Neue Experimente zur RNA-Welt

Bringt ein zyklischer Wechsel nass — trocken den Durchbruch?

Die Idee der RNA-Welt ist in der prabiotischen Chemie eine etablierte Vorstellung, die viele Forscher
als grundlegenden Baustein einer naturalistischen Lebensentstehungstheorie fur vielversprechend
halten. Die bisher vorgeschlagenen Synthesen fur RNA - also die Frage, wie RNA-Molekule fur
einfachste lebensahnliche Systeme entstehen konnten — nutzen allesamt chemisches Knowhow
und sorgfaltig ausgewahlte Rahmenbedingungen. In einer jungst erschienenen Arbeit wird der
Eindruck erweckt, als ware einfach aufgrund zyklischer Temperaturwechsel eine RNA-Synthese
durchgangig von einfachsten Ausgangsstoffen bis zur RNA selbst plausibel erklart. Werden diese

Erwartungen erfullt?

Harald Binder

Die RNA-Welt und ihre mogliche
Entstehung

Dem RNA-Makromolekiil (Abb. 1) sprechen
viele Wissenschaftler, die sich mit hypothetischen
frithen Etappen zu einer Entstehung des Lebens
beschiftigen, eine zentrale und bedeutsame Rolle
zu. Dieser Denkansatz wird mit dem Schlagwort
»RINA-Welt* bezeichnet. Das RNA-Polymer
besteht aus einem Riickgrat aus Ribosephos-
phat und den vier typischen Stickstoffbasen
(N-Heterozyklen): Adenin, Cytosin, Guanin
und Uracil. RNA liegt im Gegensatz zur DNA-
Doppelhelix typischerweise als Einzelstrang vor,
in dem sich durch komplementire Verkniipfung
von Adenin und Guanin bzw. Cytosin und Ura-
cil Abschnitte mit einem Doppelstrang bilden
kénnen. Dadurch werden in RNA-Einzel-
stringen Schleifen und damit spezifische rium-
liche Strukturen (z.B. Kleeblatt*) ausgebildet.
RINA-Molekiile werden z.B. von vielen Viren
(RINA-Viren) als Informationsspeicher anstelle
von DNA benutzt. Dariiber hinaus konnen sie
enzymatische Aktivitit entfalten und werden
in Zellen zu vielen Regulationszwecken ein-
gesetzt. Wegen dieser gut charakterisierten und
vielfiltigen Funktionen stellt die RNA ftir viele
Fachleute, die sich mit Modellen zur Lebens-
entstehung beschiftigen, einen elementaren
Baustein in diesen hypothetischen Prozessen dar.
Die der RNA zugedachte Bedeutung hiangt in
grundlegender Weise von ihrer Verfligbarkeit,
also von robusten und ergiebigen Synthesen ab,
die einer ersten Nutzung von RNA vorausge-
hen, also schon lange vor der Etablierung erster
zellihnlicher Systeme erfolgen miissten. Leslie
E. OrGEL, einer der Pioniere der pribiotischen
Chemie, hat in einem Beitrag vor 50 Jahren
(OrGEL 1968) aufgrund der damals vorliegenden
experimentellen Erfahrungen eine ungesteuerte
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RNA-Synthese sehr skeptisch beurteilt. Seitdem
Walter GILBERT (1986) den Begriff ,,RNA-
World* eingeftihrt hat, sind viele Konzepte zu
den daftir notwendigen Synthesen entwickelt
und experimentelle Studien zu ihrer Priifung
durchgeftihrt worden.

RNA-Molekiile konnen von Chemikern in
entsprechend ausgeriisteten Labors synthetisiert
werden. Dabei sind neben den entsprechend
reinen Ausgangsverbindungen und der Nutzung
der optimierten Reaktionsbedingungen die

Abb.1 Ausschnitt aus ei-
nem RNA-Molekil mit dem

Riickgrat aus Ribose (gra

u)

und Phosphat (tiirkis), sowie
den vier typischen Basen:
Cytosin, Guanin, Adenin und

Uracil. (wikipedia.org)
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Glossar

verschiedenen Aktivierungsschritte und die
jeweils darauf abgestimmten Schutzgruppen-
strategien* zu beachten. GroBe Herausforde-
rungen flr ein naturalistisches ateleologisches
(nicht zielgerichtetes) Konzept der pribiotischen
RNA-Synthese bestehen u.a. darin, dass sie ohne
Planung und auf chemischer Erfahrung basie-
render Steuerung ablaufen muss. Die ndtigen
Ausgangsverbindungen miissen schon in mog-
lichst reiner Form vorliegen, d.h. ohne stérende
weitere Chemikalien. Bei mehrstufigen Synthe-
sen werden im Labor die Zwischenstufen isoliert
und vor weiteren Reaktionsschritten gereinigt.
Es ist vollig unklar, wie Entsprechendes in ei-
nem ungesteuerten natiirlichen Ablauf aussehen
konnte. Einzelne Komponenten, die unter ver-
schiedenen Bedingungen erzeugt werden und
dann fuir weitere Schritte zusammengefithrt und
miteinander verkniipft werden mdssen, machen
sehr komplexe Rahmenbedingungen in einem
pribiotischen Szenario erforderlich, die dessen
Wahrscheinlichkeit und damit seine Erklirungs-
kraft stark verringern.

Ein neuer Vorschlag

In einem jiingst erschienenen Beitrag der Ar-
beitsgruppe von Thomas CargLL, LMU Miin-
chen, zur Synthese verschiedener RINA-Basen
(BECKER et al. 2018) stellen die Autoren einlei-
tend zunachst einmal fest, dass alle bisher vor-
gestellten vielstufigen Synthesemodelle auf eng

Kleeblattstruktur: in der sogenannten
Transfer-RNA (tRNA) sind in dem einzel-
strangigen RNA- Molekil in bestimmten
Abschnitten die komplementaren Stick-
stoffbasen zusammengelagert, sodass
sich partiell Doppelstrange bilden. Die
dadurch entstehenden Schleifen kénnen
so dargestellt werden, dass sie gewisse
Ahnlichkeiten zu Kleeblattern zeigen.

Schutzgruppen: Die verschiedenen Zwi-
schenstufen, die bei der Synthese von
RNA-Nukleotiden auftreten, kdnnen in
den Folgeschritten an unterschiedlichen
Positionen reagieren.Um sicherzustellen,
dass die gewlinschte Reaktion genau an
der beabsichtigten Stelle erfolgt, missen
andere reaktive Positionen mit Schutz-
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gruppen blockiert werden. Diese muissen
spater wieder entfernt werden konnen,
ohne dass das gewiinschte Molekil bzw.
die jeweilige Vorstufe zerstort wird. Zum
Aufbau eines RNA-Bausteins ist eine
ausgeklligelte Schutzgruppenstrategie
erforderlich.

Kanonische und nichtkanonische RNA-
Basen: Typischerweise kommen in RNA-
Molekilen die Stickstoffbasen Guanin,
Adenosin (Purinbasen) sowie Cytidin
und Uridin (Pyrimidinbasen) vor. Dane-
ben spielen in der RNA von heutigen
Lebewesen auch seltenere Basen, eben
weniger typische oder nichtkanonische,
eine biochemisch bedeutsame Rolle.

kontrollierten Laborbedingungen, der Isolierung
und Reinigung wichtiger Zwischenprodukte
durch ausgekliigelte Methoden beruhen. Sie zi-
tieren in diesem Zusammenhang auch eine eige-
ne Publikation (BECKER et al.2016), obwohl dort
behauptet worden war, dass die darin vorgestellte
Purinsynthese einen moglichen Zugang zu den
entsprechenden Nukleosiden darstellt, der mit
den Bedingungen der frithen Erde vertriglich sei.
Daraufhin fiihren sie ihr aktuelles Szenario ein,
mit dem sie nach eigenen Angaben einen robus-
ten Syntheseweg vorstellen, der nur auf Anderun-
gen von physikalisch-chemischen Randbedin-
gungen beruht wie pH-Wert, Konzentration und
Temperatur. Die Fluktuationen werden durch
Nass-Trocken-Zyklen angetrieben. Einen sol-
chen Nass-Trocken-Zyklus stellen sich die Au-
toren durch zyklische Temperaturschwankungen
verursacht vor. Dadurch soll ggf. das Losungs-
mittel Wasser weitgehend entfernt und so das
Produkt als Feststoft fiir einen nichsten R eakti-
onsschritt bereitgestellt werden. Spiter wird dann
die neue Verbindung wieder in Wasser gelost.
Die Autoren stellen ithr Szenario mit dem Bild
eines komplexen Flusssystems in einer geother-
misch geprigten Landschaft dar. Verschiedene
maandrierende Flisse, die an verschiedenen
Orten entspringen, vereinigen sich in ihrem
Lauf und miinden dann in einem Pool mit
Nukleosiden, die nach Phosphorylierung als
RINA-Bausteine dienen konnen.

Experimentelle Details — wirklich
ungeplant und nicht gesteuert?

Schaut man sich die experimentellen Details
der Arbeit an, so fillt zunichst auf, dass die
ersten Syntheseschritte, die zu wasserloslichen
Salzen aus kleinen organischen Verbindungen
fiihren, nicht wie im Uberblick dargestellt aus
vermuteten gasformigen Bestandteilen der hy-
pothetischen Atmosphire gebildet, sondern im
Labor durch geeignete Chemikalien synthetisiert
werden. Die ersten Synthesestufen werden unter
Verweis auf andere Arbeiten vorausgesetzt. Es
wird also von der Verfligbarkeit der erforderli-
chen Substanzen ausgegangen, ohne auf die dabei
gezielt ausgewihlten R eaktionsbedingungen und
Ausbeuten bei deren Herstellung einzugehen. Sie
werden als reine Ausgangsstofte benutzt. Also sind
bereits die verwendeten Ausgangsstofte nicht auf
einem Weg zustande gekommen, bei dem man
auf chemische Kompetenz verzichtet hitte.
Becker et al. (2018) heben in der Titelfor-
mulierung ihrer Arbeit hervor, dass der von ih-
nen vorgeschlagene Syntheseweg die typischen
und gleichzeitig auch die untypischen, soge-
nannten nichtkanonischen* Purin-Nukleoside
liefert. Dabei soll die mehrstufige Synthese fort-
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laufend — also ohne Isolierung und Reinigung
der Zwischenprodukte — erfolgen und dadurch
vorangetrieben werden, dass im weiteren Ver-
lauf physikalische Groflen wie z.B. Temperatur,
pH-Wert und Konzentration verindert werden.

Als Ursache fiir solche Anderungen auf
der frithen hypothetischen Erde schlagen die
Autoren z.B. Tag-Nacht- oder saisonale Tem-
peraturzyklen vor. Im experimentellen Teil
der Veroftentlichung aber wird demonstriert,
dass die einzelnen Schritte durchaus definierte
Voraussetzungen erfordern. Es laufen nicht nur
zyklische Abfolgen von Temperaturerh6hung
und -erniedrigung ab, in deren Folge durch
verdampftes Wasser die Konzentrationen der
gelosten Stoffe erhoht werden kann und diese
nach Abkiihlung gef. auskristallisieren konnen.
Dartiber hinaus sind im gesamten Reaktions-
verlauf auch Anderungen des pH-Werts und
weitere spezifische Einstellungen der Rahmen-
bedingungen erforderlich. Die Temperatur-
zyklen fithren im Szenario der Autoren an zwei
Schlisselstellen dazu, dass die gewtlinschten
Stoffe in einer anderen Phase, namlich in kris-
talliner Form, anfallen und so vergleichsweise
einfach von den in Losung verbliebenen Be-
gleitstoffen abgetrennt werden konnten. Die
angenommenen Temperaturschwankungen sind
nicht beliebig und diirfen bestimmte Grenzen
nicht Giberschreiten. Bei zu hohen oder zu lang
anhaltenden erhdhten Temperaturen verdampft
das Losungsmittel (Wasser) komplett und alle
gelosten Stofte liegen in fester Form vor. Un-
erwiinschte Reaktionen finden beschleunigt
statt und komplexere Verbindungen werden
zerstort. Fir viele Reaktionen muss der pH-

Chemische Umsetzungen auf dem Weg

zum RNA-Nukleosid

Unter sauren Bedingungen bilden sich
aus dem eingesetzten Malonsauredini-
tril (1 in Abb. 2) und vier verschiedenen
Amidinverbindungen (2) bei Zugabe
von Natriumnitrit (NaNO,) organische
Salze. Im Labor wurde das Volumen der
wassrigen Losung bei leicht erhohter
Temperatur verringert. Durch Kiihlung
dieser konzentrierten Losung bilden
sich Salzkristalle, die abfiltriert werden
kénnen. Mit den so gewonnenen Salzen
erzielen die Autoren Ausbeuten von
40-60 %, wenn Amidinverbindungen
jeweils einzeln,alsoin jeweils getrennten
Experimenten, eingesetzt werden. Eine
Filtration, bei der der Uberstand mit
Nebenprodukten und nicht umgesetzten
Ausgangsprodukten vom kristallinen
Produkt abgetrennt wird, ist natirlich
mehr als nur ein Nass-Trocken-Zyklus,
bei dem die Verunreinigungen mit dem
Produkt vermischt blieben und die wei-
teren Schritte entsprechend weniger
aussichtsreich waren.

Erhitzt man die gewonnenen Salze, bis
sie schmelzen (108-159 °C),so bilden sich
gelbliche Kristalle (teilweise bereits als
Feststoffe), und unter deutlicher Farb-
anderung bilden sich Stickstoffhetero-
zyklen (Nitrosopyrimidinverbindungen,

4). Wenn die Umwandlungen jeweils
separat durchgefiihrt werden, geben die
Autoren die Ausbeuten mit 60-85 % an.
Die Nitrosopyrimidinverbindungen (4)
werden in weiteren Reaktionsschritten
zundchstin verdiinnter Salzsaure hydro-
lysiert. (Hydrolysiert man die Verbindung
4 mit einer Methylthiogruppe [R = SMe]
in Gegenwart von Aminen, so entstehen
Zwischenstufen, die zu nicht typischen
RNA-Bausteinen fiihren, sondern zu
sogenannten nicht kanonischen® RNA-
Basen.) Die durch Hydrolyse erzeugten
Aminogruppen konnen in verdinnter
Ameisensaure (HCOOH) in Gegenwart
von metallischem Nickel (Ni)- oder
Eisenpulver (Fe) durch Anhangen einer
Formylgruppe aktiviert werden.Niund Fe
bilden unter den Reaktionsbedingungen
Ni2+ bzw. Fe2+-lonen. Die so erhaltenen
Zwischenstufen kdnnen als Feststoffe
mit Ribose umgesetzt werden. Unter
basischen Bedingungen kann der Ring-
schluss zum Purinsystem erfolgen. Auf
diese Weise konnen im Labor Nukleoside
synthetisiert werden. Daflir sind sehr viel
leistungsfahigere Synthesen als die hier
beschriebenen bekannt, aber diese sind
sehr weit davon entfernt, als Beispiele fir
prabiotische Vorgange gelten zu konnen.

Wert passend eingestellt werden. Einmal wird
als Losungsmittel Wasser verwendet, flir einen
der folgenden Schritte verdiinnte Ameisensaure;
fiir einen weiteren Reaktionsschritt sollte von
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Abb.2 Ausschnitte aus dem
von BECKER et al. (2018) skiz-
zierten Szenario. Die angege-
benen Nummern finden sich
im Textkasten ,Chemische
Umsetzung auf dem Weg

zum RNA-Nukleosid*.
(Bild: B.SCHMIDTGALL)
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irgendwoher wissrige Ammoniaklésung dazu-
kommen. Auch fiir die selektiven Ausfillungen
miissen die Bedingungen so eingestellt sein,
dass der gewtinschte Stoft als Feststoft anfillt;
wie dieser dann unter natiirlichen Bedingungen
Hfltriert™, d.h. von den in Losung vorliegenden
nicht umgesetzten Ausgangsverbindungen und
Nebenprodukten getrennt werden kann, bleibt
zu zeigen.

Die angegebenen Ausbeuten der einzelnen
Reaktionen wurden im Labor durch Opera-
tionen erzielt, in denen ausschlieBlich die ge-
wiinschten Ausgangsstoffe zur Herstellung einer
bestimmten Variante der Zielverbindungen
eingesetzt worden sind. Wenn man die Synthese-
reaktionen parallel,d.h.in einem einzigen Ansatz
durchfiihrt, sinken die Ausbeuten vermutlich
dramatisch und die Zahl der Nebenprodukte
nimmt erheblich zu. Die Nebenprodukte ma-
chen die ,,gewiinschte” Reaktion mindestens
weniger eftfizient und fithren zweitens zur
Entstehung ganz anderer Produkte, die fiir den
weiteren Gang der ateleologischen Biogenese
destruktiv sind.

Becker et al. (2018) betonen, dass durch
ihren Vorschlag nicht nur die Synthese der
kanonischen RNA-Purin-Nukleoside erklirt
wiirde, sondern auch die der nicht kanonischen.
Die Bedeutung der letzteren ist fiir die Autoren
dadurch belegt, dass diese in der RNA vieler
rezenter Lebewesen vorkommen und dort u.a.
auch die 3-dimensionale Anordnung der RNA-
Molekiile pragen.! Diesen Befund interpretieren
die Autoren so, dass diese untypischen RNA-
Bausteine schon fiir die ersten und einfachsten
Lebewesen, aus denen sich die komplexeren
entwickelt haben miissten, verfligbar gewesen
sein miissen. Ob eine groBere Anzahl an Struk-
turvarianten der RINA-Bausteine fiir die Ent-
stehung erster und einfachster lebensihnlicher
Systeme tatsichlich forderlich und hilfreich oder
aber storend und hinderlich ist, bleibt noch zu
zeigen. Jedenfalls kann man aus der Bedeutung,
die untypische RNA-Basen heute — bei ihrem
vergleichsweise geringen Anteil (daher ,,nicht-
kanonisch®) —haben, nicht automatisch auf deren
Bedeutung in einer mutmaBlichen pribiotischen
Synthese schlieen.

Resiimee

Becker et al. (2018) haben in der Einleitung
erfreulicherweise einen von mehreren bereits
wiederholt genannten Schwachpunkten von

Szenarien zu pribiotischen Synthesen von Bau-
steinen fur erste einfachste lebensihnliche Sys-
teme aufgenommen. Sie bezeichnen ihren Vor-
schlag als fortlaufende Synthese und erwecken
damit den Eindruck, die vielstufigen Synthesen
fiir die RNA-Nukleoside ohne Isolierung und
Reinigung der Zwischenprodukte durchftihren
zu konnen. Das bestitigen die experimentellen
Daten jedoch nicht. Zudem ist das von ihnen
skizzierte Szenario hochkomplex, und die
vorgestellte Flusslandschaft in geothermischer
Umgebung muss eine Fiille von Voraussetzun-
gen erfiillen wie z.B. richtige Temperaturen und
pH-Werte an den entsprechenden Positionen.
Die verschiedenen Arme des Flusssystems mit

ihrer spezifischen Fracht missen sich an den
richtigen Stellen und in der richtigen Abfolge
vereinigen. Die Einstellung aller dieser Bedin-
gungen basiert auf der chemischen Erfahrung.
Dem angegebenen Ziel, ein System zu etablieren,
in dem pribiotische Synthesereaktionen Nass-
Trocken-Zyklen bendtigen und keiner weiteren
Voraussetzungen bediirfen, um RNA-Molekiile
verfligbar zu machen, ist man mit den bisherigen
Ergebnissen nicht niher gekommen.

Anmerkung

1 Die Bedeutung von untypischen, nichtkanonischen
Basen in der DNA haben CARELL et al. (2018) kiirz-
lich vorgestellt.
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