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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW, AKRONIMOW

I SYMBOLI

BIRD

CI
CID

DIOS
ECD
EDD
EED

EI
EID

EIEIO
ESI
FT-ICR
HECD
IRMPD
MALDI
MeOEPs
MS

MS/MS
MS%, MS?

OEP
PAMAM
PPEs

fragmentacja promieniowaniem podczerwonym z ciata czar-
nego (Blackbody Infrared Radiative Dissociation)

jonizacja chemiczna (Chemical lonization)

fragmentacja przez zderzenia (Collision Induced Dissocia-
tion)

desorpcja/jonizacja na porowatym krzemie (Desorption/
Jonization on Porous Silicon)

dysocjacja spowodowana wychwytem elektronu (Electron
Capture Dissociation)

dysocjacja spowodowana oderwaniem elektronu (Electron
Detachment Dissociation)

dysocjacja spowodowana wzbudzeniem elektronowym (Elec-
tronic Excitation Dissociation)

jonizacja elektronami (Electron Impact)

dysocjacja indukowana elektronami (Electron Induced Disso-
ciation)

dysocjacja jonow organicznych indukowana elektronami
(Electron Induced Excitation of lons from Organics)

jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym, elektrorozpy-
lanie/elektrosprej (Electrospray lonisation)

cyklotronowy rezonans jonowy z transformacjg Fouriera (Fou-
rier Transform Ion Cyclotron Resonance)

dysocjacja spowodowana wychwyceniem elektronu o wyzszej
energii (Hot Electron Capture Dissociation)

fragmentacja wielofotonowa promieniowaniem podczerwo-
nym (Infrared Multiphoton Dissociation)

jonizacja laserem wspomagana matrycg (Matrix-Assisted La-
ser Desorption/lonization)

metalo-oktaetyloporfiryny (Metallo-octaethylporphyrins)
spektrometria mas (Mass Spectrometry)

tandemowa spektrometria mas (Tandem Mass Spectrometry)
tandemowa spektrometria mas, cyfra 2 oznacza ze przeprowa-
dzono fragmentacj¢ wyizolowanego jonu, cyfra 3 oznacza ze
wyizolowany jon zostal poddany fragmentacji, po czym jon
potomny powstajacy w tym procesie poddano kolejnemu pro-
cesowi fragmentacji

stosunek wartosci masy do liczby tadunkéw jonu
oktaetyloporfiryna (Octaethylporphyrin)

dendrymer poliamidoaminowy (Polyamidoamine dendrimer)
polifosfoestry (Polyphosphoesters)



SELDI

SID

SORI-CID

desorpcja/jonizacja z wykorzystaniem modyfikowanych po-
wierzchni (Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization)
dysocjacja indukowana na powierzchni (Surface Induced Dis-
sociation)

dysocjacja  indukowana dlugotrwalym oddziatywaniem
z czgsteczkami gazow obojetnych (Sustained off-Resonance
Irradiation Collision Induced Dissociation)



1. WPROWADZENIE

Tandemowa spektrometria mas — oznaczana symbolem MS/MS lub MS?
— jest technika polegajaca na przeprowadzeniu kontrolowanego rozpadu jonow
badanego zwiazku chemicznego na fragmenty i analizie masy powstajacych
jonow fragmentacyjnych (doktadnie: stosunku masy jonéw do ich tadun-
ku; m/z) [1].

Metoda MS/MS byla stosowana poczatkowo przede wszystkim do identy-
fikacji oraz ustalania struktury prostych zwigzkow chemicznych. Dostarczata
szczegdtowych informacji o budowie i rodzaju jonow fragmentacyjnych oraz
sposobie ich powigzania [2]. Wprowadzenie kolejnych modyfikacji w stosowa-
nych spektrometrach oraz nowych technik jonizacji i fragmentacji doprowadzito
do tego, ze tandemowa spektrometria mas moze by¢ rowniez wykorzystywana
do badania bardziej zlozonych zagadnien [3], miedzy innymi zwigzanych
z termodynamikg (okres$lenie wewngtrznej energii elektronowej, wibracyjnej)
[4]. Zjonizowanie substancji jest niezb¢dne do przeprowadzenia jej badan za
pomocg metod spektrometrii mas, a stosowane tradycyjnie metody, takie jak
jonizacja elektronami EI (electron ionization) [5-7] czy jonizacja chemiczna CI
(chemical ionization) [8-11] wykorzystuje si¢ gtdéwnie w przypadku zwigzkow
o stosunkowo matych masach czgsteczkowych, dlatego opracowane zostaty
nowe techniki, na przyktad takie, w ktorych wykorzystuje si¢ laser. Do najbar-
dziej znanych metod naleza: jonizacja laserem wspomagana matrycg, zwana
w skrocie MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) [12-18],
desorpcja/jonizacja na porowatym krzemie, nazywana DIOS (Desorption/ Joni-
zation on Porous Silicon) [19-24] oraz desorpcja/jonizacja z wykorzystaniem
modyfikowanych powierzchni, tzw. SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption
/lonization) [25-29].

W 2002 roku John Fenn i Koichi Tanaka otrzymali Nagrode Nobla
w dziedzinie chemii za rozwdj tagodnych, desorpcyjnych metod jonizacji, ma-
jacych zastosowanie w analizie biomolekut. Wktad Fenna polegal na opracowa-
niu metody jonizacji poprzez elektrorozpylanie [30, 31], zwanej w skrocie ESI
(electrospray ionisation), w ktorej praktycznie nie dochodzi do fragmentacji
czasteczek analitu. W $cisle okreslonych warunkach (wysokie napigcie pod
cisnieniem atmosferycznym) mozna ,,przenies¢” badang czasteczke z cieczy do
spektrometru masowego bez zmiany jej struktury [32, 33]. Ma to szczegdlnie
duze znaczenie w analizie biomolekut, takich jak na przyktad enzymy i biatka,
gdyz zrozumienie funkcji, jakie pelnig te zwigzki chemiczne w organizmie,
wymaga doktadnego poznania ich budowy [34].

Metoda jonizacji typu elektrosprej [4, 35-37] moze by¢ wykorzystywana
w roznego rodzaju spektrometrach masowych. Jednak na szczegodlng uwage
zashuguje potaczenie ESI ze spektrometrig mas cyklotronowego rezonansu jo-
nowego z transformacja Fouriera FT-ICR (Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance) [38-43]. Ogromne zainteresowanie ESI FT-ICR wynika z korzysci,



jakie daje unikatowe potaczenie metody tworzenia jonow za pomocg elektro-
rozpylania z technikg detekcji jondw, stosowang w spektrometrach FT-ICR
[44]. W procesie jonizacji za pomocg ESI moze dochodzi¢ do przytaczenia badz
oderwania od badanej czasteczki kilku-kilkunastu protonéw, co w konsekwencji
powoduje powstawanie jonéw obdarzonych tadunkiem wielokrotnym. W wyni-
ku tego procesu mozliwa jest analiza substancji wysokoczasteczkowych o masie
przekraczajacej 100 000 Da [45] w zakresie wartosci 500 <m/z < 3000 obser-
wowanego widma. Spektrometry FT-ICR charakteryzujg si¢ bardzo duza
rozdzielczo$cig analizatora oraz czuto$cig, umozliwiaja przeprowadzenie wielo-
stopniowych eksperymentéw tandemowej spektrometrii mas. Ponadto ESI-
-FTICR pozwala na przeprowadzenie analizy zwigzkéw chemicznych o bardzo
matym stezeniu, rzedu kilku femtomoli (107" mola) [46-49]. ESI FT-ICR [50-
52] jest technika szeroko stosowana w analizie duzych czasteczek, takich jak:
biopolimery [53, 54], oligomery DNA [55] oraz biatka [56, 57]. Zaleta tej
metody w przypadku analizy biatek jest mozliwos¢ uzyskania szczegdétowych
informacji na temat sekwencji aminokwasow tworzacych badana czasteczke
[58-60].

Istnieje szereg metod fragmentacji wykorzystywanych w tandemowej
spektrometrii mas. Wybor metody zalezy od budowy i parametréw stosowane-
go spektrometru masowego, jak rowniez od wilasciwosci badanej substancji.
Jedna z najstarszych i najczegsciej wykorzystywanych metod fragmentacji jest
dysocjacja spowodowana zderzeniem badanego jonu z czgsteczkami gazow
obojetnych, takich jak argon lub azot. W wyniku zderzenia nast¢puje wzrost
energii wewngtrznej i fragmentacja jonu. Metoda ta jest w skrocie nazywana
CID (Collision Induced Dissociation) lub CAD (Collision Activated Dissocia-
tion) [61-65]. CID cieszy si¢ ogromna popularnoscia i ze wzgledu na stosunko-
wo mate wymagania techniczne moze by¢ stosowana w wigkszosci spektrome-
trow masowych. Jednak w przypadku analizy bardziej ztozonych czgsteczek,
takich jak peptydy czy biatka zastosowanie metody CID skutkuje uzyskaniem
bardzo ubogich danych na temat struktury zwigzku. Metoda ta nie dostarcza na
przyktad informacji na temat modyfikacji potranslacyjnych biatek [66].

W ostatnich latach szczeg6lnie duzym zainteresowaniem cieszg si¢ metody
fragmentacji oparte na oddzialywaniu jonow z elektronami, stosowane przede
wszystkim w analizie réznego rodzaju biomolekul [67]. Metoda wychwytu
elektronow, zwana w skrocie ECD (Electron Capture Dissociation) [68], ktora
polega na tym, ze jony obdarzone tadunkiem wielokrotnym (multiply-charged
ions) oddziatuja z elektronami o niewielkiej energii (<0,2 eV), jest waznym
narzgdziem w analizie struktury biatek, dostarcza miedzy innymi informacji
o potranslacyjnych modyfikacjach tych zwigzkdéw [69-74]. Moze by¢ réwniez
z powodzeniem wykorzystywana do badania budowy polimeréow i dendryme-
row [75-77]. Zasadniczym ograniczeniem metody ECD jest to, Ze nie mozna jej
stosowa¢ do badania zwigzkow chemicznych tworzacych jony ujemne lub jed-
nododatnie. W wyniku wychwycenia elektronu przez jon obdarzony fadunkiem
wielokrotnym dodatnim (np. M**, M'*") nastepuje dekompozycja jonu i po-



wstanie jonéw potomnych o zredukowanym tadunku. Wychwyt elektronu przez
jon obdarzony pojedynczym tadunkiem dodatnim prowadzi do powstania czg-
stek obojetnych, ,niewidocznych” dla detektora spektrometru masowego.
W technice zwanej HECD (Hot Electron Capture Dissociation) stosuje si¢ elek-
trony o wyzszej energii (rzgdu 3-13 eV), a proces wychwycenia elektronu zwig-
zany jest ze zjawiskiem wzbudzenia elektronowego w badanym jonie [78].
W przypadku gdy analizowany zwiazek chemiczny tworzy aniony stosuje si¢
metod¢ EDD (Electron Detachment Dissociation), ktora polega na tym, ze
fragmentacja jonu jest zwigzana z procesem oderwania od niego elektronu [79].
Opracowano roéwniez szereg metod opartych na oddziatywaniu elektronow
z jonami jednododatnimi, takich jak: EIEIO [80] (Elektron Induced Excitation
of lons from Organics), EED [81] (Electronic Excitation Dissociation) oraz EID
(Electron lonization Dissociation) [82]. We wszystkich trzech metodach EIEIO,
EED, EID dysocjacja jonu jednododatniego badanego zwiazku jest indukowana
za pomocg elektronéw o wysokiej energii (> 10 eV), dlatego zaproponowano
dla nich jedna wspolng nazwe EID (Electron Induced Dissociation) [83].
Powaznymi ograniczeniami stosowania wymienionych metod fragmentacji
do badania struktury zwigzkéw chemicznych sa wymagania techniczne, jakie
musi spetnia¢ spektrometr masowy. Jedynie w przypadku spektrometrow wypo-
sazonych w liniowa putapke jonowa (Linear lon Trap) oraz analizator cyklotro-
nowego rezonansu jonow z fourierowska transformacja wynikow mozliwe jest
wykorzystanie wszystkich wymienionych metod fragmentacji jonow. Ze wzgle-
du na problemy zwigzane z ,,wyprodukowaniem” elektronéw o $cisle okreslonej
energii metod¢ ECD mozna stosowac efektywnie tylko i wylacznie w spektro-
metrach FT-ICR. W spektrometrze tego typu jony macierzyste zostaja wyselek-
cjonowane w liniowej putapce jonowej, gdzie nastepuje ich fragmentacja. Jony
potomne mozna rejestrowac w analizatorze FT-ICR lub w putapce jonowej [84,
85]. Mozliwe jest wymuszenie dysocjacji jonow w komorce ICR przez zasto-
sowanie innych metod, takich jak: fragmentacja wielofotonowa promieniowa-
niem podczerwonym nazywana IRMPD (Infrared Multiphoton Dissociation)
[86-88], fragmentacja promieniowaniem podczerwonym z ciata czarnego BIRD
(Blackbody Infrared Radiative Dissociation) [89, 90], dysocjacja indukowana
na powierzchni, tzw. SID (Surface Induced Dissociation) [91, 92], oraz na sku-
tek dlugotrwatego oddziatywania z czasteczkami gazéw obojetnych SORI-CID
(Sustained off-Resonance Irradiation Collision Induced Dissociation) [93, 94].
Dzigki mozliwosci zastosowania wielu roznych metod fragmentacji spek-
trometry FT-ICR wyposazone w elektrorozpylacz sa najnowoczesniejszymi
systemami stuzacymi do identyfikacji peptydow i biatek [95, 96]. Potaczenie
ESI-FTICR z chromatografami umozliwia analiz¢ wielu biatek w badanej prob-
ce ijest obecnie podstawowym narzgdziem stosowanym w proteomice
[97-103]. Metody tandemowej spektrometrii mas, w ktorych wykorzystuje si¢
kombinacj¢ ESI-FTICR, coraz cz¢sciej stosuje si¢ do badania struktury i identy-
fikacji innych zwiazkow chemicznych, takich jak: oleje, fulereny, polimery
[104-108]. Mimo potencjalnych mozliwosci analitycznych réoznorodnych metod
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tandemowej spektrometrii mas w przypadku wielu badanych zwigzkow che-
micznych metod MS/MS nie wykorzystano w petni. Zastosowanie niewlasciwej
metody fragmentacji skutkuje uzyskaniem bardzo ubogich informacji na temat
struktury analizowanej substancji. Czesto jedynie uzycie dwoch lub kilku metod
fragmentacji pozwala na uzyskanie pelnych danych o budowie zwigzku.



2. UZASADNIENIE PODJECIA BADAN

W ostatnich latach obserwuje si¢ ciggly wzrost zainteresowania naukow-
cow technikami tandemowej spektrometrii mas jako stosunkowo nieskompli-
kowanymi metodami stuzagcymi do identyfikacji oraz ustalania struktury pro-
stych zwigzkow chemicznych. Pojawienie si¢ nowych technik jonizacji (np.
ESI) oraz fragmentacji, opartych na oddziatywaniu jon-elektron, takich jak
ECD, EID, EDD, umozliwia zastosowanie metod MS/MS do badania bardziej
ztozonych zwigzkow chemicznych, np. polimeréw czy komplekséw supramole-
kularnych. Mimo potencjalnych mozliwosci analitycznych metody tandemowe;j
spektrometrii mas nie byty do tej pory stosowane w przypadku wielu zwiazkoéw
chemicznych, ktérych budowa wymaga lepszego poznania badz tez doktadnego
sprawdzenia przed zastosowaniem tego zwigzku, np. w medycynie (dendryme-
row, polifosfoestrow). W wielu przypadkach uzycie tradycyjnej metody frag-
mentacji CID do badania struktury zwigzkéw skutkowato uzyskaniem bardzo
ubogich informacji. Czesto jedynie zastosowanie kombinacji kilku metod frag-
mentacji, opartych zar6wno na oddziatywaniu jon-elektron, jak i jon-czgsteczka
gazu obojetnego (azotu, argonu, ksenonu) pozwala na uzyskanie szczegdtowych
informacji na temat struktury badanych zwiazkéw chemicznych. W opracowa-
niu zawarto przyktady zastosowania réznych metod MS/MS lub ich kombinacji
do badania budowy zwigzkéw chemicznych roznigcych si¢ zarowno stopniem
ztozonosci, jak i rodzajem grup funkcyjnych: dendrymerow PAMAM (ECD,
EDD, CID), kompleksow, jakie tworzy dendrymer PAMAM drugiej generacji
o amidoetanolowych grupach powierzchniowych z jonami metali Ag’, Cu®",
Zn*", Fe*', Fe’* (ECD, CID), polifosfoestrow (CID, ECD), trdjjadrowych kom-
pleksow zelaza(Ill), zawierajacych mostki karboksylowe oraz centralny atom
tlenu (EID, CID), oktaetyloporfiryny i kompleksow, jakie tworzy ona z zelazem
(EID) supramolekularnych kompleksow metali (CID, ECD, IRMPD) a takze
komplekséw wanadu(V): alkoksylowych oraz zawierajacych czasteczke kwasu
dikarboksylowego (CID). Wymienione zwiazki chemiczne peinia wazne funk-
cje w roznych dziedzinach nauki. Dendrymery oraz ich kompleksy z metalami
ostatnio szeroko stosuje si¢ w medycynie jako nosniki lekow czy tez w procesie
transfekcji genow. Polifosfoestry znajduja zastosowanie migdzy innymi
w przemysle farmaceutycznym (nosniki lekoéw, inzynieria tkankowa). Porfiryny
petnig wazne role biologiczne zardbwno w organizmach roslinnych, jak i zwie-
rz¢cych. Trojjadrowe kompleksy zelaza, zawierajace mostki karboksylowe oraz
centralny atom tlenu, petnig istotng rol¢ w badaniu oddziatywan elektronowych
oraz magnetycznych w czasteczce. Zarowno kompleksy wanadu, jak i komplek-
sy supramolekularne i kompleksy utworzone przez dendrymery PAMAM
z jonami metali pelnig wazne funkcje w roéznego rodzaju procesach katalizy.
Przedstawione rezultaty badania budowy oktaetyloporfiryny i jej kompleksow
z metalami oraz komplekséw [Fe;O(CH;COO)q]" i [Fe;0(CH;CO0)s+H,0]" za
pomocg metody EID oraz polifosfoestrow przy uzyciu techniki ECD sa przy-
ktadami zastosowania metod fragmentacji opartych na oddziatywaniu jon-
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elektron do badania budowy tego typu zwigzkow po raz pierwszy. Przyklady
zawarte w opracowaniu maja na celu wykazanie, ze wlasciwy dobdr metody
fragmentacji zastosowanej do badania budowy czasteczek/kompleksow ma
kluczowe znaczenie, a metody tandemowej spektrometrii mas mozna z powo-
dzeniem wykorzystywa¢ w analizie strukturalnej réznych zwiazkow chemicz-
nych.



3. ZAKRES PRACY I METODYKA BADAN

W opracowaniu przedstawiono przyklady zastosowania wybranych metod
tandemowej spektrometrii mas (CID, ECD, EDD, EID, IRMPD) z wykorzysta-
niem techniki jonizacji ESI do badania struktury odpowiednio: dendrymerow
PAMAM, rozniacych si¢ zaréwno liczbg generacji, jak i rodzajem grup po-
wierzchniowych (ECD, EDD, CID) [109], kompleksow jonéw metali Ag’,
Cu™, Zn™", Fe*', F&’* z dendrymerem PAMAM drugiej generacji, majacym
amidoetanolowe grupy powierzchniowe (ECD, CID) [110], polifosfoestrow
(ECD, CID) [111], tr¢jjadrowych kompleksow zelaza, zawierajacych mostki
karboksylowe oraz centralny atom tlenu o wzorze [Fe;0(O,CR)L;]" (EID,
CID) [112], oktaetyloporfiryny i kompleksow, jakie tworzy ona z jonem zelaza
(EID, CID) [113], supramolekularnych kompleksow metali (ECD, CID,
IRMPD) [114] oraz komplekséw wanadu(V): alkoksylowych o wzorze
[(L)V(OR"(OR?]" (CID) [115], gdzie L oznacza ligand katecholowy oraz za-
wierajacych czasteczke kwasu dikarboksylowego typu [(XCOO),VO(C, H.,
0)]" (CID) [116].

3.1. ODCZYNNIKI I SPOSOB PRZYGOTOWANIA PROBEK

Wszystkie odczynniki chemiczne niezbedne do przeprowadzenia ekspery-
mentow spektrometrii mas oraz tandemowej spektrometrii mas zakupiono od
producentdéw (Sigma-Aldrich, SigmaChemical Co, FisherScientific, J.T. Baker,
BDH Ltd., Fluka Chemie AG) i wykorzystano w oryginalnej postaci, bez dal-
szego oczyszczania. Wyjatek stanowig supramolekularne kompleksy zelaza(Il),
srebra(l) 1 miedzi(I), ktore przygotowali prof. Hannon i wspolpracownicy
W sposob wezesniej opisany [117].

Dendrymery PAMAM zawierajagce grupy powierzchniowe aminowe
i amidoetanolowe zostaly rozcienczone do stezenia 10 pmol-pL" w roztworze
metanolu, wody destylowanej oraz kwasu octowego (49:49:2, obj.). Dendrymer
generacji potdwkowej z grupami powierzchniowymi -COONa rozcienczono do
stezenia 10 pmol-uL™" w roztworze CH;OH i NH,OH (98:2, obj.).

Kompleksy dendrymeru PAMAM drugiej generacji, zawierajacego amido-
etanolowe grupy powierzchniowe z jonami metali Ag’, Cu®’, Zn*, Fe*", Fe’*
przygotowano poprzez zmieszanie 1| mM wodnych roztworéw odpowiednich
soli metali: AgNO3, CuCl,x2H,0, ZnCl,, FeSO4 1 FeCL; z 1 mM metanolowym
roztworem dendrymeru PAMAM, w stosunku objgtosciowym 1:1. Nastgpnie
roztwor rozcienczono do stgzenia 10 uM dendrymeru PAMAM i odpowiedniej
soli metalu w mieszaninie metanolu, wody destylowanej i kwasu octowego
(49:49:2, obj.).

W celu wykonania eksperymentéw MS oraz CID MS/MS polifosfoester po-
li(1,4bis(hydroksyetylo)tereftalato)-al/t-etyloksyfosforan rozpuszczono w chloro-
formie i rozcieficzono do stezenia 10 pmol-pL™"', w roztworze metanolu i kwasu
octowego (30:70:2, obj.). W czesci doswiadczalnej, podczas ktorej przeprowa-



14

dzono eksperymenty ECD, w celu uzyskania kationow dwudodatnich jonow
polifosfoestru do roztworu przygotowanego w wyzej opisany sposob dodano
wodnego roztworu jodku sodowego. Roztwor wprowadzony do spektrometru za
pomocg elektrorozpylania sktadat si¢ z polifosfoestru rozpuszczonego w chloro-
formie, Nal rozpuszczonego w wodzie, metanolu ikwasu octowego
(30:10:70:2, obj.). Stezenie polifosfoestru wynosito 10 pmol-uL™". Stosunek
molowy polifosfoestru do jodku sodowego wynosit 1:1.

Jony jednododatnie trdjjadrowych kompleksow zelaza, zawierajacych
mostki karboksylowe oraz centralny atom tlenu o wzorach [Fe;0(0,CCHs)s]"
i [Fe;0(0,CH)s+H,0]" powstaty w wyniku elektrorozpylania wodnego roztwo-
ru FeCl; rozcienczonego w metanolu i kwasie octowym lub mréwkowym do
stezenia 10 pmol-pL". Roztwor sktadat sie z: FeCl; rozpuszczonego w wodzie,
metanolu, kwasu octowego lub mrowkowego (30:70:4, obj.).

Jednowartosciowe kationy oktaetyloporfiryny OEP oraz kompleksu oktae-
tyloporfiryny z zelazem Fe(OEP)CI utworzono przez elektrorozpylanie roztwo-
ru uzyskanego wskutek rozpuszczenia odpowiedniego zwigzku w chloroformie,
a nastgpnie rozcienczenia w mieszaninie metanolu z kwasem mréwkowym
(30:70:2, obj.) do stezenia 10 uM.

Kompleksy supramolekularne zelaza(Il), miedzi(I) oraz srebra(l) rozpusz-
czono w mieszaninie wody, metanolu oraz kwasu mrowkowego (49:49:2, obj.)
tak, aby uzyskac¢ roztwor o stezeniu 10 puM.

Alkoksylowe kompleksy wanadu utworzono w wyniku rozpuszczenia
VOCI; w odpowiednim alkoholu lub mieszaninie alkoholi z niewielkim dodat-
kiem katecholu (5:85:10, obj.). W przypadku zastosowania dwoch réznych al-
koholi mieszano je w stosunku obj¢tosciowym 1:1.

Kompleksy wanadu(V) zawierajace czasteczke kwasu dikarboksylowego
zostaly utworzone w wyniku rozpuszczenia OV(OC,Hs) w metanolu (lub
CD;0D) z dodatkiem odpowiedniego kwasu: maleinowego, bursztynowego lub
octowego (5:90:5, obj.).

3.2.SPEKTROMETRIA MAS I TANDEMOWA SPEKTROMETRIA
MAS

Wszystkie doswiadczenia spektrometrii mas oraz tandemowej spektrome-
trii mas, dotyczace dendrymerow PAMAM, ich kompleksow z jonami metali,
polifosfoestrow, tréjjadrowych kompleksow zelaza o wzorze [Fe;O(O,CR)sLs]",
oktaetyloporfiryny i kompleksow, jakie tworzy ona z jonem zelaza, wykonano
z wykorzystaniem spektrometru masowego Thermo Finnigan LTQ FT (Thermo
Fisher Scientific, Germany) na Uniwersytecie w Birmingham w Wielkiej Bry-
tanii [109-114]. Badane probki byly wprowadzane do instrumentu poprzez elek-
trorozpylanie za pomocg urzadzenia Advion Biosciences Triversa Nanomate.
Analiz¢ danych wykonano przy uzyciu programu Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher
Scientific). Widma masowe uzyskano przy rozdzielczosci 100,000 dla m/z 400.
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Wszystkie widma MS i MS/MS zawieraty ponad 30 skanow, kazdy skan zawie-
rat pig¢ mikroskanow. Analiz¢ wszystkich widm przeprowadzono manualnie.

W przypadku supramolekularnych kompleksow metali doswiadczenia MS
i MS/MS przeprowadzono rowniez na ww. spektrometrze masowym, natomiast
eksperymenty MS® na spektrometrze 9.4 T ESI-Q-FTICR [44] w National High
Magnetic Field Laboratory w Tallahassee, FL.

Eksperymenty CID

Wszystkie eksperymenty CID przeprowadzono w liniowej putapce jonowej
instrumentu; powstajace jony potomne przeniesiono do komorki ICR w celu
detekcji. Szeroko$¢ izolacji dla badanych jonéw wynosita 10 m/z. Funkcje
AGC (automatic gain control) wykorzystano do akumulacji wystarczajgcej
ilosci jonéw prekursora (docelowo 1 x 10°). W doswiadczeniach zastosowano
hel, znormalizowana energia kolizji wynosita 35%.

Eksperymenty ECD

Jony macierzyste o okre$lonej wartosci m/z zostaly wyselekcjonowane
i wyizolowane w liniowej putapce jonowej instrumentu i przeniesione do ko-
morki ICR w celu przeprowadzenia doswiadczen ECD. Szeroko$¢ izolacji dla
badanych jonéw wynosita 10 m/z. Funkcje AGC wykorzystano do akumulacji
wystarczajacej liczby jonéw prekursora (docelowo 1 x 10°). Elektrony zostaty
wyprodukowane na powierzchni niebezposrednio ogrzewanej, barowo-
-wolframowej katody cylindrycznej (Heat Wave Labs, Inc. Watsonville, CA).
Przez elektrode przeptywat prad o nat¢zeniu okoto 1,1 A. Jony prekursora od-
dziatywaty z elektronami o niewielkiej energii (< 0,2 eV) przez 70 ms.

Eksperymenty EID

We wszystkich doswiadczeniach EID badane jony zostaty wyselekcjono-
wane i wyizolowane w liniowej putapce jonowej instrumentu, a nast¢pnie prze-
niesione do komorki ICR w celu przeprowadzenia eksperymentow EID. Szero-
ko$¢ izolacji dla badanych jonéw wynosita 10 m/z. Funkcje AGC wykorzystano
w celu akumulacji wystarczajacej ilosci jonow prekursora (docelowo 1 x 10°).
Elektrony wyprodukowano na powierzchni niebezposrednio ogrzewanej barowo
wolframowej katody cylindrycznej (Heat Wave Labs, Inc. Watsonville, CA).
Jony prekursora oddziatywaly z elektronami o wysokiej energii (> 10 eV) przez
70 ms (25% energii, co odpowiada potencjatowi katody -23,79 V).

Eksperymenty IRMPD

Jony prekursora zostaly wyizolowane w liniowej pulapce jonowej instru-
mentu. Szerokosc¢ izolacji dla badanych jonéw wynosita 10 m/z. Funkcje AGC
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wykorzystano do akumulacji wystarczajacej liczby jonow prekursora (docelowo
5 x 10°). Fotonéw do eksperymentéw IRMPD dostarczyt laser CO, (fala ciagta
40W, dlugos¢ fali 10,6 um). Wyizolowane jony prekursora oddziatywaty z fo-
tonami przez 500 ms (80% mocy).

Eksperymenty MS®

Jony prekursora [Fe,L15]*" wyizolowano w kwadrupolu spektrometru ma-
sowego 9,4 T ESI-Q-FTICR [44], akumulowano przez 4 s i przeniesiono do
komorki ICR instrumentu. Nastgpnie w celu przeprowadzenia do$wiadczenia
ECD jony te poddano oddziatywaniu przez 150-300 ms z elektronami (potencjat
katody -2.8 V). Produkty procesu ECD (jony [Fe,L1,]*") wyizolowano w ko-
morce ICR dzigki zastosowaniu funkcji SWIFT [44], a potem poddano trzem
roéznym typom fragmentacji. ECD: po izolacji jony [Fe,L1,]*" oddziatywaty
z elektronami przez 250 ms. Kazde spektrum masowe ECD zawieralo 125 ska-
now. IRMPD: wyizolowane przy uzyciu funkcji SWIFT produkty ECD podda-
no oddziatywaniu z fotonami przez 1,5 s (95% mocy laseru). Kazde spectrum
masowe zawierato 85 skanow. SORI-CID: hel wprowadzono do komorki ICR
(puls 3,6 ms), w ktorej znajdowaty sie¢ produkty procesu ECD, kazde spectrum
masowe SORI-CID zawierato 65 skanow.

Eksperymenty dotyczace kompleksow wanadu przeprowadzono na spek-
trometrze masowym VG BIO-Q o konfiguracji QHQ (Q-kwadrupol,
H-heksapol) na Politechnice Berlinskiej [115, 116]. Roztwory wprowadzono do
zrodta jonow ESI poprzez kapilarg silikonowg za pomoca matej pompy strzy-
kawkowej (przeptyw 3-5 pL-min"). Azot wykorzystano jako gaz atomizujacy
i suszgcy, temperatura zrodta jonéw wynosita 80°C. Doswiadczenia CID prze-
prowadzono z wykorzystaniem ksenonu o ci$nieniu 3 x 10 milibara oraz dla
kilku réznych wartosci energii kolizji (E, wynosita od 0 do 30 eV). Jony pre-
kursora wyselekcjonowano w czesci Q1 instrumentu, nastgpnie przeniesiono do
heksapola, gdzie poddano je oddzialywaniu z ksenonem. Produkty tego procesu
przeniesiono do Q2 w celu detekcji. Po to, aby utrzymaé tagodne warunki joni-
zacji we wszystkich doswiadczeniach, napigcie dla stozka Taylora (ESI) wyno-
sito od 20 do 40 eV. Wszystkie widma MS i CID MS sktadaty si¢ z co najmniej
20 skanow.



4. ZASTOSOWANIE METOD ECD, EDD I CID
TANDEMOWEJ SPEKTROMETRII MAS DO BADANIA
STRUKTURY JONOW POLIAMIDOAMINOWYCH
DENDRYMEROW PAMAM

Dendrymery poliamidoaminowe PAMAM, zsyntezowane po raz pierwszy
w 1994 roku przez Tomali¢ [118], nalezg do grupy polimerow o regularnej,
rozgatezionej strukturze. Zbudowane sa z rdzenia centralnego, identycznych,
powtarzajacych si¢ rozgatezien przytaczanych sekwencyjnie merow poliamido-
aminowych oraz grup powierzchniowych (rys. 1). Kazdy kolejny etap powiek-
szenia czgsteczki dendrymeru o przylaczane grupy poliamidoaminowe repre-
zentuje nowa generacj¢ polimeru, oznaczang literg G. Powigkszenie dendryme-
ru o kolejng generacje skutkuje wzrostem rozmiardw czasteczki, jej masy oraz
liczby grup powierzchniowych. Specyficzna budowa czgsteczek dendrymerow
pozwala na precyzyjng kontrole ich wielkosci, ksztattu oraz rodzaju i lokalizacji
powierzchniowych grup funkcyjnych [119, 120]. Ze wzgledu na podobienstwo
ksztattu 1 wielkosci czasteczek dendrymeréw PAMAM do biatek czegsto nazywa
si¢ je ,,sztucznymi biatkami” [121].

Dendrymery wzbudzaja coraz wigksze zainteresowanie naukowcow, przede
wszystkim ze wzgledu na mozliwosci ich zastosowania w medycynie, na przy-
ktad w procesie transfekeji genow oraz jako ,,nos$niki” lekow wprowadzanych do
organizmu [122-125]. Stosuje si¢ je rowniez w procesach katalizy oraz w procesie
produkcji nanopartykut, majacych zastosowanie w réznych dziedzinach nauki
[126-132]. Wykorzystanie tych zwigzkow na szersza skale wymaga jednak opra-
cowania techniki analitycznej pozwalajacej zbada¢ ,,szybko i tatwo” budowe
zsyntezowanych dendrymeréw. Dendrymery majace ,,defekty”, np. jedno rami¢
krotsze czy niejednakowe grupy powierzchniowe, charakteryzujg si¢ innymi wia-
sciwosciami. Wynika stad koniecznos$¢ doktadnego poznania budowy wyprodu-
kowanego zwigzku przed jego zastosowaniem, np. w medycynie [133].

Spektrometria mas jest potencjalnie bardzo dobrym narz¢dziem do badania
budowy dendrymerow PAMAM. Metody ESI-FTICR oraz MALDI-TOF z po-
wodzeniem wykorzystywano do okreslenia masy czasteczkowej tych zwigzkow
[134-137]. Po to, aby zbada¢ defekty w strukturze zsyntezowanych dendryme-
réw, postuzono sie spektrometrig mas MALDI-TOF [138, 139]. Technika ta mo-
ze by¢ rowniez, chociaz w ograniczonym stopniu wykorzystywana do badania
proceséw fragmentacji jonow dendrymeréw [140]. Metode fragmentacji CID
zastosowano zaréwno do badania struktury jonow dodatnich utworzonych przez
dendrymery PAMAM oraz ich komplekséw z jonami Ag’ [141], jak i do anali-
zowania budowy dendrymeréw tworzacych w roztworze aniony [142]. Oh wraz
ze wspotpracownikami wykorzystali metode fragmentacji ECD do zbadania
struktury dendrymeru PAMAM trzeciej generacji, zawierajacego amidoetanolo-
we grupy powierzchniowe [143]. Zaobserwowali, iz mimo duzego podobienstwa
w budowie, dendrymery i biatka ulegajg innym procesom fragmentacji ECD.
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Zrodto: [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer lons with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Scheme 1].

Rys. 1. Struktura dendrymeru PAMAM, surface group — grupa powierzchniowa, core —
—rdzen [109]

W opracowaniu przedstawiono wyniki badania za pomocg metod tande-
mowej spektrometrii mas ESI FT-ICR struktury dendrymeréw poliamidoami-
nowych PAMAM. Wyniki te opublikowano [109]. Celem projektu byto zbada-
nie, czy wybrane metody fragmentacji MS/MS dostarcza wyczerpujacych
informacji na temat struktury zwigzkow roznigcych si¢ zaréwno wielkoscig
czasteczki (generacja), jak 1 rodzajem grup powierzchniowych. Badania
przeprowadzono dla: dendrymeru generacji pierwszej] PAMAMGINH,, maja-
cego osiem grup powierzchniowych, ktorymi sa pierwszorzgdowe grupy ami-
nowe -NH,; dendrymeru drugiej generacji PAMAMG2O0H, zawierajacego szes-
nascie grup powierzchniowych -OH; dendrymeru generacji polowkowe;j
PAMAMGO0.5COONa, zawierajgcego osiem grup powierzchniowych -COONa.
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Wszystkie badane zwiazki majg ten sam etylenodiaminowy rdzen (-N-CH,-
CH,-N-). Dendrymer PAMAMGO0.5COONa jest zwigzkiem o generacji potow-
kowej, o wzorze [-CH,N(CH,CH,COONa),],.

Proces jonizacji probek dendrymerdéw za pomoca elektrorozpylania prowa-
dzi do powstania szeregu jonéw molekularnych: [M+4H]", [M+5H]™,
[M+6H]®" i [M+7H]"" w przypadku PAMAMG20H oraz [M+2H]*", [M+3H]*
i [M+4H]" w przypadku dendrymeru PAMAMGINH,. Ze wzgledu na charak-
ter grup powierzchniowych dendrymer PAMAMGO0.5COONa nie tworzy katio-
noéw. Elektrorozpylanie tego zwiazku w odpowiednich warunkach skutkuje
utworzeniem aniondw, ktére maja mieszane grupy powierzchniowe -COONa
oraz -COOH. Wynika to z obecnosci w zastosowanym rozpuszczalniku
CH;OH/NH,OH protonow, ktore zajmujg miejsca jonow sodowych obecnych
w grupach powierzchniowych zwiazku.

Wybér metody fragmentacji zastosowanej do badania struktury utworzo-
nych jonéw molekularnych zalezy od rodzaju i charakteru tych jonéw. W przy-
padku dendrymeréw PAMAMG20OH i PAMAMGINH, badania dysocjacji
powstatych jonow przeprowadzono, wykorzystujac tradycyjng metode opartg na
kolizji z czasteczkami gazow obojetnych (argon) CID oraz stosunkowo nowa,
bazujaca na oddziatywaniu jon-elektron, metode wychwytu elektronow ECD.
Jony molekularne dendrymeru PAMAMGO0.5COONa poddano fragmentacji,
stosujagc metode CID i metode EDD, w ktorej dysocjacja jonu zachodzi na sku-
tek oderwania od niego elektronu. Dla wszystkich wytworzonych i badanych
jonow molekularnych tego samego dendrymeru w tych samych eksperymentach
(CID lub ECD, lub EDD) obserwowano bardzo zblizone, niemal identyczne
procesy fragmentacji [109]. W opracowaniu przedstawiono wyniki dos§wiadczen
przeprowadzonych dla tych jonow, ktorych sygnal na widmie masowym byt
najbardziej intensywny, czyli [M+6H]" dla PAMAMG20H, [M-+4H]*
PAMAMG INH, oraz [M-5Na+2H]® PAMAMGO.5COONa.

Ze wzgledu na ztozonag budowe badanych zwigzkdéw oraz duzg ilos¢ frag-
mentow obserwowanych w przeprowadzonych doswiadczeniach, do opisu za-
chodzacych proceséw dysocjacji ECD wykorzystano nomenklature opracowang
przez Oh’a [143] i1 przedstawiong na schemacie 2. Symbole G,(in) oraz G,(out)
odnoszg si¢ do proceséw fragmentacji, w ktorych rozerwaniu ulega jedno wia-
zanie trzeciorzgdowej grupy aminowej, zlokalizowane po stronie rdzenia. Sym-
bol K dotyczy procesow dysocjacji, w ktorych rozerwane zostaje jedno wigza-
nie grupy aminowej trzeciorzgdowej, zlokalizowane po stronie grup powierzch-
niowych.
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Zrédto  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer lons with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Scheme 2].

Rys. 2. Sposdb oznaczenia miejsc w czgsteczce dendrymeru PAMAM, w ktorych
w procesie fragmentacji ECD dochodzi do rozerwania wigzan [109]

Ze wzgledu na zasadnicze roéznice w obserwowanych procesach fragmenta-
cji CID i ECD badanych dendrymeréw jony potomne powstajace w wyniku prze-
prowadzonych doswiadczen CID oznaczono w sposob opisany na rysunku 3.
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Zrodto: [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer Ions with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Scheme 3].

Rys. 3. Sposdb oznaczenia miejsc w czgsteczce dendrymeru PAMAM, w ktorych
w procesie fragmentacji CID dochodzi do rozerwania wigzan. Na schemacie
przedstawiono potowe czasteczki dendrymeru drugiej generacji, surface group
— grupa powierzchniowa [109]

Widma ECD i CID MS/MS wyizolowanych jonéw [M+6H]*" dendrymeru
PAMAMG20H przedstawiono na rysunku 4. Tabela 1 zawiera dane o wszyst-
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kich jonach potomnych utworzonych w wyniku procesu ECD. Najbardziej in-
tensywne piki na widmie fragmentacyjnym ECD badanego dendrymeru drugiej
generacji odpowiadaja jonom potomnym y, pochodzacym z generacji pierwszej
i zerowej (Gi(y)", Go(y)") oraz jonom G (in)*", Gy(in)’*, Geore(in)", Gy(in)*, beda-
cym rezultatem rozerwania wigzan trzeciorzegdowych grup aminowych. Jony
potomne Gj(out)’, Geye(out)” powstaja rowniez na skutek rozerwania wigzan
trzeciorzgdowych grup aminowych, jednak w tym przypadku wigzanie zostaje
rozerwane w taki sposob, ze tadunek pozostaje na powierzchni dendrymeru. Jony
te sg nietrwale i ulegajg dalszym procesom dysocjacji, w wyniku ktorych powsta-
ja kationy: [G(out)G,(a)]", [Go(out)G(a)]" i [Ge(out)G,(out)]”. Wszystkie obser-
wowane piki odpowiadaja jonom potomnym powstalym na skutek rozerwania
wigzan zlokalizowanych w wewngtrznych generacjach czasteczki: Gegre, G1 1 Go.
Grupy powierzchniowe nie wptywaja na przebieg procesu ECD.

Gyly)

[G4(out)Gy(a)]*

G, (outy* [Go(out)G,(out)]*
Gila)” [M-Gyfout)-G,(out)+2H]*
G .re(out)*

MSHIE'\ (G.,o(0ut)G4(out)]*

Gy(in
. ;Jl m '1 " B— A
200 400 600 800m’z1 000 1200 1400 1600

[M-2A¢,+6H]5*

[M-Ag,+6H]*
[M-2Aq,-2B 5 +5H]**
[M-3Ag,+6HT | |[M-Agy-2B+5H]

[M-Ag,-Bg#+SHI
[M4AG,+6H]* JA‘“ MRy 3B

M-Bg,+
Bg* [M-C+4HJ** (M-Boz*SH]
Agot G2+

300 400 500 600 700 800

Zrodto: [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer lons with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Figure 1].

Rys. 4. Widmo masowe (a) ECD FT-ICR i (b) CID FT-ICR jonéw [M+6H]*" den-
drymeru PAMAMG20H [109]
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Tabela 1. Jony potomne powstajace w wyniku procesu ECD jonéw [M+6H]®" dendry-
meru PAMAMG2O0H [109]

m/z Masa zmierzona | Masa teoretyczna Jon
160,1205 159,1132 159,1133 [G,(out)G,(a)]"
247,1523 246,1450 246,1454 Gy(out)”
260,1601 259,1528 259,1532 [G1(x)Ga(y)]
273,1916 272,1844 272,1848 [G(y)-H,0]
274,1757 273,1684 273,1689 Gi(z)"
291,2022 290,1949 290,1954 Gi(y)
346,2442 345,2369 345,2138 G (Kou)
389,2624 388,2551 388,2560 [Go(out)G(a)]”
459,2915 458,2842 458,2853 [Go(out)G,(out)]”
546,0114 3270,0246 3270,0337 [M+6H]*
655,0132 3270,0295 3270,0337 [M+5H]"
706,4438 705,4365 705,4385 Gy(out)”
718,4434 717,4361 717,4385 [Go(x)Go(V)]
732,4592 731,4519 731,4541 Gy(z)"
749,4855 748,4782 748,4807 Go(y)"
756,7244 3022,8684 3022,8804 G, (in)""
812,0088 1621,9993 1622,0090 Geore(OUt)”
818,0090 1634,0034 1634,0095 [1/2 M+2H]*
848,5533 847,5460 847,5491 [Geore(0ut)Go(a)]”
855,8690 2564,5853 2564,5952 GO(in)3+
917,5741 916,5669 916,5706 [Geore(0ut)Gy(out)]”
926,2467 2775,7182 2775,7273 [M-2G, (0ut)+3H]3+

1008,3916 3022,8894 3022,8804 Gl(in)3+
1159,7222 2317,4444 2317,4419 [M-Go(out)-Gl(out)Jr2H]2+
1283,2978 2564,5956 2564,5952 Go(in)2+
1375,8549 1374,8477 1374,8557 [Geore(0ut)Gy(out)]”
1388,8613 2775,7089 2775,7276 [M—2G|(0ut)+2H]2+
1623,0055 1621,9982 1622,0090 Geore (0Ut)"
1635,0068 1633,9995 1634,0090 [1/2 M+H]"
1649,0203 1648,0131 1648,0247 Geore(in)
1860,1514 1859,1441 1859,1567 [M-2Gy(out)]”

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal
of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOIL:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation,
Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Polyamidoamine
(PAMAM) Dendrimer Ions with Amino, Amidoethanol, and Sodium Carboxylate Surface
Groups.”, supplementary section.].



23

Dominujacymi procesami dysocjacji CID jonéw [M+6H]®" dendrymeru
PAPAMG?2O0H sg: utrata obojetnych fragmentow Ag, i Bg, oraz rdwnoczesna
utrata obu typow fragmentéw w roznym stosunku stechiometrycznym. Doktad-
na struktura fragmentu Ag, nie jest znana. Ze wzgledu na to, Ze proton moze
by¢ przylaczony zarowno do trzeciorzgdowej grupy aminowej, jak i do atomu
tlenu grupy karbonylowej, istnieja dwa mozliwe izomery fragmentu Ag,: [CH;-
C(O)-N(H)-CH,-CH,-OH] i1 [CH,=C(OH)-N(H)-CH,-CH,-OH]. W procesie
CID obserwuje si¢ rOwniez tworzenie jondw powstalych na skutek utraty takiej
samej neutralnej czasteczki, lecz roznigcych si¢ tadunkiem, np. [M-2Ag,+6H]®
oraz [M-2Ag+5SH]’". Tabela 2 zawiera wszystkie jony potomne utworzone
w procesie CID jonow [M+6H]®" dendrymeru PAMAMG20H.

Tabela 2. Jony potomne powstajace w wyniku procesu CID jonow [M+6H]*" dendry-
meru PAMAMG2O0H [109]

m/z Masa zmierzona | Masa teoretyczna Jon
333,2119 332,2046 332,2060 Al
3452118 344,2045 344,2060 Bgi
361,4802 1441,8916 1441,8979 [M-C-2Ag+H4H]Y
387,2458 1544,9540 15449613 [M-C-Ag,+4H]""
402,2509 802,4872 802,4912 Boo
413,0113 1648,0160 1648,0247 [M-C+4H]"
453,2877 2261,4020 2261,4155 [M-2Ag-Bg+5H]"
455,6879 2273,4030 2273,4155 [M-3Ag+5H]"
473,9002 2364,4645 2364,4790 [M-Bgo-Ag+5H]™"
476,3002 2376,4645 2376,4790 [M-Ago-Agot5SH]
477,3010 2857,7622 2857,7803 [M-4A,+6H]*"
494,4780 2960,8242 2960,8438 [M-3Ag,+6H]®"
496,9126 2479,5265 2479,5425 [M-Ago+5H]
511,6547 3063,8844 3063,9070 [M-2Ag,+6H]®"
528,8323 3166,9500 3166,9702 [M-Ag,+6H]*
541,6734 1621,9983 1622,0090 c
547,3437 2731,6820 2731,7011 [M-2Ago-Ag+5H]
550,3451 1648,0134 1648,0247 [M-C+3H]*
565,3569 2821,7480 2821,7803 [M-Agy-3Bg+5H]"
567,7602 2833,7645 2833,7803 [M-2A,-2Bg+5H]
570,1592 2845,7595 2845,7803 [M-3Ag-Bgot5H]"
572,5589 2857,7580 2857,7803 [M-4A+5H]"
585,9682 2924.8045 2924 8438 [M-3Bg,+5H]
588,3725 2936,8260 2936,8438 [M-Agy-2Bg,+5H]"
590,7715 2948,8210 2948,8438 [M-2Ag,-BgotSH]
592,1224 2364,4604 2364,4792 [M-Ag,-Bgo+4H]"
611,3838 3051,8825 3051,9071 [M-Ag-Bg+H5H]"
613,7838 3063,8825 3063,9071 [M-2Ag+5H]"
617,8879 2467,5223 2467,5425 [M-Bgo+4H]"
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cd. tabeli 2
631,9963 3154,9450 3154,9704 [M-BGQ-&-SH]5+
634,3962 3166,9445 3166,9704 [M-AGQ-&-SH]5+
649,4096 2593,6092 2593,6217 [M—AG]—BG]-i-4H]4+
652,4061 2605,5952 2605,6217 [M—ZAG]-i-4H]4+
655,1614 2616,6164 2616,6378 [M—ZAGz—BGz-AGl-&-4H]4+
680,9267 2719,6776 2719,7011 [M—AGQ-BGQ—AGI-&-4H]4+
706,4392 2821,7276 2821,7805 [M—AGQ-:’aBGz-&-4H]4+
760,4725 1518,9304 1518,9457 [C-AGQ-&-ZH]2+
791,4902 790,4829 790,4912 AGO+
803,4901 802,4828 802,4912 BGO+
812,0032 1621,9918 1622,0090 cr

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation,
Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Polyamidoamine
(PAMAM) Dendrimer Ions with Amino, Amidoethanol, and Sodium Carboxylate Surface
Groups.”, supplementary section].

Analiza widma CID prowadzi do wniosku, ze technika ta pozwala na do-
ktadne poznanie zewngtrznej struktury czasteczki, wigkszo$¢ obserwowanych
pikow pochodzi od jonéw potomnych powstatych na skutek rozerwania wigzan
zlokalizowanych w generacji G, dendrymeru. Grupy powierzchniowe dendry-
meru stanowig czg$¢ odrywanych, obojetnych czasteczek Ag, 1 Bgo.

Na rysunku 5 przedstawiono widma ECD i CID MS/MS wyizolowanych
jonow [M+4H]*" dendrymeru PAPAMGINH,. Wszystkie jony potomne po-
wstajace w procesie ECD i CID zamieszczone s3 odpowiednio w tabelach 3 1 4.
Widmo ECD jonow dendrymeru pierwszej generacji z o$mioma grupami po-
wierzchniowymi NH, jest zdominowane przez piki pochodzace od jondéw po-
tomnych powstatych na skutek rozerwania wigzan zlokalizowanych w generacji
Go; Go(in)*,Go(y)". Jony [Geore(0ut)Go(a)]" i [Go(out)G;(a)]" powstaty w wyniku
wtornych procesow fragmentacji.
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[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer Ions with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Figure 2].

Widma masowe: (a) ECD FT-ICR i (b) CID FT-ICR jonéw [M+4H]*" den-
drymeru PAMAMGINH2 [109]
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Tabela 3. Jony potomne powstajace w wyniku procesu ECD jonéw [M+4H]*" dendry-

meru PAMAMGINH, [109]

m/z Masa zmierzona | Masa teoretyczna Jon
159,1366 158,1293 158,1293 [Go(out)G,(a)]"
246,1921 245,1848 245,1852 Gy(out)”
274,2234 273,2161 273,2165 Gy(z)"
289,2342 288,2269 288,2274 Goy)"
317,2290 316,2217 316,2223 Gy(x)"
343,2445 3422372 342,2379 Go(Kou) "
349,2566 1392,9972 1392,9991 [M-2H,0+4H]"
353,7592 1411,0076 1411,0099 [M-H,0+4H]"
358,2617 1429,0176 1429,0204 [M+4H]"
388,3021 387,2948 387,2957 [Geore(0ut)Go(a)]”
457,3231 456,3158 456,3172 [Geore(0ut)Go(out)]
471,3430 1411,0071 1411,0099 [M-H,0+3H]*"
477,3460 1429,0380 1429,0204 [M+3H]"
535,3909 1068,7672 1068,7720 [M-Gg(K)-H,O+2H]*
544,3967 1086,7788 1086,7825 Go(Kin)™
579,9147 1157,8148 1157,8196 Go(c)™
583,9172 1165,8198 1165,8247 [M-Gg(out)-H,O+2H]*
592,9225 1183,8304 1183,8352 Go(in)*"
614,4433 613,4360 613,4387 [Geore(0ut)Gy(a)]
702,5060 701,4987 701,5024 Geore(OUt)”
714,5060 713,4987 713,5024 [1/2M]"
728,5214 727,5141 727,5180 Geore(in)”
939,6509 938,6436 938,6501 [M-2Gg(out)]

[Reproduced with kind permission from Springer Science

and Business Media, from

Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation,
Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Polyamidoamine
(PAMAM) Dendrimer Ions with Amino, Amidoethanol, and Sodium Carboxylate Surface

Groups.”, supplementary section].
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Tabela 4. Jony potomne powstajace w wyniku procesu CID jonéw [M+4H]"" dendrymeru
PAMAMGINH, [109]

m/z Masa zmierzona | Masa teoretyczna Jon
319,2338 1272,9060 1272,9094 [M-Ag;-3H,0+4H]"
323,7365 1290,9168 1290,9199 [M-Ag-2H,O+4H]"
328,2391 1308,9272 1308,9305 [M-Ag-H,0+4H]"
332,7416 1326,9372 1326,9412 [M-Ag,+4H]"
340,2509 1356,9744 1356,9781 [M-4H,O+4H]™
344,7535 1374,9848 1374,9886 [M-3H,0+4H]""
349,2561 1392,9952 1392,9991 [M-2H,0-+4H]"
387,2827 1158,8262 1158,8301 [M-Ag-Bgi-3H,0+3H]"
393,2862 1176,8367 1176,8407 [M-Ag-Bgi-2H,0+3H]™"
399,2897 1194,8472 1194,8512 [M-Ag-Bg-H,O+3H]"
415,3054 1242,8943 1242,8988 [M-Bg;-4H,0+3H]*"
421,3088 1260,9045 1260,9094 [M-Bg,-3H,0+3H]"
4273121 1278,9144 1278,9199 [M-Bg;-2H,O+3H]*"
433,3157 1296,9252 1296,9305 [M-Bg;-H,O+3H]""
4393193 1314,9360 1314,9412 [M-Bg,+3H]"
469,3462 936,6778 936,6820 [M-4Bg,-2H,0+2H]"
478,3514 954,6882 954.6926 [M-4Bg,-H,O+2H]""
4843515 966,6884 966,6925 [M-Ag,-3Bg,-H,O+2H]™
487,3565 972,6984 972,7031 [M-4Bg,+2H]"
493,3566 984,6986 984,7031 [M-Ag,-3Bg,+2H]"
499,3565 996,6984 996,703 1 [M-2Ag;-2Bg,+2H]"
526,3853 1050,7560 1050,7614 [M-3Bg,-2H,0+2H]™"
532,3852 1062,7558 1062,7614 [M-Ag-2Bg;-2H,0+2H]"
5353904 1068,7662 1068,7720 [M-3Bg,-H,O+2H]""
541,3904 1080,7662 1080,7720 [M-Ag-2Bg-H,O+2H]"
544,3956 1086,7766 1086,7825 [M-3Bg,-2H]"
547,3902 1092,7658 1092,7720 [M-2Ag;-Bg;-H,O+2H]™"
550,3955 1098,7764 1098,7825 [M-Ag,-2Bg,+2H]"
556,3955 1110,7764 1110,7825 [M-2A¢,-Bg,+2H]™
583,4241 1164,8336 1164,8407 [M-2Bg,-2H,0+2H]"
589,4241 1176,8336 1176,8407 [M-Ag-Bgi-2H,0+2H]™
592,4293 1182,8440 1182,8512 [M-2Bg,-H,O+2H]""
598,4291 1194,8436 1194,8512 [M-Agi-Bgi-H,O+2H]™"
601,4345 1200,8544 1200,8617 [M-2Bg,+2H]"
607,4345 1212,8544 1212,8617 [M-Ag-Bg-2H]"
859,6230 858,6157 858.,6239 [M-5Bg,+H]"
871,6236 870,6163 870,6239 [M-Ag,-4Bg,tH]"
973,6998 972,6925 972,7031 [M-4Bg,+H]"
985,6996 984,6923 984,7031 [M-Ag,-3BgtH]"
1087,7753 1086,7680 1086,7825 [M-3Bg,tH]"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOL:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissocia-
tion, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Polyami-
doamine (PAMAM) Dendrimer Ions with Amino, Amidoethanol, and Sodium Carboxylate

Surface Groups.”, supplementary section].
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Prawdopodobnie po rozerwaniu wigzania amidowego nastapilo oderwanie
czasteczki CO oraz rozerwanie wigzania trzeciorzedowej grupy aminowe;j.
Wtdrne procesy fragmentacji, w wyniku ktorych nastapito rozerwanie tancucha
polimeru w migjscu oznaczonym ,,a” (rys. 2), obserwuje si¢ dla obu dendryme-
row: PAMAMGINH, oraz PAMAMG20H.

Wszystkie obserwowane procesy fragmentacji ECD dendrymeru
PAMAMGINH, zwigzane s3 z rozerwaniem wigzan zlokalizowanych
w wewnetrznych warstwach czgsteczki. Grupy powierzchniowe NH, nie wpty-
waja na przebieg tego procesu. Dominujgcymi procesami dysocjacji CID jonow
[M+4H]*" dendrymeru PAMAMGINH, sa: rownoczesna utrata czasteczek wo-
dy oraz neutralnych fragmentéw Ag; i Bg; w réznym stosunku stechiometrycz-
nym. Fragmenty Ag; 1 Bg; sa odpowiednikami fragmentow Ag, i Bg, obserwo-
wanych w przypadku dysocjacji CID dendrymeru PAMAMG2O0OH. Fakt, ze
utrata czasteczek wody jest zjawiskiem dominujagcym w przypadku fragmentacji
CID dendrymeru majacego aminowe grupy powierzchniowe oraz brak takich
procesow w przypadku dendrymeru zawierajacego hydroksylowe grupy po-
wierzchniowe jest zaskakujacy. Nietypowe zachowanie jonéw dendrymeru
PAMAMGINH, w procesie dysocjacji CID moze by¢ wynikiem utworzenia
stabilnego kationu P, przedstawionego na rysunku 6.

+ CH;
NH, ~
CH, -H,0 NH CH,
o)
& | LN
PAMAM-CH,-CH, — ~ _ALH, PAMANM-CH,-CH, —C NH
NH
P

Zrodto: [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer lons with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Scheme 4].

Rys. 6. Proponowany mechanizm utraty czasteczki wody =z dendrymeru
PAMAMGINH, [109]

Kation P jest szczegolnie stabilny na skutek delokalizacji tadunku pomig-
dzy dwoma atomami azotu. Teori¢ tworzenia stabilnego kationu P potwierdzaja
wyniki badania proceséw deaminacji i dehydratacji obserwowanych podczas
dysocjacji CID protonowanych peptydow zawierajacych N-terminalng glutami-
ne¢ [144]. Z badan wynika, Ze obecnos¢ ,,mobilnych protonéw” przyczynia si¢
do utworzenia protonowanego pigciocztonowego pierscienia aminopyrolinowe-
go oraz utraty czgsteczek wody. W przypadku gdy nie ma ,,mobilnych proto-
néw”, w procesie dysocjacji CID dochodzi do utraty czasteczek NH;. W jonach
[M+4H]*" dendrymeru PAMAMG1NH, obecne s3 az cztery protony i w zwigz-
ku z tym mozna zaobserwowac procesy utraty maksymalnie czterech czasteczek
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wody. Jak wynika z analizy danych dotyczacych fragmentacji CID wszystkich
utworzonych jonow badanego dendrymeru, utrata oboje¢tnych czasteczek
w procesie fragmentacji zalezy od tadunku analizowanego jonu; dla jonéw ob-
darzonych wigkszym tadunkiem (>2+) dominujagcym procesem jest utrata cza-
steczek wody, w przypadku jonow obdarzonych mniejszym tadunkiem obser-
wuje si¢ utrat¢ NH;.

Dendrymer PAMAM generacji 0,5 z o§mioma grupami powierzchniowymi
-COONa tworzy w wyniku elektrorozpylania szereg aniondw majacych miesza-
ne grupy powierzchniowe: -COONa i -COOH w roznym stosunku stechiome-
trycznym. Na rysunku 7 przedstawiono widma masowe EDD i CID jondéw
[M-5Na+2H]".

[M-5Na+2H]*

[M-5Na-2T+H}*
Gyl )2 [M-5Na-T+2H]*

\

LAAMLAAE S LA ML AL WAL AL AL | trer T
200 300 400,500 600 700

[M-5Na-3T]2

560

[M-5Na-T+2H}*

[M-5Na-2T+H]>
T~
[M-5Na-3T}?
[M-5Na-T+H]*>

[M-5Na-2T}",

1

|1 | 1
200 300 400 500 600 700 800
m/z

Zrodto: [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2008, 19, 1312-1319 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.06.016, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Capture Disso-
ciation, Electron Detachment Dissociation, and Collision-Induced Dissociation of Poly-
amidoamine (PAMAM) Dendrimer lons with Amino, Amidoethanol, and Sodium Car-
boxylate Surface Groups.”, Figure 3].

Rys. 7. Widmo masowe EDD FT-ICR (gora) i CID FT-ICR (dét) jonow [M-5Na+2H]*
dendrymeru PAMAMGO0.5COONa [109]

Spektrum masowe EDD jest zdominowane przez piki, ktdére odpowiadaja
utracie jednego, dwoch lub trzech fragmentow T: [CH,=CH-C(O)-O]
(Am = 71,01333) w wyniku rozerwania wigzan trzeciorzgdowych grup amino-
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wych. Utrate fragmentow T mozna réwniez obserwowaé w procesie dysocjacji
CID jonéw [M-5Na+2H]>*.W przypadku widma EDD zwrdcono takze uwage na
obecnos¢ piku odpowiadajacego jonowi potomnemu [G5(in)]* (m/z 497,7054).
Fragmentacja tego typu zachodzita réwniez w przypadku procesow ECD
przeprowadzonych dla jonéw dodatnich dendrymerow PAMAMGINH,
i PAMAMG20H.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw tandemowej
spektrometrii mas mozna wysnu¢ wniosek, ze metody fragmentacji oparte na
oddzialywaniu jon-elektron (ECD, EDD) zastosowane do badania budowy jo-
now dendrymerow PAMAM, réznigcych si¢ zardwno liczba generacji, jak
irodzajem grup powierzchniowych, sa zwigzane z procesami protonowania
trzeciorzgdowych grup aminowych oraz obecnoscig grup amidowych w tancu-
chach dendrymerow.

Liczba generacji zwigzku ma istotny wplyw na obserwowane procesy dy-
socjacji jonow wskutek wychwytu elektronéow. Widma masowe ECD sg zdomi-
nowane przez piki, ktore odpowiadajg jonom potomnym powstalym w wyniku
rozerwania wigzan zlokalizowanych w wewngetrznych generacjach dendryme-
row. Najbardziej intensywne sygnaty na widmach ECD jonéw dendrymerow
PAMAMGINH, i PAMAMG20OH s3 tego samego typu: Gn(y), Gn(in)
i Gn(out), gdzie n odpowiada najbardziej wewnetrznym generacjom; n = 0,
1 w przypadku PAMAMG20H i n = 0, w przypadku PAMAMGINH,. Roze-
rwanie wigzania trzeciorzgdowej grupy aminowej zlokalizowanej w wewnetrz-
nej czesci czasteczki zaobserwowano rowniez w procesie EDD przeprowadzo-
nym dla jonow dendrymeru PAMAMGO0.5COONa. Procesy fragmentacji oparte
na oddziatywaniu jon-elektron (ECD, EDD) sg niezalezne od rodzaju grup po-
wierzchniowych.

W przeciwienstwie do ECD i EDD procesy fragmentacji CID przebiegaja
w zewngetrznych partiach badanych jonow dendrymerow i w duzym stopniu
zalezg od rodzaju grup powierzchniowych. Nie zaobserwowano wplywu liczby
generacji zwigzku na procesy dysocjacji CID. Analiza widm masowych ECD,
EDD oraz CID jonéw dendrymerow PAMAMGINH,, PAMAMG20H oraz
PAMAMGO0.5COONa prowadzi do wniosku, ze metody fragmentacji oparte na
oddziatywaniu jon-elektron dostarczajg szczegotowych informacji na temat
wewngtrznej budowy zwiazkow, natomiast tradycyjna metoda CID pozwala na
okreslenie rodzaju grup powierzchniowych i uzyskanie danych na temat budo-
wy generacji zewngtrznych. Jedynie zastosowanie obu metod fragmentacji po-
zwala na uzyskanie petnych informacji o strukturze badanych zwiazkow. Wyni-
ki dowodzg, ze kombinacja metod tandemowej spektrometrii mas ECD (EDD)
i CID ESI-FTICR jest potencjalnie doskonatym narzgdziem do badania struktu-
ry dendrymerow.



5. BADANIE STRUKTURY KOMPLEKSOW JONOW
METALI: Ag’, Cu®*, Zn**, Fe**, Fe’* Z DENDRYMERAMI
POLIAMIDOAMINOWYMI PAMAM ZA POMOCA
METOD CID I ECD MS?

Dendrymery PAMAM maja szczegdlnie duze znaczenie jako czynniki che-
latujace jony metali [145-150]. Kompleksy sktadajace si¢ z czasteczki dendry-
meru, wewnatrz ktorej w scisle okreslonych miejscach jony metali zostajg przy-
faczone za pomocg wigzan koordynacyjnych, maja duze zastosowanie mi¢dzy
innymi w procesach katalizy homogenicznej, jak i heterogenicznej [151]. Wy-
produkowanie kompleksu sktadajacego sie zjonow metali zlokalizowanych
wewnatrz czasteczki dendrymeru PAMAM jest wieloetapowym, ztozonym
procesem. Najczesciej proces ten sktada si¢ z takich etapow, jak: synteza den-
drymeru, kompleksowanie jonéw metalu, redukcja oraz nukleacja jonow metalu
[130, 152-154]. O miejscu przylaczenia jonu metalu wewnatrz czasteczki den-
drymeru PAMAM decyduje zarowno budowa dendrymeru (rodzaj rdzenia, licz-
ba generacji, rodzaj grup powierzchniowych), jak i wlasciwosci metalu. Obec-
nos$¢ w czasteczce czynnika chelatujgcego wielu miejsc, do ktdérych moze przy-
faczy¢ si¢ za pomoca wigzan koordynacyjnych jon metalu, moze wywotywac
zjawisko wewnetrznej migracji kationu [155]. Roznice we wlasciwosciach me-
tali (rézna liczba powlok elektronowych, elektronéw walencyjnych itd.) moga
by¢ wykorzystywane do produkcji kompleksow zawierajacych dwa (lub wigcej)
rézne jony metali oraz w procesach wymiany jednego chelatowanego jonu me-
talu na inny jon [144, 156]. W przypadku dendrymeréw PAMAM o duzej licz-
bie generacji w przylaczaniu jonu metalu biorg udziat glownie wewngtrzne,
trzeciorzgdowe grupy aminowe, z kolei gdy czynnikiem chelatujacym jest den-
drymer o matej liczbie generacji, wowczas jon metalu moze zosta¢ przytaczony
na skraju czasteczki [157].

Wzrost zainteresowania nanopartykutami metali wewnatrz czasteczek den-
drymeréw powoduje, ze istnieje potrzeba opracowania techniki, ktéra pozwala-
laby na scharakteryzowanie zarowno struktury kompleksu dendrymeru z meta-
lem/metalami, jak i samego czynnika chelatujagcego, czyli dendrymeru. Zda-
niem Schalleya [158], metody spektrometrii mas pelnia wazng rolg¢ w procesie
analizy réznego rodzaju dendrymerdéw, poniewaz pozwalajg okresli¢ stopien
czystosci zwigzku, wykry¢ defekty wyprodukowanych dendrymeréw oraz
umozliwiajg zbadanie wyizolowanych czasteczek tych zwigzkow lub ich kom-
plekséw, np. z metalami w fazie gazowej. Jedna z technik spektrometrii mas
najczesciej stosowanych do badania budowy i wlasciwosci dendrymerow jest
MALDI. Istniejg jednak prace badawcze, ktore dowodza, ze technika ta cze¢sto
zawodzi, np. woéwczas, gdy badane dendrymery maja grupy funkcyjne absorbu-
jace swiatlo o dlugosci fali odpowiadajgcej laserowi MALDI [159, 160] Do-
tychczas pory stosunkowo rzadko do badania budowy dendrymerow i ich kom-
pleksow z metalami stosowano spektrometry FT-ICR; Brodbelt ze wspotpra-
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cownikami [141] zastosowali technike CID do badania budowy dendrymeru
trzeciej generacji oraz kompleksow, jakie tworzy on z jonami srebra, natomiast
Oh wraz ze wspotpracownikami [143] wykorzystali metodg fragmentacji ECD
do zbadania struktury dendrymeru PAMAM trzeciej generacji.

W opracowaniu przedstawiono wyniki badania budowy kompleksoéw jo-
néow metali Ag’, Cu*", Zn**, Fe’" oraz Fe’" z dendrymerem PAMAM trzeciej
generacji, posiadajagcym 16 amidoetanolowych grup funkcyjnych oraz etyleno-
diaminowy rdzen (rys. 1), za pomocg metod CID i ECD tandemowej spektro-
metrii mas. Wyniki te opublikowano w pracy [110]. Celem projektu byto
sprawdzenie, czy badania oparte na wykorzystaniu tych metod dostarczaja wy-
czerpujacych informacji na temat budowy komplekséw metali z dendrymerami
PAMAM.

Elektrorozpylanie roztworéw zawierajacych jednakowe st¢zenia dendry-
meru oraz soli odpowiednich metali skutkuje utworzeniem kompleksow
owzorze ogbélnym [PD+M™+mH]™™", gdzie PD oznacza dendrymer
PAMAM, M — jon metalu, n — stopief utlenienia jonu metalu, m — liczb¢ proto-
néw. Stosujac roztwory zawierajace wieksze stezenie soli metali spowodowano,
ze elektrorozpylanie wywotato powstanie kompleksow zawierajacych dwa lub
trzy jony metalu: [PD+2M"+mH]*"™" i [PD+3M"+mH]""™", jednak inten-
sywno$¢ odpowiadajacych im pikow na widmie masowym byta znacznie mniej-
sza niz w przypadku kompleksoéw zawierajacych pojedynczy jon metalu. Przed-
stawione wyniki dotycza jondw macierzystych o wzorze ogdélnym
[PD+M"+mH]”", podobne procesy fragmentacji obserwowano dla wszystkich
kationéw zawierajacych ten sam metal: w przypadku Ag" dla [PD+Ag +2H]**
i [PD+Ag +3H]".

Ze wzgledu na roznice i podobienstwa w procesie fragmentacji ECD jonoéw
chelatéw utworzonych przez przylaczenie za pomoca wigzan koordynacyjnych
jonow metali do dendrymeru PAMAM badane kompleksy podzielono na dwie
grupy. Na rysunku 8 przedstawiono widma ECD jondéw macierzystych
[PD+Cu*+3H]*" oraz [PD+Fe’+2H]™, tabela 5 zawiera dane charakteryzujace
jony potomne utworzone w tych procesach. Rysunek 9 przedstawia widma ECD
jonow: [PD+Ag+4H]*", [PD+Zn>+3H]’", [PD+Fe*+3H]*", a tabela 6 informa-
cje dotyczace jonow potomnych powstajacych w wyniku ich fragmentacji na
skutek wychwytu elektronu. Sposob oznaczenia miejsc w czasteczce dendryme-
ru PAMAM, w ktorych w procesie fragmentacji ECD dochodzi do rozerwania
wigzan jest zgodny z tym, ktory przedstawiono na rysunku 2.
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[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 674-681 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.12.013, Kaczorowska, M.A., Cooper, H.J., “Electron Capture Dis-
sociation and Collision-Induced Dissociation of Metal Ion (Ag", Cu®*", Zn*, Fe*', and
Fe*") Complexes of Polyamidoamine (PAMAM) Dendrimers”, Figure 1].

Rys. 8. Widmo masowe ECD ESI FT-ICR jonéw macierzystych (a) [PD+Cu**+3H]>",

(b) [PD+Fe*+2H]*" [110]



34

Tabela 5. Jony potomne utworzone w wyniku procesu ECD jonéow *[PD+Cu*'+3H]>"
oraz "[PD+Fe*"+2H]>", PD = PAMAMG20H [110]

m/z do§wiadczalne m/z teoretyczne Jon
248,1604, "248,1602 248,1610 G (out)”
°260,1603 260,1605 [G1(x)Ga(y)]
91,2026, "291,2024 291,2027 Gy(y)"
3452131, °345,2127 3452138 G(Kow)
3292182 329,2189 [G1(Kow)-H,0]"
3892635, "389,2627 389,2633 [Go(out)Gy(a)]”
4592918 4592926 [Go(out)G,(out)]”
706,4452, °706,4441 706,4458 Go(out)”
732,4612, "732,4600 732,4614 Go(2)"
749 4875, °749,4863 749,4880 Go(y)"
“803,4981, "803,4967 803,4985 Go(Kout)”
°831,9933 831,9958 [PD+Fe” +2H]"
“833,9954 833,9988 [PD+Cu +3H]""
°850,5003 850,5029 [PD+Fe” -Gy(x)+H]"
996,5874 996,5913 [PD+Cu’-G,(Kout)+2H]*"
°1003,2587 1003,2644 [PD+Fe”"-G,(x)+H]""
°1026,6039 1026,6075 [PD+Fe”"-G,(out)+H]*
*1028,9376 1028,9426 [PD+Cu” -G, (out)+H]*"
1072,9678 1072,9725 [PD+Cu” -G,(Kout)+H]*"
1091,0176 1091,0185 [PD+3H]"
"1111,3223 1111,3270 [PD+Cu” +H]*"
*1234,7770 1234,7785 [PD-Go(Kou)+2H]"
°1261,2291 1261,2350 [PD+Fe” -Go(Kou)]* "
*1265,2340 12652411 [PD+Cu’-Go(K o) +H]™
°1275,2447 12752505 [PD+Fe™ -Go(x)]""
1279,2493 12792567 [PD+Cu’-Gy(x)+H]""
°1309,7560 1309,7614 [PD+Fe”"-Gy(out)]”
*1494,3766 1494,3834 [PD+Cu"-G (Ko, )+H]™
°1504,4050 1504,3930 [PD+Fe”-G(x)]""
*1508,3915 1508,3988 [PD+Cu -G, (x)+H]""
*1522,3918 15223962 [PD+Cu -G, (y)+H]""
°1539,3983 1539,4077 [PD+Fe”"-G,(out)]*
*1542,9039 1542,9100 [PD+Cu”"-G,(out)]*
1609,4513 1609,4586 [PD+Cu”"-Go(Kou) >
1623,0138 1623,0163 Geore(OUt)”
1649,0307, °1649,0253 1649,0320 Geore(in)”

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal of the
American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 674-681 DOI: 10.1016/j.jasms.2008.12.013,
Kaczorowska, M.A., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation and Collision-Induced Disso-
ciation of Metal Ton (Ag’, Cu*', Zn*, Fe**, and Fe'") Complexes of Polyamidoamine (PAMAM)
Dendrimers”, supplementary section].
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Fe*") Complexes of Polyamidoami

Rys. 9.
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ICR jonéw macierzystych (a) [PD+Ag +4H]™",
e*3H]> [110]
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Tabela 6. Jony potomne utworzone w wyniku procesu ECD jonéw [PD+Ag +4H]™",
PD+Zn*+3H]", [PD+Fe*+3H]’", PD = PAMAMG2OH [110]

m/z do§wiadczalne m/z teoretyczne Jon
€160,1207 160,1206 [G1(out)G,(a)]”
©248,1605, 248,1605, ©248,1602 248,1610 G (out)”
60,1604 260,1605 [G1(x)Ga(y)]
274,1762, 274,1761, °274,1758 274,1761 Gi(2)
€291,2027, 291,2027, ©291,2023 291,2027 Gi(y)"
©345,2133, 9345,2128, ©345,2129 3452138 Gi(Kow)"
€389,2633, “389,2634, ©389,2627 389,2633 [Go(out)G(a)]"
€459,2927, 9459,2928, ©459,2911 4592926 [Go(out)G'(out)]”
©706,4463, “706,4465, ©706,4443 706,4458 Go(out)”
°718,4464 718,4458 [Go(x)Ga(y)]”
€732,4620, 9732,4628 732,4614 Go(z)"
©749,4886, “749,4889, ©749,4861 749,4880 Go(y)
°803,4988, “803,4986, °803,4960 803,4985 Go(Kout)"
°818,5161 818,5157 [PD+4H]"
°831,9924 831,9958 [PD+Fe” +2H]"
°848,5571, “848,5576, °848,5537 848,5564 [Geore(0Ut)Gy(a)]"
°850,5008 850,5029 [PD+Fe” -Gy(x)+H]"
1867,8395 867,8387 [PD+Zn""-Gy(z)+H]’*
917,5789 917,5779 [Geore(0Ut)Go(out)]”
€1008,6334 1008,6343 [PD-G,(out)+3H]*"
€1026,6028 1026,6075 [PD+Fe’ -G, (out)+H]""
11029,2738 1029,2724 [PD+Zn""-G,(out)+H]*"
€1043,9342 1043,9336 [PD+Ag -G, (out)+2H]""
€1261,2319 1261,2350 [PD+Fe” -Go(Kout)]™
€1275,2469 12752505 [PD+Fe™ -Go(x)]""
€1283,3075 1283,3049 [PD-Gg(out)+2H]*
11301,2564 1301,2544 [PD+Zn""-Go(2)]"
€1309,7560 1309,7614 [PD+Fe”"-Gy(out)]”
11314,2654 1314,2622 [PD+Zn""-Gy(out)]*"
€1336,2553 1336,2540 [PD+Ag -Go(out)+H]™
°1512,4498 1512,4478 [PD-G,(out)+2H]*
11521,3803 1521,3850 [PD+Zn""-G (y)]"
€1623,0185 1623,0163 Geore(OUt)"
°1649,0345, 11649,0372 1649,0320 Geore (in)"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal of the
American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 674-681 DOI: 10.1016/j.jasms.2008.12.013,
Kaczorowska, M.A., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation and Collision-Induced Disso-
ciation of Metal Ion (Ag’, Cu*', Zn*, Fe**, and Fe*") Complexes of Polyamidoamine (PAMAM)
Dendrimers”, supplementary section].

Najbardziej intensywnym pikiem na widmie ECD jonoéw kompleksu
[PD+Cu”+3H]’" (rys. 8a) jest pik odpowiadajacy kompleksowi o zreduko-
wanym tadunku [PD+Cu+3H]", ktéry powstaje na skutek wychwytu jednego
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elektronu przez dwuwarto$ciowy jon miedzi. Seria pikow pochodzacych od
jonow utworzonych w wyniku dysocjacji tego kompleksu, takich jak
[PD+Cu’-Go(Kow)+H]*" 1 [PD+Cu’-Go(x)+H]>, jest rowniez widoczna na wid-
mie MS/MS. Wszystkie fragmenty zawierajace jednowartosciowy kation miedzi
powstaty na skutek rozerwania wigzan trzeciorzedowych grup aminowych den-
drymeru, mieszczacych si¢ po stronie grup powierzchniowych (oznaczone jako K)
lub wigzania grupy amidowej, usytuowanego po stronie rdzenia (oznaczone jako
a/x). Reakcje fragmentacji tego typu nie byly obserwowane w przypadku procesow
ECD protonowanych dendrymerow [109]. Jony potomne, zawierajgce dwuwarto-
$ciowy kation miedzi, np. [PD+Cu’"-G,(out)]*", [PD+Cu*"- G,(out)+H]’" sa re-
zultatem procesu wychwytu elektronu przez ligand dendrymeru. Nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, czy jony fragmentacyjne niezawierajgce metalu po-
wstaty na skutek wychwytu elektronu przez ligand, czy tez przez kation metalu;
sa one jednak podobne do tych obserwowanych w procesie ECD protonowa-
nych dendrymerow.

Widmo masowe jonow kompleksu [PD+Fe*"+2H]*" (rys. 8b) zawiera sze-
reg intensywnych pikow odpowiadajacych jonom potomnym o zredukowanym
fadunku, powstatym na skutek wychwytu elektronu przez troéjwartosciowy ka-
tion zelaza: [PD+Fe’-Go(x)]*", [PD+Fe*"-Go(Kow)]”', [PD+Fe*"-G,(x)]*,
[PD+Cu”"-Gy(x)+H]*". Nie zaobserwowano jonéw potomnych, zawierajacych
trojwartosciowy kation zelaza, co sugeruje, ze kation zelaza ,tatwiej” wychwy-
tuje elektron niz dwuwarto$ciowy kation miedzi (i dendrymer). Podobnie jak
w przypadku chelatow zawierajacych kation miedzi rozrywanie wigzan grup
amidowych zlokalizowanych po stronie rdzenia (a/x) jest dominujacym proce-
sem fragmentacji ECD komplekséw dendrymeru PAMAM z kationem Fe™".

Jony potomne, powstajace na skutek rozerwania wigzania trzeciorzgdowe;j
grupy aminowej, zlokalizowanego po stronie grup powierzchniowych (piki
zawierajace liter¢ K na spektrum), sg rowniez obserwowane. Jednak w odrdz-
nieniu od jonéw kompleksow dendrymer/Cu®", widmo ECD jonéw chelatow
zawierajacych Fe’™ jest zdominowane przez piki pochodzace od jonéw potom-
nych, powstatych w wyniku rozerwania wigzan amidowych i trzeciorzgdowych
grup aminowych ligandu: G(y)", Gi(y)", Go(out)” Nie jest jasne, czy fragmenty
te powstaly na skutek wychwytu elektronu przez kation metalu czy przez
ligand.

Widma ECD MS/MS jonéw komplekséw dendrymerow PAMAM z katio-
nami Ag", Zn*", Fe*" (rysunki 9a, b, ¢) zawieraja piki odpowiadajace fragmen-
tom powstalym w wyniku rozerwania wigzan grup amidowych i trzeciorzedo-
wych grup aminowych, zlokalizowanych w wewnetrznych generacjach ligandu,
podobnie do widm ECD protonowanych dendrymeréw. Nie zaobserwowano
fragmentéw powstalych na skutek wychwytu elektronu przez dwuwartosciowe
kationy cynku i zelaza. Obecnos¢ na widmie masowym jonow kompleksow
zawierajacych Ag” sygnalu odpowiadajacego [PD+4H]*" $wiadczy o tym, ze
musial zajs¢ proces wychwytu elektronu przez jednowartosciowy kation srebra,
jednak nie stwierdzono zadnych fragmentow dendrymeru, zawierajacych Ag(0).
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Na podstawie analizy wynikow badania kompleksow utworzonych przez
jony metali Ag®, Cu®", Zn®", Fe’" Fe’" z czasteczkami dendrymeru PAMAM
drugiej generacji mozna wysnu¢ wniosek, ze procesy dysocjacji ECD zaleza
w bardzo duzym stopniu od wlasciwosci kationdéw. Wplyw wilasciwosci jonow
metali na zachodzace procesy fragmentacji ECD odnotowano roéwniez
w przypadku peptydoéw [161] i kompleksow ttuszezow [162, 163]. O’Hair ze
wspotpracownikami zaobserwowali badajac procesy ECD kompleksow dwu-
wartosciowych metali z czasteczkami thuszczow, ze metale charakteryzujace si¢
wigkszg wartoscig drugiej energii jonizacji tworzyly stabilne kompleksy
o zredukowanym ladunku, powstajace w wyniku zmiany stopnia utlenienia
kationu, natomiast w przypadku metali charakteryzujacych si¢ matg wartoscia
drugiej energii jonizacji odnotowano wychwyt elektronu przez ligand [164].
Podobne zjawisko mozna zaobserwowa¢ w przypadku opisywanych komplek-
sow jon metalu/dendrymer; dla jonéw Fe®™ i Cu*" charakteryzujacych sie duza
wartoscig drugiej energii jonizacji zaobserwowano proces wychwytu elektronu
przez kationy, dla jonéw metali o niskiej wartoéci drugiej energii jonizacji Zn**
i Fe’* nie stwierdzono zjawiska wychwytu elektronu przez kationy. Dla kom-
pleksow z Ag” (kation Ag" ma inng liczbe powtok elektronowych niz pozostate
kationy) zachodzi proces wychwytu elektronu przez kation, o czym $wiadczy
obecno$¢ jonéw potomnych [PD+nH]™, jednak fragmentéw dendrymeru, za-
wierajacych atom srebra Ag(0) nie zanotowano.

Wyniki eksperymentéow EPR przeprowadzonych przez Tomali¢ wraz ze
wspotpracownikami [165] wykazuja, ze w kompleksach utworzonych przez
Cu™" z dendrymerami PAMAM jon metalu moze byé przytaczany za pomoca
wigzan koordynacyjnych w réznych miejscach, tzn. w wewnetrznych lub ze-
wnetrznych generacjach czasteczki ligandu. W przypadku gdy ligandem jest
dendrymer PAMAM z amidoetanolowymi grupami powierzchniowymi, koor-
dynacja jonéw metalu zachodzi przy udziale trzeciorzegdowych grup amino-
wych, zlokalizowanych w wewnetrznych generacjach [166]. Nolan [167] ze
wspotpracownikami wykazali, ze w kompleksach [PD+Cu**+4H]®" jon metalu
jest przytaczany do ligandu za pomoca dwodch trzeciorzgdowych grup amino-
wych rdzenia oraz trzech amidowych atomow tlenu, w kompleksach
[PD+Cu”*+2H]*" koordynacja metalu zachodzi przy udziale dwéch trzeciorze-
dowych grup aminowych rdzenia, jednego amidowego atomu tlenu oraz dwdch
amidowych atoméw azotu. Na podstawie wynikow doswiadczen ECD przed-
stawionych w tym opracowaniu mozna wnioskowaé, ze jony Fe’™ i Cu*" sg
przylaczane do ligandu przy udziale atomow azotu i/lub tlenu pochodzacych
z grup amidowych, zlokalizowanych w wewnetrznych generacjach; swiadczy
o tym obecnos$¢ fragmentow powstalych na skutek rozerwania wigzan a/x (rys.
8a i b). Ponadto fakt, ze na widmach ECD komplekséw zawierajacych kationy
Cu*, Fe’" nie zaobserwowano fragmentéw zawierajacych rdzen dendrymeru,
ale niezawierajgcych jonu metalu jest potwierdzeniem, ze rdzen ligandu peni
zasadniczg rol¢ w procesie koordynacji tych metali.



Dla kompleksow zawierajacych jony Ag”, Fe*", Zn>" na podstawie uzyska-
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nych widm ECD nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢ udziatu rdzenia ligandu
w procesie koordynacji kationdw metali.

Widma masowe CID komplekséw [PD+Cu*+3H]’" i [PD+Fe’+2H]™"

przedstawiono na rysunku 10, dane dotyczace jonéw potomnych powstajacych
w tych procesach zawarto w tabeli 7.
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N
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\ /
\

|

Y
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1
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[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from

Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 674-681 DOI:
10.1016/j.jasms.2008.12.013, Kaczorowska, M.A., Cooper, H.J., “Electron Capture

Rys. 10.

Dissociation and Collision-Induced Dissociation of Metal Ion (Ag", Cu*, Zn*', Fe*',
and Fe*") Complexes of Polyamidoamine (PAMAM) Dendrimers”, Figure 3].

Widmo masowe CID ESI FT-ICR jondéw macierzystych: (a) [PD+Cu®+3H]>",
(b) [PD+Fe*"+2H]>" [110]
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Tabela 7. Jony potomne utworzone w wyniku procesu CID jondéw [PD+Cu*'+3H]>"
oraz {[PD+Fe*"+2H]*", PD = PAMAMG2OH [110]

m/z doswiadczalne m/z teoretyczne Jon
48,1602 248,1610 G, (out)”
260,1601, £260,1599 260,1605 [G,(x)G>(y)]”
13452126, £345,2123 3452138 G (Kow)
'459.2913 4592926 [Go(out)G,(out)]”
'511,3210 511,3127 [1/2PD-G,(Lout)+3H]*"
15253244 525,3264 [1/2PD-G,(y)+3H]""
'545,6750, £545,6771 545,6771 [1/2PD+3H]""
'560,3123 560,3177 [1/2PD+Cu’ +H-H,0]""
£563,6474 563,6506 [1/2PD+Fe’ 1*
'566,3155 566,3214 [1/2PD+Cu” +H]"
£624,5691 624,5727 [PD+Fe’ -2G,(Lout)+2H]"
'633,1186 633,1244 [PD+Cu” -Gy(Kout)+2H]"
£644,9820 644,9841 [PD+Fe’"-G,(Lout)+2H]""
'646,5818 646,5863 [PD+Cu” -G,(Lout)+3H]"
1706,4428, £706,4415 706,4458 Gylout)”
'718,4427, #718, 4415 718,4458 [Go(x)G(y)]”
'747,6888 747,6953 [PD+Cu” -G (Kou)+2H]"
'803,4947, £803,4933 803,4985 Go(Kogy)
'818,0078, 2818,0087 818,0087 [1/2PD+2H]*"
£844,9644 844,9720 [1/2PD+Fe’ -H]""
8494753 849,4821 [1/2PD+Cu”
'905,5734, 2905,5711 905,5784 [1/2PD-Gy(z)+H]"
'1363,8495, £1363,8446 1363,8636 [1/2PD-G,(z)+H]"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal of the
American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 674-681 DOI: 10.1016/j.jasms.2008.12.013,
Kaczorowska, M.A., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation and Collision-Induced Disso-
ciation of Metal Ion (Ag", Cu*', Zn*, Fe**, and Fe*") Complexes of Polyamidoamine (PAMAM)
Dendrimers”, supplementary section].

Widma CID MS/MS sg zdominowane przez piki odpowiadajace fragmentom
potomnym powstatym w wyniku rozerwania wigzania pomi¢dzy dwoma atomami
wegla zlokalizowanymi w rdzeniu czasteczki dendrimeru: [1/2PD+Cu’]*,
[1/2PD+Cu*"+H]*, 1/2PD+2H]2+, £1/2PD+3H]3+ dla [PD+Cu”+3H]"
oraz [1/2PD+Fe3+ H]*", [1/2PD+Fe’ 7", [12PD+3H]*, [1/2PD+2H]*" dla
[PD+Fe’ +2H]". Inne fragmenty, ktorych powstanie bylo zwigzane z rozerwa-
niem wigzan w rdzeniu czasteczki czynnika chelatujgcego sg rowniez obecne na
widmie masowym (np. [1/2PD-G(z)+H]").

Mechanizm dysocjacji CID kompleksow jon metalu/dendrymer jest niety-
powy w poréwnaniu z obserwowanym dla protonowanych dendrymerow
(fragmenty K i L) i wynika z koordynacji jonéw Cu*" i Fe*" do ligandu. Inten-
sywnos$¢ pikow odpowiadajacych jonom potomnym powstalym w wyniku roze-
rwania wigzania C-C rdzenia dendrymeru wskazuje na to, Zze obie trzeciorzedo-
we grupy aminowe rdzenia biorg udziat w koordynacji jonow metali. Ostabienie
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wigzania pomiedzy atomami wegla rdzenia na skutek koordynacji jonu metalu
jest przyczyng rozerwania tego wigzania w procesie CID

Widma masowe CID kompleksow [PD+Ag™+4H]’", [PD+Zn*+3H]™,
[PD+Fe’+3H]’" przedstawiono na rysunku 11, tabela 8 zawiera liste obserwo-

wanych jonow potomnych.

Tabela 8. Jony potomne utworzone w wyniku procesu CID jonéw "[PD+Ag +4H]>,
[PD+Zn*"+3H]’", \[PD+Fe*+3H]’", PD = PAMAMG20H [110]

m/z do$wiadczalne m/z teoretyczne Jon
'248,1601 248,1610 G (out)"
"345.2119, '345,2125,7345,2124 3452138 G (Kow)
'433,2084 4332101 [Go(Kou)+Zn> -
'459,2912 459,2926 [Gy(out)G,(out)]”
1603,9568 603,9601 [PD+Fe” -3Gy(Lo,)+3H]
1624,5692 624,5727 [PD+Fe” -2Gy(Ly,)+3H]
'626,1688 626,1716 [PD+Zn" -2Gy(Loy)+3H]
"634,963 1 634,9656 [PD+Ag -2Gy(L,,)+4H]"
1645,1818 645,1854 [PD+Fe” -G,(Ly,)+3H]
'646,7814 646,7842 [PD+Zn" -G,(Lo,)+3H]
"649,4088 649,4127 [PD-G(Lou)-G; (Kou)+4H]"
"655,5758 655,5809 [PD+Ag -G,(L,,)+4H]"
'696,4081 696,4112 | [PD+Zn" -G (Ku)2Ga(Low)+2H]"
722,1731 722,1770 | [PD+Zn""-G,(K,u)-G,(Lout)+2H]""
"735,4570, '735,4588 735,4642 [PD-G1(L,,)*+4H]"
1745,9398 745,9443 [PD+Fe” -G, (Kow)+2H]"
1749 4817 7494880 Gol(y)"
"760,4728 760,4801 [Geore(0Ut)-Go Loy ) F2H]™
1777,4586 7774641 | [PD+Fe” -Gy(K ou)-Go(Low)+2H]"
789,1632,789,1620 789,1626 [PD-Gy(Kou)-Go(Low) F3H]
"791,4914, '791,4946,791,4927 791,4985 Go(Low)
"803,4914, '803,4947, '803,4930 803,4985 Go(Kou)
"812,0048, '812,0079, '812,0057 812,0082 [Geore(OU)+2H]"
"823,5137, '823,5175,823,5158 823,5170 [PD-Go(Kou)+3H]
'844,1550 844,1596 [PD+Zn" -Go(Kou)TH]' "
"855,3770 855,3858 [Ag'+Gy(y)]
"864,9525 864,9607 [Geore(oUt)*Ag +H]*"
'941,9234,7941,9198 941,9287 [PD-G(Lou)-Go(Kow)+3H]*
'962,5613 962,5669 | [PD+Zn” -Gy(Low)-Go(Kou)HH]”
'976,2771,976,2743 976,2832 [PD-G,(K,,)+3H]""
19942496 9942562 [PD+Fe” -G, (Ko )tH]”
'996,9149 996,9213 [PD+Zn" -G, (Ko )tH]
'1062,6676 1062,6755 [PD-Go(Kou)-G1 (Kou)+2H]™
'1068,6675 1068,6755 [PD-Gy(Kou)-G1(Low) T2H]”

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal of the
American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 674-681 DOI: 10.1016/j.jasms.2008.12.013,
Kaczorowska, M.A., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation and Collision-Induced Disso-
ciation of Metal Ton (Ag", Cu*', Zn*', Fe*", and Fe'") Complexes of Polyamidoamine (PAMAM)

Dendrimers”, supplementary section].
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We wszystkich przypadkach najbardziej intensywne sygnaty odpowiadaja
jonom potomnym powstatym w wyniku rozerwania wigzan typu K i L (rys. 2),
podobnie jak w przypadku protonowanych dendrymerow. Obecnos¢ fragmen-
tow w sklad ktérych wchodzi jon Ag™ ([Geoe(out)+Ag+H]*", [Ag+Gy(y)]"
(rys. 11a) oraz brak fragmentow ligandu z generacji G, i G, zawierajacych ka-
tion srebra $wiadczg o tym, ze koordynacja Ag' ma miejsce w poblizu rdzenia
ligandu. W przypadku kompleksow Zn**/dendrymer liczne fragmenty pocho-
dzace z generacji Gy i G; ligandu zawierajgce oraz niezawierajace jondw meta-
lu, brak jondéw potomnych sktadajacych si¢ jednoczesnie z rdzenia i jonu metalu
oraz brak fragmentow z generacji zewn¢trznej G, zbudowanych z jonu metalu
$wiadcza o tym, ze koordynacja Zn*" zachodzi w wewnetrznych generacjach
czynnika chelatujgcego, ale najprawdopodobniej rdzen ligandu nie bierze w tym
procesie bezposredniego udziatu. Podobne wnioski mozna wysnu¢ na podstawie
analizy widma CID komplekséw zawierajacych kation Fe* (rys. 11c). Koordy-
nacja dwuwarto$ciowego kationu Zelaza ma miejsce w wewngtrznych genera-
cjach ligandu Gy, rdzen czasteczki dendrymeru nie bierze udzialu w tworzeniu
wigzan koordynacyjnych.

Metody ECD i CID tandemowej spektrometrii mas, zastosowane do bada-
nia struktury jonéw komplekséw utworzonych przez dendrymer PAMAM trze-
ciej generacji z jonami metali Ag", Cu*", Zn>", Fe*” Fe’", dostarczajg uzupeia-
jacych si¢ wzajemnie informacji na temat sposobu i miejsca koordynacji katio-
nu metalu w czasteczce ligandu oraz na temat budowy ligandu. W przypadku
kompleksow zawierajacych dwuwartosciowy kation miedzi oraz trojwartoscio-
wy kation zelaza metoda ECD jest zrédtem informacji dotyczacych sposobu
koordynacji — wychwyt elektronu przez kationy metali skutkuje powstaniem
jonow potomnych w wyniku rozerwania wigzan typu a/x, sugerujac, ze koordy-
nacja kationow nast¢puje z udziatem amidowych atomow azotu i/lub tlenu.
Wyniki eksperymentéw CID przeprowadzonych dla tych komplekséw prowa-
dza do wniosku, ze obie trzeciorzedowe grupy aminowe rdzenia ligandu biorg
udziat w procesie koordynacji Cu®" i Fe’*. Wyniki doswiadczen ECD, przepro-
wadzonych dla komplekséw z Ag' sugeruja, ze kation srebra ulega przyltaczeniu
do czasteczki dendrymeru w wewngtrznych generacjach, najprawdopodobniej
w poblizu rdzenia.

Rezultaty uzyskane przy uzyciu techniki CID wykazuja, ze tylko jedna
trzeciorzgdowa grupa aminowa rdzenia bierze udzial w koordynacji kationu
srebra, w procesie CID nie dochodzi do rozerwania wigzania C-C rdzenia etyle-
nodiaminowego. W przypadku komplekséw dendrymeru PAMAM drugiej ge-
neracji z jonami metali Fe*" i Zn*" wyniki uzyskane za pomoca obu metod tan-
demowej spektrometrii mas ECD i CID $wiadcza o tym, ze koordynacja katio-
néw tych metali do czasteczki ligandu ma miejsce w wewnetrznych generacjach
(Go, G)), ale bez bezposredniego udzialu rdzenia dendrymeru.



6. CHARAKTERYSTYKA POLIFOSFOESTROW
PRZY WYKORZYSTANIU METOD CID I ECD
TANDEMOWEJ SPEKTROMETRII MAS

Polifosfoestry (polyphosphoesters, PPEs) zawierajace powtarzajace si¢
wigzania fosfoestrowe w tancuchu polimeru wzbudzaja duze zainteresowanie
naukowcow ze wzgledu na mozliwos$ci wykorzystania ich w rdznych procesach
biologicznych oraz w przemysle farmaceutycznym [168-170]. Stosuje si¢ je
miedzy innymi jako nos$niki lekéw i gendw [171-178] oraz w inzynierii tkan-
kowej [179-184]. PPEs charakteryzuja si¢ duza réznorodnoscia, obecno$¢ pig-
ciowartosciowych atomow fosforu w tancuchu polimeru umozliwia przeprowa-
dzenie modyfikacji (np. dodatkowych grup funkcyjnych), a w konsekwencji
zmiany wiasciwosci fizykochemicznych zwiazku oraz wprowadzenie bioak-
tywnych czasteczek [175, 185, 186]. Nawet niewielkie zmiany struktury poli-
fosfoestru moga znaczaco wptyna¢ na oddzialywanie tego zwigzku na systemy
biologiczne [174].

Jedng z charakterystycznych cech tych zwigzkéw jest biodegradowalnose.
Polifosfoestry ulegaja biodegradacji w wyniku hydrolizy oraz poprzez rozktad
enzymatyczny — niektére wigzania tworzone przez atomy fosforu ulegaja roze-
rwaniu w warunkach fizjologicznych [168, 187]. PPEs moga by¢ stosowane
jako nosniki lekéw lub gendéw tylko wowczas, gdy wilasciwosci wszystkich
produktoéw ich degradacji, takie jak np. cytotoksycznos¢, sa dobrze znane. Wa-
runkiem mozliwosci stosowania polimerow w medycynie jest odpowiedni do
konkretnej aplikacji stopien degradacji zwiazkdw oraz nietoksycznos¢ ich pro-
duktéw degradacii [188].

Mozliwos$ci zastosowania tych zwigzkow w roznego rodzaju dziedzinach
zaleza od ich wtasciwosci, dlatego istnieje ogromna potrzeba opracowania pro-
stej metody pozwalajace] na zbadanie budowy czasteczek polifosfoestrow,
stopnia ich czysto$ci oraz produktow degradacji. Metody spektrometrii mas
moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane do badania polimerow [189-195].
Mozna je stosowaé do okreslania masy czasteczkowej oraz sktadu pierwiastko-
wego tych zwigzkow [196-201]. Dotychczas bardzo rzadko do badania budowy
polimeréw uzywano metod spektrometrii mas opartych na zastosowaniu spek-
trometru FT-ICR. Simonsick i Petkovska wykorzystali spektrometr masowy
z transformacjg Fouriera do badania struktury poliestréw i akrylanow [202],
Cerda ze wspolpracownikami badali procesy sekwencjonowania oligomerow za
pomocg ECD FT-ICR [75] oraz procesy fragmentacji polimerow PEG przy
uzyciu metod tandemowej spektrometrii mas CID i ECD [77].

Mimo iz metody spektrometrii mas sa intensywnie wykorzystywane
do badania budowy i wlasciwosci wielu réznych polimerow, dotychczas
polifosfoestry badano glownie =z zastosowaniem spektroskopii NMR,
metod GPC oraz chromatografii cieczowej i kolorymetrii [203-206]. W opra-
cowaniu omoéwiono wyniki badan budowy oraz degradacji polifosfoestru
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Poli(1,4bis(hydroksyetylo)tereftalato)-alt-etyloksyfosforanu  przedstawionego
na rysunku 12, oznaczonego w skrocie ,,PPe”, postugujac si¢ spektrometrem
masowym FT-ICR oraz stosujac metody CID i ECD tandemowej spektrometrii
mas. Wyniki te opublikowano [111].

i

1
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D/\/\o_
ls] O/ o
Hac n

Zrodlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI:
10.1016/j.jasms.2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of
Polyphosphoesters by Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrome-
try.” Scheme 1].

Rys. 12.  Struktura Poli(1,4bis(hydroksyetylo)tereftalato)-alt-etyloksyfosforanu, ,,PPe”’[111]

Badany polifosfoester jest zwiazkiem nierozpuszczalnym w wodzie, ulega-
jacym biodegradacji. Elektrorozpylanie PPe rozpuszczonego w mieszaninie
chloroformu i metanolu z niewielkim dodatkiem kwasu octowego skutkuje po-
wstaniem kationow obdarzonych jednowarto$§ciowym tadunkiem dodatnim.
Proces ten obrazuje spektrum masowe przedstawione na rysunku 13a. Rysu-
nek 14 przedstawia budowe jondéw jednododatnich PPe (produktéw degradacii),
odpowiadajacych najbardziej intensywnym pikom na widmie masowym poli-
fosfoestru. Przypisanie pikom widocznym na spektrum odpowiednich produk-
tow degradacji wykonano na podstawie doktadnych pomiarow masy oraz wyni-
kéw przeprowadzonych eksperymentow CID tandemowej spektrometrii mas.
Ponadto dane te weryfikowano przez porownywanie obserwowanego i teore-
tycznego rozktadu izotopowego dla poszczegolnych jonow. Najbardziej inten-
sywne sygnaly odpowiadajg jonom: I (m/zgwsw 599,1544, m/z,, 599,1530), 11
(M/Zgog 679,1213, M/Zyeor 679,1193), TII ( M/Zgogy 689,1419, m/z,, 689,1400),
IV (M/Zgogw 707,1529, m/Zeor 707,1506), V (M/Zgos 735,1843, m/zeo, 735,1819),
VI (M/Zgosw 929,2077, M/Zeoe  929,2034), VII  (M/Zgosw 943,2231, M/Zye,
943,2191), IX (mM/Zg0e 1287,2908, m/z.,, 1287,2852). Widmo masowe polimeru
»PPe” mozna podzieli¢ na cztery czesci biorac pod uwagg liczbg grup fosforo-
wych, wystepujacych w produktach degradacji zwigzku. W regionie oznaczo-
nym na widmie masowym (rys. 13a) 1 x P (m/z od 550 do 650) wykryto jony
zawierajace tylko jeden atom fosforu, w regionie 2 x P (m/z od 650 do 1000) —
jony zawierajace dwa atomy fosforu, w 3 x P ( m/z od 1000 do 1350) — jony
z trzema atomami fosforu a w regionie oznaczonym 4 x P (m/z powyzej 1350) —
jony zawierajace cztery atomy fosforu.
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Zrodlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal
of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI: 10.1016/j.jasms.
2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of Polyphosphoesters by
Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry.” Figure 2].

Rys. 14. Wzory strukturalne jednowartosciowych kationdow, bedacych produktami
degradacji polimeru ,,PPe” [111]

Na rysunku 13b zaprezentowano powigkszony region widma masowego
1 x P. Najbardziej intensywny sygnal w tym regionie odpowiada jednododat-
niemu jonowi, oznaczonemu symbolem I, zawierajacemu grupe fosforanowa.
Kolejny pik w regionie 1 x P obserwowany dla m/z 581,1436 (m/ze, 581,1424)
odpowiada fragmentowi powstatemu w wyniku oderwania czgsteczki wody od
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jonu I. Sygnat widoczny dla m/z 555,1281 (m/z,, 555,1268) moze by¢ przypo-
rzagdkowany dwom roznym produktom degradacji (rys. 13b), jednak przepro-
wadzone eksperymenty CID nie pozwolity na jednoznaczne stwierdzenie, ktory
z mozliwych jonéw powstaje. Pik obserwowany dla m/z 621,1365 (m/Zeor
621,1365) odpowiada jonowi zawierajacemu Na'. Rysunek 13c przedstawia
powigkszony region widma masowego od m/z 650 do m/z 770.

Na podstawie analizy widma masowego mozna stwierdzi¢, ze polimer ,,PPe”
ulega trzem r6znym procesom degradacji, przedstawionym na rysunku 15.

S e+ NY©* >
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Zrodto:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI:
10.1016/j.jasms.2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of
Polyphosphoesters by Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrome-
try.” Scheme 3].

Rys. 15. Obserwowane procesy degradacji polimeru ,,PPe” [111]

Wiele z obserwowanych produktéw degradacji powstaje w wyniku dwoch
procesow hydrolizy; taka sytuacja dotyczy miedzy innymi fragmentu I (rys. 14),
ktory tworzy si¢ w wyniku procesu hydrolizy, oznaczonego (1) na schemacie 15
oraz procesu (2). Wyniki otrzymane za pomoca metody ESI FT-ICR sg zgodne
z danymi uzyskanymi wczesniej przez Zhao 1wspolpracown1k0w [202] ktorzy do
badania degradacji polifosfoestrow zastosowali miedzy innymi 'H i*'P NMR oraz
rozne rodzaje metod chromatograficznych i kolorymetrycznych. Stwierdzili oni, ze
polifosfoestry ulegaja dwustopniowej degradacji; w pierwszym, szybkim etapie
hydrolizie ulegaja wigzania mi¢dzy grupg fosforanowa a laktydowa oraz w nie-
wielkim stopniu mi¢dzy grupa fosforanowg a etoksylowa (CH;CH,0), w drugim,
wolniejszym etapie nastepuje degradacja PDLA (Poli(D,L-laktyd).

Wyniki przedstawione w opracowaniu potwierdzaja, ze spektrometria mas
moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana do badania proceséw degradacji,
jakim ulegaja polifosfoestry. Zasadnicza zaleta tej metody jest tatwos¢ wykonania
doswiadczenia, ktorego efektem jest spektrum masowe. Wykorzystanie spektro-
metru typu FT-ICR pozwala w wigkszosci przypadkow na jednoznaczne przypo-
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rzadkowanie pikom widocznym na widmie odpowiednich produktow degradacii;
wynika to przede wszystkim z bardzo doktadnego pomiaru masy (do czwartego
miejsca po przecinku). Analiza uzyskanych widm masowych przy uzyciu ogol-
nodostepnych ,kalkulatorow masy” czasteczek jest stosunkowo prostym i szyb-
kim procesem. Metody spektrometrii mas oraz tandemowej spektrometrii mas
takie jak CID i ECD moga by¢ réwniez wykorzystywane do badania budowy
jonéw polifosfoestrow. Metoda fragmentacji CID mozna postuzy¢ si¢ zar6wno do
badania dysocjacji kationdw jednowartosciowych (zrobiono to podczas analizy
produktéow degradacji), jak i jonow obdarzonych tadunkiem wielokrotnym. Ze
wzgledu na charakter, metoda ECD moze by¢ stosowana tylko i wylacznie do
badania procesow fragmentacji jonow o tadunku wigkszym od jednosci. Elektro-
rozpylanie PPe rozpuszczonego w mieszaninie metanolu, chloroformu ikwasu
octowego prowadzi do powstania kationow jednododatnich, dlatego do roztworu
dodano jeszcze jodek sodowy rozpuszczony w wodzie, co spowodowato powsta-
nie mi¢gdzy innymi jondéw (produktéw degradacji) obdarzonych tadunkiem dwu-
dodatnim (skutkiem przytaczenia dwdch jonow sodowych). Struktury jonow
dwudodatnich powstatych w wyniku dodania Nal do roztworu CH,/CHCl,/
CH;COOH//H,0O zawieraja,cego ,,PPe” przedstawiono na rysunku 16.
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Zrédlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI:
10.1016/j.jasms.2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of
Polyphosphoesters by Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrome-
try.” Scheme 4].

Rys. 16. Struktury dwuwartosciowych kationow, produktow degradacji ,,PPe”, powsta-
tych w roztworze CH,/CHCl;/CH;COOH/Nal/H,O [111]

Widmo masowe uzyskane w wyniku elektrorozpylenia PPe w roztworze
CH,/CHCI5/CH;COOH/Nal/H,0O zostalo przedstawione na rysunku 17 a.

Widma CID i ECD wyizolowanych kationéw dwudodatnich [XIII+2Na]**
przedstawione s3 odpowiednio na rysunkach 17b oraz 17c. W tabelach 9 i 10
przedstawiono jony potomne utworzone w wyniku fragmentacji CID i ECD
jonow [XII+2Na]*".
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Tabela 9. Jony potomne utworzone w wyniku procesu CID jonow [XIIT+2Na]** [111]

m/z doswiadczalne m/z teoretyczne Jon
237,0756 237,0763 [A+H]"
385,0656 385,0665 [B + Na]"
407,0476 407,0485 [B + 2Na-H]"
581,1412 581,1424 [D+H]"
603,1232 603,1244 [D + Na]"
729,1313 729,1321 [XIII - D + Na]”
751,1129 751,1146 [XIII — D + 2Na-H]"
947,1894 947,1905 [XIII - B + Na]"

1095,1749 1095,1807 [XIII — A + 2Na-H]"
1309,2622 1309,2672 [XIII + Na]"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI:
10.1016/j.jasms.2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of Polyphos-
phoesters by Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry.” Table 1].

Tabela 10. Jony potomne utworzone w wyniku procesu ECD jonéw [XIII+2Na]** [111]

m/z doswiadczalne m/z teoretyczne Jon
193,0494 193,0501 [G+H]
237,0757 237,0763 [A+H]
599,0902 599,0907 [J+2Na-H]"
666,1279 666,1285 [XIII + 2Na]*"
735,1195 735,1197 [XIII — K + 2Na-H]"
751,1141 751,1146 [XIII — D + 2Na-H]"
778,1378 778,1375 [XIIT — J + 2Na-H]"
943,1569 943,1592 [E+H]"

1095,1814 1095,1807 [XIII — A + 2Na-H]"
1139,2103 1139,2069 [XIII — G + 2Na-H]"
1243,2332 1243,2332 [XIII — F-CO, + 2Na-H]"
1287,2242 1287,2230 [XIII — F + 2Na-H]"
1332,2588 1332,2570 [XIII + 2Na]"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI:
10.1016/j.jasms.2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of Polyphos-
phoesters by Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry.” Table 2].

Miejsca rozerwania wigzan czasteczkowych jonoéw  [XIII+2Na]**
w procesach dysocjacji CID i ECD przedstawiono na rysunku 18. Wyniki do-
swiadczen tandemowej spektrometrii mas sugerujg, ze grupa etyloksyfosfora-
nowa w jonie [XII[+2Na]*" zlokalizowana jest w tancuchu polimeru pomiedzy
grupami fosforanowymi.
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Zrédlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2009, 20, 2238-2247 DOI:
10.1016/j.jasms.2009.08.012, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Characterization of
Polyphosphoesters by Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrome-
try.” Scheme 5].

Rys. 18. Miejsca rozerwania wigzan w kationie [XIII+2Na]**, w procesach CID i ECD
[111]

Dysocjacja CID badanych kationéw dwudodatnich zachodzi w wyniku ro-
zerwania wigzan C-C zlokalizowanych w r6znych miejscach w tancuchu poli-
fosfoestru. Widmo CID jest zdominowane przez pary odpowiadajacych sobie
fragmentéw potomnych, takich jak: [XIII-B+Na]" i [B+Na]", [XIII-A+2Na-H]"
i [A+H]", [XIII-D+Na]" i [D+Na]". Procesy fragmentacji zaobserwowane pod-
czas wychwytu elektronu przez analizowane jony sa duzo bardziej skompliko-
wane, chociaz zanotowano rowniez jony potomne powstate w wyniku rozerwa-
nia wigzan C-C identycznych jak w procesie CID. Najbardziej intensywne piki
na widmie ECD pochodza od prekursora [XIII+2Na]*", jonu prekursora o la-
dunku zredukowanym na skutek wychwycenia elektronu oraz kationu [E+H]",
bedacego wynikiem rozerwania dwoch wigzan, tak jak to przedstawiono na
rysunku 18. Jony potomne [XIII-D+2Na-H]" i [XIII-F+2Na-H]" powstaty
w wyniku rozerwania wigzan CH,-O. Podobne mechanizmy fragmentacji ECD
zaobserwowano dla cyklicznych peptydow [207]. Ponadto odnotowano piki
odpowiadajace jonom powstalym na skutek rozerwania wigzan C(0)-O (G na
rysunku 18), C-C innych niz w przypadku CID (J ma rysunku 18) oraz wigzan
P-O (K na rysunku 18). Rozerwanie wigzania pomigdzy atomem fosforu a ato-
mem tlenu jest nietypowym zjawiskiem, niezaobserwowanym wczesniej
w procesach ECD, jakim ulegaja peptydy zawierajace grupy fosforanowe [208,
209].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze na podstawie analizy widma maso-
wego polifosfoestru uzyskuje si¢ doktadne informacje o procesach degradaciji,
jakim on ulega. Eksperymenty CID i ECD MS/MS sg zrodtem danych na temat
budowy poszczegdlnych produktow degradacji, w konsekwencji dostarczaja
wiec uzupehiajacych si¢ wzajemnie, szczegdlowych informacji na temat bu-
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dowy polifosfoestru. Wyniki przedstawionych badan sa potwierdzeniem tezy,
ze metody spektrometrii mas i tandemowej spektrometrii mas stajg si¢ bardzo
dobrym narzgdziem w charakterystyce polifosfoestrow wowczas, gdy wlasciwie
dobierze si¢ rodzaj spektrometru, na ktorym wykonuje si¢ doswiadczenia (czu-
o$¢, rozdzielczosc), oraz gdy zastosuje si¢ odpowiednie, wzajemnie si¢ uzupet-
niajace metody fragmentacji (w tym przypadku kombinacji metod CID i ECD).



7. ANALIZA BUDOWY TROJJADROWYCH KOMPLEKSOW
METALI ZAWIERAJACYCH MOSTKI KARBOKSYLOWE
ORAZ CENTRALNY ATOM TLENU, O WZORZE
[M50(0,CR)sL;]", PRZY UZYCIU METOD CID I EID
TANDEMOWEJ SPEKTROMETRII MAS

Kompleksy metali o wzorze ogdlnym [M;0(0,CR)sLs]", gdzie R oznacza
grupe alkilowa, L — ligand zewng¢trzny, ktorym moga by¢ np. czasteczki wody,
pirydyny, metanolu zbudowane z trzech jonéw metalu potaczonych centralnym
atomem tlenu, w ktorych dodatkowo kazde dwie pary jonéw metalu tacza most-
ki utworzone przez dwie czasteczki karboksylanowe, (RCOO), sg analizowane
od wielu lat [210-215]. Stosuje si¢ je jako stosunkowo proste modele stuzace do
badania elektronowych 1 magnetycznych oddziatywan metal-
-metal w klasterach [216-220] oraz jako prekursory dla bardziej ztozonych kla-
sterow, takich jak dwunastojadrowe (Mny,) [221], czy trzydziestodwujadrowe
(Mns,) [222] kompleksy, bedace klasycznymi magnesami czgsteczkowym
»SMMSs” (Single Molecule Magnets) [223]. Wlasciwosci SMMs sa intensywnie
badane ze wzglgedu na potencjalne mozliwosci zastosowania tych zwigzkow
w takich dziedzinach, jak informatyka czy biomedycyna [224-229].

Sposrod trojjadrowych kompleksow tworzonych przez jony metali przej-
$ciowych najbardziej intensywnie badano zwigzki tworzone przez zelazo,
chrom i mangan. Brown ze wspotpracownikami [230] studiowali magnetyczne
i spektroskopowe wihasciwosci mieszanych kompleksow Fe'Fe", grupa Hen-
dricksona [231, 232] analizowata procesy transferu elektronow w mieszanych
kompleksach zelaza, Baranwal ze wspotpracownikami [233] opracowali metodg
syntezy mieszanych kompleksow zelaza Fe''Fe"" typu [M;O(O,CR)cLs]", zawie-
rajacych mieszane ligandy karboksylanowe i merkaptokarboksylanowe. Trojja-
drowe kompleksy chromu", zawierajace réznorodne ligandy badali miedzy
innymi Baranwal [211, 218, 234, 235], Harton [236], Figuerola [216], Vlachos
[237]. Metody syntezy oraz wlasciwosci magnetyczne réznych trojjadrowych
kompleksé6w manganu, w ktorych jony Mn potaczone sa centralnym atomem
tlenu, byly tematem prac badawczych An [238], Thorntona [239] i Decurtinsa
[240], Taleba [241] i Viciano-Chumillas [242-245]. Opracowaniem metod syn-
tezy kompleksow, zawierajacych rézne metale, np. chrom i zelazo, zelazo
i kobalt, zajmowat si¢ migdzy innymi Yazdanbakhsh [246, 247].

Wickszo$¢ informacji na temat budowy i1 wiasciwosci, np. magnetycznych,
kompleksow typu [M;0(0O,CR)4L3]" uzyskano na podstawie analizy pierwiast-
kowej, promieniowania rentgenowskiego oraz pomiaru podatnosci magnetycz-
nej (dane pochodzace z widm elektronowych i Mossbauera) [229, 232, 248-
251]. Metody spektrometrii mas ESI-MS oraz tandemowej spektrometrii mas
CID MS/MS po raz pierwszy zastosowano do badania budowy réznych trdjja-
drowych kompleksow zawierajacych jony zelaza lub chromu potgczone central-
nym atomem tlenu i mostkami karboksylowymi przez van der Bergena [252].
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Jednak wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze CID nie jest najlepsza
metodg do badania struktury tego typu zwigzkow, gdyz dostarcza informacji
jedynie na temat budowy ligandow zewnetrznych. Palii ze wspotpracownikami
zastosowali ESI FT-ICR do analizy reakcji wymiany/podstawiania ligandow
w kompleksach zawierajacych ligandy mieszane [253]. Corradini ze wspolpra-
cownikami [254] podje¢li udang probg zdeponowania trdjjadrowych komplek-
sow zawierajacych Cr', Cr'" i Ni" (czasteczkowe nanomagnesy) na powierzchni
Au(111), wykorzystujac spektrometr masowy wyposazony w elektrorozpylacz.

Mimo ogromnych potencjalnych mozliwosci spektrometria mas nie zostata
jeszcze w pelni wykorzystana do diagnozowania budowy kompleksow metali
typu [M;0(0,CR)sL;]". Na rysunku 19 przedstawiono budowe takiego kom-
pleksu.

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 1398-1403 DOI:
10.1016/j.jasms.2010.03.042, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Induced Dis-
sociation: A mass spectrometry technique for the structural analysis of Trinuclear Oxo-
Centred Carboxylate-Bridged iron complexes.* Scheme 1].

Rys. 19. Struktura tréjjadrowego kompleksu [M;0(O,CR)sL;]", gdzie R oznacza grupe
alkilowa, L oznacza ligand, ktorym moze by¢ metanol, woda, pirydyna [112]

Wyniki badania struktury kompleksow [Fe;O(CH;COO)]'i [Fe;O(CH;COO0),
+ H,0]" za pomoca kombinacji metod tandemowej spektrometrii mas CID
i EID przedstawione w opracowaniu i opublikowane wczesniej [112] sg pierw-
szymi rezultatami tego rodzaju i udawadniajg, ze przy wtasciwym doborze me-
tod fragmentacji, techniki MS/MS staja si¢ doskonalym narzedziem do eksplo-
racji budowy tego typu zwiazkéw. Metoda EID jest stosunkowo nowa technika,
opartg na oddziatywaniu badanych jonow z elektronami o duzej energii, zasto-
sowang wczesniej, np. do analizy budowy jednododatnich jonow peptydow [82,
83, 255], kationdw organicznych [256], klasterow tryptofanu [257], metaboli-
tow [258], dimerow betainy [259], dimerow wodorkow ztota [260] oraz jedno-
dodatnich kationow klasteréw chlorku sodowego [261]. Kompleksy typu
[M;0(0O,CR)4L3] tworza kationy jednododatnie, nie mozna wi¢c do ich badania
stosowac¢ innych metod opartych na oddziatywaniu jon-elektron, takich jak me-
toda wychwytu elektronow ECD.



56

Widmo masowe ESI FT-ICR chlorku Zzelaza FeCl; rozpuszczonego
w mieszaninie wody, metanolu i kwasu octowego, zamieszczone na rysunku
20a, zawiera piki odpowiadajace nastgpujacym kationom obdarzonym pojedyn-
czym tadunkiem: [Fe;O(CH;COO)s]" (M/Zgosw 537,8779, M/Zior 537,8791)
[Fe;0(CH;CO0)s + HyO]™ (M/Zgosw 555,8878, M/Zieer 555,8896), [Fe;0(CH;COO0),
+ CH;0H]" (m/Zgosy 569,9052, m/zor 569,9053). Kazdy z tych kompleksow
zbudowany jest z rdzenia skltadajacego si¢ z trzech jonow Zzelaza potaczonych
centralnym atomem tlenu, kazde dwie pary jonow Zelaza tacza mostki utworzo-
ne przez dwie grupy octanowe.

Celem przeprowadzonych doswiadczen bylo uzyskanie najobszerniejszych
informacji na temat budowy kompleksow typu [M;O(0O,CR)sL;], gdzie L moze
by¢ rowne 0, 1, 2, 3, a nie utworzenie kompleksow zawierajacych trzy ligandy
zewngtrzne. Szczegdlowa analiza przeprowadzonych doswiadczen wskazuje na
to, ze kompleksy zawierajace ligand zewngtrzny zostaty utworzone w liniowe;j
pulapce jonowej instrumentu na skutek reakcji kompleksu [Fe;O(CH3COO),]"
z gazowymi czasteczkami wody lub metanolu. Swiadczy o tym widmo izola-
cyjne jonu [Fe;0(CH3COO)s]” umieszczone w glebi rysunku 20a, na ktérym
oproécz piku jonu izolowanego widoczny jest pik odpowiadajgcy kompleksowi
zawierajgcemu jeden ligand zewngtrzny — wodg. Podobny proces zaobserwo-
wano wczesniej analizujac jony klasterow metali Ca,’, Sr,” i Ba," [262]. Rysu-
nek 20b przedstawia widmo masowe ESI FT-ICR chlorku zelaza FeCl; roz-
puszczonego w mieszaninie wody, metanolu i kwasu mréwkowego. Podobnie
jak w przypadku zastosowania kwasu octowego réwniez w tym przypadku
mozna zaobserwowac seri¢ pikow odpowiadajacych kationom zawierajacym
jeden lub dwa ligandy zewnetrzne: [Fe;O(HCOO)s + H,0] (m/Zgosw
471,7944, M/Zeo: 471,7957), [Fe;0(HCOO)s + 2H,0]" (M/Zgosy 489,8045, m/Zie;
489,8063), [Fe;0(CH3COO)s + 2CH;0H]" (M/Zgosy 517,8362, m/Zeor 517,8376),
[Fe;O(HCOO)s + H,O + CH30H]" (M/Zgosyy 503,8201 m/z;er 503,8219). Widmo
umieszczone w glebi rysunku 20b, bedace widmem izolacyjnym jonu majacego
jeden ligand zewne¢trzny H,O zawiera pik odpowiadajacy kompleksowi
z dwiema czasteczkami wody. Obserwowane zjawisko jest wynikiem reakcji
izolowanego jonu z gazowymi czasteczkami wody w liniowej pulapce jonowej
spektrometru masowego.

Widmo masowe EID jednododatnich komplekséw zelaza [Fe;O(CH;COO)]"
przedstawione na rysunku 21a jest zdominowane przez seri¢ pikow odpowiadaja-
cych jonom potomnym powstalym w wyniku procesu dysocjacji, ktory polegaja na
oderwaniu  kolejnych  ligandow  octanowych od jonu macierzystego;
[Fe;0(CH;CO0)s]", [FesO(CH;COO0),]", [Fe;0(CH;CO0);]", [Fe;O(CH;COO0),]",
[Fe;O(CH;CO0)]" oraz Fe;O'. Wszystkie jony fragmentacyjne powstajgce
w procesie EID zostaly wymienione w tabeli 11.
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(a) [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media,
from Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 1398-1403
DOI: 10.1016/j.jasms.2010.03.042, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Induced
Dissociation: A mass spectrometry technique for the structural analysis of Trinuclear
Oxo-Centred Carboxylate-Bridged iron complexes.“ Figure 1].

Widmo ESI FT-ICR chlorku Zelaza w mieszaninie H,O/CH;OH/CH;COOH.
Widmo umieszczone w prawym goérnym rogu widma ESI FT-ICR to widmo
izolacyjne jonéw [Fe;O(CH3COO)4]", (b) Widmo ESI FT-ICR chlorku
zelaza w mieszaninie H,O/CH;OH/HCOOH. Widmo umieszczone w prawym
gornym rogu widma ESI FT-ICR to widmo izolacyjne jonow
[Fe;0(HCOO)s+H,0]" [112]
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Zrodlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from

Rys. 21.

Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 1398-1403 DOI:
10.1016/j.jasms.2010.03.042, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Induced Dis-
sociation: A mass spectrometry technique for the structural analysis of Trinuclear Oxo-
Centred Carboxylate-Bridged iron complexes.” Figure 2].

(a) Widmo masowe EID jonéw [Fe;O(CH;COO)4]" — podwojne strzatki ozna-
czaja utrate¢ ligandow CH;COO, widmo umieszczone w lewym gérnym rogu
widma EID to powiekszony region m/z pokazujacy pik odpowiadajacy Fe;O",
(b) Widmo masowe CID jonéw [Fe;O(CH;COO)]", (¢) Widmo masowe EID
jonéw [Fe;0(HCOO)s + H,0]" — podwojne strzatki oznaczaja utrate ligandow
HCOO, (d) Widmo masowe CID jonéw [Fe;O(HCOO), + H,0]" — gwiazdka
oznaczono piki bedace zaktoceniami, wynikajacymi z pracy instrumentu [112]
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Tabela 11. Jony potomne utworzone w wyniku procesu EID kationow
[Fe;0(CH;CO0),]" [112]

m/z doswiadczalne m/z teoretyczne Jon
555,8979 555,8896 [Fe;O(CH;CO0),] +H,O
537,8844 537,8791 [Fe;0(CH;CO0)¢]"
478,8714 478,8657 [Fe;0(CH;CO0)s]"
435,8527 435,8474 [Fe;0,(CH;C00),]"
419,8566 419,8525 [Fe;0(CH;C0O0),]"
376,8380 376,8341 [Fe;0,(CH;CO0);5]"
360,8421 360,8391 [Fe;0(CH;CO0);]"
317,8236 317,8207 [Fe;0,(CH;C0O0),]"
316,8522 316,8493 [Fe;0(CH;C0O0);-CO,]"
301,8283 301,8258 [Fe;0(CH;C0O0),]"
258,8093 258,8074 [Fe;0,(CH;CO0O)]
245,8927 245,8908 [Fe,O(CH;CO0),]"
2428143 242 8125 [Fe;O(CH;CO0O)]
216,7982 216,7968 [Fe;O;H]
199,7953 199,7941 [Fe;0,]
186,8786 186,8775 [Fe,O(CH;CO0O)]"
183,8003 183,7992 [Fe;0]"
143,8598 143,8592 [Fe,0,]"
127,8648 127,8642 [Fe, 0]

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 1398-1403 DOI:
10.1016/j.jasms.2010.03.042, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Induced Dissociation:
A mass spectrometry technique for the structural analysis of Trinuclear Oxo-Centred Carbox-
ylate-Bridged iron complexes.“ Table 1].

Drugi zaobserwowany proces fragmentacji to jednoczesna utrata jednego
catego ligandu octanowego oraz czgsci drugiego ligandu. W procesie rozerwane
zostaje wigzanie pomie¢dzy jednym atomem tlenu a weglem karboksylowym
ligandu, atom tlenu jest nadal przytaczony do kompleksu, natomiast reszta li-
gandu, czyli grupa (CH;CO) odtacza si¢ od niego. Najprawdopodobniej zjawi-
sko to zachodzi na skutek wtornych reakcji fragmentacji jonow potomnych
powstatych w wyniku EID, np. poprzez zderzenia tych jonow z atomami helu
w pulapce jonowej instrumentu. Nastgpujace fragmenty widoczne na widmie
EID s3 wynikiem tego procesu: [Fe;0,(CH;COO),]", [Fe;0,(CH;COO);]",
[Fe;0,(CH3CO0),]", [Fe;0,(CH;CO0)]" oraz Fe;0, . Piki odpowiadajace ka-
tionom [Fe,O(CH;C0O0),]", [Fe;O(CH;CO0)]" oraz [Fe,0,]" i [Fe,0] powsta-
ty na skutek dezintegracji trojjadrowego rdzenia kompleksu, zbudowanego z jo-
now zelaza polgczonych centralnym atomem tlenu. Proces ten moze zachodzi¢
poprzez utrate FeO z [Fe;0,(CH;COO),]" lub oderwanie Fe od kationu
[Fe;0(CH;CO0),]". Pik odpowiadajacy jonom powstatym w wyniku oderwania
czasteczki dwutlenku wegla od kationu zawierajacego trzy ligandy octanowe
[Fe;O(CH;3CO0);-CO,]" jest rowniez widoczny na widmie EID.
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Utrata ligandow octanowych z komplekséw jondéw macierzystych
[Fe;O(CH;CO0)4]” podczas procesu EID jest zwigzana ze zmiang stopnia utle-
nienia atomow zelaza. Obecnos¢ na widmie EID (rys. 21a) piku odpowiadaja-
cego kationowi rdzenia Fe;0" $wiadczy jednoznacznie o tym, ze proces frag-
mentacji jest nieroztacznie zwigzany ze zmiang stopnia utlenienia Fe(IIl) na
Fe(I) wszystkich trzech jonow zelaza. Tworzenie kompleksow metali z niety-
powymi stopniami utlenienia metali w fazie gazowej bylo wczesniej obserwo-
wane przez Stace 1 wspoOlpracownikow [263-265].

Widmo masowe EID jednododatnich komplekséw zelaza [Fe;O(HCOO)q
+H,0]" jest przedstawione na rysunku 2lc, jony fragmentacyjne, powstajace
w tym procesie EID zostaly wymienione w tabeli 12.

Tabela 12. Jony potomne utworzone w wyniku procesu EID kationow [Fe;O(HCOO),
+H,0]" [112]

m/z doswiadczalne m/z teoretyczne Jon
489,8104 489,8063 [Fe;O(HCOO),+2H,0]"
471,7993 471,7957 [Fe;O(HCOO),+H,0]"
453,7887 453,7852 [Fe;0(HCOO),]"
424,7855 424,7824 [Fe;0,(HCOO)s]"
408,7903 408,7875 [Fe;0(HCOO)s]"
379,7873 379,7848 [Fe;0,(HCOO0),]"
363,7921 363,7898 [Fe;0(HCOO0),]"
334,7890 334,7871 [Fe;0,(HCOO),]"
318,7938 318,7922 [Fe;0(HCOO);]"
289,7909 289,7894 [Fe;0,(HCOO),]"
274,8036 274,8023 [Fe;0(HCO0);-CO,]"
2447928 2447918 [Fe;0,(HCOO)]"
228,7977 228,7968 [Fe;0(HCOO)]"
199,7948 199,7941 [Fe;0,]"
183,7997 183,7992 [Fe;0]"
172,8624 172,8619 [Fe,O(HCOO)]"
143,8595 143,8592 [Fe,0,]"
127,8645 127,8642 [Fe,0]"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 1398-1403 DOI:
10.1016/j.jasms.2010.03.042, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Induced Dissociation:
A mass spectrometry technique for the structural analysis of Trinuclear Oxo-Centred Carbox-
ylate-Bridged iron complexes.“ Table 3].

Podobnie jak w przypadku trdjjadrowych komplekséw Zzelaza z ligandami
octanowymi réwniez w przypadku jonéw [Fe;0(HCOO)s +H,0]" mozna zaob-
serwowac trzy podstawowe typy reakcji fragmentacji EID. Pierwsze dwa proce-
sy to utrata kolejnych czasteczek ligandow HCOO oraz jednoczesna utrata cate-
go ligandu mrowczanowego oraz czesci innego ligandu mrdéwczanowego —
— atom tlenu z tego innego ligandu jest przytaczony do kompleksu, natomiast



61

grupa HCO zostaje oderwana. Trzeci typ reakcji dysocjacji EID to procesy
wtorne, polegajace na utworzeniu kationéw [Fe,O(HCOO)]" i [Fe,O]” w wyni-
ku dezintegracji rdzenia kompleksu, na skutek oderwania FeO od
[Fe;0,(HCOO)]”™ i Fe;0," lub poprzez oderwanie Fe od [Fe;O(HCOO)]
i Fe;0". Dodatkowo zaobserwowano réwniez proces dysocjacji polegajacy na
utracie ligandu zewngtrznego, czyli czgsteczki wody z badanego jonu macierzy-
stego, oraz utrat¢ czgsteczki dwutlenku wegla od jonu potomnego zawierajgce-
go, trzy ligandy mrowczanowe.

Widma CID jonéw komplekséw [Fe;O(CH;COO)¢]” i [Fe;O(HCOO),
+H,0]" przedstawione na rysunkach 21b i d sg duzo ubozsze niz odpowiadajace
im widma EID. W przypadku fragmentacji kompleksu zawierajacego ligandy
CH;COO mozna zaobserwowaé gtownie utrate kolejnych trzech ligandow octa-
nowych, a dla kompleksu z ligandami HCOO utrate ligandu zewngtrznego —
— wody oraz jednego ligandu mrowczanowego. Dane dotyczace jondw fragmen-
tacyjnych powstajacych w procesie CID kompleksow [Fe;O(CH;CO0)]" wy-
mieniono w tabeli 13. Obecno$¢ na widmie przedstawionym na rysunku 21d
piku [Fe;0(HCOO)s + 2H,0]" jest wynikiem reakcji przylaczenia czasteczki
wody do jonu macierzystego w liniowej putapce jonowej instrumentu FT-ICR.

Tabela 13. Jony potomne utworzone w wyniku procesu CID kationéw
[Fe;0(CH;CO0)6] [112]

m/z doswiadczalne m/z teoretyczne Jon
537,8798 537,8791 [Fe;0(CH;CO0),]"
496,8768 496,8763 [Fe;O(CH;CO0)s+H,01"
478,8864 478,8657 [Fe;0(CH;CO0)s]"
453,8583 453,8579 [Fe;0,(CH;CO0),+H,0]"
435,8478 435,8474 [Fe;0,(CH;CO0),]"
419,8522 419,8525 [Fe;0(CH;COO0),]"
360,8396 360,8391 [Fe;0(CH;COO0);]"
3229151 322,9147 [Fe,O(CH;CO0);+H,01"
304,9045 304,9042 [Fe,O(CH;COO0);]"

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 1398-1403 DOI:
10.1016/j.jasms.2010.03.042, Kaczorowska, M., Cooper, H.J., “Electron Induced Dissociation:
A mass spectrometry technique for the structural analysis of Trinuclear Oxo-Centred Carbox-
ylate-Bridged iron complexes.“ Table 2].

Metoda EID tandemowej spektrometrii mas dostarcza bardzo szczegodto-
wych informacji na temat budowy jonéw kompleksow [Fe;O(CH;COO)q]"
i [Fe;0(HCOO),+H,0]". W procesie fragmentacji obu badanych kompleksow
mozna zaobserwowac utratg¢ wszystkich kolejnych ligandow octano-
wych/mréwczanowych oraz tworzenie kationu rdzenia Fe;O”, sktadajacego sig
z trzech jondw zelaza polaczonych centralnym atomem tlenu. Bardzo duza do-
ktadno$¢ w oznaczaniu masy jonéw za pomocag spektrometru masowego
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FT-ICR oraz rozktad izotopowy piku odpowiadajacemu kationowi rdzenia nie
pozostawiajg zadnych watpliwosci w kwestii jego struktury. W przypadku
kompleksu [Fe;0(HCOO)s+H,0]" metoda EID dostarcza réwniez danych na
temat ligandu zewngtrznego — obserwuje si¢ wowczas proces oderwania czg-
steczki wody od jonu macierzystego. W przeciwienstwie do metody EID meto-
da CID dostarcza jedynie szczatkowych informacji na temat ligandéw, wyniki
analizy uzyskanych widm CID nie pozwalaja na wyciagniecie jakichkolwiek
wnioskow na temat budowy rdzenia badanych kompleksow. Wyniki przedsta-
wionych doswiadczen doskonale swiadcza o tym, ze wybor metody fragmenta-
cji tandemowej spektrometrii mas ma kluczowe znaczenie w analizie trdjjadro-
wych komplekséw metali o wzorze [M30(0,CR)sL;]".



8. BADANIE STRUKTURY OKTAETYLOPORFIRYNY
ORAZ JEJ KOMPLEKSU Z ZELAZEM ZA POMOCA
TECHNIKI EID MS?

Metaloporfiryny zbudowane sa z czasteczki porfiryny oraz jonu metalu.
Porfiryny, petnigce funkcje ligandu dla jonow metalu, sktadajg si¢ z czterech
pierscieni pirolowych, potaczonych mostkami (=CH-) w uklad o wysokim stop-
niu sprz¢zenia wigzan podwojnych [266]. Pirolowe atomy azotu porfiryny wia-
73 jon metalu, np. zelaza w pozycji ekwatorialnej, udostgpniajac dwie pozycje
aksjalne dla innych ligandéw. Caly uktad ma geometri¢ piramidalna kwadrato-
wa. Struktura i wlasciwosci metaloporfiryny zalezg od rodzaju i wlasciwosci
jonu metalu, typu grup bocznych/zewnetrznych przytaczonych do porfiryny
oraz od rodzaju ligandéw anionowych, ktére moga dodatkowo przytaczac si¢ do
jonow metalu [267-269]. Tréjwymiarowa struktura metaloporfiryn oraz jej
wplyw na wlasciwosci tych zwigzkéw byly badane przez wielu naukowcow,
miedzy innymi Hoarda [268, 270-273], Ratha [274-279], Scheidta [280-285].

Metaloporfiryny zwane sa czgsto ,,pigmentami zycia” [286, 287], gdyz pet-
nig wazne funkcje w roéznorodnych procesach zyciowych organizmow — czlo-
wieka, zwierzat i roslin. Do grupy tych zwigzkow zalicza si¢ miedzy innymi
hem, chlorofil, witaming B12 oraz cytochromy [288-295]. Ze wzgledu na ich
ogromne znaczenie biologiczne, metaloporfiryny wzbudzaja duze zaintereso-
wanie naukowcow od wielu lat [296-302]. Zrodlem podstawowych informacji
na temat budowy metaloporfiryn sa wyniki badan przeprowadzonych przy uzy-
ciu promieniowania rentgenowskiego, metod NMR, IR, UV, metod elektro-
chemicznych oraz obliczeniowych [303-310]. Metody spektrometrii mas oraz
tandemowej spektrometrii mas byly réwniez stosowane do badania struktury
porfiryn oraz ich komplekséw z metalami [311-322]. Jednak w przypadku wielu
porfiryn i metaloporfiryn, takich jak oktaetyloporfiryny OEP (octaethylporphy-
rin) 1 metalo-oktaetyloporfiryny MeOEP (metallo-octaethylporphyrin) dotych-
czas stosowane techniki fragmentacji, szczegdlnie CID dostarczaty bardzo ubo-
gich danych na temat budowy tych zwigzkow [323, 324]. Oktaetyloporfiryna
oraz jej kompleks z zelazem stanowig najprostszy model dla bardziej ztozonych
porfiryn i metaloporfiryn, waznych ze wzgledu na funkcje, jakie petnig w pro-
cesach biologicznych i geologicznych [325-328].

W opracowaniu przedstawiono wyniki badania struktury jonéw oktaetylo-
porfiryny oraz jej kompleksu z Zzelazem za pomocg stosunkowo nowej metody
fragmentacji EID. Wyniki te opublikowano [113]. Metod¢ EID tandemowej
spektrometrii mas zastosowano po raz pierwszy do badania struktury jednodo-
datnich jonow OEP" i [Fe(III)OEP]". Budowe oktaetyloporfiryny i jej komplek-
soOw z metalami badano do tej pory migdzy innymi przy uzyciu metod spektro-
metrii mas wykorzystujacych technike jonizacji za pomoca elektronu (EI)
[329-331]. Chociaz techniki EI i EID wydaja si¢ podobne, to jednak zasadniczo
si¢ roznig. EID nalezy do metod tandemowej spektrometrii mas, polega na
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przeprowadzeniu kontrolowanej dysocjacji wyizolowanego jonu na skutek od-
dzialywania z elektronem o $cisle okreslonej energii (eV). EI to technika spek-
trometrii mas MS (a nie MS/MS), polega na jonizacji badanej czasteczki przy
pomocy wiazki elektronow w zrodle jonow spektrometru. EI w odréznieniu od
EID uniemozliwia fragmentacje tylko i wylacznie wybranego jonu. Jony po-
tomne obserwowane w procesie EI moga by¢ rezultatem zaré6wno dysocjacji
badanej czasteczki, jak i wtdrnych proceséw fragmentacji. W opracowaniu wy-
niki doswiadczen EID przeprowadzonych dla jonéw OEP i Fe(III)OEP porow-
nano z wynikami odpowiednich eksperymentow EI. Na rysunku 22 przedsta-
wiono strukturg Fe[OEP]Cl i OEP.
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Zrodto:  [113] [Reproduced by permission of Royal Society of Chemistry from Chemi-
cal Communications, 2011, 47, 418-420 DOI: 10.1039/c0cc02198a, Kaczor-
owska, M.A., Cooper H.J., “Electron induced dissociation (EID) tandem mass
spectrometry of octaethylporphyrin and its iron (III) complex.” Scheme 1].

Rys. 22. Struktura Fe[OEP]CI i OEP

Spektrum masowe otrzymane w wyniku elektrorozpylenia Fe(OEP)CI roz-
puszczonego w roztworze chloroformu, metanolu i kwasu mrowkowego jest
zdominowane przez intensywny pik odpowiadajacy [Fe(OEP)]" (m/Zgosw
588,2905 m/z,, 588,2915) oraz staby sygnat pochodzacy od rodnika kationu
molekularnego [Fe(OEP)]™ (m/Zyosw 623,2615 m/z,, 623,2604). Widmo EID
jednododatnich jonéw [Fe(OEP)]", przedstawione na rysunku 23a, wskazuje
dwie grupy jonoéw; w zakresie m/z 410-588 zawiera intensywne piki odpowia-
dajace jonom jednododatnim, natomiast w zakresie m/z 210-290 duzo mniej
intensywne sygnaty korespondujace z jonami obdarzonymi tadunkiem dwudo-
datnim.



Zrodto:

Rys. 23.
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[Reproduced by permission of Royal Society of Chemistry from Chemical Communi-
cations, 2011, 47, 418-420 DOI: 10.1039/c0cc02198a, Kaczorowska, M.A., Cooper
H.J., “Electron induced dissociation (EID) tandem mass spectrometry of octaethylpor-
phyrin and its iron (III) complex.” Figure 1 a and b].

(a) Spektrum masowe EID jonéw [Fe(OEP)]". Widmo zlokalizowane
w lewym rogu widma EID przedstawia powigkszony region m/z zawierajacy
piki odpowiadajace jonom dwudodatnim. — gwiazdka oznaczono fragmenty
zawierajace parzysta liczbe elektronéw, (b) Widmo EI jonéw Fe[OEP)]"
— widmo gorne przedstawia powigkszony region m/z zawierajacy piki odpo-
wiadajace jonom jednododatnim, dolne dwudodatnim [113]
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Widmo EI zwigzku [Fe(OEP)]Cl widoczne na rysunku 23b, zawiera inten-
sywny pik odpowiadajacy [Fe(OEP)]" (m/zgsw 588,33), sygnat pochodzacy od
jonow [Fe(OEP)]™ (m/zgosw 623,30) oraz serie pikow odpowiadajacych jonom
jedno- i dwudodatnim, wystgpujacym w tym samym zakresie m/z, jak w przy-
padku widma EID. Wcze$niejsze opracowania, dotyczace EI metaloporfiryn
i porfiryn wykazaty, ze intensywne piki na widmach EI, odpowiadajace jonom
dwudodatnim sg rezultatem powstawania stabilnych jonéw potomnych, zawiera-
jacych system pierscieni pirolowych, tworzacych uktad makrocykliczny [329,
330]. Jednododatnie jony fragmentacyjne powstaja w procesie EI w wyniku roze-
rwania wigzan [3 czasteczki porfiryny i utraty odpowiedniej liczby grup metylo-
wych (maksymalnie o$miu), podczas gdy dwudodatnie jony potomne tworza si¢
na skutek rozerwania wigzan o i 3 i utraty grup metylowych i etylowych [329].

Szczegotowa analiza widma EI i EID kompleksu porfiryny z trojwartoscio-
wym jonem zelaza (rys. 23a i b) umozliwia zauwazenie znaczgcych roznic.
W przypadku widma EI zaobserwowa¢ mozna seri¢ jonow potomnych jednodo-
datnich, powstalych na skutek utraty maksymalnie o$miu grup metylowych, na-
tomiast w przypadku widma EID — az jedenastu grup metylowych. Podczas trwa-
nia procesu EID zaobserwowano utratg obu rodnikow: metylowego i etylowego.

Najbardziej intensywne piki na widmie EID dlam/z = 544,2313
im/z =500,1685 odpowiadajg jonom powstatym w wyniku utraty parzystej
liczby rodnikow: jednego metylowego i jednego etylowego oraz dwoch mety-
lowych idwoch etylowych. Podobny mechanizm fragmentacji jonéw metalo-
porfiryn zaobserwowano réwniez w przypadku zastosowania metody tandemo-
wej spektrometrii mas CID [323]. Rownoczesna utrata rodnikéw metylowego
i etylowego w procesie fragmentacji EID jonoéw [Fe(OEP)]" prowadzi do po-
wstania szczegolnie stabilnych jondw potomnych, zawierajacych parzysta licz-
be elektrondw. Proces ten przedstawiono na rysunku 24. Wyniki przeprowa-
dzonych eksperymentéw tandemowej spektrometrii mas $wiadczg o tym, Ze
proces utraty dwoch roznych rodnikow, tj. metylowego i etylowego jest bardziej
uprzywilejowany niz reakcja utraty dwoch identycznych rodnikow
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Zrodto:  [Reproduced by permission of Royal Society of Chemistry from Chemical Communi-
cations, 2011, 47, 418-420 DOI: 10.1039/c0cc02198a, Kaczorowska, M.A., Cooper
H.J., “Electron induced dissociation (EID) tandem mass spectrometry of octaethylpor-
phyrin and its iron (III) complex.” Scheme 2].

Rys. 24. Utrata rodnikow metylowego i etylowego w procesie EID jonow [(Fe(OEP)]"
[113]
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Tworzenie dwudodatnich jondéw potomnych w procesie EID jondéw
[(Fe(OEP)]" jest rezultatem dysocjacji spowodowanej tandemowsa jonizacja
elektronami [82]. Zjawisko to nie jest czym$ zaskakujacym, biorac pod uwagg,
ze EI oktaetyloporfiryn i ich kompleksow z metalami prowadzi do powstania
dwudodatnich jonoéw dzigki obecnosci uktadow aromatycznych i atoméw azotu
w ich czasteczkach [328, 329]. Te same czynniki przyczyniajg si¢ do zajscia
procesu jonizacji zaobserwowanego w przypadku EID, gdy w reakcj¢ sg zaan-
gazowane elektrony o stosunkowo duzej energii. W procesie jonizacji elektron
moze zosta¢ oderwany zarowno od ligandu porfiryny, jak i jonu zelaza. W dru-
gim przypadku oderwanie elektronu od Fe(IIl) prowadzi do powstania Fe(IV).
Jest to mozliwe; wczesniej opublikowane wyniki badan wykazaty, ze w fazie
gazowej w procesie ECD dostepne sg ,,nietypowe” stopnie utlenienia jonow
metalu [112].

Szczegdlowa analiza widma EID jonéw [OEP]’, przedstawionego na ry-
sunku 25c¢ sugeruje wniosek, ze tworzenie dwudodatnich jonéw potomnych nie
jest tak uprzywilejowanym procesem jak w przypadku EID kompleksu oktaety-
loporfiryny z Zelazem. Obecno$¢ na widmie zaledwie dwoch dwudodatnich
jonéw potomnych: [OEP+H]*" dla m/z = 267,6952 i [OEP-CH;+H]*" dla m/z
=260,1784 sugeruje, ze to wlasnie jon zelaza peni istotng rol¢ w procesie joni-
zacji w doswiadczeniach EID. Podobnie jak w przypadku widma EID jondéw
[(Fe(OEP)]" réwniez widmo jondéw oktaetyloporfiryny jest zdominowane przez
seri¢ pikow odpowiadajacych jonom potomnym powstatym w wyniku oderwa-
nia rodnikoéw metylowych i etylowych. Najbardziej intensywne piki na widmie
dla m/z = 491,3192 i m/z = 461,2720 mozna przyporzadkowac¢ jonom utworzo-
nym na skutek oderwania parzystej liczby rodnikow: metylowego i etylowego
oraz dwoch metylowych. Widmo EI oktaetyloporfiryny przedstawione na
schemacie 25d prezentuje bardzo intensywny sygnal dla m/z = 530,93, odpo-
wiadajacy jonowi [OEP-4H]" powstatemu w wyniku oderwania czterech pro-
tondw 1 przegrupowania w czgsteczce porfiryny oraz szereg jonow jedno-
i dwudodatnich, bgdacych wynikiem oderwania maksymalnie o$miu grup mety-
lowych. Staby sygnat dla m/z = 534,97 odpowiada jonowi [OEP]". W odréznie-
niu od EID w procesie El nie zanotowano jonéw potomnych, ktore
bylyby rezultatem oderwania grup etylowych od badanej czasteczki (rozerwanie
wigzan a.).
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Zrodto:  [Reproduced by permission of Royal Society of Chemistry from Chemical Communi-
cations, 2011, 47, 418-420 DOI: 10.1039/c0cc02198a, Kaczorowska, M.A., Cooper
H.J., “Electron induced dissociation (EID) tandem mass spectrometry of octaethylpor-
phyrin and its iron (III) complex.” Figure 1c land d].

Rys. 25. (c) Spektrum masowe EID jonéw [OEP]". Gwiazdka oznaczono fragmenty
zawierajgce parzysta liczbe elektronow. (d) Widmo EI jonéw [OEP]+. Widmo
gorne przedstawia powigkszony region m/z zawierajacy piki odpowiadajace
jonom jednododatnim, dolne dwudodatnim [113]
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Procesy fragmentacji EID MS/MS jondéw oktaetyloporfiryny oraz jej kom-
pleksow z zelazem(Ill) rdéznig si¢ zasadniczo od tych obserwowanych
w eksperymentach przeprowadzonych przy uzyciu metod EI oraz CID [322,
328, 329]. Metoda EID dostarcza cennych informacji na temat struktury bada-
nych zwigzkow; pozwala okresli¢ liczbe oraz budowe grup zewnetrznych
(-CH,CHs;) przylaczonych do pierscienia makrocyklicznego porfiryny; duza
doktadno$¢ mas spektrometru FT-ICR oraz analiza rozktadu izotopowego pi-
kéw odpowiadajgcych jonom potomnym nie pozostawiajg watpliwosci w kwe-
stii budowy tych zwigzkow. Jednak jej zasadniczg przewaga nad metoda EI,
ktora jest powszechnie stosowana w analizie réoznego rodzaju porfiryn, jest
mozliwos¢ przeprowadzenia kontrolowanej dysocjacji tylko jednego wybrane-
go/wyizolowanego jonu. Ze wzgledu na brak tej mozliwosci jony potomne ob-
serwowane w procesie EI moga by¢ rezultatem zaréwno dysocjacji badanej
czasteczki, jak 1 wtdrnych procesow fragmentacji. Dzigki mozliwosci wykorzy-
stania systemu ESI, duzej czutosci i doktadnosci spektrometrow FT-ICR oraz
fatwosci analizowania widm EID (szczegodlnie w porownaniu z widmami EI)
metoda EID ESI FT-ICR moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana do bada-
nia struktury porfiryn oraz ich komplekséw z metalami.



9. ANALIZA BUDOWY KOMPLEKSOW METALO-
-SUPRAMOLEKULARNYCH PRZY UZYCIU METOD
TANDEMOWEJ SPEKTROMETRII MAS: ECD, CID
I IRMPD MS? 1 MS®

Chemia supramolekularna, czgsto nazywana ,,chemia nadczgsteczkowa”,
zajmuje si¢ zagadnieniami zwigzanymi z uktadami/kompleksami powstajacymi
na skutek asocjacji przynajmniej dwoch indywidudéw chemicznych, ktore sa
zwigzane ze soba za pomoca sit migdzyczasteczkowych. Sitami takimi moga
by¢ oddziatywania kulombowskie, dipolowe, wigzania wodorowe, przeniesienia
tadunku, wigzania Van der Waalsa i inne, bedace stabymi oddziatywaniami
niekowalencyjnymi [332, 333]. W przypadku wigkszych kompleksow niektore
elementy sktadowe uktadéw supramolekularnych mogg by¢ takze potaczone za
pomocg klasycznych wigzan kowalencyjnych [334, 335]. Czgsto budowa tego
typu uktadow jest bardzo zlozona, moga sktadaé si¢ one z wielu rdéznych ele-
mentoéw [336, 337]. Pierwsze prace na temat kompleksow supramolekularnych
pochodza z lat 70. Dotyczg syntezy cyklicznych polieteréw oraz ich zdolnosci
do kompleksowania jonéw metali [338-340], polietery petlniag w tych uktadach
role gospodarza a jony metali — goscia. Wspotczesna chemia supramolekularna
zajmuje si¢ rowniez zagadnieniami zwigzanymi z nanostrukturami, potprze-
wodnikami i przestrzenng kataliza [341-344]. Poznanie wiasciwosci i budowy
uktadow supramolekularnych jest szczeg6lnie wazne ze wzgledu na nauki bio-
logiczne, gdyz naturalne uktady supramolekularne tworzg migdzy innymi DNA
czy enzymy i koenzymy [345-350]. Kompleksy supramolekularne sg stosowane
w wielu dziedzinach, np. w medycynie czy elektronice [351-355]. Ich budowa
i wlasciwosci byly badane za pomoca takich metod, jak: promieniowanie rent-
genowskie, °C NMR, spektroskopia UV [356-358].

Zastosowanie metod spektrometrii mas w badaniu kompleksow supramo-
lekularnych w fazie gazowej pozwala na zbadanie ich wlasciwosci oraz budowy
bez wptywu i oddziatywania czgsteczek rozpuszczalnika. Porownanie wiasci-
wosci kompleksu w fazie gazowej i cieklej jest zrodtem informacji o efektach
solwatacji [359]. Wiele opublikowanych wynikow badan kompleksow supra-
molekularnych za pomocg technik MS opierato si¢ na wykorzystaniu tagodnych
metod jonizacji [360, 361], aby nie dopusci¢ do niekontrolowanego zniszczenia
kompleksu w trakcie badan. Metody tandemowej spektrometrii mas wykorzy-
stywano do badania struktury supramolekularnych komplekséw (CID) [362],
reaktywnosci i mechanizméw fragmentacji w fazie gazowej (IRMPD) [363-
365] oraz zagadnien zwigzanych z kinetyka (BIRD) [366].

W opracowaniu przedstawiono wyniki zastosowania metod tandemowe;j
spektrometrii mas MS® i MS*: ECD, CID i IRMPD do badania budowy kom-
plekséw metalo-supramolekularnych, zawierajacych podwojne i potrojne heli-
katy. Wyniki te opublikowano w pracy [114]. Metod¢ ECD wykorzystano do
studiowania struktury tego typu zwigzkow po raz pierwszy. Wyniki przedsta-
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wione ponizej dowodza, ze metoda tandemowej spektrometrii mas wychwytu
elektronu dostarcza nie tylko wyczerpujacych informacji na temat budowy ba-
danych zwiazkow, ale ukazuje roéwniez ich nietypowe wlasciwosci w fazie ga-
zowej; dysocjacja badanych jondw prowadzi do powstania jonow potomnych
o niespotykanych w fazie ciektej stopniach utlenienia.

Kompleksy supramolekularne zawierajace jony zelaza(Il) oraz potrdjne heli-
katy tworza si¢ w roztworze poprzez koordynacje ligandow do oktaedrycznych
jonéw metalu [117]. Koordynacja trzech ligandow do dwoch centréw jonow metalu
powoduje skrecenie czasteczek ligandow, ,,owinigcie” ich wokdt jondéw Fe
i w konsekwencji utworzenie potrdjnej struktury helikalnej. Dodatkowo kompleksy
tego typu sa stabilizowane przez niekowalencyjne oddziatywania pomiedzy pier-
$cieniami aromatycznymi ligandow (7=stacking). Struktura kompleksu supramole-
kularnego zawierajacego jony Fe oraz struktury trzech ligandow, ktore wykorzysta-
no w przeprowadzonych do§wiadczeniach przedstawiono na rysunku 26.
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Zrodto:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI:
10.1016/j.jasms.2009.10.018, Kaczorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J,,
Cooper, H.J.,, “Electron Capture Dissociation Mass Spectrometry of Metallo-
Supramolecular Complexes”. Scheme 1].

Rys. 26. (a) Struktury ligandow L1, L2 i L3. (b) Struktura kompleksu supramolekularne-
go [Fe,L15] — w celu uproszczenia rysunek nie zawiera atomow wodoru [114]
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W przypadku reakcji ligandow tego typu z tetraedrycznymi jonami metali,
takimi jak Cu(I) i Ag(I) tworza si¢ kompleksy typu: [M,L,]*" [367, 368]. Kom-
pleksy [M,L;]*" i [M,L,]*" sa rzadkim rodzajem metalo-supramolekularnych
zwigzkow, wykazujacych unikalne wlasciwoscei identyfikacji DNA [369-371].

Na pierwszym etapie badan przeprowadzono eksperymenty ECD dla jondw
[Fe,L15]", [Fe,L25]" i [Fe,L35]*. Widma ECD jonéw przedstawiono na rysunku
27, a tabela 14 zawiera listg jonow potomnych obserwowanych w tych procesach.
Tabela 14. Jony potomne utworzone w wyniku procesu ECD jondéw [Fe,L15]",
[Fe,L25]", [Fe,L35]"" Czas oddziatywania z elektronami wynosit 70 ms dla
[Fe,L15]*" i 100 ms dla pozostatych jonow [114]

m/z doswiadczalne | m/z teoretyczne | Jon
[Fe,L15]"
310,0933 310,0936 [Fe,L15]"
413,4576 413,4583 [Fe,L15]""
432,1037 432,1033 [Fe,L1,]*"
487,0296 487,0303 [Fe,L1-H]
488,0387 488,0381 [Fe,L1]"
— ]4+702,2205 702,2189 [FeL1(L1 -C¢H¢N,)]™
Colzs
331,1169 331,1171 [Fe,L2,]""
441,4891 441,4896 [Fe,L2,]°"
460,1342 460,1346 [Fe,L2,]*"
516,0688 516,0694 [Fe,L2]"
744,2639 744,2659 [FeL2(L2 -C;HgN,)]"
746,2800 746,2815 [FeL2(L2 -C;HeN,)]"
802,2142 802,2166 [Fe,L2(L2 -C;HN,)]"
920,2668 920,2697 [Fe,L.2,]"
[Fe,L35]"
311,5778 311,5780 [Fe,L3,]""
415,4370 415,4376 [Fe,L3,]°"
434,0821 434,0825 [Fe,L3,]""
490,0166 490,0174 [Fe,L3]"
537,1236 537,1246 [FeL3(C;HsN)]"
582,0424 582,0436 [Fe,L3(CsH,0)]
614,1499 614,1512 [FeL3(L3 -C;,H;N,O)|"
671,0933 671,0940 [Fe,L3(L3-C,H,N,0)]"
687,0878 687,0889 [Fe,L3(L3 -C;,HoN,)]
708,1915 708,1931 [FeL3(L3 -CoH,N,)]"
764,1262 764,1281 [Fe,L3(L3 -C¢HN,)]™
868,1624 868,1656 [Fe,L3,]”

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal of the
American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI: 10.1016/j.jasms.2009.10.018, Ka-
czorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J., Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation Mass
Spectrometry of Metallo-Supramolecular Complexes”. Table 1].
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[Fe2L12]2+ [Fe2L12]2+
" Fe,L1,]3+
AFel1a [Fe. 3] [FeL1(L1-CoHN,)]*
Parent [Fe,L1-HJ*
[Fe,L1,]% Parent |
[F62L1 314+ v
i I‘w L [. L \(I»\I T +
200 400 600 800 y 1000 200 400 600 800mlz1000
(a) miz (b)
[Fe,L2,%*
3+
[Fezlffl o [FeL2, [Fe,L2,*  [FeL2(L2-C,HgN,)]*
Parent
[Fe,L2,]* . [FeL2(L2-C;HN,)I*
Parent E“_
[Fe2L23]4+"‘-._2' [Fe,L2(L2-C,H.N,)]*
[Fe,l2]" *  [Fel2,]*
Al
T T
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
(c) mz @ mz
[Fe,L3,]*
[Fe L3, [IerLS(CSH‘;O)]*
Parent4 [Fe, L3, {[FeL3(L3-C.H,N,0)*
[Fe,L31* | .- [Fe,L3,% Fe,L3(L3-C:,HsN,0)]*
Parent | | [Fe,L3(L3-Co-H,N, )1
[Fe,L3 4 |[FeL3(L3-C,H,N,)I*
FeL3(C,HsN)]*
[FeL3(C/Hs )] Fe,L3(L3-C¢H,N,)]*
| Fe3]f [ ya v W Fre 3,
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
) m/z ) m/z

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI:
10.1016/j.jasms.2009.10.018, Kaczorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J,,
Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation Mass Spectrometry of Metallo-
Supramolecular Complexes”. Figure 2].

Rys. 27. Widma ECD uzyskane po: (a) 30 ms, (b) 70 ms oddziatywania elektronow
z jonami [Fe,L15]*", (c) 30 ms, (d) 100 ms oddzialywania elektronéw z jonami
[Fe,L25]%, (e) 30ms, (f) 100 ms oddzialywania elektronéw z jonami
[Fe,L3:]* [114]
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Analiza widm pozwala wysnu¢ wniosek, ze liczba obserwowanych jonow
potomnych zalezy od czasu oddziatywania analizowanych kationdéw z elektro-
nami. Dla czasu 30 ms (rys. 27a, c, ¢) widma ECD s3 zdominowane przez piki
odpowiadajace jonom [Fe,Lx,]>" i [Fe,Lx,]*" (x = 1, lub 2, lub 3). W przypadku
tworzenia pierwszego jonu potomnego wychwyt elektronu moze nastgpic¢ za-
rowno przez jon zelaza(Il) (powstaje Fe(I)), jak i przez ligand (orbitale typu 7),
w przypadku drugiego jonu mozna méwi¢ o kompleksie, zawierajacym dwa
centra Fe(I). Jon ten na skutek wychwytu elektronu ulega dalszym procesom
fragmentacji, powstajg jony [Fe,L,] ", [Fe,L]".

Gdy czas oddzialywania analizowanych jonéw z elektronami wynosit 70-
-100 ms (rys. 27b, d, f), wowczas oprocz tworzenia jondéw typu [Fe,Lx,]*"
i [Fe,Lx,]""" zaobserwowano rowniez fragmenty powstajace w wyniku roze-
rwania wigzan ligandow, np. [FeL1(L1-CsHgN2)]™ czy [FeL2(L2-C;HgN,)]™.
Proces rozrywania wigzan wewnatrz czasteczek ligandow byl obserwowany
réowniez w przypadku fragmentacji ECD kompleksow lantanowcow z fosfopep-
tydami [372]. Rysunek 28 przedstawia uproszczony mechanizm oderwania

fragmentu C¢HgN, od jonu [Fe,L1,]*"
’A" 0

Fe' Fe

\ /
@“@ @@

Zrédlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI:
10.1016/j.jasms.2009.10.018, Kaczorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J,
Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation Mass Spectrometry of Metallo-
Supramolecular Complexes”. Scheme 1].

Rys. 28. Uproszczony mechanizm eliminacji C¢HN, z jonu [Fe,L1,]*" [114]

Na podstawie doktadnej analizy uzyskanych widm masowych ECD mozna
wysnu¢ wnioski na temat struktury badanych komplekséw. Znaczna liczba oraz
réznorodno$¢ jonéw potomnych, bedacych wynikiem rozerwania wigzan we-
wnatrz ligandow kompleksow supramolekularnych, staje si¢ zrodtem informacji
zaréwno na temat budowy samych ligandow, jak i ich liczby oraz sposobu pota-
czenia z centrami jonow zelaza kompleksow.

Ze wzgledu na to, ze jednym z najintensywniejszych sygnatow na wid-
mach ECD jonéw [Fe,L15]*", [Fe,L25]"", [Fe,L35]" jest sygnal pochodzacy od
jonu [Fe,LX,]*", gdzie X = 1 lub 2, lub 3, ktéry do tej pory nigdy nie zostal
wyizolowany i zbadany w fazie cicklej, a stanowi niezwykty kompleks supra-
molekularny zawierajacy dwa jony zelaza(I) oraz podwdjne helikaty, w celu
doktadnego poznania jego wlasciwosci i budowy przeprowadzono doswiadcze-
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nia MS’. Wyizolowano jony [Fe,L1,]*", a nastepnie przeprowadzono ich frag-
mentacje¢, stosujac metody ECD, CID i IRMPD. Wyniki doswiadczen porowna-
no z wynikami eksperymentow ECD, CID i IRMPD przeprowadzonych dla
kompleksow supramolekularnych [Cu,L1,]*" i [Ag,L1,]*", zawierajacych jed-
nowartosciowe kationy miedzi oraz srebra. Uzyskane widma zamieszczone
w opracowaniu dowodzg podobienstwa w obserwowanych procesach fragmen-
tacji jonow [Fe,L1,]*", [Cu,L1,]*" i [Ag,L1,]*". Dane na temat jonéw potom-
nych utworzonych w wyniku fragmentacji ECD, CID i IRMPD jonéw
[Fe,L1,]*, [Cu,L1,]*" i [Ag,L1,]*" zamieszczono w tabeli 15.

Tabela 15. Jony potomne utworzone w wyniku procesow MS> ECD, CID i IRMPD jonow
[Cu,L1,]*" i [Ag,L1,]*" oraz ECD, SORI-CID i IRMPD [Fe,L1,]*" [ 114]

m/z doswiadczalne | m/z teoretyczne | Jon
ECD
Ag L1,
483,0763 483,0733 [AgL1,]""
483,0733 [AgL1]
859,2495 859,2421 [AgL1,]"
Cu,L1,"
439,1003 439,1078 [Cu,L1,]*"
815,2800 8152766 [CuLl,]"
878,2102 878,2073 [Cu,L1,]"
Fe,L1,""
432,1020 432,1032 Fe,L1,”
760,1661 760,1696 [Fe,L1(L1-C¢H,N))T™
864,2029 864,2071 [Fe,L1,]"
CID
Ag,L1,**
350,1643 350,1651 [Co4HoN;]
375,1593 375,1604 [L1-H]
429,0510 429,0515 [AgCysH sNo
456,0617 456,0624 [AgCo4H oN5]
483,0727 483,0733 [AgL1,]"
483,0733 [AgL1]
Cu,L1,”"
350,1639 350,1651 [CpaHa N3]
360,0567 360,0656 [Cu(L1- CsHsN))]®
375,1593 375,1604 [L1-H]
399,5795 399,5867 [Cu,L1(L1- CsHsN))T™
412,0877 412,0969 [CuCp4H oN5]"
425,5979 425,6023 [Cu,L1(CpH oN3) ™
439,0964 439,1078 [Cu,L1,]*
439,1078 [CuL1]"
528,0394 528,0505 [CuyCogHaoNsT"
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cd. tabeli 15

Fe,L1,""
334,5561 334,5571 [Fe,L1(L1- CisH, No)™
353,0599 353,0609 [Fe(L1- CsHsN)]"
380,0822 380,0845 [Fe,L1(L1- CaHN,)™
386,0764 386,0782 [Fe,L1(L1- CaHN)™
392,5805 392,5821 [Fe,L1(L1- CsHsN)]*
432,1013 432,1032 Fe,L1,""
IRMPD
Ag,L1,"*
350,1657 350,1651 [CaoyHooN, ]
375,1611 375,1604 [L1-H]
456,0629 456,0624 [AgCoyH oN;3]
483,0742 483,0733 [AgL1,]"
483,0733 [AgL1]
Cu,L1,** :
350,1656 350,1651 [CoyHooN;]
360,0565 360,0656 [Cu(L1- CsHN))T
375,1615 375,1604 [L1-H]
399,5798 399,5867 [Cu,L1(L1- CsHsNDJ?
412,0884 412,0969 [CuC,4H oN5]"
425,5991 425,6023 [Cu,L1(CoyH oNy)
439,0987 439,1078 [Cu,L1,]"
439,1078 [CuL1]"
- 528,0390 528,0505 [Cu,CagHooNs]”
€ L1,
334,5566 334,5571 [Fe,L1(L1- CisH; No)™
353,0606 353,0609 [Fe(L1- CsHsN)]"
380,0841 380,0845 [Fe,L1(L1- CaHN,)]™
386,0774 386,0782 [Fe,L1(L1- CsHgN)]™
392,5812 392,5821 [Fe,L1(L1- CsHN)]*
432,1020 432,1032 Fe,L1,”

[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from Journal of
the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI: 10.1016/j.jasms.
2009.10.018, Kaczorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J., Cooper, H.J., “Electron Capture
Dissociation Mass Spectrometry of Metallo-Supramolecular Complexes”. Table 2].

Rys. 29a przedstawia widmo masowe ECD jonow [Ag,L1,]*". Gléwnym
produktem procesu wychwytu elektronu (30 ms) jest monomer AgL1".
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Pik odpowiadajacy jonom monomeru naktada si¢ na pik odpowiadajacy
jonom [Ag,L1,]*, dlatego obecnos¢ monomeru potwierdzono analiza rozktadu
izotopowego. Widmo umieszczone w prawym goérnym rogu rysunku 29a jest
tego obrazem. Diamenty dotycza teoretycznego rozkladu izotopowego dimeru,
trojkaty — monomeru. Widmo umieszczone w prawym dolnym rogu rysunku
29a przedstawia rozktad izotopowy jonow wyizolowanych do do$wiadczenia
ECD, potwierdzajac, ze monomer nie byt obecny w wyizolowanych jonach
przed przeprowadzeniem eksperymentu. Widma CID i IRMPD jonéw
[Ag,L1,]*" sa przedstawione na rysunkach 29bic. W procesach tych zaobser-
wowano trzy gtowne $ciezki fragmentacji: dysocjacje dwujadrowego dimeru do
jednojadrowego monomeru, dysocjacj¢ jednojadrowego monomeru na skutek
utraty AgH oraz utrat¢ HCN lub AgCN z monomeru. Dodatkowe widma za-
mieszczone po prawej stronie widm przedstawionych na rysunkach 29b
i ¢ dotyczg poréwnania rozktadu izotopowego jondéw monomeru i dimeru.

Widmo masowe ECD jonéw [Cu,L1,]*, przedstawione na rysunku 30a,
pozwala wnioskowac, ze gtownym produktem wychwytu elektronu jest pik
odpowiadajacy kationorodnikowi [Cu,L1,]™; sygnat korespondujacy z mono-
merem CuL 1" jest bardzo staby.
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Widma masowe CID i IRMPD jonow kompleksu supramolekularnego
miedzi przedstawione na rysunkach 30b i ¢, charakteryzuja si¢ podobnymi sy-
gnatami do tych obserwowanych w przypadku [Ag,L1,]*". Zachodzace procesy
dysocjacji mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze grupy: dysocjacje dwujadrowego
dimeru do jednojadrowego monomeru, dysocjacje jednojagdrowego monomeru
na skutek utraty CuH oraz utratg HCN lub CuCN z monomeru. Rysunek 31
przedstawia proponowany mechanizm oderwania HCN oraz Ag/Cu-CN od jed-
nojagdrowych jonow monomeru. Ponadto zaobserwowano réwniez procesy
fragmentacji, ktorych nie zanotowano w przypadku kompleksu srebra, polega-
jace na rozerwaniu wigzan wewnatrz ligandow.

__Met* HCN

Zrédlo:  [Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI:
10.1016/j.jasms.2009.10.018, Kaczorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J,,
Cooper, H.J.,, “Electron Capture Dissociation Mass Spectrometry of Metallo-
Supramolecular Complexes”. Scheme 3].

Rys. 31. Proponowany mechanizm oderwania (a) AgCN lub CuCN, (b) HCN od jedno-
jadrowych jondéw monomeru [AgL1]"/[CuL1]". Met™ oznacza jon Ag" lub Cu"
[114]

Widma masowe MS® ECD, SORI-CID i IRMPD jonéw [Fe,L1,]*" przed-
stawiono na rysunku 32.



Zrodto:

Rys. 32.
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[Fe,L1,]*
[Fe,L1,12+
ECD | ®
\4
g.9¢llteg ¢
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i i l L
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(a) m/z
[Fe,L1(L1-C,H;N)]2*
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[Reproduced with kind permission from Springer Science and Business Media, from
Journal of the American Society of Mass Spectrometry, 2010, 21, 300-309, DOI:
10.1016/j.jasms.2009.10.018, Kaczorowska, M.A., Hotze A.C.G., Hannon, M.J,,
Cooper, H.J., “Electron Capture Dissociation Mass Spectrometry of Metallo-
Supramolecular Complexes”. Figure 5].

Widma masowe MS3 jonéw [Fe,L1,]*": (a) ECD, (b) SORI-CID, (¢) IRMPD
[ 114]
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Proces wychwytu elektronu (a) skutkuje powstaniem jonu obdarzonego ta-
dunkiem jednododatnim [Fe,L1,]". Podobny jon potomny powstawal w proce-
sie ECD jonow kompleksow supramolekularnych miedzi, ale nie zaobserwowa-
no go w przypadku jonéw zawierajacych centra Ag”. Widma masowe MS’
SORI-CID i IRMPD jonéw [Fe,L1,]*" sa zdominowane przez piki odpowiada-
jace jonom potomnym powstalym w wyniku rozerwania wigzan wewnetrznych
ligandéw, np. [Fe,L1(L1-CsHsN)]*" czy [Fe(L1-CsHsN)]". Podobne procesy
fragmentacji zaobserwowano w przypadku CID i IRMPD kompleksow miedzi,
ale nie srebra. Jon [Fe(L1-CsHsN)]™ musi by¢ rezultatem dysocjacji dwujadro-
wego dimeru do jednojadrowego monomeru, procesu, ktory zachodzil zarowno
dla komplekséw miedzi, jak i srebra. Jednak w przypadku Zzelaza nie zano-
towano na widmie masowym sygnalu odpowiadajacego jednojgdrowemu mo-
nomerowi.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze procesy dysocjacji ECD, SORI-CID
i IRMPD jonéw [Fe,L1,]*" wykazuja podobienstwa do zaobserwowanych
w przypadku [Cu,L1,]*", ale roznig sic od fragmentacji jonow [Ag,L1,]*".
Z kolei dysocjacja jonow kompleksow miedzi we wszystkich przeprowadzo-
nych eksperymentach wykazuje podobienstwa zarowno do dysocjacji jonow
[Fe,L1,]*, jak i[Ag,L1,]*".

Wyniki doswiadczen tandemowej spektrometrii mas przedstawione
w opracowaniu $wiadcza o tym, ze metody MS® (CID, ECD, IRMPD) i MS’
(SORI-CID, ECD, IRMPD) moga z powodzeniem by¢ wykorzystywane do
badania budowy i wlasciwosci metalo-supramolekularnych kompleksow. Do-
starczaja one informacji na temat struktury samych ligandow, w tym przypadku
potrojnych/podwdjnych helikat, ale rowniez na temat stechiometrii badanych
kompleksow 1 sposobu powigzania ligandow z centralnymi jonami metali. Me-
tod¢ ECD zastosowano do badania tego typu zwigzkow po raz pierwszy, wyniki
badan wykazuja, ze moze ona mie¢ ogromne znaczenie nie tylko jako technika
analityczna, ale rowniez moze by¢ wykorzystywana do wyizolowania wczesniej
nieznanych metalo-supramolekularnych kompleksow mogacych istnie¢ tylko
w fazie gazowej (kompleksy zawierajace Fe(I)).



10. ZASTOSOWANIE METODY CID TANDEMOWEJ
SPEKTROMETRII MAS DO BADANIA STRUKTURY
DWOCH TYPOW KOMPLEKSOW WANADU(V):
ALKOKSYLOWYCH ORAZ ZAWIERAJACYCH
CZASTECZKE KWASU DIKARBOKSYLOWEGO

Metale przejsciowe oraz ich tlenki wykorzystywane w wielu procesach ja-
ko katalizatory charakteryzujace si¢ wysoka selektywnoscia i aktywnoscia [373,
374], sa powszechnie stosowane w przemysle chemicznym oraz petrochemicz-
nym. Sposrod tlenkéw metali przejsciowych szczegodlnie wazng grupa zwiaz-
kow wykorzystywanych w reakcjach katalizy sg tlenki wanadu stosowane
w procesach selektywnego utleniania oraz jako zwigzki wspomagajace w roz-
nych aplikacjach [375-380]. Stosuje si¢ je migdzy innymi w procesie utleniania
dwutlenku siarki w przemystowej produkcji kwasu siarkowego oraz w proce-
sach utleniania weglowodorow, np. propanu czy butanu w produkcji kwasu
maleinowego oraz jego bezwodnika [381]. Tlenki metali przejsciowych o wy-
sokich stopniach utlenienia umozliwiaja aktywacj¢ wiazan C-H lub O-H w wie-
lu istotnych procesach chemicznych i biologicznych [382]. Aktywacja wigzania
C-H alkanow przez tlenki metali przejSciowych moze nastepowaé w wyniku
dwoch procesow przedstawionych na rysunku 33: (a) transferu atomu wodoru
z wigzania C-H alkanu do atomu tlenu tlenku metalu z rownoczesnym przyla-
czeniem reszty alkanu do atomu metalu, (b) utworzenia wigzania C-O pomi¢dzy
atomem tlenu tlenku metalu a atomem wegla pochodzacym z weglowodoru
z jednoczesnym utworzeniem dodatkowego wigzania wodor-metal. Rozstrzy-
gnigcie, ktory z tych dwoch procesdw jest uprzywilejowany, nie jest tatwe, po-
niewaz produkty reakcji sa trudne do wyizolowania lub nietrwate. Zastosowanie
teoretycznych metod obliczeniowych rowniez nie dostarcza jednoznacznej od-
powiedzi [383], a ponadto wiaze si¢ z koniecznos$cia uwzglednienia w oblicze-
niach wielu nisko lezacych, wzbudzonych stanow elektronowych, charaktery-
stycznych dla tlenkow metali przejsciowych [384-387]. Wiele wynikow badan
dowodzi, ze kompleksy alkoksylowe wanadu, powstajace w wyniku reakcji (b)
(rys. 33), pelnig istotng rolg w procesach selektywnego utleniania, np. metanolu
do formaldehydu [388]. Kompleksy powstajace jako produkty przejSciowe
w procesach utleniania alkanow przy udziale tlenkow wanadu [389-392] r6znig
si¢ budowa i wilasciwosciami dlatego konieczne jest opracowanie szybkiej
i prostej metody, ktora pozwolitaby na zbadanie ich struktury, a w konsekwen-
cji —na wyjasnienie mechanizméw obserwowanych reakcji. Metody tandemo-
wej spektrometrii mas wykorzystano z powodzeniem do badania budowy prost-
szych komplekséw wanadu [393].
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Zrédlo:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2005, 14, 2919-2923 DOI: 10.1002/¢jic.200500155, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(CsH40,)V(OR)(ORy)](+) in the gas phase.” Scheme 1].

Rys. 33. Drogi aktywacji wigzan C-H alkanow przez tlenki metali przejsciowych [115]

W opracowaniu przedstawiono wyniki badania budowy i dysocjacji kom-
pleksow wanadu(V) typu [(L)V(OR")OR?]", gdzie R', R*> =CH;, C,H;,
n-C;H,, i-C;H5, t-C4Ho, L = CsH40, (ligand katecholowy) za pomocg metody CID
tandemowej spektrometrii mas. Wyniki te opublikowano [115]. Eksperymenty
przeprowadzono z zastosowaniem elektrorozpylania (ESI), co pozwolilo na anali-
zowanie badanych komplekséw bez udziatu rozpuszczalnika i w konsekwencji —
uzyskanie szczegotowych informacji na temat struktury i stechiometrii badanych
jonéw. Analiza reakcji fragmentacji tych zwigzkow w fazie gazowej pozwala
réwniez na lepsze zrozumienie procesow, jakim ulegaja w fazie skondensowane;.

Widmo masowe ESI, VOCI; w roztworze metanolu z niewielka iloscig ka-
techolu wykazuje obecnos¢ pikow, ktore odpowiadaja jednododatnim jonom
zawierajagcym atom wanadu(V), przedstawionym na rysunku 34. W najprost-
szym kompleksie oznaczonym I centralny atom wanadu jest potaczony za po-
srednictwem dwodch atomow tlenu z pierscieniem katecholowym, dodatkowo
faczy si¢ za pomoca wigzania podwdjnego z atomem tlenu z VOCI;. Sygnat
pochodzacy od kationu I jest obecny na widmach CID wszystkich badanych
kompleksow typu [(L)V(OR')(OR?)]". Widmo masowe CID wyizolowanego
jonu I jest zdominowane przez pik odpowiadajgcy kationowi VO, dodatkowe
mniej intensywne piki sa wynikiem utraty przez jon macierzysty odpowiednio:
CO, CO,, dwoch czasteczek CO. W przypadku kationow II 1 III w procesie CID
zaobserwowac¢ mozna utrat¢ odpowiednio czasteczki wody oraz metanolu, co
prowadzi do utworzenia jonu potomnego L.

_OH .. OH O+ _ocH,
v—-o V. V.
O/ “SOCH,8 O/ SocH,
I v

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2005, 14, 2919-2923 DOI: 10.1002/¢jic.200500155, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(C¢H40,)V(OR")(OR?)]™ in the gas phase.” Scheme 2].

Rys. 34. Struktura kationéw typu [(L)V(OR')(OR?)]", powstatych w wyniku elektro-
rozpylenia VOCl; w CH;0H z dodatkiem (C,H,40;) [115]
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Widmo masowe CID jonu IV jest zdominowane przez sygnaty odpowiada-
jace odpowiednio: utracie rodnika metylowego, CH,O oraz CH;0OH. Mecha-
nizm utraty CH,0 oraz CH;0H jest zwigzany z migracja atomu wodoru, proces
ten zobrazowano na rysunku 35. Tabela 16 zawiera dane na temat proceséw
utraty obojetnych fragmentow/czasteczek z wyizolowanych jonow I-IV w pro-

cesie fragmentacji CID.
o o

N\ +/OCH2

- . V.
/" SOCH, ~H /" SOCH
O 3 3

1\Y © H/ \ - CH30H

Zrédlo:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European
Journal of Inorganic Chemistry, 2005, 14, 2919-2923 DOI: 10.1002/ejic.200500155,
Kaczorowska, @ M.,  Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of
alkoxo(catecholato)vanadium(V) complexes [(CeH40,)V(OR')OR?)]™) in the gas
phase.” Scheme 3].

O+ _ocH, ¢

Rys. 35. Mechanizm dysocjacji CID jednododatniego jonu IV [115]

Tabela 16. Utrata obojetnych fragmentdéw (réznica mas Am) w procesie CID jondw
I-IV, wygenerowanych poprzez elektrorozpylenie VOCl; w metanolu
z dodatkiem katecholu. Wyniki podane w odniesieniu do piku bazowego
(100) produktow CID [115]

-15 -18 -28 -30 -32 -44 -45
I 100 60
11 100 96
111 100
v 100 55 45 27

[Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2005, 14, 2919-2923 DOI: 10.1002/¢jic.200500155, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) complexes
[(C¢H40,)V(OR")(OR?)]™ in the gas phase.” Table 1].

Widma masowe CID wszystkich kompleksow mieszanych sg zdominowa-
ne przez piki odpowiadajgce jonom potomnym, powstalym przez oderwanie od
jonu macierzystego alkenow utworzonych z wigkszej grupy alkoksylowe;j:
C,H,, C3Hg, C4Hg. Proces eliminacji alkenow, przedstawiony na rysunku 36
skutkuje utworzeniem jonu potomnego III, ktéry ulega dalszej degradacji do
kompleksu 1.
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0]
O\+/OR -Alken O\+/OH - CH,OH Nt
> 7 SocH N0
o OCH3 O 3 O
11 I

Zrodio:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2005, 14, 2919-2923 DOI: 10.1002/¢jic.200500155, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(C(,H402)V(OR1)(OR2)]+ in the gas phase.” Scheme 4].

Rys. 36. Mechanizm  dysocjacji kompleksow  mieszanych [(L)V(OR")(OR?)]"
w procesie CID, R' = CHj, R* = C,Hs, C3H7,C4Hy [115]

Dla kompleksoéw zawierajacych dwie grupy alkoksylowe wigksze od me-
toksylowej proces eliminacji alkenu prowadzi do utworzenia jonu potomnego
II, ktory na skutek utraty czasteczki wody ulega degradacji do kationu I, me-
chanizm ten przedstawiono na rysunku 37.

O, _0C,Hs
Mooyt = Catson
0 2vl5
~CyH,
O\\+] _~OH —¢,H, O\\+/ _~OH _11,0 O\O:
/" SOC,H /" OH /
0] PARE G O
| 11

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2005, 14, 2919- 2923 DOI: 10.1002/ejic.200500155, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(C¢H40,)V(OR,)(OR,)]" in the gas phase.” Scheme 5].

Rys. 37. Mechanizm dysocjacji CID kompleksow [(L)V(OR")(OR?)]", R1 i R2 = C,Hs,
C3H7,C4Hy [115]

Proces taki jest niemozliwy, gdy jedng z grup jest R = CHs, poniewaz z tej
grupy nie moze oderwac si¢ alken. Dane dotyczace obserwowanych procesow
utraty obojetnych czasteczek i fragmentow ze wszystkich badanych komplek-
sow [(L)V(OR"(OR?)]" w procesach CID, zawarte sa w tabeli 17.
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Tabela 17. Utrata obojgtnych fragmentow (réznica mas Am) w procesie CID komplek-
sow [(L)V(OR")(OR?)]" wygenerowanych poprzez elektrorozpylenie VOCI;
z dodatkiem katecholu w metanolu, propanolu, izopropanolu, tert-butanolu
oraz w mieszaninach tych alkoholi (1:1, obj.). Wyniki podane w odniesieniu
do piku bazowego (100) produktéw CID [115]

RY/R? -15 | -18 | -28 [ -30 | -32 | -42 | -46 | -56 | -60 | -74 | -84 | -88 | -98
CH,/CH; 100 65 | 37
CH,/C,H; 100 15 14 11
CH,/n-C3H; 6 [100 11| 7
CH,/i-C;H; 100 | 62 77| 15
CH,/t-C4H, 44 19 100 13 13
C,Hs/C,H; 100 80 | 30 3
C,Hs/n-C;H, 1 100 15 6
C,Hs/i-C5H, 100 | 78 33
C,H/t-C,Hy 33 100 7
}’l-C3H7/}’l-C3H7 100 1 70
n-C3H7/l‘—C4H9 6 100 3
i-C3H,/i-C5H;, 100 5 75
i-C3H,/t-C4H, 1 100 | 22 3
i-C,Ho/t-C4H, 100 32

[Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of Inorgan-
ic Chemistry, 2005, 14, 2919-2923 DOI: 10.1002/ejic.200500155, Kaczorowska, M., Schroder,
D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) complexes
[(C¢H40,)V(OR")(OR?)]" in the gas phase.” Table 2].

Porownujac wyniki eksperymentéw CID przeprowadzonych dla komplek-
sow wanadu(V) zawierajacych ligand katecholowy oraz dwa ligandy alkoksylo-
we, mozna zauwazyC, ze obserwowane procesy dysocjacji zaleza od rodzaju
przytaczonych ligandow OR' i OR’. Jednak w kazdym przypadku zastosowanie
metody tandemowej spektrometrii mas CID prowadzito do uzyskania szczegoto-
wych informacji na temat struktury badanych kationow jednododatnich. Frag-
mentacja [(C¢sH40,)V(OCH;)(OCH;)]" rézni sie zasadniczo od procesdéw obser-
wowanych dla innych jonow: zaobserwowac¢ mozna utrat¢ rodnika metylowego,
CH,O oraz CH;0H. Dla tego kompleksu nie zachodzi proces utraty czasteczki
alkenu z wigkszej czasteczki ligandu alkoksylowego, poprzedzajacy oderwanie
czasteczki alkoholu R'OH lub R*OH jak to ma miejsce w przypadku pozostatych
badanych kationéw. Fakt, iz jon potomny [(CsH40,)VO]™ powstaje w procesie
fragmentacji CID wszystkich badanych kompleksow, swiadczy o tym, ze wigza-
nia pomi¢dzy wanadem(V) a ligandem katecholowym sg znacznie silniejsze niz
te utworzone pomigdzy metalem a ligandami alkoksylowymi. Zastosowanie w
eksperymentach CID wyzszych wartosci energii skutkowato rozkladem
[(CsH40,)VO] i powstaniem VO'. W przypadku wszystkich badanych komplek-
sow typu [(L)V(OR")OR?]" metoda CID dostarcza informacji zaréwno
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o budowie ligandow: katecholowego i alkoksylowych, jak i sposobie potaczenia
tych ligandow z centralnym metalem wanadu(V).

Kompleksy wanadu(V) wzbudzaja duze zainteresowanie naukowcow, nie
tylko dlatego, ze tworza si¢ jako produkty przejsciowe podczas utleniania alka-
now, ale rowniez ze wzgledu na udzial w procesie utleniania n-butanu do bez-
wodnika maleinowego [394, 395]. Wiekszos¢ dotychczas opublikowanych prac
dotyczacych tych zagadnien opierata si¢ na badaniu w fazie gazowej mechani-
zmu reakcji utleniania weglowodorow przy udziale tlenkéw wanadu [396-399].
W opracowaniu przedstawiono wyniki badania za pomoca tandemowej spek-
trometrii mas CID budowy oraz dysocjacji kompleksow wanadu(V) zawierajg-
cych jako ligand czasteczke kwasdw: maleinowego i bursztynowego (kwas
1,4-butanodiowy). Kwasy zbudowane sg z tancuchow o czterech atomach we-
gla, podobnie jak butan. Wyniki te opublikowano [116]. Opracowanie metody
pozwalajacej na szczegdtowa analiz¢ budowy tego typu kompleksow oraz ich
dysocjacji jest istotne z technologicznego punktu widzenia, gdyz moze przy-
czyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia proceséw zachodzacych w trakcie produkcji
bezwodnika maleinowego, a w konsekwencji — do optymalizacji tego procesu.

Elektrorozpylanie roztworu OV(OC,Hs); w metanolu z niewielkim dodat-
kiem kwasu maleinowego lub bursztynowego skutkuje powstaniem komplek-
so6w wanadu(V), ktére zawierajg rdzefi VO', pozbawiong dwdch protondw cza-
steczke odpowiedniego kwasu dwukarboksylowego oraz czasteczke rozpusz-
czalnika. Wzor sumaryczny powstajacych komplekséw mozna zapisac¢ jako
[(XCOO0),VO(C, H,, 0)], gdzie X = CH w przypadku kwasu maleinowego
oraz CH, w przypadku kwasu bursztynowego. Fragment zapisany jako (C, Ha,
0) pochodzi od czasteczki rozpuszczalnika. Spektrometria mas nie dostarcza
wystarczajacych informacji dotyczacych budowy tego typu kompleksow, na
podstawie uzyskanych widm masowych nie mozna wysnuwa¢ wnioskéw na
temat rozmieszczenia w kompleksie elementéw (C, Hy, O). Na rysunku 38
przedstawiono prawdopodobne struktury kompleksow zawierajacych czastecz-
ke kwasu maleinowego.

o} 0 OCHj;
Lo B N

| O\\+/ _OCHg3 O\+ /OCH3 O\+ _OCH3 O+ 0
l/o/ ~0 | I / \OH o~ \O | O/V\O
O O

OH
1 2 3 4 5

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2007, 21, 3335-3341 DOI: 10.1002/¢jic.200601171, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(C(,H402)V(OR1)(OR2)]+ in the gas phase.” Scheme 1].

Rys. 38. Budowa izomeréw kompleksu [(CHCOO),VO(C, Hy, O)] [116]
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Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw CID tandemowej spektrometrii
mas pozwalajg na stwierdzenie, ktore z wymienionych wyzej komplekséw two-
rzg si¢ w badanym roztworze. Widmo masowe CID wyizolowanego jonu
[(CHCOO),VO(C, Hy, O)]" jest zdominowane przez piki ktére odpowiadajg
kompleksom powstajacym w wyniku utraty czasteczki CO, oraz rownoczesnej
utraty CO,, CO i C,H,. Drugi obserwowany proces sugeruje catkowity rozktad
czasteczki kwasu maleinowego przylaczonego za pomocg dwoch atomow tlenu,
pochodzacych z grup karboksylowych do centralnego atomu wanadu(V). Alter-
natywnym procesem dysocjacji moze by¢ eliminacja catego bezwodnika malei-
nowego C4H,0;. Za tg druga mozliwoscig przemawia fakt, ze na widmie frag-
mentacyjnym CID widoczny jest pik odpowiadajacy protonowanemu bezwod-
nikowi maleinowemu. Doswiadczenie przeprowadzone z zastosowaniem deute-
rowanego metanolu potwierdza tworzenie si¢ bezwodnika. Rysunek 39 przed-
stawia mechanizm dysocjacji CID jonu [(CHCOO),VO(C, H4, O)]". Dane doty-
czagce obserwowanych proceséw utraty obojetnych fragmentéw z wyizolowa-
nych jonéw [(CHCOO),VO(C, H,, O)] i [(CHCOO),VO(C, Dy, O)]" w proce-
sach CID zawarto w tabeli 18.

L
O -CH30H -CH;0VO k
[ V=0~ [CHCOoORVOC H O = [ +OH
1-5 6
s !
-CO 2} N
- C2H2 or loss of Q= 0
-co <
(l)CH2
+ OCH3 ~H 'CHzo + "HQO +
o=V~ -, + RE, - VO
“OH HO” “OH HO” ~OH
8 9
Zrodio:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of

Inorganic Chemistry, 2007, 21, 3335-3341 DOI: 10.1002/¢jic.200601171, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(CeH,0,)V(OR')(OR?)]" in the gas phase.” Scheme 2].

Rys. 39. Mechanizm dysocjacji CID jonu [(CHCOO),VO(C, Hy, O)]" [116]

Doktadna analiza uzyskanych widm masowych CID pozwala na stwier-
dzenie, ze badany kompleks ma struktur¢ przedstawiong na rysunku 38 jako
2 lub 4. Mozliwe jet rowniez, ze w trakcie przeprowadzonych doswiadczen
w roztworze powstaty dwa izomery: 2 i 4. Struktury 2 i 4 zawieraja ligand -
OCHj; bezposrednio polaczony z centralnym atomem wanadu(V). Dla uktadow
tego typu zaobserwowano w procesach CID utrate obojetnych czasteczek CH,O
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oraz CH;0OH [400-402], nie byty to jednak dominujace procesy, analogicznie do
prezentowanych obecnie wynikow. Gdyby utrata obojgtnej czasteczki metanolu
byla dominujacym procesem fragmentacji badanego kationu, wowczas prze-
mawiatoby to na korzys¢ kompleksu oznaczonego symbolem 1 na rysunku 38,
w ktorym czasteczka metanolu jest ,,luzno” przylagczona do reszty kompleksu
i powinna tatwo si¢ od niego odrywac¢ w procesie CID. Biorac pod uwagg spo-
sob przygotowania roztworow do badan (OV(OC,Hs);/CH;0OH/kwas maleino-
wy) oraz wyniki przeprowadzonych doswiadczen CID, tworzenie si¢ struktur
315 jest bardzo mato prawdopodobne.

Tabela 18. Utrata obojetnych fragmentéw (rdznica mas Am) w procesie CID komplek-
sow [(CHCOO),VO(C, H4, O)] + (m/z = 213) i [(CHCOO),VO(C, D4, 0)]
+ (m/z = 217) wygenerowanych poprzez elektrorozpylenie OV(OC,HS);
z dodatkiem kwasu maleinowego w CH3;OH lub CD;OD. Wyniki podane
w odniesieniu do piku bazowego (100) produktéw CID [116]

Am | -18 |-20|-30)|-32[-36|-44|-58|-62|-74|-76 | -98 |-114]|-117|-128]-130
213 | 20 5 |13 100 | 11 19 50 | 2 6
217 9 4 | 10 | 100 15 20 | 60 5 3
[Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of Inorganic
Chemistry, 2007, 21, 3335-3341 DOI: 10.1002/¢jic.200601171, Kaczorowska, M., Schroder, D., Schwarz,
H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) complexes [(C¢H40,)V(OR")OR?)]" in the
gas phase.” Table 1].

W przypadku zastosowania kwasu bursztynowego okreslenie struktury
kompleksow [(CH,COO),VO(C, Hy, O)]” wylacznie na podstawie analizy widm
masowych MS roéwniez jest niemozliwe. Na rysunku 40 przedstawiono wzory
najbardziej prawdopodobnych kompleksow. Podobnie jak dla kationow
[(CHCOO),VO(C, H4, O)]" przeprowadzenie eksperymentéw tandemowe;
spektrometrii CID oraz analiza uzyskanych widm pozwala na stwierdzenie,
jakie kompleksy utworzyly si¢ w badanym roztworze.

I ] IS § N,
H
o\\-?/OCH(i k()\4-/OCH3 0\+/O O\ +/OCH3 O\ +/O
o7 o o~ om o~ ~oH o ~o oo
- - g ¢
OH OH
10 1" 12 13 14

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2007, 21, 3335-3341 DOI: 10.1002/¢jic.200601171, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(C4H402)V(OR1)(OR2)](+) in the gas phase.” Scheme 3].

Rys. 40. Budowa izomeréw kompleksu [(CH2COO)2VO(C, H4, O)]+ [116]
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Najbardziej intensywne sygnaly na widmie masowym CID kompleksow
wanadu utworzonych w obecno$ci kwasu bursztynowego odpowiadaja proce-
som eliminacji czasteczki wody (Am = -18) oraz jednoczesnej utracie czasteczki
wody i tlenku wegla (Am = -46). Jednak w tym drugim przypadku moze zacho-
dzi¢ réwniez proces utraty czasteczki etanolu (Am = -46). W celu wyjasnienia
tego procesu przeprowadzono dwa dodatkowe eksperymenty: w pierwszym
zastosowano CD;O0D, w drugim — metanol oraz deuterowany kwas bursztyno-
wy, co w wyniku elektrorozpylania odpowiedniego roztworu OV(OC,Hs); pro-
wadzilo do powstania odpowiednio jonéw [(CH,COO),VO(C,D,,0)]"
i [(CD,CO0),VO(C,H,,0)]". Dominujacy pik na widmie masowym CID jonu
[(CD,CO0),VO(C,H4,0)]" odpowiada jonowi powstatemu w wyniku oderwa-
nia neutralnego fragmentu o masie 48 u od prekursora, co $wiadczy jedno-
znacznie o tym, ze zachodzi tu proces rownoczesnej utraty czgsteczki CO
i D,0. W przypadku fragmentacji CID jonu [(CH,COO),VO(C, H,, O)]" utrata
H,O jest procesem ,uprzywilejowanym”, co moze wigzaé si¢ z obecnoscia
w badanym roztworze formy enolowej przedstawionej na rysunku 41. Tabela 19
zawiera informacje o odrywanych obojetnych fragmentach (r6znica mas Am)
w procesie CID kompleksow [(CH,COO),VO(C, H,, O)]", [(CD,CO0),VO(C,
H,, 0)]", [(CH,COO0),VO(C, Dy, O)]" wygenerowanych poprzez elektrorozpy-
lenie OV(OC,Hs); z dodatkiem kwasu bursztynowego lub deuterowanego kwa-
su bursztynowego w CH;0H, Iub CD;0D.

OH
# ~O._+_~OCH;
~V~
-0~ TOH
OH
15

Zrodto:  [Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal of
Inorganic Chemistry, 2007, 21, 3335-3341 DOI: 10.1002/ejic.200601171, Kaczorowska,
M., Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) com-
plexes [(CeH40,)V(OR")(OR?)]" in the gas phase.” Scheme 4].

Rys. 41. Forma enolowa kompleksu [(CH,COO0),VO(C, H,, 0)]" [116]
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Tabela 19. Utrata oboj¢tnych fragmentoéw (réznica mas Am) w procesie CID komplek-
sow A [(CH,CO0),VO(C, H,, 0O)], B [(CD,COO),VO(C, H;, O)]',
C [(CH,CO0),VO(C, D, 0)]" wygenerowanych poprzez elektrorozpylenie
OV(OC,Hs); z dodatkiem kwasu bursztynowego, lub deuterowanego kwasu
bursztynowego w CH3;0H
w odniesieniu do piku bazowego (100) produktéw CID [116]

lub CD;OD. Wyniki

zostaly podane

Am A B C
-18 100 50
-19 46 38
-20 62
-30 6
-32 57 8
-36 5
-46 43 100
-47 69 82
-48 100
-62 12 21
-63 23 5
-64 31
-90 14 25
-92 9
-100 14 38
-101 33
-103 31
-104 15
-114 7 4
-117 17
-120 1 8
-122 8
-130 7
-132 5
-133 4 3
-134 2
-160 28
-161 23
-162 15
-163 27
-164 17

[Reproduced with kind permission from John Wiley and Sons from European Journal
of Inorganic Chemistry, 2007, 21, 3335-3341 DOI: 10.1002/ejic.200601171, Kaczorowska, M.,
Schroder, D., Schwarz, H., “Fragmentation of alkoxo(catecholato)vanadium(V) complexes
[(C¢H40,)V(OR")(OR?)]" in the gas phase.” Table 2].
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Doswiadczenia przeprowadzone przy uzyciu kwasu octowego i fumarowe-
go (trans-butenodiowego) wykazaly, ze ze wzgledu na swoja budowe czasteczki
te nie moga peli¢ funkcji czynnika chelatujacego dla atomoéw wanadu jak
w przypadku czasteczek kwasu maleinowego i bursztynowego. Tworzg sig¢
kompleksy typu [(CH;CO0),VO(C, H,, O)]", ale ich dysocjacja CID rozni si¢
zasadniczo od proceséw opisanych w opracowaniu, natomiast kationy typu
[(trans(CHCOO),)VO(C, H,, O)]" nie powstaja. Metoda tandemowej spektro-
metrii mas CID pozwala na uzyskanie szczegotowych informacji na temat bu-
dowy kompleksow typu [(XCOO),VO(C, H,, O)]", gdzie X = CH lub CH,,
rodzaju ligandow wystepujacych w kompleksach, jak i sposobu ich powigzania
z centralnym atomem wanadu.

Technika CID zastosowana do badania budowy kompleksow wanadu(V):
alkoksylowych oraz zawierajacych czasteczke kwasu dikarboksylowego dostar-
cza informacji zar6wno o budowie ligandow, jak i sposobie ich polaczenia
z centralnym metalem wanadu, pozwala rowniez wnioskowac¢ odnosnie trwato-
$ci wigzan pomigdzy poszczegdlnymi ligandami a metalem.



11. PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych badan jasno wykazuja, ze potaczenie metody
jonizacji ESI ze spektrometrig masowa cyklotronowego rezonansu jonowego
z transformacja Fouriera FT-ICR przy wlasciwym doborze zastosowanych
technik fragmentacji staje si¢ doskonatym narz¢dziem do badania struktury
réznych zwigzkow chemicznych.

W wielu przypadkach jedynie zastosowanie dwoch réznych metod frag-
mentacji pozwala na pelne poznanie budowy badanych czasteczek. Taka sytua-
cja zachodzi w przypadku analizy czasteczek dendrymeréw PAMAM oraz ich
komplekséw z metalami. Metody fragmentacji oparte na oddzialywaniu jon-
elektron (ECD, EDD), wykorzystane do badania budowy jonoéw dendrymerow
PAMAM roézniacych si¢ zarowno liczbg generacji, jak i rodzajem grup po-
wierzchniowych dostarczajg informacji na temat budowy wewnetrznych gene-
racji czasteczek. Liczba generacji zwigzku ma istotny wptyw na obserwowane
procesy dysocjacji, ktére sa niezalezne od rodzaju grup powierzchniowych.
Procesy fragmentacji CID natomiast, oparte na oddziatywaniu badanych jonow
z obojetnymi czgsteczkami azotu, przebiegaja w zewnetrznych partiach jonow
dendrymerdw i sg bogatym zrodtem informacji na temat rodzaju oraz budowy
zewngtrznych generacji oraz grup powierzchniowych. W przypadku jondéw
kompleksow utworzonych przez dendrymer PAMAM trzeciej generacji z jona-
mi metali Ag", Cu®", Zn>", Fe*" Fe’" metody ECD i CID tandemowej spektro-
metrii mas dostarczaja uzupemiajacych si¢ wzajemnie informacji na temat spo-
sobu oraz miejsca koordynacji kationu metalu w czasteczce ligandu dendrymeru
PAMAM oraz dotyczacych budowy samego ligandu. Podobnie analiza wyni-
kéw doswiadczen CID i ECD przeprowadzonych dla polifosfoestru przedsta-
wionego na rysunku 12 dowodzi, ze kombinacja tych dwoch metod tandemowe;j
spektrometrii mas jest bogatym zrodlem informacji na temat budowy produk-
tow degradacji polimeru, a w konsekwencji samego polifosfoestru. Wyniki
doswiadczen dostarczaja uzupetniajacych si¢ wzajemnie, szczegdlowych da-
nych odnos$nie struktury PPe. W tym przypadku zasadnicze znaczenie ma row-
niez rodzaj wykorzystanego spektrometru masowego. Ze wzgledu na duza licz-
be prawdopodobnych jonow fragmentacyjnych jedynie urzadzenie charaktery-
Zujace si¢ wystarczajaco duza rozdzielczoscia 1 czuloscig jak spektrometr FT-
ICR pozwala na jednoznaczne przypisanie pikom wystepujacym na widmie MS
czy MS/MS odpowiednich jonow.

Metody MS? (CID, ECD, IRMPD) i MS’ (SORI-CID, ECD, IRMPD) moga
z powodzeniem by¢ wykorzystywane do badania budowy i wlasciwosci metalo-
supramolekularnych kompleksoéw. Sa one zrodlem informacji na temat struktury
ligandow kompleksow, w tym przypadku potrojnych/podwojnych helikat, ste-
chiometrii komplekséw oraz sposobu powigzania ligandow z centralnymi jo-
nami metali. Zastosowanie kombinacji tych metod pozwala na uzyskanie pet-
nych informacji o strukturze zwigzkow supramolekularnych. Ponadto technika
ECD moze by¢ wykorzystywana do wyizolowania wczesniej nieznanych, meta-
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lo-supramolekularnych komplekséw mogacych istnie¢ w fazie gazowej (kom-
plekséw zawierajacych Fe(l)).

Zaprezentowane w opracowaniu wyniki badania budowy jonéw komplek-
sow [Fe;0(CH;CO0), ] i [FesO(HCOO), +H,0] oraz jednododatnich jonow
oktaetyloporfiryny i jej kompleksow z zelazem(IIl) za pomocg metod tande-
mowej spektrometrii mas EID i CID dowodza, ze w przypadku tych zwiazkow
jedynie metoda oparta na oddzialywaniu jon-elektron dostarcza szczegétowych
informacji na temat ich budowy. W procesie fragmentacji EID kompleksow
zelaza potgczonych centralnym atomem tlenu oraz zawierajacych mostki kar-
boksylowe obserwuje si¢ proces utraty wszystkich kolejnych ligandow octano-
wych/mréwczanowych oraz tworzenie kationu rdzenia Fe;O". W przypadku
kompleksu [Fe;0(HCOO), + H,0]" metoda EID dostarcza réwniez danych na
temat ligandu zewnetrznego — zaobserwowaé mozna proces oderwania czg-
steczki wody od jonu macierzystego. Metoda EID jest zrédlem cennych infor-
macji na temat struktury komplekséw [OEP]" i [Fe(OEP)]"; pozwala okresli¢
liczbe oraz budowe grup zewnetrznych (-CH,CHj3) przytaczonych do pierscie-
nia makrocyklicznego porfiryny. Przeciwnie jest w przypadku wszystkich kom-
plekséw: [Fe;O(CH;CO0)s |, [Fe;0(HCOO)s +H,0]", [OEP]™ i [Fe(OEP)]",
w analizowaniu ktérych metoda CID dostarcza jedynie szczatkowych informa-
¢ji na temat budowy zwigzkow. Wyniki przedstawionych doswiadczen dosko-
nale dowodza, ze wybor metody fragmentacji tandemowej spektrometrii mas
ma kluczowe znaczenie w analizie zardwno trojjadrowych kompleksow metali,
jak 1 komplekséw oktaetyloporfiryny. Ponadto duza doktadnos¢ oznaczenia
masy jonow, jaka charakteryzuje si¢ spektrometr masowy FT-ICR oraz analiza
rozkladu izotopowego pikdw odpowiadajacych jonom potomnym, nie pozosta-
wia watpliwosci w kwestii budowy tych zwigzkow.

Kompleksy wanadu(V) typu: [(L)V(OR")(OR?]", gdzie L stanowi ligand
katecholowy oraz [(XCOO),VO(C, H,, O)]", gdzie X = CH lub CH,, zostaty
zbadane za pomocg spektrometru masowego VG BIO-Q przy zastosowaniu
metody tandemowej spektrometrii mas CID. Wyniki badan wykazuja, ze tech-
nika CID dostarcza informacji zaréwno o budowie ligandéw, jak i sposobie
potaczenia tych ligandow z centralnym metalem wanadu(V). Analiza widm CID
pozwala rowniez na wysnucie wnioskow w kwestii trwatosci wigzan pomiedzy
poszczegdlnymi ligandami a metalem. Mimo iz spektrometr masowy VG BIO-
Q charakteryzuje si¢ duzo mniejsza czutoscia i rozdzielczoscia niz spektrometr
masowy FT-ICR, to odpowiednio zaplanowane doswiadczenia tandemowe;j
spektrometrii mas CID (np. powtorzenia eksperymentow, ktoérych wyniki budza
watpliwosci przy zastosowaniu wyzszych wartosci energii kolizji jondw z cza-
steczkami gazow obojetnych, wykorzystanie deuterowanych rozpuszczalnikow)
pozwalajg na uzyskanie szczegdélowych informacji na temat budowy tego typu
zwigzkow.

Przedstawione w opracowaniu przyklady badania budowy zwigzkow che-
micznych o bardzo réznym stopniu ztozonosSci, zawierajacych rézne grupy
funkcyjne (np. dendrymery, polimery, porfiryny czy stosunkowo proste kom-
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pleksy wanadu), majacych ogromne znaczenie w wielu dziedzinach (medycy-
nie, biochemii, biotechnologii, katalizie) za pomocg metod tandemowej spek-
trometrii mas zaréwno tradycyjnych (CID), jak i nowoczesnych, opartych na
oddzialywaniu jon-elektron (ECD, EID, EDD) udawadniajg ogromne, poten-
cjalne mozliwosci zastosowania metod MS/MS w analizie strukturalnej tych
zwigzkow. Zasadnicze znaczenie ma jednak dobor wilasciwej dla danej grupy
zwigzkéw chemicznych metody fragmentacji oraz odpowiednie planowanie
eksperymentow tandemowej spektrometrii mas.
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STRESZCZENIE

Metody tandemowej spektrometrii mas, zarowno tradycyjne, oparte na
fragmentacji jondw na skutek ich oddziatywania z czasteczkami gazéw obojet-
nych (CID), jak i nowe, w ktorych badany jon ulega dysocjacji w wyniku od-
dzialywania z elektronem (ECD, EDD, EID), wzbudzaja duze zainteresowanie
naukowcow jako stosunkowo proste techniki stosowane do identyfikacji oraz
ustalania struktury prostych zwigzkéw chemicznych. Istnieje jednak szereg
przyktadow zastosowania metod MS/MS, ktorych wynikiem byto, mimo poten-
cjalnych mozliwosci analitycznych technik tandemowej spektrometrii mas,
uzyskanie bardzo ubogich informacji na temat budowy czasteczek zwigzkow
chemicznych. Najczesciej wynikato to z wykorzystania niewtasciwej dla dane-
go zwigzku chemicznego metody fragmentacji.

W opracowaniu przedstawiono wyniki badania budowy réznych zwiazkow
chemicznych, takich jak dendrymery PAMAM, kompleksy, jakie tworza
z jonami metali, polifosfoestry, oktaetyloporfiryna oraz jej kompleks z zela-
zem(11I), trojjadrowe kompleksy zelaza o wzorze [M30(0,CR)sL;]", kompleksy
supramolekularne oraz dwa typy komplekséw wanadu: alkoksylowe oraz za-
wierajace ligand kwasu dikarboksylowego, za pomocg wybranych metod tan-
demowej spektrometrii mas. Rezultaty badan §wiadcza o tym, ze wlasciwy do-
bor metody fragmentacji ma zasadnicze znaczenie i decydujacy wptyw na uzy-
skane dane strukturalne. Czesto pelnych informacji o budowie czasteczki do-
starcza tylko kombinacja dwoch réznych metod MS/MS.

Do badania budowy jonéw dendrymerow PAMAM roznigcych si¢ zarow-
no liczbg generacji, jak i rodzajem grup powierzchniowych oraz kompleksow
dendrymeru drugiej generacji z jonami metali Ag", Cu®*, Zn*", Fe**, Fe’* zasto-
sowano metody oparte na oddziatywaniu jonu obdarzonego tadunkiem wielo-
krotnym z elektronami o niewielkiej energii: ECD lub EDD, oraz metody CID.
Procesy fragmentacji ECD/EDD przebiegaja w wewngtrznych generacjach jo-
néw molekularnych i sa niezalezne od rodzaju grup powierzchniowych. Nato-
miast procesy fragmentacji CID majg miejsce w zewngetrznych partiach jonow
dendrymerdw i sa bogatym zrodtem informacji na temat rodzaju oraz budowy
zewngtrznych generacji oraz grup powierzchniowych. Jedynie wykorzystanie
kombinacji tych dwoch rodzajow technik prowadzi do uzyskania pelnych in-
formacji na temat budowy wewnetrznych i zewnetrznych generacji czasteczek
polimeru PAMAM, rodzaju i liczby grup powierzchniowych, miejsca i sposobu
koordynacji jonéw metalu w czasteczce ligandu. Kombinacje metod ECD i CID
zastosowano rowniez do badania procesow degradacji i budowy polifosfoestru.
Wyniki doswiadczen dostarczajg uzupeliajacych si¢ wzajemnie, szczegoto-
wych danych na temat struktury tego ztozonego zwigzku chemicznego. Metody
MS? (CID, ECD, IRMPD) oraz MS® (SORI-CID, ECD, IRMPD) wykorzystano
do badania struktury komplekséw supramolekularnych Zelaza zawierajacych
potrojne/podwdjne helikaty. Uzyskane wyniki sg dobrym zrédtem informacji na
temat budowy ligandow, stechiometrii komplekséw oraz sposobu powigzania
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ligandoéw z centralnymi jonami metali. Analiza budowy jonow oktaetyloporfi-
ryny i jej kompleksow z zelazem(IIl) oraz trdjjadrowych kompleksow zelaza
[Fe;0(CH;CO0),]" i [Fe;O(HCOO), + H20]" za pomoca metod tandemowe;
spektrometrii mas EID i CID pozwala wnioskowaé, ze w przypadku tych
zwigzkdéw jedynie metoda oparta na oddzialywaniu jon-elektron (EID) dostar-
cza szczegotowych informacji na temat struktury zwigzkéw. Dla kontrastu wy-
niki badania struktury komplekséw wanadu(V) typu: [(L)V(OR")(OR?)]", gdzie
L stanowi ligand katecholowy oraz [(XCOO),VO(C, H,, O)]+, gdzie X = CH
lub CH, przy zastosowaniu metody CID wyraznie dowodzg, ze technika ta jest
zrodtem informacji zarowno o budowie ligandow kompleksow jak i sposobie
potaczenia tych ligandoéw z centralnym metalem wanadu(V).

Wyniki zaprezentowane w opracowaniu potwierdzaja teze, ze wihasciwie
dobrane metody tandemowej spektrometrii mas mogg by¢ doskonalym narzg-
dziem stuzacym do badania budowy tak ztozonych i roznych zwigzkow che-
micznych, jak: dendrymery PAMAM, ich kompleksy z jonami metali, polifos-
foestry, porfiryny i jej kompleksy z zelazem(IlI), trojjadrowe kompleksy zelaza
typu [M;0(0,CR)L;]", kompleksy supramolekularne oraz alkoksylowe
i zawierajace ligand kwasu dikarboksylowego kompleksy wanadu.



SUMMARY

Tandem mass spectrometry (MS/MS) methods, both traditional such as
collision induced dissociation (CID) and new, based on electron-ion interactions
(ECD, EDD, EID) have been used for identification and elucidation of molecu-
lar structure of different chemical compounds. However there are a number of
examples, where despite potential analytical possibilities of tandem mass spec-
trometry techniques, very poor structural information has been obtained. Usual-
ly it was a result of application of unsuitable for examined chemical compound
fragmentation method.

Presented here results of application od chosen tandem mass spectrometry
methods for the structural elucidation of various ions of species such as: poly-
amodoamine (PAMAM) dendrimers, metal complexes of PAMAM dendrimers,
polyphosphoesters, octaethylporphyrin (OEP) and complex of OEP with iron
(III), trinuclear oxo-centered carboxylate bridged iron complexes, supramolecu-
lar complexes and two types of vanadium complexes; alkoxo(catecholato)
vanadium(V) and complexes containing one molecule of C4-dicarboxylic acid,
clearly show that the choice of used fragmentation technique has fundamental
significance and crucial impact on obtained structural data. In some cases only
combination of two different fragmentation methods provides full information
about structure of examined species.

PAMAM dendrimers, which differ by the number of generations and na-
ture of the surface groups and complexes of metal ions Fe’", Fe**, Zn*", Cu*",
Ag" with PAMAM dendrimer, which contain two generations and amidoethanol
surface groups have been studied by electron mediated dissociation (ECD,
EDD) and collision induced dissociation (CID) methods. The ECD and EDD
processes are independent of the nature of surface groups, but tend to occur
within the innermost generations. In contrast the CID processes tends to occur
in outermost generations and are strongly dependant of the surface groups. Full
and detailed information about number of generations and surface groups of
PAMAM dendrimers, location of metal ions in dendrimer system and the way
of metal ions coordination can be obtained only by application of combination
of these two techniques (ECD/EDD and CID). Results presented here show that
combination of ECD and CID methods is also suitable for the structural analysis
of polyphosphoesters and their degradation products. Tandem mass spectrome-
try methods MS? (CID, ECD, IRMPD) and MS’ (SORI-CID, ECD, IRMPD)
have been applied for the structural elucidation of metallo-supramolecular dou-
ble and triple-stranded helicates. Obtained results provide information about
ligand structures, stoichiometry of complexes and way of coordination of metal
centers. Analysis of the structure of octaethylporphyrin, its iron (III) complex
and of trinuclear oxo-centered carboxylate-bridged iron complexes by tandem
mass spectrometry methods (CID and EID) leads to conclusion that only EID
method is suitable analytical tool for these chemical compounds, results of CID
experiments provide very poor structural information. In contrast, application of



129

CID method for the structural elucidation of two types of vanadium(V) com-
plexes: [(L)V(OR")(OR)]", where L = C¢H,0,, and [(XCOO),VO(C, H,, O)]",
where X = CH or CH,, permit to gain information of the structure and number
of ligands and the way of coordination of ligands to the central metal ion.

Results presented here show that tandem mass spectrometry methods can
be successfully used for the structural elucidation of different types of complex
chemical compounds such as: PAMAM dendrimers and their metal complexes,
polyphosphoesters, porphyrins, complexes of iron with porphyrins, trinuclear
oxo-centered carboxylate-bridged iron complexes, metallo-supramolecular
complexes, vanadium complexes. However choice of used fragmentation tech-
nique has fundamental significance and crucial impact on obtained structural
data.



