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SUMMARY 
Amino acids (AAs), peptides and proteins are central building blocks of life. In fact, 

living organisms have evolved to utilize AAs and proteins in every biological 

pathway. For decades, researchers in biology and medicine have worked to uncover 

the roles of proteins in countless physiological processes. Meanwhile, environmental 

researchers are only now beginning to understand the roles of AA-based molecules in 

biogeochemistry and the ways environmental transformation processes affect the 

availability of these crucial nutrients in aquatic ecosystems. The scope of this 

dissertation was to gain insights into the photochemistry of AA-based molecules in 

the aquatic environment and to improve our understanding of AA photooxidation at 

the molecular level.  

The goal of this dissertation was to elucidate the impact of photochemically 

produced reactive oxygen species (ROS), specifically singlet oxygen (1O2), on the fate 

of AA-based molecules at a mechanistic level. While the photooxidation of individual 

AA monomers has been well studied in both biological and environmental contexts, 

the work presented herein examined the photooxidation kinetics of AAs in the context 

of higher-order protein structures (e.g., peptides or folded, three-dimensional 

proteins), which has previously received less attention. The four main objectives of 

this work were to (1) develop an approach and methodology to monitor 

photooxidation kinetics of AA residues in higher-order protein structures, (2) 

determine the effect of protein structure on the rate of AA photooxidation (e.g., 

position of an AA residue in the primary sequence or its location in the three-

dimensional structure), (3) assess the photochemical reactivity of environmentally 

relevant AA-based molecules, and (4) investigate the photochemical transformations 

of AA-based molecules in the presence of dissolved organic matter (DOM), the 

primary sensitizer of ROS in sunlit surface waters. 

In order to meet these objectives and investigate the photooxidation kinetics of 

AA residues with differing levels of protein structure, a new analytical approach was 

developed. This approach combined photochemical techniques (i.e., sensitized 

photochemical reactions and quantitative measurements of steady-state concentrations 

of ROS) with peptide analysis using liquid chromatography (LC) coupled to high-

resolution mass spectrometry (HRMS). First, using the developed approach, the 1O2 

reactivity of photooxidizable AA residues, primarily histidine (His), within the 
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context of short peptides (i.e., primary protein structure) was assessed. The results 

suggest that the 1O2 reaction rate constants (krxn) for His residues in short, 

unstructured peptides are similar to one another, and also to that of the free His 

monomer. The agreement of krxn indicates that the position of His residues in the 

primary sequence has only a small effect on His photooxidation kinetics.  

Following our examination of unstructured peptides, the versatility of the 

developed approach was tested by assessing the photooxidation kinetics of an 

environmentally relevant, antimicrobial peptide, bacitracin. Bacitracin is a mixture of 

cyclic, non-ribosomal peptides, containing both non-proteinogenic AA monomers 

(e.g., heterocyclic residues and D-stereoisomers) and L-His, a known photooxidizable 

residue. Bacitracin peptides were successfully characterized using LC-HRMS and the 

results of their photooxidation kinetics suggest that the peptide structure (e.g., 

secondary protein structure) influences bacitracin reactivity toward 1O2. Furthermore, 

results from DOM-sensitized photoreactions indicate that 1O2 may be an important 

contributor to the degradation of bacitracin in the aquatic environment. 

Finally, the dependence of 1O2 reaction rate on residue accessibility was 

examined within the context of a well characterized, folded protein, glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). In order to measure simultaneously the 1O2 

krxn value of each individual photooxidizable residue in GAPDH, the developed 

approach was further modified, combining photochemical techniques with adapted 

proteomic techniques (i.e., proteolytic digestion of proteins and peptide mass 

fingerprinting by coupled LC-HRMS). The results show that the 1O2 accessibility of 

photooxidizable residues in GAPDH has a profound effect on their photodegradation 

kinetics and that 1O2 accessibility can explain most of the variation in 1O2 reactivity 

for His residues.  This study is the first to provide a quantitative relationship between 

the accessibility of an AA residue in a three-dimensional protein and the rate of AA 

photooxidation. 

This work contributes to a better molecular-level understanding of the indirect 

photochemistry of AA-based molecules in aquatic systems and provides a foundation 

for further examination of the environmental fate of AA-based molecules. 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Aminosäuren (AAs), Peptide und Proteine sind die zentralen Bausteine des Lebens 

und lebende Organismen haben eine Vielfalt von Methoden entwickelt, um AAs und 

Proteine für ihren Stoffwechsel zu nutzen. Seit Jahrzehnten haben Forscher im 

Bereich der Biologie und der Medizin daran gearbeitet die Rolle von Proteinen in 

zahlreichen physiologischen Prozessen besser zu verstehen. Erst seit ein paar Jahren 

beginnt man auch im Bereich der Umweltwissenschaften zu realisieren, in wie vielen 

biogeochemischen Prozessen AA-basierte Moleküle eine Rolle spielen und in welcher 

Art und Weise die Verfügbarkeit von kritischen Nährstoffen in aquatischen 

Ökosystemen durch Umwelttransformationsprozesse beeinflusst wird. Ziel dieser 

Dissertation war, einen Einblick in die Photochemie von AA-basierten Molekülen in 

der aquatischen Umwelt zu gewinnen und ein besseres Verständnis der AA 

Photooxidation auf molekularer Ebene zu gewinnen. 

Eine Zielsetzung dieser Dissertation bestand darin, den Einfluss von 

photochemisch erzeugten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), insbesondere Singulett-

Sauerstoff (1O2), auf das Abbauverhalten AA-basierter Moleküle auf mechanistische 

Ebene zu erfassen. Die Photooxidation einzelner AA Monomere im biologischen und 

ökologischen Kontext wurde bereits ausführlich untersucht. Im Gegensatz dazu 

befasst sich die hier vorliegende Arbeit mit der Photooxidationskinetik von AAs in 

komplexeren Strukturen (z.B. Polypeptiden oder gefaltete dreidimensionale Proteine) 

die bisher weniger im Fokus der Forschung stand. Die vier Hauptziele dieser Arbeit 

waren (1) die Entwicklung eines experimentellen Konzepts und der dazugehörigen 

Methodik um die Photooxidationskinetik von Aminosäureresten in übergeordneten 

Proteinstrukturen zu verfolgen, (2) Untersuchung des Einflusses der Proteinstruktur 

auf die Geschwindigkeit der Photooxidation von AA (z.B. Position eines 

Aminosäurerestes in der Primärstruktur oder Lage in der dreidimensionalen 

Proteinstruktur), (3) Untersuchung der photochemischen Reaktivität von 

umweltrelevanten AA-basierten Molekülen und (4) Untersuchung der 

photochemischen Umwandlungen von AA-basierten Molekülen in der Gegenwart von 

gelöstem organischem Material (DOM), dem primären Sensibilisator von ROS in 

sonnenbeschienenen Gewässern. 

Um die oben genannten Ziele zu erreichen und um die Photooxidationskinetik 

von Aminosäureresten auf unterschiedlichen Ebenen der Proteinstruktur zu 
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untersuchen, wurde ein neuer analytischer Ansatz entwickelt. Dieser Ansatz 

kombinierte photochemische Techniken (d.h. sensibilisierte photochemische 

Reaktionen und quantitative Messungen der stationären Konzentrationen der ROS) 

mit der Peptidanalyse mittels Flüssigchromatographie (LC) gekoppelt an 

hochauflösende Massenspektrometrie (HRMS). Zuerst wurde mit diesem neuen 

analytischen Ansatz die 1O2-Reaktivität von photooxidierbaren Aminosäureresten, vor 

allem Histidin (His), in kurzen Peptiden (d.h. der primären Proteinstruktur) 

untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die 1O2-Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 

(krxn) für His in kurzen, unstrukturierten Peptiden und auch relative zu His 

Monomeren sehr ähnlich sind. Diese Übereinstimmung deutet darauf hin, dass die 

Position des His-Restes in der Primärsequenz nur eine geringe Auswirkung auf die 

Photooxidationskinetik hat. 

Nach der Untersuchung von unstrukturierten Peptiden wurde die Vielseitigkeit 

des entwickelten analytischen Ansatzes getestet, indem die Photooxidationskinetik 

eines umweltrelevanten, antimikrobiellen Peptides, Bacitracin, untersucht wurde. 

Bacitracin ist eine Mischung aus sowohl cyclischen, nicht-ribosomalen Peptiden, die 

nicht-proteinogene AA-Monomere beinhalten (z.B. heterocyclische Reste und D-

Stereoisomere), als auch L-His, ein bekannter photooxidierbarer Aminosäurerest. 

Bacitracinpeptide wurden erfolgreich mittels LC-HRMS charakterisiert und die 

Ergebnisse ihrer Photooxidationskinetik weisen darauf hin, dass die Peptidstruktur 

(z.B. sekundäre Proteinstruktur) die Reaktivität von Bacitracin gegenüber 1O2 

beeinflusst. DOM-sensibilisierte Photoreaktionen weisen zusätzlich darauf hin, dass 
1O2 einen wichtigen Beitrag zum Abbau von Bacitracin in der aquatischen Umwelt 

leistet. 

Zum Abschluss wurde der Einfluss der Zugänglichkeit des Aminosäurerestes auf 

die Reaktionsgeschwindigkeit mit 1O2 im gut charakterisierten gefalteten Protein 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) untersucht. Um gleichzeitig 

den 1O2 krxn-Wert jedes einzelnen photooxidierbaren Restes in GAPDH messen zu 

können, wurde der entwickelte analytische Ansatz weiter modifiziert. Dazu wurden 

die photochemischen Techniken mit Proteomik-Techniken kombiniert (d.h. 

proteolytische Verdauung von Proteinen und Peptidmassenfingerprinting durch 

gekoppelte LC-HRMS). Die Ergebnisse legen nahe, dass die Zugänglichkeit des 1O2 

photooxidierbaren Aminosäurerests in GAPDH eine große Auswirkung auf die 

Photoabbaurate hat und dass der größte Teil der Variationen der 1O2 Reaktivität 
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verschiedener His Reste darauf zurückzuführen ist. Diese Untersuchung zeigt zum 

ersten Mal eine quantitative Beziehung zwischen der Zugänglichkeit eines 

Aminosäurerestes in einer dreidimensionalen Proteinstruktur und der 

Photooxidationsgeschwindigkeit von Aminosäuren auf. 

Diese Arbeit trägt zu einem besseren Verständnis der indirekten Photochemie 

von AA-basierten Molekülen in wässrigen Phasen auf molekularer Ebene bei und 

bietet die Grundlage für weitere Untersuchungen zum Umweltverhalten von AA-

basierten Molekülen. 
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