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[VADAS

Kiekviena diena visus gyvus organizmus veikia natiirali jonizuojancioji
spinduliuoté, apimanti radono skleidziama alfa, kosming, radionuklidy
esanciy ore, vandenyje, maiste ir zemg¢je skleidziama spinduliuotg. Per metus
gyventojas vidutini§kai patiria 2.4 mSv apsvita skleidziama gamtiniy Saltiniy
(UNSCEAR, 2000). Rentgenodiagnostikos ir radioterapijos procediiry
metu gaunama papildoma apsvita. Tam tikrais atvejais, pvz. atliekant pilvo
tomografija pacienta veikia net 10 mSv apSvita (Brenner & Hall, 2007). Taigi
kai kuriy medicininiy procediiry metu gaunama momentiné apsvitos doze,
prilygstanti apsvitai, natiiraliai patiriamai per kelis metus. Tokios didelés
apsSvitos dozés gali pazeisti lasteles, negriztamai paveikti biochemines
reakcijas, sukelti Iasteliy ziiti, pazeisti organus. D¢l to gali i$sivysti spinduliné
ar onkologinés ligos (UNSCEAR, 2000).

Létieji (antriniai) elektronai, kuriy energija yra 1-100 eV (Hoffmann &
Stroobant, 2007) susidaro dél rentgeno ir gama spinduliuotés saveikos su
biomolekulémis. Didziaja dali cheminiy ir biologiniy pazeidimy sukelia ne
gama ir rentgeno spinduliuoté, o antriniai elektronai. Sie létieji elektronai
sukelia organiniy molekuliy, tarp ju DNR (Boudaiffa ir kiti, 2000; Barrios ir
kiti, 2002; Huels ir kiti, 2003; Tonzani & Greene, 2006) nukleobaziy (Abdoul-
Carime ir kiti, 2005, Chernyshova ir kiti, 2011) peptidy (Ren & Kresin,
2008) bei aminorigsciu (AR) (Ipolyi ir kiti, 2006; Tamuliene ir kiti, 2016;
Farajmand & Bahrami, 2016) pazeidimus. Dél léty elektrony poveikio vyksta
aminorigsciy fragmentacija. Susidaro teigiama ir neigiama krivi turintys bei
neutraliis fragmentai. Aminoriigstys, suskilusios | fragmentus nebeatlicka
iprastiniy funkcijy. D¢l Sios priezasties sumazg¢ja organizmo atsparumas
infekcinéms ligoms (Walsh ir kiti,1999; Li ir kiti, 2007; Wu, 2009; Wu, 2013)
ir oksidaciniam stresui, sutrinka peptidy, baltymy ir hormony (pvz. serotonino
(Floc’h ir kiti, 2010; Ogawa ir kiti, 2014), insulino), metabolity (gliukozés,
riebaly rigsciy) (Wu, 2009; Wu, 2013) puriny ir pirimidiny, histamino (Wu,
2009), melanino (Gordon, 2013) bei neuromediatoriy (dopamino (Meyers,
2000; Ramdani ir kiti, 2014), acetilcholino (Wu, 2009; Wu, 2013) ir gama
amino sviesto rugsties (GABA) (Petroff, 2002; Wu, 2009) sintezé. Be to, slopsta
gijimas. Taip pat pakinta vidulasteliniy baltymy degradacija (Wu, 2009; Wu,
2013) ir lipolizé¢ (Wu, 2013). Aminoriigciy fragmentacija lemia kraujagysliy
susidarymo ir tonuso bei hemodinaminiy atsaky sutrikimus (Wu, 2009). Pakinta
ir osmosinis reguliavumas. Kai suskyla aminortigstys, kei¢iasi signaliniy keliy
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valdymas (Wu, 2009; Wu, 2013), lasteliy proliferacija, diferenciacija (Wu,
2009), apoptoze (Wu, 2009; Wu, 2013). Pazeidus biomolekules, ztina daugiau
lasteliy nei iprastai. Dél intensyvios lasteliy apoptozés ir nekrozés, sutrinka
audiniy ir organy funkcijos. Todél gali pasireiksti imus radiacinis sindromas
arba i$sivystyti onkologinés ligos (Forshier, 2009). Taigi labai svarbu i§samiai
iStirti jonizuojancios spinduoliuotés saveika su biomolekulémis, iskaitant ir
aminorigstis.

Mases spektrometrijos metodais ir yra tiriamas biitent l1étyjy elektrony,
ne gama ir rentgeno spinduliuotés, poveikis aminoriigS§tims. Atliekant
aminoriigs¢iy fragmentacijos tyrimus minétais metodais yra nustatoma
kokios mases jonai susidaro. Atliekant teorini modeliavima identifikuojamos
fragmenty cheminés sudétys ir struktiiros bei numatoma kokiy procesy metu
jie susidaro. Remiantis Siais pradiniais duomenimis galima prognozuoti kokie
procesai vyksta gyvuose organizmuose paveiktuose jonizuojancia spinduliuote
t.y. jeigu yra zinoma, kokie jonai susidaro dél létyjy elektrony poveikio,
tiriant jonizuojancios spinduliuotés poveiki gyviesiems organizmams,
jau yra zinoma, kad reikia atkreipti démesi | padarinius, kurie pasireikSty
dél Siy jony tiesioginio ar netiesioginio (reakciju su kitais susidariusiais
fragmentais, biomolekulémis) poveikio. Tad masés spektrometre gaunami
pirminiai duomenys padeda/padés identifikuoti procesus vykstancius gyvuose
organizmuose.

Dauguma biofizikiniy procesy ir biocheminiy reakciju vyksta vandenyje.
Vandens molekulés sudaro apie 70% lastelés svorio (Palsson, 2011;
Tamminen ir kiti, 2013; Alberts ir kiti, 2014). Dél saveikos su vandeniu
pasikeicia aminoriig§¢iy struktira. Aminoriig§¢iy forma vakuume yra
(NH,-CH(R)-COOH), o vandenyje — (NH,"-CH(R)-COO") (Frederick ir
kiti, 2009). Dauguma AR ir vakuume, ir vandenyje yra neutralios. Tuo
tarpu, L-glutamo rtigstis (vandenyje esanti jos forma vadinama L-glutamatu)
(Roddick-Lanzilotta & McQuillan, 2000; Latha ir kiti, 2007) ir L-aspartato
rugstis (vandenyje esanti jos forma vadinama L-aspartatu) (Leela ir kiti,
2012) yra anijoninés formos, o L-lizinas (Roddick-Lanzilotta ir kiti,1998),
L-argininas (Kuvaeva ir kiti, 2012) ir L-histidinas (Raju ir kiti, 2016) —
katijoninés formos.

Eksperimentiskai yra nustatyta, jog didesniuy peptidu (tetraglicino)
fragmentacija vandenyje yra maziau slopinama nei maZesniy peptidy
(diglicino) (Ren & Kresin, 2008). Taip pat yra iSmatuota, kad deuterizuotas
vanduo slopina glicino (maziausios aminoriigsties) fragmentacija labiau
nei triptofano (didziausios aminortgsties) (Ren ir kiti, 2007). Denifl su
bendraautoriais eksperimentiskai nagrin€jo vandens itaka valino fragmentacijai
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He nanolasSeliuose nejterpus ir jterpus deuterizuota vandeni. Tyréju gauti
duomenys parod¢, jog valino fragmentacija deuterizuotame vandenyje vyksta
sunkiau (Denifl ir kiti, 2009). Nepaisiant didelés aminoriig§¢iy svarbos
zmogaus ir gyviiny organizmy funkcijoms, eksperimentiniy/teoriniy duomeny
apie vandens jtaka fragmentacijai yra labai nedaug.

Aminoriigs¢iy fragmentacijos tyrimy rezultatai yra svarbiis ne tik
jonizuojancios spinduliuotés tyrimams (Ipolyi ir kiti, 2006), bet ir atliekant
baltymy sekvenavimo (AR seky nuskaitymo) eksperimentus (Armirotti
ir kiti, 2007; Bagal ir kiti, 2016) bei nagrinéjant potransliacines baltymy
modifikacijas (Nalivaeva &Turner, 2001; Hoffmann & Stroobant, 2007).
Be to, zinant kokie fragmentai susidaro aminoriig§¢iy fragmentacijos metu
ir kiek juy atsiradimui reikia energijos, biity galima valdyti fragmentacijos
procesus vykstancius lastelése.

Tikslas

Sio darbo tikslas: nustatyti, ar skiriasi aminortig§¢iy fragmenty atsiradimui
reikalingos energijos ir fragmenty strukttros, kai molekuliy fragmentacija
vyksta vakuume ir vandenyje.

Uzdaviniai

* Nustatyti L-treonino, L-glutamo rugsties, L-glutamino, L-leucino ir
L-izoleucino molekuliy stabiliausius konformerus vakuume ir vandenyje.

» Noustatyti energijas, biitinas jvairiy masiy fragmenty atsiradimui dél minéty
aminortigs¢iy konformery poveikio létaisiais elektronais vakuume ir
vandenyje.

* Nustatyti fragmenty struktiiry, susidariusiy vakuume ir vandenyje,
skirtumus.

* Noustatyti, ar panasios masés (skirtumas — 1 Da), bet skirtingos cheminés
sudéties aminorigsciy fragmentacija vyksta skirtingai.

* Nustatyti, ar vienodos masés ir cheminés sudéties, bet skirtingos
geometrinés struktliros aminorigs¢iy fragmentacija vyksta skirtingai.

Darbo naujumas

» Parodyta, kad aplinka turi jtaka energijos, reikalingos atsirasti fragmentams
L-treonino, L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino fragmentacijos metu,
dydziui.
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» Parodyta, kad aplinka turi jtaka vienodos masés ir cheminés sudéties
fragmenty, atsirandanciy vykstant minéty aminortgséiuy fragmentacijai
vakuume ir vandenyje, strukttrai.

» Pirma karta identifikuotos intensyviausius pikus L-glutamino katijony
masés spektre atitinkanciy fragmenty cheminés sudétys.

* Pirma karta istirta L-treonino, L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino
fragmentacija vandenyje.

Ginamieji teiginiai

* Aplinka (vakuumas, vanduo) turi itakos vienody (vienodos masés ir
cheminés sudéties) fragmenty atsiradimo energijai.

» Labai panaSios masés (skirtumas — 1 Da), bet skirtingos cheminés sudéties
aminortgsc¢iy fragmentacija vyksta panasiai.

* Vienodos masés ir cheminés sudéties, bet skirtingos geometrinés struktiiros
aminorugséiy fragmentacija vyksta panasiai.

Praktiné disertacijos reikSmé yra ta, kad gauti rezultatai leidzia interpretuoti
eksperimentiSkai iSmatuotus L-treonino, L-glutamo rugsties, L-glutamino,
L-leucino ir L-izoleucino teigiama kriivi turin¢iy fragmenty masés spektrus.
Gauti Leu ir Ile fragmentacijos rezultatai gali biiti naudojami baltymy
sekvenavimo tyrimuose. Be to, buvo istirta aplinkos (vakuumo ir vandens)
itaka minéty aminortgsciy fragmentacijai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Aminortgstys

1.1.1. Aminoriigsciy svarba

Aminoriigstys yra organinés molekulés, turin¢ios rigsting (COOH), amino
(NH,) ir Soning (,R*) grupes. Visos $ios grupes ir vandenilio atomas yra prijungti
prie aminoriigsties stereogeninés anglies (chiralinio centro). Tam tikros AR,
pvz. treoninas (Thr), turi ir antra chiralini centra, prie kurio prijungtos kitos 4
skirtingos grupés/atomai. AR, i§skyrus glicina, turi L- ir D- izomerus. Glicinas
neturi L-/D- izomery, nes jo ,R‘ grupé — vandenilio atomas. Aminortig§ciu
konfigiiracija yra lyginama su glicerolio aldehido molekule (Wu, 2009; Rawn
& Ouellette; 2014). Proteinogeninés (sudarancios baltymus) aminortigstys
Zmoniy ir gyviny organizmuose yra L-formos, o D-formos aminoriig§tys yra
randamos bakterijose (Radkov & Luke, 2004; Lam ir kiti, 2009; Cava ir kiti,
2011). Isskyrus prolina, visose baltymus sudaranciose AR karboksi ir amino
grupés yra sujungtos su C, atomu ir yra vadinamos o aminoriig8timis (Wu,
2009; Garrett & Grisham, 2010).

L-treonino aminoriigsties Soninéje grupéje yra OH grupé. Si aminoraigstis
yra vadinama hidroksi aminoriigstimi. Dél to, kad jis turi du chiralinius
centrus, gali biiti skirstomas i L-treonina (2S,3R) ir L-allo-treoning (28S,3S).
L-treoninas yra esminé aminoriigStis, t.y. Zzmogaus organizmas negali jo
susintetinti. Sig aminoriigstj butina gauti su maistu (Wu, 2009). I§ L-treonino
yra sintetinama kita aminoriigstis — L-glicinas (Wang ir kiti, 2013). Be to, Thr
yra reikalingas baltymo mucino, kuris svarbus zarnyno funkcijoms, sintezei
(Mao ir kiti, 2011). L-treoninas yra svarbus antikiiniy gamybai, limfocity
proliferacijai ir apoptozés slopinimui.

L-glutamo rugsties (Glu) Soninéje grupéje yra karboksi grupe. Glu yra
neesminé aminoragstis, t.y. ji sintetinama zmogaus organizme (Wu, 2009).
L-glutamatas yra gausiausia vidulasteliné AR (koncentracija varijuoja nuo
2 iki 20 mM) (Newsholme ir kiti, 2003a). I§ L-glutamato yra sintetinama
kita AR — L-argininas (Ligthart-Melis ir kiti, 2008; Wu, 2009). Mononatrio
glutamatas veikia kaip signaliné molekulé aktyvinanti umami skonio
receptorius (Lindemann ir kiti, 2002; Brosnan & Brosnan, 2013; Kurihara,
2015). L-glutamatas kartu su L-aspartatu, L-asparaginu ir L-glutaminu (Gln)
yra svarbi P-tipo Na™-K™-ATPazés sintezei. Minétas fermentas reikalingas
lastelés tariui regulivoti (Heaton ir kiti, 2008).
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L-glutamatas yra ne tik proteinogeniné aminoriigstis, bet ir pagrindinis
zadinantis neuromediatorius. IS Glu sintetinamas pagrindinis slopinantis
neuromediatorius — GABA (Danbolt, 2001; Petroff, 2002; Brosnan & Brosnan,
2013). Be to, Glu yra gausiausia aminortigstis zmogaus smegenyse (Tapiero
ir kiti, 2002; Zhou & Danbolt, 2014). Si AR gali pereiti per kraujo-smegeny
barjera ir biiti naudojama kaip energijos Saltinis smegenyse (Hawkins, 2009).
L-glutamatas taip pat svarbus mokymosi ir atminties procesams (Danbolt,
2001; Tapiero ir kiti, 2002; Riedel ir kiti, 2003).

L-glutamino Soninéje grupéje yra NH, grupé. Gln jprastai yra neesming
aminortgstis. Taciau tam tikrais atvejais, pavyzdziui esant sepsiui (Labow ir
kiti, 2000; Karinch ir kiti, 2001; Tapiero ir kiti, 2002; Andrews & Griffiths,
2002; Kao ir kiti, 2013) sveikstant po traumy (Labow ir kiti, 2000; Boelens ir
kiti, 2002; Tapiero ir kiti, 2002), operacijy (Blomqvist ir kiti, 1995; Labow ir
kiti, 2000; Wilmore, 2001; Tapiero ir kiti, 2002), kauly ¢iupy transplantacijos,
radioterapijos, chemoterapijos (Ziegler, 2001; Muscaritoli ir kiti, 2002;
Tapiero ir kiti, 2002; Ziegler, 2002) bei padidéjusio streso salygomis (Wu,
2009) si AR turi patekti i zmogaus organizma su maistu. Kaip energijos $altinis
minéta AR gali biiti naudojama makrofaguose (Curi ir kiti,1999), o gyjant
po zarnyno pazeidimy — enterocity lastelése (McCauley ir kiti, 1998). Esant
oksidaciniam stresui (pvz. radioterapijos ar chemoterapijos metu), susidaro
daugiau aktyviyju deguonies formuy (ROS) nei iprastinémis salygomis
(Amores-Sanchez & Medina, 1999; Conklin, 2004; Ozben, 2007; CheN ir kiti,
2007; Barrera, 2012), todél ROS neutralizavimui reikia daugiau antioksidanto
glutationo (Amores-Sanchez & Medina, 1999). GIln yra antioksidanto
glutationo prekursorius (Amores-Sanchez & Medina, 1999; Newsholme
ir kiti 2003b; Le ir kiti, 2012). GIn taip pat yra L-glutamato prekursorius
(Varoqui ir kiti, 2000; Bak ir kiti, 2006; Newsholme ir kiti, 2003b). Gal vykti
ir atvirkstinis procesas — Gln sintezé i§ Glu (DeBerardinis ir kiti, 2008).
L-glutaminas yra ir peptidy, baltymy (Newsholme ir kiti, 2003b; Curi ir kiti,
2005), nukleotidy ir nukleoriigs§¢iy (Newsholme ir kiti, 2003b; Gaurav ir kiti,
2012), puriny, pirimidiny (Souba ir kiti, 1985; Walsh ir kiti, 1998; Newsholme
ir kiti, 2003b) prekursorius. GIn aminortigstis dalyvauja palaikant pastovy
azoto kiekj organizme (Hammarqvist ir kiti, 2001; Van De Poll ir kiti, 2007;
Gaurav ir kiti, 2012). Si AR taip pat naudojama gliukozei sintetinti (Stumvoll
ir kiti, 1998; Mithieux ir kiti, 2004). Gln yra svarbus rugs¢iy-Sarmy balansui
uztikrinti (Tapiero ir kiti, 2002; Taylor & Curthoys, 2004). L-glutaminas
yra labai svarbus imuninés (Nieman & Pedersen, 1999; Amores-Sanchez
& Medina, 1999; Wu, 2009; Gaurav ir kiti, 2012) ir virSkinimo sistemy
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funkcijoms (Amores-Sanchez & Medina, 1999). Jis dalyvauja reguliuojant
zinduoliy rapamicino taikinio (mTOR) signalinj kelia (Nicklin ir kiti, 2009;
Wu, 2009; van der Vos & Coffer, 2012), L-arginino, L-prolino ir L-asparagino
sintezéje (Wu, 2009). L-glutaminas stimuliuoja glikogeno sintez¢ (Young &
Ajami, 2001). Be to, L-glutamino ekstralastelin¢ koncentracija yra didziausia
(0.7 mM) (Newsholme ir kiti, 2003a). Si AR, kaip ir Glu, gali pereiti per
kraujo-smegeny barjera (Hawkins, 2009). Taip pat yra zinoma, jog Gln yra
gausiausia nesujungta AR kraujo plazmoje (Papaconstantinou ir kiti,1998;
Gleeson, 2008). L-glutaminas stimuliuoja lasteliy augima (Roth ir kiti, 2002;
Kaadige ir kiti, 2009; Wellen ir kiti, 2010; Matés ir kiti, 2010), citokiny (Roth
ir kiti, 2002) ir karscio Soko baltymy (Roth ir kiti, 2002; Wischmeyer, 2002)
sintezg. Be to, trukstant Gln gali sustoti lastelés ciklas nuo G, iki G, fazés,
taip pat slopinama ir apoptoz¢ (Roth ir kiti, 2002). Yra nustatyta, kad Gln
yra biitinas ir véziniy lasteliy augimui (Baggetto, 1992; DeBerardinis ir kiti,
2008; Wise & Thompson, 2010; DeBerardinis & Cheng, 2010). Pastaruoju
metu intensyviai nagriné¢jama kaip taikant chemo- ir radioterapija, selektyviai
indukuoti tik véziniy lasteliy zat] ir maziau pazeisti/nepazeisti aplinkiniy
sveiky audiniy (Savarese ir kiti, 2003; Wise & Thompson, 2010; Hensley ir
kiti, 2013; Altman ir kiti, 2016; Yang ir kiti, 2017).

L-leucinas (Leu) ir L-izoleucinas (Ile) yra Sakotosios aminortigstys. Jos
turi patekti | organizma su maistu (priskiriamos esminéms AR) (Wu, 2009).
L-leucinas ir L-izoleucinas kartu su L-valinu yra butini raumeny funkcijai
uztikrinti ir raumeny augimui (Shimomura ir kiti, 2004; Atherton ir kiti,
2010). Leu yra labai svarbus insulino ir gliukozés apykaitos procesams (Yang
ir kiti, 2010; Norton & Layman, 2018). L-leucinas aktyvina mTOR signalini
kelia, reguliuojanti baltymy sintezg ir skaidyma (Meijer & Dubbelhuis,
2004; Stipanuk, 2007; Norton & Layman, 2018). L-izoleucinas reikalingas
L-glutamino ir L-alanino sintezei (Wu, 2009).

1.2. Aminoriigs¢iy fragmentacija vakuume

Farajmand ir Bahrami eksperimentiskai ir teoriskai iStyré L-treonino
ir L-allo-treonino fragmentacija dél léty elektrony poveikio vakuume. Jie
apskaiciavo reakcijy, kuriy metu atsiranda teigiama kriivi turintis (tiriamas) ir
neutralus fragmentas, entalpijas. Toliau Sioje disertacijoje naudosime termina
,,komplementarus fragmentas (fragmentas, atsiradgs to pacio fragmentacijos
proceso metu, kaip ir tiriamasis katijonas). Siy autoriy eksperimentigkai
iSmatuotame L-treonino katijony mases spektre intensyviausias pikas yra
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ties m/z=57 (Farajmand & Bahrami, 2016). Tuo tarpu, (Serafin ir kiti, 2004)
tyré neutraliy fragmenty, H,0 (m/z=18) ir H,0+CO (m/z=46), atsiradima
i§ protonizuoto L-/D-treonino, L-/D-allo-treonino, N-metil-L/D-treonino ir
N-metil-L/D-allo-treonino dujingje fazéje vykstant molekuliy disociacijai
dél molekuliy tarpusavio susidiirimo (CAD). Jie nustaté, kad susidaranciy
fragmenty kiekis priklauso nuo Thr konformacijos.

Yra zinoma, kad molekulé turi biti jonizuojama tam, kad atsirasty
fragmentas (Hoffmann & Stroobant, 2007). Na su bendraautoriais nagrinéjo
L-glutamo rtigsties fragmentacija vakuume dél daleliy jonizacijos plazmoje
(DBDI) (Na ir kiti, 2007). Minéti autoriai pastebéjo, kad vykstant Glu
fragmentacijai susidaro m/z=148 ([M + HJ"), 130 (M + H - H,0]"), 102
(IM + H - HCOOH]") ir 84 ([M + H - HCOOH - H,0]") fragmentai, kur
M yra L-glutamo riigitis. Sie autoriai eksperimentiskai i§matavo, jog piku
intensyvumas ties tam tikromis masémis Glu teigiama krivi turin¢iy fragmenty
spektre skiriasi priklausomai nuo to, kiek laiko praéjo nuo Glu jonizacijos (Na
ir kiti, 2007).

L-leucino ir L-izoleucino aminoriigStys tarpusavyje skiriasi tik vienos
metilo (CH,) grupés pozicija molekuléje. L-leucine metilo grupé prijungta
prie Cy, o L-izoleucine — prie Cﬁ atomo. Taciau Siy AR katijony spektruose
pikai ties tam tikromis masémis yra budingi tik L-leucinui/L-izoleucinui.
L-leucino teigiama kriivi turin¢iy fragmenty masés spektre unikalus pikas
yra ties m/z=43 (NIST (zitréta 2017-03-30)). Tuo tarpu, Ile katijony spektre
specifiniai pikai yra ties masémis m/z=27, 29, 56, 57, 69 ir 75 (NIST (zitiréta
2017-12-30)).

Kita vertus, (Papp ir kiti, 2012) jokiy diagnostiniy fragmenty, galinciy
atsirasti tik Leu/tik Ile fragmentacijos metu, nenustaté. Jie eksperimentiskai
bei teoriskai iStyré leucino ir izoleucino Kkatijony susidaryma dél léty
elektrony poveikio, kai komplementarus fragmentas yra neutralus. Auksciau
minéti autoriai surado fragmenty, kuriy masés yra m/z=28, 29, 30, 41, 42, 43,
44, 45, 57, 69, 70, 74, 75 ir 86 cheming sudéti, eksperimentiskai iSmatavo
energijas reikalingas atsirasti Siems fragmentams bei apskaiciavo reakcijy
entalpijas. Sie autoriai numaté, kad m/z=28 fragmentas, atsirandantis leucino
ir izoleucino fragmentacijos metu gali biiti NHCH" arba CO™, bet nepatvirtino,
kurio cheminés sudéties katijono atsiradimas yra tikétinesnis.

Vis délto, informacijos apie aminoriig§ciy fragmentacija dél l1éty elektrony
poveikio yra nepakankamai. Miisy ziniomis, néra duomeny apie Gln katijony
masés spektre esancius pikus atitinkanciy fragmenty chemines sudétis, ar
analizés kuo skiriasi panasios masés, bet skirtingas Soninines grupes turinciy
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AR (Glu ir Gln) fragmentacija. Kaip jau buvo minéta, GIn yra biitinas ne
tik jprastinéms lasteliy funkcijoms uztikrinti, bet ir véziniy lasteliy augimui
(Baggetto, 1992; DeBerardinis ir kiti, 2008; Wise & Thompson, 2010;
DeBerardinis & Cheng, 2010). Nustacius Glu ir GIn fragmentacijos skirtumus,
Siuos duomenims bus galima panaudoti selektyviai indukuojant butent Gln
fragmentacija ir taip stabdyti véziniy lasteliy augima.

1.3. Kvantinés chemijos metodai

Pastaruoju metu daznai taikomi jvairtis kvantinés chemijos metodai norint
paaiskinti eksperimentiskai uZregistruoty procesy rezultatus (Fahrenkamp-
Uppenbrink ir kiti, 2008), tarp ju ir aminoragsciy fragmentacijos (Papp ir kiti,
2012). Be to, tam tikrais atvejais, naudojant kompiuterinio modeliavimo metu
gautus rezultatus, galima optimizuoti brangiai kainuojancius eksperimentus,
pvz. naudoti maziau reagenty. Vienas i§ placiai naudojamy kvantinés
chemijos metody yra Hartrio ir Foko (HF) metodas (Friesner, 2004). Taikant
$i metoda yra sprendziama nuo laiko nepriklausoma Sredingerio lygtis. Ta¢iau
vienas pagrindiniy HF metodo trilkumy yra tas, kad ji naudojant neiskaitoma
elektrony koreliacija. Norint i§vengti §io trikumo, vietoje Sredingerio lygties,
kurioje elektrony blisena aprasoma bangine funkcija, sistemos energija galima
nustatyti naudojant elektrony tankj. Toks skai¢iavimy principas taikomas
tankio funkcionalo teorijos (DFT) metode. Naudojant DFT sprendziama Kohn
ir Sham lygtis. Jos sprendimas trunka trumpiau, dél to pagreitéja skai¢iavimai.
Sis metodas remiasi Hohenberg ir Kohn teoremomis: daugiaelektronés
sistemos pagrindinés buisenos savybes vienareik§miskai lemia elektrony
tankis, kuris priklauso tik nuo erdviniy koordinaciy. Daugiaelektronés
sistemos energija galima nustatyti turint elektrony tankio funkcijas (Orio ir kiti,
2009). Teorinio modeliavimo rezultatai, gauti DFT metodu, gerai sutampa su
eksperimentiniais rezultatais, ypac kai yra tinkamai parenkamas funkcionalas
(Barth, 2004). Neretai yra naudojami hibridiniai funkcionalai. Juose jtrauktos
tankio funkcionalo iSraiSkos aprasancios pamainas bei elektrony koreliacija
ir HF funkcionalai apraSantys pamainas. Vienas i§ dazniausiai naudojamy
hibridiniy funkcionaly yra B3LYP. Tai matematinis modelis, kuriame elektrony
pamainy koreliacija jvertinama Becke pasitilytu metodu, o pamainos — Lee’o,
Yang’o ir Parr’o pasiiilytais funkcionalais (Becke three-parameter hybrid
functional combined with Lee—Yang—Parr correlation functional) (Young,
2001; Yersin, 2019). Siuo funkcionalu gauti rezultatai yra vieni tiksliausiy
(Curtiss ir kiti, 2000).

16



Tam, kad gauti tikslius rezultatus reikia tinkamai parinkti ne tik
funkcionala, bet ir bazés artini. Placiai naudojamos Dunning’o bazés,
uzraSomos VXZ forma, kur V — nurodo, jog apraSomi valentinése orbitalése
esantys elektronai, XZ (zeta funkcijy skaic¢ius naudojamas aprasSyti valentinése
orbitalése esancius elektronus)=D,T,Q,5,6 (D — dupletiné, T — tripletiné ir
t.t.). Skaiciavimuose, kuriuose yra svarbi elektrony koreliacija, naudojamos
bazinés funkcijos Zymimos raidémis ,,cc-p*“ (correlation-consistent polarized
basis set) (Young, 2001; Lewars, 2001; Wilson ir kiti, 2015). Tokios bazinés
funkcijos uzrasomos cc-pVXZ forma. Sioje disertacijoje apraSyti tyrimai
atlikti su koreliacinés tripolinés zeta bazés artiniu (correlation consistent
valence triple zeta basis set (cc-pVTZ)). Naudojant cc-pVTZ baze skirtingi
atomai yra aprasomi skirtingu funkcijy skai¢iumi. Pavyzdziui, vandenilio
atome yra 1 elektronas, o anglies — 6 elektronai, i§ ju 4 — valentiniai.
Bendroji vandenilio atomo elektroniné konfigiiracija — 1s!, o anglies —
1s%2s% 2p?. Norint apraSyti s orbitale reikia vienos funkcijos, p orbitale — 3. Taigi
minimalus baziniy funkcijy skaicius reikalingas norint aprasyti H atoma yra
1, o norint apraSyti C atoma — 5. Jeigu H atomui apraSyti biity naudojama
TZ/VTZ bazg, tai baziniy funkcijy skaicius reikalingas aprasyti Siam atomui,
buty lygus 3 (bazé tripletiné, funkciju skaiCius trigubinamas). Trigubinama
tik valentinius elektronus aprasSancios bazés. Kadangi naudojama cc-pVTZ
bazé¢ (iskaiCiuojama poliarizacija), tod¢l elektroniné H atomo konfigiiracija
papildoma 2p° 3d° konfigiiracijomis. Valentinius elektronus aprasancios
bazinés funckijos yra trigubinamos (1s' aprafo 3 funkcijos), pirma pridéta
orbitalg apraSancios bazés dvigubinamos (2p° apraSo 6 funkcijos), o antra
pridéta orbitale aprasancios bazés nekei¢iamos (3d° apraso 5 funkcijos).
Taigi naudojant cc-pVTZ baze H atoma apraso 14 funkciju. Tuo tarpu,
C atomo atveju, elektroniné konfigiiracija po papildymo orbitalémis yra
1s? 282 2p? 3d° 44°. Tuomet 1s” orbitale apraSo 1 baziné funkcija, 2s*> — 3
(orbitaléje yra valentiniai elektronai, bazé tripletiné, funkciju skaicius
trigubinamas), 2p> — 9 (3ioje orbitaléje taip pat yra valentiniai elektronai,
bazé tripletiné, funkcijy skai¢ius trigubinamas), 3d° — 10 funkciju (d oritale
aprasancios 5 funkcijos dvigubinamos, ne trigubinama), 4{° orbitale apraSanciy
funkcijy skai€ius — 7. Taigi naudojant cc-pVTZ bazés artini, C atoma apraso
30 funkciju (Woon & Dunning, 1995; Jensen, 2017).

Aplinka (vakuumas/tirpalas) gali turéti itakos molekuliy savybéms ir
vykstantiems biofizikiniams procesams, cheminéms reakcijoms. [prastai,
vertinant aplinkos itaka naudojamas poliarizuotos aplinkos metodas (PCM).
Naudojant PCM metoda, aplinka apraSoma sferomis, turinCiomis tokias
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fizikines savybes (dipolini momentg ir dialektring skvarba), kurios biidingos
tam tikram tirpikliui, pvz. vandeniui (Skyner ir kiti, 2015). PCM metodas yra
gana tikslus, jo naudojimas nesudétingas ir nereikalauja dideliy kompiuterio
resursy. Ta¢iau PCM ne visada pakankamai tiksliai apraSo vandeniliniy
rySiy atsiradima tarp tiriamosios molekulés ir tirpalo. Todel, tam tikrais
atvejais (pvz. norint jvertinti, ar tarpmolekuliniy vandeniliniy rysiy itaka yra
reik§minga procesui) kartu su PCM metodu, prie tiriamosios molekulés yra
patalpinama tirpiklio molekulé/molekulés, t.y. analizuojamoji molekulé Van
der Valso saveikomis sujungiama su ,,realia tripiklio molekule. Tokiu budu
tiksliau jvertinama vandeniliniy rysiy (tarp tirpiklio ir tirpalo) itaka tiriamiems
procesams (Mullin & Gordon, 2009; Skyner ir kiti, 2015).
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2. METODIKA

Tam, kad butu nustatytos stabiliausios Thr, Glu, Gln, Leu ir Ile struktiiros,
apskaiciuota AR jonizacijos energija ir energija reikalinga fragmentams
atsirasti naudojome DFT B3LYP metoda cc-pVTZ bazés artinyje. Si metoda
taikéme ankstesniuose aminorig§iy fragmentacijos dél 1éty elektrony
poveikio tyrimuose — valino (Tamuliene ir kiti, 2018), triptofano (Tamuliene
ir kiti, 2015), asparagino (Tamuliene ir kiti, 2014), alanino (Tamuliene ir
kiti, 2013) bei kity. Minéty tyrimy metu gauti teoriniai rezultatai sutampo su
eksperimentiniais rezultatais, t.y. apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti
fragmentams (Eap) sutampa su eksperimentiniais rezultatais esant < 5%
santykinei paklaidai. Todél DFT B3LYP kartu su cc-pVTZ buvo parinkti tirti
ir L-treonino, L-glutamo rugsties, L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino
fragmentacija dél léty elektrony poveikio.

Sio tyrimo metu pirmiausiai nustatéme stabiliausius AR konformerus. I§
pradziy buvo pasirinkta NH, grupés pozicija. Tuomet modeliuota kity grupiy
padétis:

1) L-treonino Soninés R=—CH(OH)-CH,, COOH ir Soningje grupeje

esanc¢ios OH;

2) L-glutamo rugsties R=—(CH,),~COOH ir abieju COOH,

3) L-glutamino R=—(CH,),-CO(NH,), COOH, C4;-NH, grupiu,

4) L-leucino R=-CH,-CH-(CH,), Soninés, COOH ir C4-CH, grupiy,

5) L-izoleucino R=-CH(CH,)-CH,-CH; Soniné¢s, COOH ir C,-CH,

grupiy.

Minétos grupés suktos pagal laikrodzio rodyklg po 20° visose penkiose
molekulése. Buvo surasti 31 L-treonino, 59 L-glutamo ragsties, 10
L-glutamino, 54 L-leucino ir 52 L-izoleucino stabiliis konformerai. Toliau
naudojame ,C* indeksa po konformery numeriy, t.y. IC, kad jvardinti, jog tai
konformeras vakuume (Siam konformerui budingos COOH ir NH,, grupés) bei
,Allo‘, kad ivardinti, jog tai — allo konformeras.

Norint nustatyti stabiliausius, maziausios energijos konformerus, AR
struktiiros buvo optimizuotos ir apskaiciuoti nuliniy virpesiu dazniai. Atrink-
ta po viena Zemiausios energijos busenos Glu, Gln, Leu ir Ile konformera,
kuriy fragmentacija dél 1éty elektrony poveikio buvo istirta teoriskai. Pasiri-
nkome, po viena konformera, nes kity kiekvienos aminortigsties konformery
energija yra didesné uz pacio sabiliausio konformero daugiau nei 0.02 eV
(Siluminio daleliy judéjimo energija).Tuo tarpu, Thr atveju buvo rastos dvi
stabilios strukttiros, kuriy energija skiriasi 0.02 eV. Todél buvo tirta abieju
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konformery — L-treonino (2S,3R) ir L-allo-treonino (2S,3S) fragmentacija.
Norédami palyginti Sio darbo metu nustatyty ir kity autoriy rasty ir publikuoty
konformery struktiiras, lyginome AR grupiy pozicijas erdv¢je. Toliau Siame
darbe panasiais konformerais laikysime tas struktiiras, kuriy Soninés grupés
padetis erdveje bei COOH ir NH, grupiy vandeniliy atomy padétys yra pana-
Sios t.y. minéta grupé ir jvardinty grupiy H atomai nukreipti i ta pacia puse.

Atlikta nustatyty ir atrinkty konformery rysiy ilgiy ir rySiuy uzpildy
(elektrony pory skaiciaus tarp dviejy atomy) analizé, tam, kad biity surasti
silpniausi, lengviausiai nutriikstantys rysiai. ,,Silpniausias rySys* yra tas, kurio
ilgis jonizuotoje molekuléje labiausiai pailgéja lyginant su rysio ilgiu tarp ty
paciu atomy neutralioje molekuléje, o rySio uzpilda — labiausiai sumazéja
(Mulliken, 1955). Svarbu paminéti, jog kai kurie fragmentai atsiranda
nutriikus keliems (dazniausiai silpniausiems) rySiams. Fragmentacija vyksta
kai energija reikalinga atsirasti fragmentams yra didesné uz jonizacijos
energija (IE).

IE apskaiciuota pagal formulg (Young, 2001; Smale ir kiti, 2010):

[E= (B — EY), )
kur E4* — teigiama kriivi turin¢io konformero energija, £4 — neutralaus
konformero energija.

Buvo apskaiciuotos adiabatinés IE, iSskyrus L-treonino konformery,
kuriy jonizuotos formos yra nestabilios. Siuo i§skirtiniu atveju yra nustatytos
vertikalios IE.

Norédami atrinkti kokiy masiy fragmenty atsiradima tirsime teoriniais
metodais, naudojome eksperimentiskai uzregistruotus teigiama kriivi turin¢iy
fragmenty masés spektrus. L-treonino ir L-glutamino katijony masés spektrus
iSmatavo tyrimy partneriai dr. Liudmila Romanova, dr. Vasyl Vukstich,
dr. Alexander Papp ir Dr. Sci. Alexander Snegursky i§ Ukrainos nacionalinés
moksly akademijos, Elektrony fizikos instituto. Atlikdami eksperimentus
partneriai taiké smaginés joinizacijos metoda. Sis metodas naudojamas
tiriant termostabilius junginius. Bandinio molekulés biidavo pakaitinamos iki
dujinés biisenos (temperattra nevirSijo 150 C°) ir apSaudomos elektronais,
kuriy energija yra <70 eV:

AB + ¢ (70eV) ----- > (AB)* ----- > A"+ B + ne,

kur AB - tiriamoji molekulé¢, (AB)* — molekulinis jonas, A" —
atsirades  katijonas, o B”%* — kitas, to pacio proceso metu susidares
(komplementarus) fragmentas, n — elektrony skaicius.

20



Dauguma molekuliniy jony skyla { teigiama ar neigiama kriivi turin¢ius
bei krivio neturinéius fragmentus (Hoffmann & Stroobant, 2007). Kolegos
iSmatavo teigiama kriivi turinciy jony spektrus.

UZzregistruotame L-treonino katijony masés spektre intensyviausi pikai yra
ties m/z=29, 30, 31, 32, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 57, 58, 59, 74 ir 75 (Pav. 2),
o L-glutamino — ties m/z=28, 41, 56 ir 84 (Pav. 6) masémis. Sie tyréjai
iSmatavo energijas reikalingas katijonams atsirasti Thr (tyrimai tgsiami) ir Gln
fragmentacijos metu. Fragmenty masiy parinkimui buvo naudotas L-glutamo
rugsties teigiama krovi turinéiy fragmenty masés spektras publikuotas
Nacionalinio Standarty ir Technologijos instituto (NIST) duomenuy bazéje
(NIST) (ziuréta 2016-06-30), kuriame intensyviausi pikai yra ties m/z=28,
41, 56 ir 84. Modeliuojant L-leucino ir L-izoleucino fragmentacija dél léty
elektrony poveikio buvo naudoti NIST bazéje esantys teigiama kravi turinciy
fragmenty spektrai. L-leucino katijony masés spektre intensyviausi pikai yra
ties masémis m/z=28, 30, 41, 43, 44, 74 ir 86 (NIST (zitréta 2017-03-30)), o
L-izoleucino — ties m/z=27, 28, 29, 30, 41, 44, 56, 57, 69, 74, 75 ir 86 (NIST
(zidréta 2017-12-30)). Tuo tarpu, (Papp ir kiti, 2012) publikavo iSmatuotas
energijas (bei apskaiciuotas entalpijas) reikalingas atsirasti jvairiy masiy (m/
7z=28, 29, 30, 41,42, 43, 44, 57, 69, 70, 74, 75 ir 86) fragmentams vykstant
Leu ir Ile fragmentacijai. AR katijony masés spektruose, kurie yra publikuoti
NIST duomeny bazéje, informacija apie konkrecias fragmenty atsiradimui
reikalingos energijos vertes, chemines fragmenty sudétis ir procesus, kuriy
metu atsiranda intensyvius pikus atitinkantys fragmentai, nepateikta.

Energija, reikalinga atsirasti teigiama kravi turintiems fragmentams buvo
apskaiciuota pagal formulg:

E psir = E 4 HZ(ED, 2

kur E,, neutralios tiriamosios AR molekulés energija, E, — tiriamojo
katijono ir kito to pacio proceso metu atsirandancio (komplementaraus)
fragmento energijy suma.

Buvo apskai¢iuota energija, reikalinga katijonams atsirasti, kai komple-
mentarus fragmentas turi teigiama/neigiama krtivi, ar yra neutralus. Darbe
pateikta komplementariy fragmenty, atsirandanciy tuy paciy procesy metu
kaip ir tikétiniausi katijonai, cheminés sudétys ir kriiviai. Visu molekuliy ir
fragmenty energijos nustatytos atlikus optimizavimo procedira.

Tam, kad buty gautos tikslesnés konformery, fragmenty ir fragmenty
atsiradimui reikalingos energijos vertés, buvo iskaifiuota nuliniy virpesiy
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energija (ZPE). Jeigu kompiuterinio modeliavimo metu apskaiciuota energija
reikalinga atsirasti fragmentui skiriasi nuo eksperimentiskai iSmatuotos
katijono Ea110 < 5% ribose, tai tokios energijos Siame darbe laikomos
sutampanciomis. Tikétiniausia, jog atsiras fragmentai, kuriy atsiradimui reikia
maziausiai energijos.

Taciau, tam tikrais atvejais, energija reikalinga atsirasti tokios pacios
maseés, bet skirtingos cheminés sudéties fragmentams skiriasi labai nedaug
(statistiniy paklaidy ribose). Tuomet norint nustatyti, kurio fragmento
atsiradimas yra tikétinesnis, buvo apskaiciuota rysio energija tenkanti atomui
((3) formulé) terminio stabilumo ijvertinimui.

Elj/ii():(Eﬁ"agm._‘EEA Vg 3)

kur Efmgm_ — fragmento energija, £, — fragmenta sudaranciy cheminiy

elementy atomy energija, n , . — fragmenta sudaran¢iy atomy skaicius.

visi

Kuo didesné rysio energija tenkanti atomui, tuo fragmentas yra stabilesnis
termiskai. Labiau tikétina, jog masés spektrometru bus aptikti stabilesni
fragmentai.

Tam, kad palyginti tiriamy fragmenty cheminj stabiluma ir reaktinguma
buvo apskaiciuotas elektroneigiamumas (4), giminingumas elektronui
(5), cheminis kietumas (6), cheminis minkStumas (7) bei HOMO-LUMO
tarpas (8). Elekroneigiamumas — tai parametras parodantis atomo gebéjima
prisitraukti elektronus link saves (Walker ir kiti, 2013).

IE+EA

2’ “
kur A — elektroneigiamumas, /E — adiabatiné jonizacijos energija, E4 —
giminingumas elektronui.

A=

Giminingumas elektronui — tai energija reikalinga iSplésti elektrong i$
neigiama krivi turin¢io fragmento. Adiabatinés EA vertés buvo apskaiciuotos
pagal formule (Smale ir kiti, 2010):

EA=E*—E*, (5)
kur E4 — neutralaus fragmento energija, o E4~ — neigiamo fragmento
energija. ISimtis— L-treonino konformery EA ir IE vertés. Jos nustatytos
neatlikus optimizacijos procediros, nes kaip jau minéta, jonizuota
L-treonino molekulé suskyla i atskirus fragmentus.

22



Cheminis kietumas — tai indeksas parodantis molekulés gebéjima prieSintis
elektrony konfigtiracijos poky¢iams, t.y. nusako molekulés gebéjima priesintis
dalyvavimui reakcijose. Kuo didesnis cheminis kietumas — tuo fragmentas yra
stabilesnis. Cheminis kietumas nustatytas pagal formulg:

_ |[IE-EA|
- 2 E) (6)

kur n — cheminis kietumas, /F — jonizacijos energija, EA — giminingumas
elektronui.

Cheminiam kietumui atvirkstinis dydis yra cheminis minkStumas (S). Jis
skai¢iuojamas taip (Domingo ir kiti, 2016):

s=1, (7
n

kur S — cheminis mink§tumas, n — cheminis kietumas.

HOMO-LUMO tarpas — tai stabilumo parametras. Kuo didesnis HOMO-
LUMO tarpas, tuo fragmentas yra stabilesnis chemiskai. Jis skai¢iuojamas
kaip energijy skirtumas tarp Zemiausios neuzpildytos molekulinés orbitalés
(LUMO) ir auksc¢iausios uzpildytos orbitalés (HOMO) (Walker ir kiti, 2013):

GAP=¢ jm0™EHoMmo, ®)

kur & ;i o — LUMO energija, &,,,,, — HOMO energija.

Kaip jau minéta, terpé turi itakos AR struktiiroms. Todél norint nustatyti,
kaip fragmentacijos procesai vyksta dél léty elektrony poveikio vandenyje,
atlikti tyrimai iskai¢iavus vandens jtaka. Naudotas PCM metodas. Vandenyje,
kai AR yra cviterjoninés formos, vieni i§ pagrindiniy strukttriniy skirtumy
(COOH ir NH, grupiy vandeniliy padétys) iSnyksta t.y. karboksi grupés
vandenilis disocijuoja, o amino grupé prisijungia vandenilj, todél buvo istirta
maziau konformery: $esi L-treonino ir po septynis L-glutamino, L-leucino ir
L-izoleucino. Tolimesniems fragmentacijos vandenyje tyrimams atrinkta po
vieng stabiliausia cviterjonini Thr, Gln, Leu ir Ile konformera, kuriy energija
yra maziausia. Toliau, po konformero numeriu naudojame indeksa *Z’ t.y.
1Z. Tai leidzia {vardinti, jog nagrin¢jamas cviterjoninis konformeras (Siam
konformerui biidingos COO™ ir NH;" grupés) ir jo fragmentacija. Taip pat
buvo atlikta cviterjoniniy konformery rySiy analizé. Svarbu paminéti, jog
nebuvo analizuojama atsiradusiy fragmenty saveika tarpusavyje ar su terpe.
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Ankstesniuose straipsniuose (Roddick-Lanzilotta & McQuillan, 2000;
Latha ir kiti, 2007) buvo publikuoti rezultatai parodantys, jog vandenyje
dominuoja anijoniné Glu forma. Neigiama kriivi turinCios molekulés
fragmentacija negali vykti dél 1éty elektrony poveikio, todél Glu fragmentacija
vandenyje nebuvo tiriama.

Norint jvertinti vandeniliniy rySiy (tarp AR ir H,O) itaka fragmentacijai,
buvo nustatyti ir stabiliausi tiriamyjy aminortgsciy kompleksai (AR-H,O) bei
apskaiciuota energija reikalinga atsirasti tikétinausiam fragmentui kiekvieno
AR-H,O komplekso fragmentacijos metu. Parenkant prie kurio cviterjoninés
AR atomo prisijungs vandens molekul¢ Thr-H,O, GIn-H,O, Leu-H,O ir
Ile-H, O kompleksuose, buvo pasirinkti karboksi grupés deguonies bei amino
grupés vandenilio atomai, nes Sios grupés turi kriivi. Ankstesni, kity autoriy
atlikti tyrimai (pvz. glicino-H,O, alanino-H,0O kompleksu) parod¢, jog
stabiliausi yra tie kompleksai, kuriuose vandens molekulé yra prisijungusi prie
protonizuotos amino ir deprotonizuotos karboksi grupiu (Aikens & Gordon,
2006; Mullin & Gordon, 2009). Sumodeliavus po penkis kompleksus, atrinkta
po vieng stabiliausia ir tirtas tikétiniausiy fragmenty atsiradimas vykstant Siy
kompleksy fragmentacijai.

Fragmentacijos dél 1éty elektrony poveikio tyrimai vakuume ir vandenyje
buvo atlikti naudojant Gaussian 03 Rev D.01 (Gaussian 03) ir Gaussian 09
Rev D.01 (Gaussian 09) programas, instaliuotas VU MIF Skaitmeniniy tyrimy
ir skai¢iavimy centre esan¢iame superkompiuteryje. Taip pat naudota Molden
(5.11r 5.9) (Gijs & Noordik, 2000) programa.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. L-treonino fragmentacija

Stabiliausiy L-treonino IC ir L-allo-treonino ICAllo konformery vaizdai,
rasti skaiciavimus atlikus vakuume ir vandenyje (IZAllo) bei atomy
numeracijos, kurios naudojamos Sioje disertacijoje, yra pateikti Pav. 1. Tyrimo
metu rastas stabiliausias L-treonino IC konformeras panasus i (Farajmand &
Bahrami, 2016), o L-allo-treoninas ICAllo { (Zhang & Lin, 2006) nustatyta
stabiliausig struktiira.

Paveikslas 1. Stabiliausias L-treonino konformeras (IC) vakuume kairéje, L-allo-
treonino (ICAllo) vakuume — centre ir vandenyje (IZAllo) — deSingje. ICAllo
konformere yra susidarg vidumolekuliniai vandeniliniai rysiai tarp O3-H17 ir N6-H14
atomuy, o IZAllo konformere — tarp O3-H17 ir O4-H14 atomuy.

Jonizuoto (teigiama kriivi turin¢io) L-treonino ry$iy ilgiy ir rySiy uzpildy
duomenys yra pateikti Prieduose (Lentelé P1). Silpniausias L-treonino
IC, ICAllo ir 1ZAllo konformery rysys yra C2-C5. Sis rysys IC ir ICAllo
molekulése nutriiksta vykstant molekuliy jonizacijai. Kitas silpnas konformery
rySys yra C1-O3.

Taip pat buvo apskaiciuotos jonizacijos energijos (IC — 9.31 eV, ICAllo —
9.27 eV ir 1ZAllo — 9.97 eV), kai jonizuotas Thr yra nesuskilgs. Taciau
pusiausvirinéje biisenoje IC ir ICAllo konformerai, turéty biti suskile
(remiantis Thr rySiy (Lentel¢ P1) analize). TeoriSkai nustatytas IC ir ICAllo
IE palyginome su apskaiciuotomis (Sarkar & Kronik, 2016) (varijuoja nuo
~9.45 eV iki 10.10 eV, priklausomai nuo naudoto metodo) ir eksperimentiskai
ismatuota Thr IE — <10.20 eV (NIST (zitiréta 2015-10-01)). Sio tyrimo metu
nustatytos IE vertés nesutampa su publikuotomis (Sarkar & Kronik, 2016;
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NIST (zitréta 2015-10-01)). Kita vertus, kaip rodo Thr rySiuy analize, IC ir
ICAllo konformerai turéty skilti vykstant jonizacijai. Todél IE nustatymas
yra sudétingas. Remiantis skaiCiavimy rezultatais, L-treonino jonizacijos
energija vakuume yra mazesne, taigi energija reikalinga fragmentams atsirasti
vandenyje turéty biiti didesné, nei vakuume.

3.1.1. L-treonino fragmentacijos tyrimas vakuume

Kaip jau buvo minéta, teorinio modeliavimo metu naudojome
eksperimentiSkai uzregistruota L-treonino katijony masés spektra (Pav. 2).
Dauguma piky, esanciy tyrimy partneriy (Pav. 2), (Farajmand & Bahrami,
2016) bei NIST duomeny bazéje (NIST (zidiréta 2015-10-01)) pateiktuose
L-treonino katijony masés spektruose yra intensyviausi ties tomis paciomis
masémis: m/z=29, 30, 45, 57, 58, 74 ir 75. TacCiau misy straipsniy
bendraautoriy spektre néra piky ties masémis m/z=27, 28 ir 56. Sie pikai yra
uzregisruoti (Farajmand & Bahrami, 2016) straipsnyje bei NIST duomeny
bazéje pateiktuose Thr teigiama kriivi turin¢iy fragmenty masés spektruose
(m/z=28 yra tik (Farajmand & Bahrami, 2016) katijony masés spektre). Kita
vertus, tyrimy partneriai uzregistravo keleta naujy piky, kuriy néra nei viename
auks§c¢iau minétame literatiiros Saltinyje — ties m/z=31, 32, 41 ir 59. Pikai ties
m/z=42, 43, 44 ir 46 stebimi musy kolegy ir (NIST (zitiréta 2015-10-01)), bet
ne auks¢iau minéty autoriy, Thr katijony masés spektruose.

Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti teigiama krivi turintiems
jonams vakuume ir vandenyje pateiktos Zemiau (Lentelé 1).
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Paveikslas 2. Eksperimentiskai iSmatuotas L-treonino (veikto <70 eV elektronais)
katijony masés spektras (iSmatavo dr. Liudmila Romanova, dr. Vasyl Vukstich,
dr. Alexander Papp ir Dr. Sci. Alexander Snegursky, Ukrainos nacionaliné¢ moksly
akademija, Elektrony fizikos institutas, Uzhorodas, Ukraina).
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Lentelé 1. Apskaiciuotos energijos, reikalingos atsirasti fragmentams Thr IC ir I[CAllo

konformery fragmentacijos metu, vakuume

Komplementa- Komplementa- Thr Thr
rus fragmentas rus fragmentas IC ICAllo
Fragmentas . .
(kai skyla (kai skyla Atsiradimo
Thr IC) Thr ICAllo) energija, eV
CH,N* C,H,0,° 10.20 10.55
(m/z=29)
CH,N* - C,H,0,° - 8.76
(m/z=30)
CH,0" C,H.NO,° 11.63 11.81
(m/z=30)
CH,0" C,HNO, 11.58 8.19
(m/z=31)
CHN" C,H,0,° 9.05 8.77
(m/z=32)
CH,O" CH,NO, C,H,NO,® 12.18 12.53
(m/z=32)
C,H,N" C,H0,° 10.22 11.06
(m/z=41)
C,H,0" C,H.NO,’ C,H,NO, 9.46 11.92
(m/z=42)
C,H,0" C,HNO, 8.96 10.67
(m/z=43)
C,HN" - C,H,0,° - 8.93
(m/z=44)
Co," C,H,NO? 13.23 13.48
(m/z=44)
C,H,O" C,H,NO, 9.03 8.41
(m/z=45)
CHO," C,H,NO,° 11.39 11.44
(m/z=45)
C,H.O" C,H,NO, 10.80 10.79
(m/z=46)
C,H,NO" C,HO, 11.79 11.59
(m/z=57)
C,H,0" CH,NO,? CH,NO, 10.12 8.70
(m/z=57)

Lentelés 1 tgsinys sekanciame puslapyje
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Lentelés 1 pradzia ankstesniame puslapyje

Komplementa- Komplementa- Thr Thr
Fraomentas S fragmentas rus fragmentas IC ICAllo
g (kai skyla (kai skyla Atsiradimo
Thr IC) Thr ICAllo) energija, eV
C,H,N" CH,0; 8.86 8.82
(m/z=57)
C,HNO" C,H,0,° C,H.O, 8.57 9.02
(m/z=58)
C,H,O" CH,NO,” CH,;NO,”/ 8.40 8.55/
m/z=58) CH,NO,° 8.60
( 30
C,H,0," - C,H,NO® - 12.80
(m/z=58)
C,H,NO* C,H,0, C,H,0,° 9.30 8.00
(m/z=59)
C,H,0" CH,NO,’ 8.601 8.63
(m/z=59)
C,H,N" COy 8.88 8.00
(m/z=59)
C,H,NO* CHO,® CHO, 8.79 8.24
(m/z=74)
C,H/)NO,* C,H,0° 9.41 -
(m/z=74)
C,H,NO" co,° 8.77 8.18
(m/z=75)
C,H\NO," C,H,O C,H,0° 9.29 -
(m/z=75)

Siy tyrimy metu teoriskai identifikuota piko ties mase m/z=29 cheminé
sudétis (CH;N") sutampa su (Farajmand & Bahrami, 2016) publikuota Sios
mases katijono chemine sudétimi.

Gauti rezultatai rodo, jog Thr IC fragmentacijos metu atsirandantis m/z=30
yra CH,O". Jis atsiranda nutriikus silpniausiam C2-C5 bei C5-C9 rySiams.
Tuo tarpu, ICAllo fragmentacijos metu atsiradusio minétos masés katijono
cheminé sudétis yra CH,N". Sis jonas atsiranda, kai disocijuoja karboksi ir
Soning¢ grupes, o karboksi grupés vandenilis prisijungia prie C (C2) atomo.

Panaudojg kvantinés chemijos metodus nustatéme, jog m/z=31 yra CH,0".

Kitas intensyvus pikas L-treonino teigiama krtivi turin¢iy fragmenty masés
spektre (Pav. 2) yra ties m/z=32. Nagrinéjome, ar pika ties Sia mase atitinka
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CHN" ar CH,O" katijonas. Apskai¢iavome minéty katijony atsiradimui
reikalinga energija. CHN" (m/z=32) katijonui atsirasti IC fragmentacijos
metu reikia Eap=9.05 eV, CH,0" (m/z=32) — 12.18 eV, o ICAllo — atitinkamai
8.77 eV ir 12.53 eV. Taigi maziau energijos reikia CHN" (m/z=32) jonui
atsirasti ir jo atsiradimas yra tikétinesnis.

Nustatéme, kad m/z=41 fragmentas, atsirandantis IC ir [CAllo fragmenta-
cijos metu yra C,H;N*, m/z=42 yra C,H,0", tuo tarpu m/z=43 — C,H,O".

Fragmentas, kurio masé¢ yra m/z=44 gali buti C,HN" arba CO,".
Apskaiciavome minéty fragmenty atsiradimui reikalinga energija (Lentelé 1),
ja palyginome ir nustatéme, jog IC fragmentacijos metu atsirandantis m/z=44
yra CO,", o ICAllo - C,HN".

Nustatéme, kad IC fragmentacijos metu C,H,O" (m/z=45) fragmentui (So-
ninei L-treonino grupei R=—CH(OH)-CHy,") atsirasti reikia maZiau energijos
(9.03 eV), nei CHO," (m/z=45) — 11.39 eV. Be to, maziau energijos reikia
C,H,O" (m/z=45) atsirasti ICAllo fragmentacijos metu — 8.41 eV, tuo tarpu
CHO," (m/z=45) — 11.44 eV. Tyrimu partneriai eksperimentiSkai iSmatavo,
jog m/z=45 teigiama kriivi turinCiam fragmentui atsirasti reikia 11.50+0.1 eV.
Palyging eksperimentines ir teorines vertes galime teigti, jog pika ties minéta
mase atitinka karboksi grupés katijonas, nes jo atsiradimui reikalinga energija
yra artimesné eksperimentinei vertei. Siuo atveju, eksperimentiskai fiksuojamas
m/z=45 fragmentas, kurio atsiradimui reikia daugiau energijos. Tod¢l norint jsi-
tikinti, jog registruojamas biitent CHO, " katijonas, buvo apskai¢iuota C,H,O"
(m/z=45) ir CHO," (m/z=45) rySio energija tenkanti atomui, HOMO-LUMO
tarpas, cheminis kietumas ir cheminis minks§tumas (Lentelé 2).

Lentelé 2. Apskaiciuotos C,H,O" (m/z=45) ir CHO," (m/z=45) katijonu, atsirandan-
¢iy IC ir ICAllo konformery fragmentacijos metu, rysSio energijos tenkancios atomui,
HOMO-LUMO tarpy, cheminio kietumo ir cheminio minkStumo vertés

Fragmentas IC konformeras ICAllo konformeras
m/z=45 C,H.0* CHO," C,H. 0" CHO,"
Rysio energija
tenkanti atomui, eV 321 2.54 3.22 2.35
HOMO-LUMO 8.21 10.46 8.04 10.46
tarpas, eV
Cheminis kietumas, | 5 ¢ 3.52 3.69 3.64
eV
 Cheminis 0.27 0.28 0.27 0.27
minkStumas, eV
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Sio tyrimo rezultatai (Lentelé 2) rodo, jog termiskai stabilesnis yra
C,H,O" (m/z=45) katijonas (rysio energija didesn¢), o chemiskai stabilesnis
CHO," (m/z=45) fragmentas (didesnis HOMO-LUMO tarpas). Palyging $iy
fragmenty cheminij kietuma ir mink§tuma (Lentelé 2), galime teigti, jog abu
minéti fragmentai vienodai linkg dalyvauti cheminése reakcijose. Skai¢iavimy
rezultatai rodo, jog galéty atsirasti ir C,H,0" (m/z=45), ir CHO," (m/z=45).
Taciau daugiau turéty atsirasti to fragmento, kurio apskai¢iuota Eap sutampa su
eksperimentiskai i$matuota atsiradimui reikalinga energija— CHO," (m/z=45).
Tuo tarpu, (Farajmand & Bahrami, 2016) nustaté, jog m/z=45 fragmentas yra
C,H,O". Kita vertus, minéti autoriai publikavo eksperimentiskai iSmatuota
spektra, bet nepateiké eksperimentiSkai iSmatuoty energiju reikalingy
katijonams atsirasti, tik apskai¢iuotas reakcijy entalpijas.

Tyrimo metu identifikuota piko ties m/z=46 cheminé sudétis — C,H.O". Sis
katijonas atsiranda nutriikus C2-C5 ry$iui ir prie disocijavusios Soninés Thr
grupés (R=—CH(OH)—-CH,) prisijungus H14 atomui.

ISanalizavus L-treonino rySiy duomenis (pateiktus Prieduose (Lentelé P1)),
pastebéjome, jog fragmento, kurio m/z=57 cheminé sudétis gali baiti C,H;NO",
C,H,O" arba C;H_N". L-treonino IC fragmentacijos metu maziausiai energijos
reikia atsirasti C;H,N" (m/z=57). Tuo tarpu, ICAllo fragmentacijos metu
C,H,0" (m/z=57) ir C;H,N" (m/z=57) atsiradimui reikalinga energija (Lentelé
1) sutampa. Taciau palyginus apskaiiuotas E p SU tyrimy partneriy iSmatuota
energija (12.00£0.1 eV), reikalinga atsirasti minétos masés fragmentui, yra
akivaizdu, kad C,H,NO" katijono atsiradimas yra tikétinesnis. Literatiiroje
publikuota m/z=57 cheminé sudétis — C;H,N" (Farajmand & Bahrami, 2016).
Manome, kad miisy nustatyta cheminé m/z=57 sudétis yra tikslesné, nors ir
nesutampa su minéty autoriy rezultatais, kurie nelygino eksperimentiniy ir
teoriniy verciuy.

Fragmentas m/z=58 gali biiti C,H,NO*, C;H.O" arba C,H,0O," (Lentel¢ 1).
Kompiuterinio modeliavimo metu nustatyta, jog energija reikalinga atsirasti
C,HNO" (m/z=58) ir C;H,O" (m/z=58) sutampa. Nustatyta $iy fragmenty
rySio energija tenkanti atomui (terminis stabilumas) taip pat sutampa —
C,HNO" (m/z=58) —3.78 eV, 0 C;H,O" (m/z=58) — 3.69 eV. Gauti rezultatai
rodo, jog m/z=58 atitinka C,H,NO" ir C;H.O". Kita vertus, C,H,0,"
(m/z=58) IC fragmentacijos metu neturéty atsirasti (zitréti Lentelé 1), o ICAllo
fragmentacijos metu, jo atsiradimui reikia nemazai energijos (12.80 eV)
(Lentelé 1). Tuo tarpu, (Farajmand & Bahrami, 2016) teigia, jog m/z=58
atitinka du jonai — C;H.O" (m/z=58) ir C,H,0," (m/z=58). Kita vertus, Sie
autoriai nemodeliavo C,H,NO™ (m/z=58) atsiradimo.
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Misy tyrimy partneriy uzregistruotame Thr teigiama kriivi turinCiy
fragmenty masés spektre (Pav. 2) yra intensyvus pikas ties mase m/z=59.
Pagal gautus E_ rezultatus (Lentele 1), C,H,O" (m/z=59) ir C;H N" (m/z=59)
atsiradimui IC fragmentacijos metu reikia maziau energijos nei C,H.NO"
(m/z=59). Tuo tarpu, vykstant ICAllo fragmentacijai, C,H,NO" (m/z=59)
ir C;HN"™ (m/z=59) atsiradimui reikia vienodo kiekio energijos (8.00 eV).
Norint nustatyti, kokia fragmento, kurio masé m/z=59 cheminé sudétis, buvo
apskaiCiuotos rysio energijos tenkancios atomui (Lentelé 3). C;H,O" (m/z=59)
ir C;HyN" (m/z=59) katijony atsirandanc¢iy IC fragmentacijos metu rysio
energija tenkanti atomui skiriasi tik 0.06 eV, o C,H,NO™ (m/z=59) ir C;H,N"
(m/z=59) atsirandanciy ICAllo fragmentacijos metu — tik 0.07 eV. Tai rodo,
jog C,H,O0" (m/z=59) ir C;HN" (m/z=59) (IC atveju) bei C,H,NO" (m/z=59)
ir C;HN"™ (m/z=59) (ICAllo atveju) terminis stabilumas yra labai panasus.
Taigi Thr IC fragmentacijos metu atsiranda C;H,O" (m/z=59) ir C;H/N"
(m/z=59), o ICAllo — C,H.NO" (m/z=59) ir C;H,N" (m/z=59) teigiama kriivi
turintys fragmentai.

Lentelé 3. Apskaic¢iuotos C,HNO" (m/z=59), C;H,O" (m/z=59) ir C;H,N" (m/z=59)
katijony, atsirandanciy IC ir ICAllo konformery fragmentacijos metu, rysio energijos
tenkancios atomui

IC ICAllo
Fragmentas m/z=59
Rysio energija tenkanti atomui, eV
C,H,NO* 3.68 3.69
C,H,0" 3.66 3.66
C,H,N" 3.60 3.62

Katijonas, kurio mas¢ m/z=74 gali bati C;HNO" arba C,H,NO,".
Apskai¢iavome, jog maziausios energijos reikalingos jiems atsirasti
IC fragmentacijos metu atitinkamai yra 8.79 eV ir 9.41 eV, tuo tarpu
ICAllo — C;H,NO" (m/z=74) katijonui atsirasti reikia 8.24 eV, o C,H,NO,"
(m/z=74) fragmentas neturéty atsirasti (zitréti Lentelé 1). Remiantis tyrimo
rezultatais (Lentelé 1), blity galima teigti, kad m/z=74 yra C;H,NO". Taciau
visos $ios energijos skiriasi vir§ 5% statistinés paklaidy ribos palyginus su
tyrimy partneriy eksperimentiskai iSmatuota atsiradimo energijos verte —
11.50+0.1 eV. Artimiausia eksperimentinei vertei yra 10.06 eV (IC atveju
kai atsiranda C,H,NO," ir C,H,0") ir 10.62 eV (ICAllo atveju kai atsiranda
C,H/NO," ir C2HSO‘/O). Norédami jsitikinti, kad Thr teigiama kravi turinéiy
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fragmenty spektre pika esantj ties m/z=74 atitinka C,H,NO," katijonas,
apskai¢iavome C;HNO™ (m/z=74) ir C,H,NO," (m/z=74) teigiama kriivi
turin¢iy jonu rySio energijas tenkancias atomui, HOMO-LUMO tarpus,
cheminj kietuma ir minkStuma (Lentelé 4).

Remiantis gautais kompiuterinio modeliavimo rezultatais (Lentele 4),
C,HNO" (m/z=74)ir C,H,NO," (m/z=74)katijony, atsirandan¢iy IC ir ICAllo
fragmentacijos metu, terminis stabilumas yra labai panasus (rySio energija
tenkanti atomui sutampa). C;H,NO" (m/z=74) fragmentas (abiejuy konformery
atveju) chemiskai yra stabilesnis (HOMO-LUMO tarpai didesni), kita vertus,
jo cheminis kietumas yra mazesnis, nei C,H,NO," (m/z=74). Taigi galéty
atsirasti ir C;H,NO" (m/z=74), ir C,H,NO," (m/z=74). Ta¢iau C,H,NO,"
(m/z=74) atsiradimui reikalinga E ap Y12 artimesné eksperimentiskai iSmatuotai
energijai reikalingai atsirasti minétos masés fragmentui. Todéel C,H,NO,"
(m/z=74) katijono turéty atsirasti daugiau. Tuo tarpu, (Farajmand & Bahrami,
2016) teoriniai rezultatai (eksperimentiskai Eap vertés nematuotos) rodo, jog
C,HNO" (m/z=74) atsiradimas yra tikétinesnis.

Lentelé 4. Apskai¢iuotos C;H,NO" (m/z=74) ir C,H,NO," (m/z=74) katijonu, atsi-
randanciy IC ir ICAllo konformery fragmentacijos metu, rysio energijos tenkancios
atomui, HOMO-LUMO tarpy, cheminio kietumo ir cheminio mink§tumo vertés

Fragmentas IC konformeras ICAllo konformeras
m/z=74 C,H,NO*  C,H,NO,” CHNO* C,HNO,"

Rysio energija

tenkanti atomui, eV 387 396 8 2
HOMO-LUMO 565 4.84 5.40 4.66
tarpas, eV
Cheminis kietumas, 287 323 1.51 3.02
eV
Cheminis 0.35 031 0.66 0.33

minkStumas, eV

Pagal molekulinio modeliavimo rezultatus, fragmento, kurio masé m/z=75
cheminé sudétis gali bati C;HNO™ arba C,HNO,". Apskaitiavome, jog
C,H,NO" (m/z=75) fragmento atsiradimui reikia maziau energijos (Lentelé 1).
Tuo tarpu, (Farajmand & Bahrami, 2016) nustate, jog pika ties m/z=75 atitinka
C,HNO,". Norédami jsitikinti, kad m/z=75 katijono cheminé sudétis yra
C,H,NO", apskai¢iavome minéty fragmenty rySio energija tenkancia atomui,
HOMO-LUMO tarpus, cheminj kietuma ir minkStuma (Lentelé 5).
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Kaip rodo tyrimy rezultatai (Lentelé 5), C;HNO™ (m/z=75) ir C,H,NO,"
(m/z=75) katijony terminis stabilumas yra panasus. Kita vertus, C,;H,NO"
(m/z=75) katijonas yra chemiskai stabilesnis (didesné HOMO-LUMO tarpo
verté) ir maziau linkes dalyvauti cheminése reakcijose (didesné cheminio
kietumo verté). Taigi buvo nustatyta, kad m/z=75 cheminé sudétis — C;H,NO™.

Lentelé 5. Apskaiciuotos C;H,NO™ (m/z=75) ir C,H,NO," (m/z=75) katijony, atsi-
randanciy IC ir ICAllo konformery fragmentacijos metu, rysio energijos tenkancios
atomui, HOMO-LUMO tarpy, cheminio kietumo ir cheminio mink§tumo vertés

Fragmentas IC konformeras ICAllo konformeras
m/z=75 C,HNO* C,HNO," CHNO" C,HNO,"
Rysio energija
tenkanti atomui, eV 360 370 08 ]
HOMO-LUMO 561 222 4.67 -
tarpas, eV
Cheminis kietumas, 565 507 530 -
eV
Cheminis minkStumas, 0.18 0.19 0.19 -

eV

3.1.2. L-treonino fragmentacijos tyrimas vandenyje

Nustatyty L-treonino IZ ir L-allo-treonino [ZAllo energijos skyrési vir$
0.02 eV —Thr IZAllo energija yra mazesné, todél buvo tirta tik jo fragmentacija
vandenyje. Toliau (Lentele 6) yra pateiktos energijos reikalingos atsirasti
katijonams vykstant L-allo-treonino IZAllo (Pav. 1) fragmentacijai vandenyje.

Zemiau yra pateikti nustatyti pagrindiniai L-allo-treonino fragmentacijos
vakuume ir vandenyje rezultaty skirtumai. 3.1.1. skyriuje iSnagrinéta,
kurio kiekvienos masés fragmento atsiradimas yra tikétiniausias vakuume.
Nustatyta, kad visi tam tikros masés, tokios pacios cheminés sudéties
fragmentai yra tikétiniausi ir vandenyje. Todél Siame skyriuje pateikiami tik
tikétiniausiy kiekvienos masés fragmenty struktiiry palyginimai vakuume ir
vandenyje. Remiantis tuo, kad tie patys rysiai (C2-C5 ir C1-O3) yra silpniausi
ir vakuume dominuojancioje struktiiroje, ir cviterjoniniame konformere,
galime paaiskinti, kodeél tikétiniausiy fragmenty cheminés sudétys vakuume
ir vandenyje sutampa.
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Lentelé 6. Apskaiciuotos energijos, reikalingos atsirasti fragmentams L-allo-treonino
1ZAllo fragmentacijos metu vandenyje

Energija, reikalinga

Fragmentas Korfr;:lemmeenr::;rus atsirasti fragmentui
g vandenyje, eV
CH,N* C,H,0,° 11.32
(m/z=29) (m/z=90) '
CH,N* CH,05 932
(m/z=30) (m/z=89) '
CH,0" CHNO, 12.19
(m/z=31) (m/z=88) ’
CHN' C,H,0,° 9.56
(m/z=32) (m/z=87) '
C,H,N* C,H0,° 11.79
(m/z=41) (m/z=78) ’
C,H,0" C,H,NO, 13.01
(m/z=42) (m/z=77) '
C,H,0" C,HNO, 11.43
(m/z=43) (m/z=76) ’
C,HN" C,H,0,° 951
(m/z=44) (m/z=T75) '
CHO," C,HNO" 12.36
(m/z=45) (m/z=74) :
C,H,O" C,H,NO, 11.62
(m/z=46) (m/z=73) ’
C,H,NO" C,H,O, 12.41
(m/z=5T7) (m/z=62)
CH,O" CH,NO,’ 9.46
(m/z=58) (m/z=61) '
C,HNO" C,H,0,° 983
(m/z=59) (m/z=60)
C,H/NO," C,H,O 11.43
(m/z=74) (m/z=45)
C,H/NO" co,° 922
(m/z=75) (m/z=44)

Fragmenty atsiradimo energijos, nustatytos skai¢iavimus atlikus vakuume
ir vandenyje, palyginimas parodé keleta skirtumy. Nustatyta, kad, energija
reikalinga atsirasti tokios pacios masés ir cheminés sudéties fragmentams
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vykstant L-treonino ICAllo konformero fragmentacijai vakuume yra mazesné
nei vykstant [ZAllo konformero fragmentacijai vandenyje.

Taip pat pastebéta, jog CH,N" (m/z=30) ir C,HN" (m/z=44) fragmenty
struktiros yra nevienodos, kai jie atsiranda vykstant ICAllo ir 1ZAllo
fragmentacijai, atitinkamai, vakuume ir vandenyje (Pav. 3). Pagrindiniai Siy
fragmenty struktiry skirtumai yra dél amino grupés (NH,)/protonizuotos
amino grupés (NH;") ir karboksi grupés (COOH)/deprotonizuotos karboksi
grupés (COO). Taigi fragmentacijos terpé gali turéti itaka ne tik energijos,
reikalingos fragmentams atsirasti, dydziui, bet ir fragmenty struktiiroms.

A

« O @14

Paveikslas 3. L-treonino fragmenty, kuriy masés ir cheminés sudétys yra vienodos,
struktiiros vakuume ir vandenyje: A — CH,N" (m/z=30), B — C,HN" (m/z=44).

Buvo tikrinta, ar fragmentai vakuume atsiradg i (NH,-CH(R)-COOH)
struktiiros, taip pat turés budingas NH,, ir COOH grupes, o atsiradg vandenyje
i§ cviterjoninés (NH,"-CH(R)-COO") formos — biidingas NH," ir COO"
grupes. Apskai¢iuotos CH,N" (m/z=30) ir C,HN" (m/z=44) katijony energijos
pateiktos toliau (Lentelé 7).

Lentelé 7. Fragmenty energijos vakuume ir vandenyje

Fragmenty, Fragmenty, Fragmenty, Fragmentuy,

turinciy NH, turinciy turinciy NH, turinéiy
Fracmentas ir COOH NH," ir ir COOH NH," ir
g grupes, COO" grupes, grupes, COOr grupes,
energijos, a.v. energijos, a.v. energijos, a.v. energijos, a.v.
(vakuume) (vakuume) (vandenyje) (vandenyje)
+
CH4_N -95.015 -95.000 -95.035 -95.048
(m/z=30)
C,HN"
(m/z=44) -131.645 -131.519 -131.920 -131.991
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Taigi H atomo migracija tarp karboksi ir amino grupiy nevyks nei vakuume,
nei vandenyje (Lentel¢ 7). Katijonai atsiradg i§ NH,-CH(R)-COOH struktiiros
vakuume, turés NH, ir COOH grupes, o atsiradg i§ NH,"-CH(R)-COO" —
NH," ir COO" grupes.

3.2. L-glutamo riigSties fragmentacija

Stabilios Glu strukttiros buvo rastos ir publikuotos kity tyréju (Meng &
Lin, 2011; Pefa ir kiti, 2012). Buvo sumodeliuotos Glu struktiiros panasios/
nepanasios i §iy autoriy rastus konformerus. Sio tyrimo metu rastas Zemiausios
energijos biisenoje esantis L-glutamo riigSties konformeras (Pav. 4) néra
panasus 1 auk$¢iau minéty autoriy rastus stabiliausius konformerus.
Apskai¢iavome, jog IC konformero IE 8.93 eV (kai molekulé ir jonizuota
jos forma yra zemiausioje energijos biisenoje). Apskaiciuota konformero
jonizacijos energija buvo palyginta su (Sarkar & Kronik, 2016) rasta [E. Minéty
autoriy nustatyta [E varijuoja nuo ~9.50 eV iki 9.90 eV, priklausomai nuo
naudoto metodo (Sarkar & Kronik, 2016). Siame
darbe aprasomo molekulinio modeliavimo metu
nustatyta IE nesutampa su (Sarkar & Kronik,
2016) apskai¢iuota Glu jonizacijos energija. Gali
buti, kad autoriai nustaté Glu IE, kai molekulé yra
pusiausviringje biisenoje, o jonizuota jos forma —
dar nepasiekus Zemiausios energijos biisenos.
Misy ir minéty autoriy rastos IE taip pat gali
nesutampti dél skirtingy tirty Glu konformery.
Be to, miisy ziniomis, néra literatiiros Saltiniy,
kuriuose publikuota eksperimentiskai iSmatuota

Glu [E verté. Taip pat buvo analizuoti L-glutamo
Paveikslas 4. Stabiliausias rogSties IC konformero rySiy ilgiai ir uZpildos
L-glutamo riigities konfor- (pateikta Prieduose (Lentelé P2)). Nustatyta, jog

meras IC. silpniausias L-glutamo riigsties rySys yra C5-C6.

3.2.1. L-glutamo raigsties fragmentacijos tyrimas vakuume

Kaip jau buvo minéta, Glu fragmentacijos metu atsirandanciy katijony
masiy atrinkimui buvo naudotas NIST duomenuy bazéje publikuotas spektras.
Intensyviausi pikai yra ties masémis m/z=28, 41, 56 ir 84 (NIST (ziuréta
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2016-06-30)). Identifikuoti intensyviausius pikus atitinkantys fragmentai ir
apskaiciuotos energijos reikalingos jiems atsirasti pateikti Zemiau.
Katijonas, kurio m/z=28 gali biiti CH,N" arba C,H," (Lentel¢ 8).

Lentelé 8. Apskaiciuotos energijos reikalingos CH,N" (m/z=28) ir C,H," (m/z=28)
katijonams atsirasti Glu IC fragmentacijos metu vakuume, rysio energijos tenkancios
atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, RySio

oo . HOMO-
Komple- reikalinga energija
C . LUMO
Fragmentas mentarus atsirasti frag- tenkanti tarpas
fragmentas mentui atomui, el; ’
vakuume, eV eV
CH,N* C,H, 0,
(m/z=28) (m/z=119) 11.62 2.30 6.13
CH," C,H,NO,*
(m/z=28) (m/z=119) 11.10 2.72 5.68

Energija reikalinga CH,N" (m/z=28) ir C,H," (m/z=28) atsiradimui
sutampa. D¢l Sios priezasties buvo apskaiCiuotas ir palygintas fragmenty
terminis stabilumas — CH,N" (rySio energija tenkanti atomui 2.30 eV)ir C,H,*
(rysio energija tenkanti atomui 2.72 eV). Palygintas ir HOMO-LUMO tarpas —
CH,N" (6.13 eV) ir C,H," (5.68 eV). Taigi termiskai stabilesnis yra C,H,"
(m/z=28), o chemiskai — CH,N" (m/z=28). Tod¢l abieju fragmenty atsiradimas
yra vienodai tikétinas.

Fragmentas, kurio masé m/z=41 gali biiti C,HO" arba C,H,N" (Lentel¢ 9).
Energija, reikalinga Siems katijonams atsirasti, sutampa (Lentelé¢ 9). Todél
buvo jvertintas ju stabilumas. = Apskaiiavome, jog rySio energija tenkanti
atomui yra 2.60 eV (C,HO") ir 3.20 ¢V (C,H;N"), HOMO-LUMO tarpai —
2.27eV(C,HO")ir5.60eV (C,H,N"). Skai¢iavimy rezultatai rodo, jog C,H,N"
(m/z=41) yra stabilesnis ir termiskai, ir chemiskai. Taigi Sio fragmento turéty
atsirasti daugiau. Jis atsiranda, kai nutriiksta C1-C2, C1-H13 ir C5-C6 rysiai
(komplementarus fragmentas — C;H,O,").

Buvo patikrinta dvieju m/z=56 teigiama krtivi turin¢iy fragmenty atsiradimo
galimybé: C;HN' ir C,H,O". Nustatyta, kad energija, reikalinga atsirasti
C,HN" yra mazesné (9.89 eV) nei energija reikalinga C;H,0" (10.51 eV).
Taigi pika ties mase m/z=56 atitinka C;HN" fragmentas. Minétos cheminés
sudéties teigiama kriivi turintis jonas atsiranda disocijavus dviems COOH
grupéms ir H17 atomui (komplementarus fragmentas — C,H,O 40).
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Lentelé 9. ApskaiCiuotos energijos reikalingos C,HO" (m/z=41) ir C,H;N" (m/z=41)
katijonams atsirasti Glu IC fragmentacijos metu vakuume, rysio energijos tenkancios

atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, Rysio

oo . HOMO-
Komple- reikalinga energija
s . LUMO
Fragmentas mentarus atsirasti tenkanti
. . tarpas,
fragmentas fragmentui atomui, eV
vakuume, eV eV
C,HO" CHNO,
(m/z=41) (m/z=106) 12.43 2.60 2.27
C,H,N" CHO,
(miz=41) (m/z=106) 12.77 3.20 5.60

Nustatyta, kad pika ties m/z=84 atitinka C,;HNO" fragmentas. Jis gali at-
sirasti kai nutriiksta silpniausias C5-C6 (disocijuoja COOH grupé) ir C3-010,
C5-H12 rysiai. Rasta cheminé fragmento sudétis sutampa su publikuota literatt-
roje (Na ir kiti, 2007). Be to, pastebéjome, jog C,HNO™ fragmento atsiradimui
Glu fragmentacijos metu reikia maziausiai energijos (9.39 eV). Taigi jo atsira-

dimas yra tikétiniausias. NIST duomeny baz¢je esanciame L-glutamo riigsties
teigiama kriivi turinéiy fragmenty masés spektre intensyviausias pikas taip pat
yra ties m/z=84 (NIST (zitréta 2016-06-30)).

3.3. L-glutamino
fragmentacija

Sio tyrimo metu rastas stabi-
liausias GIn konformeras vakuu-
me IC ir vandenyje 1Z yra pateikti
zemiau (Pav. 5). Misy nustaty-
tas IC néra panaSus { literatiiroje
publikuota (Pang ir kiti, 2013)
pati stabiliausia Gln konforme-
ra. Sumodeliavome ir | minéty
autoriy panasy Gln konformera.
Taciau gauti rezultatai parodé, jog
Gln IC (Pav. 5) energija yra Ze-
mesné, t.y. nustatyta konformero
struktiira yra stabiliausia.

Paveikslas 5. Stabiliausias L-glutamino
konformeras IC vakuume kair¢je ir [Z van-
denyje desinéje. IZ konformere yra susidarg
vidumolekuliniai vandeniliniai rySiai tarp
09-H14 atomu.
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Apskai¢iavome, kad L-glutamino jonizacijos energija yra 8.52 eV. Si verté
sutampa su (Bezerril ir kiti, 2011) DFT metodu nustatyta IE — 8.52 eV.

3.3.1. L-glutamino fragmentacijos tyrimas vakuume

Jonizuoty Gln IC ir IZ rysiy ilgiy ir rySiy uzpildy duomenys yra pateikti
Prieduose (Lentelé P3). Silpniausias Gln rySys yra C3-N4. Taigi biity
labiausiai tikétina, kad jis nutriks ir atsiras NH,(m/z=16) ir C;HNO,
(m/z=130) fragmentai. Taciau eksperimentiSkai uZzregistruotuose tyrimuy
partneriy (Pav. 6) ir (NIST (zitréta 2017-05-01)) duomeny bazéje esanciame
GIn katijony spektruose pikai ties minétomis masémis yra neintensyvis.

100 84
- 80
+=
= 28
>
w
E u %
=EE
5 = 40 -
@ &
_q__‘:.a 41
= 20 56
o -
20 40 80 80 100 120 140
m/z=

Paveikslas 6. Eksperimentiskai iSmatuotas L-glutamino (veikto <70 eV elektronais)
katijony masés spektras (iSmatavo dr. Liudmila Romanova, dr. Vasyl Vukstich,
dr. Alexander Papp ir Dr. Sci. Alexander Snegursky, Ukrainos nacionaliné¢ moksly
akademija, Elektrony fizikos institutas, Ukraina, Uzhorodas).

Dél siy priezas¢iy buvo padaryta prielaida, kad fragmentai, kuriy masés
yra m/z=16 ir m/z=130 néra katijonai ir jy naudojamais masés spektrometrais
negalima uZregistruoti, arba jie yra nestabilis, t.y. atsiradg §iu masiy fragmentai
iSkart suskyla. Todél buvo nustatytas NH," (m/z=16) ir C;H,NO, " (m/z=130)
fragmenty terminis stabilumas (rySio energija tenkanti atomui) ir cheminis
aktyvumas (elektroneigiamumas) (Lentelé 10).

Lentelé¢ 10. Apskaiciuotos NH," (m/z=16) ir C;HNO," (m/z=130) katijony rysio
energijos tenkancios atomui ir katijony elektroneigiamumo vertés

Fragmentas Rysio energlj.a tenkanti Elektroneigiamumas,
atomui, eV eV
NH," (m/z=16) 1.15 3.09
CHNO;" (m/z=130) 4.27 4.22
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C,HNO;" (m/z=130) fragmento elektroneigiamumas yra didesnis
(4.22 eV), nei NH," (m/z=16) — (3.09 eV), 8is rezultatas parodo C;H.NO,"
(m/z=130) polinki prisijungti elektronus (jis yra akceptorius). Tai paaiskina,
kodél spektre néra piko ties m/z=130. Dél C3—N4 rysio nutrikimo galéty
atsirasti m/z=16 katijonas ir m/z=130 anijonas. Taciau pikas ties m/z=16
teigiama kriivi turiniy fragmenty spektruose ((Pav. 6), NIST (zitiréta 2017-
05-01)) yra neintensyvus, nes Sios masés fragmentas yra termiskai nestabilus
(ziureéti Lentelé 10).

L-glutamino teigiama kravi turiniy fragmenty masés spektruose
intensyviausi pikai yra ties masémis m/z=28, 41, 56 ir 84 (Pav. 6, NIST (zitréta
2017-05-01)). Pika ties m/z=28 gali atitikti fragmentas, kurio cheminé sudétis
yra CH,N" (HC-NH") arba CO" (Lentelé 11).

Lentelé 11. Apskaiciuotos energijos reikalingos CO" (m/z=28) ir CH,N" (m/z=28)
katijonams atsirasti Gln IC fragmentacijos metu vakuume

Komplementa- Energija, reika-

Frzlg/rznzezn 8t s KO?;:;:;‘;;T“S raus fragmento linga atsirasti
kravis fragmentui, eV
-1 16.30
NH,+C,HgNO, 0 15.23
cot -1 15.67
OH+C,H¢NO, 0 14.93
-1 16.41
OH+H+C,H;NO, 0 14.93
O+C,HNO, -1 12.56
- (CH,CH,CHNH,COOH) 0 14.96
COOH+H+C,H,NO -1 13.52
(NH,COCH,CH,) 0 13.93

Vykstant L-glutamino fragmentacijai CH,N" (m/z=28) gali atsirasti
dviem skirtingais budais: 1) nutrikus C1-C5 ir C5-O7 rySiams; 2) nutriikus
C2-C3, C3-C8 ir N4-H13 rysiams. Energijos, reikalingos atsirasti CH,N"
(m/z=28) fragmentui 1) ir 2) budais, skiriasi 2.68 eV. Nustatyta, jog CH,N"
atsiradimas yra labiau tikétinas, kai nutriksta C2-C3, C3-C8 ir N4-H13 rysiai.
Energijos reikalingos atsirasti Siems fragmentams yra pateiktos Lenteléje 11.
Eksperimentiskai iSmatuota energija reikalinga atsirasti m/z=28 fragmentui
yra 13.90+0.1 eV.
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Palygintos teoriskai apskaiciuotos energijos, reikalingos m/z=28 teigiama
kriivi turintiems fragmentams atsirasti (Lentelé 11) su eksperimentine
verte (13.90£0.1 eV). Pastebéta, jog eksperimentinei vertei artimiausios
yra Sios CH,N" fragmento Eap: 13.52 eV (kai komplementarus fragmentas
(NH,COCH,CH,+COOH+H)") ir 13.93 eV (kai komplementarus fragmentas
(NH,COCH,CH,+COOH+H)").

Nustatyta, kad m/z=41 fragmentas gali bati C;H,", C,H,N" arba C,HO".
Apskaiciuotos minéty fragmenty energijos, bei energijos reikalingos
fragmentams atsirasti, ry$io energijos tenkancios atomams, cheminis kietumas
ir HOMO-LUMO tarpai pateikti Lenteléje 12.

Lentelé 12. Apskaiciuotos C;H;" (m/z=41), C,H,N" (m/z=41) ir C,HO" (m/z=41)
katijony atsirandanciy Gln IC konformero fragmentacijos metu, energijos, bei energi-
jos reikalingos ju atsiradimui, rySio energijos tenkanc¢ios atomui, cheminio kietumo ir
HOMO-LUMO tarpy vertés

g P R e Hovo-
Fragmentas mento . g gl . . LUMO
. atsirasti tenkanti kietu-
m/z=41 energija, . tarpas,
Oy fragmen- atomui, mas, eV
o tui, eV eV eV
Gy -116.945 9.74 3.26 2.62 2.27
(CH,CHCH,") ’ ' ' ' '
C HN*
23 -
(NHCCH, ") 132.406 10.34 2.93 3.47 6.93
C,HO"
(OCCH") -151.561 13.13 2.46 1.13 2.27

Remiantis gautais teoriniais rezultatais (Lentele 12), C;H," (m/z=41)
jono terminis stabilumas yra didziausias, o energija reikalinga atsirasti
Siam fragmentui — maziausia. Kita vertus, C,H,N" (m/z=41) fragmento
HOMO-LUMO tarpas ir cheminis kietumas yra didziausias, taigi C,H,N"
(m/z=41) yra stabiliausias chemiskai. Tikétina, jog C,H;N" katijonas atsiras
vykstant Siems procesams: 1) disocijavus CH,0,° ir C2H5N00 fragmentams,
2) disocijavus H,? ir C,H,NO;". Apskaiciuota, kad energija reikalinga C,H,N"
(m/z=41) fragmentui atsirasti 1) budu yra 10.34 eV, o 2) budu — 10.58 eV.
Eksperimentiskai iSmatuota energija reikalinga atsirasti m/z=41 fragmentui
yra 12.20+£0.1 eV. TeoriSkai apskaiCiuotos energijos, reikalingos Siam
fragmentui (Lentelé 12) atsirasti ir eksperimentiskai iSmatuota E,, vertés
skiriasi vir§ paklaidy riby.
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Taip pat modeliavome fragmentacijos procesa, kurio metu i§ L-glutamino
atsiranda C,H.NO" (OCCH,CH,CHNH"), o i§ C,H.NO" — C,H," katijonas.
Energija, reikalinga atsirasti C;H," (m/z=41) fragmentui auks$¢iau minéto
pakopinio proceso metu yra 11.92 eV. Si verté yra artima eksperimentiskai
iSmatuotai E, . Taigi teoriniai rezultatai rodo, kad C,H," (m/z=41) gali atsirasti
i OCCH,CH,CHNH™ (m/z=84), o ne tiesiogiai d¢l léty elektrony poveikio.
Manome, jog Sio tarpinio proceso nagrin¢jimas eksperimentiniais metodais,
galéty bti sekanciu tyrimy etapu.

Molekulinio modeliavimo metu buvo nustatyta, kad m/z=56 katijonas
yra C,H,NO". Zemiau pateiktos apskai¢iuotos energijos reikalingos atsirasti
C,H,NO" (m/z=56) fragmentui (Lentelé 13).

Lentelé 13. Apskaiciuotos energijos, reikalingos C,H,NO" (m/z=56) katijonui
atsirasti Gln IC fragmentacijos metu vakuume

Fragmentas Komplementarus Energija,
C,H,NO" fragmentas/fragmento kriivis reikalinga
(m/z=56) fragmentui

CH,CHNH,COOH+2H atsirasti eV
-1 11.53
0 12.12
1 17.43

Eksperimentiskai iSmatuota energija, reikalinga atsirasti m/z=56 katijonui —
13.3040.1 eV. Artimiausia eksperimentiskai uzregistruotai, apskaiciuota E,
yra 12.12 eV (Lentel¢ 13). Toks procesas yra tikétiniausias nepaisant ~9%
skirtumo tarp teoriSkai apskaiCiuotos ir eksperimentiskai iSmatuotos Eap.
Isanalizavus kitus tirtus (~50) fragmentacijos procesus, apskaiciuota energija
reikalinga atsirasti C,H,NO" (m/z=56) fragmentui skiriasi nuo eksperimentinés
vertés daug zenkliau. Taigi buvo nustatyta, kad C,H,NO" atsiranda nutriikus
C1-C2 ry$iui ir disocijavus dviems H atomams.

EksperimentiSkai uzregistruotuose L-glutamino teigiama kriivi turinciy
fragmenty masés spektruose (Pav. 6 ir NIST (zitréta 2017-05-01))
intensyviausias pikas yra ties mase m/z=84. Tyrimy partneriy iSmatuota
energija reikalinga atsirasti Siam fragmentui — 8.50+0.1 eV. Tam, kad rasti
stabiliausia ir energiskai tikétiniausia m/z=84 fragmenta buvo apskaiciuota
C,HN, " (m/z=84) ir C,;HNO" (m/z=84) katijony energija, energija reikalinga
atsirasti fragmentams ir rySio energija tenkanti atomui (Lentelé 14).
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Lentelé 14. Apskaiciuotos C,H,N," (m/z=84) ir C,HNO" (m/z=84) katijony atsiran-
dan¢iy Gln IC konformero fragmentacijos metu, energijos, bei energijos reikalingos
ju atsiradimui ir rySio energijos tenkancios atomui

Tel-glzvl-mq Kruvj Fragmento Eflerg'lja, RySI?.
turinéio m/z=84 o reikalinga energija
energija, . '
fragmento v fragmentui tenkanti
struktiira o atsirasti, eV  atomui, eV
CHN,"
NHCCH,CH,CHNH, "
NH,CCH,CH,CNH,, *
2 2t 2 )
(M*-COOH-O-H) 266.329 10.64 3.86
NH=CH-CH=CH-CH,-NH," i§
NHCCH,CH,CHNH,* ~266.377 10.15 3.95
NH=CH-CH=CH-CH,-NH," i
NH,CCH,CH,CNH,* -266.367 9.88 3.93
C,HNO"
OCCH,CH,CNH,"
(M*-COOH-N6"H,) -285.655 10.75 4.00
OCCH,CH,CHNH"
(M*-COOH-N6"H,) -285.689 9.84 4.07
+
NHLOC T, HaC -285.635 11.30 3.95

(M*-COOH-N4"H,)

* Lenteléje 4/6 tai L-glutamino atomo numeris (zitiréti Pav. 5)

Palyginus rysio energijos tenkancios atomui vertes, pastebéta, jog C,HN,"
(m/z=84) ir C,HNO" (m/z=84) fragmenty terminis stabilumas yra panasus
(Lentelé 14). Taip pat buvo palygintos energijos reikalingos atsirasti C,HN,"
(m/z=84) ir C,HNO" (m/z=84) katijonams (Lentel¢ 14). Nustatyta, kad
NHCCH,CH,CHNH," (M"-COOH-O-H, kur M" — L-glutaminas) atsiradimui
reikalinga energija yra maZziausia ir jo susidarymas yra tikétiniausias.

Tyrimy partneriy iSmatuotame (Pav. 6) ir NIST (zitréta 2017-05-01)
bazéje publikuotame L-glutamino katijony masés spektruose yra pikas ties
m/z=129. Fragmentas, kurio masé m/z=129 gali buti arba tiesinés, arba
ciklinés struktiiros, pvz. piroglutamo riig§tis. Cannington ir Ham iSmataveg
mazos energijos fotoelektrony spektra parod¢, jog glutaminas gali ciklizuotis {
piroglutamo riigsti (Cannington & Ham, 1979). Yra zinoma, jog L-glutamino
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deamininimas yra viena i$ dazniausiy potransliaciniy modifikacijy vykstanciy
gyvuose organizmuose (Nalivaeva &Turner, 2001; Hoffmann & Stroobant,
2007). Piroglutamo rtgstis gali atsirasti nuo L-glutamino molekulés
disocijavus amino grupei, t.y. N(4)H, (N(4) — tai Gln N atomas pazymétas
,,4“ Pav. 5 ir dar vienam H atomui. Piroglutamo rtigsties (Cannington & Ham,
1979) ir L-glutamino teigiama kriivi turinciy fragmenty spektrai (Pav. 6 ir
NIST (zitiréta 2017-05-01)) yra panasiis — intensyviausi pikai yra ties tomis
paciomis masémis — m/z=28, 41, 56 ir 84. Taciau pikai ties masémis m/z=16,
18 ir 101 yra biidingi tik L-glutaminui. Fragmentas, kurio masé yra m/z=101
atsiranda kai nuo L-glutamino disocijuoja karboksi grupé. Atsiradgs m/z=18
fragmentas yra vanduo, o m/z=16 — NH,".

Buvo apskaiciuotos fragmenty, kuriy masé¢ vienoda (m/z=129), bet
struktiira skirtinga, energijos (Lentelé 15).

Lentelé 15. Apskaiciuotos skirtingy masiy ir kriviy m/z=129 fragmenty energijos

Fragmento energija, a.v. ir kriivis

Fragmento struktiira

-1 0 1
OCCH,CH,CHNH,COO -475.242 -475.211 -474.955
NH,COCH,CH,CHCOO -475.282 -475.205 -474.8364
OCCH,CH,CNH,COOH -475.209 -475.153 -474.927
NH,COCH,CH,CCOOH -475.205 -475.146 -474.913
Piroglutamo riigstis -475.238 -475.249 -474.912

Pastebéta, kad minimali fragmento energija labai priklauso nuo fragmenty
struktiiry ir kriiviy. Piroglutamo riig§ties energija yra maziausia tarp neutraliy
fragmenty.

Apskaiciuota, jog maziausiai energijos (12.77 eV) reikia atsirasti
neciklinés struktiiros C,H,NO,” (m/z=129) katijonui, kurio formulé —
OCCH,CH,CHNH,COO". Taip pat nustatyta, jog tam, kad susidaryty
neutrali piroglutamo rtigstis i OCCH,CH,CHNH,COO" reikia 11.01 eV, o
i§ OCCH,CH,CNH,COOH" — 11.16 eV. Buvo nustatyta, kad L-glutamino
fragmentacijos metu gali atsirasti tik neutrali (o ne turinti teigiama kriivi)
piroglutamo riigstis. Eksperimentiniuose Gln katijony masés spektruose
(Pav. 6) ir NIST (zitréta 2017-05-01) pikas ties m/z=129 taip pat yra
neintensyvus. Be to, nustatéme, kad m/z=28, 41, 56 bei 84 katijonai atsiranda
tik i§ Gln, o ne i$ piroglutamo riigsties.
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3.3.2. L-glutamino fragmentacijos tyrimas vandenyje

Teoriniais metodais nustatyta, kad Gln IZ IE=8.97 eV. Buvo apskai¢iuotos
energijos, reikalingos atsirasti teigiama krivi turintiems fragmentams
(m/z=28, 41, 56 ir 84) (Lentelé 16). Daugiau energijos reikia atsirasti tokios
pacios masés ir cheminés sudéties fragmentams vandenyje. Taip pat nustatéme,
kad CHN," (m/z=84) fragmento atsirandanCio vakuume ir vandenyje
strukturos yra skirtingos (Pav. 7).

Lentelé 16. Apskaiciuotos energijos, reikalingos atsirasti fragmentams L-glutamino
fragmentacijos metu vandenyje

Energija, reikalinga

Komplementarus atsirasti fragmentui, kai
Fragmentas .
fragmentas fragmentacija vyksta
vandenyje, eV

CH,N" C,HNO;

(m/z=28) (m/z=118) 14.79
CH." C,H.N,O;
3tls 2t1stNoMs

(m/z=41) (m/z=105) 12.79

C,H)NO" C,HNO,® 12.98

(m/z=56) (m/z=90) '

CHN," CH,O; 937

(m/z=84) (m/z=62)

Paveikslas 7. L-glutamino C,H,N," (m/z=84) fragmento struktiiros vakuume (kairé-
je) ir vandenyje (deSinéje).
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Lentelé 17. C,H,N," energijos vakuume ir vandenyje

Fragmento, Fragme- Fragmento, Fragmento,
turincio NH, nto, turin- turincio NH, turincio
Frag- ir COOH ¢io NH,* ir ir COOH NH," ir
mentas grupes, COO" grupes, grupes, energi- COO" grupes,
energija, a.v. energija, a.v. ja, a.v. energija, a.v.
(vakuume) (vakuume) (vandenyje) (vandenyje)
n
C,HgN, -266.395 -266.383 -266.400 -266.413
(m/z=84)

Gauti rezultatai (Lentel¢ 17), parodo, jog C,HN," (m/z=84), turintis
NH, ir COOH grupes dominuoja vakuume, o turintis NH;" ir COO" grupes —
vandenyje.

3.4. L-leucino fragmentacija

Toliau pateikti (Pav. 8) nustatyti stabiliausi Leu konformerai vakuume
(IC) ir vandenyje (IZ). IC konformeras yra panaSus i eksperimentiskai ir
teoriskai nustatyta pati stabiliausia (Cocinero ir kiti, 2007) ir teoriskai rastus
stabiliausius (Rai ir kiti, 2009; Dokmaisrijan ir kiti, 2010) konformerus.

Paveikslas 8. Stabiliausias L-leucino konformeras IC vakuume kairéje ir IZ vande-
nyje desinéje.

Jonizuoto L-leucino IC ir IZ rySiy ilgiai ir uzpildos pateikti Prieduose
(Lentelé P4). Silpniausias L-leucino IC ir I1Z konformery rysys yra C5-C6.
Kitas silpnas IC ir IZ rySys yra C2-C4. Sio tyrimo metu apskai¢iuota L-leucino
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jonizacijos energija vakuume (8.50 eV) palyginta su eksperimentiskai
iSmatuota IE pateikta NIST (zitréta 2017-03-30) duomeny bazéje — 8.51 eV
ir iSmatuota IE — 8.85+0.05 eV bei G3MP2 metodu apskaiciuota IE — 8.88 eV
(Papp ir kiti, 2012). Gauti rezultatai sutampa su eksperimentinémis (Papp ir
kiti, 2012; NIST (zitréta 2017-03-30)) ir teorine verte (Papp ir kiti, 2012).
L-leucino jonizacijos energija vandenyje yra lygi 9.11 eV. Taigi Leu IE
vakuume yra mazesné nei vandenyje. Todél energija reikalinga fragmentams
susidaryti vandenyje turéty biiti didesné.

3.4.1. L-leucino fragmentacijos tyrimas vakuume

Kaip jau minéta, L-leucino fragmentacijos tyrimy metu buvo naudotas
NIST duomeny bazéje publikuotas spektras ir (Papp ir kiti, 2012) iSmatuotos
energijos, reikalingos atsirasti katijonams. Remiantis $iais dviem literattiros
Saltiniais, vykstant Leu fragmentacijai atsiranda m/z=28, 30, 41, 43, 44, 74 ir
86 teigiama kriivi turintys fragmentai. Papp su bendraautoriais taip pat nustate,
kad L-leucino fragmentacijos metu atsiranda m/z=29, 42, 57, 69, 70 ir 75
fragmentai. Identifikavome auks$¢iau minimy (autoriy nustatyty bei pateiktu
NIST baz¢je) masiu fragmenty chemines sudétis ir apskai¢iavome atsiradimui
reikalingas energijas.

Atlikdami molekulinio modeliavimo tyrima apskai¢iavome m/z=28
katijonuy, turin¢iy skirtingas chemines sudétis (CH,N" ir C,H,"), atsiradimui
reikalingas energijas, rySio energijas tenkanc¢ias atomui ir HOMO-LUMO
tarpus (Lentele 18).

Lentelé 18. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti CH,N* (m/z=28) ir C,H,"
(m/z=28) katijonams Leu IC fragmentacijos metu, katijony rysio energijos tenkancios
atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, Rysio HOMO-
Fragmentas reikalinga energija LUMO
m/z=28 fragmentui tenkanti tarpas,
atsirasti, eV atomui, eV eV
CH,N" 9.61 2.86 10.97
CH," 12.98 2.72 5.96

Nustatéme, jog CH,N" (m/z=28) katijono atsiradimui reikia maziau
energijos (9.61 eV), jis yra ir termiskai, ir chemiskai stabilesnis uz C,H,"
(m/z=28) (Lentele 18). Taciau (Papp ir kiti, 2012) iSmatuota E_ ) reikalinga
atsirasti m/z=28 fragmentui yra daug didesné — 13.53+0.05 eV. Tuo tarpu,
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C,H," (m/z=28) atsiradimui reikalinga energija 12.98 eV (Lentelé 18) yra
artima iSmatuotai minéty autoriy. Taigi manome, jog m/z=28 fragmento
cheminé sudétis gali buti ir CH,N", ir C,H,", bet daugiau turéty atsirasti
C,H," (komplementarus jonas — C,H/NO,"). Kaip jau minéta, (Papp ir kiti,
2012) néra patvirting, kuris i$ jy tirty fragmenty (NHCH" arba CO™), atitinka
pika ties m/z=28.

Nagrinéjome kokios cheminés sudéties (CH,N', C,H," ar CHO")
fragmentas atitinka pika esantj ties m/z=29. Toliau pateikiamos energijos
reikalingos atsirasti m/z=29 teigiama kriivi turintiems fragmentams, jy rysio
energija tenkanti atomui ir HOMO-LUMO tarpai (Lentelé 19).

Lentelé¢ 19. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti CH,N" (m/z=29), C,H,"
(m/z=29) ir CHO" (m/z=29) katijonams Leu IC fragmentacijos metu, katijony ry$io
energijos tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertes

Energija, RySio HOMO-

Fragmentas reikalinga energija LUMO

m/z=29 fragmentui tenkanti tarpas,
atsirasti, eV atomui, eV eV
CH,N" 11.44 2.59 7.96
C,H/" 13.24 2.86 8.97
CHO™" 12.47 1.19 8.94

Pagal gautus rezultatus (Lentelé 19), maziau energijos reikia CH,N"
(m/z=29) nei C,H,/CHO" (m/z=29) atsirasti. Taciau C,H," (m/z=29)
katijonas yra termiSkai ir chemiskai stabilesnis, o jo atsiradimui reikalinga
energija sutampa su eksperimentine (12.98+0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012).
CHO" (m/z=29) yra stabilesnis chemiskai uz CH;N " (m/z=29) ir jo atsiradimui
reikalinga energija taip pat nedaug skiriasi nuo eksperimentines vertés. Taigi
vykstant Leu fragmentacijai dél ety elektrony poveikio gali atsirasti visi trys
minéti fragmentai, bet daugiausiai turéty atsirasti C,H," (m/z=29) katijono
(komplementarus fragmentas — C,H,NO,"). Tuo tarpu, (Papp ir kiti, 2012)
rezultatai rodo, jog labiau tikétina, kad m/z=29 fragmento cheminé sudétis
yra CHO" (ne CH,;N"). Minéti autoriai netyré C,H," (m/z=29) fragmento
atsiradimo galimybeés.

NIST duomeny bazé¢je esanCiame L-leucino teigiama kriivi turinciy
fragmenty masés spektre vienas i$ intensyviausiy piky yra ties mase m/z=30
(NIST (zitréta 2017-03-30)). Nustatéme, jog m/z=30 fragmentas yra CH,N"
(komplementarus fragmentas yra C;HyO,"). Identifikuota fragmento cheminé
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sudétis sutapo su (Papp ir kiti, 2012) publikuotais duomenimis. Atlike
tyrimus pastebéjome, jog tam, kad atsirasty Sis fragmentas, turi ne tik nutrokti
C4-C5, C5-C6 (C-C), O9-H22 rySiai, bet ir vykti H atomo migracija —
H22 disocijuoja nuo O9 atomo ir prisijungia prie C5. Apskaiciuota energija
reikalinga atsirasti Siam fragmentui yra 10.79 eV. Ji atitinka (Papp ir Kkiti,
2012) iSmatuotg Eap=10.93i0.05 eV.

ISnagringje Leu IC rySiu ilgiy ir uzpildy duomenis (Lentelé Prieduose
P4), pastebéjome, kad pika ties mase m/z=41 gali atitikti C,H;N", C,HO"
ir C;H" katijonai. Nustatyta, jog maziausiai energijos reikia atsirasti C;H,"
(komplementarus fragmentas — C;H NO,") teigiama kriivi turin¢iam jonui, be
to jis yra stabiliausias termiskai (Lentelé 20).

Lentelé 20. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti C;H," (m/z=41), C,H,N*
(m/z=41) ir C,HO" (m/z=41) katijonams Leu IC fragmentacijos metu ir katijony rysio
energijos tenkancios atomui

Fragmentas Energija, reikalinga Rysio energija tenkanti
m/z=41 fragmentui atsirasti, eV atomui, eV
CHg" 12.87 3.59
C,HN* 13.64 3.18
C,HO" 14.40 2.60

Papp su bendraautoriais pika ties mase m/z=41 taip pat identifikavo kaip
atitinkanti fragmenta, kurio cheminé sudétis — C;H," (Papp ir kiti, 2012). Jy
iSmatuota Eap=12.3 1+0.05 eV. Miisy apskaiciuota energija reikalinga atsirasti
C,H," fragmentui sutampa su iSmatuota minéty autoriy.

Istyréme m/z=42 fragmenty atsiradima. Molekulinio modeliavimo metu
nustatéme, jog Sios masés fragmento cheminé sudétis yra C;H," (tokia pati,
kaip ir rasta (Papp ir kiti, 2012)). Tyrimy rezultatai parodé, jog Sis teigiama
kriivi turintis fragmentas atsiranda nutrukus C2-C3 ir C4-C5 rySiams.
Misy apskaiCiuota fragmento Eap=12.43 eV. Komplementarus fragmentas
atsirandantis to paties proceso metu yra C,H,NO,’ Tuo tarpu, C,H,0"
(m/z=42) atsiradimas L-leucino fragmentacijos metu yra maziau tikétinas, nes
apskaiciuota energija reikalinga atsirasti Siam fragmentui (Eap=14.36 eV) yra
didesné virs§ paklaidy riby uz eksperimentiskai iSmatuotg E ap=12. 16+0.05 eV
(Papp ir kiti, 2012). Be to, C;H," katijonas (rySio energija tenkanti atomui —
3.45 eV) yra termiskai stabilesnis uz C,H,O" (rySio energija tenkanti atomui —
2.90 eV).
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Tyréme, ar m/z=43 yra C,H,"/C,HN". Nustatéme, jog abi cheminés
sudétys galimos, t.y. apskaiciuota energija reikalinga atsirasti C;H," (m/z=43)
ir C;HN" (m/z=43) fragmentams (Lentel¢ 20) sutampa su eksperimentiskai
iSmatuota energija reikalinga atsirasti m/z=43 katijonui (11.85+0.05 eV)
(Papp ir kiti, 2012). Kadangi abi minétos cheminés sudétys yra tikétinos,
buvo apskaiciuota rySio energija tenkanti atomui ir HOMO-LUMO tarpai
(Lentele 21).

C,HN" fragmentas yra stabilesnis ir termiskai, ir chemiskai (Lentelé 21).
Taigi misy duomenimis, pika ties mase m/z=43 atitinka C,HN"
(komplementarus fragmentas — C,H,0,").

Lentelé 21. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti C;H," (m/z=43) ir C,H,N"
(m/z=43) katijonams Leu IC fragmentacijos metu, rySio energijos tenkancios atomui
ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, RySio HOMO-

Fragmentas reikalinga energija LUMO

m/z=43 fragmentui tenkanti tarpas,
atsirasti, eV atomui, eV eV
C,H," 11.34 3.40 2.24
C,HN" 12.36 3.67 5.11

Papp su bendraautoriais gauti rezultatai rodo, jog m/z=43 masés teigiama
kriivi turintis fragmentas yra C;H," (Papp ir kiti, 2012). Kita vertus, duomeny
apie C,H,N" (m/z=43) fragmento atsiradimo tyrimus auk§¢iau minéti autoriai
nepateike.

NIST duomenu bazéje publikuotame Leu katijony masés spektre
pikas ties mase m/z=44 yra labai intensyvus (NIST (zitréta 2017-03-30)).
Misy nustatyta cheminé fragmento sudétis — C,HN" (komplementarus
fragmentas — C 4H7020). Apskaiciavome, jog energija reikalinga atsirasti §iam
fragmentui yra 10.16 eV, o ry$io energija tenkanti atomui (REA) — 3.60 eV,
tuo tarpu C;H," (m/z=44) Eap yra didesné (11.18 eV), o terminis stabilumas —
mazesnis (REA=1.42 eV). Papp su bendraautoriais nustatyta cheminé $§i
pika atitinkancio fragmento sudétis yra tokia pati — C,HN". Ju iSmatuota
Eap=10.63i0.05 eV (Papp ir kiti, 2012). Nustatéme, jog Sis katijonas atsiranda,
kai nutriiksta C5-C6 (disocijuoja karboksi grupé) ir C2-C4 (disocijuoja
CH-(CH,),), o H22 atomas prisijungia prie C5 (C,) atomo.

Fragmentas, kurio m/z=57 galéty biiti C,H," arba C,H,NO". Nustatéme,
jog C,Hy" (Eap=10.19 eV) fragmento atsiradimui reikia maziau energijos nei
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C,H,NO" (E, ,—11.53eV). C JHy" (m/z=57) fragmentas yra Leu Soniné grupé
(R=—CH,-CH-(CH,),
(Papp ir kiti, 2012) iSmatuota verte — 10.65+0.05 eV. Sutampa ir rasta cheminé

sudétis — C,H,*. Miisy nustatytas komplementarus fragmentas — C,H,NO,°.
+

™). Be to, miisy apskai¢iuota Eap=10.19 eV sutampa su

Nagrin¢jome trijy galimy, skirtingas chemines sudétis turin¢iy (C,H, ",
C,H,0," ir C;H,NO") m/z=70 fragmenty atsiradima. Gauti rezultatai pateikti

zemiau (Lentelé 22).

Lentelé 22. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti C;H,," (m/z=70), C;H,0,"
(m/z=70) ir C;H,NO" (m/z=70) katijonams Leu IC fragmentacijos metu ir katijony
ry$io energijos tenkancios atomui

Fragmentas Energija, reikalinga Rysio energija tenkanti
m/z=70 fragmentui atsirasti, eV atomui, eV
CH,," 9.94 3.80

CH,0," 10.47 2.14
C,H,NO" 10.85 3.23

Pastebéjome, jog C.H,," (komplementarus fragmentas — CH,NO,?)
fragmento atsiradimui reikia maziausiai energijos (9.94 eV), ji sutampa su
eksperimentine verte (9.52+0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012), be to, §is fragmentas
yra termiskai stabiliausias (Lentel¢ 22). Literattiroje (Papp ir kiti, 2012)
pikas ties mase m/z=70 taip pat identifikuojamas kaip C;H,,". Pagal miisy
kompiuterinio modeliavimo rezultatus, C;H " atsiranda disocijavus dviems
L-leucino grupéms: karboksi ir amino.

Dar viena intensyvy pika L-leucino teigiama kriivi turinéiy fragmenty
spektre ties mase m/z=74 NIST (zitréta 2017-03-30) atitinka C,H,NO,".
Nustatyta cheminé fragmento sudétis (C,H,NO,") sutampa su publikuota
(Papp irkiti, 2012). Aspkai¢iavome, kad C,H,NO," (m/z=74) Eap yra10.03 eV.
Si verté sutampa su eksperimentiskai iSmatuota E ap=10.52i0.05 eV (Papp ir
kiti, 2012). C,H,NO," (m/z=74) atsiranda kai disocijuoja Sonin¢ tiriamosios
AR grupée (C 4H90).

Nustatéme, jog m/z=75 Xkatijono cheminé¢ sudétis yra C,HNO,"
(E ap=9.45 eV). Papp su bendraautoriais pika tie Sia mase taip pat identifikavo
kaip C,H,NO," . Jy iSmatuota minétos masés fragmento atsiradimo energija
yra 9.11£0.05 eV (Papp ir kiti, 2012). Misy apskaiciuota ir autoriy iSmatuota
energija sutampa. C,H.NO," (m/z=75) fragmentas atsiranda kai nutriiksta
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C4-C5 rySys, o H13 atomas disocijuoja nuo C4 ir prisijungia prie C5 atomo
(atsiranda komplementarus fragmentas — C 4Hgo).

Intensyviausias pikas eksperimentiskai uzregistruotame L-leucino teigiama
kriivi turin¢iy fragmenty maseés spektre (NIST (zitréta 2017-03-30)) yra ties
m/z=86. Tyréme dvieju skirtingy katijony — C;H,,N" (m/z=86) ir C;H,NO,"
(m/z=86) atsiradima. Nustatéme, jog energiSkai palankesnis yra C,H ,N"
atsiradimas. Tokiam procesui reikia 8.93 eV —maziausiai i$ visy Leu fragmenty.
Papp su bendraautoriais taip pat nustaté, jog $i pika atitinka fragmentas, kurio
cheminé sudétis yra C;H|,N™; ju imatuota E - 0-24+0.05 eV (Papp ir kiti,
2012). Modeliavimo rezultatai rodo, kad minétas jonas atsiranda nutrukus
silpniausiam C5-C6 rysiui (zitréti Pav. 8), t.y. disocijavus neutraliai karboksi
grupei.

Literatfiriniais duomenimis piko ties mase m/z=69 cheminé sudétis — C;Hy"
(Papp ir kiti, 2012). Ta¢iau misy teorinio tyrimo rezultatai rodo, jog Sios
masés fragmentas neturéty atsirasti. NIST duomeny bazéje publikuotame Leu
katijony masés spektre pikas ties minéta mase yra labai mazo intensyvumo
(NIST (zitiréta 2017-03-30)), t.y. jo atsiradimas mazai tikétinas.

3.4.2. L-leucino fragmentacijos tyrimas vandenyje

Apskaic¢iavome energijas biitinas atsirasti katijonams Leu fragmentacijos
metu vandenyje (Lentelé 23). Taip pat iSanalizavome ir toliau pateikiame
nustatytus fragmentacijos skirtumus vakuume ir vandenyje.

Lentelé 23. Apskaiciuotos energijos, reikalingos atsirasti fragmentams L-leucino
fragmentacijos metu vandenyje

Energija, reikalinga atsirasti

Fragmentas Komplementarus fragmentui, kai fragmentacija
fragmentas .
vyksta vandenyje, eV

CH," C,H,NO, 13.73
(m/z=28) (m/z=103)

CH," C,HNNO, 13.98
(m/z=29) (m/z=102)

CH,N* CH,0, 11.35
(m/z=30) (m/z=101) '

CH," C,HNO, 13.58
(m/z=41) (m/z=90) ’

Lentelés 23 tesinys sekanciame puslapyje
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Lentelés 23 pradzia ankstesniame puslapyje

Energija, reikalinga atsirasti

Fragmentas Komplementarus fragmentui, kai fragmentacija
fragmentas .
vyksta vandenyje, eV
C,H/" C,H,NO,° 13.15
(m/z=42) (m/z=89) '
C,HN" C,HO,
(m/z=43) (m/z=88) 13.04
C,HN" C,H,0,°
26 4772
(m/z=44) (m/z=87) 10.74
CH," C,H,NO,° 11.15
(m/z=57) (m/z=74)
CH,* CH,NO,°
sth10 3V
(m/z=70) (m/z=61) 1046
C,H,NO," C,H,° 1113
(m/z=74) (m/z=57)
C,HNO,* C,H,° 9.98
(m/z=75) (m/z=56)
CH,,N* CHO,? 9.41
(m/z=86) (m/z=45)

Nustatéme, jog energija reikalinga atsirasti tokios pa¢ios masés ir cheminés
sudéties fragmentams (pvz. labiausiai tikétino C.H ,N" (m/z=86)) vykstant
L-leucino IC konformero fragmentacijai vakuume yra mazesné nei vykstant
1Z konformero fragmentacijai vandenyje.

Keletos katijonu — CH,N" (m/z=30), C,HN" (m/z=43), C,HN"
(m/z=44), C,HNO," (m/z=74), C,H,NO," (m/z=75) ir C;H,N" (m/z=86)
geometrinés struktiiros skiriasi, kai katijonai susidaro vykstant L-leucino IC ir
1Z fragmentacijai, atitinkamai, vakuume ir vandenyje (Pav. 9).

Norint nustatyti, ar katijonai vakuume atsiradg i§ IC konformero struktaros,
taip pat tureés NH, ir COOH grupes, o atsiradg vandenyje i$ IZ konformero —
biudingas NH," ir COO" grupes, apskai¢iavome fragmenty, turinéiy
NH,/NH; bei COOH/COO" grupes vakuume ir vandenyje, atitinkamai,
energijas (Lentelé 24).

Pagal teorinio tyrimo rezultatus (Lentelé 24), i§ konformero, kuriam
budingos NH, ir COOH grupés atsiras fragmentai, turinys tokias pacias
grupes, o i$ koformero turin¢io NH;" ir COO" grupes — katijonai taip pat
turintys protonizuota amino ir deprotonizuota karboksi grupes.
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Paveikslas 9. L-leucino fragmenty, kuriy masés ir cheminés sudétys yra tokios pacios,
struktiros vakuume ir vandenyje: A — CH,N" (m/z=30), B — C,H,N" (m/z=43), C -
C,H(N" (m/z=44), D — C,H,NO," (m/z=74), E — C,H,NO," (m/z=75) ir F — C;H ,N*
(m/z=86).
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Lentelé 24. Fragmenty energijos vakuume ir vandenyje

Fragmenty, Fragmenty, Fragmenty, Fragmenty,
turinciy turinciy turinciy turinciy
Frag- NH, ir COOH NH,"ir COO" NH, ir COOH NH,"ir COO
mentas grupes, grupes, grupes, grupes,
energijos, a.v. energijos, a.v. energijos, a.v. energijos, a.v.
(vakuume) (vakuume) (vandenyje) (vandenyje)
CH,N*
4 - R - R
(m/z=30) 94.961 94.734 94.993 95.025
"
CZHEN -133.645 -133.622 -133.718 -133.747
(m/z=43)
.
CHN -134.289 -134.115 -134.419 -134.441
(m/z=44)
"
CZH“E\IO -283.587 -283.566 -283.615 -283.650
(m/z=74)
"
CZH{\IO -284.140 -284.100 -284.175 -284.211
(m/z=75)
n
CH N -252.194 -252.176 -252.449 -252.476
(m/z=86)

3.5. L-izoleucino fragmentacija

Zemiau yra pateikta stabiliausio Ile konformero vakuume (IC) ir vandenyje
(I1Z) vaizdai ir atomy numeracijos (Pav. 10). Tiriant kuris Ile konformeras yra
stabiliausias, buvo sumodeliuoti ir konformerai, kuriy amino bei karboksi
grupiy vandeniliy ir R=-CH(CH,)CH,CH; grupés padétys yra panaSios
1 anksCiau publikuoty konformery atitinkamy vandeniliw/grupés padétis.
Masy surastas IC konformeras (Pav. 10) néra panasus i anks¢iau publikuotus
(Lesarri ir kiti, 2005; Boeckx ir kiti, 2012) Ile konformerus. Rezultatai, kuriuos
gavome, parodé, jog Ile IC (Pav. 10) yra stabiliausias.

Nustatéme, jog L-izoleucino IC IE (kai molekulé ir jos katijonas yra
pusiausviringje busenoje) — 8.34 eV vakuume. Palyginta IC IE su eksperime-
ntiskai iSmatuota IE pateikta NIST duomenty bazéje — 9.50+0.20 eV (NIST
(ziuréta 2017-12-30)) ir 8.79+0.05 eV (Papp ir kiti, 2012). Miisu apskaiciuota
IE sutampa su (Papp ir kiti, 2012) eksperimentiskai nustatyta IE. L-izoleucino
jonizacijos energija vandenyje (miisy duomenimis) yra lygi 9.11 eV.
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Paveikslas 10. Stabiliausias L-izoleucino konformeras IC vakuume kairéje ir [Z van-
denyje desinéje.

Jonizuoto (teigiama kriivi turincio) IC ir IZ L-izoleucino ry$iy ilgiy ir
rySiy uzpildy duomenys yra pateikti Prieduose (Lentel¢ PS5). Silpniausias
L-izoleucino IC ir I1Z konformery rySys yra C5-C6. Kitas silpnas IC ir [Z
rysSys — C2-C5.

3.5.1. L-izoleucino fragmentacijos tyrimas vakuume

L-izoleucino teigiama kruvi turin¢iy fragmenty masés spektre
publikuotame NIST (zitréta 2017-12-30) duomeny bazéje intensyviausi pikai
yra ties masémis m/z=27, 28, 29, 30, 41, 44, 56, 57, 69, 74, 75 ir 86. Papp su
bendraautoriais nustat¢, jog Ile fragmentacijos metu atsiranda ne tik auksciau
minimi, bet ir m/z=42, 43 bei 70 katijonai. Toliau yra pateiktos apskaiciuotos
energijos reikalingos atsirasti auksciau jvardinty masiy katijonams.

Tyrimo metu analizavome C,H," (m/z=27) atsiradimo galimybg. Pikas
ties Sia mase yra uzregistruotas NIST (zitréta 2017-12-30) publikuotame Ile
katijony spektre, taciau (Papp ir kiti, 2012) jo atsiradimo netyré. Sio tyrimo
metu apskaiciuota skirtingy geometriniy struktiiry fragmenty energija, taip pat
energijos reikalingos atsirasti fragmentams, rySio energija tenkanti atomui ir
HOMO-LUMO tarpai (Lentelé 25).

Pagal pateiktus rezultatus (Lentel¢ 25), H,C-CH" (m/z=27) ir C-CH,"
(m/z=27) fragmenty atsiradimui reikalinga energija sutampa, ta¢iau H,C-CH "
(m/z=27) fragmentas yra termiskai stabilesnis. Kita vertus, abieju minéty
geometriniy struktiry HOMO-LUMO tarpo vertés sutampa. Taigi C-CH,"
gali virsti H,C-CH" (jo energija Zemesné).
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Lentelé 25. Apskai¢iuotos C,H," (m/z=27) katijony energijos, energijos reikalinga ju
atsiradimui, rysio energijos tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Fragmento Eflel‘g-l‘]a, Rys12 HOMO-
Fragmentas enersiia reikalinga energija LUMO
m/z=27 a%] ’ fragmentui tenkanti tarpas,
o atsirasti, eV  atomui, eV eV
n
(HC(Z?I—%HY -77.582 12.79 2.67 5.35
,C-
.
(Ccéﬁ ) -77.508 13.05 2.26 5.54
s

Toliau pateiktos miisy apskaiiuotos m/z=28 fragmenty energijos, bei
energijos reikalingos atsirasti Sios masés fragmentams ir rySio energija
tenkanti atomui (Lentelé 26).

Lentelé 26. Apskaiciuotos C,H," (m/z=28) ir CH,N" (m/z=28) katijony energijos,
energijos reikalingos ju atsiradimui ir rySio energijos tenkancios atomui vertés

Energija, Rysio
Fragmentas Fragmento reikalinga energija
g energija g gy
m/z=28 ay i fragmentui tenkanti
o atsirasti, eV atomui, eV
CH," -78.195 12.71 2.72
+
(HCI\II—{ZCNH*) -93.717 11.15 2.86
N
(}?II{IZIZIT) -93.636 11.47 2.30
,N-

Apskaiciuota, jog maziausiai energijos reikia CH,N" (HN-CH") ir CH,N"
(H,N-C") atsirasti (ju Eap sutampa) (Lentelé¢ 26). Kita vertus, gautos Eap
vertés zenkliai skiriasi nuo (Papp ir kiti, 2012) iSmatuoto energijos kiekio
reikalingo m/z=28 fragmento atsiradimui (13.394+0.05 eV). Palyginus rysio
energijas tenkancias atomui C,H,” (REA=2.72 eV),HN-CH" (REA=2.86 V)
ir H)N-C* (REA=2.30 eV), pastebéjome, jog C,H," (m/z=28) ir HN-CH"
(m/z=28) terminis stabilumas yra panaSus (ju rySio energijos tenkancios
atomui sutampa). Nustatyta, kad tik C,H," (m/z=28) atsiradimui reikalinga
energija (12.71 eV) sutampa su (Papp ir kiti, 2012) iSmatuota. Taigi pika ties
mase m/z=28 atitinka C,H," (komplementarus fragmentas — C,H,NO,").
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Teoriniy tyrimy metu patikrinome, ar pika ties mase m/z=29 atitinka
CH,N", C,H,"arba CHO". Gauti rezultatai pateikti Lenteléje 27.

Lentelé 27. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti C,Hs" (m/z=29), CH,N"
(m/z=29) ir CHO™ (m/z=29) katijonams Ile IC fragmentacijos metu, katijony rysio
energijos tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, Rysio HOMO-

Fragmentas reikalinga energija LUMO

m/z=29 fragmentui tenkanti tarpas,
atsirasti, eV atomui, eV eV
C,H," 12.45 2.86 8.97
CH,N" 12.86 2.59 6.85
CHO* 13.46 1.16 8.96

Palyginus §io tyrimo metu apskaic¢iuotas Eap (Lentele 27) su ekperimentiskai
iSmatuota energija reikalinga atsirasti m/z=29 fragmentui (12.40+0.05 eV)
(Papp ir kiti, 2012), pastebima, jog ir C,H," (m/z=29), ir CH;N" (m/z=29)
fragmentams atsirasti reikalinga energija yra artima eksperimentinei vertei.
Taciau C,H," (m/z=29) fragmentas yra termiSkai ir chemiSkai stabilesnis
uz CH;N" (m/z=29). Taigi C,H," (m/z=29) atsiradimas yra tikétiniausias,
nors manome, jog galéty atsirasti ir CH,N" (m/z=29) katijonas. Skylant Ile
molekulei atsiranda C,H," (m/z=29) fragmentui komplementarus anijonas —
C,HNO,™. Tuo tarpu, (Papp ir kiti, 2012) rezultatai rodo, jog labiau tikétina,
kad m/z=29 fragmentas yra CHO". Ta¢iau masy rezultatai rodo, kad CHO™
(m/z=29) atsiradimui reikia daugiausiai energijos ir jis yra maziausiai
termiskai stabilus. Tuo tarpu, minéti autoriai netyré C,H," (m/z=29) teigiama
kriivi turincio fragmento atsiradimo galimybés.

NIST duomeny bazéje publikuotame L-izoleucino teigiama kriivi turinéiy
fragmenty masés spektre vienas intensyviausiy pikuy yra ties m/z=30.
Tyréme, ar pika ties m/z=30 atitinka CH,N", ar C,H." (Lentel¢ 28). CH,N"
(m/z=30) atsiradimui reikia maziau energijos (Eap=10.58 eV) ir ji sutampa
su iSmatuota Eap (10.24£0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012). Be to, CH,N"
(m/z=30) fragmentas yra termiSkai stabilesnis uz C,H," (m/z=30). Remdamiesi
gautais molekulinio modeliavimo rezultatais (Lentelé¢ 28) galime teigti, jog
m/z=30 fragmento cheminé sudétis yra CH,N" (komplementarus fragmentas —
C5H9020). Tam, kad atsirasty CH,N" (m/z=30) turi ne tik disocijuoti karboksi
ir Sonin¢ L-izoleucino grupés, bet ir disocijaves karboksi grupés H22 atomas
prisijungti prie C5 atomo. Miusy ir (Papp ir kiti, 2012) nustatyta cheminé
m/z=30 fragmento sudétis sutampa.
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Lentelé 28. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti CH,N" (m/z=30) ir C,H "
(m/z=30) katijonams Ile IC fragmentacijos metu ir katijony rysio energijos tenkancios
atomui

Fragmentas Energija, reikalinga RySio energija
m/z=30 fragmentui atsirasti, eV  tenkanti atomui, eV
CH,N" 10.58 2.99
CH," 11.24 2.65

ISnagrinéjg Ile rysiy ilgius ir uzpildas (prieduose Lentelé P5) nusprendéme
patikrinti, ar m/z=41 pika atitinka C;H,", ar C,HO". Apskai¢iavome, jog E,
(C;H )=12.49 eV, E, (C,HO")=13.26 eV. Taigi C,H" (m/z=41) atsiradimui
reikia maziau energijos ir ji sutampa su eksperimentiskai iSmatuota Eap verte —
12.6140.05 eV (Papp ir kiti, 2012). Tod¢l m/z=41 pika atitinkantj fragmenta
identifikavome kaip C;H,". Jis atsiranda, kai nutriiksta L-izoleucino C1-C2,
C2-C5 ir C2-H12 rysiai. Sio proceso metu taip pat susidaro komplementarus
anijonas — C;H¢NO,". Nustatyta cheminé minétos masés fragmento sudétis
sutampa su pateikta literattroje (Papp ir kiti, 2012).

Sio tyrimo, atlikto kvantinés chemijos metodais, metu apskai¢iavome
C,H,"(m/z=42), C,H,0" (m/z=42) ir C,H,N" (m/z=42) fragmenty atsiradimui
reikalingas energijas ir fragmenty rySio energijas tenkancias atomui
(Lentelé 29).

Pagal gautus rezultatus (Eap ir rySio energija tenkancia atomui), C;H "
(m/z=42) jono atsiradimas yra tikétiniausias — jo atsiradimui reikia maziausiai
energijos ir jis yra termiskai stabiliausias (Lentelé 29). Buvo palyginta miisy
apskaiciuota ir (Papp ir kiti, 2012) iSmatuota Eap (12.45+0.05 eV) — atsiradimo
energijos sutampa. Nustatéme, jog m/z=42 yra C,H,". Surasta cheminé sudétis
sutampa su minéty autoriy rezultatais. C;H," (m/z=42) atsiranda nutriikus
C1-C2 ir C2-CS rySiams. Komplementarus fragmentas — C;H,NO,".

Lentelé 29. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti C,H." (m/z=42), C,H,0"
(m/z=42) ir C,H,N" (m/z=42) katijonams Ile IC fragmentacijos metu ir rySio energi-
jos tenkancios atomui vertés

Fragmentas Energija, reikalinga Rysio energija tenkanti
m/z=42 fragmentui atsirasti, eV atomui, eV
C,H/" 11.87 3.84
C,H,0" 13.09 2.90
C,HN" 13.46 3.43
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Sio molekulinio modeliavimo metu tyréme m/z=43 fragmenty — CH, " ir
C,H\N" atsiradima. Nustatytos atsiradimui reikalingos E.» ry$io energijos
tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpai (Lentelé 30).

Lentelé 30. ApskaicCiuotos energijos reikalingos atsirasti C;H," (m/z=43) ir C,H.N*
(m/z=43) katijonams Ile IC fragmentacijos metu, katijony rySio energijos tenkancios
atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, Rysio HOMO-
Fragmentas reikalinga energija LUMO
m/z=43 fragmentui tenkanti tarpas,
atsirasti, eV atomui, eV eV
CH," 12.29 3.47 7.24
C,HN" 11.56 3.57 6.37

Apskaiciavome, jog C,HN' (m/z=43) fragmento atsiradimui reikia
maziau energijos (Lentelé 30). Abieju fragmenty rySio energija tenkanti
atomui sutampa. Taigi terminis $iy fragmenty stabilumas vienodas. Taciau
eksperimentinei vertei (12.70+£0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012) artimesné
E =12.29 eV - tiek energijos reikia C,H," (m/z=43) atsirasti. Be to, C;H"
(m/z=43) yra stabilesnis chemiskai. Taigi miisy teorinio modeliavimo rezultatai
rodo, jog dominuojantis m/z=43 yra C;H,". Jis atsiranda kai nutriiksta Sie Ile
rysiai: C1-C2, C2-C5, C5-H11 ir jvyksta H11 migracija (minétas vandenilio
atomas prisijungia prie C2). To paties proceso metu atsiranda ir C;HNO,
(komplementarus fragmentas). Tuo tarpu, (Papp ir kiti, 2012) teigia, jog
m/z=43 néra C;H.", bet kitokiu galimy varianty jie nenagrinéjo.

Kompiuterinio modeliavimo tyrimy rezultatai parodé, jog pika ties mase
m/z=44 NIST duomeny bazéje publikuotame Ile teigiama kriivi turinciy
fragmenty spektre galime identifikuoti kaip C,HN" (komplementarus jonas —
C,H.0,). C,HN" atsiradimui reikalinga energija (11.46 eV) yra artimesné
eksperimentiskai iSmatuotai vertei (11.09+0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012)
nei C;Hg" (11.93 eV). Be to, C,HN" (m/z=44) fragmentas yra termiskai
stabilesnis uz C;Hg" (Lentel¢ 31). Nustatytasis fragmentas (C,HN")
atsiranda L-izoleucino fragmentacijos metu nutrukus C1-C2, C1-H15, C2-C3,
C5-C6 (disocijuoja karboksi grupé) ir 09-H22 rySiams bei ivykus H15 ir H22
atomy migracijai — disocijave Sie atomai prisijungia prie C2 ir C5 atomuy,
atitinkamai. Minéti autoriai Sios masés fragmenta taip pat identifikavo kaip
C,HN"™.
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Lentelé 31. Apskaiciuotos energijos reikalingos atsirasti C,HN" (m/z=44) ir C;H."
(m/z=44) katijonams Ile IC fragmentacijos metu ir rysio energijos tenkancios atomui
vertes

Fragmentas Energija, reikalinga RySio energija tenkanti
m/z=44 fragmentui atsirasti, eV atomui, eV
C,HN" 11.46 4.63

CHg" 11.93 3.23

NIST duomeny bazgéje publikuotame L-izoleucino teigiama kriivi turin¢iy
fragmenty spektre yra pikas ties mase m/z=56, taciau (Papp ir kiti, 2012)
duomeny apie Sios masés piko atsiradima nepateiké. Todél kyla klausimas,
ar Sios masés fragmentas galéty atsirasti, ir jei galéty, kokia yra jo cheminé
sudétis. Apskai¢iavome energijas reikalingas atsirasti C;HN" (m/z=56) ir
C,H,NO" (m/z=56) fragmentams, juy rySio energijas tenkancias atomui bei
HOMO-LUMO tarpus (Lentelé 32).

Lentelé 32. Apskaic¢iuotos C,HN" (m/z=56) ir C,H,NO" (m/z=56) katijony ener-
gijos, energijos reikalingos juy atsiradimui, ry$io energijos tenkan¢ios atomui ir
HOMO-LUMO tarpy vertés

Frag- Energija, RySio HOMO-
Fragmentas mento reikalinga energija LUMO
m/z=56 energija, fragmentui tenkanti tarpas,
a.v. atsirasti, eV  atomui, eV eV
CHN" -172.303 13.14 3.84 3.15
(H,N-CH-C-CH,")
C,HNN" -172.378 13.24 4.05 522
(H,N-CH-CH-CH,")

C,H)NO" -207.047 13.96 3.93 3.63

Tam, kad atsirasty C;HN' fragmentas (H,N-CH-C-CH," arba
H,N-CH-CH-CH,") reikia maziau energijos nei atsirasti C,H,NO" (Lente-
lé 32). H,N-CH-CH-CH," katijonas yra ir termiskai, ir chemiskai stabilesnis.
H,N-CH-CH-CH," atsiranda po karboksi ir dvieju metilo grupiu disocijacijos
nuo Ile molekulés (atsiranda ir komplementarus fragmentas — C;H,0,).

Patikrinome, kurio i§ $iy — C,Hy" (m/z=57), C;H N (m/z=57), C,H,NO"
(m/z=57) bei C,HO," (m/z=57) katijonu atsiradimas yra tikétiniausias.
Energijos reikalingos atsirasti minétiems teigiama kriivi turintiems frag-
mentams bei jy rySio energijos tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpai
pateikti Lenteléje 33.
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Lentelé 33. ApskaiCiuotos energijos reikalingos atsirasti C,H," (m/z=57), C,H,N*
(m/z=57), C,H;NO" (m/z=57) ir C,HO," (m/z=57) katijonams Ile IC fragmentacijos
metu, katijony rysio energijos tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, RySsio HOMO-

Fragmentas reikalinga energija LUMO

m/z=57 fragmentui tenkanti atomui, tarpas,
atsirasti, eV eV eV
CH," 10.16 3.73 5.68
C3H7N+ 10.40 3.68 5.17
C,H,NO" 10.59 391 6.38
C,HO," 11.26 2.94 4.64

Nustatéme, jog C,H," (m/z=57), C,H,N" (m/z=57) ir C,H,NO"
(m/z=57) fragmenty atsiradimui reikalinga energija (Lentelé 33) sutampa su
cksperimentine E_ > (10.64+0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012). Visy triju minéty
katijony terminis stabilumas yra panasus, o chemiskai stabiliausias — C,H,NO"
(m/z=57) katijonas. Gauti rezultatai rodo, jog C,H,NO" (m/z=57) atsiradimas
Ile fragmentacijos metu yra tikétiniausias (kai komplementarus fragmentas —
C,H,0,), taciau galéty atsirasti ir C,Hy" (m/z=57) bei C;H,N" (m/z=57)
katijonai. Tuo tarpu literatiiroje pateikiamos cheminés Sios masés fragmento
sudetys — C,H," ir C;H,N" (Papp ir kiti, 2012).

Fragmentas, kurio masé¢ m/z=69 galéty bati C,H,", C,H,O" arba
C,H,N". Apskaic¢iavome Siuy fragmenty Eap, ry$io energija tenkancia atomui
ir HOMO-LUMO tarpus (Lentelé¢ 34). Nustatéme, jog su eksperimentine
E, p=1 1.41£0.05 eV (Papp ir kiti, 2012) sutampa visy tirty fragmenty — C;Hy"
(m/z=69), C,H,0" (m/z=69) ir C,H.N" (m/z=69) atsiradimui reikalinga
energija (Lentele 34). Pagal rySio energija tenkancia atomui stabiliausi
yra C,H,O" (m/z=69) ir C;H.N" (m/z=69) fragmentai (ju rySio energija
tenkanti atomui sutampa). Tuo tarpu, palyginus C,H,0" (m/z=69) ir C,H,N*
(m/z=69) HOMO-LUMO tarpus, matome, jog C,H,O" (m/z=69) yra
stabilesnis chemiskai (Lentelé¢ 34). Taigi remiantis misy tyrimo rezultatais
galima teigti, jog m/z=69 gali bati ir C,H,O", ir C,H,N", ta¢iau daugiau turéty
atsirasti C,H,O" katijono (komplementarus fragmentas — C,H,NO"). C,H,O"
(m/z=69) atsiranda kai nutriiksta Ile C2-C3 rySys, ir taip pat disocijuoja NH,, ir
OH grupés. Tuo tarpu, (Papp ir kiti, 2012) teigimu, minétos masés fragmentas
yra C,Hy". Kita vertus, Sie autoriai nagrinéjo tik C;Hy" (m/z=69) katijono
atsiradima.
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Lentelé 34. ApskaiCiuotos energijos reikalingos atsirasti C;H," (m/z=69), C,H,O"
(m/z=69) ir C,H,N" (m/z=69) katijonams Ile IC fragmentacijos metu, katijony rysio
energijos tenkancios atomui ir HOMO-LUMO tarpy vertés

Energija, Rysio HOMO-
Fragmentas reikalinga energija LUMO
m/z=69 fragmentui tenkanti tarpas,
atsirasti, eV atomui, eV eV
CH," 11.21 3.94 2.59
CH,O0" 11.72 4.30 5.78
C,H,N* 11.59 4.16 4.54

Norint nustatyti, kokia yra fragmento, kurio masé m/z=70 cheminé sudétis,
tyréme du galimus variantus (C,H,," ir C,HN"). Maziausiai energijos reikia
C.H,," (m/z=70) fragmento atsiradimui (9.49 eV), o eksperimentinei vertei
(11.36+0.05 eV) (Papp ir kiti, 2012) artimiausia verté¢ yra 10.86 eV — tiek
energijos reikia C,H,N" (m/z=70) katijonui (komplementarus fragmentas —
Cszozo) atsirasti. RySio energija tenkanti atomui yra 3.94 eV (C;H,,") ir
4.12 eV (C HgN") — Sios vertés sutampa. Taigi tyrimo metu gauti rezultatai
rodo, kad pika ties m/z=70 atitinka ir C,HN", ir C;H,,", bet tikétinesnis
C,HN™ (m/z=70) atsiradimas. Tuo tarpu, minéti autoriai nagrinéjo tik C;H, ;"
atsiradima ir teigia, jog jis atitinka pika ties m/z=70.

ISanalizave lle rysiy ilgiy ir uzpildy duomenis (Lentelé Prieduose P5) bei
atlike molekulini modeliavima, nustatéme, kad L-izoleucino teigiama kruvi
turin¢iy fragmenty masés spektre esanti pika ties mase m/z=74 NIST (zitréta
2017-12-30) atitinka fragmentas C,H,NO,". Jo atsiradimui reikia 9.86 eV
energijos. Miisy gauta Eap sutampa su (Papp ir kiti, 2012) iSmatuota Eap
(10.29+0.05 eV). Nustatyta cheminé sudétis (C,H,NO,") taip pat sutampa su
(Papp ir kiti, 2012) nustatytaja. Molekulinio modeliavimo rezultatai parod¢,
jog katijonas atsiranda disocijavus Soninei L-izoleucino grupei (C 4Hgo).

Nustatéme, jog fragmentas, kurio masé m/z=75 yra C,H.NO,". Tam, kad jis
atsirasty turi ne tik nutriikti C2-C5 ir C2-H12 rysiai, bet ir ivykti disocijavusio
H12 atomo migracija — vandenilio atomas prisijungia prie C5 (C ) atomo. Sio
proceso metu atsiranda komplementarus C 4Hg0 fragmentas. Miisy apskaiciuota
energija reikalinga C,H.NO," (m/z=75) fragmento atsiradimui yra 9.48 eV, o
literatliroje pateikta iSmatuota eksperimentiskai yra artima — 9.71£0.05 eV
(Papp ir kiti, 2012). Nustatéme tokia pacia m/z=75 katijono formulg kaip ir
minéti autoriai — C,H.NO,".
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Tyréme, ar pika (m/z=86) galime jvardinti kaip atitinkantj fragmenta, kurio
cheminé sudétis yra C;H,,N*, ar C;H,NO,". Pagal tyrimo rezultatus, C;H ,N*
(m/z=86) atsiradimui reikia 8.74 eV, o C;H,NO," (m/z=86) — 9.58 eV.
Apskaiciuota Eap (8.74 eV) sutampa su iSmatuota Ea110 (9.11£0.05 eV) (Papp
ir kiti, 2012). Taip pat sutampa misy ir minéty autoriy surastos chemings Sios
masés fragmento sudétys. C;H,,N" (m/z=86) atsiranda nutriikus silpniausiam
C5-C6 (C,-C) rysiui, t.y. disocijavus neutraliai karboksi grupei. Sios masés
fragmento atsiradimas, remiantis miisy tyrimy duomenimis, yra tikétiniausias
Ile fragmentacijos metu. NIST duomeny bazéje publikuotame L-izoleucino
teigiama kriivi turin¢iy fragmenty maseés spektre intensyviausias pikas yra ties
m/z=86.

3.5.2. L-izoleucino fragmentacijos tyrimas vandenyje

Toliau yra pateiktos energijos reikalingos atsirasti tikétiniausiems teigiama
kriivi turintiems jonams Ile IZ fragmentacijos metu vandenyje (Lentelé 35)
bei pagrindiniai skirtumai, kai Ile fragmentacija vyksta vakuume ir vandenyje.

Energija reikalinga atsirasti tokios pacios masés ir cheminés sudéties
fragmentams Ile fragmentacijos metu, kaip ir kity tirty AR atvejais,
vakuume yra mazesné nei vykstant cviterjoninio konformero fragmentacijai
vandenyje.

Taip pat pastebéta, jog keletos fragmenty — CH,N" (m/z=30), C,HN"
(m/z=44), CHN" (m/z=56), C,HN" (m/z=70), C,H,NO," (m/z=74),
C,HNO," (m/z=75) ir C{H;,N" (m/z=86) struktiiros yra skirtingos, kai jie
susidaro vykstant IC ir IZ fragmentacijai, atitinkamai, vakuume ir vandenyje
(Pav. 11).

Lentelé 35. Apskaiciuotos energijos, reikalingos atsirasti fragmentams L-izoleucino
1Z fragmentacijos metu vandenyje

Energija, reikalinga

Komplementarus atsirasti fragmentui, kai
Fragmentas .
fragmentas fragmentacija vyksta
vandenyje, eV

C,H," C,H,,NO, 14.05
(m/z=27) (m/z=104)

CH, C4HNOy 13.53
(m/z=28) (m/z=103)

Lentelés 35 tesinys sekanciame puslapyje
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Lentelés 35 pradzia ankstesniame puslapyje

Energija, reikalinga

Komplementarus atsirasti fragmentui, kai
Fragmentas .
fragmentas fragmentacija vyksta
vandenyje, eV
C,H," C,HNO, 1312
(m/z=29) (m/z=102) ’
CH,N" C,H,0,° 11.29
(m/z=30) (m/z=101) '
CH," C,HNO,
(m/z=41) (m/z=90) 13.34
CHg" C,Hg"
(m/z=42) (m/z=42) 1248
CH," C,HNO,
(m/z=43) (m/z=88) 13.05
C,HN" C,H,0,
(m/z=44) (m/z=87) 12.24
C.HN" C.H. O,
36 3t
(m/z=56) (m/z=75) 1399
C,H,NO" C,HO, 11.47
(m/z=57) (m/z=74)
CH,O0" C,H,NO~ 12.37
(m/z=69) (m/z=62)
CHN" C,H,0,° 11.47
(m/z=70) (m/z=61) '
C,HNO," C,H° 1115
(m/z=74) (m/z=57)
C,H\NO," C,H,°
(m/z=75) (m/z=56) 10.08
CH ,N* CHO,’ 9.58
(m/z=86) (m/z=45)
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H11 H22

H22

H12

Paveikslas 11. L-izoleucino fragmenty, kuriy masés ir cheminés sudétys yra to-
kios pacios, struktiiros vakuume ir vandenyje: A — CH,N" (m/z=30), B — C,HN"
(m/z=44), C — C;HN" (m/z=56), D — C,H,NO," (m/z=74), E — C,H,NO," (m/z=75)
ir F — CH,,)N" (m/z=86).
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Nustatyta (Lentelé 36), kad CH,N" (m/z=30), C,HN" (m/z=44), C;HN"
(m/z=56), C,H,NO," (m/z=74), C,H,NO," (m/z=75) ir C{H,N" (m/z=86)
fragmentai, turintys NH, ir COOH grupes vyrauja vakuume, o turintys NH,"
ir COO" grupes — labiau tikétini vandenyje.

Lentelé 36. Fragmenty energijos vakuume ir vandenyje

Fragmenty, Fragmenty, Fragmenty, Fragmentuy,

turinciy NH, turinciy turinciy NH, turinéiy
Fragmentas ir COOH NH,"ir ir COOH NH,*ir
g grupes, COO grupes, grupes, COO grupes,
energijos, a.v. energijos, a.v. energijos, a.v. energijos, a.v.
(vakuume) (vakuume) (vandenyje) (vandenyje)
N
(5124:1;]0) -94.958 -94.753 -94.993 -95.045
HN*
(CI;Z/ZLM) -134.453 -134.362 -134.636 -134.773
H +
(rCnB/ziIS\I6) -172.554 -172.397 -172.946 -173.030
4
%3257042) -283.723 -283.669 -283.919 -284.050
N
(E]Z/I;I:SI;ISC)) 2 -284.300 -284.206 -284.403 -284.467
H +
((;;/lezé\;) -252.530 -252.397 -252.607 -252.773

3.6. L-glutamo riigSties ir L-glutamino
fragmentacijos vakuume palyginimas

L-glutamo rtgsties ir L-glutamino fragmentacijos vakuume rezultaty
palyginimas pateiktas Zemiau (Lentelé 37).

Viena vertus, L-glutamo riigsties ir L-glutamino masés yra labai panaSios
ir ju fragmentacijos metu atsiranda tokios pacios masés fragmentai. Kita
vertus, dél skirtingu Soniniy grupiy ir skirtingose molekuliy dalyse esanciuy
silpniausiy rysiy, trijy i$ keturiy vienodos masés fragmenty cheminés sudétys
yra skirtingos, kai Sie fragmentai atsiranda Glu ir GIn fragmentacijos metu.
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Lentelé 37. L-glutamo riigsties ir L-glutamino fragmentacijos vakuume palyginimas

L-glutamo ragstis L-glutaminas
PanaSumai
Molekuliné masé 147 146
Skirtumai
Soniné grupé R=-(CH,),~(COOH) R=~(CH,),-CO(NH,)
Silpniausias rySys C,-C(C5-C6) (Pav.4) C -N (C3-N4) (Pav. 5)
Aminortgsties kriivis vandenyje neigiamas neutralus
Fragmentacija vandenyje negali vykti vyksta
Fragmentai, kuriy ~ m/z=41 C,H,N* CH,"
maslf;-‘ycr}f‘elvl;f:gjos’ m/z=56 C,HN* C,H,NO*
sudétys skirtingos  m/z=84 C,HNNO" C,HN,"

3.7. L-leucino ir L-izoleucino
fragmentacijos palyginimas

Toliau yra pateikti L-leucino ir L-izoleucino fragmentacijos vakuume ir
vandenyje sutapimai ir skirtumai (Lentelé 38).

Tai, kad Leu ir lle masés ir cheminés sudétys yra vienodos, o silpniausias
rySys yra toje pacioje Leu ir Ile molekuliy dalyje (C _-C) galéty paaiSkinti, kodel
dauguma Leu ir Ile fragmentacijos metu atsirandanciy fragmenty yra vienodi.
Taip pat pastebéjome, jog daugumos vienodos masés ir vienodos cheminés
sudeties fragmenty atsiradimui reikalingos energijos sutampa. Kita vertus,
skirtinga vienos metilo grupés padétis lemia, jog keletos vienodos masés
fragmenty atsirandanc¢iy Leu ir Ile fragmentacijos metu cheminés sudétys
yra skirtingos, o energijos reikalingos atsirasti vienodiems fragmentams
skiriasi. Be to, buvo nustatyta, jog C,H,O"/C,H,N" (m/z=69) atsiranda tik
Ile fragmentacijos metu. Taigi m/z=69 fragmenta galima laikyti diagnostiniu,
norint masés spektrometrijos metodais atskirti Leu ir Ile aminortgstis.
Diagnostinis pikas ties Sia mase yra ir Ile katijony masés spektre publikuotame
NIST duomeny bazéje (zitiréta 2017-12-30).
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Lentelé 38. L-leucino ir L-izoleucino fragmentacijos vakuume ir vandenyje sutapimai

ir skirtumai

L-leucinas L-izoleucinas
Sutapimai
Molekuliné masé 131 Da
Siiausas s COC5CO L CsC)
m/z=28 CH,*
m/z=29 C,H,"
m/z=30 CH,N'
Vienodos cheminés m/z=41 CHy"
sudétys (ir vakuume, m/z=42 CH"
ir vandenyje) m/z=44 C,HN*
m/z=74 C,H,)NO,"
m/z=75 C,H,NO,"
m/z=86 CH N*

Skirtumai

Metilo (-CH,) grupés

sujungta su Cy

sujungta su CB atomu

padétis atomu (Pav. 8) (Pav. 10)
Diagnostinis ) C,H,0"/C,H,N*
fragmentas (m/z=69)
Fragmentai, kuriy m/z=43 C,HN* CH,"
masés yra vienodos, =57 CH~ C.H.NO*
bet cheminés sudétys m/z= 409 273
skirtingos m/z=70 CH,," CHN"
. . CH.
Fragmentai, kuriy /2 _52 9 Eap=13.24 eV Eap=12.45 eV
mases ir cheminés (m/z=29)
sudétys vienodos, bet C,HN" _ _
atsiradimui reikalinga  (m/z=44) EaP 10.16 eV EaP 11.46 eV
energija skirtinga C.H.NO.*
(vakuume) (rzn/;:742) Eap:10.03 eV Eap:10.56 eV
. . CH.S
Fragmentai, kuriy 275 E. =13.98 eV E =13.12eV
- . (m/z=29) ap w»
mases ir cheminés
sudeétys vienodos, bet C,H" _ _
atsiradimui reikalinga  (m/z=42) EaP 13.15 eV EaP 1247 eV
energija skirtinga C.HN*
. Mg - -
(vandenyje) (m/7=44) Eap 10.74 eV Eap 12.24 eV
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3.8. L-treonino, L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino
fragmentacijos tyrimas vandenyje

Kaip jau minéta, nustatéme, jog vienodiems fragmentams (vienodos masés
ir cheminés sudéties) atsirasti vykstant L-treonino, L-glutamino, L-leucino ir
L-izoleucino fragmentacijai vandenyje reikia daugiau energijos nei vakuume.
Buvo iskelta prielaida, kad vandenyje susidarantys vandeniliniai rySiai tarp Thr
irvandens, Glnirvandens, Leuirvandens bei lle ir vandens molekuliy apsunkina
AR fragmentacija, nes tarpmolekuliniams ry$iams nutraukti reikia papildomos
energijos. Kaip jau buvo minéta, PCM metodas ne visada pakankamai tiksliai
apraso vandeniliniy rySiy susidaryma tarp molekulés ir tirpiklio molekuliy.
Tam, kad patikrinti auk$¢iau minima prielaida, atlikome papildomus tyrimus.
Pirma, buvo nustatyti maZiausios energijos Thr-H,0, GIn-H,O, Leu-H,0,
Ile-H,O kompleksai (Pav. 12). Antra, atrinkome, tikétiniausius kiekvienos
AR fragmentacijos metu atsirandan¢ius fragmentus — C,H,N," (m/z=84)
ir C;H,N" (m/z=86) vandenyje ir apskai¢iavome ju atsiradimui reikalinga
energija GIn-H,O, Leu-H,0, Ile-H,0 kompleksy (Pav. 12) fragmentacijos
metu (Lentelé 39). Tuo tarpu, Thr IZAllo atveju keletos katijony (CH,N*
(m/z=30), CHN" (m/z=32), C,HN" (m/z=44), C;H,O" (m/z=58), C;HNO"
(m/z=75)) atsiradimui reikalingos energijos yra apytiksliai lygios. Todél buvo
pasirinkta tirti fragmento, kurio E, maziausia (C;H)NO™ (m/z=75)) atsiradima
Thr-H,O komplekso fragmentacijos metu. ApskaiCiuotos E a» buvo palygintos
su vienody atitinkamy fragmenty atsiradimui reikalingomis energijomis, kai
AR fragmentacija vyksta vandenyje, bet Thr (Pav. 1), GIn (Pav. 5), Leu (Pav. 8)
ir Ile (Pav. 10) vandeniliniais rySiais nesujungtos su vandens molekulémis.

Palyginus gautus rezultatus (Lentelés 6, 16, 23, 35 ir 39) pastebima, jog
padidéja energija reikalinga atsirasti C;H,NO™ (m/z=75), C,HN," (m/z=84),
C,H,,N" (m/z=86) katijonams, kai prie L-treonino IZAllo, L-glutamino 1Z,
L-leucino IZ ir L-izoleucino 1Z, atitinkamai, prijungiama po viena vandens
molekule. Taigi gauti rezultatai parodo, jog vienodiems fragmentams atsirasti
vandenyje reikia daugiau energijos nei vakuume, dél susidaran¢iy vandeniliniy
rysiy tarp AR ir vandens molekuliy.
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Paveikslas 12. Stabiliausi aminortig§¢iy kompleksai vandenyje: A — L-treonino
IZAllo-HZO, B — L-glutamino 1Z-H,0, C — L-leucino 1Z-H,0 ir D — L-izoleucino
1Z-H,0.

2
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Lentelé 39. ApskaiCiuotos energijos reikalingos C,H,NO® (m/z=75), C,HgN,"
(m/z=84) ir C,H N" (m/z=86) atsiradimui vykstant L-treonino IZAllo-H,O,
L-glutamino, L-leucino IZ-H,0 ir L-izoleucino 1Z-H,0, atitinkamai, fragmentacijai

vandenyje
Kompleksas L-treoninas  L-glutaminas  L-leucinas L-izoleucinas
omp 1ZAllo-H,0  1Z-H,0 1Z-H,0 1Z-H,0
C.H,NO* C,HN,* C.H N* C.H N
3779 4778772 57712 57712
Fragmentas /" 75) (m/7=84) (m/7=86) (m/7=86)
E eV 9.73 9.88 10.01 10.06

ap’
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REZULTATU APIBENDRINIMAS

Naudojant DFT B3LYP metoda cc-pVTZ bazés artinyje buvo teoriskai
iStirta L-treonino, L-glutamo riigsties, L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino
aminortgs¢iy fragmentacija dél 1éty elektrony poveikio vakuume.

Nustatyti du stabiliausi L-treonino ir po viena stabiliausia L-glutamo
rigsties, L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino konformerus vakuume,
po viena Thr, Gln, Leu ir Ile — vandenyje, bei po viena Thr-H,O, GIn-H,0,
Leu-H,O ir Ile-H,O kompleksa vandenyje. Teigiama krivi turinCiy
fragmenty atrinkimui buvo naudoti eksperimentiskai iSmatuoti tyrimy
partneriy dr. Liudmilos Romanovos, dr. Vasyl Vukstich, dr. Alexander Papp
ir Dr. Sci. Alexander Snegursky (Ukrainos nacionaliné moksly akademija,
Elektrony fizikos institutas, Uzhorodas, Ukraina) L-treonino ir L-glutamino
katijony masés spektrai. Taip pat naudoti L-glutamo riigsties, L-leucino ir
L-izoleucino teigiama kriivi turin¢iy fragmenty masés spektrai publikuoti NIST
duomeny bazéje (zitréta 2016-06-30, 2017-03-30 ir 2017-12-30, atitinkamai)
bei (Papp ir kiti, 2012) iSmatuotos energijos reikalingos atsirasti katijonams
leucino ir izoleucino fragmentacijos metu. Identifikuotos intensyviausius pikus
atitinkanc¢iy fragmenty cheminés sudétys, apskaiciuotos energijos reikalingos
atsirasti katijonams ir nustatyti komplementaris fragmentai.

Naudojant PCM metoda buvo jvertinta vandens jtaka L-treonino,
L-glutamino, L-leucino ir L-izoleucino fragmentacijai (atsiradimo energijoms
ir fragmenty struktiiroms) dél 1éty elektrony poveikio.

Teorinio tyrimo metu gauti rezultatai parodé, jog L-glutamino fragmentacijos
metu C,H," (m/z=41) fragmentas galéty atsirasti ne tiesiogiai i§ L-glutamino,
o vykstant pakopiniam procesui: pirmiausiai susidaro neigiama kriivi turintis
C,HNO™ (m/z=84) jonas, tada i§ jo atsiranda C;H," (m/z=41).

Nustatéme, jog aplinka (vakuumas/vanduo) turi jtaka L-treonino, L-glutami-
no, L-leucino ir L-izoleucino fragmentacijai dél léty elektrony poveikio. Vieno-
diems fragmentams (vienodos masés ir cheminés sudéties) atsirasti vandenyje
reikia daugiau energijos nei vakuume. Taigi miisy teoriniai rezultatai sutampa
su (Ren ir kiti, 2007; Denifl ir kiti, 2009) eksperimentiskai gautais duomenimis
parodanciais, jog vanduo slopina AR fragmentacija. Kaip jau minéta, Thr, Gln,
Leu ir Ile konformerai vakuume yra ne cviterjoniniai, o vandenyje — cviterjoni-
niai. Dél Sios priezasties, tam tikry vienody (vienodos maseés ir cheminés sudé-
ties) fragmenty struktiiros vakuume ir vandenyje yra skirtingos.

Buvo nustatyta, jog vienodiems fragmentams atsirasti vandenyje reikia
daugiau energijos nei vakuume, dél susidaranciy vandeniliniy ry$iy tarp AR ir
vandens molekuliy.
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ISVADOS

Suradus stabiliausius L-treonino, L-glutamo riigsties, L-glutamino,
L-leucino ir L-izoleucino molekuliy konformerus vakuume ir vandenyje buvo
nustatyta, kad

1. Vienody katijony atsiradimui vandenyje reikia daugiau energijos nei
vakuume.

2. Vienodu (vienodos masés ir cheminés sudéties) fragmenty struktiira
priklauso nuo aplinkos (vakuumas, vanduo);

3. L-glutamo riigSties ir L-glutamino, kuriy masés skiriasi 1 Da, o
cheminés sudétys yra labai skirtingos, fragmentacija vyksta panasiai.

4. L-leucino ir L-izoleucino, kuriy ir mases, ir cheminés sudétys yra
vienodos, bet geometrinés struktiiros — skirtingos, fragmentacija vyksta
panasiai.
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PRIEDAI

Lentelé P1. Jonizuoto L-treonino IC, jonizuoto L-allo-treonino ICAllo ir jonizuoto
cviterjoninio L-allo-treonino IZ konformery rySiy ilgiai ir uZzpildos, atitinkamai
vakuume ir vandenyje

L-treoninas IC L-allo-treoninas L-allo-treoninas
vakuume ICAllo vakuume IZAllo vandenyje

Rysio Rysio Rysio Rysio Rysio Rysio
Rysys ilgis, A uzpilda  ilgis, A  uzpilda ilgis, A  uZpilda
C1-C2 1.489 0.248 1.409 0.397 1.537 0.173
C1-03 1.203 0.763 1.284 0.514 1.287 0.597
C1-04 1.335 0.466 1.321 0.467 1.222 0.750
C2-C5 2.410 0.132 4.499 0.000 1.623 0.073
C2-N6 1.324 0.382 1.341 0.376 1.494 0.234
C5-C9 1.478 0.336 1.478 0.354 1.520 0.351
C5-010 1.312 0.397 1.224 0.601 1.437 0.274

Lentelé P2. Jonizuotos L-glutamo riigsties IC konformero rySiy ilgiai ir uzpildos
vakuume

L-glutamo rugstis IC vakuume

Rysys Rysio ilgis, A Rygio uZpilda
C1-C2 1.534 0.243
C1-C5 1.519 0.280
C2-C3 1.526 0.263
C3-04 1.336 0.471
C3-010 1.202 0.761
C5-C6 1.803 0.239
C5-N8 1.370 0.336
C6-07 1.297 0.450
C6-09 1.177 0.716
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Lentelé P3. Jonizuoty L-glutamino konformery IC ir 1Z rySiy ilgiai ir uzpildos
vakuume ir vandenyje, atitinkamai

L-glutaminas IC vakuume L-glutaminas IZ vandenyje
Rysys Rysio ilgis, A Rysio uzpilda  Rygio ilgis, A Rysio uzpilda
Cl1-C2 1.536 0.921 1.526 0.253
C1-C5 1.517 0.847 1.528 0.140
C2-C3 1.581 0.930 1.526 0.271
C3-N4 1.414 0.837 1.538 0.047
C3-C8 1.535 0.872 1.511 0.174
C5-N6 1.333 1.185 1.347 0.479
C5-07 1.234 1.662 1.225 0.792
C8-09 1.327 1.081 1.262 0.764
C8-010 1.200 1.920 1.244 0.662

Lentelé P4. Jonizuoty L-leucino konformery IC ir IZ rySiy ilgiai ir uzpildos vakuume
ir vandenyje, atitinkamai

L-leucinas IC vakuume L-leucinas IZ vandenyje
Rysys Rysio ilgis, A Rysio uzpilda Rysio ilgis, A RySio uZpilda
Cl-C2 1.530 0.342 1.532 0.340
C2-C3 1.531 0.327 1.531 0.336
C2-C4 1.545 0.320 1.550 0.332
C4-C5 1.521 0.282 1.521 0.280
Cs-Co6 1.646 0.236 1.598 0.082
C5-N8 1.391 0.288 1.507 0.066
C6-07 1.183 0.746 1.245 0.684
C6-09 1.322 0.472 1.232 0.798
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Lentelé P5. Jonizuoty L-izoleucino konformery IC ir IZ ryS$iy ilgiai ir uzpildos
vakuume ir vandenyje, atitinkamai

L-izoleucinas IC vakuume L-izoleucinas IZ vandenyje

Rysys Rysio ilgis, A Rysio uzpilda Rysio ilgis, A Rysio uzpilda

Cl-C2 1.520 0.316 1.533 0.325
C2-C3 1.536 0.316 1.500 0.331
C2-Cs 1.576 0.235 1.565 0.179
C3-C4 1.532 0.324 1.528 0.330
C5-Coé 1.575 0.229 1.650 0.088
C5-N8 1.385 0.257 1.508 0.181
C6-07 1.189 0.756 1.242 0.604
C6-09 1.328 0.449 1.245 0.663
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