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Abstract: Im Laufe der COVID-19 Pandemie haben
mRNA-basierte Impfstoffe an immenser Bedeutung
gewonnen. Massenspektrometrie ist fiir die Entwicklung
und Analyse von modifizierten RNA Molekiilen uner-
lasslich, setzt jedoch ein grundlegendes Verstdndnis
iber Fragmentierungsprozesse voraus. Analog zu der
Zersetzung von RNA in Losung durch Autohydrolyse,
kann die Spaltung des RNA Riickgrats ebenso in der
Gasphase stattfinden. Bislang sind die Fragmentierungs-
mechanismen jedoch unzureichend untersucht. In dieser
Arbeit wurden Intermediate aus isolierten RNA Dinu-
kleotiden in der Gasphase generiert und mittels kryoge-
ner Infrarotspektroskopie in Helium-Nanotrépfchen un-
tersucht. Die experimentellen Daten, unterstiitzt durch
Dichtefunktionaltheorie, liefern Hinweise dafiir, dass
die Bildung eines fiinfgliedrigen zyklischen Phosphat-
Intermediats begiinstigt ist, wihrend lineare oder sechs-
gliedrige Strukturen ausgeschlossen werden konnen.
Weiterhin zeigen die Experimente, dass eine zusitzliche,
bekannte Reaktion von RNA Nukleotiden in Losung
auch in der Gasphase induziert werden kann: die Tauto-
merisierung von Cytosin. Die beiden beobachteten Re-
aktionen spiegeln daher universelle und intrinsische
Eigenschaften der untersuchten Molekiile wider. D

Durch die weltweite COVID-19 Pandemie hat die Ent-
wicklung von mRNA Impfstoffen einen noch nie da gewese-
nen Schub erhalten.! Thr Erfolg kann dadurch erklirt
werden, dass RNA Impfstoffe, im Gegensatz zu herkommli-
chen Impfstoffen, schnell entwickelt, in grolen Mengen
produziert und an verschiedene Erreger angepasst werden
konnen.” Die Entwicklung von RNA-basierten Arzneimit-
teln ist auf fortgeschrittene analytische Methoden wie Mas-
senspektrometrie (MS) angewiesen und erfordert ein tiefes
Verstiandnis fiir Fragmentierungsmechanismen, um kiinstli-
che RNA Strukturen zuverlissig zu identifizieren.”!

DNA ist wesentlich stabiler als RNA. Der Stabilitdtsun-
terschied kann auf die unterschiedlichen Zucker im Riick-
grat zuriickgefiilhrt werden. Ribose in RNA enthélt eine
Hydroxylgruppe an der C2’ Position, wodurch die Phospho-
diesterbindung destabilisiert wird. Diese 2'-OH Gruppe
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kann die Phosphatgruppe an C3’' des Nukleotids intramole-
kular angreifen. Dies fiihrt selbst in Abwesenheit von
zersetzenden Enzymen zur Autohydrolyse der RNA. In
Deoxyribose im Riickgrat der DNA ist diese OH Gruppe
nicht vorhanden. Daher autohydrolysiert DNA nicht und
DNA Fragmente konnen fiir Hunderte oder sogar Tausende
von Jahren stabil bleiben.*!

Der Mechanismus der Autohydrolyse von RNA in vitro
wurde umfassend untersucht.”) Durch einen nukleophilen
Angriff der 2’-OH Gruppe am 3'-Phosphat wird die Reakti-
on initiiert und fiihrt iiber ein Phosphoran zu einem zykli-
schen 2',3’-Phosphat, dem Schliisselintermediat der RNA
Autohydrolyse (Abbildung 1a). AnschlieBend wird das In-
termediat in wéssriger Losung zu 2'- und 3'-Phosphat hydro-
lysiert. Unter sauren oder basischen Bedingungen kann die
Autohydrolyse der RNA, im Vergleich zur spontanen Hy-
drolyse bei neutralem pH, um das Millionenfache beschleu-
nigt werden.®

Ahnlich wie in Losung wird durch die 2-OH Gruppe
auch ein charakteristisches Verhalten von RNA in der
Gasphase induziert. Die Fragmentierung von Ionen kann
mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) in der Gas-
phase untersucht werden. Somit konnen Strukturinformatio-
nen iiber Nukleinsiuren erhalten werden.”! Der groBte
Unterschied in der Fragmentierung zwischen DNA und
RNA ist die Bildung von c-Fragmenten aus RNA, welche
nicht fiir DNA beobachtet werden konnen.™! c-Fragmente
entstehen durch Spaltung der Bindung zwischen dem 5'-O
und dem Phosphoratom (Abbildung S4).”) Ohne das mobile
Proton der 2'-OH Gruppe kann diese Fragmentierung nicht
stattfinden."” Die c-Fragmente von RNA Dinukleotiden
weisen das gleiche Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis (m/z) auf
wie das Schliisselintermediat der basenkatalysierten RNA
Autohydrolyse in Losung. Ein Nachweis tiber den Fragmen-
tierungsmechanismus oder die exakte Struktur der c-Frag-
mente ist allerdings noch ausstehend. In der Literatur
wurden Mechanismen vorgeschlagen, die entweder iiber
eine lineare Struktur'” oder durch die direkte Bildung eines
2’ 3'-zyklischen Nukleosidmonophosphats,'! analog zur Re-
aktion in Losung, ablaufen. Im Falle von Dinukleotiden sind
isomere 3',5'-zyklische Nukleosidmonophosphate ebenfalls
denkbare Strukturmotive der Fragment-Ionen (Abbil-
dung 1b).

Infrarot (IR) Spektroskopie von Ionen in der Gasphase
ist eine leistungsfihige Methode zur Strukturanalyse von
intakten Molekiil-Ionen oder kurzlebigen Fragmenten. In-
frarot Multiphotonen Dissoziationsspektroskopie (IRMPD)
wurde erfolgreich genutzt, um RNA Bausteine,? Nukleo-
sidtriphosphat-Ionen™! und 3',5-cAMP" zu charakterisie-
ren. Kiirzlich wurden intakte DNA Dinukleotid-Anionen
mittels kryogener IR Spektroskopie in Heliumtropfchen
analysiert. Durch diese Technik kann eine hohere Auflo-
sung erreicht werden, da die Ionen nicht thermisch angeregt
werden.™ Bislang wurden jedoch mit keiner der beiden
Methoden MS/MS Fragmente von Nukleotiden spektrosko-
pisch charakterisiert.

Hier untersuchen wir c-Fragmente, die durch Dissoziati-
on der deprotonierten RNA Dinukleotide ApA, GpG, UpG
und CpG (Abbildung 1c) generiert wurden, mittels kryoge-
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a. Autohydrolyse von RNA
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Abbildung 1. Durch Autohydrolyse wird die Stabilitit von RNA beeintrichtigt. a) Schema der Autohydrolyse an einem RNA Strang mit dem 2',3"-
zyklischen Phosphat Intermediat. Ein intramolekularer nukleophiler Angriff der 2'-OH Gruppe initiiert die Spaltung des Phosphodiesters. Durch die
Abwesenheit der 2'-OH Gruppe in DNA wird die Spaltung dort verhindert. b) Strukturen der zyklischen Nukleosidmonophosphat Isomere.

c) Nomenklatur und Strukturen der RNA Nukleobasen (N).

ner IR Spektroskopie in Heliumtropfchen. Der experimen-
telle Aufbau wurde in fritheren Arbeiten ausfiihrlich be-
schrieben (siehe Hintergrundinformationen).!"

Die untersuchten Ionen wurden durch Nanoelektro-
sprayionisation und Fragmentierung in der Quelle durch
Kollisionen mit Gasmolekiilen gebildet. Der Fragmentie-
rungsprozess ist identisch zu kollisionsinduzierter Dissoziati-
on (CID). Die Ionen werden nach ihrem m/z-Verhiltnis in
einem Quadrupol Massenfilter selektiert und in einer Hex-
apol-Ionenfalle (90 K) akkumuliert und thermalisiert. An-
schlieBend werden die gefangenen Ionen von Helium-Nano-
tropfchen, die von einer Even-Lavie Diise erzeugt werden,
aufgenommen."” Innerhalb des Heliumtropfchens werden
die Tonen schnell auf 0.37 K gekiihlt und in die Néhe des
Detektors transportiert, wo der Heliumtropfchenstrahl mit
dem Infrarotstrahl des Freien Elektronen Lasers des Fritz-
Haber-Instituts (FHI FEL)™ iiberlappt. Durch die Absorp-
tion von Photonen werden Schwingungsmoden angeregt,
was zur Verdampfung der Heliumhiille und anschlieender
Freisetzung der Ionen fiithrt. Die Ionenintensitdt wird mit
einem Flugzeitmassenspektrometer gemessen und liefert als
Funktion der Wellenzahl der Photonen ein Infrarotspek-
trum. Die experimentellen IR Spektren werden mit berech-
neten harmonischen Frequenzen verglichen. Dafiir wurde
der konformere Raum der 2',3"- und 3',5'-zyklischen Nukleo-
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sidmonophosphate fiir jede Nukleobase mit Hilfe des Pro-
gramms CREST! mit der semiempirischen Methode
GFN2-xTB?? untersucht. Unterschiedliche Konformere
wurden optimiert und ihre harmonischen Frequenzen mit
der PBEO+ D3/def2-TZVPPP! Methode in Gaussian 16
berechnet und mit einem empirischen Faktor von 0.965
skaliert. Anharmonische Frequenzen (GVPT2™!) wurden
mit der PBEO+ D3/def2-TZVP Methode berechnet. Lineare
c-Fragmente wurden anschlieend nicht weiter beriicksich-
tigt, da ihre Strukturen bei der benutzten theoretischen
Methode keine Minima auf der Potenzialhyperfliche der
Ionen sind. Bei der Optimierung konvergieren derartige
Strukturen in 2',3’-zyklische Nukleosidmonophosphate.

In Losung kann die Autohydrolyse in der Abwesenheit
von Enzymen oder externen Reaktionspartnern stattfinden
(Abbildung 1). In der Gasphase kann die Spaltung von
deprotonierten RNA Dinukleotiden durch Fragmentierung
in der Quelle (Abbildung S2) induziert werden, was zu c-
Fragmenten mit identischem m/z wie das des Intermediats
der RNA Autohydrolyse in Losung fithrt. Nachdem die
Ionen in das Hochvakuum des Massenspektrometers iiber-
fuhrt wurden, findet keine weitere Aktivierung statt. Das
Molekiil-ITon und seine Fragmente wurden mittels Flugzeit-
massenspektrometrie (Abbildungen 2a und S3) detektiert.
Anschliefend wurden fiir jede Nukleobase kryogene IR
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Abbildung 2. Die Fragmentierung von RNA fithrt zu 2',3"-zyklischen Phosphaten. a) Tandem-Massenspektren von ApA Dinukleotiden im
Negativionenmodus unter Bedingungen, die zur Fragmentierung in der Quelle fithren. Die dabei gebildeten c-Fragmente haben das gleiche m/z-
Verhiltnis wie das zyklische Phosphat-Intermediat, das wihrend der RNA Autohydrolyse gebildet wird. b) Kryogene Infrarotspektren von den ApA,
GpG, UpG und CpG c-Fragmenten. Banden zwischen 1000 und 1400 cm™' stammen zu groRen Teilen von der Ribose und dem Phosphat.
Schwingungen zwischen 1400 und 1800 cm™' stammen von den funktionellen Gruppen innerhalb der Nukleobasen. Die Positionen von
Absorptionsbanden, die mit einem Pfeil gekennzeichnet sind, sind unabhingig von der Nukleobase und in jedem Spektrum vorhanden.

c) Vereinfachte Strukturen von 2,3’- und 3’,5-zyklischen Adenosinmonophosphaten. d) Das experimentelle Spektrum des c-Fragments von
deprotoniertem ApA (graue Spur) wird mit den berechneten anharmonischen Schwingungsspektren der Niedrigstenergiestrukturen von 2',3’-cAMP
(rot) und 3',5'-cAMP (blau) verglichen. Die Spektren sind mit den freien Energien der berechneten Strukturen gekennzeichnet. e) Das
experimentelle Spektrum des ApA c-Fragments wird mit denen von deprotonierten 2',3-cAMP und 3',5'-cAMP verglichen. Diagnostische Banden
werden mit blauen und roten Linien hervorgehoben. Die Absorptionsbanden zeigen eindeutig, dass fiinf- und sechsgliedrige Phosphate

unterschieden werden kénnen.

Spektren von den gebildeten c-Fragmente aufgenommen,
um deren Struktur zu bestimmen (Abbildung 2b). Alle IR
Spektren weisen Ahnlichkeiten in der Fingerprintregion (ca.
1000-1400 cm ™) auf, aber sind signifikant unterschiedlich in
der Region der funktionellen Gruppen (ca. 1400-
1800 cm™'). Die Schwingungen in der Fingerprintregion
stammen groftenteils von der Ribose und der Phosphat-
gruppe im Riickgrat des Nukleotids. Die beiden prominen-
ten Absorptionsbanden bei 1082 und 1326 cm ™' kénnen den
symmetrischen und antisymmetrischen Streckschwingungen
der Phosphatgruppe zugeordnet werden. Die Nukleobasen
absorbieren hauptséichlich zwischen 1400 und 1800 cm™'.
Weiterhin weist das IR Spektrum des c-Fragments, das

Angew. Chem. 2022, 134, €202115481 (4 of 7)

Cytosin (C) enthilt, deutlich mehr Absorptionsbanden als
die der anderen c-Fragmente auf.

Fiir c-Fragmente von Dinukleotiden sind bizyklische
Strukturen denkbar, in denen der Phosphodiesterring ent-
weder fiinf- oder sechsgliedrig ist, da das Phosphat im
Riickgrat sowohl von der 2'- als auch von der 5-OH Gruppe
angegriffen werden kann (Abbildung 2c). Die experimentel-
len Spektren wurden deshalb mit berechneten Energien und
Frequenzen von représentativen Strukturen fiir beide Inter-
mediate verglichen. Aus thermodynamischer Sicht ist die
Bildung eines fiinfgliedrigen zyklischen Phosphats gegen-
iiber einem sechsgliedrigen Phosphat je nach Nukleobase
um 5-27 kJmol ™" (freie Energie, AFyx) bevorzugt (Tabel-
len S1-S4). Weiterhin stimmen die harmonischen Frequen-
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zen der 2',3'-cNMPs gut mit den experimentellen Spektren
iberein (Abbildung S6). Die Frequenzen der 3',5-cNMPs
weisen weniger Ubereinstimmungen mit dem experimentel-
len Spektrum auf, vor allem wegen zusitzlichen Absorpti-
onsbanden zwischen 1020-1060 cm™' im berechneten Spek-
trum. Es ist auffallend, dass einige Absorptionen im
experimentellen Spektrum deutlich breiter sind als in den
simulierten harmonischen IR Spektren. Anharmonische
Frequenzrechnungen zeigen, dass die Verbreiterung der
Banden der c-Fragmente von ApA, GpG und UpG vor
allem durch Anharmonizititen bedingt ist (Abbildungen 2d
und S8). Fiir ¢-Fragmente von CpG ist das experimentelle
Spektrum jedoch deutlich komplexer und kann nicht allein
durch Anharmonizitdten erklirt werden.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass es sich bei dem
beobachteten Intermediat sehr wahrscheinlich um ein fiinf-
gliedriges zyklisches Phosphat handelt. Um das Ergebnis zu
bestitigen, wurden die IR Spektren von kommerziell verfiig-
baren 2',3'- und 3',5'-zyklischen Adenosinmonophosphat
Anionen aufgenommen und mit dem Spektrum des ApA c-
Fragments verglichen (Abbildungen 2e und S10). Die Spek-
tren bestdtigen, dass die Struktur des c-Fragments 2',3'-
cAMP entspricht. Einige schwache Absorptionsbanden in
dem Spektrum des c-Fragments von ApA sind im Spektrum
von 2',3'-cAMP aufgrund von tagesabhingigen Fluktuatio-
nen der Laserenergie schwach aufgelost, die Hauptabsorp-
tionsbanden stimmen jedoch iiberein. Die Schwingungen

a. Nichtaktivierte cCMPs

i bl 0 A

CpG-c
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von 3,5-cAMP sind stark verschoben und enthalten eine
zusitzliche Absorptionsbande bei 1038 cm™, die zuvor mit-
tels IRMPD Spektroskopie beobachtet wurde.!"!

Aufgrund der unkomplizierten Zuordnung der Struktur
der c-Fragmente von ApA mittels zyklischen Standards
wurde die gleiche Herangehensweise benutzt, um mehr
Informationen zu dem komplexen IR Spektrum des CpG c-
Fragments zu erhalten. Die Spektren von 2'.3'- und 3',5'-
zyklischen Cytidinmonophosphat Anionen unter nicht akti-
vierenden Ionisierungsbedingungen weisen darauf hin, dass
das c-Fragment von CpG ebenfalls ein fiinfgliedriges zykli-
sches Phosphat enthélt. Die Absorptionsbanden des 2',3'-
cCMP Anions entsprechen dem Spektrum des c-Fragments
von CpG (Abbildungen 3a und S11). Einige Banden im
Spektrum des Fragments sind allerdings intensiver als fiir
2'.3’-cCMP und die Spektren stimmen allgemein weniger gut
iiberein als im Fall von Adenosin. Um den Ursprung der
ungewohnlichen Komplexitidt des Fragmentspektrums zu
erortern, wurden die zyklischen Cytidin Anionen vor der
Aufnahme der IR Spektren aktiviert (Abbildung 3b). Inter-
essanterweise stimmt das Spektrum von aktiviertem 2',3'-
cCMP deutlich besser mit dem des c-Fragments iiberein als
ohne Aktivierung. Einige Banden gewinnen an Intensitét
und die Breite des Signals bei 1600-1800 cm™ nimmt in
Ubereinstimmung mit dem Fragmentspektrum deutlich zu.
Im Spektrum des 3',5-cCMP Anions sind einige Banden
nach der Aktivierung ebenfalls intensiver, allerdings weist

b. Aktivierte cCMPs

i bl d 1
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c. Tautomerisierung von Cytosin d. Anharmonische Frequenzen der cCMPs und Tautomere
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Abbildung 3. Tautomerisierung von Cytosin in der Gasphase. Experimentelles Infrarotspektrum des CpG c-Fragments, gebildet unter aktivierenden
lonisierungsbedingungen im Vergleich zu den Spektren von deprotonierten 2’,3'- und 3',5'-cCMPs gebildet bei a) nicht-aktivierenden und

b) aktivierenden lonisierungsbedingungen. Die diagnostischen Absorptionsbanden von 2',3"-cCMP und 3',5'-cCMP sind jeweils in blau oder rot
gekennzeichnet. Die Absorptionsbanden zeigen, dass das Fragment-lon eine fiinfgliedrige Struktur aufweist. Einige Schwingungsbanden,

besonders jene oberhalb von 1400 cm™

, sind komplexer und kénnen nur unter aktivierenden Bedingungen gebildet werden, welche c) die

Tautomerisierung der Nukleobase Cytosin induzieren. Laut Berechnungen betrigt die Differenz der freien Energie bei 90 K lediglich 3 k) mol™
sowohl fiir das 2',3" als auch das 3',5" Isomer. d) Anharmonische Frequenzen bestitigen, dass die Koexistenz von tautomerisierten und nicht-
tautomerisierten cCMPs in der lonenfalle zu einer signifikanten Verbreiterung der Absorptionsbanden in der 1600~1800 cm™' Region fiihrt.
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das Infrarotspektrum wesentliche Unterschiede zu dem des
Fragment-Ions auf.

Die deutlichsten Anderungen in den Spektren unter
aktivierenden Ionisierungsbedingungen treten in der Region
der funktionellen Gruppen auf (1400-1800 cm ™). Dies im-
pliziert, dass die Aktivierung eher die Struktur der Nukleo-
base als das Riickgrat des Molekiils beeinflusst. Es ist
bekannt, dass Cytosin in Losung tautomerisieren kann, was
zur Umsetzung der Amino-Oxo (C) in die Imino-Oxo (C*)
Form fiihrt (Abbildung 3c). In vivo kann dieser Prozess zu
Fehlern in der Basenpaarung fithren (CG—C*A), was
Mutationen in dem folgenden Replikationszyklus hervor-
ruft.?” In vorherigen Studien konnte Tautomerisierung von
protonierten Nukleobasen in der Gasphase mittels IRMPD
Spektroskopie und Differentieller Mobilitdtsspektrometrie
nachgewiesen werden.™ Fiir die physiologisch relevanteren
deprotonierten Ionen wurde dieser Prozess jedoch bislang
nicht untersucht.

Dichtefunktionaltheorie (DFT) Rechnungen zeigen,
dass das C* Tautomer sowohl fiir deprotonierte 2',3'- als
auch 3',5"-zyklische Cytidinmonophosphate um lediglich
3 kJmol ™' destabilisiert ist (Abbildung 3c). Allerdings wurde
fiir das 2',3'-Analogon eine substantielle Aktivierungsener-
gie von +156 kJmol™"' berechnet. Diese Barriere kann auf
+47 kJmol ! reduziert werden, wenn der Prozess durch ein
Wassermolekiil katalysiert wird. Durch Restwasser in der
Ionisierungsquelle kann der Prozess demnach mit geringer
Aktivierungsenergie stattfinden (siche Abbildung S12 und
Tabelle S5). Die harmonischen und anharmonischen Fre-
quenzen von tautomerisiertem zyklischen Cytidinmonophos-
phat komplementieren die des nicht-tautomerisierten Iso-
mers (Abbildungen 3d, S13 und S14), was die Herkunft der
zahlreichen Absorptionsbanden erklirt, die fiir c-Fragmente
und aktivierte cCMPs beobachtet wurden.

Zusammenfassend wurde in dieser Studie gezeigt, dass
die im Massenspektrometer gebildeten c-Fragmente von
RNA eine Struktur aufweisen, die identisch zu der des
reaktiven Intermediates der RNA Autohydrolyse ist. Der
Vergleich zwischen den Infrarotspektren von c-Fragmenten
und denen von synthetischen zyklischen Nukleotiden in
Verbindung mit DFT Rechnungen bestitigt eindeutig die
charakteristische 2',3’-zyklische Struktur des Intermediates.
Dies impliziert, dass die intramolekulare Zyklisierung von
RNA Nukleotiden ein Prozess mit einer hohen intrinsischen
Triebkraft ist. Die Ergebnisse stiitzen den vorgeschlagenen
Fragmentierungsmechanismus, der einen nukleophilen An-
griff der 2’-OH Gruppe an dem Phosphat statt der Bildung
eines linearen Intermediates beinhaltet. Weiterhin zeigen
die Ergebnisse, dass die Tautomerisierung von Cytosin in
der Gasphase stattfindet. Diese Tautomerisierung findet
spontan in der Ionisierungsquelle unter aktivierenden Be-
dingungen statt und fiihrt zu komplexeren IR Spektren. In
einem breiteren Kontext zeigen unsere Ergebnisse, dass
beide Prozesse, die intramolekulare Zyklisierung von RNA
Nukleotiden und die Tautomerisierung von Cytidin in voll-
standiger Isolierung stattfinden konnen. Dies impliziert,
dass beide Reaktionen intrinsisch fiir die individuellen
Molekiile und unabhéngig von deren Umgebung sind.
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