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KOPSAVILKUMS

ElektroizsmidzinaSanas jonizacijas apstaklu ietekme uz nekovalento struktiru
veidoSanos starp 5-metilcitozinu un dazadiem cviterjonu tipa savienojumiem. Kistkins
S., zinatniskais vaditajs doktorants Podjava A. bakalaura darbs. 41 lappuses, 23 atteli, 3
tabulas, 32 literatiiras avoti. LatvieSu valoda.

CVITERJONU TIPA SAVIENOJUMI, 5-METILCITOZINS,
TANDEMMASSPEKTROMETRIJA, SADURSMJU INDUCETA  DISOCIACIJA,
NEKOVALENTA STRUKTURA

Darba izpétita cviterjonu tipa savienojumu koncentracijas, kapilara, konusa un
ekstraktora spriegumu, ka ari sadursmju energijas ietekme uz nekovalentas struktiiras
veidoSanos starp 5-metilcitozinu ka arT pirmé€jo, otr&jo un aromatisko aminu un 3-(1-alkil-3N-
imidazolio) -1-propansulfonatu (alkil - metil, butil, heksil, oktil), 3-(1-hinolinio)-1-
propansulfonatu, 3-(3N-tiazolio)-1-propansulfonatu, 3-(1-piridinio)-1-propansulfonatu, 4-
(1,2-dimetil-3N-imidazolio)-1-butansulfonatu un 3-(1-metil-3N-imidazolio)-
butankarboksilatu. Paraleli tika parbaudita $kidinataja (acetonitrils, metanols un tdens)

sastava ietekme uz 5-metilcitozinu un daziem cviterjona tipa savienojumiem.



ABSTRACT

Influence of electrospray ionization conditions on the formation of non-covalent
structures between 5-methylcytosine and different zwitterionic compounds. Kistkin S.,
supervisor Ph.D. student Podjava A. Bachelor’s thesis research project in physical chemistry
41 pages, 23 pictures, 3 table, 32 references. In Latvian.

ZWITTERIONIC COMPOUNDS, 5-METHYLCYTOSINE, TANDEM MASS
SPECTROMETRY, COLLISION INDUCTED DISSOCIATION, NON-COVALENT
STRUCTURE

In this thesis the influence of the concentration of zwitterionic compound, capillary,
cone and extractor voltages and collision energy on the formation of non-covalent structures
between 5-mehylcytosine and 3-(1-alkyl-3N-imidazolio) -1-propanesulfonate (alkyl - methyl,
butyl, hexyl, octyl), 3-(I-quinolinio) -1-propanesulfonate, 3-(3N-thiazolio) -1-
propanesulfonate, 3-(1-pyridinio) -1-propanesulfonate, 4-(1,2-dimethyl-3N-imidazolio)-1-
butanesulfonate and 3-(1-methyl-3N-imidazolio)-butanecarboxylate has been studied. Also
the influence of the solvent (acetonitrile, methanol, water) composition on the non-covalent

complex between 5—methylcytozine and some zwitterionic compounds has been tested.



PE®EPAT

Biausinue yciaoBMi JjeKTpopacnblieHHss Ha 00pa3oBaHHe HEKOBAJEHTHBIX
CTPYKTYP MeXKAY S-MeTHJIUMTO3MHOM H M Pa3JHYHBIMM COCAMHEHHSIMH LBHTTEp
nonHoro. C. Kuctkuu, Hayuneiii pykoBoautens goktopaHT. A. IlogsBa. bakamaBpckas
pabota. 41 ctpanun, 23 u3bpaxenus, 3 Tadbnuipl, 32 ucrounnkoB. Ha JlaTeimckom.

COEJJMHEHNA LIBUTTEP-MOHHOI'O TUIIA, 5-METUJILIUTO3MH,
TAHAEMHAS MACC-CIHIEKTPOMETPUSA, INCCOLUUALIA, UHAYLIMPOBAHHAS
CTOJIKHOBEHUAMUM, HEKOBAJIEHTHASA CTPYTKYPA

B pabote m3ydeHo BiusiHME KOHLEHTPALMM COEIWHEHUH LBUTTEP-MOHHOIO THIIA ,
HANpPSDKEHUSl Kanuuisipa, KOHyca M DKCTPAKTOpa M SHEPruM coyJapeHuil Ha oOpa3zoBaHHe
HEKOBAJICHTHOW CTPYKTYPhl MEXIY S-MeTHIIUTO3MHOM U 3-(1-ankun-3N-umugazonuo) -1-
MponaHcynb(hOHATOM (ANKWJI - METWI, OyTWI, TeKkcui, OKTWiI), 3-(1-xuHomuHuo) -1-
nponancynbponaroMm,  3-(3N-tuazonmo) -1-npomancynbdonatom, 3-(1-nupuamano) -1-
nponancynbponarom, 3-(1,2-aumernn-3N-umugazonuo) -1-Oyrancynsponarom u  3-(1-
meTHiI-3N-umunazonno) -1-0yrankapOokcumaroM. [lapanensHO OBLTO TPOBEPEHO BIIUSHHE
cocTaBa pacTOBpUTENs (AUETOHUTPHJ, METaHOJ, BoJa) Ha OOpa3oBaHUE HEKOBAJICHTHOU
CTPYKTYpPbl MEXIY S-METWILHMTO3WHOM W HEKOTOPHIMU COCJUHEHHMSIMH I[BUTTEP-MOHHOTO

THUIIA
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SAISINAJUMI

ACN — acetonitrils

EIJ — elektroizsmidzinasanas jonizacija

ElJ+ — pozitiva elektroizsmidzinasanas jonizacija
ElJ- — negativa elektroizsmidzinaSanas jonizacija
DNS — dezoksiribonukleinskabe

GC-MS - gazu hromatografija-masspektrometrija
GDP — guanozina difosfats

HPLC — augsti efektiva Skidrumu hromatografija
LC-MS — skidrumu hromatografija-masspektrometrija
MeOH - metanols

MS — masas analizators

5-MetC — 5-metilcitozins

Cvit — cviterjona tipa savienojums

SID — sadursmju induceta disociacija



IEVADS

Masspektrometrija plasi tiek izmantota parauga derivatizacija fizikalo un kimisko
Ipasibu uzlabosanai. Mainas ne tikai parauga molmasa, bet ar1 gaistamiba, termala stabilitate,
virsmas aktivitate, jonizacija vai ar1 uzlabojas sp€ja fragmentéties savienojumiem, kuru
fragmentacija ir apgritinata [1]. Parsvara izmanto kimiskos derivatizacijas reagentus, kuri
veido kovalento saiti ar analita molekulu. Piem&ram, gazu hromatografija, polaras grupas
silile, samazinot vielas polaritati un paaugstinot vielas gaistamibu. LC-MS gadijuma, analita
jonizacijas efektivitates un fragmentacijas sp&jas palielinaSanai izmanto vairakus
derivatizacijas reagentus. Tie satur grupas, kas spgj stabilizét pozitivo, vai negativo ladinu,
piemeram, benzofurazana, alkilamonija un ferocéna, grupas. Tomér kovalentas derivatizacijas
procesa var saskarties ar daziem trikumiem: palielinats analizes laiks, nepilnigi
derivatizacijas reakcijas iznakumi, stingra reakcijas apstaklu kontrole, papildus operacijas
pirms analizes (pieméram, derivatizacijas reagenta parakuma izoléSana, $kidinataja maina
utt.).

Nesen  Latvijas  Universitates  Kimijas  fakultates  hromatografijas  un
masspektrometrijas laboratorija veiktajos eksperimentos [2] novéroja, ka dazadi imidazolija
un citu heterociklu saturoSie cviterjonu tipa savienojumi elektroizsmidzinaSanas jonizacijas
gaita spgj veidot nekovalenti saistitas struktliras ar 5-metilcitozinu. Tas nozimé, ka $adu
nekovalento struktiiru veidoSanos eksperimenta gaita varétu izmantot analitiskiem mérkiem,
pieméram, 5-metilcitozina noteikSanai dazados biologiskas izcelsmes objektos.

S5-metilcitozins (5-mCyt) ir viena no pirimidina bazeém, kas ietilpst DNS molekulas
sastava, gan prokariotiem, gan eikariotiem un organisma darbojas ka génu inaktivetajs.

P&éc 5-mCyt atklaSanas, petnieciskajos darbos tika salidzinati 5-mCyt izkartojums un
daudzums DNS molekula veselam cilvékam un véza slimniekam. Starp tiem izSkir 2 veidus,
ka metilésana un demetiléSana var piedalities onkologisko slimibu inici€Sana: véza genoma
hipometilésana, g€na-supresora hipermetilé$ana un tiesa mutacija. No ta seko, ka 5-mCyt
koncentracijas izmaina regulé génu ekspresiju, kuri savukart regulé organisma metabolismu.

Daudzas publikacijas 5-mCyt noteikSanai izmanto apgrieztas fazes Skidruma
hromatografiju [2,3] ar UV detektoru, tomer to trikums bija salidzinosi liela parauga masa
(0,5-1 ng DNS hidrolizata), zemas UV-detektora jutibas dél. Ar fluorimetrisko detektoru
parauga masu pazeminaja Iidz 0,1 pg derivatizgjot 5-metil 1,2 -deoksicitidina monofosfatu ar

N-(danzil)-etilen diaminu. (skat. 1. att.)
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1. att. 5-metil-1,2"-deoksicitidina monofosfata derivatizacijas produkts [4]

Izmantojot gan HPLC ar UV-detektoru [3] un fluorescences [4], gan GS-MS [5] tika
iegiitas 5-metilcitozina/citozina attieciba dzivniekiem un augiem. Izradas, ka vesela dzivnieka
DNS molekula 5-metilcitozia dala attieciba pret citozinu varié no 3-8% [3,5] atkariba no
dzivnieka organa. Turpretim augos, pieméram, tabaka BY-2 §tinas, attieciba palielinajas Iidz
35-40%. [4] No augstak pateikta izriet, ka 5-metilcitozins ir svarigs biomarkieris, un ta
daudzuma izmainas var noradit uz dazadam slimibam.

S1 darba mérkis ir izpétit, ka dazadi elektroizsmidzina$anas parametri, cviterjona tipa
savienojumu koncentracija un Skidinataja sastavs ietekm& aminu (5-metilcitozins,
heksilamins, piperidins, piridins) un cviterjonu tipa savienojumu nekovalenti saistito strukttru
stabilitati. Mérka sasniegSanai tika izvirziti sekojoSie darba uzdevumi:

1. Sintez&t cviterjonu tipa savienojumus, kuri satur propansulfonata, butansulfonata vai
butankarboksilata funkcionalas grupas un dazadus slapekla heterociklus.

2. Parbaudit cviterjonu tipa savienojuma un 5-metilcitozina koncentracijas attiecibas ietekmi
uz kompleksa veidoSanos.

3. Parbaudit cviterjonu tipa savienojuma un pirmgja, otréja un aromatiskd amina
koncentracijas attiecibas ietekmi uz kompleksa veidosanos.

4. Parbaudit skidinataja sastava ietekmi uz cviterjonu tipa savienojuma un 5-metilcitozina
kompleksa veidosanos

5. Piemeklét un salidzinat sprieguma vertibas, pie kuram nekovalenti saistita kompleksa
signala intensitate ir maksimala.

6. Izpétit un salidzinat iegiita kompleksa fragmentaciju SID apstak]os.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Tandemmasspektrometra uzbiive

Tandémmasspektrometra vienkarSota shéma redzama 1.1 att. Neatkarigi no ta, kads ir
masspektrometrs, taja ietilpst tris galvenie komponenti: jonu avots, masu analizators/ri un
detektors. Parauga joni, kuri veidojas jonu avota, tiek parnesti uz masu analizatora bloku,
izmantojot 1&cu sisttmu. Par masas analizatoriem (att€la MS1 un MS2) parsvara izmanto
kvadrapolus, kaut gan zinami ari citi — jonu slazds, lidojuma laika analizators, magnéetiskais
analizators un dazi citi. Kvadrapola galvenais uzdevums ir atdalit jonus p&c to masas pret
ladina (m/z) vertibam noraditaja diapazona, lai iegiitu parauga masas spektru. Starp diviem
kvadrapoliem atrodas sadursmju §tina - kvadrapols, vai heksapols, kur iesp&ams ievadit
nelielu inertas gazes daudzumu, lai palielinatu jonu iek$&jo energiju un sasniegtu sadursmju

inducéto disociaciju (SID). Visa sist€ma, iznemot sadursmju stinu, atrodas vakuuma.

ELJ
MALDI MSs1 MS2

- - - - -\-\"'\-\. ..
[fonizact . A T —
Paraugs |l:~nui¢ijuﬂ__.* jonu atdalifana ,,-"} fragmenticija P jono atdalifana ,_r} detektors =
L- o - T '—L____.-*

1.1. att. Tandemmasspektrometriskas iekartas principiala shema.

Parsvara tandemmaspektrometrs ir nepiecieSams tad, ja izmanto ,,maigas” jonizacijas

metodes - elektroizsmidzinasanas jonizaciju, jeb E1J, MALDI un citas.
1.1.1. Elektroizsmidzinasanas jonizacija

Pa kapilaru (diametru 0,1 mm), kurs ir pieslégts pie augstsprieguma avota (2-5 kV)
plust analiz&jamais Skidums. Pateicoties augstspriegumam un desolvacijai, notiek sakuma
piliena izm€ru samazina$ana un virsmas ladina palielinasanas. Pilieni kustas preteji ladéta
elektroda virziena. Situaciju, kad skidinataja iztvaikoSanas d€l] pilieni sasniedz kritisko
robezu, pie kura kulona speks ir krietni lielaks neka virmas spraigums, sauc par Releja robezu.
Rezultata piliens ,,spragst”, veidojoties lielam skaitam sikaku pilienu. Gala rezultata gazes

faz€ paradas analita nesolvatéta molekula. Lai izsmidzinasana biitu efektivaka, izmanto



Skidinatajus ar zemu viskozitati, augstu virSanas temperatiiru un virsmas spraigumu,
pieméram, metanolu, acetonitrilu un to maisijumus ar @ideni.
Parsvara izmanto Z veida izsmidzinasanu, lai novérstu kapilara un konusa

aizsprostoSanos (sk. 1.2. att.) .

Desolvacijas gaze Ieejas konuss Ekstraktora konuss Heksapols

Konusa gaze

1.2. att. Z. veida elektroizsmidzinasanas shéma [7]

ElJ var efektivi izmantot lielmolekularo savienojumu pétiSanai (Iidz 150000 Da). Ta
ka joniem, kuri tiek iegiti elektroizsmidzinasanas procesa, ir mazaka energija neka tiem, kuri
tiek iegiiti elektrontrieciena jonizacijas gaitd, to fragmentacija praktiski nenotiek un
masspektra redzamas protonétas molekulas (ja strada pozitivo jonu skengjuma) [M+nH]"" un
molekulu adukti [M+nNa]"", [M+nK]"" un citi. Lai notiktu fragmentacija, izmanto

tandemmasspektrometriju.

1.1.2. Sadursmju induceta disociacija

Ka jau tika mingts, starp diviem masas analizatoriem (kvadrapoliem) atrodas
sadursmju $tina, kur notiek jonu fragmentacija. Sadursmju Stnas telpa atrodas inertas gazes
molekulas (slapeklis, argons, hélijs). Joniem, kuri nonak sadursmju §tna, ir liela kin&tiska
energija. Gadijuma, kad jons saduras ar inertas gazes molekulu, jonu iek$gja energija tiek
paaugstinata. Iek$&jas energijas palielinasanas rezultata, jons spgj fragmentéties. Tie$as un

apgrieztas geometrijas magnétisko analizatoru lictoSana Jauj izp&tit augstas energijas



fragmentacijas procesus (6-8 KeV), bet divu kvadrapolu tipa instrumenti tiek izmantoti zemas
energijas fragmentacijas pétisanai (0-100 eV) [8].

Fragmentaciju ietekm@ ar1 spiediens un gazes izvéle. Jo lielaks ir spiediens, jo lielaks ir
fragment&tu skaits, jo palielinas jona un gazes molekulas sadursmes varbiitiba. Jo smagaka ir

gaze, jo efektivak notiek fragmentacija.

1.2. Nekovalento struktiiru veidoSanas elektroizsmidzinasanas jonizacijas gaita

Ar masspektrometriju plasi péta nekovalento struktiiru veidodanos. Sadas struktiiras var
veidoties nativajos apstaklos, piem&ram, dzivajos organismos, vai arT noteikta liganda
pievienoSanas rezultata konkr&tajam substratam [9-17]. Parsvara literatira tiek apskatita
lielmolekularo kompleksu veidoSanas [10-15]. Tie var bt enzims/substrats [10],
proteins/ligands[11], proteins/proteins [12], antig€ns/antiviela [13], ka arT citi. Piem&ram,
hepatita C viruss[14] ir proteina/metala/peptida komplekss un, lai saprastu slimibas
patogenézi, nepiecieSams noskaidrot, kada ir nekovalenta kompleksa struktiira un veidoSanas
mehanisms.

Literatiira aprakstitas ari mijiedarbibas starp nelielam molekulam [16-17]. Tas biezi
izmanto, lai kvantitativi vai kvalitativi noteiktu konkr&tu analitu dazados objektos. Pieméram,
nukleotidu [16], vai perhlorata [17] mijiedarbiba ar katjonu tipa jonu paru reagentiem.
Nukleotidu sastava ietilpst negativi ladétas fosfata grupas, kuras tapat ka perhlorata anjonus ir
vieglak analiz&t negativo jonu skengjuma.

Viens no ElJ- trikumiem ir elektronu veicinata gazes izlade , kuras sekas — dzirkste]oSana.
Ta izraisa Skidinataja molekulu kimisko jonizaciju, nevélamas gazes fazes reakcijas, palielina
kimiska un elektriska fona limeni un var negativi ietekmét analizes atkartojamibu. ST iemesla
del, perhlorata vai oligonukleotidu analizes gaita kustigai fazei pievienoja organiskos
polikatjonus. Rezultata polikatjoni veido pozitivi ladétos kompleksus ar augstadk minétam
vielam un analizi var veikt pozitivo jonu skeng&juma. Visstabilakos kompleksus ar anjoniem

veido dikatjoni, trikatjoni un tetrakatjoni, kas satur 1-alkilimidazolija funkcionalas grupas.

1.2.1. Konusa sprieguma ietekme uz nekovalento struktiiru stabilitati gazes faze

Stradajot ar EIJ, konusa spriegums vienmér paliek pie zemam vertibam, jo tas tiesi
ietekmé kompleksa stabilitati. Pie lielajam sprieguma vértibam palielinas ar1 kompleksa
iek$&ja energija, jo tas sp&j sadurties ar desolvacijas gazes molekulam, kuras vienmér atrodas

elektroizsmidzinasanas jonu avota atmosféras spiediena regiona. Konusa sprieguma efekts ir
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atkarigs no tas saites energijas, kura veido kompleksu. Pieméram, ras-GDP komplekss ir
relativi stabils, jo disociacija nenotiek Iidz sprieguma veértiba sasniedz 120 V [10]. Tomer, pie
loti zema spieguma, var veidoties citi kompleksi ar citam molekulam, kuriem saites energija ir
zemaka. Pieméram, dim&ru un oligoméru veidoSanas, vai mijiedarbiba ar Skidinataja
molekulam. Tapéc konkrétaja gadijuma operatoram japiemekleé optimala konusa sprieguma

vertiba, lai jutiba biitu maksimala.
1.2.2. Sadursmes energijas ietekme uz nekovalento struktiiru stabilitati gazes faze

Gazes fazes labilitate ir otrais parametrs, kuru var izmatot nekovalentds saites
stipruma  noteikSana. Tas var but sasniegts, palielinot sadursmju energiju
tandemmasspektrometrijas eksperimentos. Parsvara, nespecifiskie kompleksi disocie vieglak
neka specifiskie. Turpretim, nukleinskabju kompleksi, kuros pastav daudz nekovalento
mijiedarbibu ar otru partneri, var eksistét pat pie tadam sadursmju energijas veértibam, pie
kuram sabriik kovalentas saites. [18] So paradibu var izmantot analitiskajos mérkos, jo
kompleksam sabriikot, tas fragments satur tikai protonéto molekulu, kura v&l nesp&j sabrukt

fragmentos.
1.2.3. Skidinataja izvéle

Viens no svarigakajiem faktoriem ir Skidinataja izvéle. No visam pasibam ir verts
apskatit skidinataja virsmas spraigumu, gaistamibu un dielektrisko konstanti.
Ka jau tika mingts ieprieks, lai notiktu piliena ,,spragsana”, Kulona atgriiSanas spekam
ir jabit lielakam par virsmas spraigumu. So situaciju var aprakstit ar Releja vienadojumu:
V. = 8m\/egYR (1.1)
Kur V,; — pievienotajs spriegums, V
g9 — dielektriska konstante J'1~m'1-C2;
R —piliena radiuss, m.
y — virsmas spraigums J/m™
Acetonitrila, metanola un Gdens virsmas spraigumi [19-20] pie 25°C ir attiecigi 29,25
mN/m, 22,76 mN/m un 71,96 mN/m, kas savukart liecina par to, ka, lietojot organiskus
skidinatajus, ir japievieno mazaks kapilara spriegums, lai sasniegtu Releja robezu. Turpretim,
stradajot ar udeni, ir japievieno lielakais konusa un kapilara spriegums, kas savukart var
izraisit nekovalentd kompleksa sabrukSanu. Kad notiek desolvacija, jo lielaka ir Skidinataja
gaistamiba, jo mazaki kliist pilieni, kas, protams, palielina aparata jutibu.
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Runajot par nekovalentam mijiedarbibam, ir verts apskatit art skidinataja dielektrisko
konstanti. Ja divas molekulas satur ladinus, tad mijiedarbibas var aprakstit ar Kulona likumu:

E, = % (1.2)
kur Q; un Q; — ladina lielums, C;
¢ — vides dielektriska caurlaidiba;
&o — dielektriska konstante J Tmtc? ;
r — attalums starp ladiniem, m.
Tomer, ja runa ir par divu molekulu dipola momentiem (u; un u), tad stajas speka Van

der Valsa mijiedarbibas.
Uiy
= 1.3
3(4meye)?kTre (13)

Ey

kur u; un u, — divu molekulu dipola momenti, C/m;

¢ — vides dielektriska caurlaidiba;

&o — dielektriska konstante J Tmtc? ;

r — attalums starp ladiniem, m;

T — temperatura, K;

k — Bolcmana konstante, J/K.

Ka var redzet, jo lielaka videi ir dielektriska konstante, jo mazaka ir mijiedarbibas

energija. Pieméram, tidenim un acetonitrilam ir atbilstos$i e=79 un £=38. Tas liecina par to, ka,
mainot tideni uz acetonitrilu, Kulona mijiedarbibas energija palielinas divas reizes, bet Van

der Valsa mijiedarbibas energija — Cetras reizes.

1.2.4. Analita pKa un Skidinataja pH loma

Ta ka EIJ jonizacijas process ietver sevi molekulas protonéSanu un deproton&sanu, var
likties, ka analita funkcionalo grupu pKa veértibam ir svariga nozime. Proti, ka protonéSana
notiek vieglak, ja analits ir bazisks, un deproton&sana notiek, ja analits ir skabs. Tapec bazisko
analttu ElJ analizés pH ir zems, bet skabo — augsts. Tomér, baziska analita protonéto formu
var noverot pat ja EIJ analizes tiek izmantots baziskaks skidums (Skiduma pH ir lielaks neka
analita pKa). [21]

To izskaidro ar Skiduma plismas atrumu un konusa spriegumu. Pozitivo jonu
skeng&juma protonu skidinatajos rodas parpalikuma ladins, kuru veido protoni, kuri savukart
atrodas pilienu virsma un protoné analita molekulas, pat ja analita pKa ir zemaks neka

Skiduma pH.
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1.2.5. Analita virsmas aktivitates efekts EIJ eksperimentos

Ka jau ieprieks tika minéts, pilieni, samazinoties izmeros, klust stipri ladeti, rezultata
tie sadalas uz maziem pilieniem. Jo lielaka ir tieksme analitam aiznemt piliena virsmu, jo
lielaks ir EIJ signals. Ta ka uz piliena virsmas veidojas parpalikuma ladins, protongjas ta
viela, kura aiznem piliena virsmu. [22]

Turpretim vielas ar zemu virsmas aktivitati atrodas piliena iekSiene, kur ladins ir
neitrals, un to signalu intensitate ir ievérojami zemaka. Tomer, signalu var uzlabot, izmantojot

nanoizsmidzinasanu, kas krietni palielina piliena virsmas/tilpuma attiecibu.

1.3. Faktori, kas traucé kompleksu veidoSanai elektroizsmidzinasanas jonizacijas gaita

1.3.1. Matricas efekti.

Par matricas efektu sauc izmainas analita jonizacijas procesa citu $kiduma esoSo
savienojumu dgl. Tas var gan uzlabot, gan arT1 nomakt jonizaciju un bez Saubam ietekmée
analizes precizitati un jutibu.

EJI gadijuma, jonizacijas process notiek Skidraja faze€, un matricas efekts izpauzas
analita un matricas komponentu konkurenc€ par pieeju piliena virsmai. Turklat matricas
komponenti var mainit eluenta virSanas temperatiiru, virsmas spraigumu un viskozitati — visus

faktorus, kuri spgj ietekmét jonizacijas procesu.

1.3.2. Signala piesatinasana lielas analita koncentracijas gadijuma.

Signala piesatinasana ietver sevi 3 gadijumus: ladipa parpalikuma ierobezotais
daudzums; ierobezotais piliena virsmas laukums; signala apspieSana vai kompensacija.

Ta ka parpalikuma 1adin$ ir noteikts lielums, kas ir atkarigs no konusa sprieguma,
plismas atruma un $kidinataja elektrovadamibas, analita koncentracijai klustot lielakai par
parpalikuma ladina koncentraciju, EJI atbilde samazinasies. Otraja gadijuma parak liela
analita koncentracija pilnigi aiznem piliena virsmu, kas gala rezultata izraisa ne tikai signala
apspieSanu, bet arT oligoméru veidoSanos. TreSaja gadijuma apspieSana notiek divu vielu
konkurences dél. Konkurence var ar1 izlabot signalu, atkariba no analita virsmas aktivitates.
Pievienojot solvofilo reagentu, virsmas aktiva viela ,,izspiezas” no piliena ickSienes un ar

lielako varbiitibu aiznem piliena virsmu, kur pastav ladina parpalikums.
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1.3.3.Aduktu veidoSanas.

Elektroizsmidzinasanas jonizacijas gaita joni parsvara veidojas skiduma, tapec
Skidinataja sastavs ietekmé analita dazadu formu sadalijumu $kiduma. Idealaja gadijuma, kad
analiz€jamais Skidums pagatavots no dejonizéta tidens (R=18 MQ) un tam pievienota skabe,
$kiduma parsvara biis protonétas analita molekulas [M+H]". Rezultata masspektra biis
redzamas tikai tam atbilsto$as linijas ar m/z = [M+H]". Realaja gadijuma, kad paraugs
saskaras ar jebkuram stikla virsmam, taja sp&j pariet natrija un kalija joni, un analits veidos ne
tikai [M+H]" formu, bet ari [M+Na]" un [M+K]". P&dgjas divas formas daZreiz var dominét
Skiduma, pieméram, tad, kad analizei izmanto netirus reagentus un tdeni. Rezultata, analita
jonu strava sadalisies vairakas formas, un analizes jutiba krietni samazinasies.

Ta ka tas trauc€ kvantitativai noteikSanai, izmanto dazas pieejas [23], lai sekmetu tikai
viena adukta veidoSanos:

1) Adukta jona pievienoana (uM daudzumos), lai apspiestu citu formu rasanos . Sada metode
var izraisit jonu avota un lecu sist€mas piesarnojumu ar pievienota sals izgulsnésanos.

2) Krauna &teru pievienosSana, kuri veido stabilus kompleksus ar metalu katjoniem. Tomer,
attirit pilniba no Na" un K' joniem ir smags darbs, jo tie atrodas stikla, ka ari analiz&jama
parauga un skidinataja piemaisijumos.

3) Skabes pievienosana, lai veicinatu [M+H]" veido$anos. Tomér ir jaizmanto gaistosas
organiskas skabes (HCOOH, CH3;COOH) ar zemu jonu paru veidoSanas efektu, nevis
neorganiskas skabes un organiskas sulfonskabes, kuram ir izteikts jonu paru veidoSanas
efekts.

4) Palielinat konusa spriegumu. Pie augstam spieguma vertibam, ka jau tika min&ts, notiek
nekovalenta kompleksa destabilizacija un sabrukSana. Stipri palielinat konusa spriegumu var
tikai tad, kad tiek izmantots tirs analita Skidums vai analita kompleksa stabilitate ir ievérojami

augstaka neka aduktam.

1.4. Cviterjonu tipa savienojumu fragmentacija sadursmju inducetas disociacijas

apstaklos.

Literatura [24] aprakstita 3-(3-alkil-1-imidazolio)-propan-1-sulfonatu homologu rindu
fragmentacija (skat 1.4 att.) .
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'Cn+1H2n+2

1.3. att. 3-(1-AKkil-3N-imidazolio)-1-propansulfonata fragmentacija.

Fragmentacijas laika notiek protona parnese no sulfonata grupas, ka ari no alkil grupas
uz slapekla atomiem [24] un tas tika pieradits, stradajot ar D,O [25]. Rezultata veidojas stabils
imidazolija cikls.

Paralgli veidojas ar1 otras paaudzes joni. Pieméram — sultona fragments, atbrivojoties
1-alkilimidazola fragmentam, jo izotopu klasteri norada uz s€ra atoma klatbiitni, un m/z=123,

kas atbilst propansultona protong&tai formai (sk. 1.4. vien.).

H
L I
O~
RN+ \S\ \,S
Hsc{’\}N NN (\O o __ H—o"
Ao (14)
-Ch+aHo(n+3)N2
Turklat no molekulas var atSkelties metansulfonskabes fragments (sk. 1.5. vien.)
H
\ O
O o\\é
+ ~
—/ -CH3SO3H n\_/
H (1.5)
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantotie reagenti un Skidinataji

3-(1-Hinolinio)-1-propansulfonats'- analitiski tirs 99%
3-(1-Tiazolio)-1-propansulfonits' - analitiski tirs 99%
3-(1-Piridinio)-1-propansulfonats' - analitiski tirs 99%
3-(1-Butil-3N-imidazolio)-propansulfonats” — analitiski tirs 99%
3-(1-Heksil-3N-imidazolio)-propansulfonats® — analitiski tirs 99%
3-(1-Oktil-3N-imidazolio)-propansulfonats” — analitiski tirs 99%
3-(1- Metil -3N-imidazolio)-butansulfonats® — analitiski tirs 99%
5-Metilcitozina hidrohlorids — 99% tiriba, Aldrich

Heksilamins - 98% tiriba, Aldrich

Piperidins - 98% tiriba, Aldrich

1,2-Dimetilimidazols — analitiski tirs 99%, Aldrich
4-hlorbutanskabes etilesteris - 98%, Aldrich

Toluols — 99% tiriba, Penta

Acetonitrils — >99,95% tiriba, LC-MS kvalitate, Carl Roth GmbH
Dejonizéts tidens — LC-MS kvalitate, Fluka

Etanols (95%) — > 99.8 % tiriba, Carl Roth

Metanols — >99,9% tiriba, HPLC kvalitate, Aldrich

HCOOH - 98% tiriba, Fluka

IRA-400 anjonits (CI” forma) - Aldrich

Natrija hidroksids, granuléts

AgNO;—>99,9% tiriba, Aldrich

Koncentréta (>65%) HNO;

Dihrolmetans - >99,9% tiriba, Aldrich

2.2 Izmantota aparatiira

Analttiskie svari Preciza XB 2204, precizitate £0,0001g

! Vielu sintéze un attiri$ana aprakstita darba [2]
? Viela ir uzsintezéta Kimijas fakultates Organiskas kimijas laboratorija
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Waters Micromass Quatro Micro API tris kvadrupolu tipa masspektrometrs, kas darbojas
elektroizsmidzinasanas jonizacijas rezima.

Waters augsti efektivas Skidrumu hromatografijas iekarta, kas sastav no siikna ar vadibas
moduli (600 E), Rheodyne 7725i rokvadibas injektora ar Rheodyne 100 pl cilpu un Waters
486 nm UV detektora.

Sagimed 1 ml §lirce

Waters Alliance 2690 augsti efektivas Skidrumu hromatografijas iekarta
Agela Tech Venusil C18 skidrumu hromatografijas kolonna (150x 10 mm, 10 um dalinu
1ZMers)

Waters X Terra C18 skidrumu hromatografijas kolonna (100x 2,1 mm, 5 um daligu izmers)

Waters Atlantis HILIC Silica skidrumu hromatografijas kolonna (150 x 2,1 mm, 3 um dalinu

diametrs)
2.3. Darba gaita

Darba izmantotus cviterjona tipa jonu Skidrumus var apskatit att. 2.1.

\/\/ N\/\/503 :/< \/\/503

AN
\N/§N+\/\/ ch/Q\N _\N\/\/

d
HsC

Oy \Nw + co;

’E
(

2.1. att. Cviterjona tipa jonu Skidrumi
2.3.1. 4-(1-Metilimidazolija)-butan-1-karboksilata sinteze

4-(1-metilimidazolija)-butan-1-karbonskabes etilestera hlorida sintéze. Saja darba izmantota
modificétd metode piedavata darba [26]. 5 mL apalkolba ielej 396 uL 1-metilimidazola un

700 uL 4-hlorobutan-1-skabes etilestera. Reakciju veic 48 stundu laika 70 °C temperatiira,
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maisot ar magnétisko maisttaju. Reakcijas gaitu novero, izmantojot tieSo ievadiSanu
masspektrometra. Kad reakcijas atrums ievérojami samazinas, izslédz sildiSanu. Rezultata
iegiist dzelteno viskozo §kidrumu, kas p&c masspektra ( [M+H]" = 197, pamatlinija) atbilst 4-
(1-metilimidazolija)-butan-1-karbonskabes etilestera hloridam.

Anjonita IRA — 400 OH formas sagatavo$ana. 5 mL apalkolba iesver 1240 mg anjonita /RA
— 400 CI' forma, ielej 2 mL dejoniz&ta fidens un atstaj uz 24 stundam. P&c tam anjonitu parnes
Bihnera piltuvé un skalo ar 50 mL metanola un 400 mL 10 % NaOH $kidumu. Ik pa laikam
parbauda CI jonu klatbutni efluenta, izmantojot BelSteina testu (AgNOs; + HNO; Skiduma
pievienosana efluenta alikvotai). Anjonits ir parvérsts OH™ forma tad, kad Belsteina testa
rezultata vairs neveidojas AgCl nogulsnes.

4-(1-Metilimidazolija)-butan-1-karboksilata sinteze. legiito anjonitu pievieno 4-(1-
metilimidazolija)-butan-1-karbonskabes etilestera hloridam un iegiito maisijumu maisa 2
stundu laika. Anjonttu dekantg, palielina temperattru Iidz 60 °C un maisijumu silda 4 stundas.
Reakcijas maistjumam pievieno 300 pL dejonizéta tdens, un 3 reizes ekstrah€ ar 1 mL
CH,Cl,. Udens fazi ietvaicé ar rotacijas ietvaicétaju un ieglst viskozo higroskopisko
Skidrumu, kas p&c masspektrometrijas datiem ( [M+H]" = 169, pamatlinija) atbilst 4-(1-
metilimidazolija)-butan-1-karboksilatam. legiito viskozo Skidrumu zavé eksikatora virs

aktiveta silikag€la. Rezultata iegiist caurspidigas plaksnes.

2.3.2. Masspektrometriskie eksperimenti.

S-metilcitozina Skidumu pagatavoSana. Skidumi tiek pagatavoti ar sekojo$am molaro
koncentraciju attiecibam (5-metilcitozins : cviterjons) - 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20. 5-
Metilcitozina masas koncentracija gala Skiduma ir 1,0 pg/ml, kas atbilst 6,2 nmol/ml.
Skidums satur 0,05% HCOOH.

5-Metilcitozina sakuma Skidumu ieguva, izskidinot 5,0 mg 5-MetC-HCl 1 ml iidens un,

atSkaidot 100 reizes ar ACN, ieguva masas koncentraciju 50 pg/ml, kas atbilst 0,31 pmol/ml.

Pirmeja (Heksilamina), otréja (piperidina) un aromatiska (piridina) amina Skidumu
pagatavoSana. Skidumi tiek pagatavoti ar sekojo$am molaro koncentraciju attiecibam amins:
cviterjons) - 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20. Heksilamina, piperidina un piridina molara
koncentracija gala Skiduma ir 6,2 nmol/ml, kas atbilst masas koncentracijai atbilstosi 0,63
ng/ml 0,58 pg/ml un 0,49 pg/ml. Skidums satur 0,05% HCOOH.

Heksilamins, piperidins un piridins ir Skidrumi, tad€] ertak rekinat vajadzigos

tilpumus.

18



=V'V§k Ve Vs

|4 P Vplip szip (2.1.)
_ 0,63pug/ml-1,00mL 1,00mL 1,00mL 41120 ~ 41 L
0,766ug/nL 0,020mL 0,010mL
Kur V — amina tilpums, pL.
Y — amina masas koncentracija, pg/mL
p —amina bltvums, pg/L
Vi — iegiita Skiduma tilpums, mL (1 mL)
Vyip' un Vpi,° — atdkaidiSanai nemtais $kiduma tilpums, uL
2.1. tabula
Viela Vielas  molmasa, | Vielas blivums, Pievienotajs tilpums,
g/mol g/mL ne
Heksilamins 101,19 0,766 4,1
Piperidins 85,15 0,862 3,1
Piridins 79,10 0,981 2,5

Tiek pagatavoti aminu $kidumi ar molaro koncentraciju 31 umol/ml tdent, kuri pakapeniski

tiek atskaiditi 100 reizes ar ACN Iidz 0,31 umol/ml.

Cviterjona masas koncentraciju aprékina péc formulas:

Yevit = X CspercMevit

nmol
Vevie = 1+ 6,27- 207,27

n
—2—=1310 L ~13 L
—— ng/m ng/m

Kur, yevit — S-metilcitozina masas koncentracija, nmol/ml

x — koncentraciju attieciba

M_,;+ — cviterjona molmasa, ng/nmol

Csmetc — S-metilcitozina koncentracija, nmol/mL

NepiecieSamo cviterjona masu aprékina péc formulas:

Ve Vs
Mevie = VevitVik Vi V2
pip Vpip

Mepir = 1,3 Ly 1,00mL

1,00mL 1,00mL

mL 0,020mL 0,010mL

Kur, yvit — cviterjona masas koncentracija, pg/ml

Vg — Skiduma tilpums, ml

= 6425 ug = 6,4mg

1 2 o P .
Vpip un Vi, — atSkaidiSanai pemtais Skiduma tilpums, pL
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2.4. tabula

Cviterjonu nepieciesama masa Skidumu pagatavosanai

Nr Viela Molmasa Masa, mg
g/mol
1 3-(1-Tiazolio) -propansulfonats 207,27 6,4
2 3-(1-Piridinio)-1-propansulfonats. 201,24 7,8
3 3-(1-Hinolinio)-1-propansulfonats. 251,30 6,2
4 3-(1- Metil -3N-imidazolio)-1-propansulfonats. 204,25 6,3
5 3-(1- Butil -3N-imidazolio)- 1-propansulfonats. 246,32 7,8
6 3-(1- Heksil -3N-imidazolio)-1-propansulfonats. 274,38 8,5
7 3-(1- Oktil -3N-imidazolio)-1-propansulfonats. 302,43 9,4
8 4-(1- Metil -3N-imidazolio)-1-butankarboksilats. 168,19 5,2
9 4-(1,2-Dimetil -3N-imidazolio)-1-butansulfonats. | 232,30 7,2

Tiek pagatavoti cviterjonu Skidumi ar molaro koncentraciju 31 pmol/ml tdeni, kuri
pakapeniski tiek atSkaiditi 50 reizes ar ACN Iidz 0,62 pmol/ml.

1% HCOOH skidums acetonitrila tiek pagatavots izSkidinot 10 pL. HCOOH 990 uL
acetonitrila.

Darba Skiduma pagatavosanai tiek nemtas sekojosas tilpuma attiecibas (5-metilcitozins vai
amins : cviterjons): 20:10, 20:20, 20:50, 20:100, 20:150, 20:200 (Skidumu tilpumi pemti puL).
Katram Skidumam pievieno 50 uL. 1% HCOOH un atskaida Iidz 1 mL.

V= =y =

Izvelas tadu cviterjona koncentraciju, pie kuras ieprieks€jas analizés tiek sasniegts signala
maksimums. 5-Metilcitozina koncentracija paliek konstanta. Tiek pagatavoti Skidumi

ACN:H,0 ; ACN:MeOH ; MeOH:H,O attiecibas 100:0 ; 90:10 ; 80:20 ; 70:30 ; 60:40 ; 50:50

Pagatavoto Skidumu analrze. Pagatavotus skidumus, kas satur 5-metilcitozinu un cviterjonu,
ievada masspektrometra, izmantojot Slirces stkni. To pasu izdara ar heksilamina, piperidina

un piridina $kidumiem.

Eksperimenta parametri:

Kapilara spriegums: 2,8 kV
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Konusa spriegums: 15 V

Ekstraktora spriegums: 1 V

Parauga skiduma plismas atrums: 50 pL/min
Desolvacijas gazes (N;) pliismas atrums: 250 L/st
Konusa gazes(N,) pliismas atrums: 30 L/st
Desolvacijas temperatiira: 400 °C

Jonu avota temperatiira: 100°C

Spriegumu piemeklesSana. Izmantojot Skidumu, kur 5-metilcitozina un cviterjona kompleksa
signala intensitate ir vislielaka, maina kapilara, konusa un ekstraktora spriegumu, kad parejie
parametri paliek nemainiti. To paSu izdara ar heksilamima, piperidina un piridina
kompleksiem. IevadiSanas bridi uzstada kapilara spriegumu uz 2 kV un maina to vértibu ar
soli 0,5 kV Iidz 4,5 kV. P&c kapilara sprieguma tiek mainiti konusa spriegums no 10 V lidz 50
V (10, 13-20, 25, 30, 40, 50) un ekstraktora spriegums no 1 V lidz 10 V ar soli 1 V.
Sprieguma piemekléSanai izmanto iepriek$€ja parametra optimalas vertibas, pie kuram 5-

metilcitozina un cviterjona kompleksa intensitate ir vislielaka.

Fragmentacija sadursmju inducétas disociacijas apstaklos. 1zmantojot 5-metilcitozina un
cviterjona Skidumu, kur kompleksa intensitate ir vislielaka, pie optimalam spriegumu
vertibam, kuras tika piemeklétas ieprieks€ja eksperimenta, veic kompleksa fragmentaciju. To
paSu izdara ar heksilamima, piperidina un piridina kompleksiem. Fragmentaciju veic
sadursmju energiju diapazona no 0 lidz 50 eV ar soli 5eV. Sadursmes inducg, izmantojot

argonu ar spiedienu 3,0° 10~ mbar.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Pievienota cviterjonu tipa savienojuma koncentracijas ietekme uz 5-metilcitozina

kompleksa signala intensitati.

Darba [2] tika aprakstits [5-MetC+Cvit+Na]" komplekss, jo to signals, salidzinot ar
paréjiem aduktiem, bija vislielakais. Na" adukta vislielako intensitati var izskaidrot ar to, ka
ieprieksgjos eksperimentos par $kidinataju izmantoja HPLC kvalitates acetonitrilu, kur$ satur
saméra daudz Na' jonu. Pasreiz&ja darba, izmantoja LC-MS kvalitates ACN, kurs satur 0,05%
HCOOH. Darba tiek parbaudita protonéta kompleksa veidosanas [S-MetC+Cvit+H]". Tika
konstatets, ka mingta kompleksa signala intensitate bija ievE€rojami lielaka neka [5-
MetC+Cvit+Na]” un [5-MetC+Cvit+K]". 5-Metilcitozina un vielas d kompleksa masspektru
var apskatit att. 3.1.

Kompleksa molmasu var izskaitlot p&c formulas (3.1)

Mkompleks:Mcviterj ons+M5—metilcitozTns+ 1 (3 1 )
B Scan ES+
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3.1. att. 5-Metilcitozina un vielas d acetonitrila Skiduma masspektrs. Vielu molaro koncentraciju

attieciba 1:10.

5-metilcitozina un cviterjonu tipa savienojuma koncentraciju attiecibas ietekme uz

kompleksa intensitati ir paradita 3.2 un 3.3 att.
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3.2. att. 5-Metilcitozina un cviterjonu a, b, ¢ un h kompleksu signala intensitate atkariba no 5-

MetC : cviterjona molaro koncentraciju attiecibas.

Attela 3.2. tiek salidzinati savienojumi ar dazadiem slapekla saturoSajiem
heterocikliem, ka ar tiek parbaudita propansulfonata un butansulfonata grupas ietekme uz
kompleksa signalu intensitati.

Ka var redzet, visu propansulfonata grupas saturoSu savienojumu (vielas a, b, ¢)
signali strauji palielinas jau pie zemam 5-MetC:cviterjona koncentraciju attiecibam,
sasniedzot maksimumus intervald 4-5-10°. Turpretim butansulfonata grupu saturoda cviterjona
(viela h) un 5-MetC kompleksa signals, palielinds vajak un sasniedz maksimumu pie =~ 2-10°.
Tas liecina par to, ka 5-MetC funkcionalas grupas veido stiprako saiti ar vielam a, b, un c.
Salidzinot propansulfonata grupas saturo$o savienojumu grafikus, var redzet, ka vielas ¢
grafika maksimums ir nobidits zemo koncentraciju attiecibu virziena, kas liecina par vielas ¢
lielaku virsmas aktivitati, kuru pastiprina benzolgupas esamiba hinolina cikla. Kompleksa [5-
MetC+a+H]" signals sasniedz maksimumu taja pasa intervala, ka kompleksa [5-MetC+b+H]"
signals, bet, atskirtba no vielas b, nesamazinas strauji.

Lénu signala samazinasanos var saskatit arT att. 3.3, kur tiek salidzinata dazadu
akilimidazolija propansulfonatu ietekme uz kompleksu veidoSanos ar 5-MetC, it Tpasi

kompleksu [5-MetC+f+H]" un [5-MetC+g+H]" grafikos.
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3.3. att. 5-Metilcitozina un vielu d, e, f un g kompleksu signala intensitate atkariba no 5-MetC :

cviterjona molaro koncentraciju attiecibas.

Grafikos var redzet, ka, palielinoties C-atomu skaitam alkilk&de, samazinas kompleksa
signala maksimuma intensitate. To var izskaidrot ar to, ka palielinoties cviterjona virsmas
aktivitatei, palielinas ar1 varbiitiba, ka cviterjona molekulas pilniba aiznems piliena virsmu, un
analita molekulas neveidos kopa ar tiem kompleksu, jo atrodas piliena iekSiene. Kompleksa
[5-MetC+e+H]" grafika maksimums no pargjiem grafikiem atskiras ar maksimuma
sasniegSanu pie zemakam cviterjona koncentracijam un sak samazinaties straujak, neka vielu
d, f un g gadijuma. Kaut gan vielas f un g ir virsmas aktivakas neka viela d, to maksimumi
netiek sasniegti pie zemakam cviterjona koncentracijam, ka viela e.

Darba [2] pétamo [5-MetC+Cvit+Na]™ kompleksu signalu maksimumi bija nobiditi
mazakas cviterjona:5-MeC koncentraciju attiecibas virziena, salidzinajuma ar protonu
kompleksiem. It Tpasi tas bija izteikts vielu f un g gadijuma, kad maksimumi tiek sasniegti pie
mazakas cviterjona koncentracijas, un grafiki ir asaki, neka stradajot ar protonu kompleksiem.
To var izskaidrot ar to, ka cviterjona tipa savienojuma —SOj;" grupa veido stabilaku aduktu ar
Na’, nevis ar protonu. Rezultata, palielinoties cviterjona koncentracijai, palielinas ari
oligomeéru veidoSanas varbiitiba, kas noved pie kompleksa signala nomaksanas,

Kad cviterjonu struktiira —SO;  grupa tiek aizvietota ar —CO,  grupu (viela i),
komplekss ar 5-MetC masspektra nav saskatams. Ta ka —SO;H ir stipraka skabe neka —CO,H,
—SOj;" grupas tieksme p&c protona ir ieveérojami zemaka, neka —CO," grupai. To var saskatit,
salidzinot cviterjonu signalus 3.2. att. un 3.4. att. Turpretim cviterjoni ar sulfonatu grupu

veido klasterus ar Na" u K par ko liecina signali ar m/z [cviterjons + 23]" vai [cviterjons +



39]", bet cviterjons ar karboksilgrupu klasterus neveido. Karboksilgrupa skabes klatieng
pastav protonéta forma un nevar piedalities asociatu veidosanas procesa ar 5-MetC, kur§ ar1

labi protongjas.
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3.4. att. 5-Metilcitozina un vielas h Skiduma masspektrs. Vielu molaro koncentraciju attieciba ir

1:10.

3.2. Pievienota cviterjonu tipa savienojuma koncentracijas ietekme uz pirméeja, otréja un

aromatiska amina kompleksa signala intensitati.

Heksilamina un piperidina kompleksu grafikus var apskatit 3.4 un 3.5 att€los. Piridina

grafikus konstruét nav iespg&jams, jo komplekss spektra nebija saskatams.
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3.5. att. Heksilamina un vielu a, ¢, d un g kompleksu signala intensitate atkariba no heksilamina

: cviterjona molaro koncentraciju attiecibas.



Kad 5-MetC tiek aizvietots ar heksilaminu (3.5. att.), var saskatit, ka kompleksu
intensitate maksimuma punktos ir ievérojami zemaka, neka 3.2. att. un 3.3. att. Heksilamina
komplekss ar vielu g sasniedz savu maksimumu pie zemakam cviterjona koncentracijam, bet
pargjo kompleksu signalu maksimumi ir [idzigi 5-MetC kompleksiem, vai art maksimums tiek
nobidits lielako molaro koncentraciju attiecibas virziena. Ta ka heksilamins ir virsmas
aktivaks, neka 5-MetC, jo satur aminogrupu ar 6-C atomu alkilk&di, vin$ labak konkur& par
vietu piliena virsma. Rezultata grafiki tiek nobiditi lielu koncentraciju virziena (iznemot
vielas g grafiku), jo heksilamina koncetrnacija ir konstanta, bet cviterjona koncentracija
mainas.

Viela g satur 8 oglekla atomus aklilvirkné. Rezultata divas virsmas aktivas grupas
aiznem piliena virsmu un veido kompleksus pie zemakam cviterjona koncentracijam. Tomeér,
palielinoties vielas g koncentracijai notiek savstarpgja konkurence, un kompleksa signals tiek
nomakts.

Apskatisim piperidina grafikus 3.6. att.
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3.6. att. Piperidina un vielu a, ¢, d un g kompleksu signala intensitate atkariba no piperidina :

cviterjona molaro koncentraciju attiecibas.

Piperidina kompleksu intensitate ir lielaka neka heksilamina, bet tomér zemaka neka
5-MetC. Piperidina gadijuma var saskatit taddu pasu tendenci, ka heksilamina grafikos.
Heksilamins ir virsmas aktivaks, neka piperidins, tade] piperidina kompleksu signalu
maksimumi ir nobiditi lielu koncentraciju virziena. Dazos gadijumos maksimums vispar

netiek sasniegts intervala no 1:1 lidz 1:20.



Attelos 3.7 un 3.8. var salidzinat iepriek§ minéto aminu un 5-MeC kompleksu ar

vielam ¢ un g signalu grafikus.
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3.7. att. 5-metilcitozina, piperidina, heksilamina un vielas ¢ kompleksa signala intensitate

atkariba no analita : cviterjona molaro koncentraciju attiecibas.

Attela 3.7. var redzet, ka 5-metilcitozina un vielas ¢ kompleksu intensitate ir lielaka,
neka piperidina, heksilamina un piridina kompleksu intensitates. Tada pati tendence ir

saskatama attéla 3.8., kur tiek izmantota viela g.
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3.8. att. 5-metilcitozina, piperidina, heksilamina un vielas g kompleksa signala atkariba no

analita : cviterjona molaro koncentraciju attiecibas.



Ka jau tika minéts, piridina kompleksi netika konstatéti masspektros. Iesp&jams, ka

piridins neveido kompleksu zemakas pKa vertibas del acetonitrila (pKa=12,33),

salidzinajuma ar pargjiem aminiem. Piridina un vielas d masspektru var apskatit att. 3.9.
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3.9. att. Piridina un vielas c¢ acetonitrila Skiduma masspektrs. Vielu molaro koncentraciju

attieciba ir 1:10.

Tabula 3.1. var salidzinat aminu un 5-MetC pKa vertibas fident, metanola un ACN.

3.1.tabula
Viela pKa (tdens) pKa (metanols) pKa (acetonitrils)
[27] [28] [29,30]
5-Metilcitozins 12,4 N/p* N/p*
Heksilamins 10,56 11,57 18,26
Piperidins 11,22 11,07 19,29
Piridins 5,25 5,43 12,33

* . . . .
dati nav pieejami

pKa vertibas parada analita sp&ju skiduma protonéties. Protongjoties, analits veido
katjonu, kur$, mijiedarbojoties ar anjona grupu (sulfonata grupu), veido jonu asociatu. Jo
labak notiek protongSanas, jo lielaks analttu molekulu skaits veido kompleksu ar cviterjoniem.
Ar pKa ir iesp&jams izskaidrot arT piperidina lielako intensitati, salidzinot ar heksilaminu un
piridinu intensitateém. Ta ka literatiira nav iesp&jams atrast 5-metilcitozina pKa vertibas ACN,
salidzinasim tidens pKa vértibas. Ka var redzet, gan ACN, gan tident amiu pKa vértibas ir
proporcionalas. 5-metilcitozina pKa veértiba wdeni ir lielaka, neka piperidinam un
heksilaminam. Pienemsim, ka 5-MetC pKa vértiba ACN palielinas proporcionali analitu pKa
vertibam tdent. Tad tiek izskaidrots, kapeéc 5-MetC kompleksa signala intensitate ir lielaka,
neka pargjo amtu gadijuma.

28




Otrs skaidrojums, kapec 5-MetC kompleksa signals ir augstaks par aminu
kompleksiem, ir atskirigs funkcionalo grupu skaits. Katrs amins satur tikai vienu funkcionalu
grupu, atskiriba no 5-MetC. Palielinoties funkcionalo grupu skaitam, palielinas ar1 varbiitiba
5-MetC grupam mijiedarboties ar cviterjona heterocikla atomiem, palielinot kompleksa

stabilitati.

3.3. Skidinataja ietekme.

Skidruma hromatografija pladi izmanto acetonitrilu (ACN), metanolu (MeOH) un
tideni (H,O) un to maistijumus. Eksperimentos, kur tika parbaudita cviterjonu koncentracijas
ietekme uz kompleksa veidoSanos, izmantoja ACN, jo kompleksa signals ACN bija
vislielakais.

Attelos 3.10. un 3.11. var redzet skidinataja sastava ietekmi uz 5-MetC kompleksa
veidoSanos ar vielam g un d.
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tilpumdalas.

Kad organiskajam Skidinatajam tiek pievienots tidens, kompleksa signals tick nomakts
jau pie 20% tdens. Pirmkart, fidens virSanas temperatiira ir lielaka, neka ACN un Iidz ar
iidens pievienoSanu palielinas Skiduma maisijuma virSanas temperatiira, kura ietekmé
mikropilienu izmérus, jo desolvacija notiek vajak. Otrkart, katram $kidinatajam ir atSkirigas
Releja robezas vértiba, kura ir atkariga no skidinataja virsmas spraiguma. Piem&ram, ka jau

AN



tika mingts ieprieks, Releja robeza tidenim ir lielaka, neka ACN un MeOH (skat. nod. 1.2.3.),
kas liecina par to, ka optimalais kapilara spriegums acetonitrila/idens vai metanola/tidens
maisijumam nav pietiekoss, lai izraisttu Kulona ,,spradzienu”. Treskart, palielinas dielektriska

konstante, kas samazina kompleksa veidoSanas energiju.

8 -
Kompleksa intensitate
106
6
5
4 ACN+MeOH
=4—ACN+H20
3 ==fr=MeOH+H20

0 10 20 30 40 50 60
2. ¥kidindtija tipumdaja %

______

Gritak izskaidrot ACN/MeOH skidumu grafikus. Dielektriska konstante [31] un
virsmas spraigums [19] samazinas palielinoties MeOH dalai skiduma. Viskozitate sakuma
samazinas, bet pé&c noteiktas MeOH koncentracijas palielinas[31]. VirSanas temperatira ari
samazinas no 82°C (ACN) lidz 65°C (MeOH). Protams, ka dati iegiti pie 25°C (izpemot
virSanas temperatiiras), bet elektroizsmidzinasanai izmantotas desolvacijas gazes un jonu
avota temperatiira ir 400°C un 100°C atbilstosi.

Tomér, viens no iesp&jamiem iemesliem, kapec notiek signala samazinasanas, ir
atskirigas pKa vertibas acetonitrila un metanola. Vielu proton&sanas notiek labak ACN, nevis
MeOH. Pieméram, heksilamina, piperidina vai piridina pKa vértibas fideni vai metanola
atSkiras par vienu vienibu, bet acetonitrila — par se$am vienibam (skat. tab. 3.1.). Ta ka 5-
MetC pKa veértibas metanola nav pieejamas, pienemsim, ka 5-MetC pKa vértibas metanola ar1
niecigi atSkiras no tidens pKa vertibam. Darba [29] var redzet, ka benzoskabes pKa veértiba,
stradajot ar etanols/iidens maisTjumu, strauji samazinds, pievienojot tdeni nelielos
daudzumos. TieSi ar strauju pKa vertibas samazinasanos, kad tiek pievienots nelielos

daudzumos metanols, var izskaidrot kompleksa signala intensitates samazinasanos grafika



sakumposma. Turpretim, kad pKa vértiba mainas niecigi, kompleksa intensitate palielinas, jo
paradas augstak minéto $kidinataja Tpasibu ietekme uz signala intensitati.

Atskiriba no Skiduma kas satur iideni, kompleksa signals ir saskatams pat 50%
metanola $kiduma, kas dod iesp&u pétit kompleksa veidoSanos ar hidrofilo mijiedarbibu
Skidrumu hromatografiju, lietojot nevis tideni, ka stipru Skidinataju, bet metanolu ar zemu

udens piedevi (>2%).

3.4. Konusa un ekstraktora spriegumu piemeklesana.

Apskatisim konusa sprieguma ietekmi uz kompleksa stabilitati. Att€los 3.12. un 3.13.
var redz€t 5-metilcitozina un cviterjonu kompleksa stabilitati, atkariba no konusa sprieguma.
Jo talak nobidas grafika (skat. 3.12. att. un 3.13. att.) maksimums x ass virziena, jo stabilaks ir
komplekss.
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3.12. att. 5-MetC un vielu d, e, f un g kompleksu signala intensitate atkartba no konusa

sprieguma.

S-metilcitozina un savienojuma d komplekss, salidzinajuma ar e, f, g, sasniedz signala
maksimumu pie 13-14 V, bet pargjo kompleksu signalu maksimumi nobidas augstakas konusa
sprieguma vertibas virziena (15-16 V), kas liecina par kompleksa lielako stabilitati,

palielinoties alkil-grupas masai.
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3.13. att. 5-MetC un vielu a, b, ¢ un h kompleksu signala intensitate atkariba no konusa

sprieguma

5-MetC un vielu a, b, ¢ un h kompleksu signalu maksimumi atrodas intervala 14-15 V
un to stabilitate strauji samazinas p&c maksimuma sasniegSanas, kas liecina par kompleksu
zemu stabilitati pie palielinatam sprieguma vertibam. Mazak stabils ir komplekss ar vielu h,
kura maksimums ir pie 13V, kas liecina par to, ka butansulfonata grupas saturosie cviterjona
tipa savienojumi ir mazak stabili neka propansulfonata grupas saturosie.

5-MetC un vielu a-g Na" aduktu maksimumi nobidas palabi uz 1-3 V salidzinot ar
atbilstoSiem protoné&tiem kompleksiem, kas liecina par Na+ adukta lielaku stabilitati.

Ekstraktora sprieguma palielinaSana (>1V) izraisa nekovalenta kompleksa sabrukSanu,
kas liecina par to, ka ekstraktora spriegumam jabut pec iesp€jas mazakam (ap 1 V), lai
nodro§inatu stabilu jonu parnesi no atmosféras spiediena regiona uz vakuuma regionu.
Kapilara spriegums nodroSina elektroizsmidzinasanu, bet tieSi neietekmé kompleksa
stabilitati, kaut gan tas var ietekmét aerosola pilienu izm&ru. Pie lielakiem kapilara
spriegumiem biezi novero lielaku analita signalu, bet palielinas art fona signala intensitate.
Palielinot kapilara spriegumu, arvien vairak palielinas gazes izlades varbiitiba. Praktiski visu
kompleksu signala intensitates maksimumi atrodas pie 3.5 kV, ja izmanto acetonitrila
skidumu.

Apskatot heksilamina (3.14. att.) un piperidina (3.15.att.) kompleksu stabilitati, var

redzet, ka heksilamina un piridina kompleksi ir vajaki, neka 5-MetC kompleksi.
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3.14. att. Heksilamina un vielu d, g, a un ¢ kompleksu signala intensitate atkariba no konusa

sprieguma.

Pieméram, katrs heksilamina, piperidina vai 5-MetC kompleksi ar vielam a un c,
atSkiras par vienu vientbuno 13 V lidz 15 V.
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3.15. att. Piperidina un vielu d, g, a un ¢ kompleksu signila intensitate atkariba no konusa

sprieguma.



3.5. Kompleksu fragmentacija pozitivo jonu skenéjuma

Attelos 3.16. un 3.17. var apskatit visu 5-metilcitozina kompleksu un 1. paaudzes

fragmentu grafikus.
12
Kompleksa intensitate
10¢
10
f
8 g
d
6 e
g+5MetC
4 f+5MetC
d+5MetC
2 e+5MetC

0 10 20 30 40 50 .
Sadursmlu energija, eV

3.16. att. 5-MetC un vielu d, e, f un g kompleksu un 1. paaudzes fragmentu signalu

intensitates atkariba no sadursmju energijas.
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3.17. att. 5-MetC un vielu b, ¢, a un h kompleksu un 1. paaudzes fragmentu signalu

intensitates atkariba no sadursmju energijas.



Cviterjonu kompleksi ar 5-metilcitozinu sabrik jau pie 10 eV un intensitate samazinas
lidz 1% pie 15 eV. Redzams, ka kompleksa 1. paaudzes “meitas” jons [Cvit+H]" sasniedz
sava signala maksimumu pie 10 vai 15eV. 5-Metilcitozina un vielas d kompleksa fragmenta

masspektrs iegiits pie 10 eV sadursmju energiju, redzams 3.18 att.
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3.18. att. Kompleksa [5S-MetC+d+H]+ fragments, iegiits ar 10 eV sadursmju energiju. Attels

parada pilno kompleksa sadaliSanu un [d+H]+ veidoSanos.

Cviterjons neveido fragmentus, kamér nenoardas pats komplekss. Pieméram, att. 3.18.
var redzet, ka pie 10 eV sadursmes energijas, veidojas tikai 1. paaudzes fragments, kas atbilst
3-(3-metil-N-imidazolio)-1-propansulfonata jonam. Darbos [25,32] var redz&t, ka otras
paaudzes joni veidojas pie sadursmju energijas vértibam >10 eV un to signali pie 10 eV
neparsniedz 1%. Tadu pasu tendenci var saskatit ar [5-MetC+Cvit+Na]" fragmentaciju. Tas
nozimé, ka komplekss gandriz pilnigi parverSas cviterjona fragmenta, ko varétu izmantot
analitiskiem mérkiem, izstradajot tadas selektivas sken€Sanas metodes ka multireakciju
monitorings. Kompleksu [5-MetC+f+H]" un [5-MetC+g+H]" 1. paaudzes fragmenti sak
sadalities pie 25 eV. Savukart, kompleksi [S-MetC+a+H]" un [5-MetC+d+H]" sabriik pie 15
eVv.
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Komplaksa intensitate
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0 ;
Sa?iur.smju energija, eV
3.19. Aminu un 5-MetC kompleksu ar vielu g signala intensitates atkariba no sadursju
energijas.
Attela 3.19 var redzet, ka cviterjonu kompleksi ar dazadiem aminiem un 5-MetC péc
savas fragmentacijas ir vienadas, izpemot kompleksu masas un signalu intensitates, kuras jau

bija apskatitas nodala 3.2.



SECINAJUMI

1. 4-(1,2-Dimetil -3N-imidazolio)-1-butansulfonats ir mazak stabils neka propansulfonata
grupas saturosie cviterjona tipa savienojumi.

2. 4-(1- Metil -3N-imidazolio)-1-butankarboksilats, salidzinot ar propansulfonata grupas
saturoSajiem cviterjona tipa savienojumiem, kompleksus ar 5-metilcitozinu neveido, jo -CO,
ir stipraka baze, neka, neka —SOj;, bet piridins neveido kompleksus ar cviterjona tipa
savienojumiem zemas pKa vertibas del.

3. Kompleksa pétiSanai var izmantot gan acetonitrilu, gan acetonitrila/metanola maisfjumu.
Acetonitrila/fidens vai metanola/tidens maisijumos, kompleksu pétiSana ir apgriitinata.

4. Kompleksa signala intensitate pieaug, palielinoties analita pKa vertibai.

5. Komplekss pilnigi sadalas jau pie zemam sadursmes energijas vértibam, parvérSoties 1.

paaudzes meitas jona.
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