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Sissejuhatus

Vedelikkromatograafia (LC) ja massispektromeetria (MS) on {iiks enimkasutatavaid
analtiiitilisi meetodeid nii rutiinanaliiiisis, rakendusuuringutes kui ka fundamentaalteadustes.
Lahusest gaasifaasiliste ioonide tekitamiseks kasutatakse elektropihustusionisatsiooni (ESI),
mis sobib erinevalt teistest ionisatsioonitehnikatest nii viikeste ja hiidrofiilsete tihendite, kuid
ka suurte peptiidide ioniseerimiseks.

On teada, et erinevatel iihenditel on LC/ESI/MS analiiiisil vdga erinev tundlikkus, seetottu
on tanaseni vajalik ESI/MS analiiiisi puhul kasutada kvantiseerimiseks standardaineid. Samas
ei ole koigi lihendite jaoks standardaineid olemas ning moningatel juhtude pole standardainete
valmistamine isegi teoreetiliselt voimalik (mittekovalentsed kompleksid, ebastabiilsed ithendid
jne). Seetdttu on iiritatud ESI ionisatsiooniprotsessi erinevate iihendite jaoks kirjeldada. TU
analiilitilise keemia Oppetoolis on alguse saanud ESI ionisatsiooniefektiivsuse skaalade
véljatéotamine. Selle kaugemaks eesmargiks on  modddetud  numbriliste
ionisatsiooniefektiivsuste kaudu koostada mudel, mis vdimaldaks ennustada analittide
ionisatsiooniefektiivsusi.

Senini on nii positiivses kui ka negatiivses ESI reZiimis ionisatsiooniefektiivsuste skaalasse
kaasatud vaid véikeseid iihelaengulisi 1oone moodustavaid keskmise voi korge
hiidrofoobsusega tihendeid. Samas pakuvad massispektromeetria kasutajatele sageli huvi ka
mitmelaengulisi ioone andvad ja/vdi hiidrofiilsed ithendid.

Seetdttu piistitati kiesolevale tdole jargmised eesmérgid:

1. Selgitada vilja, millest sOltub mitmelaenguliste ioonide moodustumine
elektropihustusionisatsioonil ning tdiendada ionisatsiooniefektiivsuste skaalat
mitmelaengulisi ioone andvate iihenditega;

2. tdiendada ionisatsiooniefektiivsuste skaalat nii positiivses kui ka negatiivses ESI
reziimis véikeste hiidrofiilsete ithenditega,

3. tiiendada ionisatsiooniefektiivsuste skaalasid suuremate hiidrofiilsemate {ihenditega;

4. kontrollida, kas t66 kaigus ionisatsiooniefektiivsuste skaalasse lisatud iihendite jaoks
kehtivad varasemalt leitud seosed iihendite fiiiisikalis-keemiliste omadustega.

Nende eesmarkide tditmiseks uuriti 8 mitmealuselist hapet negatiivses ESI reziimis, 21

aminohapet ja 7 peptiidi nii positiivses kui ka negatiivses reziimis ning to6tati vélja mudelid

molemas reziimis moodetud ionisatsiooniefektiivsuste ennustamiseks.



1 Kirjanduse iillevaade

Massispektromeetria (MS) leiab iiha enam kasutust bioloogiliselt huvipakkuvate {ihendite
uurimisel [1, 2]. Elektropihustusionisatsioon (ESI) [3] on pehme ionisatsioonimeetod ja
seetdttu védga sobiv bioloogiliste {ihendite analiiiisiks, kuna gaasifaasiliste ioonide tekitamisel
toimub vdhe voi ei toimu iildse fragmenteerumist [1]. Tdiendavaks eeliseks on asjaolu, et
ionisatsioon toimub lahusest, mis sobib histi kokku vedelikkromatograafiliste (LC)
meetoditega. Tihti annavad bioloogiliselt huvipakkuvad iihendid ESI ionisatsiooniallikas
mitmelaengulisi ioone, mistottu saab kasutada madalama massi-laengu suhte (m/z) vahemikuga
massianaliisaatoreid.

Hoolimata sellest, et LC/ESI/MS siisteeme kasutatakse viga laialdaselt, on ESI siiski kui
must kast — selle toimise mehhanismid pole I6puni selged. Vilja on pakutud erinevaid
ioniseerumise mehhanismi teooriaid. Analiiiit voib saada laengu mitmel erineval viisil:
laadumisel lahuses, laenguga osakeste seostumisel ehk aduktide moodustumisel,
gaasifaasilistes reaktsioonides, elektrokeemilisel oksiideerumisel voi redutseerumisel [1, 4].

Levinuim ESI ionisatsiooni reziim on positiivne. See tdhendab, et ioniseerumise kaigus
tekivad positiivselt laetud ioonid. Uldiselt on positiivses reziimis kdrgem tundlikkus Kui
negatiivses reziimis [1]. Kaarlahendust pihustindela ja massispektromeetri sisendi vahel, mis
voib vihendada tulemuste korduvust, esineb positiivses reziimis viahem [1]. Samas on ndidatud,
et maatriksefektid mojutavad negatiivset ionisatsiooni vihem [5], seega voib negatiivne reziim
olla selektiivsem. Negatiivne reziim on vihem levinud ja sobib eelkdige just happeliste

analuutide korral.

1.1 loniseerumise mehhanism ESI allikas

Elektropihustusionisatsiooniallikat kasutatakse véga laialdaselt LC ja MSi ithendamiseks.
Kuigi ESI allikas toimuvaid protsesse on viga palju uuritud [4,6-11], on siiski mdningaid
vasturddkivusi ja ebaselgust ESI-s toimuva ioniseerumisprotsessi osas. On selgeks tehtud, et
erinevate analiilitide signaalid sama kontsentratsiooni juures ei ole samad [6]. See on osalt
tingitud analiiidi enda omadustest, samuti méangivad rolli maatriksefektid, mis vdivad signaali
voimendada voi maha suruda [7]. Et paremini moista, mis on analiiidi signaali mojutavad
faktorid on oluline uurida, millise mehhanismiga toimub ioniseerumine ESI allikas. Siiani on
vélja pakutud kaks peamist mudelit: ioonaurustumise teooria [12] ja jadklaengute teooria [13].
Esimene kehtib pigem viiksemate, teine suuremate analiiiitide jaoks. Lisaks on ebakorrapéraste
poliimeeride jaoks viélja pakutud ahela viljaheitmise mudel [14-16]. Nende kolme erineva

mehhanismi on piirid analiitidi suuruse, struktuuri ja polaarsuse jdrgi ebaselged. On



aineperekondi, mille puhul selgelt domineerib iiks vdi teine mudel. Samas leidub hulgaliselt
aineid, mille puhul toimivad mitmed mehhanismid korraga, omades enamasti erinevaid
osakaale [17].

loonaurustumise mudel [12] kehtib madalate molekulaarmassidega {ihendite ja
anorgaaniliste vdikeste ioonide puhul [7, 18]. Tilgas ioniseerunud iihendile m&juvad nii seda
tilgas hoidvad kui ka tilgast véljatdoukavad joud. Solvendi polarisatsioon tekitab laengu, mis
hoiab iooni tilga sees. Laenguliiast tingitud ioonide vaheline toukumine liikkab iooni tilga
vélispinnale ja sealt vdlja. Nende kahe protsessi mojul moodustub enam-vihem sféériline tilk.
Uuemad molekulaardiinaamilised arvutused nditavad, et ioonaurustumisel ei teki kohe
gaasifaasiline ioon vaid esmalt tekib solvendi molekulidest sild eralduva iooni ja tilga vahele,
mille piisivus sdltub solvendi pindpinevusest [15]. Mida veerikkam on lahusti, seda vdiksem on
tendents silla moodustumiseks. Iooni jitkuval kaugenemisel tilgast sild katkeb. Esmane
ioonaurustumise protsessi produkt on viike gaasifaasiline solvateeritud analiiiidi ioon.
Allesjaanud solvaatkate kaotatakse kokkupdrgetel gaasi molekulidega, kui ioon liigub MS
sisendi poole. On tdheldatud, et korgema tundlikkusega on sellised tihendid, mis paiknevad
eelistatult tilga pinnal — pindaktiivsed ained — sest tekkiv gaasifaasiline analiiidi ioon eraldub
tilga pinnalt [16].

Uldiselt on levinud arvamus, et suuremate globulaarsete valkude jaoks ei kehti
ioonaurustumise teooria. Selle tdestuseks on kaks olulist fakti. Esiteks on valkude massispektris
tldiselt suurema laengute arvuga ioonide piigid, kui oleks oodatav ioonaurustumise mudeli
jargi. Teiseks on valkude ESI massispektrites monikord agregaate, mille teke on seletatav
jadklaengute mudeli abil [2].

Jadklaengute mudeli [13] korral toimub tilga ,,kuivaks® aurumine, kus kogu solvendi
aurustumise jooksul sdilib enam-vidhem tilga algne laeng. Solvendi aurustumisel alles jadvad
laengukandjad seostuvad analiitidiga. Molekulaardiinaamilised arvutused [14] niitavad, et
valgu ulatuslik hiidratatsioon peidab valgu tilga sisemusse. ESI ioniseerumise méar
jadklaengute mudeli korral ei soltu analiitidi laengust lahuses. loniseerumise méidra saame
arvutada Rayleigh piiri jargi [19]. Rayleigh piiril on kohesiivsed vastasmdjud tasakaalus

elektrostaatilise toukumisega ning seda kirjeldab valem 1.

2, =% [o R (1)
e

Valemis 1 on z; Rayleigh laeng ehk elementaarlaengute e arv tilgas raadiusega R, &, on

vaakumi dielektriline 14bitavus ja y on pindpinevus. Valemit 1 saab kasutada olenemata valgu



laengute hulgast lahuses ja aminohappelisest koostisest valkude maksimaalse laengute arvu
ennustamiseks ESI/MS spektris juhul, kui laadumisel kantakse iile koik tilgas olevad laengud.

Valgu kditumine ESI allikas soltub tema konformatsioonist. Neutraalsetes vesilahustes on
valkudel enamasti globulaarne konformatsioon, kus enamik laetud ja polaarseid osi on suunatud
véljapoole, mis suurendab valgu pinna ja vee vahelisi interaktsioone. Mittepolaarsed osad on
enamasti valgu sisemuses ja ei ole solvendile ligipaédsetavad.

Viiksemate mudelvalkude uurimisel on niidatud, et denatureeritud ebakorrapérased
valgud ioniseeruvad ahela viljaheitmise mudeli jargi [14, 15]. Valgu denatureerimist
soodustavad mitmed faktorid, nditeks happelise LC mobiilfaasi kasutamine. Tekkinud
konformatsioonidel on ebakorrapirane struktuur ja varem valgu struktuuri sisemuses asetsenud
mittepolaarsed alad on niilid interaktsioonis tilga solvendiga. Seega muudab denatureerimine
valgu omadusi kompaktsest ja hidrofiilsest viljavenitatuks ja hiidrofoobsemaks.
Denatureerunud valkude omadused muudavad tilga sisemuses paiknemise vihem toendoliseks.
Pigem soodustavad mittepolaarsed osad valgu liikumist tilga pinnale [15]. Selle tulemusel
heidetakse tiks valgu ahela ots tilgast vilja. Sellele jargneb iilejadnud valgu samm-sammuline
lahkumine tilgast. Toodud mudelil on palju sarnasusi ioonaurustumise mudeliga. Ahela
véljaheitmise mudel kehtib selliste valkude puhul, mis on ebakorrapirased, osaliselt
hiidrofoobsed ja voimelised siduma laenguliia kandjaid [15, 16].

Denatureerunud valgud annavad massispektris tldiselt korgemaid signaale kui
globulaarsed valgud. Globulaarse valguga toimuv jadklaengu protsess on suhteliselt aeglane
(us) ja vaheefektiivne, samal ajal denatureerinud valguga toimuv ahela viljaheitmine on kiire
(ns) ja efektiivne, suurendades tekkivate ioonide arvu. Ahela viljaheitmine on kooskdlas ka
iilelaadumise teooriaga, kus lahusefaasis nahtust korgem laetud olek on tingitud iilelaaduva

reagendi denatureerivast mdjust [20].

1.2 Mitmelaenguliste ioonide teke ESI allikas

Elektropihustusionisatsioonil voivad tekkida ka mitmelaengulised ioonid [13, 16, 21-23].
Tihti voib mitmelaengulisus esineda koos solvendi klastrite tekkimisega ionisatsiooniallikas.
Erinevates kirjandusallikates [17, 21, 24] ollakse eriarvamusel, kas sellised mitmelaengulised
klastrid on tekkinud ioonaurustumise mehhanismi voi jadklaengute mudeli kohaselt. Esimesena
taheldas mitmelaenguliste ioonide teket ESI allikas Dole et al. [13], kes uurisid poliistiireeni
makroioone. Pakuti vélja, et polistiireeni mitmelaenguliste ioonide teke toimub jadklaengute
mudeli kohaselt. Hiljem viljatootatud ioonaurustumise mehhanismiga ei osatud esialgu sellega

seletada mitmelaengulisust. loonaurustumise teooriat tidiendasid Fenn et al. [24], kes vditsid, et



poliietiileengliikoolide ja valkude laengujaotus sdltub iooni desorptsiooni Kiirusest, mis
omakorda soltub tilga laengutihedusest. Wong et al. [21] to6tasid vélja mudeli ennustamaks,
kui suur on maksimaalne voimalik laengute arv soltuvalt tthendi suurusest ja afiinsusest temale
liituva iooni suhtes. Gamero-Castafio ja de la Mora [17] vilistasid jadklaengute mudeli
toimimise kasutades kdrge juhtivusega lahuseid. Seeldbi oli voimalik uurida, milliseid protsesse
mdjutab ioonaurustumine ja millised jadklaengute teke. Tehti kindlaks, et iihelaengulised ioonid
tekivad ioonaurustumisel ning mitmelaengulised ioonid jadklaengu mudeli kohaselt.

Schnier et al. [25] ning Smith et al. [26] uurisid valkude ning peptiididega seonduvate
prootonite arvu gaasifaasis ning leidsid, et prootonite arv on viga ldhedane aluseliste rithmade
arvule (globulaarsete valkude puhul ligipddsetavate aluseliste rithmade arvule). Uuringutest
selgus, et ldhedal asetsevad protoneeritud rithmad mojutavad jargmiste laengute liitumist. Selle
seletamiseks kasutati ndiva aluselisuse moistet, mis vottis arvesse ldhedal asetsevaid laenguid.
Selgus, et ldhedal asetsevate laengute mdjul on kdrvalriihma néiline aluselisus palju vdiksem
kui ldhedal paiknevate laenguteta. Samuti leiti, et laengut mojutab ka lahusti ning lisandite
aluselisus. Sama leidsid ka Felitsyn et al. [27], kes toid vélja, et aluseliste riihmade
protoneerumist vihendavad ldhedal asetsevad positiivsed laengud. Lisaks uuriti teooriat, et
suurimat laengute arvu saab ennustada tugevalt aluseliste kdrvalrithmade arvu ning Rayleigh
piirist [19] arvutatava teoreetilise laengu jargi. Nimelt, kui aluselisi kdrvalriihmi on vdhe ning
nad paiknevad tlksteisest piisavalt kaugel, on piiravaks aluseliste korvalrithmade arv, kui aga
aluselisi korvalrithmi on palju, siis on piiravaks tilga aurustumisel iilekantavate laengute arv.

Palju on mitmelaengulisusega seoses uuritud valke ja peptiide ning juba iisna varakult
avastati, et positiivses ESI reziimis on suurema laenguga aluselistest rithmadest koosnevad
valgud ja mitmeid tugevaid aluselisuse tsentreid sisaldavad tihendid ning negatiivses ESI
reziimis sellised analiitidid, mis koosnevad mitmetest happelistest (prootoneid loovutavatest)
korvalriihmadest. Loo et al. [28] néitasid, et aluseliste aminohapete arv on otseselt seotud valgu
maksimaalse voOimaliku laenguga. Samuti toodi vélja, et valkudel, mis sisaldasid
disulfiidsidemeid, oli maksimaalne vdimalik laeng madalam, kui aluseliste aminohapete arvu
jargi voinuks eeldada [29]. Eelneva pohjenduseks toodi selliste valkude aluseliste piirkondade
halvem ligipddsetavus. Cole et al. [23] uurisid laetud olekuid ja selle mojureid negatiivses
reziimis ning leidsid, et mitmelaenguliste ioonide teke on soodustatud suure dielektrilise
konstandiga lahustes ning see mdju on seda suurem, mida lahemal asuvad potentsiaalselt
laaduvad kohad {iiksteisele. Gandori [30] t&i vélja alternatiivse teooria — konformatsioonist
soltuva neutralisatsiooni teooria, mis iitleb, et pakitud (ingl folded) konformatsioonid

stabiliseerivad korgemalt laetud olekuid suurendades laengute vahelisi kaugusi. Ta toi vélja,



sisemolekulaarsed interaktsioonid mdjutavad pakitud ja denatureerunud valkude erinevaid
laetud olekuid rohkem kui solvendi ligipdédsetavus. Seega vastupidise laenguga kdrvalrithmad
stabiliseerivad pakitud valgu laetud olekut. Hogan et al. [31] pakkusid vélja teooria, kus
peptiidide laetud olek ei tulene ainult peptiidi modtmetest, vaid ka tilgas olevatest teistest
laengukandjatest. K&igepealt lahkuvad tilgast ioonaurustumise teel viikesed laengukandjad,
mille jaoks kriitiline véljatugevus on madalaim.

Kui mitmelaengulisuse vahenemine (ennustatust vdiksema maksimaalse laenguga laetud
olek) on laialt tunnustatud, siis iilelaadumist (ingl supercharging; analiiiidi laengujaotuse
nihkumine suuremate laengute poole) on keerulisem seletada. lavarone pani aluse iilelaadumise
uurimisele [32] ning leidis, et kui lahustile lisatakse veest vahemlenduvaid lisandeid esineb
laetud olekute nihkumine kdrgemalt lactud olekute poole [32-34].

Vilja on pakutud kaks mehhanismi, mis pdhjustavad iilelaadumist. Esimene véidab, et
tilelaadumist pohjustab lisand, mis suurendab lahusti pindpinevust, mille tulemusena saab
pinnal olla rohkem laengukandjaid [34]. Teise mehhanismi kohaselt on iilelaadumine tingitud
lisandi denatureerivast mdjust analiilidile ning on juba varem teada, et denatureerimine
suurendab laengute ligipadsu valgule ning laaduvate rithmade omavahelist kaugust, vahendades
elektrostaatilist toukumist [20]. Samalikova et al. [35] niitasid, et kui ei toimu
konformatsioonilisi muutusi, siis on mitmekordne laadumine sdltumatu pindpinevusest.
Douglass et al. [36] nédgid, et iilelaadumine esineb vaid positiivses reziimis ning jareldasid
sellest, et tilelaadumine ei ole tingitud polaarsusest sdltumatutest omadustest nagu
konformatsiooni muutus ja pindpinevuse muutus. Naidati, et tilelaaduva reagendi, sulfolaani,
lisamine suurendas korgeimalt laetud ioonide moodustumist. Pakuti vilja, et sulfolaan
interakteerub aluseliste korvalriihmadega ning vdhendab ldhedal olevate laengute tGukumist
ning seeldbi on suurem tdendosus, et ka ldhestikku asetsevad aluselised tsentrid ioniseeruvad.

Kui valkudest mitmelaenguliste ioonide moodustumist on uuritud kiillaltki palju siis
viiksemate mitmeid aluselisi vO1 happelisi rithm sisaldavate iihendite jaoks analoogseid

uuringuid on kirjandusest vihe leida [34].

1.3 lonisatsiooniefektiivsus
lonisatsiooniefektiivsus on lahuses olevatest analiiiidi molekulidest gaasifaasiliste
ioonide genereerimise efektiivsus [37, 38]. Viike hulk allikasse sattuvatest analiitidi

molekulidest ioniseerub ja veel vdiksem hulk jouab massianaliisaatoris detekteerimiseni.



Vilja on pakutud kaks mudelit, mis seavad vastavusse iooni signaali massispektromeetris
ja tema kontsentratsiooni pihuses. loonaurustumise mudeli pohjal pakkusid Tang ja Kebarle [6,

9] vélja mudeli:

(A", ms)=Pf kA [:+AJE IZE][F " by

kus I(A*,ms) on iooni signaal massispektromeetris, P iseloomustab ioontranspordi efektiivsust,
f on laenguliia osa, mis muudetake gaasifaasilisteks ioonideks, ka ja ke on analiiiidi ja teiste
ioonide tilgast gaasifaasi liikumise méiirad, [A*] ja [E'] on vastavalt analiiiidi ja teiste
elektroliiiitide tasakaalulised kontsentratsioonid pihuses ning | on elektropihustusel tekkiv
ioonvool.

Suurused k, f ja P on soltuvad ioonide iseloomust ja lahustist, mida pihustatakse. Nende
parameetrite teadmine annaks ionisatsiooniprotsessist peaaegu tdieliku pildi. Siiski on nende,
eriti nende absoluutviartuste, modtmine keerukas.

Enke [7] joudis iisna sarnasele jareldusele kasutades teistsugust ldhenemist. Mudeli
viljatootamisel tegi ta neli eeldust. Esiteks eeldati, et kogu lisalaeng on kontsentreerunud tilga
pinnale ning tilga sisemus on elektriliselt neutraalne. Teiseks eeldati, et tilga sisemus ja pind on
kaks erinevat faasi, ioonide jaotuvad nende faaside vahel ja see jaotumine on nii Kiire protsess,
et igal ajahetkel voime ecldada, et siisteem on tasakaalus. Kolmandaks eeldati, et iooni
kontsentratsioon pinnal on madal vorreldes tilga sisemusega ning neljandaks, et iooni signaal
massispektromeetris on proportsionaalne iooni kontsentratsiooniga tilga pinnal. Eelneva
tulemusel saadi jargmine vorrandi:

R, = Pf KaCa [Q], (3)
K,C, +K.C,

kus Ra on iooni A" signaal massispektris, Ka ja Ke on iooni A™ ja kdikide teiste lahuses olevate
elektroliiiitide jaotuskoefitsiendid, Ca ja Ce on vastavad analiiiitilised kontsentratsioonid, [Q]
on lisalaengu tasakaaluline kontsentratsioon ning P ja f omavad sama tdhendust, mis vorrandis
2.

Mbolemad vorrandid niditavad, et kui elektroliilite on palju rohkem kui analiiiite, on
kontsentratsiooni ja signaali vahel lineaarne soltuvus.

Parameetreid P, f, Ka ja Kg, on eksperimentaalselt keeruline miérata ning samuti
soltuvad suurused P ja f kasutatavast instrumendist ja meetodist. Seetottu pole absoluutsete
ionisatsiooniefektiivsuste miiramine osutunud vdimalikuks. Sel pdhjusel on TU analiiiitilise
keemia Oppetooli poolt varem vilja tootatud [37] meetod suhteliste ionisatsiooniefektiivsuste

(RIE) leidmiseks iihelaenguliste analiiiitide jaoks lahtudes Enke mudelist:
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RIE(B,,B,)= RE, (4)
R,C,

kus R1 ja R2 on ainetele B; ja B2 vastavad signaalid massispektris ja C1 ja C2 on ainete B1 ja B2
analiiitilised kontsentratsioonid. Suhtelist ionisatsiooniefektiivsust on erinevalt absoluutsest
ionisatsiooniefektiivsusest lihtne mddta ning samuti on vdimalik teadaolevatest suhtelistest
ionisatsiooniefektiivsustest maarata absoluutsed ionisatsiooniefektiivsused, kui vdhemalt iihe
aine absoluutne ionisatsiooniefektiivsus on teada.

Varasematest uuringutest on teada, et erinevatel analiiiitidel on erinev
ionisatsiooniefektiivsus nii positiivses [38] kui ka negatiivses reziimis [46].

Tonisatsiooniefektiivsust on {isna hoolikalt uuritud nii Tartu Ulikoolis kui ka mujal.
Peamiste ionisatsiooniefektiivsust mdjutavate faktoritena tuuakse vélja molekuli mittepolaarne
pindala, molekuli aluselisus/happelisus nii vedelikus kui ka gaasifaasis. Keskkonnamdjudest
rOhutatakse orgaanilise solvendi sisalduse, orgaanilise solvendi mdju (MeCN vs MeOH),
happeliste/aluseliste jm lisandite jne olulisust. Uldiselt sobib aluseliste analiiiitide uurimiseks
happeline keskkond ning happeliste analiiiitide jaoks aluseline keskkond [1], kuigi esineb ka
vastupidist efekti (nn valet pidi ionisatsioon, ingl wrong-way ionization [39]).

Jargnevalt Kirjeldatud uuringutes on kasutatud erinevatesse aineklassidesse kuuluvaid
tthendeid ning erinevat aparatuuri ja lahusteid. Seega on keeruline teha vaga iildiseid jareldusi,
mis rakenduksid koikides situatsioonides. Tang ja Kebarle [6] uurisid metallide katioone ja
protoneeritud alkaloide ning tdid vélja, et analiilidi ning solvendi pindaktiivsus ning iooni
aurustumise Kiiruskonstant mdjutavad vastava analiiiidi signaali. Cech et al. [40] uurisid
tripeptiidide signaali sdltuvust mittepolaarsusest (mittepolaarsest pindalast) ning tasakaalulise
jaotusmudeli efektiivsust [7]. Nende teooria viitis, et mittepolaarsemate korvalrithmadega
peptiidid paiknevad tilga pinnal, kus nende kdrvalriihmad saavad desolvateeruda samal ajal kui
polaarsemad peptiidid paiknevad tilga sisemuses, kus nad on vastasioonide poolt
neutraliseeritud. Pakuti vilja, et hea tundlikkusega (tuleneb korgest ionisatsioonefektiivsusest)
ained sisaldavad nii polaarseid kui ka mittepolaarseid regioone. Polaarsed rithmad on vajalikud,
et oleks voimalik iooni moodustumine (happeline voi aluseline tsenter) ning mittepolaarsed
osad aitavad kaasa sellele, et analiiiit liiguks tilga pinnale. Sama jareldust toetavad ka Leito et
al. [37] kiimne estri ionisatsiooniefektiivsuste mootmisel saadud tulemused, mille kohaselt oli
ionisatsiooniefektiivsus seda parem, mida suurem oli estri hiidrofoobsus.

Ehrmann et al. [41] leidsid, et parim ESI/MS signaali ennustaja on analiiiidi aluselisus
lahuses (pKb). Samuti uuriti gaasifaasilise aluselisuse moju ning jouti jareldusele, et korgete

gaasifaasiliste aluselisustega ained andsid korget signaali vaid siis, kui neil olid ka madalad pKp
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vadrtused. Eelneva pohjal jareldasid nad, et uuritud ainete jaoks on gaasifaasilisel prootoni
ilekandel vdiksem roll, kui kirjanduses varem vélja pakutud [42]. Samuti leiti, et ei ole selget
korrelatsiooni logPow (oktanool-vesi jaotuskoefitsent) ja leitud ESI signaali vahel ning jareldati,
et nende uuritud analiiiitide jaoks on olulisem aluselisus. Oss et al. [38] (Leito et al [37] t66
edasiarendus) uurisid erinevatesse aineklassidesse kuuluvate ainete ionisatsiooniefektiivsusi
ning nende korrelatsiooni erinevate arvutatud fiilisikalis-keemiliste omadustega (gaasifaasiline
aluselisus, molekuli pindala ja ruumala, polaarne pindala, dipoolmoment, logP (lahusti-
heksaan), pKa). Ionisatsiooniefektiivsuse mudeli viljatootamisel ilmnes, et statistiliselt olulist
seost ionisatsiooniefektiivsusega omavad analiitidi pKa ja katiooni molekulaarruumala.
Chalcraft et al. [18] néitasid hulga polaarsete metaboliitide (seal hulgas 17 aminohapet)
uurimisel kapillaarelektroforees-ESI/MS-iga, et ESI signaali on vdimalik ennustada
molekulaarruumala, oktanool-vesi jaotuskoefitsiendi ning iooni absoluutse mobiilsuse abil.
Nguyen et al. [43] leidsid positiivse korrelatsiooni ESI signaali ja iooni parandatud massi
(molekulaarmassi ning vesinike ja siisinike arvu suhte korrutis) vahel.

Pohjalikult on uuritud ka negatiivset ionisatsioonireziimi, kus esialgu uuriti enamasti
vaid viikeseid ja struktuurilt sarnaseid, tihti samasse aineklassi kuuluvaid ithendeid. Henriksen
et al. [44] uurisid happeliste analiiiitide signaali puhtas atsetonitriilis, puhtas metanoolis ja
kummagi segus veega (50/50). Uuringutest selgus, et iihendid ioniseerusid paremini metanoolis
kui atsetonitriilis ning et analiiiidi polaarsust hindav logPow oli paremas korrelatsioonis ioonide
signaaliga kui happelisust nditav pKa. Toodi vilja, et logPow ei ole parimas seoses
pindaktiivsusega, kuna ainult tdielikult desolvateerunud analiilit saab iile minna oktanooli,
samas kui tilga pinnale litkumiseks peab see olema ainult osaliselt desolvateerunud. Huffmann
et al. [45] uurisid 49 erinevatest aineklassidest ja erinevate funktsionaalrithmadega tihendit.
Leiti, et kdrgema ionisatsiooniefektiivsusega on happelisemad ja hiidrofoobsemad ithendid. Ta
leidis, et 32 analiiidi jaoks 48st oli signaal parem, kui solvendina kasutati metanooli. Kruve et
al. [46] leidsid, et ionisatsiooniefektiivsust negatiivse reziimisS ennustab kdige paremini
analiiiidi ioniseerumise méar («) ning WAPS parameeter (iseloomustab laengu delokaliseeritust
anioonis).

Kuigi mdlemas ESI ionisatsioonireziimis on teostatud mitmeid uuringuid ja on leitud
erinevaid parameetreid, millest ESI signaal sdltub, on need uuringud enamasti teostatud piiratud
analiilitide hulgaga (millel on tihti suur strukturaalne sarnasus) ning ei vdoimalda seetottu teha
suuri lildistusi. Samuti on lisna vihe uuritud mitmelaenguliste ioonide tekke mehhanismi ning
selle mojureid ning MS signaalide suhtelise intensiivsuse soltuvust erinevatest parameetritest,

kuigi on tihti viidatud selle t66 vajalikkusele [40].Varem on TU analiiiitilise keemia tdgrupis
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avaldatud vidikesemate orgaaniliste keskmise ja korge hiidrofoobsusega iihendite
ionisatsiooniefektiivsuste ulatuslik skaala nii positiivses [37, 38] kui ka negatiivses reziimis
[46]. Samuti on mdoddetud ionisatsiooniefektiivsuste skaala naatrium-aduktide [47] jaoks. Ka
teistes toogruppides on ionisatsiooniefektiivsuse voi iildiselt analiiiidi signaali uurimisel

tegeletud pigem viiksemate iihelaenguliste ioonidega [7, 38, 41, 44, 48].

1.4 lonisatsiooniefektiivsuse rakendused

lonisatsiooniefektiivsusi on kasulik rakendada valdkondades, kus standardained on kallid
voi neid ei ole voimalik valmistada. Selline vajadus tekib néiteks tdiesti uute ainete uurimisel,
mille jaoks standardaineid veel ei ole [49]. Uha enam kasutatakse massispektromeetriat ka
mittekovalentsete komplekside tasakaalude uurimiseks (valkude interaktsioonid inhibiitoritega,
kofaktorite, metalli ioonide, siisivesikute, teiste valkude ja peptiididega, ensiiim-substraat
seondumised, nukleiinhapete kompleksid) [50-52]. Kuna véga palju ei ole uuritud selliste suurte
analiilitide ionisatsiooniefektiivsusi mdjutavaid tegureid, siis tehakse tihti lihtsustus, et signaal
ja kontsentratsioon lahuses on omavahel vordelised. Samas on paljudest uuringutest teada, et
analiilidi signaal lahuses oleneb mitmetest erinevatest mojuritest ning eeltoodud lihtsustus ei
pruugi kehtida [18, 38]. Just sellises rakenduses oleks vdga mugav kasutada fiitisikalis-keemilisi

parameetreid aine ionisatsiooniefektiivsuse ennustamiseks.
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2 Eksperimentaalne osa

2.1 Aparatuur

Ko&ik  ionisatsiooniefektiivsuste mdotmised teostati  Agilent XCT  ioonldks
massispektromeetril.  lonisatsiooniallikas  kasutati eluendi  voolukiirusele vastavaid
soovituslikke seadeid: pihustusgaasi rohk 15 psi, kuivatusgaasi voolukiirus 7 1/min,
kuivatusgaasi temperatuur 300 °C. Kapillaaripinge MS ja pihusti vahel £3500 V (s6ltuvalt ESI
reziimist). Koik iilejadnud ioontranspordi parameetrid maarati sihtmassi (TM) parameetri
kaudu, mis on varasemalt optimeeritud [53]. Negatiivses reziimis aminohapete ning
oligopeptiidide mootmiseks saadi optimaalne sihtmass analiiidile vastava m/z suhte
iimardamisel ldhima viiekiimneni. Mitmelaengulisuse uuringutel viidi 1dbi katseid erinevate
sihtmasside juures ning leiti optimaalsemad (vt lisas tabel L5). Positiivses reziimis voeti

sihtmassiks 15 kui m/z oli viaiksem kui 180. Vastasel juhul kasutatakse valemit 5 [53]:
TM =497 In(m/z)- 2317 ®)

ning saadud véirtus timardatakse ldhima viiekiimneni (50, 100, 150 jne).

Ioonldksu parameetrid olid: Smart Target (parameeter, mis iseloomustab ioonloksu
poolt kogutavate laengute arvu iihes tsiiklis) 100 000, maksimaalne kogumise aeg 300 ms. Iga
spekter skaneeriti m/z vaartuste vahemikus 40 kuni 2200.

Iga analiiiidi jaoks kasutati optimaalseimat sihtmassi nii iihelaengulistele kui ka
kahelaengulisele ioonidele. Olenevalt iihendist olid massispektris olemas, kas ainult [M-H]" voi
nii [M-H] kui ka [M-2H]% ioonid negatiivses reziimis ning [M+H]* ioonid positiivses reziimis.
Kasitletud ioonidel ei esinenud fragmente ning aduktide moodustumist kdesolevas t60s ei
uuritud.

lonisatsiooniefektiivsuse voolukiirusest sdltuvuse uuringu modtmised teostati Agilent
3Q massispektromeetril, kus kasutati tehase seadeid: kuivatusgaasi temperatuur 200 °C,
voolukiirus 14 I/min, pihustusgaasi rohk 15 psi, kapilaarpinge 4000 V. Muudeti vaid eluendi

voolukiirusi: 0,05 ml/min; 0,2 ml/min ja 0,8 ml/min.

2.1.1 Suhteline meetod

Suhtelisel meetodil teostati happeliste indikaatoriihendite ionisatsiooniefektiivsuste
mootmised. Kahe analiitidi lahuseid infuseeriti ESI allikasse erinevatel voolukiiruste suhetel.
Summaarne voolukiirus hoiti seejuures konstantsena. Tulemusena saadi iihe aine

ionisatsiooniefektiivsus teise suhtes (valem 4).
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Kahe aine omavaheline ionisatsiooniefektiivsus saadi koigil voolukiiruste suhetel
saadud tulemuste keskmistamisel. Suhtelistest ionisatsiooniefektiivsustest saadakse
absoluutsed minimeerides omistatud loglE vaartuste ja moodetud logRIE vahede ruutude

summa (SS):
ss = {logRIE, (A,, A, )-[log IE(A, )~ log IE(A, )], (6)
k=1
kus nm on suhteliste ionisatsiooniefektiivsuste mddtmiste arv ja logRIEK(Ai, Aj) on ainepaari A
ja A; mootmisel saadud suhteline ionisatsiooniefektiivsus ning loglE(Ai) ja loglE(A;) on
vastavalt ithenditele Ai ja Ajomistatud ionisatsiooniefektiivsuste.

Skaala kooskdlalisust vdljendatakse kui kooskdlalisuse standardhélvet:

S:, SS | @)
Ny =N

kus nm on summaarne modtmiste arv ja nc on omistatud loglE véartuste arv. Suhtelisel meetodil

mdddetud ainete kontsentratsioonid olid vaartused olid vahemikus 1 ja 10 uM.

2.1.2 Absoluutne meetod

Absoluutsel ehk siistimismeetodil sisestatakse konstantsesse vedelikuvoogu korraga
iihte ainet. Iga uuritava aine jaoks moddetakse signaalid vahemalt kuuel kontsentratsioonil ning
ionisatsiooniefektiivsused arvutatakse saadud kalibreerimisgraafikute tdusude suhetest. loglE
védrtused saadakse uuritava aine ja nn ankuriihendile — {ihend, mille suhtes koik iilejdénud

tulemused véljendatakse — vastavate tdusude suhte logaritmimisel:

tous(A.)

log IE(A, )= log ———x, €)
tOUS‘A j )

kus tous(Ai) on aine A; kalibreerimisgraafiku tous ning tous(Aj) aine Aj (ankuriihendi)
kalibreerimisgraafiku tous. Absoluutsel meetodil moddetud ainete kontsentratsioonid olid

vahemikus 0,5 uM kuni 0,6 mM

2.1.3 Ankurdamine
Positiivses reziimis mdddetud ionisatsiooniefektiivsused ankurdati kasutades koiki
varasemas to0s suhtelisel meetodil [38] ning selles t66s absoluutsel meetodil mdodetud tihiseid

aineid. Selleks minimeeriti moddetud ionisatsiooniefektiivsuste vahede ruutude summa (SS»):

n

ss, = [log IE, (B, )-log IE, (B, ), ©)

i=1
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kus loglE1(Bi) on aine Bj ionisatsiooniefektiivsus absoluutsel meetodil ning loglE2(Bi) on aine
Bi ionisatsiooniefektiivsuse véartus, mis on saadud suhtelisel meetodil [38].

Koik negatiivses reziimis moddetud ionisatsiooniefektiivsuste véddrtused ankurdati
bensoehappe kiilge. Samuti voeti arvesse, et bensoehappel on erinev ionisatsiooniefektiivsus
happelises ja aluselises lahuses. Bensoehappe ionisatsiooniefektiivsused mdodeti molemas
lahustis. Saadud viirtuste erinevust kasutati bensoehappe ionisatsiooniefektiivsuse véirtuse
midramiseks happelises lahustis:

l0g IE(S, ) = Iog(lE(Sa)- :g:g:: g;gg Q | (10)

kus Sa on aluseline keskkond ning Sk happeline keskkond ning signaal on bensoehappe signaal
vastavas keskkonnas ning C on bensoehappe sisaldus vastavas keskkonnas.
Seega on negatiivses reziimis kahes solvendis moddetud ionisatsiooniefektiivsuste

vaartused omavahel vorreldavad. Positiivses reziimis viidi mootmised 1dbi tihes solvendis.

2.2 Kasutatud ained

lonisatsiooniefektiivsuste modtmiseks kasutati  happelist ja aluselist keskkonda.
Happeline lahusti oli 80/20 atsetonitriil/0,1% sipelghappe lahuse segu (v/v) ja aluseline 80/20
atsetonitriil/0,1% ammoniaagilahuse segu (v/v). Lahustid valmistati kasutades atsetonitriilist
(HPLC puhtusega, J. T. Baker, Deventer, Holland), iilipuhast vett (eritakistusega 18,2 MQ-cm,
TOC 1-2 ppb, mis valmistati kasutades Millipore Milli-Q Advantage A10 veepuhastusseadet),
sipelghapet (298%, Sigma, Steinheim, Saksamaa) ja ammoniaagilahust (25% lahus, Lach:Ner,
Tsehhi).

Mitmelaenguliste ioonide moodustumist uuriti jargnevatel ainetel: 3-nitroftaalhape
(Reakhim, Venemaa), adipiinhape (Reakhim, VVenemaa), sinine eosiin (Reakhim, Venemaa),
batokuproiindisulfoonhape (Chemapol, Tsehhi), broomfenoolsinine (Reakhim, Venemaa),
broomkresoolpurpur (Schering AG Berlin, Saksamaa), broomkresoolroheline (Sigma-Aldrich,
Ameerika Uhendriigid), broomtiimoolsinine (Reakhim, Venemaa), fenool-2,4-disulfoonhape
(Reakhim, Venemaa), fenoolftaleiin (Reakhim, Venemaa), ftaalhape (Rohuteaduste instituut,
Eesti), fumaarhape (Rohuteaduste instituut, Eesti), glutaarhape (Aldrich, Ameerika
Uhendriigid), isoftaalhape (Rohuteaduste instituut, Eesti), itakoonhape (Rohuteaduste instituut,
Eesti), kollane eosiin (Sigma-Aldrich, Ameerika Uhendriigid), kresoolpunane (Reakhim,
Venemaa), maleiinhape (E. Merck Darmstadt, Saksamaa), merivaikhape (Rohuteaduste
instituut), mesakoonhape (Rohuteaduste instituut, Eesti), m-kresoolpurpur (Reakhim,
Venemaa), pimeelhape (Aldrich, Ameerika Uhendriigid), SPADNS (Chemapol, Tsehhi),
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suberiinhape (Aldrich, Ameerika Uhendriigid), sulfosalitsiiiilhape (Lach-ner, Tsehhi),
tereftaalhape (Rohuteaduste instituut, Eesti), tiroon (Reakhim, Venemaa), tiimoolsinine (E.
Merck Darmstadt, Saksamaa), tiimoolftaleiin (Reakhim, Venemaa). Kasutatud ainete
struktuurid on toodud lisas (tabelid L1 ja L2). Ankuraineks kasutati bensoehapet (Reakhim,
Venemaa).

Jargnevad mdodetud aminohapped périnesid L-aminohapete komplektist (Sigma,
Saksamaa): a-alaniin, gliitsiin, lisiin, feniiiilalaniin, proliin, asparagiinhape, treoniin,
asparagiin, metioniin, glutamiinhape, glutamiin, tlirosiin, leutsiin, triiptofaan, tsiisteiin,
histidiin, valiin, isoleutsiin, arginiin, seriin. Lisaks modddeti ionisatsiooniefektiivsused [-
alaniinile (Fluka, Sveits) ja 7 oligopeptiidile: Ac-Gly-Lys-OMe (Bachem, Saksamaa), Gly-B-
Ala-B-Ala (Bachem, Saksamaa), Gly-Asp-Ala (Bachem, Saksamaa), Phe-Phe-Phe-Phe
(Bachem, Saksamaa), Gly-Pro-Gly-Gly (Bachem, Saksamaa), Gly-Gly-Gly-NH: (siinteesis A.
Laaniste), Gly-Gly-Gly-Phe-Phe (siinteesis A. Laaniste). Struktuurid on toodud lisas (tabel L3).

Positiivses reziimis moddeti absoluutsel meetodil vordluseks jargnevate varem mooddetud
[38] (tabel L6) ainete ionisatsiooniefektiivsused: difeniililguanidiin,  piiridiin,
tetraetiiilammooniumperkloraat, tetrapropiitilammooniumkloriid, tetrabutliiilammoonium-
perkloraat, tetraheksiitilammooniumbensoaat, piirrolidiin, 3-nitroaniliin, trietliiilamiin, 1-etiitil-
3-methiiiilimidasooliumtrifluorometiitiilsulfonaat, N,N-dimetiiiilaniliin, DBU (1,8-
diasabitsiiklo[5.4.0]undek-7-een), 1l-naftiitilamiin, difeniitilamiin, akridiin, 1-heksiiiil-3-
methiiiilimidasoolium-bis(trifluorosulfoniitil)imiid, tripropiitilamiin, tributiitilamiin,
feniililbensoaat, dietliiilamiin, bensamiid, dimetiiilglutaraat, 2-metiiiilpiiridiin, aniliin,
piperidiin, bensofenoon, sulfantiiilamiid, 2,6-dimetiiiilptiridiin, bensiililamiin,
feniililtetrametiiiilguanidiin, tetrametiiiilguanidiin, tetrametiiilammooniumkloriid  (koigil
péritolu sama mis [38]). Lisaks mdddeti reserpiini (Sigma, Hiina) ja verapamiili (Sigma,

Ameerika Uhendriigid) ionisatsiooniefektiivsused (struktuurid tabelis L4).

2.3 Arvutused

Statistiliste mudelite jaoks vajalike parameetrite — veefaasi pKa, logPow, laengu
delokalisatsiooni parameeter WAPS, Klamti deskriptorid — arvutamiseks kasutati COSMO-RS
meetodit.

COSMO-RS meetod [54] eceldab kaheetapilist ldhenemist, milles esimeses teostati
geomeetria optimeerimine DFT BP [55, 56] TZVP tasemel RI [57] ldhendusega rakendades
COSMO kontiinumi solvatatsiooni mudelit (¢ = o) [54]. Arvutused teostati kasutades
programmipaketti Turbomole, versioon 6.4 [58]. Enamuse ainete jaoks kasutati mitut
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konformeeri, mis vastasid erinevatele lokaalse energia miinimumidele. Kasutati Turbomole’i
vaikimisi miiratud konvergeerumise kriteeriumit 10 Hartree, geomeetria konvergeerumise
maksimaalne gradient |dE/dxyz| 10 Hartree/Bohr. Selle esimese arvutusetapi tulemusena
saadakse: iga konformeeri jaoks konformeeri optimeeritud geomeetria; detailsed andmed
molekulaarse augu kohta, polarisatsiooni laengutihedused, mis on kaardistatud augu pinnale;
virtuaalsesse juhti (¢ = «) sukeldatud molekuli kogu elektroonneenergia ja molekulaarse pinna
pindala ja ruumala.

Teises etapis teostati statistilise termodiinaamika arvutus kd&ikide iihendite jaoks
programmis COSMOtherm, versioon C3.0, 13.01 [59]. COSMO-RS arvutus votab arvesse
interaktsioone analiiiidi ja solvendi/keskkonna molekulide vahel, samuti interaktsioone
analiiiidi molekulide vahel [54]. Sisendina voetakse arvesse ka solvendi koostis sellisena, nagu
see oli eksperimendis (kaasa arvatud vee kontsentratsioon solvendis). Uuritud analiiiitide jaoks
kasutati null-kontsentratsioone (Idpmata lahja lahus). Nii vOetakse arvesse interaktsioone
uuritud analiilitide ja solvendi vahel, aga mitte analiiiidi molekulide endi vahel. Selliselt
simuleeritakse eksperimendi tingimusi, kus kasutakse samuti vdga lahjasid lahuseid. Siin
voetakse arvesse koikide interakteeruvate molekulide konformeere vastavalt nende suhtelisele
stabiilsusele etteantud keskkonnas.

COSMO-RS programmiga leiti pKa: ja pKa2 vees, mis kirjeldavad analiiiidi happelisi
omadusi, logPow, mis iseloomustab analiiiidi hiidrofoobsust, WAPS, mis néitab analiiiidi laengu
delokalisatsiooni anioonis (mida vidiksem number, seda delokaliseeritum on laeng) ning nn
Klamti parameetrid, mis iseloomustavad solvateeritud molekuli pindala, polaarsust ja
polariseeritavust (sig2 ja sig3) ning vesiniksideme aktseptoorset ja donoorset voimet. Arvutatud
parameetrite vadrtused on toodud tabelis 1 (pKat, pKaz, a2, logPow, WAPS) ning lisas (tabelid
L7.1jaL7.2).

2.4 Mudelite koostamine

Koik statistilised testid viidi labi 95%-sel usaldusnivool. Lineaarne diskriminantanaliiiis
viidi 14bi programmiga R paketi Mass abil. Et selgitada, miks osad iihendid annavad
mitmelaengulisi ioone ESI allikas, aga teised iihendid ei anna, on vajalik teada uuritud ithendite
fiitisikalis-keemilisi omadusi, aga samuti ESI pihustuses kasutatud keskkonna, lahusti,
omadusi. Teame Kirjandusest, et osa analiiiidi ionisatsioonini viivaid protsesse toimub lahuses
ning osa gaasifaasis. Kuna pihuses toimuvat lahustikoostise muutust on keeruline arvesse vota,
siis Uildjuhul tehakse lihtustus ja kasutatakse analiilidi omadusi veefaasis. Ka kéesolevas t60s

kasutati sarnast ldhendust.
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loniseerumise méadra arvutamiseks positiivses ESI reziimis kasutati valemit 11.

“ETR (11)

kus Ka on analiitidi konjugeeritud happele vastav dissotsiatsioonikonstant ning [H']

vesinikioonide kontsentratsioon lahuses.

Negatiivses reziimis toimuvate protsesside iseloomustamiseks kasutati valemite 12 ja 13 alusel
arvutatud ioniseerumisemédrasid. Valemites 12 ja 13 on Ka: analiilidi dissotsiatsioonikonstant

esimeses astmes ning Ka2 on analiitidi dissotsiatsioonikonstant teises astmes.

o, = H (12)

o, = A (13)
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3  Tulemused

3.1 Mitmelaengulisi ioone andvate iihendite ionisatsiooniefektiivsuste uurimine

lonisatsioonefektiivsuste skaala koostati aluselises ja happelises solvendis negatiivses
reziimis kahelaengulisi ioone moodustavate ainete jaoks. Seejuures koostati eraldi skaalad iihe-
ja kahelaenguliste ioonide signaalide alusel. Kokku analiilisiti 30 erinevat iihendit, millest
kahelaengulisele ioonile vastavat kvantiseeritava intensiivsusega signaali andis 9 ainet.
Uhendid, mis andsid kahelaengulisi ioone on toodud tabelis 1 koos vastavate mdddetud loglE
vaartustega  (va  fenool-2,4-disulfoonhape, mille jaoks ei olnud  vdimalik
ionisatsiooniefektiivsuseid modta tingituna lahedase m/z vaartusega segajast spektris). Koik
ionisatsiooniefektiivsused moddeti suhtelisel meetodil. Ankuraineks oli bensoehape, mille
ionisatsiooniefektiivsus aluselises solvendis voeti nulliks [46].

Skaalade jaoks teostati aluselises keskkonnas kokku 23 ja happelises 17 suhteliste
ionisatsiooniefektiivsuste mootmist. Iga modtmine viidi 1dbi viiel erineval analiiiitide
kontsentratsioonide suhtel ning leiti logRIE vaartused vastavalt valemile 4. Aluselises solvendis
on ionisatsiooniefektiivsuste skaala ulatus kahelaenguliste ioonide jaoks ligikaudu 3
logaritmilist tihikut ja ihelaenguliste jaoks ligikaudu 4 logaritmilist ihikut. Happelises
keskkonnas on skaala ulatused vastavalt 4 ja 3 logaritmilist iihikut. Uhelaengulistele ioonidele
vastavad ionisatsiooniefektiivsused kahes keskkonnas t-testi alusel statistiliselt ei erinenud.
Kahelaengulisele ioonidele vastavate ionisatsiooniefektiivsuste korral erinesid tulemused
statistiliselt, vélja arvatud SPADNSI ja tirooni jaoks. Moddetud loglE vadrtused on toodud
tabelis 1 ning neid omavahel vordlev graafik lisas (joonis L1).

COSMO-RS programmiga arvutatud parameetreid korreleeriti ilikshaaval moddetud
loglE viirtustega. Korrelatsioon oli halb (R? < 0,55) Klamti parameetritega (polaarsust ja
polariseeritavust iseloomustavad sig2 ja sig3 ning vesiniksideme donoorsust ja
aktseptooorusust iseloomustavad Hacc3 ja Hdon3). Samuti ei olnud voimalik korreleerida a
aluselises keskkonnas leitud ionisatsiooniefektiivsustega, kuna ko&ik tihendid on selles
keskkonnas tiielikult deprotoneerunud ning ioniseerumise méadr on sellisel juhul kdikide
{ihendite jaoks vdrdne iihega. Ulejiinud parameetritega saadi kas iihe- ja/vdi kahelaengulisele
ioonile vastava loglE véartusega hea korrelatsioon.

Parimas korrelatsioonis oli iihelaengulise iooni ionisatsiooniefektiivusega aluselises
keskkonnas iihelaengulise iooni logPow (R* = 0,84 ning positiivne). Samuti andis hea
korrelatsiooni tihelaengulisele ioonile vastava loglE véartusega ihendi pKai, WAPS ja neutraali

vesiniksidemete donoorne vdime. Nendest on omavahel tugevas korrelatsioonis pKa: ja
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neutraali vesiniksidemete donoorsus. Kahelaenguliste ioonide jaoks oli hea korrelatsioon
ionisatsiooniefektiivsusega ~ WAPS  parameetril, molekulaarruumalal  ja  neutraali
vesiniksidemete donoorsusel.

Happelises keskkonnas olid korrelatsioonid samavairsed, vaid kahelaengulise iooni
ionisatsiooniefektiivsuse ja vastava WAPS parameetri vahel ei tdheldatud korrelatsiooni.
Huvitava tdsiasjana téheldati head korrelatsiooni happelises keskkonnas ka iihelaengulisele
ioonile vastava ionisatsiooniefektiivsuse ja kahelaengulisele ioonile vastava ioniseerumise
médra vahel. Samas korrelatsioon iihelaengulise iooni osakaalu lahuses Kkirjeldava
ioniseerumise méaaraga oli kehv.

Teostati lineaarne diskriminantanaliiis (LDA), et leida omadused, mille abil saaks
ennustada, kas analiiiit annab kahelaengulisi ioone. LDA mudel tootati vélja kasutades
treeningandmestikku, mis koosnes 18 juhuslikult valitud tihendist. Nende hulgas oli 5 iihendit,
mis eksperimentaalselt andsid kahelaengulisi ioone ja 13 iihendit, mis kahelaengulisi ioone ei
andnud. Kasutati erinevaid kombinatsioone COSMOtherm-i abil arvutatud parameetritest
(logPow neutraali, aniooni, dianiooni jaoks, WAPS, pindala, pKa vaartused). Valiti selline
kombinatsioon, mis andis kdrgeima ennustustdpsuse. Selleks oli mudel, mis pohineb pKa ja
neutraali logPow véartustel (vt valem 14):

F =-0,48-pK,,(A)+0,60-log P, (A) (14)
kui F > 0O siis analiiiit A € annab kahelaengulisi ioone,
kui F < 0 siis analiiiit A € ei anna kahelaengulisi ioone.

Nende parameetritega saadi treeningandmestiku jaoks ennustustidpsus 94%. Vaid pisut
halvema ennustustdpsusega (89%) oli mudel, mis sisaldas logPow asemel molekuli pindala voi
WAPS-i voi aniooni vdi dianiooni logPow védrtust. Sinise eosiini jaoks ennustas mudel
kahelaenguliste ioonide andmise vdimet valesti. Mudel ennustas, et kahelaenguline ioon
moodustub, kuid spektris vastavat 10oni ei tdheldatud. Vilja tootatud LDA mudelit rakendati
testandmestikule, mis sisaldas 11 iihendit, neist 4 andsid kahelaengulisi ioone. Testandmestiku
jaoks saadi ennustustipsus 82%. Mudel ennustas valesti ionisatsioonikditumise
batokuproiindisulfoonhappele ja broomkresoolpurpurile.

Head kvantitatiivset iihelaengulisetele ioonidele vastavat ionisatsiooniefektiivsuse
ennustamise mudelit (nii aluselises kui happelises keskkonnas) oli voimalik tuletada, kasutades
tihelaengulise iooni WAPS viirtusi. Saadud mudeli ennustustdpsust kirjeldab ruutkeskmine
viga (s) 0,71 ja korrelatsioonikoefitsiendi ruut (R?) 0,64.

log IE = (~114+0,23)-WAPS +(3,36+0,51) (15)
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Tabel 1. Negatiivses reziimis uuritud ained. Ainetele, mis kahelaengulisi ioone massispektris ei andnud,
ionisatsiooniefektiivsusi ei moddetud (-). Toodud on aluselises (pH = 10,74) ja happelises keskkonnas (pH =
2,68) kahelaengulisi ioone andvate ainete ionisatsiooniefektiivsused (loglE1 — iihelaengulisele ioonile vastav
ionisatsiooniefektiivsus; loglE> — kahelaengulisele ioonile vastav ionisatsiooniefektiivsus), pKa véartused,
ioniseerumise maarad (a2), neutraali logPow vaartused ja WAPS parameetrid iihe- ja kahelaengulise analiiiidi
iooni jaoks. Ankuraineks on bensoehape aluselises keskkonnas.

pH = 10,74 pH = 2,68 WAPS-10°
. di-
PKa1 | pKa2 | o2 |loglEz |loglE1| o2 |loglE2|loglE:|logPow [anioon anioon
Broomfenoolsinine 0,99 | 2,96 [1,00| 2,63 | 2,34 |0,34| 0,28 | 1,93 | 6,86 | 1,54 | 1,86
Batokuproiindisulfoonhape | -1,70 | 5,05 |{1,00| 1,95 | 0,45 |0,00| 1,06 | 0,42 | -0,06 | 2,02 | 1,92
Broomkresoolroheline 055|349 |100| 1,712 | 1,45 |0,23|-0,15 | 2,01 | 6,63 | 1,62 | 1,83
Broomtiimoolsinine 1,15 | 5,76 |1,00| 1,23 | 2,95 |0,00| -0,25 | 2,16 | 7,47 | 1,44 | 1,70
Kollane eosiin 3,30 | 454 |1,00f 1,15 | 1,50 |0,00| 0,27 | 1,47 | 5,03 | 1,60 | 1,90
SPADNS -2,32|-2,19/1,00| 0,66 | -0,20 |1,00| 0,16 | -0,58 | 1,41 | 2,34 | 2,57
Sulfosalitstitilhape -1,53| 2,31 |{1,00| -0,38 | 0,22 |0,70| -2,54 | 0,22 | 2,68 | 2,38 | 2,60
Tiroon -2,66|-2,15/1,00| -0,62 | -0,68 |1,00| -0,29 | -0,34 | 3,07 | 3,98 | 5,01
Broomkresoolpurpur 1,26 | 431 1,00 - - 10,02 - - 4,75 | 2,01 | 2,34
Sinine eosiin 2,80 | 3,14 |1,00| - - 10,13| - - 4,17 | 1,58 | 1,90
Tiimoolftaleiin 10,04 110,98(0,32| - - |0,00| - - 579 | 1,66 | 1,98
Timoolsinine -0,89| 7,54 |1,00 - - 0,00 - - 451 | 1,70 | 2,01
Kresoolpunane 1,08 | 6,31 |1,00| - - 10,00 - - 410 | 2,19 | 2,59
m-kresoolpurpur -1,29 | 6,71 |1,00| - - (0,00 - - 1,85 | 2,34 | 2,89
Fenoolftaleiin 9,28 | 9,04 |0,98| - - 10,00 - - 2,66 | 2,60 | 3,31
Fenool-2,4-disulfoonhape* | -2,99 | -1,91 | 1,00 - - 1,00 - - 2,10 | 4,28 | 5,25
Tereftaalhape 2,26 | 3,44 |1,00| - - (0,11} - - 1,01 | 523 | 6,96
Oktaandihape 491 | 488 |1,00| - - (0,00 - - 1,12 | 5,24 | 6,05
Isoftaalhape 2,87 | 416 |1,00| - - 10,01 - - 1,02 | 554 | 7,36
Heptaandihape 4,61 | 4,76 1,00 - - 10,00 - - 0,78 | 6,09 | 6,92
Ftaalhape 292 | 456 (1,00 - - |0,00| - - 0,36 | 6,12 | 8,23
3-nitroftaalhape 2,11 | 3,60 (1,00 - - |0,09| - - 2,19 | 6,25 | 511
Heksaandihape 498 | 498 |1,00| - - (0,00 - - 0,18 | 7,04 | 8,10
(2E)-2-metiialbut-2-en | 31 | 5es 1100l - | - |ooo| - | - |o08s8 | 774 | 973
dihape
2-metiileenbutaandihape | 4,05 | 4,48 |1,00 - - 0,00 - - 0,50 | 8,05 | 10,05
Pentaandihape 459 | 492 1,00 - - (0,00 - - -0,35 | 8,22 | 9,65
(2E)-but-2-eendihape 3,41 | 4,00 (1,00 - - |0,01| - - 0,55 | 8,66 | 11,30
Butaandihape 427 | 4,89 [1,00| - - 10,00 - - -0,33 | 9,60 | 11,64
(22)-but-2-eendihape 292 | 466 |1,00| - - 10,00 - - -0,26 | 9,64 | 12,69

*Andis kahelaengulisele ioonile vastavat signaali ESI/MS spektris, kuid loglE véartust polnud voimalik modta
tingituna 1dhedase m/z véirtusega segajast massispektris.
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Ainukesena hilbis mudelist tiroon. Kui tirooni mudeli koostamisel mitte arvestada saadi
ennustatud ja mdddetud ionisatsiooniefektiivsuse vahel hea korrelatsioon (R?> = 0,88), ka
kooskolalisus on hea (s = 0,39).

log IE = (- 2,65+0,28)-WAPS + (6,06 +0,53) (16)

Kahelaengulistele ioonidele analoogset mudelit véilja tootada ei dnnestunud.

3.2 Aminohapete ja oligopeptiidide ionisatsiooniefektiivsuste m66tmine

Kokku moddeti 21 aminohappe ja 7 oligopeptiidi ionisatsiooniefektiivsused ESI
positiivses reziimis ning 14 aminohappe ja 6 oligopeptiidi ionisatsiooniefektiivsused ESI
negatiivses reziimis absoluutsel meetodil. Positiivses reziimis kasutati solvendina 80/20
MeCN/0,1% HCOOH lahust ning negatiivses 80/20 MeCN/0,1% NHj3 lahust.

Iga aine jaoks teostati vihemalt kolm kordusmdotmist. Positiivses reziimis mdoddetud
skaala ulatus on aminohapete jaoks umbes 2 logaritmilist {ihikut ning kogutud standardhélve s
= 0,24 ning peptiidide jaoks 3 logaritmilist tihikut (s = 0,31) ja negatiivses aminohapete jaoks
1 logaritmiline tihik (s = 0,14) ning peptiidide jaoks 2,5 logaritmilist {ihikut (s = 0,08).
Positiivne skaala on ankurdatud koigi kdesolevas t60s ja varasemas uurimuses [38] mooddetud
tihiste ainete kaudu varasemalt mdoddetud skaala kiilge, kus skaala nullpunkt oli
metiitilbensoaadi loglE véértus. Ankurdamine teostati kasutades varasemas to0s ning
kéesolevas t66s moddetud vdirtuste vahe minimeerimist vastavalt valemile 9.

Negatiivses reziimis moddetud skaala on ankurdatud bensoehappe kiilge, mida on
kasutatud ankruna ka varasemates toodes [46]. Seetdttu ei ole omavahel vorreldavad
ionisatsiooniefektiivsuste numbrilised vaartused kahes eri reziimis, kuid vdrreldav on
konkreetsete ainete paiknemine skaalades.

Koos aminohapetega moddeti iile (tulemused tabelis L6) ka 34 varem mdddetud ainet
[38] (joonis 1) ning 2 uut iihendit (verapamiil ja reserpiin). Erinevus kéesoleva t66 raames
mdddetud tulemuste ja varem mdddetute vahel on see, et varasemad tulemused on saadud
kasutades infuseerimist ning suhtelist meetodit, praegused tulemused on saadud absoluutsel
meetodil. Lisaks on praegu kasutatud iga aine jaoks optimaalset sihtmassi [53]. Varasemalt [38]
kasutati kolme sihtmassi — kummagi analiitidi m/z vaartuseid ja sihtmassi 500 — ning saadud
ionisatsiooniefektiivsused keskmistati. Samuti olid erinevad voolukiirused (praegu 2 ml/min,

varasemas t00s kasutati 0,0083 ml/min). Saadud tulemuste vordlus on toodud joonisel 1.
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Tabel 2. Positiivses ja negatiivses reziimis moddetud ionisatsiooniefektiivsused. Positiivses
reziimis on tulemused ankurdatud Oss et al. [38] tulemuste kiilge ning negatiivses reziimis
Kruve et al. [46] tulemuste kiilge.

Analiitit | loglEpositiivne | l0g|Enegatiivne
Aminohapped
Leutsiin Leu 3,15 -0,12
Fentitlalaniin Phe 3,07 0,69
Histidiin His 3,04 -0,69
Arginiin Arg 2,88 -
Isoleutsiin lle 2,75 -0,09
Metioniin Met 2,70 -0,62
Valiin Val 2,70 -0,16
Proliin Pro 2,63 -
Triiptofaan Trp 2,62 -0,05
Liisiin Lys 2,58 -
Tirosiin Tyr 2,51 0,30
Glutamiinhape Glu 2,39 -0,31
Treoniin Thr 2,35 -0,52
Glutamiin Gln 2,31 -0,58
Asparagiinhape Asp 2,21 -0,49
a-Alaniin Ala 2,17 -
B-Alaniin B-Ala 2,15 -
Seriin Ser 2,14 -0,49
Asparagiin Asn 2,12 -0,49
Gliitsiin Gly 1,30 -
Tsiisteiin Cys 1,24 -
Kogutud standardhdlve 0,24 0,14
Oligopeptiidid

Phe-Phe-Phe-Phe 4,69 1,62
Gly-Gly-Gly-Phe-Phe-NH, 3,85 0,62
Ac-Gly-Lys-OMe 3,79 -
Gly-Pro-Gly-Gly 3,79 -0,07
Gly-Gly-Asp-Ala 2,78 0,03
Gly-B-Ala-p-Ala 2,57 -0,36
Gly-Gly-Gly-NH; 1,91 -0,90
Kogutud standardhdlve 0,59 0,08

- madala tundlikkuse tottu polnud vdimalik modta
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Absoluutse meetodiga saadud loglE
Joonis 1. Varem mdddetud tulemuste (suhteline meetod [38]) ja kdesolevas t66s mdddetud
tulemuste (absoluutne meetod) korrelatsioon.

lonisatsiooniefektiivsuse ennustamise mudeli koostamiseks kasutati varem mdoddetud
[38] tulemusi, kéesolevas t60s iile moodetud tulemusi ning lisaks juurde moddetud
aminohapete tulemusi. Treeningandmestiku moodustasid 37 juhuslikult valitud ihendit, millest
6 olid varem moddetud tulemused, 16 iilemoddetud tulemused ning 15 aminohappe tulemused.
Mudel koostati sarnaselt varem negatiivses ESI reziimis kasutatud ioniseerumise mééra o ning
laengu delokalisatsiooniparameetri WANS abil ning saadi valem 13.

log IE = (1,38 +£0,38)- & +(— 0,36 + 0,04)- WANS + (3,96 +0,38) (13)
Kooskolalisust iseloomustav ruutkeskmine ennustusviga s = 0,67 ning ennustatud ja

moddetud viirtuste vaheline korrelatsioon treeningandmestiku puhul oli hea (R? = 0,71).
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Joonis 2. Mudeli viljatédtamine aminohapete ja varem moddetud ainete [38] jaoks.
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Valideerimisandmestiku kuulusid treeningandmestikku mittekuulunud 24 iihendit,
millest 6 olid varem moddetud ning 12 iile moddetud {iihendit, lisaks 6 aminohapet.
Valideermisandmestiku moddetud ja ennustatud vdirtuste korrelatsioon on hea, ruutkeskmine

ennustusviga s = 0,66.
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4 Arutelu

4.1 Mitmelaengulisi ioone andvate iihendite ionisatsiooniefektiivsuste uurimine

Saadud tulemuste pohjal ndeme, et teatud funktsionaalsete riihmadega analiitidid annavad
kahelaengulisi ioone. Kdik kahelaengulisi ioone moodustavad iihendid omasid vdahemalt {ihte
sulfoonhapperiihma, samuti enamikel juhtudel (va batokuproiindisulfoonhape) tihte voi mitut
elektronegatiivset rithma (hiidroksii voi bromiid) ning olid aromaatsed. Dikarboksiiiilhapped ei
andnud massispektris kahelaengulistele ioonidele vastavat signaali.

LDA mudelist, mis to6tati vilja ennustamaks, millised ithendid annavad kahelaengulisi
ioone, ndeme, et peamised omadused, mis mitmelaenguliste ioonide andmist mééravad, on
happelisus ja hiidrofoobsus. Seejuures on oluline just teise happeriihma dissotsatsiooni
kirjeldav pKa2. Mitmed iihendid, mis ithendi pKa ja lahuse pH jargi oleksid lahusfaasis
kahelaenguliste anioonidena massispektris kahelaengulisi ioone ei andnud. Vaid iihendid, mille
pKaz oli oluliselt madalam lahuse pH-st andsid kahelaengulisi ioone. Sarnase tulemuseni on
peptiidide mitmelaengulisust uurides joudnud ka Felitsyn et al. [27], ndidates, et teise laengu
tekkimine analiitisitava tihendi molekulile ESI protsessis on raskendatud tingituna laengute
toukumisest. Teiseks on oluline iihendi hiidrofoobsus. Dissotseerumine muudab happeid
hiidrofiilsemaks, ning sunnib neid seetdttu jaddma ESI tilkade sisemusse. Seetdttu suudavad ESI
tilga pinnale, kust ioonide liikumine gaasifaasi toimub, litkuda vaid védga hiidrofoobsetele
tihenditele vastavad dianioonid. Seega suudavad kahelaengulisi ioone anda vaid vaga happelisi
riihmi sisaldavad ja vdga hiidrofoobsed {ihendid.

Siiski ennustas LDA mudel kolme aine (sinine eosiin, batokuproiindisulfoonhappe ja
broomkresoolpurpur) jaoks kahelanguliste ioonide andmise vdimet valesti. Sinise eosiini puhul
voib olla pohjuseks lisandite esinemine aines, mis vdivad alla suruda analiitidi signaali ning
teha massispektri miiraseks. Seetdttu Vdis sinine eosiin kiill kahelaengulisi ioone anda, kuid
nende intensiivsus jdi allapoole meie madramispiiri. Sarnastel pohjustel vois ka
broomkresoolpurpuri kahelaenguline 10on selles t66 massispektrist tuvastamata jddda. Samas
on voimalik, et kahelaenguliste ioonide moodustumist mdjutab veel moni faktor, mis pole meie
mudelis arvesse voetud.

Batokuproiindisulfoonhappe logPow on véga sarnane nendele iihenditele, mis ei andnud
kahelaengulisi ioone ning ilmselt sellest ongi tingitud valesti ennustamine.
Batokuproiindisulfoonhappe puhul kasutati fiiiisikalis-keemiliste parameetrite arvutamisel ka
tsvitterioone, samas Teesch et al. on ndidanud, et gaasifaasi joudvate ioonide struktuur ei

sarnane lahusefaasis eksisteerivate tsvitterioonidele [60]. Seega vd&ib  oletada,
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batokuproiindisulfoonhappe jaoks on tilga pinnale jaotumise kirjeldamiseks logPow ebasobiv
parameeter.

lonisatsiooniefektiivsuste skaala (tabel 1 ja joonis L1) ulatus ja iihendite jarjekord skaalas
soltub keskkonna happelisusest. Happelises keskkonnas on skaala ulatus kahelaenguliste
ioonide jaoks umbes iihe {ihiku vorra suurem kui aluselises keskkonnas. Seega on pH viga hea
vahend mojutamaks MSi tundlikkust kahelaengulisele iihendile vastava signaali
detekteerimiseks.

Uhendite jirjekord on erinev soltuvalt lahusti pH-st. Uldiselt on kahelaengulistele
ioonidele vastavad ionisatsiooniefektiivsuste véiirtused vorreldes nende viirtustega aluselises
keskkonnas umbes iihe logaritmilise {ihiku vorra madalamad kui happelises keskkonnas.
Uhelaengulistele ioonidele vastavad loglE viirtused on lahuse pH-st oluliselt vihem
mojutatud.

Aluselises keskkonnas moodustub lahusefaasis rohkem kahelaengulisi ioone, sest
analiilitide ndol on tegemist happeliste ihenditega, mis aluselises keskkonnas loovutavad iihe
prootoni asemel kaks (pKaz on oluliselt vdiksem kui aluselise keskkonna pH) ning seega on
kahelaengulistele ioonidele vastav signaal suurem ning ionisatsiooniefektiivsused tldiselt
suuremad. Happelises keskkonnas ei ole kahelaengulise iooni moodustumine nii soodne ja
seega moodustub pigem rohkem {tihelaengulisi ioone. Selle tulemusena on kahelaengulistele
ioonidele vastavad ionisatsiooniefektiivsused happelises keskkonnas madalamad kui aluselises.
Vaid SPANDSI ja tirooni jaoks ei muutu ionisatsiooniefektiivsused aluselises ja happelises
keskkonnas, mis on loogiline, kuna nende tihendite jaoks on pKa2 vdga madal ja ioniseerumise
médr (o2) 1 ning seetdttu esineb nende iihendite jaoks molemas lahuses sama palju
kahelaengulisi ioone.

Aluselises keskkonnas annavad korgema ionisatsiooniefektiivsuse iihelaengulisele
1oonile vaid broomtiimoolsinine ja kollane eosiin. Broomkresoolrohelise ja broomfenoolsinise
jaoks muutub happelises keskkonnas tihelaengulise iooni loglE kdrgemaks kui kahelaengulise
iooni loglE. lonisatsiooniefektiivsuste erinevused on sel juhul umbes 0,1 kuni 0,5 logaritmilist
tihikut.

Vaadeldes  happelises  keskkonnas  iihelaengulistele  ioonidele  vastavaid
ionisatsiooniefektiivsusi, ndeme, et korgeima ionisatsiooniefektiivsustega on suure
molekulaarruumalaga iihendid, mis ei anna nii kdrge ionisatsiooniefektiivsusega kahelaengulisi
ioone (vastavalt broomtiimoolsinine, broomkresoolroheline ja broomfenoolsinine). Nende seas
korgeima loglE véartusega broomtiimoolsinine, millel on rohkem hiidrofoobseid korvalriihmi.

Viiksema  ionisatsiooniefektiivsusega on need ained, mis annavad korge
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ionisatsiooniefektiivsusega kahelaengulisi ioone ning sulfosalitsiiiilhape ja tiroon, mis on
suhteliselt hiidrofiilsed tihendid. Keskmise ionisatsiooniefektiivsusega on kollane eosiin, mis
on suhteliselt suur molekul ning eristub selle poolest, et ei sisalda sulfoonhapperiihma.

Broomtiimoolsinine on molemas keskkonnas iihelaenguliste ioonide jaoks suurima
ionisatsiooniefektiivsusega. [Imselt seetdttu, et tema hiidrofoobsus on vorreldes teiste uuritud
ithenditega suurem ning seetdttu liigub iihelaenguline ioon suurel méaaral ESI tilga pinnale, isegi
kui seda tekib vaid vdhesel méddral. Kdige kehvema ionisatsiooniefektiivsusega on tiroon,
tegemist on vorreldes teiste analiilisitud tihenditega korge hiidrofiilsusega viikese molekuliga
(tabel 1). Madala ionisatsiooniefektiivsusega on ka teine vidikene hiidrofiilne tihend
sulfosalitsiiiilhape.

Seega on ndha, et vastavad loglE vairtused on aluselises ja happelises keskkonnas
erinevad ning see nditab, et loglE vairtused sdltuvad lahusti pH viirtusest. Lahusti pH on seega
oluline parameeter, mida votta arvesse loglE-d ennustava mudeli véljatdotamisel ning samuti
parema selektiivsuse saavutamisel. Samuti on iilaltoodust ndha, et {iihelaengulise ja
kahelaengulise iooni moodustumine on mitmealuseliste hapete puhul tugevalt omavahel seotud

protsessid.

4.2 Aminohapete ja oligopeptiidide ionisatsiooniefektiivsuste m6dtmine

Oluliselt tdiendati ESI positiivses reziimis mdodetud ionisatsiooniefektiivsuste skaalat.
Moddetud aminohapete ja peptiidide ionisatsiooniefektiivsused varasemat skaalat kiill ei
laiendanud, kuid muutsid skaalasse moodetud ainete valimi mitmekesisemaks. Aminohapped
paiknesid skaalas pigem skaala alumises osas — loglE vairtused alla 3 loglE tihiku (nullpunktiks
on metiiiilbesoaadi ionisatsiooniefektiivsus). Peptiididele vastavad loglE viaartused varieerusid
vahemikus 4,69 kuni 1,91.

Negatiivses reziimis olid aminohapete ja peptiidide ionisatsiooniefektiivsuste vadrtused
samuti pigem skaala alumises osas: l0glE véartused enamasti alla 0, kusjuures nullpunktiks on

bensoehappe ionisatsiooniefektiivsus.

4.2.1 Positiivses reziimis teostatud aminohapete ja oligopeptiidide mootmised

Positiivses reziimis olid parema ionisatsiooniefektiivsusega pigem hiidrofoobsemad ja
suuremad iihendid. See on tingitud sellest, et sellised iithendid on pihuses olevates tilkades
rohkem tilga pinna ldhedal ja seetdttu on nende iileminek gaasifaasi lihtsam ja
ionisatsiooniefektiivsus korgem. Samuti olid eelistatud aluselised (His, Arg, Lys)
aminohapped. Nendel iihenditel on kaks aluselist rithma, mis vdib ioniseerumist lihtsustada.

Madalamate ionisatsiooniefektiivsustega olid happelised aminohappe (Asp, Glu). Samuti olid
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madala ionisatsiooniefektiivsusega viiksemad ja hiidrofiilsemad aminohapped (Gly, Cys jne),
mis on paremini solvateeritud ning seetdttu paiknevad suure tdendosusega tilga sisemuses,
seega on nende iileminek gaasifaasi keerulisem.

Kaéesolevas t66s uuritud oligopeptiidid olid iildiselt suurema ionisatsiooniefektiivsusega,
kui aminohapped. Ka oligopeptiidide korral kehtivad samad tendentsid: suurima
ionisatsiooniefektiivsusega on suurte ja pigem hiidrofoobsete korvalrithmadega oligopeptiidid,
mis ka ise olid suured (Phe-Phe-Phe-Phe ning Gly-Gly-Gly-Phe-Phe-NH2) ning viiksema
ionisatsiooniefektiivsusega olid vidiksemad ja hiidrofiilsematest aminohapetest koosnevad
peptiidid (madalaim Gly-Gly-Gly-NH.). Seega teades peptiidid aminohappelist koostist on

vOimalik ennustada tthendi ioniseerumise headust.
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Joonis 3. Chalcrafti mdddetud [18] suhteliste signaalide (RRF — ingl Relative Response Factor)
logaritmide ja kdesoleva t60 raames mdoddetud ionisatsiooniefektiivsuste korrelatsioon.

Chalcraft et al. [18] on varasemalt samuti mdotnud aminohapete
ionisatsiooniefektiivsuseid. Kuigi modtmised on 1dbi viidud erinevates lahustites (Chalcraft et
al. kasutasid mootmistes kardinlahusena (ingl sheath liquid) MeOH/0,1% sipelghappe 50/50
lahust), on tulemused omavahel heas sdltuvuses (Joonis 3). Korrelatsioonisirge tous on viga
lahedane tihele (0,98), see tdhendab, et ei esine olulisel méaral vaartuste ulatuse kokku surumist
ega viljavenitamist. VVabaliige tuleneb erinevast ankurainest, mille suhtes on signaal mdddetud
(Chalcraft et al. [18] mddtsid Ala-Ala suhtes, siin metiiiilbensoaadi suhtes). Uldiselt vdime
Oelda, et tulemused on siiski omavahel vorreldavad ja iihendite jarjekord on suhtelisel sarnane,
eriti kui vOtame arvesse modtmiste standardhdlvet. Kahjuks pole teada Chalcraft et al.
mootmiste standardhélvet. Korrelatsioonisirgest erinevad oluliselt valiin ja alaniin, mis on

molemas uuringus vaadeldud ainetest {ihed hiidrofiilsemad.
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Ionisatsiooniefektiivsuste ennustamiseks on vilja todtatud mudel [38], mis pohineb ainete
pKa Véirtustel ja molekulaarruumalal. Hiljem on leitud [46], et veelgi paremaid tulemusi annab
laecngu delokalisatsiooni maddra (WAPS/WANS) ning ioniseerumise médira o kasutamine
ionisatsiooniefektiivsuste ennustamisel. Mudeli headust ja universaalsust saame kontrollida
lisatud ainetega. Kui mudel on universaalne, siis suudab mudel lisanduvate aminohapete jaoks
ennustada korrektselt ionisatsiooniefektiivsusi.

Varem mdoodetud [38] ainetest oli voimalik uuesti moodta pigem korgema
ionisatsiooniefektiivsusega  ained. See  on  osaliselt  tingitud  varemkasutatud
infuseerimismeetodi ja selles to0s kasutatud siistimismeetodi erinevustest. Infuseerimisel
viiakse analiitidilahust pidevalt ioonallikasse, mistdttu saab selle meetodi puhul ka madala
kontsentratsiooniga lahustest viga hea signaali. Samuti on teada, et ESI/MS {ildine efektiivsus
on kdrgem madalamatel voolukiirustel. Uldiselt lihevad varem teostatud suhtelise meetodiga
ja praegu absoluutse meetodiga moddetud tulemused omavahel kokku (joonis 1 ja tabel L6).
Seega voime suhtelisel meetodil ja absoluutsel meetodil saadud tulemusi omavahel vorrelda,
kasutades vastavat korrelatsioonivorrandit. Esinevad ka moned korvalekalded.

Suuri erinevusi varem moddetud ja selles t60s mooddetud skaalade vahel tdheldati
trifeniiiilamiini, bensamiidi, tetrametiiilammoniumiooni, dietiiiilamiini ja pirrolidiini jaoks
(loglE muutus 0,7 kuni 1,7 logaritmilist tihikut).

Tetrametiitilammoniumiooni, dietiiiilamiini ja pirrolidiini jaoks on m/z alla 100.
Varasemas t60s kasutatud sihtmass on selliste vdikse m/z suhtega {ihendite jaoks optimaalsest
erinevam kui suurema m/z suhtega ainete jaoks. Sihtmassi tdpsema uuringu pohjal [47] on
pohjust arvata, et praegu kasutatud metoodika on parem ning annab eriti madala m/z suhtega
ainete jaoks korrektsemaid tulemusi.

Trifentiiilamiini ja bensamiidi loglE muutuse selgitamiseks viid 1dbi loglE médramine
kolmel erineval voolukiirusel: 0,8; 0,2 ja 0,05 ml/min. Seejuures maarati loglE muutus
voolukiirusega 43-le kdesolevas to0s uuritud ainele. Tehnilistel pohjustel jdid uuringust vilja
tthendid, mille m/z oli alla 100. Uuringu tulemusena leiti, et trifeniiiilamiini, bensamiidi
ionisatsiooniefektiivsus soltus oluliselt mootmisteks kasutatavast voolukiirusest (loglE muutus
kuni 0,7 logaritmilist iihikut). Nende {ihendite ndol on tegemist vdga madala aluselisusega
ainetega, mis lahuses ei protoneeru ning ilmselt mojutavad nende ionisatsiooni viaga tugevasti
gaasifaasilised protsessid. Voolukiirusest soltuvus seletab suuri erinevusi mdddetud
ionisatsiooniefektiivsuste vairtuste vahel, kuna varasemas t60s ja siin kasutatud voolukiirused

on iile 20 korra erinevad.
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Positiivses reziimis juurde mdodetud ning parendatud véartustega skaala jaoks koostati
ionisatsiooniefektiivsusi ennustav mudel. Mudeli viljatootamisse ei kaasatud tihendeid, mille
puhul oli tdheldatud loglE sOltumist voolukiirusest, kuna samaaegselt gaasifaasis ning
lahusefaasis toimuvaid protsesse on viga raske voi isegi voimatu iihe mudeliga arvesse votta.
Madala m/z véartusega tihenditel kasutati parendatud, st siin t66s moodetud, loglE véartuseid.
Need madala m/z suhtega ained, mida ei Onnestunud optimaalsema sihtmassiga iile mdota
(madal tundlikkus), jaeti mudelist vilja.

Jooniselt 2 on ndha, et madalamate ionisatsiooniefektiivsuste vaértuste juures on moned
punktid korrelatsioonisirgest lipris eemal. Mdddetust madalamaks on ennustatud gliitsiini
véadartus. Glitsiinil on nii treening- kui ka valideerimisvalimis olevatest ainetest
absoluutvédrtuselt kdoige suurem WANS. IImselt to6taks mudel paremini ka gliitsiini korral, kui
lisaksime valimisse veelgi sarnaseid vdga véikse laengu ioniseerumise médraga iihendeid.
Praecgu kasutatavatest iihenditest on gliitsiin sellepoolest teistest vdga erinev. Moddetud
vaartusest korgema loglE ennustab mudel 2-metoksiipiiridiinile, mille loglE voeti varasemast
to0st. Kuna tema m/z on tisna ldhedal kriitilisele vadrtusele 100, siis voib pohjus peituda selles,

et tegemist on ithendiga, mille puhul ei ole kasutatud optimaalset sihtmassi.

4.2.2 Negatiivses reziimis teostatud aminohapete ja oligopeptiidide mootmised

Negatiivses reziimis oli voimalik mdota viiksem hulk aminohappeid ja peptiide, sest
tundlikkus on negatiivses reziimis madalam. Lisaks ei ioniseerunud Ac-Gly-Lys-OMe iildse,
mis tiihelt poolt ei ole iillatav, arvestades, et nimetatud oligopeptiidis puuduvad selgelt
happelised vesinikud. Teisalt tostatab see kiisimuse Gly-Gly-Gly-Phe-Phe-NH:z ja Gly-Gly-
Gly-NH> suhtes, millel puudub samuti karboksiiiilhappe fragment koos selgelt happelise
vesinikuga. Nende puhul on deprotonisatsiooni tsentriks ilmselt atsetamiidi fragment, mis on
oluliselt vihem happeline kui karboksiitilhappe jaak, kuid siiski happelisem kui Ac-Gly-Lys-
OMe peptiidis leiduvad amiidsideme lammastikud, mis tingib ka vastavate anioonide esinemise
massispektris. Lisaks eelnimetatud peptiidile ei saanud moodta jargnevaid aminohappeid: a-
alaniin, B-alaniin, arginiin, gliitsiin, liisiin, proliin, tsiisteiin. Need aminohapped on negatiivses
reziimis ennustatavalt madalaimate ionisatsiooniefektiivsustega, kuna nad on kas viikesed,
hiidrofiilsemad vdi on tegemist aluseliste aminohapetega. Aluselist korvalriihma omavate
aminohapete anioonse vormi esinemiseks lahuses peab pH olema suhteliselt kdrge vorreldes
happelist korvalrithma omavate aminohapetega. Lisaks muudavad aluselised korvalrithmad
aminohappe suhteliselt hiidrofiilseks. Aminohapetest on suurima ionisatsiooniefektiivsusega

triiptofaan ning kdige madalama ionisatsiooniefektiivsusega asparagiin. Uldiselt kehtivad
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negatiivses reziimis sarnased seaduspidrasused positiivsega. Nimelt on suurema
ionisatsiooniefektiivsusega sellised aminohapped, mis on suuremad ja hiidrofoobsemad, samas
kui madalama ionisatsiooniefektiivsusega on viikesed ja hiidrofiilsemad aminohapped. Kuigi
nii aminohapete kui peptiidide puhul on loglE véértustes ja jarjekorras mdningaid erinevusi,

v&ib vilja tuua, et kahe reziimi jaoks mdddetud loglE viirtuste vahel on korrelatsioon (R*= 0,6;

joonis 4).
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Joonis 4. Positiivses ja negatiivses reziimis teostatud aminohapete ja peptiidide
ionisatsiooniefektiivsuste védrtuste modtmiste korrelatsioon.

Graafikult ning ka saadud skaalade ulatusest on niha, et negatiivses reziimis on skaalade
ulatus viiksem. Seda niitab ka tous (0,68+0,13), mis on statistiliselt ihest vdiksem. Eelneva
pohjal ndeme, et negatiivne reziim surub ionisatsiooniefektiivsuste skaalat kokku vorreldes

positiivse reziimiga.
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Kokkuvote

Magistritoé eesmargiks oli modta mitmelaengulisi ioone andvate ainete, aminohapete ja
peptiidide ionisatsiooniefektiivsused ning seejérel vilja  todtada  mudel
lonisatsiooniefektiivsuste  ennustamiseks.  Tédiendav  eesmédrk oli  uurida varem
ionisatsiooniefektiivsuse ennustamiseks kasutatud ioniseerumise ja delokalisatsioonimaéra
rakendatavust ka hiidrofiilsemate tihendite loglE ennustamiseks.

Lineaarset diskriminantanaliiiisi kasutades koostati mudel, mis voimaldab pKa2 ja logPow
abil ennustada, kas analiiiit annab ESI/MS korral kahelaengulisele ioonile vastavat signaali voi
mitte. See lihtsustab tulevikus oluliselt ainete lisamist mitmelaengulisi ioone andvate ainete
ionisatsiooniefektiivsuste skaalasse. Samuti tootati vilja laengu delokalisatsioonimédral
pohinev mudel mitmelaengulisi iooni andvate ainete iihelaengulistele ioonidele vastava
ionisatsiooniefektiivsuse ennustamiseks. Tehti kindlaks, et kahelaengulistele ioonidele vastav
ionisatsiooniefektiivsus on enim seotud aine happelisuse, hiidrofoobsuse (oktanool-vesi
jaotuskoefitsient) ning laengu delokalisatsioonimddraga. Samuti tehti kindlaks, et aine
ionisatsiooniefektiivsust mojutab ka keskkonna pH, mille optimaalne valik on hea moodus
selektiivsuse suurendamiseks.

Aminohapete ja oligopeptiidide ionisatsiooniefektiivsused moddeti nii positiivses kui ka
negatiivses reziimis ning selgus, et negatiivses reziimis on ionisatsiooniefektiivsuste skaala
ulatus vidiksem. Samuti oli tundlikkus vdiksem ning ei dnnestunud modta monede positiivses
reziimis madalamate ionisatsiooniefektiivsusega aminohapete ionisatsiooniefektiivsusi.

Selgus, et varasem ioniseerumise ning delokalisatsioonimééra pdhine mudel on edukalt
rakendatav ka aminohapetele. Aminohapete ja oligopeptiidide korral tdheldati {ihine
seaduspirasus, et mida suurema ja hiidrofoobsema iihendiga on tegemist, seda paremini ta
ioniseerub. Muuhulgas kinnitas tehtud t66 absoluutse meetodi rakendatavust erinevate ainete
ionisatsiooniefektiivsuse mootmiseks.

Kidesoleva t60 tulemusena moddeti ionisatsiooniefektiivsused ja tootati vilja
ennustusmudelid mitmelaengulistele iihenditele ning aminohapetele. Jargmisena on plaanis
laiendada analiiiitide valikut suuremate mitmelaenguliste oligopeptiididega ning uurida

viljatootatud mudelite rakendatavust ka selliste analiititide puhul.
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Summary

Expanding the electrospray ionization efficiency scale in positive and negative mode ESI
Piia Burk

Mass spectrometry with electrospray ionization source is more and more widely used
analytical technique. It has become a popular tool for investigation of biologically active
substances such as metabolites, peptides and proteins. Not all substances ionize with the same
efficiency therefore conclusions about concentration of analytes in the sample cannot be made
based only on the peak intensities in MS. In order to effectively estimate concentrations even
without standard substances it is essential to know which factors affect signal in ESI source and
why.

The aim of this work was to study hydrophilic compounds as well as compounds giving
multiply charged ions in MS. Therefore we measured ionization efficiencies for 8 polyprotic
acids yielding multiply charged ions, 21 amino acids and 7 peptides.

Based on linear discriminant analysis a model for predicting whether a polyprotic acid
gives or does not give doubly charged species was developed. It was observed that only
compounds with low pKa2 and high hydrophobicity are able to form doubly charged ions. Also,
for polyprotic acids, an ionization efficiency prediction model was developed that enables to
predict the ionization efficiencies that correspond to singly charged moiety. The model was
based on charge delocalization parameter. Also good correlation was seen between ionization
efficiencies corresponding to doubly charged moieties and acidity, octanol-water distribution
coefficient and also with charge delocalization parameter.

In the case of amino acids and oligopeptides it was seen that compounds with higher
hydrophobicity ionized better. lonization efficiency measurements were carried out both in
positive and negative mode ESI. Results demonstrated that negative mode compresses the
ionization efficiency scale.

It was also shown that parameters (ionization degree o and charge delocalization degree)
used to develop a model for prediction ionization efficiencies for hydrophobic analytes also
suited well for developing a model for predicting ionisation efficiencies for both hydrophobic
and hydrophilic analytes.

In conclusion, all the main aims set were reached. The outlook of this work is to expand
research with multiple charging hydrophilic analytes as well as to expand our research on bigger
oligopeptides which would also have multiple charges and to see whether our assumptions also

work with those molecules.
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Lisad

Tabel L1. Kahelaengulistele ioonidele vastavat MS signaali andvate {ihendite (koik

happevormina) struktuurid.

HO

Broomfenoolsinine
4,4°-(1,1-dioksido-3H-2,1-bensoksatiool-3,3-
diiitil)bis(2,6-dibromofenool)

O

Broomkresoolroheline
4,4'-(1,1-dioksido-3H-2,1-bensoksatiool-3,3-
diiitil)bis(2,6-dibromo-3-metiiiilfenool)

HO

HsC

S
7\ HsC
O O

Br

Broomtimoolsinine
4,4'-(1,1-dioksido-3H-2,1-bensoksatiool-3,3-

ditiiil)bis(2-bromo-6-isopropiiiil-3-metiiiilfenool)

V4

Curt

HO O

Br

OH
Br Br

Kollane eosiin
2-(2,4,5,7-tetrabromo-6-hiidroksii-3-0kso-3H-

ksanteen-9-iiiil)bensoehape

HO //
”@L
:“\//
HO™ \\ // OH
SPADNS

4,5-dihiidroksii-3-[(E)-(4-

sulfofeniiiil)diaseniiiilJnaftaleen-2,7-disulfoonhape

OH

|
0=S=0

HO

(0] OH
Sulfosalitstiiilhape

2-hiidroksii-5-sulfobensoehape

41




H4C CHy

Batokuproiindisulfoonhape
(2,9-dimetiiil-4,7-difentiiil-3,8-

fenantroliindisulfoonhape)

\ O
HO IS
\
OH
HO
HO—ﬁZO
0
Tiroon

(4,5-dihiidroksii-1,3-benseendisulfohape)

o OH
OQS//
/
HO
O:ﬁ—OH
@)

Fenool-2,4-disulfoonhape*

*

segajast spektris

ei olnud voimalik ionisatsiooniefektiivsuseid moota tingituna ldhedase m/z védirtusega

Tabel L2. Kahelaengulistele ioonidele vastavat signaali mitteandvate iihendite (koik

happevormina) struktuurid.

0
e
0 0
[l o [l
” O O A
N~
HO 0 o
Br Br

Sinine eosiin
2-(4,5-dibromo-6-hiidroksii-2,7-dinitro-3-okso-3H-

ksanteen-9-iiiil)bensoehape

Broomkresoolpurpur
4,4'-(1,1-dioksido-3H-2,1-bensoksatiool-3,3-

diiiiil)bis(2-bromo-6-metiiiilfenool)
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HO
OH

Fenoolftaleiin
3,3-bis(4-hiidroksiifentiiiil)-2-bensofuraan-
1(3H)-oon

HO CHa
Kresoolpunane
4-[3-(4-hiidroksii-3-metiiiilfentiiil)-1,1-

dioksobenso[c]oksatiool-3-iiiil]-2-methiiiilfenool

s/ CH,4
g
m-kresoolpurpur
4,4'-(1,1-dioksido-3H-2,1-bensoksatiool-3,3-
ditiiil)bis(3-methiiiilfenool)

Timoolftaleiin

3,3-bis(4-hiidroksii-2-metiiiil-5-propaan-2-

titilfentitil)-2-bensofuraan-1-oon

Timoolsinine

4,4'-(1,1-dioksiido-3H-2,1-bensoksatiool-3-

tilideen)bis[5-metiiiil-2-(1-metiiiiletiiiil )fenool

.
~N_ .
o Yo

3-nitroftaalhape
4-nitrobenseen-1,2-dikarbokstiiilhape

43




O
2 ou

N~
e

Ftaalhape
benseen-1,2-dikarboksiitilhape

O ®)
\\_< >_//
HO OH

Tereftaalhape
benseen-1,4-dikarboksiiiilhape

HO OH

Isoftaalhape

benseen-1,3-dikarboksiiiilhape

i i
HO HO HO O
\H/\/\OH \H/\/\OH || _
O O O OH
Fumaarhape Merivaikhape Glutraarhape
(2E)-but-2-eendihape Butaandihape Pentaandihape
Q OH
HO || OH O o
7
\||/\/\/\OH %K/\/\/H\ o™ 7
@) OH
o) _ OH
o Pimeelhape B
Abipiinhape ) Suberiinhape
] Heptaandihape )
Heksaan-1,6-dihape Oktaandihape
g il
HO )\/\/OH OH O
|| NN OH HO || O:<_>\/OH
o] O —
Mesakoonhape Itakoonhape Maleiinhape

(2E)-2-metiiiilbut-2-eendihape

2-metiileenbutaandihape

(22)-but-2-eendihape
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Tabel L3. M6ddetud aminohapete ja peptiidide struktuurid.

S NH, 0
e ; I [
Y\OH | HN NH/\/\(\OH
NH, HNT " Von NH,
a-Alaniin, Ala B-Alaniin, B-Ala Arginiin, Arg
0 0 0
|| B || ||
W\OH W\OH HS/\(\OH
O  NH, O  NH, NH,

Asparagiin, Asn

Asparagiinhape, Asp

Tsiisteiin, Cys

I I
HO)W‘\OH
NH,

Glutamiinhape, Glu

NH,

O
w
o) OH
NH,

Glutamiin, Gln

0
N | CH; O o
AR e~
\ NH, OH Y\(\OH
H NH, CH; NH,
Histidiin, His Isoleutsiin, lle Leutsiin, Leu
0
0 o)
|| . || .,
\/\/\(\OH H3C/ V\(\OH m
NH, NH, NH
Liisiin, Lys Metioniin, Met Feniitilalaniin, Phe
o o) CH; O
1 [ ||
OH HO/\(\OH HO OH
NH, NH,
Proliin, Pro Seriin, Ser Treoniin, Thr
i i o
] OH OH e on
3
NH "z HO e NH,
Valiin, Val

Triiptofaan, Trp

Tiirosiin, Tyr
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HN"\_N
//
o)
=
0 NH
YO
~d
HNj
HO A
Gly-Pro-Gly-Gly

0 0 CH,4
Gly-B-Ala-p-Ala
Gly-Gly-Asp-Ala
|
%NH
NH, 0 o}
N NP P |
NH NH NH
j/ TSN N NH 2
HN NH, I I
2 O
Gly-Gly-Gly-NH> Gly-Gly-Gly-Phe-Phe-NH>
CH,4
O%kNH ||
NH CH
K|/ o 3
O
NH,

Ac-Gly-Lys-OMe
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Tabel L4. Reserpiini ja verapamiili struktuurid.

HSC\O o o]
\ CH3
o o)
O—
O—CcH, CHs
0
/
Reserpiin
Metiitil (3B,16p,17a,1883,200)-11,17-dimetoksii-18-[(3,4,5-
trimetoksiibensoiiiil)oksii]johimbaan-16-karboksiilaat
CH
CHs o~ °
© HaC
CH, C|3H3
N 0
/ V\E:[ ~ CH,
“ 7
CH,4
Verapamiil
2-(3,4-dimetoksiifeniiiil)-5-{[2-(3,4-dimetoksiifeniiiil)etiiil]-
(metiiil)amino}-2-prop-2-iiiilpentaannitriil
Tabel L 5. Moddetud ainete m/z ja sihtmassi vaartused.
Kahelaenguline Uhelaenguline
m/z | Sihtmass m/z Sihtmass
Batokuproiindisulfoonhape | 259 150 519 500
Broomfenoolsinine 334 300 669 600
Broomkresoolroheline 348 300 697 700
Broomtiimoolsinine 311 300 623 600
Kollane eosiin 323 300 647 650
SPADNS 251 250 503 450
Sulfosalitsiiiilhape 108 15 217 125
Tiroon 134 15 269 125
Positiivne ESI Negatiivne ESI
m/z | Sihtmass | m/z | Sihtmass
Ac-Gly-Lys-OMe 260 450 258 250
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Gly-B-Ala-B-Ala 218 350 216 200
Gly-Gly-Asp-Ala 319 550 317 300
Gly-Gly-Gly-NH> 189 300 187 200
Gly-Gly-Gly-Phe-Phe-NH> 483 750 481 500
Gly-Pro-Gly-Gly 287 500 285 300
Phe-Phe-Phe-Phe 607 850 605 600
a-alaniin 90 15 88 100
Arginiin 175 15 173 150
Asparagiin 133 15 131 150
Asparagiinhape 134 15 132 150
B-alaniin 90 15 88 100
Feniiiilalaniin 166 15 164 150
Glutamiin 147 15 145 150
Glutamiinhape 148 15 146 150
Gliitsiin 76 15 74 50
Histidiin 156 15 154 150
Isoleutsiin 132 15 130 150
Leutsiin 132 15 130 150
Liisiin 147 15 145 150
Metioniin 150 15 148 150
Proliin 116 15 114 100
Seriin 106 15 104 100
Treoniin 120 15 118 100
Triiptofaan 205 350 203 200
Tsiisteiin 122 15 120 100
Tiirosiin 182 250 180 200
Valiin 118 15 116 100

48




Tabel L 6. Varem suhtelisel meetodil moddetud [38] ja kdesoleva t66 jooksul absoluutsel
meetodil mdodetud tulemused

Absoluutsel Suhtelisel
meetodil meetodil
moddetud mdodetud [38]

S 0,32 0,30
Tetrahekstiiilammoonium 5,61 5,65
Tetrabutiiiilammoonium 5,36 5,13
Tetrapropiiiilammoonium 5,18 4,97
Feniiiiltetrametiitilguanidiin 4,73 4,86
Tributiitilamiin 4,82 4,83
1-heksiiiil-3- 466
methiiiilimidasooliumbis(trifluorosulfoniiiil )imiid 4,83 ’
Difeniitilguanidiin 5,03 4,61
Tripropiitilamiin 455 4,56
Akridiin 4,49 4,42
Difentiilamiin 3,11 418
1-naftiitilamiin 3,47 4,04
DBU (1,8-Diasabitsiiklo[5.4.0Jundek-7-een) 4,51 3,96
Tetraetiiilammoonium 4,86 3,95
Tetrametiiiilguanidiin 415 3,89
N,N-dimetiiiilaniliin 3,70 3,72
1-etiitil-3- 368
methiiiilimidasooliumtrifluorometiitilsulfonaat 4,26 ’
Trifeniitilamiin 2,02 3,67
Trietiitilamiin 3,89 3,53
3-nitroaniliin 2,70 3,52
Bensiiiilamiin 3,15 3,43
2,6-dimetiilpiiridiin 3,88 3,41
Sulfantiiilamiid 2,12 3,4
Bensofenoon 1,68 3,25
Piperidiin 3,61 3,16
Aniliin 3,15 3,04
2-metiililpiiridiin 3,53 3,02
Piiridiin 3,05 2,94
Dimetiiiilglutaraat 1,45 2,88
Bensamiid 1,15 2,74
Piirrolidiin 3,37 2,7
Dietuitilamiin 3,33 2,66
Feniiiilbensoaat 1,13 2,44
2-nitroaniliin 1,13 2,44
Tetrametiiiilammoonium 3,34 2,15
Dimetiitilsuktsinaat - 2,14
Verapimiil 5,00 -
Reserpiin 4,66 -




3,00

3,00
200 e 2,00 —
L et S —
100 | T e = 1,00
& e e oo oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e e oo e eeeeeeeeeeer oo
50,00 = sow | T
—.". o '2 s « —
1,00 ) - Broomtiimoolsinine
’ 100 Broomfenoolsinine
—Kollane eosiin
— Batokuproiindisulfoonhape
-2,00 -2,00 —Broomkresoolroheline
—SPADNS
St —Tiroon
13,00 -3.00 — Sulfosalitsiitilhape
Aluseline Happeline Aluseline Happeline
pH=10.74 pH=2.68 pH=10.74 pH=2.68

Joonis  L1. Kahelaengulistele ioonidele  vastavat signaali  andvate  ainete
ionisatsiooniefektiivsuste soltuvus lahuse pH viartusest.
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Tabel L 7.1. COSMO-RS programmiga arvutatud fiitisikalis-keemilised parameetrid ning mdodetud loglE vairtused. Siin logPow — neutraalile
vastav oktanool-vesi jaotuskoefitsient; logPo.w a — anioonile vastav oktanool-vesi jaotuskoefitsient ning logPow da — dianioonile vastav oktanool-

vesi jaotuskoefitsient.

pH = 10,74 pH = 2,68 WAPS-10°
PKar | pKaz | o2 IOgIEk_ahe' IOgIEi_ihe' a2 IOgIEk_ahe' IOgIE"_ih‘" logPow | 10gPow a | 10gPow da | anioon |dianioon
laenguline laenguline laenguline laenguline
Broomfenoolsinine 0,99 | 2,96 | 1,00 2,63 2,34 | 0,34 0,28 1,93 6,86 -3,00 -9,25 1,54 1,86
Batokuproiindisulfoonhape -1,70 | 5,05 | 1,00 1,95 0,45 | 0,00 1,06 0,42 -0,06 -8,50 -12,68 2,02 1,92
Broomkresoolroheline 0,55 | 3,49 | 1,00 1,71 1,45 |0,13 | -0,15 2,01 6,63 -2,51 -8,95 1,62 1,83
Broomtiimoolsinine 1,15 | 5,76 | 1,00 1,23 2,95 | 0,00 -0,25 2,16 1,47 -1,46 -8,05 1,44 1,70
Kollane eosiin 3,30 | 454 | 1,00 1,15 1,50 | 0,00 0,27 1,47 5,03 -0,17 -7,64 1,60 1,90
SPADNS -2,32 | -2,19 | 1,00 0,66 -0,20 | 1,00 0,16 -0,58 1,41 -5,39 -14,57 2,34 2,57
Sulfosalitsiiiilhape -153 | 2,31 | 1,00 -0,38 0,22 | 0,70 | -2,54 0,22 2,68 -7,36 -16,07 2,38 2,60
Tiroon -2,66 | -2,15 | 1,00 -0,62 -0,68 | 1,00 | -0,29 -0,34 3,07 -4,89 -15,89 3,98 5,01
Broomkresoolpurpur 1,26 | 4,31 | 1,00 0,02 4,75 -5,17 -11,47 2,01 2,34
Sinine eosiin 2,80 | 3,14 | 1,00 0,13 4,17 -1,27 -7,66 1,58 1,90
Tiimoolftaleiin 10,04 | 10,98 | 0,32 0,00 5,79 -0,46 -6,83 1,66 1,98
Tilimoolsinine -0,89 | 7,54 | 1,00 0,00 4,51 -3,80 -9,49 1,70 2,01
Kresoolpunane 1,08 | 6,31 | 1,00 0,00 4,10 -6,04 -12,08 2,19 2,59
m-Kkresoolpurpur -1,29 | 6,71 | 1,00 0,00 1,85 -6,48 -12,92 2,34 2,89
Fenoolftaleiin 9,28 | 9,04 | 0,98 0,00 2,66 -3,66 -10,48 2,60 3,31
Fenool-2,4-disulfoonhape -299 | -1,91 | 1,00 1,00 2,10 -5,87 -16,72 4,28 5,25
Tereftaalhape 2,26 | 3,44 | 1,00 0,11 1,01 -6,59 -15,05 5,23 6,96
Oktaandihape 491 | 488 | 1,00 0,00 1,12 -6,55 -14,23 5,24 6,05
Isoftaalhape 2,87 | 416 | 1,00 0,01 1,02 -7,05 -15,56 5,54 7,36
Heptaandihape 461 | 476 | 1,00 0,00 0,78 -6,96 -14,82 6,09 6,92
Ftaalhape 2,92 | 456 | 1,00 0,00 0,36 -7,65 -16,02 6,12 8,23
3-nitroftaalhape 2,11 | 3,60 | 1,00 0,09 2,19 -6,55 -15,17 6,25 5,11
Heksaandihape 498 | 498 | 1,00 0,00 0,18 -7,56 -15,38 7,04 8,10
(2E)-2-metiiiilbut-2-eendihape | 3,31 | 5,65 | 1,00 0,00 0,88 -7,92 -15,64 7,74 9,73
2-metiileenbutaandihape 405 | 4,48 | 1,00 0,00 0,50 -71,72 -16,08 8,05 10,05
Pentaandihape 459 | 492 | 1,00 0,00 -0,35 -8,05 -15,96 8,22 9,65
(2E)-but-2-eendihape 3,41 | 4,00 | 1,00 0,01 0,55 -7,98 -16,61 8,66 11,30
Butaandihape 4,27 | 4,89 | 1,00 0,00 -0,33 -8,31 -16,44 9,60 11,64
(22)-but-2-eendihape 2,92 | 466 | 1,00 0,00 -0,26 -9,34 -16,99 9,64 12,69




Tabel L 7.2. COSMO-RS programmiga arvutatud fiiiisikalis-keemilised parameetrid ning mdodetud loglE vairtused.

KLAMT: neutraal

KLAMT: anioon

KLAMT: dianioon

pindala | sig2 sig3 |Hacc3|Hdon3| pindala | sig2 | sig3 |Hacc3|Hdon3| pindala | sig2 | sig3 |Hacc3| Hdon3
Broomfenoolsinine 413,82 | 59,76 | -14,01 | 1,97 | 1,21 | 410,24 | 89,30 | 66,52 | 0,95 | 0,58 | 412,11 |123,81/153,43| 0,00 | 0,00
Batokuproiindisulfoonhape | 454,92 |271,06| 58,77 |12,87 | 7,82 | 451,42 |326,84|316,64| 31,07 | 1,62 | 452,58 |372,82|517,99| 47,83 | 0,00
Broomkresoolroheline 412,07 [134,63| -20,45 | 0,35 | 3,92 | 422,23 |228,70|213,77| 20,67 | 2,09 | 421,63 |301,06|401,41| 35,90 | 0,00
Broomtiimoolsinine 441,15 |278,47| -11,13 | 7,19 | 4,14 | 440,70 |670,25|642,39| 5,08 | 2,88 | 453,80 |642,86/911,14| 0,00 | 0,00
Kollane eosiin 397,83 | 27,66 | -3,45 | 0,95 | 0,59 | 397,34 | 4193 | 3534 | 0,45 | 0,27 | 398,37 | 64,11 | 95,61 | 0,00 | 0,00
SPADNS 418,45 |329,71| -96,73 | 543 | 19,66 | 416,26 |381,30(184,66| 23,28 | 11,29 | 415,38 463,27 |445,94| 44,97 | 7,47
Sulfosalitsiiiilhape 206,73 | 355,44 | -184,82 | 28,36 | 19,70 | 204,79 (280,44 |232,24| 7,69 | 5,13 | 202,51 |450,45|700,83| 2,82 | 1,75
Tiroon 232,19 209,69 -152,21 | 0,28 | 19,87 | 229,07 (222,22 |114,73| 11,56 | 7,62 | 227,08 |321,48|427,90| 38,51 | 1,64
Broomkresoolpurpur 371,52 |172,97| -63,80 | 0,73 | 8,73 | 371,32 (264,37|216,29| 24,74 | 4,73 | 368,82 |325,34|452,86| 42,24 | 0,00
Sinine eosiin 400,82 |1106,99| -3,86 | 3,81 | 2,57 | 398,14 |273,04|253,38| 2,81 | 1,81 | 398,48 |192,26/286,70| 0,00 | 0,00
Tiimoolftaleiin 419,42 |363,62| -10,60 | 13,04 | 7,79 | 41590 |395,03|460,73| 3,83 | 2,23 | 420,38 |141,66|236,78| 0,00 | 0,00
Tiimoolsinine 421,14 1186,89| 0,97 8,32 | 568 | 416,38 |309,31|308,12| 4,55 | 3,06 | 420,95 |140,68|218,53| 0,00 | 0,00
Kresoolpunane 361,99 |208,49| -28,73 | 7,83 | 4,79 | 362,56 [283,80/292,18| 3,09 | 1,95 | 362,83 |294,46|447,27| 0,00 | 0,00
m-kresoolpurpur 346,67 |319,84| 9,07 |1355| 9,28 | 343,29 |601,01|605,96| 8,45 | 5,66 | 339,32 |445,89|691,84| 0,00 | 0,00
Fenoolftaleiin 319,33 | 69,28 | -13,37 | 3,26 | 2,04 | 317,05 [108,94/119,71| 1,58 | 0,98 | 314,30 |153,54|261,65| 0,00 | 0,00
Fenool-2,4-disulfoonhape 223,78 |195,95| -128,31 | 16,29 | 11,74 | 221,27 |405,62|252,07| 13,42 | 9,43 | 218,96 |505,70|698,92| 3,78 | 2,54
Tereftaalhape 182,00 |143,72| -62,20 | 10,66 | 7,34 | 180,90 |188,87|224,34| 3,83 | 2,56 | 178,59 |221,53|417,77| 0,00 | 0,00
Oktaandihape 223,81 | 92,43 | 6,74 434 | 2,75 | 222,11 116,28 |177,68| 1,70 | 1,10 | 219,87 | 85,40 |179,36| 0,00 | 0,00
Isoftaalhape 182,90 |167,07| -42,95 | 10,23 | 6,74 | 182,35 |192,88|244,32| 3,01 | 1,93 | 180,01 |231,61|431,51| 0,00 | 0,00
Heptaandihape 205,48 | 92,62 | 1,33 481 | 3,11 | 203,50 |113,96(177,31| 1,45 | 0,91 | 200,95 | 84,96 |177,61| 0,00 | 0,00
Ftaalhape 180,99 | 85,18 | -28,11 | 5,72 | 3,89 | 179,80 |202,84|272,10| 3,06 | 1,95 | 178,23 |251,42|495,16| 0,00 | 0,00
3-nitroftaalhape 209,17 |271,61| -11591 | 17,89 | 12,52 | 207,47 (499,12 |538,85| 4,41 | 589 | 205,82 |391,39|701,01| 0,00 | 0,00
Heksaandihape 184,09 | 94,17 | -522 | 520 | 3,37 | 182,38 |114,52|174,49| 1,69 | 1,08 | 180,87 | 85,06 |178,56| 0,00 | 0,00
giﬁé}ﬁg:wulbut_z' 155,39 |108,81| -30,33 | 7,25 | 4,91 | 153,94 |186,00|260,14| 2,22 | 1,37 | 150,51 | 80,01 |164,44| 0,00 | 0,00
2-metiileenbutaandihape 155,51 |203,46| -55,89 | 13,06 | 8,74 | 153,10 |407,01|584,34| 5,89 | 3,78 | 151,37 |248,76|514,30| 0,00 | 0,00
Pentaandihape 164,88 | 94,27 | -9.88 | 533 | 3,47 | 162,50 |113,06|171,91| 1,69 | 1,09 | 160,37 | 85,78 |181,97| 0,00 | 0,00
(2E)-but-2-eendihape 141,30 | 87,82 | -38,57 | 6,87 | 4,73 | 276,17 |176,55|293,24| 1,65 | 1,07 | 137,00 | 80,44 |163,16| 0,00 | 0,00
Butaandihape 145,04 | 92,07 | -19,33 | 5,60 | 3,70 | 142,85 |108,42|162,90| 1,64 | 1,05 | 140,63 | 86,18 |184,19| 0,00 | 0,00
(22)-but-2-eendihape 137,29 | 83,95 | -31,57 | 5,74 | 3,95 | 136,09 |100,26|130,90| 1,65 | 1,06 | 134,38 | 85,77 |177,84| 0,00 | 0,00
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