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4.1. Tytul osiagni¢cia

,,Od niepelnego do wyczerpujacego opisu strukturalnego zwigzkéw bioaktywnych za
pomoca spektrometrii ruchliwosci jonéw sprzgzonej ze spektrometrig mas”

4.2. Lista publikacji potwierdzajaca osiagni¢cie

(* - autor korespondencyjny)

IF (rok publikacji) — Na podstawie: mostwiedzy.pl — 02.06.2022

IFs.emi— Na podstawie: Web of Science — 02.06.2022

Punkty Ministerialne — wedlug zat. do komunikatu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 9.02.2021

IF (rok
publikacji)

Punkty

Lp-. Al Ministerialne

IFs.1etni

Al | A. Tro¢, M. Zimnicka* W. Danikiewicz 2,541 2,03 70

“Separation of Catechin Epimers by
Complexation Using lon Mobility Mass
Spectrometry”

Journal of Mass Spectrometry 2015, 50, 542-548
Moj wklad w powstanie publikacji:

(moja szczegotowa deklaracja i deklaracje pozostatych
wspotautoréw dostgpne sa w zataczniku 6)

- konceptualizacja,

- analiza formalna,

- badania (obliczenia teoretyczne),

- nadzor (pomiary TWIMS),

- pisanie — pierwotny projekt, i pisanie — recenzja
& redakcja.

Mdj udzial procentowy szacuje na 70%.

A2 | A. Tro¢, M. Zimnicka*, M. Kolinski, W. 2,381 2,03 70
Danikiewicz

“Structural Elucidation of -Lactam
Diastereoisomers through Ion Mobility Mass
Spectrometry Studies and Theoretical
Calculations”

Journal of Mass Spectrometry 2016, 51, 282-290
Moj wklad w powstanie publikacji:

(moja szczegotowa deklaracja i deklaracje pozostatych
wspotautoréw dostgpne sa w zataczniku 6)

- konceptualizacja,

- analiza formalna,

- badania (obliczenia teoretyczne),
- nadzor (pomiary TWIMS),




- pisanie — pierwotny projekt, i pisanie — recenzja
& redakcja.

Modj udzial procentowy szacuje na 60%.

A3

M. Zimnicka*, A. Tro¢

“Acid-Based Approach for Separation of Peptide
Epimers using IM-MS”

Journal of Mass Spectrometry 2019, 54, 620-628
Moj wklad w powstanie publikacji:
(moja szczegotowa deklaracja i deklaracje pozostatych

wspotautoréw dostgpne sa w zataczniku 6)

- konceptualizacja,

- analiza formalna,

- badania (pomiary TWIMS & obliczenia
teoretyczne),

- pisanie — pierwotny projekt, i pisanie — recenzja
& redakcja.

Moj udzial procentowy szacuje na 90%.

1,671

2,03

70

A4

M. Zimnicka*

“Crown Ethers as Shift Reagents in Peptide
Epimer Differentiation - Conclusions from
Examination of ac-(H)FRW-NH; Peptide
Sequences”

International Journal for lon Mobility
Spectrometry 2020, 23, 177-188

Moj wklad w powstanie publikacji:

(moja szczegolowa deklaracja dostepna jest w
zalgczniku 6)

- konceptualizacja,

- analiza formalna,

- badania (pomiary TWIMS),

- pisanie — pierwotny projekt, i pisanie — recenzja
& redakcja.

Modj udzial procentowy szacuje¢ na 100%.

2,8

2,94

70

AS

M. Zimnicka*, A. Tro¢, M. Ceborska, M.
Jakubczak, M. Kolinski, W. Danikiewicz

“Structural Elucidation of Specific Noncovalent
Association of Folic Acid with Native
Cyclodextrins Using an Ion Mobility Mass
Spectrometry and Theoretical Approach”

Analytical Chemistry 2014, 86, 9, 42494255
Moj wklad w powstanie publikacji:

(moja szczegotowa deklaracja i deklaracje pozostatych
wspotautoréw dostgpne sa w zataczniku 6)

- konceptualizacja,

5,636

6,755

140




- analiza formalna,

- badania (pomiary TWIMS & obliczenia
teoretyczne),

- pisanie — pierwotny projekt, i pisanie — recenzja
& redakcja.

Mdj udzial procentowy szacuje na 70%.

A6 | M. Zimnicka*, E. Kalenius, J. Jurczak, W. 4,77 4,232 100
Danikiewicz

“Ion Mobility Mass Spectrometry - an Efficient
Tool for the Analysis of Conformational Switch
of Macrocyclic Receptors upon Anion Binding”

Analyst, 2021, 146, 5337-5346
Moj wklad w powstanie publikacji:
(moja szczegotowa deklaracja i deklaracje pozostatych

wspotautoréw dostgpne sa w zataczniku 6)

- konceptualizacja,

- analiza formalna,

- badania (pomiary TWIMS & obliczenia
teoretyczne),

- pisanie — pierwotny projekt, i pisanie — recenzja
& redakcja.

Moj udzial procentowy szacuje¢ na 70%.

'~ Cite Score jest podany (mostwiedzy.pl). IF nie jest dostgpny.

4.3. Omowienie osiagniecia naukowego

Streszczenie: Struktury bioaktywnych zwigzkow chemicznych i ukladow pokrewnych sq
scisle zwigzane z ich wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi oraz funkcjami, co podkresla
znaczenie ich kompleksowego opisu strukturalnego. W serii publikacji [A1-A6] wykazatam,
Ze zastosowanie spektrometrii mas sprzezonej ze spektrometrig ruchliwosci jonow (z ang.
lon Mobility - Mass Spectrometry - IM-MS) wspartej obliczeniami teoretycznymi oraz
rozwoj metod opartych na ruchliwosci jonow w celu zwiekszenia zdolnosci rozdzielczych
IM-MS mogqg prowadzic¢ do wyczerpujgcego opisu strukturalnego bioaktywnych zwigzkow,
ktorych analiza strukturalna byta trudna i czesto niepetna.

Epimery katechiny [A1], diastereoizomery [-laktamu [A2] i epimery peptydow [A3-
A4] nalezg do waznych zwigzkow bioaktywnych, ktorych aktywnosé biologiczna jest scisle
zwiqzana z typem diastereoizomeru. Ich rozdzial umozliwiajgcy ich kompleksowy opis
strukturalny jest czesto niekompletny, co stanowi wyzwanie dla powszechnie stosowanych
metod analitycznych, jak rowniez dla IM-MS. Wykazatam, ze niewystarczajqcy rozdziat IM-
MS tych zwigzkow, w konsekwencji uniemozliwiajgcy ich petny opis strukturalny, mozna
przezwyciegzy¢, stosujgc odpowiednie podejscie metodologiczne IM-MS z wykorzystaniem
odczynnikow przesuniecia.

Kompleksy kwas foliowy-cyklodekstryna (FA-CD) [AS5] i kompleksy anion-makrocykl!
[A6] sq istotnymi uktadami bioaktywnymi, ktore przyciggnely uwage badaczy. Rozroznienie



pomiedzy kompleksami inkluzyjnymi a ekskluzyjnymi FA-CD oraz ich peiny opis jest
niezbedny do oceny wplywu wbudowania FA i pokrewnych bioaktywnych ligandow w
kompleks z CD na ich biodostepnosé¢, rozpuszczalnosé i aktywnosé. Kompleksowy opis
strukturalny kompleksow anion-makrocykl umozliwia dyskusje na temat rozpoznawania
anionow przez syntetyczne receptory. Badania oddzialywan anionow i ich rozpoznawania
stanowiq istotg wspotczesnej nauki ze wzgledu na ich znaczenie w procesach przemystowych
oraz w naturalnie wystepujgcych zjawiskach obserwowanych w naukach biologicznych i
srodowiskowych. W badaniach kompleksow kwas foliowy-cyklodekstryna (FA-CD) oraz
wybranych kompleksow anion-makrocykl podkreslitam znaczenie badan IM-MS dla
uzyskania kompleksowego opisu strukturalnego, szczegolnie w sytuacji, gdy opis
dostarczany przez inne metody analityczne jest niepetny lub stanowi podejscie
uzupetniajgce.

Ostatecznie wykazatam, Ze przejscie od niepetnego do wyczerpujqcego opisu struktur
kilku waznych zwigzkow bioaktywnych jest mozliwe, gdy w procesie ich analizy uwzgledni
sie IM-MS.

Obecnie dostepnych jest wiele podejs¢ analitycznych do okreslania struktury
zwigzkow chemicznych i ukladéw molekularnych. Ze wzgledu na specyfike kazdej metody
analitycznej, ktora definiuje odrgbne obszary jej zastosowania, jedynie majac do dyspozycji
szereg metod analitycznych, mozna uzyska¢ wiarygodny opis strukturalny poszczegolnych
zwigzkow chemicznych. Duze zroéznicowanie stereochemiczne zwigzkow chemicznych i
wynikajace z tego nieidentyczne wiasciwosci chemiczne, fizyczne i biologiczne zwigzkow
izomerycznych stwarzaja dodatkowe wymagania stawiane metodom analitycznych dla ich
identyfikacji 1 ro6znicowania.

Do niedawna spektrometria mas nie byla jeszcze metoda pierwszego wyboru w
badaniach strukturalnych. Wprawdzie metoda ta oprécz zastosowania glownie jako
narzedzia analitycznego pozwalajacego na  wyznaczenie masy czasteczkowej
analizowanych zwiazkéw 1 ich asocjatow, umozliwia w pewnym stopniu charakteryzacje
strukturalng. W tym celu przypisanie strukturalne jest realizowane przez pordéwnanie widm
fragmentacyjnych nieznanego zwigzku i zwigzkéw odniesienia, wykorzystujac dostepne
biblioteki widm masowych.

Pierwsze sprzgzenie spektrometrii ruchliwosci jonéw (IM) ze spektrometrig mas (MS)
datowane na rok 1962' otworzyto nowe mozliwo$ci analizy strukturalnej i konformacyjne;.
W tym analitycznym podejsciu, okreslanym réwniez jako spektrometria mas ruchliwosci
jonow (IM-MS), duza czulo$¢, specyficznos¢ i szybkos$¢ spektrometrii mas, co trafnie
podkreslit McLafferty,” zostata dodatkowo wzbogacona o mozliwo$é badania struktury
molekutl — ich tréjwymiarowego (3D) ksztattu, wykorzystujac pomiary ruchliwosci jondéw w
fazie gazowe;j.

Cho¢ na komercjalizacje spektrometrow mas sprzezonych z technika ruchliwosci
jonow trzeba bylo dlugo czekaé, wraz z pojawieniem si¢ nowych instrumentow, nastapit
szybki wzrost znaczenia i powszechnego zastosowania IM-MS w badaniach strukturalnych,
zarowno w naukach chemicznych, jak i biologicznych. Obecnie dwa gidéwne obszary



zastosowan IM-MS dynamicznie si¢ rozwijaja: rozréznianie zwigzkow izomerycznych oraz
szczegblowe badania strukturalne prowadzace do kompleksowego opisu ksztattu 3D
badanego uktadu.

Podobnie jak elektroforeza, spektrometria mas ruchliwo$ci jondw umozliwia rozdziat
zwigzkow w formie zjonizowanej pod wpltywem pola elektrycznego wykorzystujac ich
rézne ruchliwosci, ale w gazie buforowym, a nie w cieczy, co jest charakterystyczne dla
metod elektroforetycznych. Mozliwosci IM-MS jako narzgdzia separacyjnego sa S$cisle
zwigzane z r6znicg ruchliwos$ci rozdzielanych jondw w gazie buforowym oraz zdolnoscia
rozdzielczg komory ruchliwo$ci jonow. W ciggu ostatnich 16 lat pojawity si¢ na rynku nowe
urzadzenia do pomiaréw ruchliwosci jonéw, réznigce si¢ rozdzielczoscig i zasadami
dzialania, ale wcigz wykorzystujace w swoich podstawach potaczenie pola elektrycznego i
gazu buforowego (Tabela 1). Niektore z wymienionych technik badania ruchliwos$ci jondéw
sa integralnymi cze$ciami spektrometréw mas, a niektére z nich sg dostgpne jako
samodzielne lub dodatkowe urzadzenia do spektrometréw mas.

Tabela 1. Przeglad dostepnych technik badania ruchliwo$ci jonow.

Rodzaj techniki
ruchliwosci jonow Rok Firma Rozdzielczos¢
(IM)
Technika wedrujacej i
fali (TWIM) 2006 Waters 30-45
2014 Agilent Technologies 50-60
Rura dryfowa
TofWerk 200
Drft Tube (DT)
2019 Excellims >70
Technika putapkowa 400-600 (w zaleznosci od
Trapped Ion Mobility 2016 Bruker Daltonics szybkos$ci zmiany pola
(TIM) elektrycznego)
Komora Cykliczna
] 2019 Waters 750 (przy 100 cyklach)
Cyclic IM
Technika bezstratnej )
manipulacji jonami 20050; dla dr(,)gl Bmi
. swobodnej jonéw - 13 m i
Structures for lossless 2021 MOBILion Systems ponad 2000 dla urzadzen
ion manipulations wielo$ciezkowych)
(SLIM)
Techniki pol
asymetrycznych 2007 Thermo Scientific
Field Asymmetric 2010 Owlstone >100
Techniques 2011 AB Sciex
(FAIMS, DMS)
Réznicowy analizator
ruchliwosci
2012 SEADM 100
Differential Mobility
Analyzers (DMA)




Kompleksowa analiza strukturalna nalezy do drugiego intensywnie rozwijajacego si¢
obszaru badan IM-MS. Wymaga ona eksperymentalnego wyznaczenia warto$ci
zderzeniowego przekroju czynnego jonu analitu z gazem buforowym (CCS), na podstawie
zmierzonego czasu dryfu jonu przez komor¢ ruchliwo$ci jondw, uzupehionego
intensywnymi badaniami teoretycznymi. Wnioskowanie o trojwymiarowej strukturze
zwigzku opiera si¢ na porownaniu otrzymanych eksperymentalnie wartosci CCS 1
obliczonych teoretycznie dla struktur modelowych. Zatem wiarygodno$¢ przypisania
struktury zalezy od doktadno$ci wyznaczonych eksperymentalnie i obliczonych teoretycznie
wartosci CCS.

Seria publikacji [A1-A6] miesci si¢ w tych dwoch dominujacych obszarach
tematycznych badan IM-MS. Ta seria porusza zagadnienia zwigzane z tematyka badan
strukturalnych za pomoca IM-MS 1 obliczen teoretycznych zarowno w zakresie separacji,
jak 1 wyczerpujacej analizy strukturalnej bioaktywnych zwigzkéw chemicznych, takich jak:

» rozroznianie zwigzkoOw izomerycznych metoda IM-MS — wybrane zwiazki
bioaktywne: epimery katechin [A1l], diastereoizomery p-laktaméw [A2], epimery
peptydow [A3-A4] byly przedmiotem badan, w ktérych okre§lalam mozliwos¢ IM-
MS do rozdzialu badanych zwigzkéw w $wietle zdolnosci rozdzielczej IM-MS;

» metody zwigkszania zdolno$ci separacyjnych IM-MS — modyfikacja warunkow
eksperymentalnych i rola dodatkow w modulacji zdolno$ci separacyjnych IM-MS
[A1-A4];

» trojwymiarowy opis struktury z wykorzystaniem IM-MS — wyznaczanie
eksperymentalnego CCS na podstawie pomiardw czasu dryfu oraz rola kalibrantow w
posrednich pomiarach ruchliwos$ci jonéw w dokladnosci wyznaczania CCS [A1-A6].

» rola obliczen teoretycznych w badaniach strukturalnych za pomoca IM-MS [A1-A6].

Pomyslne zastosowanie techniki IM jako dodatkowego wymiaru separacji w MS jest
Scisle zwiazane z silg rozdzielcza komory ruchliwos$ci jonéw wbudowanej w spektrometr
mas 1 jej selektywnoscig. W momencie, gdy zacz¢tam interesowaé si¢ IM-MS (2012),
rozdzielczo$¢ komor ruchliwosci jonow IM byta niska, ale nadal imponujaca w poréwnaniu
np. do zdolnosci rozdzielczej systeméw HPLC (typowa liczba pdlek teoretycznych HPLC
waha si¢ migdzy 8000-12000, a dla IM przy niskiej rozdzielczosci 45 jest rowna 11000), a
zatem oferuje alternatywe dla tej techniki separacji. Niestety selektywno$¢ IM-MS jest dos¢
niska i podobnie jak w przypadku innych technik rozdzielania, takich jak chromatografia
cieczowa lub gazowa, technika ta réwniez wymaga pewnego wysitku, aby umozliwi¢
separacje blisko spokrewnionych strukturalnie zwigzkow, takich jak rdézne typy izomerow,
asocjaty lub supramolekularne kompleksy, szczegélnie dla przyrzadow IM o niskiej do
sredniej zdolnosci rozdzielcze;j.

Stosowano rozne podejscia do podwyzszenia selektywnosci IM. W zaleznosci od
rodzaju zastosowanej techniki ruchliwo$ci jonéw zaimplementowanej w spektrometrze mas
ré6zne modyfikacje warunkéw eksperymentalnych s3 mozliwe 1 dostgpne. Do
najwazniejszych z nich nalezg: parametry pola elektrycznego,® cisnienie,* ° temperatura,®
rodzaj i sklad gazu buforowego’ ® Inne podejscia do zwickszania selektywnosci IM

obejmujg derywatyzacje kowalencyjng” ' lub niekowalencyjng''""* odczynnikami



przesuniecia IM. Efekt zastosowania modyfikatoréw selektywnosci jest zalezny od klasy
zwigzku 1 moze si¢ zmienia¢ czasami w nieprzewidywalny sposob ze wzgledu na
skomplikowany mechanizm separacji IM, w ktorym nie tylko masa, tadunek lub ksztalt jonu,
ale takze oddzialywania dipolowe migdzy jonami i czasteczkami gazu buforowego maja
istotny wplyw obserwowang ruchliwo$¢ jonow.!'* 1> W pierwszych czterech artykutach [A1-
A4] zmierzytam si¢ z czgsto spotykanym problemem ograniczonej selektywnosci IM-MS w
analizie zwigzkow izomerycznych. Ograniczona selektywno$¢ IM-MS prowadzi do
uzyskania niepetnych informacji strukturalnych, stad poprawa rozdziatu jest konieczna do
zapewnienia kompleksowego opisu strukturalnego.

Pierwsza praca [Al] poswigcona byla probie rozdzielenia dwoch wybranych
epimerycznych flawonoidow: (+)-katechiny i (—)-epikatechiny za pomocg IM-MS. Zwiazki
te naleza do grupy flawan-3-oli. Flawonoidy sg szeroko rozpowszechnione w roslinach
spozywczych (np. guarana, kakao) i napojach (np. czerwone wino, zielona herbata). Flawan-
3-ole stanowig interesujaca grupe zwigzkow ze wzgledu na ich kilka unikalnych wlasciwosci

farmakologicznych, w tym dzialanie antyrakowe,'®
19

antybiotyczne,'” przeciwzapalne'® i
antyoksydacyjne.”” Najcz¢s$ciej stosowanymi metodami analitycznymi do analizy
flawonoidéw sa wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas
(HPLC-MS) i chromatografia gazowa (GC).?* 2! Szereg badan majacych na celu
identyfikacje flawonoidéw przeprowadzono z wykorzystaniem desorpcji polem (FD)* i
bombardowania szybkimi atomami (FAB).? Chociaz techniki te zapewniaja wysoka
specyficznos¢ i czutos¢ analizy flawonoidéw, nie sg wystarczajace do osiggnigcia wysokiej
selektywnosci rozdzialu zwiazkéw diastereoizomerycznych, stad potrzeba rozwoju nowych
narzedzi analitycznych umozliwiajacych ich szybkie i latwe rozdzielenie prowadzace do ich

identyfikacji.

Prace eksperymentalne poparte obliczeniami teoretycznymi dostarczyty dowodoéw na
to, ze bezposrednia analiza IM-MS epimerycznych katechin nie pozwala na ich rozdzielenie
(Rysunek 1). Roéznice w przekrojach czynnych jondw (ACCS) pomigdzy tymi dwoma
epimerami, wynoszace od 0,2 do 0,9 A%, w zaleznosci od rodzaju jonu ([M + H]", [M + Na]"
lub [M - H]", s zbyt male, w zwigzku z tym obserwujemy ich nieefektywny rozdzial. Mimo
ze w przypadku jonéw dimerycznych zaobserwowano pewien stopien rozdziatu (-)-
epikatechiny i1 (+)-katechiny, obecno$¢ dodatkowego piku odpowiadajacego tworzeniu
mieszanego dimeru moze skomplikowa¢ widmo i1 prowadzi¢ do blgdnej interpretacji
wynikow, zwlaszcza w przypadku analizy sktadu zlozonej mieszaniny.
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- -~ [2 x(-)-epikatechina - H]
e [2 % (+)-katechina - H]
—— [2 x (+)-katechina/(-)-epikatechina - H]

czas dryfu [ms]

Rysunek 1. Rozklady czaséw dryfow (zg)wybranych typow jondw zarejestrowane dla katechiny,
epikatechiny i ich rownomolowej mieszaniny.

W celu przeciwdzialania tej ograniczonej selektywnosci IM-MS z powodzeniem
zastosowatam stereoselektywne oddziatywania z chiralnymi modyfikatorami i metalami
przejsciowymi (Rysunek 2). Sposrdd roznych badanych kombinacji z chiralnymi ligandami,
takimi jak: D- i L-aminokwasy (D- 1 L-AA) /lub dodatkowe kationy metali, chiralne etery
koronowe, kwas winowy 1 heptakis(2,6-di-O-metylo)-p-cyklodekstryna, tylko klastry
majace postaé [2M + D-AA + Cu*' - 3H]” wykazywaly poprawe separacji. Uzyskatam
eksperymentalne dowody na to, Ze nie tylko wybdr enancjomeru, ale réwniez
hydrofobowo$¢ aminokwasu wpltywa na proces rozdzielania. Pozytywne wyniki
otrzymatam dla hydrofobowych D-aminokwasow, takich jak D-alanina, D-leucyna, D-
prolina. Najlepsza rozdzielczo$¢ (Rp-p) rowna 0,71 uzyskatam dla klastréw [2M + D-leucyna
+ Cu?' - 3HJ", a granice wykrywalnoéci (LOD) dla opracowanej metody oszacowalam na
poziomie 12,9 pg/ml.
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+)-katechina/(-)-epikatechina + D-aminokwas + Cu® jony (+)-katechina/(-)-epikatechina + L-aminokwas + Cu

100
- [2 x (-)-epikatechina + D-, L-Ala + Cu®" - 3H]"

- [2 x (+)-katechina + D-, L-Ala + cu® - 3H]
— [2 x (+)-katechina/2 x (-)-epikatechina + D-, L-Ala + Cu® - 3H]'

--- [2 x (-)-epikatechina + D-, L-Leu + Cu?* - 3HI
[2 x (+)-katechina + D-, L-Leu + cu? - 3HI
— [2 x (+)-katechinas2 x (-)-epikatechina + D-, L-Leu + Cu®" - 3H]"

znormalizowana intensywnosé [%]

--- [2 x (-)-epikatechina + D-, L-Pro + Cu?* - 3HT
-~ [2 X (+)-katechina + D-, L-Pro + cu® - 3HI
— [2 x (+)-katechina/2 x (-)-epikatechina + D-, L-Pro + Cu®" - 3H]"

5 7 75 &8 5 7 75 B
czas dryfu [ms] czas dryfu [ms]

~ [2 x (+)-katechina + D-, L-Arg + Cu®* - 3H]
— [2 x (+)-katechina/2 x (-)-epikatechina + D-, L-Arg + Cu® - 3HI

- d) - [2 x (-)-epikatechina + D-, L-Glu + Cu®" - 3H]

%‘ [2 x (+)-katechina + D-, L-Glu + Cu®" - 3H]

g — [2 x (+)-katechina/2 x (-)-epikatechina + D-, L-Glu + cu® - 3H]
g ‘ 5 55 ] 8

g & - [2 X (-)-epikatechina + D-, L-Arg + Cu®" - 3H]

H

H

°

5 5.5 6 6.5 7 75 8
czas dryfu [ms]

Rysunek 2. Rozklady czasow dryfow jonéw [2M + D/L-aminokwas + Cu®’— 3H]™ zarejestrowane
dla roztworéw zawierajacych: kateching lub epikatechine lub epimeryczne katechiny (1:1), Cu** i a)
D-, L-alaning, b) D-, L-leucyng, ¢) D-, L-proling, d) kwas D-glutaminowy oraz e) D-argining.

Zachecona sukcesem w opracowaniu dodatkowej metodologii rozdzielania epimerycznych
katechin, zwrécitam uwage na rozdzielanie izomerycznych B-laktaméw. B-Laktamy sa
jednymi z najlepiej poznanych 1 szeroko badanych niearomatycznych zwigzkoéw
heterocyklicznych ze wzgledu na ich aktywno$¢ biologiczng jako antybiotykow?* oraz ich
role jako cennych potproduktow w syntezach.? PierScien B-laktamowy jest wspolng czescia
kilku rodzin antybiotykéw, takich jak penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy 1
monobaktamy, ktore z tego powodu nazywane sg rOwniez antybiotykami -laktamowymi.

Podczas gdy wiele metod analitycznych i spektroskopowych umozliwia wysoce
specyficzne i czule wykrywanie B-laktamow w celu ich analizy ilo$ciowej, rozrdéznianie ich
izomerow nadal pozostaje trudnym zadaniem. Dlatego postanowitam zbada¢ zastosowanie
IM-MS do efektywnego rozdzialu umozliwiajacego dalszg analize strukturalng wybranych
izomerycznych B-laktamoéw [A2]. Moim szczegdlnym celem bylo zbadanie procesu
rozdziatlu w zaleznosci od konfiguracji atoméw wegla badanych diastereomerow [3-
laktamowych oraz zmiennych eksperymentalnych.

Badania te wykazaty, ze konfiguracja podstawnikoéw na atomach C5 i C6 (Rysunek 3)
odgrywa kluczowa role w skutecznos$ci rozdziatu diastereoizomeréw p-laktamowych. Co
ciekawe, s3 to te same atomy, ktorych konfiguracja odpowiada za aktywno$¢ biologiczng -
laktamow. Zbadatam wplyw czynnika kationowego na réznicowanie diastereoizomerow [3-
laktamowych, poniewaz obecno$¢ jonu metalu moze wyzwala¢ zmiany konformacyjne
czasteczki,?® przyczyniajac sie w ten sposob do separacji blisko powigzanych strukturalnie
indywiduow.?” Odkrytam, Ze natura metalu ma znaczacy wplyw na czasy dryfu jonow. Efekt
ten zalezy od wielkosci kationu metalu oraz charakteru analizowanych jonéw. Dla
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przyktadowej pary diastereoizomerow 1 i 5 obecnos$¢ kationu litu nieznacznie zwigksza
separacje B-laktamow (Azq = 0,36 ms, Ry, = 0,74) w pordwnaniu z jonami sodowanymi (Atq
= 0,28 ms, Rpp = 0,72), natomiast nie stwierdzilam zwigkszenie separacji w przypadku
jonéw protonowanych lub dimerycznych typu [2M + Metal]" przy zmianie typu metalu
(Rysunek 3). Wplyw metalu na skuteczno$¢ rozdziatu IM-MS przypisalam znaczeniu
oddziatywan kation-n w stabilizacji konformacji B-laktamowych.

[M+H]* [M-+Li]* [M+Na]*

100 100 100

normalized intensity [%]

6 7 3 4
drift time [ms]

100 -

normalized intensity [%]

12 13 8 9
drift time [ms]

mixture B T 5

Rysunek 3. Rola czynnika kationowego w rozroznianiu diastereoizomerycznych p-laktamow
pokazana na przyktadzie rozdziatu diastereoizomerow 11 5.

Zastosowanie gazu buforowego o ro6znych masach, momentach dipolowych 1
polaryzowalno$ci ma znaczacy wptyw na czas dryfu i proces rozdzielania w IM-MS.”- %
Ogolnie rzecz biorgc, zastosowanie bardziej polarnych i ci¢zszych gazéw buforowych
powinno zapewni¢ zwigkszenie separacji w IM-MS. Z drugiej strony, gestos¢ fadunku jonu
1 jego rozmiar rowniez muszg by¢ brane pod uwage przy omawianiu wplywu gazu
buforowego na rozdzielczo$¢. Niestety, nie zaobserwowalam poprawy rozdziatu badanych
diastereoizomerdw przy zmianie gazu buforowego z azotu na bardziej polaryzowalny
dwutlenek wegla, co mozna wytlhumaczy¢ niewielkimi réznicami momentéw dipolowych
pomiedzy badanymi jonami B-laktaméw (ponizej 10%). Zaobserwowatam natomiast przede
wszystkim zmniejszenie ruchliwos$ci jondw dla CO» jako masywniejszego gazu buforowego.

Dodatkowe czynniki wptywajace na proces separacji odnosza si¢ do warunkow
eksperymentalnych, takich jak parametry opisujace pole elektryczne. W stosowanej przeze
mnie w badaniach ruchliwos$ci jonow techniki wedrujacej fali (TWIM) predkos¢ fali i jej
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amplituda sg parametrami opisujagcymi pole elektryczne komory ruchliwosci jonow. W
badaniach podkreslitam, ze ich wartosci maja kluczowe znaczenie dla rozdzialu
diastereoizomerdow B-laktamow, a odpowiednie dostrojenie tych parametrow jest niezbedne
do uzyskania rozdziatu.

Nie ulega watpliwosci, ze zastosowanie odczynnikéw przesunigcia IM stanowi
skuteczny sposdb na wywotanie lub poprawe selektywnosci rozdzialu w analizie IM-MS.
Dlatego tez metodologia ta byta badana rowniez w kierunku rozdzialu izomerow nalezacych
do jednej z najwazniejszych klas zwigzkéw biologicznie czynnych: aminokwasow i
peptydow. Na przyklad, zastosowano ja do rozroznienia enancjomerow tryptofanu i
fenyloalaniny w rdéznicowej spektrometrii ruchliwosci jonoéw, stosujac  N-tert-
butoksykarbonylo-O-benzylo-L-seryne jako odczynnika rdznicujacego czas dryfu.?’
Dodatkowe odkrycia obejmuja czg$ciowe rozrdznienie enancjomerdw aminokwasow
aromatycznych w oparciu o tworzenie trimerycznych komplekséw zwigzanych z Cu(Il) typu
[(PPro),+PLAA+Cu-H]".!* Ostatnio wykazano, ze dimeryzacja, oligomeryzacja i obecno$é
jonéw K" poprawiajg rozdzial wybranych epimerycznych peptydow dermorfiny i achatiny-
I Te wstepnie przedstawione przyktady wyraznie $wiadczg o tym, ze rozdzial
izomerycznych aminokwasdw nie jest trywialnym zadaniem dla IM-MS. Dlatego podj¢tam
ten szczegolnie istotny temat, skupiajac si¢ na rozrdéznieniu epimerow peptydow [A3 i A4].
Skupitem sie przede wszystkim na sekwencjach peptydowych zawierajacych zasadowe
tancuchy boczne. Chociaz od dawna przyjmuje si¢, ze u zwierzat wyzszych bialka i peptydy
zbudowane s3 wylacznie z L-aminokwasow, analiza peptydow zawierajacych D-
aminokwasy jako zrddla naturalnie 1 nienaturalnie wystepujacych modyfikacji w
organizmach zywych staje si¢ coraz wazniejszym zagadnieniem.’! 3

Powszechnie wiadomo, ze jedna z najbardziej uniwersalnych 1 najczescie]
stosowanych technik analitycznych — chromatografia cieczowa, a w szczegdlnosci
chromatografia w odwrdconych fazach, nawet przy uwzglednieniu kolumn nowej generacji,
wykazuje pewne stabosci w rozdziale peptydow zawierajacych miejsca zasadowe 1 ogdlnie
zwigzkow zasadowych.®? Dlatego tez podeszlam do tego zagadnienia, badajac selektywno$é
rozdzielania wybranych peptydow przy uzyciu IM-MS 1 opracowujac dodatkowe
metodologie do jej poprawy.

Wykorzystatam metodologi¢ addycji odczynnika przesunigcia IM i ocenitam wplyw
kompleksowania z kwasami organicznymi na rozdzial jonéw wybranych epimerow
tripeptydowych zawierajacych reszty argininowe [A3]. Wykorzystanie efektu rozpoznania
reszt aminokwasowych poprzez kompleksowanie z kwasami nie jest nowym podej$ciem i
stanowi racjonalny wybor. Poniewaz sily elektrostatyczne sa ze swojej natury zwigkszone
w prozni, kompleksy pomiedzy dodatnio naladowanymi miejscami (oligo)peptydow i
ujemnie naladowanymi kwasami sg wystarczajaco stabilne, aby mozna je bylo wykorzysta¢
do zliczania i identyfikacji miejsc podstawowych w roéznych ukfadach chemicznych za
pomocg spektrometrii mas, z pewnymi ograniczeniami zaleznymi od struktury kwasu.**-°

Istotnie, zaobserwowalam tworzenie si¢ stabilnych niekowalencyjnych kompleksow
pomiedzy analizowanymi epimerycznymi tripeptydami zawierajagcymi reszte argininowg a
karboksylowymi lub sulfonowymi monokwasami 1 dikwasami w fazie gazowej pod
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wpltywem zwickszonego ci$nienia w komorze ruchliwosci jonow. Kompleksowanie to
wywotato reorganizacj¢ konformacyjng epimerycznych peptydéw wokot miejsc anionu/ow
karboksylanowego/ych kwaséw, aby zapewni¢ efektywna solwatacj¢ tadunkéw ujemnych
przez atomy wodoru z grup donorowych peptydow. Ogolnie rzecz biorac, kompleksowanie
z kwasem prowadzilo do poprawy rozréznienia epimerow peptydow w poréwnaniu z analiza
czystych epimerow, a efektywno$¢ tej separacji byla zwigzana ze struktura kwasu.
Kompleksowanie z kwasem dibenzoilo-D-winowym pozwolilo na rozrdéznienie wczesniej
nierozroznialnych lub stabo rozréznialnych jonéw epimerycznych peptydéw za pomoca IM-
MS z efektywnoscia rozdziatu Rp-p pomiedzy 1 a 1,8 (Rysunek 4).

o o <~ P1 = Ac-FRW-NH,
H
)I\N N " NH, P2 = Ac-°FRW-NH,
H H
© o P3 = Ac-FPRW-NH,
NH P4 = Ac-FRPW-NH,

HZN/KNH

a) [Peptyd+H]+
P1/P2 Adt=0.01 P1/p3 8dL=0.07 P1/P4 Adt=0.07
- -

sximal st

b) [Peptyd +Kwas - H]”

Adt =0.33 Adt=0.41 Adt = 0.60
100 100 100
= 80 « B0 < 80
Lo PUP2 =1 g PP3 E o P1/PA
2 4 2w = 40
20 20 20
0 (1] [}
5 6 7 8 9 5 6 7 8 9 5 13 9
dt [ms) dt [ms]
[Peptyd + Kwas + Na - 2H]~
Adt =0.15
100 100
E = 4 E &0
¢ w PLP2 ¢ P PI/PA
Z 40 H Z a0
20 20
0 0
5 6 7 g 9 5 6 7 8 9 5 6 7 8 9
dt [ms) dt [ms] dt [ms]
[Peptyd + 2 x Kwas + 2Na - 3H]~
Adt = 0.09 Adt=0.06 Adt=033

100

< 80

fo PP [ \R,=01

zudﬂ .
20

85 9.5 105 115 125 85 95 105 115 125 85 95 105 115 125
dt [ms) dt [ms] dt [ms]

Rysynek 4. Rozktad czasow dryfow wybranych jondéw odpowiadajacych a) protonowanym
peptydom i b) trzem rdéznym typom asocjatow epimeréw peptydow z kwasem dibenzoilo-D-
winowym (Kwas).
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Zaobserwowane zmiany przesuni¢¢ czaséOw dryfow zwigzanych z kompleksowaniem
kwasu dibenzoilo-D-winowego udato mi si¢ wyjasni¢ dzigki szczegéotowym badaniom
strukturalnym, polegajacym na wyznaczeniu eksperymentalnych warto$ci przekroju
czynnego analizowanych jonow i odniesieniu tych wartosci do warto$ci teoretycznych
uzyskanych dla struktur modelowych.

W moich badaniach wykazatam, ze wykorzystanie kwasow organicznych jako
odczynnikoéw rdéznicujacych czasy dryfu epimerdow peptydéw prowadzi do zwigkszenia
selektywnosci rozdzialu w IM-MS, niemniej jednak zwigzana z tym analiza w trybie jonow
ujemnych ma swoja znang wade, a mianowicie zmniejszong czuto$¢ w pordéwnaniu z analizg
w trybie jonow dodatnich. Aby poradzi¢ sobie z t3 niedogodno$cia, zamiast dianionéw
mozna zastosowac zwitterjony, jednak ze wzgledu na mozliwg obecnos¢ ujemnie
naladowanych tancuchow bocznych w sekwencjach peptydowych, takie podejscie moze
mie¢ ograniczone zastosowanie. W zwigzku z tym, zwrdcitam uwage na odczynniki
przesunig¢cia IM o charakterze neutralnym, ktére rozpoznane przez dang reszt¢ jednostki
peptydowej moga zrdznicowaé przesuni¢cia ruchliwo$ci jonow epimeréw peptydow,
zachowujac jednocze$nie zalety analizy w trybie jonéw dodatnich.

Jako odczynniki przesunigcia IM wybratam etery koronowe. Ze wzgledu na dostepne
bogate zrdéznicowanie strukturalne zaréwno pod wzgledem wielkosci pierscieni, jak i1
podstawnikow, etery koronowe naleza do waznej grupy odczynnikow kompleksujacych
stosowanych w rozpoznawaniu jonoéw i konstrukcji molekularnych.’”: *® Zdolno$¢ eterow
koronowych do wigzania dodatnio natadowanych tancuchéw bocznych lizyny i argininy*”-
41 zostata wykorzystana w okre$laniu struktury i charakterystyki powierzchni peptydow i
bialek przy uzyciu spektrometrii mas z metodg jonizacji elektrosprej (ESI-MS).*** Na
przyktad 18-korona-6 (18C6) skutecznie solwatowala tancuch boczny reszty lizynowej w
biatku, dostarczajac informacji o jej zewngtrznej ekspozycji. Selektywno$¢ asocjacji
dibenzo-30-korony-10 (DB30C10) i 18-korony-6 zostata wykorzystana do okreslenia
odpowiednio obecno$ci odpowiednio argininy lub lizyny w sekwencjach peptydowych.*?

Seria eteréw koronowych byla wczedniej badana jako odczynniki roznicujace czasy
dryfu w analizie peptydow metoda spektrometrii ruchliwosci jonow. Badania te
koncentrowaly si¢ jednak na rozréznieniu jonéw izobarycznych lub jondéw, ktore maja
podobne przekroje czynne, ale rézne wartosci m/z. Obserwowane przesuni¢cia w IM-MS
byty gléwnie zwigzane z tworzeniem si¢ kompleksow roznigcych si¢ stechiometria, co
wynikato z r6znej sekwencji peptydow, a nie ze specyficznym trybem koordynacji pomiedzy
eterem koronowym a peptydem. Dotychczasowe badania dostarczyly wigc jedynie
fragmentarycznych informacji na temat wplywu obecnosci eteru koronowego na
rozroéznienie izomerycznych peptydow.

Zmotywowana tym faktem postanowitam wypeti¢ t¢ luke 1 okreslic wplyw
mikrosolwatacji tancucha bocznego aminokwasu (argininy) za pomocg eteru koronowego
na rozdziat epimerdw peptydow: tri- i tetrapeptydow zawierajacych reszte argininowa [A4].
Rozne etery koronowe o r6znej wielkos$ci pierscieni i podstawnikach (18-korona-6, dibenzo-
18-korona-6, dicykloheksano-18-korona-6, chiralny eter kwasu tetrakarboksylowego-18-
korona-6, dibenzo-21-korona-7, i dibenzo-30-crown-10) wybralam do zbadania zaré6wno
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skutecznos$ci solwatacji grupy guanidynowej argininy przez eter koronowy, jak i wptywu
grup podstawnikowych wbudowanych w pier$cien koronowy na rozréznienie i rozdzielanie
epimeréw modelowych peptydow.
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Rysunek 5. Efekt mikrosolwatacji grupy guanidynowej argininy (efektywnosc solwatacji zwigksza

si¢ w szeregu: DB18C6 < DB21C7 < DB30C10) na selektywno$¢ rozdziatu badanych epimerow

tripeptydu.
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Rysunek 6. Efekt mikrosolwatacji grupy guanidynowej argininy na selektywno$¢ rozdziatu
badanych epimerow tetrapeptydu.
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W fazie gazowej konformacja peptydu zwigzana jest z rosngca rola oddzialywan
elektrostatycznych, w wyniku czego istotne staja si¢ oddziatywania wewnatrzczasteczkowe
pomiedzy natadowanymi, protonowanymi tancuchami bocznymi a grupami karbonylowymi
szkieletu. =~ Zmiany  konformacyjne @ w  wyniku  wzrostu  znaczenia  tych
wewnatrzczasteczkowych oddziatywan zaobserwowano w przypadku jonow biatkowych po
ich przeniesieniu z roztworu do fazy gazowej.** Stad mikrosolwatacja zasadowych
tancuchow bocznych peptydow moze drastycznie zmieni¢ konformacje peptydow,
prowadzac do przesunigcia ich czasoOw dryfow i ostatecznie do ich selektywnego rozdziatu,
jak wykazano wcze$niej w przypadku polipeptydow.*

W moich badaniach wykazatam, ze og6lny efekt zwigzany z wplywem
kompleksowania przez eter koronowy na rozréznienie badanych epimeréw peptydow
wynika z polaczonej efektywnos$ci solwatacji reszt zasadowych aminokwasow, oddziatywan
pomiedzy podstawnikami eteru koronowego i tancuchami bocznymi peptydow oraz
dhugosci peptydu. Ogolnie rzecz biorac, efektywna mikrosolwatacja zmniejsza separacje
epimeroéw, chociaz pewne oddziatywania steryczne moga by¢ nadal istotne i mogg zmienic¢
te tendencje (Rysunek 5). Wydluzenie sekwencji peptydu z tri- do tetrapeptydu drastycznie
zmniejsza pozytywny efekt zwigzany z kompleksowaniem eteru koronowego na proces
rozdziatu epimeréow (Rysunek 6). Ponadto, wykryte miejscowo-specyficzne rozrdznienie
epimeru PR (D-arginina) spowodowane giéwnie czynnikami sterycznymi jest zalezne od
dhlugosci peptydu, co ujawnia si¢ poprzez obserwacje jedynie niewielkiego wzrostu
selektywno$ci rozdziatu w przypadku tetrapeptydu (Rysunek 6¢) w pordéwnaniu ze
znacznym jej wzrostem w przypadku tripeptydu (Rysunek 5b).

Uzyskane wyniki doprowadzily mnie do ogdélnego wniosku, ze mikrosolwatacja z
wykorzystaniem eteréw koronowych jako metoda majaca na celu zwigkszenie rozdziatu
epimerycznych peptydéw za pomoca IM-MS ma ograniczone zastosowanie. Ponadto,
poniewaz selektywnos¢ kompleksowania eterow koronowych nie koreluje ze wzrostem
selektywnos$ci rozdzialu IM, nalezy spodziewaé si¢ dodatkowego spadku czulosci przy
zastosowaniu tego podejscia.

Ostatnie dwie publikacje [AS5 1 A6] z mojej serii dotycza zastosowania IM-MS do
trojwymiarowego opisu strukturalnego zwigzkéw chemicznych. Niewatpliwie temat ten
cieszy si¢ coraz wickszym zainteresowaniem ze wzgledu na jego przydatnos¢ w
dostarczaniu szczegdélowych informacji o uktadach, ktérych nie mozna jednoznacznie
scharakteryzowa¢ tradycyjnymi metodami, takimi jak krystalografia rentgenowska,
magnetyczny rezonans jadrowy czy spektroskopia w podczerwieni, ze wzglgdu na
niemozno$¢ tworzenia krysztatdw, zlozono$¢ matrycy, brak zmian w charakterystycznych
pasmach lub zlozono$¢ badanych ukladéw. Do takich ukladéw naleza kompleksy
supramolekularne kwasu foliowego (FA) z natywnymi cyklodekstrynami (a-CD, B-CD i
v-CD).

Badania r6znorodnosci strukturalnej kompleksow FA-CD przyciagnety uwage
naukowcow ze wzgledu na mozliwos¢ zwigkszenia rozpuszczalnosci, szybkosci
rozpuszczania, biodostgpnosci i stabilnosci FA 1 innych strukturalnie pokrewnych zwigzkow
bioaktywnych poprzez wlaczenie ich do kompleksu inkluzyjnego z receptorem CD.*® 4
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Niestety, szczegolowa rentgenowska analiza strukturalna tych komplekséw nie byta
mozliwa, poniewaz one nie krystalizuja. W swojej pracy [AS5] wykazatam, ze IM-MS moze
by¢ z powodzeniem wykorzystana jako alternatywne podejscie, aby zapewni¢ wglad w
sposob niekowalencyjnego 1laczenia si¢ czasteczek pomiedzy FA 1 natywnymi
cyklodekstrynami.

Wykonane przeze mnie eksperymenty z uzyciem techniki IM-MS i obliczenia
pélempiryczne, poprzedzone badaniami dokowania, dostarczyly wyczerpujacych informacji
strukturalnych o kompleksach FA/CD. Ostatecznie zaproponowano dwa rdzne sposoby
niekowalencyjnego taczenia si¢ FA 1 CD: kompleks ekskluzyjny dla FA/a-CD oraz strukture
typu rotaksanowego, przypisang kompleksom FA z - 1 y-CD (Rysunek 7). W kompleksie
typu rotaksanowego FA/B-CD reszta glutaminianowa i aromatyczny pierscien pterydynowy
FA oddziatuja odpowiednio z pierwszo- i1 drugorzedowymi resztami hydroksylowymi
obreczy CD, podczas gdy cze$¢ aminobenzoesowa pozostaje wewnatrz wneki B-CD.

Podobna struktura dla FA/y-CD okazala si¢ mniej stabilna niz sposodb asocjacji, w
ktérym aromatyczny pier§cien pterydynowy wnika do wneki y-CD, podczas gdy reszta
glutaminianowa z czg¢$cig aminobenzoesowa FA znajduje si¢ na zewnatrz stozka CD przy
jego szerszej krawedzi. Dalszy wglad w strukture kompleksow FA i CD uzyskatam z
obliczen termodynamicznych, ktore wykazaly, ze proces tworzenia kompleksow jest wysoce
egzotermiczny. Stabilno$¢ kompleksu w fazie gazowej wzrasta zgodnie z kolejnoscia FA/a-
CD < FA/B-CD < FA/y-CD. Kolejnos¢ ta jest zgodna z wczesniej wyznaczong wzgledng
stabilno$cig tych kompleksow w fazie gazowej, ustalong na podstawie krzywych dysocjacji
kompleksow FA/CD.*

4 FA + a-, B-, y-CD '

CCS,236.7 A2

CCS, 273.7 A2

“cst 235.4 A2
| ] iy

| i |
235.1 A2 238.7 A2 2649 A? CCBey

Rysunek 7. Teoretyczne wartosci przekroju czynnego (CCS;) obliczone dla najkorzystniejszych
energetycznie struktur niekowalencyjnych kompleksow FA z a-CD, B-CD i y-CD poréwnane z
warto$ciami doswiadczalnymi (CCSexp).

Badania strukturalne za pomoca IM-MS wymagaja zar6wno doktadnego okreslenia wartosci
przekroju czynnego badanego jonu na podstawie pomiaru jego ruchliwosci w gazie
buforowym (CCSexp), jak 1 wyczerpujacych obliczen teoretycznych w celu uzyskania
struktur modelowych i obliczenia dla nich teoretycznego przekroju czynnego CCS; ktory
stanowi podstawe¢ do dalszych rozwazan i weryfikacji eksperymentalnej. Dokladnos¢
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CCSexp jest omawiana gtownie w odniesieniu do wtornych metod IM, ktére z kolei
dostarczajg wtornych warto$ci CCSexp uzyskanych na drodze kalibracji komory ruchliwosci
jonéw wzgledem wybranych wzorcow. Ogdlne wymagania dotyczace jondéw kalibracyjnych
dla pomiar6w TWIM obejmuja dopasowanie w obrebie naladowania jonu (pojedynczo lub
wielokrotnie naladowane, dodatnie, ujemne) oraz klasy chemicznej w celu uzyskania
podobnych efektow relaksacji.’® Pomiary ruchliwo$ci jonéw odpowiadajacych kompleksom
FA/CD przy uzyciu TWIM wymagaty zatem odpowiednich wzorcéw kalibracyjnych.
Powszechnie stosowane w IM-MS wzorce nie spetniaty takich wymagan jak odpowiedni
tadunek i1 podobiefistwo strukturalne do jondéw mierzonych, dlatego zaproponowalam i z
powodzeniem wdrozytam inne podejScie polegajace na zastosowaniu w procedurze
kalibracji teoretycznych wartos$ci przekrojow czynnych obliczonych dla jonow FA i CD.

Badania IM-MS wsparte obliczeniami teoretycznymi oraz zwigzana z nimi wdrozona
metodologia wyznaczania CCSexp, odpowiednia dla pomiarow TWIM, umozliwity
kompleksowy opis strukturalny kompleksow FA/CD z podzialem na inkluzyjne 1
ekskluzyjne sposoby asocjacji. Warto podkresli¢, ze wszelkie badania oparte na
spektrometrii mas, w tym IM-MS, cho¢ zasadniczo wykonywane w fazie gazowej, moga
nies¢ wazne i doktadne informacje o strukturze zwigzkéw chemicznych w roztworze, gdy
stosowana jest technika migkkiej jonizacji. Postuluje si¢, ze odparowaniu zwigzku podczas
jonizacji elektrospray (ESI) towarzyszy chlodzenie i powstanie stanoéw zamrozonych w fazie
gazowej, ktore sa energetycznie ustabilizowane po usuni¢ciu rozpuszczalnika. Z tego
powodu, w badaniach wykorzystujacych spektrometri¢ mas, w przypadku duzych
biomolekut i kompleksow, czgsto odwotuje sie do standéw natywnych, w ktorych, ze wzgledu
na wielokierunkowg interaktywno$¢, konformacja natywna jest zachowana po przejsciu z
roztworu do fazy gazowej.’">* To zalozenie o zachowaniu konformacji otworzylo nowe
mozliwos$ci zastosowania IM-MS do analizy strukturalnej supramolekularnych uktadow
anion - makrocykliczny receptor w roztworze, co z powodzeniem wykazalam w publikacji
[A6].

Aniony s3 reaktywnymi substancjami istotnymi w sztucznych, przemystowych
procesach oraz naturalnych zjawiskach obserwowanych w naukach biologicznych i
srodowiskowych. Badania nad oddziatywaniami anionéw z ré6znymi zwigzkami i ich
rozpoznaniem s3 obecnie prowadzone w bardzo licznych jednostkach naukowych.
Projektowanie i1 synteza receptorow umozliwiajacych selektywne, specyficzne i czule
rozpoznanie aniondw jest szczegdlnie pozadane, dlatego tez stato si¢ jednym z gldownych
celow badawczych wielu chemikéw organikow. Funkcjonalno$¢ receptorow anionowych
(zaré6wno syntetycznych, jak i biologicznych) jest podyktowana ich strukturg i dostgpnymi
sposobami oddziatywania. Waznym wyzwaniem przy projektowaniu nowych receptorow
dedykowanych anionom jest wigc ich analiza strukturalna. Tradycyjne metody analizy
strukturalnej, szeroko stosowane w badaniach nad rozpoznaniem anionéw, pozwalaja na
opisanie kompleksow anion-receptor w stanie stalym w krysztale za pomoca analizy
dyfrakcji rentgenowskiej, w stanie statym za pomoca spektroskopii NMR ciala statego
(ssNMR), a w roztworze za pomoca standardowej spektroskopii NMR. Oprocz tych
najbardziej powszechnych metod analitycznych, inne techniki spektroskopowe rowniez
dobrze nadajg si¢ do badan rozpoznania aniondéw, podobnie jak do analizy innych struktur
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supramolekularnych. Trudno$ci powszechnie zwigzane z tymi metodami obejmuja:
niepozadang  postaé strukturalng ~ (efekty = upakowania, niekrystalicznos¢),
nierozpuszczalnos$¢ (lub staba rozpuszczalno$¢) kompleksu anion-receptor, niska czuto$¢ i
duzg ztozono$¢ analizowanego ukladu dla danej metody analitycznej (nieadekwatna
zdolno$¢ rozdzielcza). Dlatego, aby uzyska¢ pelne zrozumienie zjawiska rozpoznania
aniondw, czesto stosuje sie kombinacje roéznych metod analitycznych uzupetnione
obliczeniami teoretycznymi.

IM-MS jest jedng z metod analitycznych, ktora dzigki swojej wysokiej czulosci 1
selektywnosci pozwala przezwyciezy¢ wiele z tych trudno$ci. W pracy metodologiczne;j
opisanej w publikacji [A6] rozwazalam wiele aspektow zwigzanych z zastosowaniem IM-
MS do opisu strukturalnego komplekséw anion-makrocykl, w tym korelacje¢ pomiedzy
doswiadczalnie wyznaczonymi przekrojami czynnymi a warto$ciami teoretycznymi
obliczonymi na podstawie modeli strukturalnych, strategi¢ kalibracji jako waznego czynnika
decydujacego o doktadnos$ci uzyskanych wartosci doswiadczalnych CCS oraz doktadno$¢
posrednich pomiarow CCS.

Zbadalam makrocykle tetralaktamowe o roznej elastycznosci (1 1 3 sztywne, 2
elastyczne) i o roznych wlasciwosciach strukturalnych (tj. 4 1 S5 przyjmujace specyficzng
strukture zlozong w ksztalcie litery U po kompleksowaniu z anionem), co pozwolilo na
ocen¢ podejscia IM-MS do badania nowych receptorow (Schemat 1).
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Schemat 1. Makrocykle (1-5) i badane aniony (X").

Zaplanowane 1 wykonane, dokladne i1 bezposrednie pomiary ruchliwosci z wykorzystaniem
zwyktej komory dryfu sprzezonej ze spektrometrem mas (DTIM-MS), umozliwity mi
przeprowadzenie szczegdtowej dyskusji na temat specyfiki analizy IM-MS w badaniach
strukturalnych kompleksow anion-makrocykl. W szczegodlnosci zajetam si¢ nastepujacymi
zagadnieniami:
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a) rdéznice
dos$wiadczalnie

pomiedzy
wyznaczonymi i
teoretycznie obliczonymi wartosciami
CCS, w zalezno$ci od uzytego gazu
dryfujacego (Rysunek 8) — stwierdzitam,
ze podejscia teoretyczne, rdznigce si¢
nieco sposobem traktowania catek do
opisu migdzy jonem a
czasteczkami buforowego i
dostepnoscia  parametrow  Lennarda-
Jonesa (L-J) dla niektérych atomow,

zderzen
gazu

oferuja podobny poziom doktadnosci.

b) metoda kalibracji w posrednich
pomiarach TWIM (Rysunek 9) -

udowodnitam, ze przesunigcie
kalibracyjne klasy zwiazkéw, na ktoére
wskazuje  obserwacja  przesunigcia

krzywej kalibracji anionow polialaniny
[Ala, - H]T w stosunku do krzywej
uzyskanej dla jonow makrocyklicznych:
[M-H] i[M +CI], a ktére zwigzane jest
glownie z roznica w relaksacji, jakiej
doswiadczaja jony nalezace do réznych
klas
zmieniajacym si¢ polu elektrycznym w
urzadzeniu z falg wedrujaca (TWIM),
moze prowadzi¢ do istotnych btedow w

zwigzkow W nieustanie

wyznaczaniu dos$wiadczalnych wartosci
CCS, gdy w
kalibracyjnej

trakcie  procedury

stosowane s3  jony
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Rysunek 8. Poroéwnanie roznych podejsé
teoretycznych w celu uzyskania
teoretycznych warto$ci CCS dla makrocykli i
ich kompleksow.

polialaniny — popularnego wzorca do
kalibracji TWIM.
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Rysunek 9. Zalezno$¢ miedzy krzywymi
kalibracji  otrzymanymi dla  anionéw
polialaniny (Ala,, n = 4 — 10) i1 aniondéw
makrocykli : [M — H] i ich kompleksow[M
+ CI]” zarejestrowana dla N, jako gazu
buforowego.

c) wglad w zmiany konformacyjne makrocyklu podczas kompleksowania anionami,
ktére sa kluczowe dla termodynamiki procesu kompleksowania — zaproponowatam, ze
korelacja pomigedzy CCS anionéw wieloatomowych lub promieniem anionu w przypadku
anionéw monoatomowych a uzyskanymi doswiadczalnie wartosciami CCS jest wlasciwa
metoda, ktéra mozna wykorzysta¢ do rozréznienia mozliwych konformacji kompleksu

(Rysunek 10).
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Rysunek 10. Zalezno$¢ pomigdzy promieniem anionu X, rgeric (gorna czes¢) lub CCS w przypadku
anionéw wieloatomowych X~ i do$wiadczalnej wartosci CCS kompleksu [5 + X]. Zmiana
konformacji receptora makrocyklu po zwigzaniu Cl” pokazana jest po prawej stronie.

Doswiadczalne warto$ci CCS dla wiekszosci kompleksow [S + X]™ sa znacznie nizsze w
poréwnaniu do zdeprotonowanego makrocyklu, co definitywnie wskazuje na
konformacyjne skurczenie si¢ 5 w procesie wigzania anionu. W przypadku anionéw
monoatomowych nie ma takiej bezposredniej zaleznosci pomi¢dzy promieniem anionu a
uzyskanymi dos$wiadczalnie warto$ciami CCS, stad dwie konformacje S, wyraznie
rozrozniane na podstawie wartosci CCS: wydluzona, w przyblizeniu plaska
(zdeprotonowany 5 i dla kompleksu [5 + F]) oraz zlozona konformacja w ksztalcie litery U
(istotna dla kompleksow z CI” i Br'). Konformacje kompleksoéw ujawnione w wyniku
analizy IM-MS uzupetnionej obliczeniami teoretycznymi sa zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami dla roztworu, zgodnie z oczekiwaniami.

d) zachowanie dominujacej w roztworze konformacji — stwierdzitam, ze zlozona
konformacja jonu odpowiadajacego zdeprotonowanemu 5, w ksztalcie litery U, chociaz
przewidywana przez rozklad Boltzmanna (AG = 0,1 kJ mol"), nie jest obserwowana w
eksperymentach IM-MS. Zamiast tego wykrylam obecnos$¢ wydtuzonej, z grubsza planarnej
konformacji podobnej do opisanej dla neutralnego 5. Obserwacja ta sugeruje, ze podczas
jonizacji ESI oraz w eksperymentalnej skali czasowej i energetycznej wszelkie zmiany
konformacyjne sa zahamowane, a zatem struktura [S - H]™ jest podobna do natywnej
konformacji jego neutralnego odpowiednika. Odkrycie to wpisuje si¢ w ogdlny postulat o
zachowaniu natywnej konformacji duzych biomolekutl i komplekséw po ich przejsciu do
fazy gazowej 1 wskazuje, ze to zjawisko moze rowniez dotyczy¢ struktur makrocyklicznych
0 czg$ciowo ograniczonej swobodzie konformacyjne;j.

Szeroki zakres zagadnief poruszonych i omowionych w [A6] pozwolit mi stwierdzié,
ze IM-MS wsparta badaniami teoretycznymi jest odpowiednim narzedziem analitycznym do
strukturalnego badania kompleksowania aniondéw przez zwigzki makrocykliczne. Oferuje
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ona wiele zalet w pordwnaniu z klasycznymi metodami analitycznymi, szczeg6lnie na
wczesnych etapach badan wigzania aniondéw, kiedy poszukuje si¢ odpowiednich czasteczek
receptorowych.

W serii publikacji [A1-A6] omdéwilam, rozwingtam i rozszerzylam zastosowanie
techniki IM-MS wspartej badaniami teoretycznymi do kompleksowego opisu strukturalnego
wybranych zwigzkéw bioaktywnych. Wykazatam, ze przejscie od niepetnego do
wyczerpujacego opisu struktur kilku waznych zwiazkow bioaktywnych jest mozliwe, gdy w
procesie ich analizy uwzgledni si¢ IM-MS. W szczegdlnosci rozwazytam i wykazalam
przydatno$¢ tej metody do efektywnego i selektywnego rozdziatu blisko spokrewnionych
strukturalnie zwigzkéw bioaktywnych: epimerow katechiny, diastereoizomerow -
laktamow, epimerow peptydow oraz do szczegodlowej analizy strukturalnej wybranych
niekowalencyjnych komplekséw FA-CD i anionow-makrocykli.

Za kluczowe osiggnigcia mojej serii publikacji [A1-A6] uwazam:

- ocen¢ zastosowania IM-MS do selektywnego rozdziatu bioaktywnych zwigzkow
izomerycznych, w tym: epimerdw katechin, diastereoizomeréw [-laktamow i
epimerow peptydow;

- opracowanie metod wspomagajacych rozdziat blisko spokrewnionych strukturalnie
izomerycznych zwigzkéw bioaktywnych;

- pomyslne zastosowanie metod teoretycznych w dyskusji i racjonalnym wyjasnieniu
obserwowanych efektow zwigzanych z analizg IM-MS;

- pomyslne zastosowanie kombinacji IM-MS i1 metod teoretycznych w celu uzyskania
wgladu w sposob niekowalencyjnego wigzania FA przez natywne cyklodekstryny:
a-CD, B-CD i y-CD;

- wdrozenie techniki IM-MS uzupehlionej obliczeniami teoretycznymi do
szczegotowej analizy ukladéw anionowo-makrocyklicznych, dzigki czemu ta
technika analityczna moze by¢ wykorzystana do czulego, selektywnego i szybkiego
wykrywania komplekséw aniondéw oraz opisu ich struktury i konformacji;

- podkreslenie zachowania dominujagcej w roztworze konformacji w ukladach
makrocyklicznych i1 anionowo-makrocyklicznych w populacji jondw w fazie
gazowej podczas eksperymentéw IM-MS, dzigki czemu IM-MS pozwala uzyska¢
,odcisk palca” konformacji typowej dla roztworu.

W ostatnich latach mozna zaobserwowa¢ znaczng poprawe zdolnosci rozdzielczej
dostepnych urzadzen IM (Tabela 1). Zwigkszona rozdzielczos¢ IM powoduje jednak jedynie
przesunigcie problemu separacji w kierunku zwigzkéw o mniejszej r6znicy CCS. Tak wigc
badania poswigcone poprawie rozdziatlu IM poprzez manipulacje warunkami
doswiadczalnymi i/lub zastosowanie odczynnikow przesunigcia umozliwiajacych
selektywne rozréznienie izomerycznych struktur nadal pozostaja aktualne. Nieodlaczne
ograniczenia niektérych technik IM w dostarczaniu wyczerpujacych informacji
strukturalnych moga dodatkowo potwierdzi¢ znaczenie moich badan. Naleza do nich:
niemozno$¢ wyznaczenia wartosci CCS dla FAIMS, wymog stosowania procedury
kalibracyjnej dla TWIM, TIMS, oraz raczej nieznane i trudne do przewidzenia zmiany
strukturalne, jakich nalezy si¢ spodziewa¢ w przypadku urzadzen IM o najwyzszej zdoInos$ci
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rozdzielczej — SLIM, cykliczny IM (zwigkszona zdolno$¢ rozdzielcza dzicki dlugiej drodze
pomiaru ruchliwo$ci jonow). Wszystkie te ograniczenia mogg wzmocnic¢ rolg metod, ktore
mimo mniejszej zdolnos$ci rozdzielczej dostarczaja wyczerpujacego opisu strukturalnego
badanych zwiazkow.

Niewatpliwie technika IM-MS wsparta obliczeniami teoretycznymi stanowi potg¢zne
narze¢dzie do niezwykle czutego wykrywania i wszechstronnego opisu strukturalnego wielu
rodzajow zwigzkdw chemicznych. Jest to odpowiednia technika do wuzyskania
wyczerpujacego opisu strukturalnego, zwlaszcza gdy klasyczne metody analityczne
pozostawiaja ten opis niepelny. Poczatkowo badania IM-MS koncentrowaly si¢ glownie na
proteomice strukturalnej, jednak jej unikalne wlasciwosci wraz z ostatnimi post¢gpami w
rozwoju urzadzen do pomiardw ruchliwosci jondw umozliwity jej zastosowanie w réznych
obszarach badawczych, takich jak metabolomika, lipidomika, badania supramolekularne czy
odkrywanie biomarkeréw. Dalsza ocena i1 rozwo6j IM-MS moze w znacznym stopniu
przyczyni¢ si¢ do wsparcia szeroko stosowanych technik NMR, spektroskopii i1
rentgenografii w badaniu struktury i wlasciwos$ci roznych uktadoéw chemicznych. To wiasnie
w tym obszarze badan zamierzam wnie$¢ swoj dalszy wklad i na nim skoncentrowaé moje
przyszte zainteresowania i cele badawcze. Stwierdzenie ,,Kazda pojedyncza analiza kryje w
sobie gore lodowa niepewno$ci”™® moge dokonczyé, dodajac nastepujace zdanie:
,Zastosowanie jednoczes$nie wielu metod analitycznych moze ja ujawni¢”, aby podkresli¢
znaczenie, jakie IM-MS ma w repozytorium metod analitycznych.
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5. INFORMACJA O WYKAZANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI
NAUKOWEJ, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

Instytucja

Aktywno$¢ naukowa

OXkres

University of Oslo,
Department of
Chemistry, Mass
Spectrometry
Laboratory,

Oslo, Norwegia

Tygodniowy staz naukowy w grupie badawczej prof. E.
Uggeruda zwigzany z realizacjg projektu ,,Reactions of
nitrophenide and halonitrophenide ions  with
acrylonitrile and alkyl acrylates in the gas phase:
addition to the carbonyl group versus Michael
addition”.

Listopad, 2007
(1 tydzien)

University of
Washington,
Department of
Chemistry,
Seattle, USA

Staz podoktorski w grupie badawczej prof. F.
Turecka zwigzany z realizacja projektu
»Implementation of the project on the development of
ETD and ECD techniques for peptide sequencing”.

Listopad 2009 —
Grudzien 2010

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,

ORGANIZACYJIJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE.

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Data i miejsce

Informacja

Listopad 2021 — Luty 2022

Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk

organicznych”

Seria wyktadow (15 h) dla doktorantow Warszawskiej
Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Biomedycznych:
»~Zawaansowane metody identyfikacji zwiazkow
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2011 —-2015

Instytut Chemii Organicznej

Promotorka pomocnicza pracy doktorskiej ,,Badanie
struktur wybranych grup zwigzkdéw organicznych i ich
kompleksow z wykorzystaniem techniki pomiaru

Polskiej Akademii Nauk mobilnosci jonow sprzezonej ze spektrometria mas.”
(Anna Tro¢, 2015)
2020 —-2021 Opiekunka pracy magisterskej ,,Badania swobodnej i

Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk

wspomaganej asocjacji peptydowych kawitandow za
pomocg spektrometrii ruchliwo$ci jonow”

(Magdalena Gasiorek, Politechnika Warszawska, 2021)

22-26.04.2018

6 Konferencja Polskiego
Towarzystwa Spektrometrii Mas
Miedzeszyn

Seminarium dla uczestnikow warsztatow ze
spektrometrii mas podczas konferencji Polskiego
Towarzystwa Spektrometrii Mas.

Temat: Zastosowanie techniki ruchliwosci jonow
sprzezonej ze spektrometrig mas do badan
strukturalnych

2012 -2021

Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk

Opieka nad studentami i stazystami z Uniwersytetu
Warszawskiego, Politechniki Warszawskiej i
Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego.

(10 studentow, kazdy przynajmniej 1 miesigc praktyk)

6.1. Osiagniecia organizacyjne

Pozycja

Obowiazki stuzbowe

Kierowniczka Zespotu
(Zespot 1a) Instytut
Chemii Organicznej

Polskiej Akademii
Nauk
(12/2012 —-)

Prowadzenie badan w zakresie:

wlasciwosci strukturalnych (tréjwymiarowy ksztalt,
rozroznienie konformacyjne, badania stabilnosci,
wiasciwosci termochemicznych) matych i srednich
czasteczek 1 ich niekowalencyjnych zwigzkow w fazie
gazowej metodami spektrometrii mas i metodami
sprzezonymi (spektrometria ruchliwo$ci jonow, IM-MS);

zaleznos$ci migedzy wiasciwosciami strukturalnymi
czasteczek i uktadow supramolekularnych w roztworze i
fazie gazowej;
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e zastosowania obliczen teoretycznych do opisu
wlasciwosci termochemicznych i strukturalnych
czasteczek i ich niekowalencyjnych zwigzkow.

Cztonkini Rady
Naukowej Instytutu
Chemii Organicznej

Polskiej Akademii
Nauk
(06/2022 — )

Zgodne z regulaminem Rady Naukowej Instytutu Chemii
Organicznej Polskiej Akademii Nauk.

6.3. Osiagni¢cia popularyzatorskie

Data i Miejsce Informacja
01/2020
Technikum Chemiczne Wyktad popularnonaukowy na temat spektrometrii mas.
nr 3, Warszawa

7. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6 WNIOSKODAWCA MOZE
PODAC INNE INFORMACJE , WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA,
DOTYCZACE JEGO KARIERY ZAWODOWEJ.

7.1. Granty naukowe

Grant

Information

IUVENTUS PLUS (2012)

(Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego)

Kierowniczka

Tytut: Badania wlasciwosci 1 struktury
uktadu tioamidowego w modelowych
ditiopeptoidach — potencjalnych jednostkach
budulcowych w syntezie zwigzkow
biologicznie czynnych.

SONATA (2012)

(Narodowe Centrum Nauki)

Kierowniczka

Temat: Badania wiasciwosci
niekowalencyjnych kompleksow ligandow
receptoréw melanokortinowych.
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7.2. Dane naukometryczne (wedlug Web of Science — 02.06.2022)

Parametr Informacja
Sumaryczna liczba publikacji 26
Sumaryczna liczba cytowan bez autocytowan | 293
Indeks Hirscha 9
7.3. Aktywnos¢ naukowa

Rodzaj aktywnosci Informacja
Pr.ezentacje ustne na konferencjach )
miedzynarodowych
Wyklady plenarne na konferencjach 5
miedzynarodowych
Wyktady na zaproszenie 2
Plakaty na konferencjach miedzynarodowych | 16

Aktywno$¢ ewaluacyjna

> 15 Recenzji

(Molecules, J. Org. Chem., ACS Omega, Sci.

Rep., Anal. Chem., APPA, Encyclopedia, J.
Mass Spectrom., Int. J. Mass Spectrom.,
Rapid Commun. Mass Spectrom.)
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