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Teza de doctorat se circusmscrie directiilor moderne de cercetare in chimia
medicinala impletind armonios preocuparile pentru problemele teoretice cu cele privind
exploatarea tehnicilor analitice de investigare a structurii bioconjugatelor si
biomacromnoleculelor. Se utilizeaza astfel atat facilitatile oferite de programele performante
ale chimiei medicale in silico, cat si dotarea de exceptie cu mijloace de anvergura ale
investigatiilor "omics". Lucrarea se structureaza dupa urmatorul plan

Partea generala cuprinde aspecte generale legate de:

1) Elemente de bioinformatica

2) Glicomica

3) Lipidomica cu un accent particular pe datele de literatura care ilustreaza
preocuparea pentru o problema de mare interes practic, analitic si teoretic cel al izomeriei
cis-trans in acizii grasi naturali.

4) Spectrometria de masa

Partea speciala, care sumeaza contributiile originale ale demersului experimental este
alcatuita din doua subcapitole mari:

A) Chimia computationald in analiza structurala organica si studiul relatiei structura-
activitate, cuprinde trei directii de investigatie ce apartin chimiei medicale in silico, astfel:

[) Studiul QSAR al unei serii de derivati ai camptotecinei

Il) Metoda de identificare a configuratiilor cis si trans in lipidele bioactive utilizand
calcule cuantochimice si QSFR

[1) Utilizarea metodelor cuantochimice semiempirice si de tip ab initio in craerea de
baze de date cu ioni de fragmentarea si utilizarea QSFR in identificarea spectrelor de masa
ale unor monozaharide diacetalizate izomere

B) Rolul si aportul spectrometriei de masa in analiza structurii compusilor cu
semnificatie biologica, care se incadreaza directiilor de cercetare de tip omics (glicomicii in
cazul nostru) si cuprinde la randul sau trei directii de investigatie, dupa cum urmeaza:

l) Sinteza si analiza prin spectrometrie de masa MALDI-TOF a unei maltodextrine
functionalizate la capatul reducator

Il) Comportare neasteptata la analiza prin spectrometrie de masa (ESI-OT-HRMS) a
trisilanolizobutil-POSS, un compus cheie in sistemele de eliberare a principiilor active
medicamentoase

1) Un studiu preliminar al izolarii, separarii, purificarii si caracterizarii prin
spectrometrie de masa MALDI-TOF a polizaharidelor neutre din Fomes fomentarius

Elemente de identificare a tezei:

Partea Generala + Partea Speciala+ Concluzii + Bibliografie = 121 pag.
Nr. Tabele (Teza +Anexe)= 37

Nr. Figuri (Teza +Anexe) = 58

Nr.lucrari publicate si atasate = 6

Nr.lucrari din Bibliografie = 189

Partea generala incepe cu prezentarea unor elemente de bioinformatica, aceasta fiind acea
zona a biologiei care se concentreaza pe utilizarea metodelor bazate pe computer pentru
studiul sistemelor biologice, care ar putea oferi unele predictii precise pentru experimentele
de laborator si cele clinice. Metodele chimiei medicinale in silico includ baze de date, relatii
cantitative structura-activitate, generarea farmacoforilor, modele de omologie si alte abordari
de modelare moleculara, invatarea automata, extragerea datelor, instrumente de analiza a
retelei si instrumente de analizd a datelor care utilizeazad un computer. Ea acopera
urmatoarele domenii ale utilizarii pe scara larga a echipamentelor si softurilor de calcul:

chimioinformatica (numita si cheminformatica),

modelare moleculara si

chimie computationala.



Aceasta din urma acopera urmatoarele subdomenii: modelarea moleculara, analiza
similitudinilor, screening virtual, analiza de cluster, designul de novo si QSAR. In QSAR
obiectivul este de a corela structura moleculara cu proprietati biologice cunoscute, cum ar fi
activitatea bilogica si de a construi un model statistic. Avantajul unui astfel de model QSAR
este ca poate fi aplicat, cu grija si precautie, pentru a prognostica actiunea unor molecule
care nu au fost testate si nici macar nu au fost sintetizate !! . Acest lucru permite ca biblioteci
virtuale vaste sa fie analizate si prioritizate pentru a permite concentrarea asupra acelor
molecule care au cele mai multe sanse de a reusi. Glicomica este prezentata in legatura cu
aspectele ei cele mai ardente, obiectivul major constituindu-l caracterizarea completa a
setului de structuri de carbohidrati prezente intr-o celuld sau organism, definita prin expresia
si specificitatea enzimelor modificatoare de carbohidrati, cum ar fi glicoziltransferazele,
glicozidazele si transglicozidazele. Cipurile cu carbohidrati (glicoarrays) au aparut recent si
constituie un instrument puternic pentru studierea proteinelor care leaga carbohidratii si a
enzimelor lor de procesare. Acestea din urma fiind puternic responsabile de modificarile co si
postranslationale, mai mult de 50% din proteine fiind in fapt glicoproteine.

,Omics” reprezinta un set de tehnologii complexe utilizate pentru studiul
rolurilor,relatiilor si activitatilor diferitelor tipuri de molecule care compun celulele unui
organism. Spectrometria de masa (MS) este o tehnologie analitica esentialda pe care se
dezvoltd si se bazeaza domenii "omice" precum genomica, transcriptomica, proteomica si
metabolomica ( in cadrul acesteia din urma cu adresare tintita: glicomica si lipidomica).
Aceasta tehnica permite identificarea a mii de compusi proteici sau compusi biologici activi,
metaboliti in cantitati extrem de mici din domeniul femto si pana la atto molar.

Partea de lipidomica esta tratata mai pe larg in legatura cu detectarea prin analiza
instrumentala a proportiei corecte de legatura cis- versus trans-. Folosirea spectrometriei de
masa in studiul glicanilor, artificiali sau naturali in scopul descifrarii structurii lor, preocupare
ce se circumscrie glicomicii este de asemenea pe larg ilustrata

Partea speciala contine doua subcapitole mari, primul dedicat
(A) chimiei computationale in analiza structurala organica si studiul relatiei structura-
activitate si cel de-al doilea focusat pe (B) Rolul si aportul spectrometriei de masa in analiza
structurii compusilor cu semnificatie biologica

(A1) Studiul QSAR al unei serii de derivati ai camptotecinei

Camptotecina (CTP) este un alcaloid pentaciclic izolat arborele chinezesc
“Camptotheca acumunata".Proiectarea unor modificari chimice pe ciclurile A si B in pozitiile
7 si 10 si estimarea eficacitatii lor face apel la metodele QSAR. Hansch a obtinut cel mai
bun model QSAR cu ajutorul descriptorilor moleculari care cuantifica hidrofobici tatea
substituentilor wtx si v (parametrul hidrofob de substituent) . Descriptorii moleculari utilizati in
cercetare au fost cei furnizati de programul DRAGON. Au fost testati peste 1000 de
descriptori moleculari si au fost retinuti 37, marea majoritate fiind de tip GETAWAY sau 3D-
MoRSE. Cele mai bune rezultate au fost obtinute in corelari biparametrice cu indicii: HATS,
H si R, cel de-al doilea parametru fiind intotdeauna constanta de substituent ©Y. O ordonare
a descriptorilor dupa valoarea descrescanda a coeficientlui de determinare, conduce la
retinerea primelor 4 valori pentru care coeficientul de determinare >0.9 si la construirea
urmatoarelor ecuatii corelationale (7)-(10). Abilitatea predictivd a celor 4 modele a fost
testata cu ajutorul coeficientilor de validare incrucisata iar rezultatele obtinute fiind
sistematizate in Tabelul 2.4 [97]



A=logl/EC,,=—4775(x9.09)HATS7v —146(x0,15)x, +10.19(x0,89) 7
(n=14,r =0,916,4° =0,864,F = 59,69,5 =0.176 )

A=logl/EC,, =—-572(x120)HIv—133(x0,16)x, +12.49(+ 1.46)

(8)
(n=14,r=0,904,4° =0,855,F =51,66,5s =0,188 )

A=logl/EC,, =~-8,18(x174)R2p—133(x0,16)r, +12,64(+1.52)
(n=14,r" =0,902,4° =0,852,F = 50,36,5 =0.190)

A=logl/EC,, =—4,60(x0,97)H1p—130(x0,16)x, +11,50(+ 1.26)

(10)
(n=14,r> =0,903,¢° =0,850,F = 51,16,5 = 0.188)

Tabelul 2.4. Rezultatele obtinute in urma testarii abilitatii de predictie a celor 4 modele QSAR (7) - (10) prin validare
interna conform algoritmilor implementati in programul MobyDigs

Modelul | q2,.. r3_, W SDEP | SDEC
QSAR

2 0,763 0.057 -0.537 0,900 0.198 0.156
3 0,789 0.155 -0.373 0,886 0.204 0.166
4 0,829 0.144 -0.396 0,884 0.207 0.168
5 0,710 0.274 -0.177 0,885 0.207 0.167

1) Noile modele QSAR intaresc semnificatia descriptorului wy si influenta lui asupra
activitatii biologice de legare de topo | din complexul clivabil cu ADN.

2) In locul descriptorului 7x, care cuantifica efectul hidrofob al substituentului X se
propun variabilele predictor utilizate in modelele noastre QSAR (HATS7v, H1v, R2p si H1p)
care conduc la ecuatile (7) — (10) ai caror coeficienti de predictie (leave one out), au valorile
cele mai mari ( 0.864-0.850)

4) Capacitatea corelationala si abilitatea predictiva a celor 4 modele QSAR propuse
(ec 7-10) a fost validata statistic. In final se poate trage concluzia ca volumul vdW si
polarizabilitatea analogilor CPT sunt factori importanti care intervin in cursul interactiunii
biologice derivatii CPT si topo | din complexul clivabil (reversibil) cu ADN-ul celulelor
canceroase;

5) Corelarile dintre activitatea biologica experimentala (luata din literatura de
specialitate) si descriptorii moleculari a fost efectuata cu ajutorul programului MobyDigs, fiind
propuse in urma investigarilor efectuate, modelele de o calitate statistica superioara
modelului dezvoltat de Verma si Hansch [97]

(A2) Metoda de identificare a configuratiilor cis si trans in lipidele bioactive utilizind

profiluri masa-energie.
European Food Safety Authority (EFSA) a aratat ca riscul de deces din cauza bolilor de
inima, creste cu 20-32% daca peste 2% din totalul dietei zilnice este asigurat de grasimi
trans. Considerand cazul cel mai banal al acidului oleic ( si-al izomerului lui elaidic), masiv
prezent in grasimile animale si vegetale de consum, constatam ca baza de date NIST
Chemistry WebBook SRD 69 prezinta spectrele EI-MS cu sabloane de fragmentare quasi
identice si cu un inalt grad de similitudine !!!
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Pornind de la aceasta observatie ne-am pus problema daca relativitatea intensitatii
unor ioni primari selectati din spectru, contine informatie structurala decodificabila referitoare
la configuratia C=C si am incercat sa raspundem prin abordarea tehnicii QSFR. In aceasta
abordare se compara profilurile masa-energie de fragmentare, calculate cuanto-chimic, cu
profilul masa-intensitate ionica corespunzator, procurat din spectrul experimental al
analitului. Structura adevarata este considerata aceea care ofera scorul de potrivire cel mai
mare !ll Deoarece nu exista baze de date unificate de entalpii, acestea au fost calculate
folosind metoda cuantica semi-empirica RM1, folosind operatorii RHF pentru molecule sau
ioni si UHF pentru radicali sau ioni radicali, accesibile prin pachetul de programe
HyperChem. S-a calculat entalpia de fragmentare a moleculei (AMHfrag) pentru obtinerea
fiecaruia dintre acesti ioni, folosind metoda semi-empiricda RM1 si ecuatia:

AfHfrag= AfH(li+)+ ZAfH(Fi) - AfH(M)
unde AMH(li+) este entalpia de formare a ionului primar respectiv, ZAMH(Fi/) este suma
entalpiilor de formare a fragmentelor care rezulta colateral cu ionul primar, iar AMH(M) este
entalpia molara de formare a structurii candidate. Scorul de potrivire (P) al profilurilor
structurilor candidate cu profilul experimental a fost calculat programul MS Excel folosind
ecuatia urmatoare in care apare coeficientul de corelatie liniara R:

P (%) =100(1-R)/2
In Tabel 2.7 sunt prezentate intensitatile ionilor primari din spectrele etaloanelor chimice
(coloanele E-M), scorurile de potrivire rezultate pentru acidul oleic (randul 17) si pentru acidul
elaidic (randul 18).
Tabel 2.7. Pagina de calcul MS Excel pentru calculul scorul de potrivire a profilurilor masa-energie pentru acizii oleic
si elaidic, cu spectrele de masa etalon

E17 - fr | =100*[1-CORREL{E4:E16,5C4:SC16))/2
A B C D E F G H | J K L M
1 |
2 AqHiraq (kealfmol) Curenti ionici (unitati arbitrare)
#133071: 9{#133072; 9#133073: H#133074: 91#133075: H#133076: S #133077: S #133078: 9H{#133080: 9
Acid Acid Octadecen | Octadecen | Octadecen | Octadecen | Octadecen | Octadecen | Octadecen | Octadecen | Octadecen
elaidic oleic MSions oic acid (£)4 oic acid [£)H oic acid (£} oic acid (£} oic acid (£)4 oic acid (Z)4 oic acid (£){ oic acid (£)q oic acid ()4
(CAS)EE | [CASIFE | (CASIET | (CAS)EE | (CASIEE | (CASIEE | (CASIET | (CAS)FF | (CAS)TE
3 Oleic acid | Olsic acid | Olsic acid | Oleic acid | Oleic acid | Oleic acid | Oleic acid | Olsic acid | Oleic acid
4 2448 245 4 99 200 590 268 340
5 269 25688 101 900 870 367 430
5 270.4 2705 113 500 410 210
7 2456 247 2 129 2500 1190 1140 370
8 2896 288.3 139 300 400 263 490 230
9 277 27149 143 700 210 100
10 2322 2343 153 200 200 240 140
11 2704 2705 169 70 g0
12 2543 2543 181 100 50 50
13 233 235.2 183 20 30
14 2293 2292 264 410 1339 1120 300 420 864 1900 300
15 2847 2847 265 100 263 220 100 g2 169 372 100
16 1998 2015 282 50 263 160 40 60 62 500 50
17 SCOR (%) Acid oleic — 59.5 _| 44.4 63.9 49.4 425 36.8 47.4 57.3 a5.4

18 SCOR (%) Acid elaidic — 593 439 B63.2 482 418 36.8 46 5 56 4 447
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Scorurile de potrivire sunt mai mari in cazul acidului oleic (formatate verde in
Tab.2.7) pentru 8 din cele 9 etaloane ale acidului oleic. In concluzie:

1)Relativitatea intensitatii ionilor primari din spectrele de masa ale acizilor grasi,
contine informatie structurala referitoare la configuratia cis-trans a legaturii C=C din acizii
grasi.

2) Profilurile masa-energie de fragmentare calculate prin metode semiempirice (RM1)
pot servi la decodificarea acestei informatii structurale generate de configuratia diferitéa a
legaturii C=C [102]

(A3)Profile energie de fragmentare - masa calculate pentru o serie de monozaharide
acetalizate in vederea identificarii lor prin spectrometrie de masa

Metoda QSFR a fost aplicata cu succes la discriminarea a 10 stereoizomeri di
izopropilidenici: DAG(1), DAM(2), DAGal(3), DAF(4), DAS(5), DAAIo(6), DAF_spiran(7),
DAM-beta(9), DAGal_furan(8), DAS-spiran(10), parcurgand urmatoarele etape: a)stabilirea
structurilor candidate si calculul profilurilor masa-energie pentru acestea;b) inregistrarea
spectrului de masa a di-O-izopropiliden derivatului etalon; c) optimizarea geometriei pentru
structurile analizate prin: mecanica moleculara (MM+),calcul semiempiric (RM1 si PM7) si
de tip ab initio (DFT) d) calcularea entalpiilor de fragmentare (AM) (RM1,PM7,DFT) si
energiilor de fragmentare Gibbs (AfG)(DFT); e) validarea metodei prin stabilirea corecta a
structurii etalonului. Fiecare profil experimental masa-energie al etalonului va fi comparat cu
cele zece profiluri calculate. Potrivirea maxima ar trebui sa fie obtinutd pentru structura
adevarata daca energia calculata descrie corect fragmentarea. Calcule s-au facut doar
pentru ionii primari, formarea acestor ioni se face cu un consum minim de energie deoarece
ei rezultad prin ruperea unei singure legaturi chimice si eventual eliminarea unor molecule
mici (Tabelul 2.8)

Tabel 2.8. Pentru profilurile masa-energie ale izomerilor 1-10 au fost luati in considerare sapte ioni care se
formeaza prin pierderea din ionul molecular, a unor molecule si radicali

lon Fragmentare

m/z 245 [M-CH3]+

m/z 229 [M-CH20H]+

m/z 187 [M-acetona-CH3]+

m/z 171 [M - acetona - CH20OH]+
m/z 159 [M- dimetil dioxolanic]
m/z 127 [M — 2*acetona - OHJ+
m/z 101 [Inelul dimetil dioxolanic]

Pentru fragmentarea moleculei M, entalpile de fragmentare (AfHfrag) au fost

calculate cu relatia:
AfHfrag = AfH (li+) + ZAfH (Fi) — AfH (M) (1) pt. AfGfrag (2)

unde ZAfH (Fi) este suma entalpiilor de formare ale fragmentelor pierdute de molecula, AfH
(li+) este entalpia de formare a ionului primar rezultat iar AfH (M) este entalpia de formare
moleculara a structurii candidate.Similar se evalueaza AfGfrag. Calculul cuantic al entalpiilor
si energiilor Gibbs a utilizat trei metode: RM1,PM7, DFT atat pentru AH cat si pentru AG.Se
obtin urmatoarele baze de date (pentru AH si AG):

Tabel 2.10. Baza de date AH (kcal/mol) calculaté cu RM1 si Ec. (1)
Tabel 2.11. Baza de date AH (kcal/mol) calculata cu PM7 si Ec. (1)
Tabel 2.12. Baza de date AH (kcal/mol) calculaté cu DFT (B3LYP/6-31G) si Ec. (1)
Tabel 2.13. Baza de date A/G (kcal/mol) calculata cu DFT (B3LYP/6-31G) si Ec. (2)

Validarea acuratetei de identificare a unor izomeri ai di-O-izopropiliden monoza
haridelor a fost realizata folosit etalonul chimic DAS (Diaceton-l-sorboza). Am utilizat
entalpile de fragmentare (AM) si energiile Gibbs (AfG) ca descriptori energetici ai
fragmentarii si ecuatia pentru calcularea scorului de potrivire a profilurilor:

P (%) = 100(1-R)/2



Optimizarea a fost realizata in functie de cele trei metode de calcul chimic cuantic:
RM1, PM7, DFTAH si DFTAG. Spectrul de masa al etalonului DAS la 70 eV a fost determinat
anterior [116]. Calculul scorului de potrivire a fost efectuat in programul MS Excel. S-au
folosit doar cei trei ioni primari comuni (m/z 245, m/z 187 si m/z 127) ai structurilor candidate
1-10. Valorile energiilor de fragmentare au fost extrase din baza de date calculata,
prezentatd mai sus. Structura adevarata indicata de metoda este cea care corespunde
scorului maxim. S-au calculat astfel:

Tabel 2.22. Pagina Excel de obtinere a scorului de potrivire a profilurilor masa-energie calculate cuanto-chimic cu
metoda RM1

Tabel 2.23. Pagina Excel de obtinere a scorului de potrivire a profilurilor masa-energie calculate cuanto-chimic cu
metoda PM7.

Tabel 2.24. Pagina Excel de obtinere a scorului de potrivire a profilurilor masa-energie calculate cuanto-chimic cu
metoda DFT (pentru AH).

Tabel 2.25. Pagina Excel de obtinere a scorului de potrivire a profilurilor masa-energie calculate cuanto-chimic cu
metoda DFT (pentru AG).

In final s-au combinat cele 4 liste si obtinandu-se lista de probabilitati rezultate la
potrivirea profilurilor masa-energie calculate cuantic pentru cele zece structuri candidate, cu
profilul experimental al analitului (etalonul DAS (5))

Tabel 2.26. Listele de probabilitati rezultate la potrivirea profilurilor masé-energie calculate cuanto -chimic pentru
cele zece structuri candidate, cu profilul experimental al analitului (etalonul DAS avéand structura (5)). Rezultatele
corecte sunt formatate cu fond verde. Rezultatul fals pozitiv este formatat cu fond rosu.

Metoda —> RM1 PM7 DFT AH DFT AG
Loculin
clasament Structura P(%) Structura P(%) Structura P(%) Structura P(%)
<
1 5 921 7 92,2 5 94.8 5 95,4
2 10 89,9 8 91,7 10 91,0 9 92,6
3 2 83,4 5 86,7 9 89,4 10 92,5
4 7 82,5 10 85,7 2 87,7 6 91,3
5 3 82,5 9 85,4 [ 85,5 2 91,3
8 6 82,3 2 82,5 7 82,4 7 87,0
7 4 821 1 80,9 8 80,4 8 86,0
8 1 80,7 4 80,2 4 79,7 4 85,1
9 9 80,7 6 79,9 3 78,7 3 84,3
10 8 79.4 3 78,4 1 76,4 1 837
Interval P(%) 12,6 13,8 18,4 11,7
Diferenta
locurile 1-2 22 0.5 3.8 28

(%)

Exactitatea (valoarea P a structurii adevarate) creste in ordinea: RM1 < DFTDH <

DFTDG

Selectivitatea (diferenta P dintre locurile 1 si 2) creste in ordinea: RM1 < DFTDG <

DFTDH

Trei ioni primari cu intensitatile lor, prezenti in toate cele zece profile energetice
posibile, au fost suficienti pentru a diferentia structura DAS de celelalte noua structuri
candidate [83]. In concluzie:

Studiul experimental al tezei demonstreaza ca profilurile masa-energie obtinute prin
calcule cuantice pot evidentia modificari ale intensitatii fragmentarii datorate configuratiei
diferite a atomului de carbon asimetric sau a configuratiei legaturii duble din structura
chimica permitand urmatoarele concluzii:




9

1)bazele de date cu profiluri masa-energie pot fi utilizate la optimizarea descriptorilor
energetici si a metodelor de calcul cuantic care asigura identificarea corecta a izomerilor fiind
refolosibile

2) foloseste date din spectrul de masa pe care discriminarea structurilor chimice
izomere pe baza schemei de fragmentare nu le poate utiliza: ionii comuni din spectrele
structurilor candidate si ale analitului;

3) nu necesita aparatura dedicata, ci doar pe cea uzuala (computer + programe QC) ;
spectrele de masa utile analizei sunt cele obtinute din unitatile de separare ale sistemului
analitic: cromatografie, electroforeza, mobilitate ionica, separator de masa;

4) se poate optimiza si valida cu spectre de masa etalon din biblioteci intrucat metoda
decodifica informatii analitice ce nu depind de aparat [83].

(B1) Sinteza si analiza prin spectrometrie de masa MALDI-TOF a unei maltodextrine
functionalizate la capatul reducéator

Bloc copolimerii amfifilici de tip A-B formeaza o varietate de structuri constand din
agregate autoasamblate care in solventi potriviti solvateaza preferential unul din blocuri.
Pornind de la un glican cu masa moleculara medie, acesta a fost modificat la capatul
reducator prin oxidare, obtindndu-se lactona corespunzatoare care prin aminoliza cu HMD
conduce la un aminoglican conform secventei de reactii

OH OH
0 0 _bNaOH
o O o R H OH temp
OH n OH camerei OH n

2zile

CH OH OH OH
o o HMD o on @
OH OH o OH OH NH
H4O O- AB.C H40 O- NH > 2
OH Ip OH = OH Jn OH

Atat lactona (Dextrinlactonei 10) cat si aminoglicanul (Dexamid 10) au fost
caracterizati prin spectroscopie IR si spectrometrie de masa MALDI-TOF. In final se prezinta
experimentele de analiza termica efectuate pe glican, lactona si aminoglican in scopul
demonstra -rii formarii aminoglicanului, fara a face apel la argumente spectroscopice [144].
In concluzie :
1.In procesul de obtinere al Dextrinlactonei 10 si Dexamid 10 au fost modificate protocoalele
de lucru, conducand la sinteze economicoase fara a afecta randamentul
2. Dextrinlactona 10 fost caracterizata structural prin spectrometrie de masa MALDI-TOF
stabilindu-se conditiile de spectrometrare si procedandu-se la atribuirea completa a tuturor
picurilor din spectru. Este prima analiza prin MS consacrata unei lactone comunicata in
literatura. S-a constatat ca ionii amprenta ce caracterizeaza produsul sunt: (a) cu intensitate
mare - monosodiati [Glc-Ln +Na]* (b) cu intensitate medie cei monopotasiati [Glc-Ln +K]* (c)
cu intensitate mica cei monoprotonati care in general se prezintd sub forma lor multiplu
deshidratata: [Glc-Ln +H]*- 3,4,5H20.

3. Prima analiza prin MALDI-TOF-MS a unui aminoglican cu legatura amidica ( Dexamid 10)
care prezinta interpretarea exhaustiva a spectrului. Caracteristica este prezenta la intensitati
apreciabile a ionilor monosodiati, flancati de ionii monopotasiati si cei monoprotonati (
acestia din urma la intensitati mici si doar sub forma lor dublu si triplu deshidratata)

4. Analiza termica a fost folosita in premiera pentru demonstrarea formarii glicanului aminat,
DEXAMID 10, prin compararea termogramelor (TG, DTA, DTG ) pentru produsul obtinut cu
termogramele reactantilor si a amestecului fizic al acestora.

(B2) Comportare neasteptata la analiza prin spectrometrie de maséa a trisilanol -izobutil-
POSS, un compus cheie in sistemele de eliberare a principiilor active medicamentoase.
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In timpul progreselor recente in nanomedicina, derivati POSS si-au dovedit utilitatea, in
principal datoritéd gradului lor ridicat de biocompatibilitate atunci cand sunt utilizati in grefe,
DDS avansate, senzori biologici etc. in timpul incercarilor de derivatizare a trisilanolisobutil-
POSS (nici una incununata cu succes), analiza reactantilor si a produsilor de reactie prin (+)
ESI-OT-MS a condus la realizarea unui experiment de fragmentare in stagii multiple prin
CID. Exista doar trei mentiuni in literatura care ilustreaza o secventa de fragmentari muliple
MS'-MS'™0, analiza trisilanol-izobutil-POSS prin (+) ESI-OT-MS constituind o premiera in
clasa compusilor organosilicici si ocupand locul 4 in clasificarea all time al analizei in tandem
MS.
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Figura 3.14.A Spectrul (+)ESI-OT-HRMS al Trisilanolisobutyl-POSS (Si70+2C2sHes). In zoom se prezinta regiunea
ionilor pseudomoleculari [M+H]*, [M+Na]* si [M+K]* experimental (sus) si calculati (jos).

In Figura 3.14.A este prezentat spectrul MS' al Trisilanolisobutyl-POSS (Si7O12C2sHes)
, ionul (pseudomolecular) dimer monoprotonat fiind izolat si fragmentat prin CID pentru a
obtine spectrul MS2. In conditiile de spectrometrare stabilite cu deosebita atentie, s-a conud
experimentul de izolare si fragmentare inca de 8 ori. Toate spectrele sunt prezentate in
detaliu si atribuirea picurilor rezultate este completa. In concluzie:

1.In experimentele MS'-MS'°, atribuirea structurii ionilor de fragmentare a condus fin
functie de intensitatea semnalelor la 3 serii majore de ioni, care au ca punct de plecare ionul
molecular dublu deshidratat. Se pare ca acest eveniment initial, realizeaza o structura
suficient de stabila pentru a putea observa ulterior pierderea pas cu pas a cate unui rest de:
a) ibutena (ionii cu intensitatea cea mai mare) b) a unui rest sau mai multe de propena si i-
butena ( ionii de intensitate medie) c¢) a doi radicali izobutil, urmate de pierderi de molecule
de propena si izobutena.

2.Pentru generarea moleculelor de propena (ce se elimina generand ionii de
fragmentare de intensitate medie) din radicalii de izobutil s-au propus doua alternative de
transpozitie McLafferty [161].

3. Indiferent ce conditii de spectrometrare au fost incercate, nu au fost observate
pierderi de ibutena sau propena din ionii moleculari sau pseudomoleculari prezenti , inainte
ca ionul precursor sa se dublu deshidrateze. Nu au fost pusi in evidentd ioni
monodeshidratati.
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4.In final s-a realizat ""decarbonatarea " chirurgiucala completa (Figura 3.15) a
moleculei de trisilanoizobutil POSS in cusca deschisa [161].
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Figura 3.15. Indepartarea "chirurgicala
din Trisilanolisobutyl-POSS.

pas cu pas a radicalilor hidrocarbonati, prin fragmentari in stagii multiple

(B3) Investigarea polizaharidelor neutre din Fomes fomentarius: un studiu preliminar

Tehnica MALDI-TOF a permis in ultimii 20 de ani progrese notabile atat in ceea ce
priveste largirea domeniului de masurare cat si numeroasele imbunatatiri prin largirea gamei
de matrici, de promotori de ionizare atat in varianta analizei in mod ion pozitiv cét si in cea in
mod ion negativ. Rezultatele obtinute la extractia, izolarea, purificarea si determinarea
structurii polizaharidelor neutre din corpul fructifer al Fomes fomentarius, recoltat din flora
spontana a judetului Valcea (Romania) folosind un experiment de tip "top-down" si utilizand
spectrometria de masa MALDI-TOF este prezentata in continuare. Fructul inghetat prezervat
sub azot lichid, este pulverizat si apoi degresat prin extractia contaminantilor lipofili si a celor
colorati in mod repetat. Apoi reziduul rezultat este extras apos in vederea separarii fractiunii
polizaharidice. Extractul apos reunit si izolat este fractionat pe o coloana Sepharose Fast
Flow intr-o fractie continand polizaharide neutre (PNi) si o alta continand polizaharide acide
(PAi) [166,188]. Fractiile de polizaharide neutre sunt apoi analizate prin MALDI-TOF-MS.
Absenta oricarei pierderi de masa de 146 uam, sugereaza ca polizaharidul nu contine
Fucoza, asha cum se cunoaste din literatura. Prin urmare o fractie neutra este supusa
hidrolizei acide totale, urmata de identificarea prin TLC, cu standarde, a compozitiei
hidrolizatului. Identificarea pune in evidenta existenta manozei si galactozei si absenta
fucozei [166,188] Fotodensitometrarea placilor de analiza a hidrolizatelor celor 3 fractiuni
sugereaza existenta unui heteropolimer Gal-Man, necunoscut in literatura si care are
probabil formula [(Gal)s(Man)z],
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