden."? Routen zur abiotischen Bil-
dung von Nukleotiden wurden ebenfalls beschrieben.! Die
Entstehung der frithesten Lebensformen aus unbelebter
Materie beinhaltete wahrscheinlich eine Phase, in der Bio-
polymere aus Monomeren gebildet wurden. Die Uberle-
bensfdhigkeit des resultierenden chemischen Systems hing
dann von der Fihigkeit zur Replikation ab."! Weiter konnte
wihrend der Entstehung der Protein-RNA-Welt™® ein mo-
lekularer Prozess existiert haben, der bestimmte RNA-Se-
quenzen mit bestimmten Peptidsequenzen verkniipfte, sodass
eine die andere codieren konnte und Letztere Erstere durch
Katalyse unterstiitzen konnten.I”! Dieser Prozess konnte zum
genetischen Code gefiihrt haben.”®! Unseres Wissens wurden
bisher noch keine experimentellen Bedingungen beschrieben,
die die gleichzeitige Bildung von Schliisselmolekiilen der
Genetik, des Metabolismus und einer schlichten Form der
Proteinsynthese induzieren.
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Abbildung 1. Ausgewihlte funktionale Biomolekiile, die einen AMP-
Rest enthalten (blau hervorgehoben).

Zellen enthalten viele Funktionsmolekiile, die Nukleo-
sidphosphatreste beinhalten.”) Es ist deshalb plausibel, sich
bei der Suche nach lebensdhnlichen chemischen Systemen auf
Nukleotide als Reaktanten zu konzentrieren. Ein auffillig
héufig in der Zelle vorkommendes Nukleotid ist Adenosin-
monophosphat (AMP). So ist ATP die ,,Energiewédhrung der
Zelle“.'"! Der zentrale Angelpunkt des Metabolismus ist
Acetyl-CoA, das ebenfalls AMP enthélt. Die universellen
Redox-Cofakoren NAD™, NADP* und FAD enthalten alle
auch Adenosinmonophosphat."! Unter den sekundiren Bo-
tenstoffen der Signaliibertragung ist cAMP der bekanntes-
te.l”l Weiter ist AMP einer der Hauptkomponenten der
RNA. Die codierte Proteinsynthese beruht auf RNA, sowohl
hinsichtlich der ribosomalen Maschinerie,!*! als auch beziig-
lich der Adaptermolekiile (tRNAs) und der Transkripte
(mRNAs). Dabei tragen sowohl tRNA als auch mRNA an
wenigstens einem Terminus einen AMP-Rest (Abbildung 1).
Vermutlich hat AMP entweder eine gegeniiber den anderen
Ribonukleotiden bevorzugte Struktur oder es spielte bei der
Entstehung der biochemischen Maschinerie eine wichtige
Rolle. Das wirft die Frage auf, ob eine solche Rolle experi-
mentell beobachtet werden kann.

Fiir die Oligomerisierung von Peptiden und Oligonukle-
otiden ist eine Aktivierung notig, damit die endergonischen
Kettenwachstumsreaktionen ablaufen konnen. Wie in
Lit. [14] berichtet wird, stellten wir fest, dass eine Kombina-
tion des wasserloslichen Carbodiimids EDC und alkylierter
Heterocyclen, wie 1-Ethylimidazol, bei RNA Kopiervorginge
induziert. Diese erfolgen unter In-situ-Aktivierung der
Ribonukleotide, ohne dass ein vorheriger chemischer Schritt
notwendig wire. Carbodiimid ist ein Tautomer des Cyan-
amids, einer Verbindung, die vermutlich unter prébiotischen
Bedingungen gebildet wird."”! Da sowohl templatgesteuertes
Strangwachstum als auch Oligomerisierung von Ribonukle-
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otiden unter Kondensationsbedingungen stattfindet, sahen
wir uns veranlasst, diese chemischen Prozesse umfassender zu
untersuchen.

In den spiten 1950er Jahren wurde berichtet, dass in
Ansitzen, bei denen Aminoséduren in organischen Losungs-
mitteln mit DCC voraktiviert wurden, in Gegenwart von
AMP Peptide entstanden."” Diese Ergebnisse fiihrten zu
Studien iiber mogliche Urspriinge des genetischen Codes.*!”!
Cyanamid-vermittelte Reaktionen von Aminosduren und
ATP ergaben ebenfalls Peptide, wenn auch erneut in niedri-
ger Ausbeute."” Von der Carbodiimid-vermittelten Bildung
von Peptiden wurde angenommen, dass sie iiber gemischte
Anhydride (Adenylate) verlduft. Diese wurden aber nicht
isoliert. Ponnamperuma und Banda schrieb 1971: ,,Attempts
at purification of the adenylates only led to their extensive
degradation“" und Lacey et al. schrieben 1992: ,So many
properties of the ribonucleotides seem to conspire to make
peptide synthesis possible and yet we are having trouble for-
ming peptides.“'"” Eine detaillierte Untersuchung von Pascal
et al. kam zu dem Schluss, dass gemischte Anhydride frag-
wiirdige Zwischenstufen sind.” Analysen biochemischer
Reaktionswege deuteten jedoch auf Spezies aus kovalent
verkniipften Oligopeptiden und Nukleotiden als Zwischen-
stufen in der Evolution der heutigen Translationsmaschinerie
hin.??? Da sich Peptidyl-RNA in bisherigen Experimenten
nicht zeigte, blieb unklar wie auch nur eine primitive Form
von RNA-induzierter Proteinsynthese in Abwesenheit einer
Translationsmaschinerie entstanden sein konnte. Auch blieb
unklar, wie sich gleichzeitig genetisches Material und Co-
faktoren hitten bilden konnen.

Im Folgenden berichten wir, dass sich spontan Peptidyl-
RNAs bilden, wenn Aminosiduren und Ribonukleotide in
einer wissrigen Losung reagieren, die ein Kondensations-
mittel und einen heterocyclischen Katalysator enthélt. Die
gleichen Bedingungen induzieren auch das Kopieren geneti-
scher Information.'*! Wie die Intermediate der Translation,
sind die Peptidyl-RNAs Spezies, in denen der codierten
Peptidsynthese zugrundeliegende Biomolekiile kovalent
miteinander verkniipft sind. Dariiber hinaus entstehen unter
den gleichen Reaktionsbedingungen mittels Pyrophosphat-
bildung auch Cofaktoren. Adenosinmonophosphat ist in allen
genannten Prozessen besonders reaktiv, was es erklérlicher
macht, warum es heute in so vielen funktionalen Biomole-
kiilen zu finden ist.

Wie bereits erwédhnt, wurden bei Versuchen zum enzym-
freien Kopieren genetischer Information unter In-situ-Akti-
vierung Oligoadenylate beobachtet.!"! Es fand also De-novo-
Strangbildung statt, ohne dass mineralische Oberfldchen als
Template fiir die Oligomerisierung™>! anwesend waren.
Alle Ribonukleotide zeigten eine gewisse Reaktivitét, aber
nur AMP hatte nach 7 d bei 0°C vollstiandig zu Oligomeren
reagiert.'¥l Dies veranlasste uns nun dazu, Mischungen aus
AMP und anderen Nukleotiden zu untersuchen. Wir er-
zeugten Losungen freier Ribonukleotide im ,,generalisierten
Kondensationspuffer« [ (0.8 EDC, 0.15M 1-Ethylimidazol,
0.08m MgCl,, 0.5m HEPES, pH 7.5) und verwendeten eine
Kombination aus Ionentauscher-HPLC und MALDI-Mas-
senspektrometrie zur Analyse der Produkte. Abbildung 2
zeigt Ergebnisse eines Ansatzes mit AMP und UMP. In den
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Abbildung 2. Oligomerisierung von AMP und UMP ergibt gemischte
Sequenzen. a) Reaktionsgleichung und IE-HPLC-Chromatogramm nach
30d bei 0°C, A4 260 nm. b) Gestaffelte Darstellung von MALDI-TOF-
Massenspektren der HPLC Fraktionen. c) Vergréflerung der Peaks der
Hexanukleotid-Fraktion, die den Grad des Einbaus von UMP zeigt.
Weitere Details siehe Abbildung S1.

Produkten iiberwiegen die Adenosinreste, aber ein signifi-
kanter Einbau von Uridineinheiten ist klar zu erkennen. Aus
solchen Massenspektren lisst sich die Sequenz nicht ablesen,
doch selbst fiir ein sehr einfaches gemischtes Oligomer (AsU)
sind schon sechs unterschiedliche Sequenzen moglich. Das
zeigt, dass genetisches Material spontan aus einer Mischung
von Ribonukleotiden in homogener wissriger Losung ent-
stehen kann.

Wir testeten nun ob die Kondensationsbedingungen fiir
Ribonukleotide auch die Bildung von Peptiden induzieren.
Dafiir untersuchten wir zunichst einzelne Kopplungsschritte,
die nur eine neue Amidbindung ergeben. Als eine N-acety-
lierte Aminosdure mit einem Aminosdureester umgesetzt
wurde, bildete sich innerhalb von Tagen bei 0°C ein Dipeptid
(siche Abbildung S2 und S3 in den Hintergrundinformatio-
nen fiir ein représentatives Beispiel). Im Fall von Acetylglycin
und Phenylalaninethylester wurden auch Kontrollversuche in
Gegenwart von AMP bzw. in Gegenwart von Dipalmitoyl-
phosphatidylchinolin (DPPC, 0.125m) durchgefiihrt, die
zeigten, dass weder das Nukleotid, noch das membranbil-
dende Phospholipid die Peptidbildung verhindern.” Beim
Auswerten von Massenspektren der Versuche zur Peptidbil-
dung fiel jedoch die gleichzeitige Bildung eines Phosphor-
sdureamids des Phenylalaninesters auf (siche Abbildung S4).

Als nidchstes untersuchten wir Mischungen aus Amino-
sdurebausteinen, allen vier Ribonukleotiden und immobili-
sierten Primer-Templat-Duplexen.!'¥! Es zeigte sich, dass die
Anwesenheit der anderen Ribonukleotide die Loslichkeit
von GMP im Puffer verbesserte. Auch verhinderte keine der
Komponenten ein Kettenwachstum in den anderen Reakti-
onskanilen dieser komplexen Reaktionsmischung. Organi-
sche Extrakte zeigten die Bildung des Dipeptids. Chromato-
graphische Analysen der wissrigen Phase zeigten RNA-
Stringe, die alle vier Ribonukleotide enthielten (siche Ab-
bildung 3 und Abbildung S5). Dartiber hinaus fand, trotz der
Konkurrenz um das Kondensationsmittel, eine sequenzspe-
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Abbildung 3. Gleichzeitige Bildung eines Peptids, verschiedener Oligoribonukleotide und eines sequenzspezifisch verlingerten Primers im selben Reaktions-
volumen. a) Reaktionsmischung und -prozesse. b) HPL-Chromatogramm (A4, 260 nm) und MALDI-Massenspektrum eines das Dipeptid enthaltenden orga-
nischen Extrakts nach 5 d. c) De novo gebildete RNA-Stringe: IE HPLC nach 5 d und Massenspektrum einer der Fraktionen. d) Sequenzspezifische Verlin-
gerung des Primers um CMP, nachgewiesen mit MALDI-MS nach Freisetzung von den Partikeln; unten rechts: kinetisches Profil der templatgesteuerten
Verldngerung. Bedingungen: 0.15m Ribonukleotide (jeweils) und 0.125 M Aminosiurebaustein (jeweils), Kondensationspuffer, 0°C.
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zifische Verldngerung des Primers statt (Abbildung 3), wobei
die Reaktionsgeschwindigkeit nur moderat langsamer war als
in Abwesenheit der anderen Komponenten.'*!

Als nidchstes untersuchten wir eine Mischung aus AMP
und einer freien Aminosdure im Kondensationspuffer bei
0°C. Wir entschieden uns fiir Glycin, der am stirksten ver-
tretenen Aminosiure im Produktgemisch von Miller."?’]
Eine unerwartete Kombination von Oligomerisierungsreak-
tionen trat auf. Abbildung 4a zeigt ein Chromatogramm der
Reaktionsmischung nach 10 d. Zu diesem Zeitpunkt war der
intensivste Peak der von Oligoglycinen, die an einen AMP-
Rest gebunden sind. Spiter eluierende Fraktionen ergaben
Massenspektren von Oligoglycyloligoribonukletiden. Unter
anderem waren Signale fiir Ketten mit sieben Aminosiure-
resten und drei AMP-Resten zu erkennen. Kontrollversuche
mit Glycin im gleichen Kondensationspuffer, aber ohne AMP,
zeigten im “C-NMR-Spektrum unvollstindigen Umsatz von
Glycin sowie Peaks fiir Nebenprodukte (siche Abbildung S6).
Offensichtlich fordert AMP die effiziente Bildung von Pept-
idylketten. Mechanistisch konnte die Blockierung des Ami-
noterminus zu einer Unterdriickung von Ringschlussreak-
tionen und anderen Nebenreaktionen sowie zur Modulation
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der Reaktivitdt der Carboxylgruppe durch induktive Effekte
fithren. Die Phosphorsdureamidbindung zum Nukleotid kann
auch andere Reaktionspfade iiber cyclische Intermediate er-
moglichen, dhnlich denen, die fiir N-Acylaminosduren be-
schrieben wurden.*!

Da in einer Peptidyl-RNA die Peptidkette kovalent mit
der Nukleinsdure verbunden ist, handelt es sich um einen
»selektierbaren Komplex®, in dem RNA und Peptid nicht
durch Diffusion getrennt werden konnen. Als wir Phenyla-
lanin und AMP oligomerisieren lieBen, entstanden Oligo-
phenylalanin-RNAs (Abbildung 4), die mit der Zeit einen
Niederschlag bildeten. Beim Extrahieren des Produktge-
mischs mit n-Octanol, das den lipophilen Teils einer Mem-
brandoppelschicht simulieren sollte, erhielten wir Peptidyl-
RNAs mit langen Peptidketten (Abbildung 4¢). Bei mehr als
zehn Resten entstanden Ketten, die die Fihigkeit zur Faltung
in eine definierte dreidimensionale Struktur haben sollten.
Lange Phenylalaninstrange in Kombination mit AMP-Resten
sind auch deshalb interessant, da es sich um lipophile Nu-
kleotide und sehr lipophile Aminosdurereste handelt. Die
Entstehung solcher Kombinationen war auf der Basis der
»anticodonischen Beziehung® beziiglich physikalisch-chemi-
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Abbildung 4. Enzymfreie Kondensation von Aminosiuren und AMP zu Peptidyl-RNAs. a) Kondensation von Glycin und AMP: Reaktionsgleichung,
IE-HPLC (260 nm) nach 10 d bei 0°C und MALDI-MS von Fraktionen mit Peptidyl-RNAs. b) Kondensation von Phenylalanin und AMP, Chromato-
gramm der ausgefallenen Produkte nach 21 d bei 0°C und Massenspektren ausgewihlter Fraktionen. c) Selektion langkettiger Peptidyl-RNAs nach
Extraktion mit n-Octanol: Massenspektrum von Peptidyl-RNAs aus bis zu 14 Phenylalanineinheiten und dem Dinukleotid A,. d) Freisetzung von
Peptiden aus Peptidyl-RNAs: Massenspektrum (positiver Messmodus) einer Probe der Produktmischung nach Behandlung mit wissriger Essig-
sdure (80%) uber 5 d bei 20°C, gefolgt von Extraktion mit n-Octanol.

scher Eigenschaften, die sich im genetischen Code findet, zu ~ Phosphodiestern. Dagegen zeigten sich bei der Kondensation
erwarten.'”! Das Triplet UUU codiert fiir Phe und das Anti-  in Gegenwart von Glycin Peaks im ppm-Bereich fiir Phos-
codon einer frithen tRNA (AAA) konnte anziechende  phorsdureamide, was bedeutet, dass die Peptidyl-RNAs N-
Wechselwirkungen mit der von ihr codierten Aminosidure  verkniipft sind. Die *P-NMR-Signale gemischter Anhydride
(Phe) eingegangen sein. wiirden etwa 10 ppm hoher liegen.”” Die Struktur der Phos-
Wenn das urspriingliche Produktgemisch der Kondensa-  phorsdureamid-verkniipften Oligoglycin-RNAs wurde durch
tion von Phenylalanin und AMP mit wissriger Essigsdure *'P'H-HMBC-NMR-Spektroskopie bestitigt (siche Abbil-
behandelt wurde, entstanden freie Peptide (Abbildung 4d).  dung S9). Interessanterweise sind Phosphorsdureamide be-
Wie bei der heutigen Translation, bei der tRNAs mit der  stimmter Aminoséduren alternative Substrate fiir virale Poly-
wachsenden Peptidkette als Intermediate auftreten, konnen  merasen,**? was sich in das Muster der gegenseitigen mo-
Peptidyl-RNAs also Peptide freisetzen, hier allerdings nach  lekularen Verwendbarkeit einfiigt.
einer Senkung des pH-Werts. Als eine Mischung aus Glycin, Sodann priiften wir, ob die beobachteten Kondensati-
Phenylalanin und AMP unter Kondensationsbedingungen  onsprozesse zwingend ein organisches Carbodiimid als Akti-
umgesetzt wurde, wurde eine Verteilung von Peptidyl-RNAs  vierungsmittel benotigten. Dazu wurde die Kondensation von
gemischter Sequenz mit bis zu sieben Aminosidureresten und ~ AMP und Glycin mit einem organischen Carbodiimid, dem
bis zu fiinf AMP-Resten gefunden (Abbildung S7). Wenn die  ,,anorganischen“ Aktivierungsmittel Cyanamid oder dem
Oligomerisierungsmischung UMP, AMP, Phenylalanin und = Oxyazabenzotriazolid des AMPs als einziger aktivierender
Glycin enthielt, lieBen sich Peptidyl-RNAs mit gemischter ~ Spezies angesetzt. Die Produktverteilung wurde *'P-NMR-
Sequenz aus vier Aminosdureresten und bis zu fiinf Nukle-  spektroskopisch analysiert (siche Abbildung5 und Abbil-
otidresten nachweisen (Abbildung S8). Alle vier Ausgangs-  dung S10). Die Kondensationsreaktion war mit Cyanamid
verbindungen wurden in die Produkte eingebaut, was be-  langsamer, sodass hier bei 20°C oder 50°C gearbeitet wurde.
deutet, dass die Kondensation ein breites Spektrum an  Jedoch resultierte in allen drei Féllen eine Mischung aus
Peptidyl-RNAs erzeugt. Dies ist vorteilhaft fiir eine Evoluti- ~ Phosphorsdureamiden, Pyrophosphat sowie kleinen Mengen
on durch ,,Survival of the Fittest“.*”! an Phosphodiestern. Unabhingig davon, welches Kondensa-
Als nichstes wollten wir kldren, ob es sich bei den ge-  tionsmittel die reaktive Spezies erzeugt, treten somit alle drei
fundenen Peptidyl-RNAs um gemischte Anhydride in Abbildung 5a gezeigten Reaktionstypen auf.
(,Adenylate*) handelt."" Die Strukturaufklirung mittels ein- Mechanistisch wird wohl nach anfinglicher Aktivierung,
und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie zeigte, dass dies  z.B. durch Bildung eines Carbodiimid-Addukts, eine hoch-
nicht der Fall ist. Zuerst wurde die Kondensation von AMP  reaktive Spezies mit dem Organokatalysator (hier Ethyl-
allein mit *'P-NMR-Spektroskopie analysiert. In Abwesen-  imidazol) gebildet. Diese kann dann mit Aminen, Phosphaten
heit von Aminosduren erschien ein Peak mit einer chemi- oder Alkoholen reagieren, um Phosphorsdureamide, Pyro-
schen Verschiebung im Bereich, der fiir Pyrophosphate ty-  phosphate oder Phosphodiester zu bilden. Die Phosphodies-
pisch ist. Zusitzlich zeigten sich, wie fiir Oligomerisierung zu  terbildung scheint die langsamste dieser Reaktionen zu sein.
erwarten, mehrere kleinere Peaks im ppm-Bereich von  Eine Erhohung der Geschwindigkeit und Genauigkeit der
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Abbildung 5. Das Reaktionsverhalten von AMP in Gegenwart von Glycin fiir zwei verschiedene Aktivierungs-
mittel ist dhnlich, wie *'P-NMR-Spektren (125 MHz) zeigen. a) Reaktionsgleichung und mechanistischer
Vorschlag. b) Spektren eines Ansatzes mit EDC als Kondensationsmittel. c) Spektren eines Ansatzes mit
Cyanamid als Aktivierungsmittel. Reaktionszeiten sind rechts der Spektren angegeben. Mit EDC zeigt sich
eine héhere Reaktivitit als mit Cyanamid, so dass sich Monoglycyl (8 ppm) und Oligoglycyl-Spezies

(7.5 ppm) bilden. Es treten jedoch in beiden Fillen gleichzeitig Peaks fiir Phosphorsaureamide, Phosphodi-
ester und Pyrophosphate auf. Reaktionsbedingungen: Kondensationspuffer in H,0/D,O (4:1) mit 0.3 m
AMP und 0.3 m Glycin bei 0°C oder 50°C bei (c). Die Vergréflerung in (b) zeigt Signale im Phosphodiester-
bereich.

(sieche Abbildung 6 und Abbil-
dungen S11, S12). Eine Mi-
schung von Flavinmononukle-
otid (FMN) und AMP ergab
den Cofaktor FAD, wobei die
tibliche Cyclisierung von FMN
verringert auftrat.® In einer
Mischung von AMP und dem
Tetranatriumsalz von Pyro-
phosphat bildeten sich signifi-
kante Mengen an ATP. Damit
war gezeigt, dass die Reakti-
onsbedingungen, die Ablese-
vorgiange und Oligomerisie-
rung induzieren, auch zur
spontanen Bildung zentraler
Molekiile des Primidrmetabo-
lismus fiihren.
Zusammenfassend zeigen
diese Ergebnisse, dass AMP
unter ,generalisierten Kon-
densationsbedingungen“  Ei-
genschaften besitzt, die die
Entstehung funktioneller
Biomolekiile begiinstigen. So
oligomerisiert AMP unter den

vier Ribonukleotiden am
leichtesten in Abwesenheit
von  Mineraloberflichen.!'

Vermutlich hat es besondere
Fahigkeiten zur Selbstorgani-
sation. Die schnelle Oligome-

darauf beruhenden RNA-Replikation konnte das Uberleben
sich selbst replizierender Systeme erleichtert haben.”!
Unter den Kondensationsreaktionen beobachteten wir
auch Pyrophosphatbildung. Einige der wichtigsten Coenzyme
des heutigen Primdrmetabolismus enthalten pyrophosphatver-
kniipfte AMP-Reste (Abbildung 1). Eine Mischung aus AMP
und Nicotinamidmononukleotid (NMN™) reagierte in Kon-
densationspuffer bei 0°C unter Bildung von NAD™. Zusitzlich
zeigten sich auch die erwarteten symmetrischen Pyrophosphate

risierung von AMP kompensiert moglicherweise das langsa-
me Kopieren von A-reichen SequenzenP**! bei einer en-
zymfreien Replikation. Weiterhin bildet AMP unter Kon-
densationsbedingungen mit anderen Phosphaten spontan
Cofaktormolekiile, was die Entstehung eines simplen Meta-
bolismus erleichtert. Drittens bildet AMP Peptidyl-RNAs,
ohne dass eine Maschinerie zur Proteinsynthese notig wére.
Die Vorginge finden unter Bedingungen und bei Konzen-
trationen statt, die typisch fiir eutektische Eisphasen sind.”!

a) AP+ NWN® b) AMP + FMN o) AMP +  Pyrophosphat
naD® FAD ATP
ai 675 ai 675
(AMP), (AMP),
785
FAD 506
K ATP
._.._.L‘L.‘l A A dod LL. "\ l. "y

T T T T T T

620 640 660 680 700 720 m/z

T T T T T T
600 650 700 750 800 850 miz

T T T T

T T T
450 500 550 600 650 700 750 m/z

Abbildung 6. Nachweis der Bildung von Pyrophosphat-verkniipften Cofaktoren und ATP in Kondensationspuffer bei 0°C mittels MALDI-MS.
a) Lésung von AMP und NMN™ (jeweils 0.15 M) nach 4 d; Spektrum im positiven Messmodus. b) AMP und FMN nach 4 d. ¢) AMP und Pyro-

phosphat (0.15m) nach 20d.
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Peptidylsubstituenten am 5'-Terminus von Oligonukle-
otiden konnen die Stabilitdt von Duplexen mit RNA erho-
hen.’”! Doppelstringige RNA wird langsamer zersetzt als
einzelstrangige RNA. Komplementidre Stringe zur RNA-
Kette der Peptidyl-RNAs konnten diese gegen Zersetzung
stabilisiert haben und konnten zu Vorldufern der heutigen
mRNAs gefiihrt haben. Weiter konnten lipophile Peptidyl-
ketten die Peptidyl-RNAs in einer Membran verankert
haben, um sie in einer Protozelle zu halten.”® Dariiber hinaus
konnten spezifische RNA-Sequenzen der Peptidyl-RNAs
dem Peptidwachstum als Templat gedient haben (oder um-
gekehrt) und intramolekulare Wechselwirkungen beim Ket-
tenwachstum (die entropisch gegeniiber intermolekularen
Wechselwirkungen bevorzugt sind) zur Entstehung eines
ersten genetischen Codes gefiihrt haben.'”) Unabhingig von
zu kldarenden Details stiitzen unsere Ergebnisse jedenfalls
Eigens Vorschlag von primitiven tRNAs als frithesten Kom-
ponenten der Translationsmaschinerie.* Insgesamt kommen
wir zu dem Schluss, dass ribonukleotidabhéngige Kondensa-
tionsreaktionen mehr funktionelle Biomolekiile hervorbrin-
gen als bisher gedacht.

Experimentelles

Kondensationsreaktion: Eine wissrige Losung von HEPES (0.5m),
MgCl, (0.08m), 1-Ethylimidazol (0.15M) und den jeweiligen Aus-
gangsverbindungen [NMP (0.02-0.15m), Aminoséure (0.1-0.3 M) und/
oder weiteres Phosphat (0.15m)] wurde mit NaOH Losung auf pH 7.5
eingestellt. Von der resultierenden Losung wurden 65 pL genutzt, um
EDC-Hydrochlorid (10 mg, 52 pmol) aufzunehmen, was eine EDC-
Konzentration von ca. 0.8M ergab. Fiir Primerverldngerung mit im-
mobilisierten Strangen wurden 5 uL. der Losung zu 25 pg magneti-
schen Partikeln gegeben, die mit dem Primer-Templat-Duplex bela-
den waren," und dann zu 5nmol des Hilfsstrangs gegeben. Die
Mischung wurde bei 0°C gehalten, und die Reaktionen wurden ent-
weder in situ mit NMR-Spektroskopie oder durch Probennahme und
Analyse mit HPLC und MS verfolgt. Vorschriften und zusétzliche
Daten finden sich in den Hintergrundinformationen.
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