KATIONIZACIO VIZSGALATA
MALDI KORULMENYEK KOZOTT

Investigation of cationization under MALDI conditions

Doktori (PhD) értekezés tézisei

Szilagyi Laszlo

Témavezeto:

Dr. Zsuga Miklos

Debreceni Egyetem,
Alkalmazott Kémiai Tanszék

Debrecen, 2004.



Doktori értekezés tézisei

Bevezetés

A tomegspektrometridas modszereket 100 éve széles korben hasznaljak.
Segitségével jelentds, eddig szinte elképzelhetetlennek tartott tudomanyos
felfedezésekre kertilhetett sor. Ezek kozé az eredmények kozé tartoznak példaul a
kovetkezok: izotopok felfedezése, atomtdmegek pontos meghatdrozasa, 1) elemek
felfedezése, kvantitativ gdz analizis, nyomokban jelenlévé szennyezdk, illetve
gyogyhatast készitmények gyors kimutatdsa, a kémiai szerkezet gyors és pontos
meghatarozasa.

A tomegspektrometria teriiletén e kozel szaz év alatt olyan nagymértékii
fejlodés zajlott le, hogy a modszer ma mar az egyik leghatékonyabb technikinak
szamit az anyagok Osszetételének €s szerkezetének meghatarozasaban.

Napjainkban is egyre intenzivebb kutatadsok folynak minél kisebb, kompaktabb
tomegspektrométerek kifejlesztése érdekében. Legaldbb ekkora erdfeszitéseket
tesznek, hogy a szamos ionizacids technika mellé jabb ionizacidos modszereket
sorakoztathassanak fel. A kozel egy évtizede kifejlesztett MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization) és ESI (ElectroSpray lonization) ionizacios technika
segitségével lehetdség nyilt nagy molekulatomegii, nem illékony biopolimerek,
valamint szintetikus rendszerek szerkezetének komplex tanulmanyozésara.

A Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén 2000-ben egy, a Bruker
cég altal gyartott igen korszerlit MALDI-TOF tomegspektrométer keriilt beltizemelésre,
amely kiszélesitette a tanszéken folyo kutatasok spektrumat. A kutatdsok intenzitasat
fokozta, hogy a 2002-es évben egy szintén Bruker gyartmanyu ESI-TOF MS keriilt
installalasra. Azota szdmos, elsdsorban polimer rendszereket érintd kémiai problémat,
valamint eddig tisztazatlan reakcidomechanizmust deritettek fel.

Ez adta a lehetdséget, hogy kiilonb6z0 kémiai rendszereket vizsgalhassunk meg
MALDI-TOF MS és a ,,post-source decay” (PSD) MALDI-TOF MS/MS mddszerek
alkalmazasaval. Az igy kapott informaciok felhasznaldsaval képet kaphatunk a
MALDI koriilmények kozott lejatszodd kationizacid folyamatardl, valamint annak

mechanizmusarol.
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A kationizacid vizsgélatanak analitikai szempontbol kitlintetett jelentdsége van,
hiszen MALDI MS miszerrel csak akkor kapunk értékelheté spektrumot, ha a
vizsgalando anyag valamelyik kationnal addukt iont ((M+Cat]") alakit ki. Ez a kation a
leggyakoribb esetben proton (H"), vagy alkalifém ion, pl. natriumion vagy kaliumion.
A MALDI spektrum mindségére nagy hatassal van a képzddott addukt ion stabilitdsa
(kation + minta kdlcsonhatasa), valamint az ion fragmentacioja is, amely folyamatot az
addukt ion kialakitasadban részt vevo kation mindsége befolyasol.

Ertekezésemben a MALDI-TOF MS és a PSD MALDI-TOF MS/MS
modszerek alkalmazdsat mutatom be kiilonboz0 kémiai rendszereken és az e
moddszerek altal nyert informacidk felhasznalasat a vizsgélt rendszer kémiai
szerkezetére, a  lejatszodd  fragmentacids  reakcid6  mechanizmusara  és
termodinamikdjara vonatkozdan. Az értekezés harom 6 részre tagolhatd. Az elsd rész
az eziistionokkal kationizalt polisztirol vizsgalata soran tapasztalt megfigyeléseket
tartalmazza. Ennek kapcsdn megmutatjuk a kiilonb6z0 polaris szerves matrixok
jelenlétében képzOodott eziist-klaszter ionokat. Ezen tapasztalatok segitségével
lehetdségiink van a vizsgalat paramétereit vagy az eziist-klaszterionok képzddésére,
vagy az apoléris polimerek tanulmanyozasdra optimalni. A madasodik részben kis
molekulatomegli vegyiiletek fragmentacidjanak vizsgalatait mutatjuk be. A kisérleti
eredmények lehetdséget nyujtanak a protonnal, vagy natriumionnal képzett addukt
ionok kationizaciés mechanizmusanak megadasara. Az utolsé rész a kiilonb6zd
alkalifém 1onok kiilonbozé polimerizaciofoku  poli(etilén-gilkol) polimerek
kationizacigjara gyakorolt hatidsaval foglalkozik. Eredményeink felhasznalasaval
lehetdségiink van egy uj szelektivitdsi tényezd definidlasara, amely segitségével

megbizhatobb informaciok nyerhetdk a szelektivitasrol.

I. A vizsgalatokhoz felhasznalt anyagok, alkalmazott késziilékek és

mintakészités

I.1. Felhasznalt anyagok

A vizsgalatokhoz felhasznédlt kis molekulatomegli referencia anyagot

kisérleteink soran a lagyitok képviselték, ezek kozott volt szdmos igen elterjedt adipat
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¢s ftalat-észter tipust lagyito, pl.: di-oktil-adipat, vagy di-izononil-ftalat. A kutatdsaink
soran kiilonb6zd molekulatomegii polaris és apolaris polimereken [poli(etilén-glikol)
¢s polisztirol] is végrehajtottunk tdmegspektrometrids vizsgalatokat.

A MALDI-TOF MS ¢és PSD MALDI-TOF MS/MS kisérletek kivitelezéséhez
tobb mint tiz kiilonféle matrix anyagot hasznaltunk fel, szdmos koziiliik rutinszeriien
alkalmazott, mint példdul az 1,8,9-trihidroxi-antracén (ditranol, DIT), vagy a
2,5-dihidroxi-benzoesav (2,5-DHB). Ionizal6 agensként az alkélifémek kloridionnal

képzett soit, valamint eziist-trifluor-acetatot valasztottunk.

1.2. Alkalmazott miiszeres modszerek és szoftverek

A MALDI MS ¢és PSD MALDI MS/MS méréseket Bruker gyartmanyu BIFLEX
II™ tipusu, repiilési id6 (TOF) tomeganalizatorral felszerelt, valamint reflektronnal
ellatott tomegspektrométeren végeztiik. A kapott spektrumokat a Bruker altal szallitott
XMASS 5.0 elnevezésti szoftver segitségével értékeltiik ki. A PSD spektrumokat
Adrenokortikotrop hormon (ACTH) segitségével kalibraltuk. Az infravords
mérésekhez Perkin Elmer gyartmanyt Paragon 1000 PC tipus Fourier-
transzformacios infravords spektrométert alkalmaztunk. A gazkromatografias
méréseket HP 5890 II késziileken végeztiik.

A kiilonboz6 eloszladsok paramétereinek illesztésére a FITTER 5v elnevezést

program Gauss-Newton-Marquard eljarasat hasznaltuk fel.

1.3. Mintakészités

A mintakészités minden esetben ugy tortént, hogy a matrix anyagot, a
vizsgalando anyagot és sziikség esetén az ionizald éagenst kiilon-kiilon feloldottuk,
majd az oldatok meghatarozott mennyiségeit Osszekevertiik. Ebbdl az elegybdl
juttattunk a mintatartora adott mennyiséget, mely atmoszférikus nyomdson tortént

szaritas utan kertlt a késziilékbe.
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I1. Uj tudomanyos eredmények

I1.1. Eziist-klaszter ionok képzodése MALDI koriilmények kozott

Kiilonb6zd polaris szerves matrixok jelenlétében vizsgaltuk az AgTFA-bol
képzddott eziist-klaszter ionok képzddését MALDI koriilmények kozott. Kozel kétszaz
tagbol allo negativ €s pozitiv klaszterionokat sikeriilt eléallitanunk.

Megallapitottuk, hogy a matrix erdsen befolyéasolja a képzddott klaszterionok
mennyiséget. Ezért megvizsgaltuk szamos kiilonboz6é kémiai szerkezettel birdé matrix
hatasat a klaszterképzddésre. Intenziv klaszterion jeleket kaptunk karboxil-csoportot is
tartalmaz6  matrixok  esetén, de ezek kozil 1s a HABA [2-(4-
hidroxifenilazo)benzoesav] felhasznaldsaval képzOodott a legnagyobb mennyiségii
klaszterion.

Az ionintenzitdsokban paros-paratlan valtakozasokat figyeltiink meg, valamint a
ellium” elmélet alapjan megjoésolt magikus szamok is minden esetben jol
elkiilonithetdk voltak. A legnagyobb altalunk megfigyelt magikus szam az Ag," esetén
139, mig az Ag, esetén 137 volt.

Ennek megfeleloen a HABA ¢és AgTFA keveréke bizonyult a
legalkalmasabbnak a klaszterionok, illetve a klaszterion-molekula kolcsonhatasok
tanulményozasara, valamint nanoklaszterek eldallitdsara. Ugyanakkor, ha a célunk az
apolaris polimerek eziistionok segitette analizise, kiilonosen a HABA, de egyéb
karboxil-csoportot is tartalmazo matrixok alkalmazasa kifejezetten elénytelen a nagy
mennyiségben képzddd eziistklaszter zavard hatdsa miatt. Kisérleti tapasztalatainkra
alapozva azt Allithatjuk, hogy a gerjesztett matrix molekuldk legnagyobb
valoszinliséggel az addukt ionokon keresztil redukaljdk az eziistionokat.
Feltételezhetjilk azt is, hogy a matrix ,,vivogadz’-ként viselkedhet a gdézfazis
expanziojanak els6 szakaszaban, ezaltal el0segitheti a klaszterek novekedését.

PSD MALDI TOF MS/MS modszerrel vizsgaltuk a kiilonb6z6é klaszterionok

crer

fragmentacios vizsgalatok soran kapott eredményekkel.
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ere s

Megvizsgaltuk kis molekulatomegli vegyiiletek fragmentacids viselkedését is.
Az alkalmazott kis molekulatomegli vegytileteknek a gyakorlati szempontbol is fontos
PVC lagyitokat valasztottuk. Kiilonbozé tipusi PVC lagyitdk kimutatdsat és
szerkezetilk meghatarozasat végeztik el MALDI-TOF MS és PSD MALDI-TOF
MS/MS modszerek segitségével.

Azt tapasztaltuk, hogy mind a MALDI-TOF MS, mind a PSD MALDI-TOF
MS/MS alkalmasak a viszonylag alacsony molekulatomeggel rendelkezd lagyitok
kimutatésara.

Osszehasonlitottuk a natriumionnal és protonnal kationizalt lagyitok kiilonbdzo
PSD MALDI-TOF MS/MS mddszerrel felvett spektrumait. A kisérleti eredmények
alapjan javaslatot tettiink a protonnal és a natriumionnal kationizalt ftalat-észterek
kationizacids mechanizmusara.

Kidertilt tovabba, hogy a natriummal kationizalt addukt ionok a protonaltakhoz
képest kevésbe fragmentdlédnak, azaz a protonnal képzett addukt ionok
szerkezetre nézve.

Modszert dolgoztunk ki tovabba, a lagyitok szerkezetének kozvetleniil, elézetes

extrakcio nélkiil, PVC mintdkbdl torténd meghatirozasara.

I1.3. Kationizacié hatasa a polimerek molekulatomeg-eloszlasara

Azért, hogy megértsiikk az ionparok ionizacidés folyamatra gyakorolt hatdsat
megvizsgaltuk szamos alkalifém ion ¢€s ezek keverékének hatasat kiilonb6zd polimer
rendszerekre. A kationizdcid és a Kkationizacié szelektivitdsanak vizsgéalatdhoz
tanulméanyoztuk mind az &t alkalifém ion (Li’, Na', K', Rb", Cs") hatasat a PEG4000
(M = 4000 g/mol) és a PEG6000 (M = 6000 g/mol) referencia polimer rendszer
MALDI-TOF MS ¢és PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumaira.

A jelintenzitas hanyados (Zlpyna+/Zlpnc-) €s a koncentracié arany ([Na']o/[C'],)

kozott linearis kapesolatot talaltunk.
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Bevezettiink egy 1) szelektivitdsi paramétert, melyet a-val jeloltiink, €és ami a
kiilonboz6 tipusa alkalifém ionok natriumionhoz viszonyitott szelektivitasat jellemzi.
Az 1j szelektivitdsi paraméter elénye, hogy széles alkalifém ion koncentraciok
eseteben megbizhatéan jellemzi a fémion €s a polimer molekula kozott fennalld
kolesonhatasokat.

Megallapitottuk tovabba, hogy a kiilonbozdé tipusu alkélifém ionokkal
kationizalt poli(etilén-gilkolok) MALDI-TOF MS spektrumban jelentkezd
jelintenzitdsdnak a PEG polimerizaciofoktol valo fiiggése Poisson-tipusu eloszlast
mutat.

A vizsgalataink sordn meghatirozott szamatlag molekulatomeg értékek a

kationizal6 agenstol fiiggetleniil nem mutattak jelentos eltérést.



