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Di- und trifunktionelle Diazirine wurden und werden in
Studien von Protein-Ligand- und Protein-Membran-Interak-
tionen intensiv genutzt!" (siche auch Lit. [2]). Vor kurzem
wurden die Diazirin-haltigen Aminosidureanaloga Photo-
Leucin (Tabelle S1, Hintergrundinformationen) und Photo-
Methionin invivo in Proteine inkorporiert, um mittels
Quervernetzung Protein-Protein-Interaktionen in lebenden
Zellen zu detektieren.?! Nachfolgende Studien, fiir die Photo-
Aminosduren in Peptide oder Proteine eingebaut wurden,
konzentrierten sich lediglich auf die Detektion intermoleku-
larer Interaktionen.! Weitergehende Informationen, z.B.
niederaufgeltste Strukturen von Proteinen und Proteinkom-
plexen, konnen durch hochauflosende Massenspektrometrie
(MS und MS/MS) gewonnen werden.”! Fiir die vorliegende
Studie wurden erstmals die Methoden der photochemischen
Quervernetzung mit einer hochgenauen massenspektrome-
trischen Analyse der Reaktionsprodukte kombiniert, um
Turn-Strukturen in Diazirin-markierten Peptiden zu unter-
suchen.

Ausgehend von Bestrahlungsexperimenten mit verschie-
denen substituierten Diazirinen und Loésungsmitteln wurden
diradikalische und zwitterionische angeregte Zustidnde pos-
tuliert, die wiederum in vergleichsweise inerte lineare Diazo-
Isomere oder in reaktive Carbene iibergehen.®” Letztere
konnen bekanntermaBen intramolekulare Alkene bilden!™
und in C-H- bzw. Heteroatom-H-Bindungen einschieben.®!
Die schwache UV-A-Bestrahlung (1 Jcm™, ca. 5.5 min) einer
Photo-Leucin-Losung,'” gefolgt von einer LC/ESI-MS-
Analyse  (LC/ESI = Fliissigchromatographie/Elektrospray-
Ionisation) resultierte in der Detektion dreier Peaks fiir die
intakte protonierte Photo-Aminosidure sowie verschiedene
Spezies mit spezifischen Masseverlusten (Abbildung 1a). Die
jeweiligen Masse-Ladungs-Verhiltnisse (m/z) deuten auf eine
Insertion in ein Wassermolekiil (—10 amu) und eine intra-
molekulare Eliminierungsreaktion (—28 amu) hin, die zur
Bildung eines Alkohols bzw. eines Alkens fithren. Es wurde
auflerdem beobachtet, dass die Bestrahlung von Photo-
Leucin auch zur Insertion in Methanol (+4 amu) und Phos-
phorsdure (+70 amu), zumindest nach Inkorporation in
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Peptide (Tabelle S1). Der bei m/z 144.0744 konnte sowohl das
Diazirin-Edukt als auch das lineare Diazo-Isomer reprisen-
tieren, die isobar und daher mittels MS nicht unterscheidbar
sind. Bei langerer UV-A-Bestrahlung verkleinerte sich dieser
Peak bei gleichzeitig ansteigenden Alkohol- und Alken-
Peaks.

Die relativen chromatographischen Peakflachen aller
dreier Spezies wurden gegen die eingesetzte UV-A-Dosis
aufgetragen (Abbildung 1b). Die UV-A-Dosis entspricht in
guter Ndherung der Zeitachse, was wiederum eine kinetische
Auswertung ermoglicht. Alle Spezies folgten einer apparen-
ten Kinetik erster Ordnung mit jeweils fast identischen Ge-
schwindigkeitskonstanten (8.0-8.6x 1077 % J~'cm?). Offen-
sichtlich limitierte das Verschwinden der Spezies bei m/z
144.0744 die Produktbildung kinetisch, was gegen die An-
wesenheit des inerten Diazo-Isomers spricht.

Die UV-A-Bestrahlung von Photo-Methionin fithrte zu
denselben Produkten wie fiir Photo-Leucin, wenn auch mit
anderen relativen Ausbeuten und leicht hoheren Geschwin-
digkeitskonstanten (1.6-1.7x107%% J~'cm? Abbildung 1c).
Die Alkene eluierten als fiinf getrennte Peaks, wahrscheinlich
aufgrund verschiedener Isomerisierungs- und Assoziations-
zustinde (Abbildung S1). Dabei ist wesentlich, dass Alkene
und Alkohole beider Photo-Aminosduren ausschlielich in
bestrahlten Proben auftraten und immer als eigenstdndige
Peaks eluierten. Eine Photoreaktion wéhrend der HPLC-
Analyse oder des ESI-Prozesses kann daher ausgeschlossen
werden. Allerdings hatte die bloBe Anwesenheit der Alkene
bedeutende Auswirkungen auf die nachfolgende MS-Analyse
markierter Peptide: Da sowohl Eliminierung als auch Quer-
vernetzung zu identischen konstanten Neutralverlusten
(—28 amu) fiihren, sind Alkene und intramolekular querver-
netzte Peptide anhand ihrer Masse nicht unterscheidbar.
Daher wurde ein Proteolyseschritt eingefiihrt, um zwei neue
Termini zu bilden, was eine eindeutige Identifizierung durch
MS/MS-Analyse ermoglichte.

Das erste hier vorgestellte Peptid wurde von dem Origi-
nalpeptid KKYTVSINGKKITVSI abgeleitet, das in Losung
eine stabile Haarnadelstruktur bildet.!""! Charakteristisch fiir
Sekundirstrukturen dieses Typs sind zwei durch einen -Turn
verbundene antiparallele -Strange. Die zahlreichen Was-
serstoffbriicken zwischen den gegeniiberliegenden Peptid-
bindungen fiithren zu einer relativ unflexiblen Struktur. Eine
intrapeptidale Quervernetzung sollte daher die Photo-Ami-
nosdure mit ihrem exakten Gegeniiber in dieser Struktur
verbinden. In unseren Experimenten wurde eine modifizierte
Version (GLGGKKYTVSINGGKKITVSIGLLG) des Ori-
ginalpeptids eingesetzt. Im Folgenden wird die modifizierte
Version als Peptid H bezeichnet, das mit Photoleucin (A) an
Position 2 modifizierte Peptid dagegen als Peptid H* (Ab-
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Abbildung 1. LC/ESI-MS-Analyse von Reaktionsprodukten der Photo-Aminosiuren. a) Grundlinienkorrigiertes rekonstruiertes Gesamtionenstrom-
chromatogramm von UV-A-bestrahltem Photo-Leucin. Einschub: Gemittelte lonenspektren nach Anreicherung in 4.65-5.9 min. b) Reaktionsfort-
schritt der Reaktion von Photo-Leucin. c) Reaktionsfortschritt der Reaktion von Photo-Methionin. Die relativen Peakflachen fiir intakte Photo-

Aminosiuren (0) sowie Alken- (2) und Alkohol-Reaktionsprodukte (V) wurden aus den Chromatogrammen erhalten und gegen die UV-A-Dosis

aufgetragen.

bildung 2b). Ein energiebasierter Strukturvorhersagealgo-
rithmus [http://www.scfbio-iitd.res.in/bhageerath/index jsp]'**
lieferte fiinf Strukturvorschldge. Von diesen zeigte einer in
der Tat eine haarnadeldhnliche Struktur mit eng beieinander
lokalisierten Termini (Abbildung 2¢). Laut ihrer Fern-UV-
CD-Spektren (nicht gezeigt) bilden beide Peptide (H und
H*), genau wie das Originalpeptid,'! in Abhingigkeit von
pH-Wert und Methanol Sekundérstrukturen aus.

Peptid H* wurde mit UV-A-Licht bestrahlt und mit
Trypsin (schneidet C-terminal von Arg und Lys) proteolytisch
gespalten. Das Gemisch wurde mittels Umkehrphasen-HPLC
getrennt und online durch Nano-ESI-MS bzw. Nano-ESI-MS/
MS analysiert (Abbildung2a und Abbildung S2). Erwar-
tungsgemd3 dominierten unmodifizierte tryptische Frag-
mente in den Massenspektren, wéhrend die auf eine Quer-
vernetzung von A? und Gly* zuriickgehenden Signale deutlich
weniger abundant waren (Abbildung S2). Die Fragmentie-
rung von Ionen, die den quervernetzten Peptiden [1-5] ~[17-
25] entsprachen, fiihrte zu geeigneten Fragmentionenspek-
tren'™ und ermoglichte die eindeutige Identifizierung einer
Quervernetzung zwischen 2> and Gly* (Abbildung 2a und
Abbildung S2). Dariiber hinaus wurde, wenn auch mit sehr
geringer Abundanz, ein Quervernetzungsprodukt aus re-
dundanten tryptischen Fragmenten identifiziert, was die in-
termolekulare Quervernetzung zweier Peptide, also die Pra-
senz eines H*-Dimers, belegt. Dies stimmt mit der vorge-
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schlagenen [-Strang-Sekundérstruktur beider ,Peptidflan-
ken* iiberein (Abbildung S3).

Das zweite, im Folgenden mit T (GLGGPRGNGLLGY-
NH,) oder T* (GAGGPRGNGLLGY-NH,) bezeichnete
Peptid, enthilt die Sequenz PRGN. Laut fritheren Studien™*!
liegt dieses Sequenzmotiv in 3-Turn-dhnlicher Konformation
vor. Im Vergleich zu Haarnadelstrukturen werden solche
Sekundérstrukturen deutlich weniger durch nichtkovalente
Interaktionen stabilisiert. Hierzu passend weisen alle fiinf
durch den oben angefiihrten Strukturvorhersagealgorithmus
vorgeschlagenen Strukturen einen Turn in der Region um
Pro’, aber keinerlei definierte Sekundirstruktur in den N-
und C-terminalen Bereichen auf (Abbildung 3). Die Fern-
UV-CD-Spektren des Peptids T sind schwer zu interpretieren,
wahrscheinlich aufgrund der gleichzeitigen Anwesenheit un-
terschiedlicher Konformationen. Zumindest einer dieser ge-
falteten Zustdnde konnte durch die Zugabe von bis zu 50 %
2,2 2-Trifluorethanol (TFE) stabilisiert werden (Abbil-
dung S4a).

Die CD-Spektren von Peptid T* waren vergleichbar
(nicht gezeigt), was beweist, dass die Sekundérstruktur durch
den Einbau der Photo-Aminosdure nicht veridndert wird.
Nach UV-A-Bestrahlung und tryptischer Spaltung des Pep-
tids T* wurden mittels LC/ESI-MS/MS Quervernetzungen
zwischen 2? und Leu' bzw. Leu'! sowie zwischen ? und Gly"
bzw. Tyr'* identifiziert (Abbildung S5). Die Zugabe von 50 %
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Abbildung 2. LC/ESI-MS/MS-Analyse von Peptid H*. Eine Peptidlésung (400 um) wurde mit UV-A-Licht bestrahlt, mit Trypsin gespalten und
durch LC/ESI-MS und LC/ESI-MS/MS analysiert. a) CID-Fragmentionenmassenspektrum des einfach geladenen Vorliufer-lons der quervernetzten
tryptischen Peptide [1-5]~[17-25]. b) Schematische Ansicht der identifizierten Fragment-lonen; a- und B-Peptide (kursiv) sowie ihre Fragment-
lonen vom b- und y-Typ sind angezeigt (beziiglich der Nomenklatur siehe Lit. [13]). Der schattierte Bereich markiert die quervernetzten Amino-
sdurereste; Aminosauren, die durch tryptische Spaltung entfernt wurden, sind mit grauen Buchstaben dargestellt. c) Strukturmodell von Peptid H.
Das Peptid-Riickgrat ist grau, Leu’ ist schwarz gezeichnet. Die Koordinaten wurden durch einen energiebasierten Strukturvorhersagealgorithmus

erhalten [http://www.scfbio-iitd.res.in/bhageerath/index.jsp].l'4

TFE fiihrte zu erhohter relativer Signalintensitdt der quer-
vernetzten Produkte. Passend zu dem vorgeschlagenen Turn
in der Region um Pro’ konnten diese Quervernetzungen
eindeutig zwischen A> und Leu'’ bzw. ? und Tyr'* zugeordnet
werden (Abbildung 3a,b).

Da das Pentaprolinmotiv von Peptid P (GLGGPPPPP-
GLLGY) durch seine inhédrente Starre Kontakte zwischen
den Peptidtermini ausschlieBen sollte,!™ diente dieses als
Negativkontrolle, um die Sperzifitit der intramolekularen
Quervernetzungen in den Peptiden H* und T* zu bestétigen.
Die Fern-UV-CD-Spektren des Peptids P, besonders in An-
wesenheit von TFE, deuten auf eine Polyprolin-II-dhnliche
Konformation hin (Abbildung S4b). Hiermit {ibereinstim-
mend konnten nach UV-A-Bestrahlung, Pepsinspaltung und
LC/ESI-MS- bzw. LC/ESI-MS/MS-Analyse des Peptids P*
(GAGGPPPPPGLLGY) keinerlei intrapeptidalen Querver-
netzungsprodukte identifiziert werden. Diese werden somit
nicht zufillig gebildet. Vielmehr ist ihre Bildung strikt von
Turn-Konformationen abhéngig, die die Photo-Aminosédure
in enge rdumliche Ndhe zur vernetzten Aminosédure bringt.

Zusammengefasst dienten Diazirin-markierte Analoga
von Leucin und Methionin zur Untersuchung der durch
Photoaktivierung ausgelosten Reaktionen dieser Aminosiu-
ren. Eliminierungsreaktionsprodukte, Addukte mit Lo-
sungsmittelkomponenten sowie Quervernetzungsprodukte
der Diazirine, sowohl mit polaren als auch mit unpolaren
Gruppen, wurden identifiziert. Der Einbau des Diazirinrings
in Peptide fithrte zu keinen messbaren Strukturédnderungen.
Die vergleichsweise langsame Photoaktivierung bildet den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, nicht die Querver-
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netzungsreaktion selbst. Diese grundlegenden Ergebnisse
belegen die Eignung von in Proteine oder Peptide einge-
bauten Photo-Aminosduren zur spezifischen Fixierung
sowohl stabiler als auch transienter raumlich enger Kontakte.
In Kombination mit einer MS-Analyse liegen somit die Vor-
aussetzungen fiir weitere Peptid- und Proteinkonforma-
tionsstudien wie auch zur Beobachtung verschiedenster Pro-
tein-Ligand-Interaktionen vor. Aufgrund der starken Ver-
breitung von Leucin in vielen Proteinen kann von einer hohen
Zahl an Quervernetzungsprodukten ausgegangen werden.
Die inhédrente Empfindlichkeit moderner Massenspektro-
meter wird die Detektion gering vorkommender Spezies un-
terhalb der Nachweisgrenze konventioneller Methoden wie
NMR-Spektroskopie oder Rontgenkristallographie erlauben.

Experimentelles

Photo-Leucin, Photo-Methionin, die Peptide H, H*, T, T*, P und P*
(>95% Reinheit) wurden von ThermoFisher Scientific erworben,
hochreines Methanol (>99.9% ) und TFE (> 99 %) jeweils von VWR
und Sigma. Fiir HPLC-Losungsmittel und Puffer wurde entionisiertes
Wasser verwendet. Photo-Leucin und Photo-Methionin wurden in
10 mm K,HPO,/KH,PO, (pH 7.5) gelost (Endkonzentrationen je 26
und 8 mm). Die eisgekiihlten Losungen wurden in ein selbstgebautes,
mit UV-A/B-Filter und Photozelle ausgestattetes Bestrahlungs-
gerit!'" platziert. Nach der Verabreichung der gewiinschten UV-A-
Dosen wurden Proben genommen und mithilfe eines analytischen
HPLC-Systems getrennt und mittels ESI-MS (Agilent 1200 gekoppelt
an ein ESI-LTQ-Orbitrap XL-Massenspektrometer von Thermo-
Fisher Scientific) analysiert. Die Peptide H* und T* wurden in
100 mm K,HPO,/KH,PO, (pH 7.5) gelost, Peptid P* in Wasser. Die
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Abbildung 3. LC/ESI-MS/MS-Analyse von Peptid T*. Eine Peptidlésung (160 um) in 50% TFE wurde mit UV-A-Licht bestrahlt, tryptisch gespalten
und durch LC/ESI-MS und LC/ESI-MS/MS analysiert. a) CID-Fragmentionenmassenspektrum des doppelt geladenen Vorlaufer-lons der querver-
netzten tryptischen Peptide [1-6]~[7-14]. Einschub: vergréfRerter Bereich des HCD-Fragmentionenmassenspektrums. Schwarze Ziffern und Buch-
staben stehen fiir Fragment-lonen des C-terminal quervernetzten Produkts, das schematisch in (b) gezeigt ist (oberer Teil); graue Ziffern stehen
fiir die entsprechenden Fragmentionen des alternativen quervernetzten Produkts (unterer Teil). Unterstrichene Ziffern und Buchstaben kennzeich-
nen eine mogliche Zuordnung zu beiden Spezies. b) Schematische Ansicht von identifizierten Fragment-lonen. Kursive Ziffern und Buchstaben
bezeichnen das [3-Peptid und seine Fragment-lonen (siehe auch a)), quervernetzte Aminoséuren sind durch schattierte Bereiche markiert. c)
Strukturmodell von Peptid T. Die Koordinaten wurden wie oben beschrieben erhalten. Alle fiinf Modelle sind in Uberlagerung dargestellt. Das
Peptid-Riickgrat und quervernetzte Aminosiuren (Leu'®, Tyr'®) sind grau, Leu® ist schwarz gezeichnet.

Konzentrationen wurden basierend auf den theoretischen Absorpti-
onskoeffizienten photometrisch bei 280 nm bestimmt und variierten
von 2.5 bis 1600 pm. Mit Ausnahme der Strahlendosis (8 Jcm ™)
wurden die Quervernetzungsreaktionen wie oben beschrieben
durchgefiihrt, gefolgt von proteolytischer Spaltung mit Trypsin
(Peptide H* und T*) oder Pepsin (Peptid P*), wiederum gefolgt von
LC/ESI-MS- und LC/ESI-MS/MS-Analyse mithilfe eines UltiMate
plus nano-HPLC-Systems (LC Packings) gekoppelt an ein LTQ-Or-
bitrap XL-Hybrid-Massenspektrometer (ThermoFisher Scientific)
mit Nano-ESI-Quelle (Proxeon). Details der LC/MS-Methoden be-
finden sich in den Tabellen S2 und S3. Gegebenenfalls vorhandenes
TFE wurde vor der proteolytischen Spaltung in einem Vakuum-
Konzentrator entfernt. Spektren, die potentielle Quervernetzungs-
produkte reprisentierten, wurden mithilfe der StavroX-Software!!”!
identifiziert und durch manuelle Uberpriifung verifiziert.
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