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1. Populirvetenskaplig sammanfattning

Malet med projektet &r att syntetisera en produkt som efter flera steg bildar ett &mne kallat
matris. Fokus i projektet &r pa det andra steget, dar en Suzuki-kopplings reaktion sker. Suzuki
ar en kemisk reaktion som anvénds i projektets experiment, dir reaktionen skapar en enkel
bindning mellan tvé kolatomer som befinner sig i tva olika reaktanter. Suzuki-kopplings
reaktionen anvéndes ofta numera, pd grund av dess formaga att bilda foreningar med brett
funktionella grupper och under milda forhallande. Reaktionsbetingelser som anvinds &r
palladium-komplex som har katalyserings-funktion, en bas och ett 16sningsmedel.

I ett tidigare laborationsarbete experimenterades olika faktorer och kemikalier for att bilda en
produkt som innehaller ester, men mojligen kan det hdnda att en produkt som innehaller
karboxylsyra ocksa bildas.

I detta projekt fortsatte arbetet med samma syfte, och d& provades olika reaktionsbetingelser
for att erhalla en produkt som innehaller estern och behalla bra konvertering av reagerade
komponenter i reaktionen.

Matrisen ska anvindas i en teknik som kallas for matrix-assisted laser desorption/ ionization
mass spectrometry (MALDI-MS), dér olika &mnen kan analyseras och studeras, sdsom
proteiner och signalsubstanser i hjarnan. Med MALDI-MS-teknik kan ocksa avbildning av
cancerceller och neurodegenerativa sjukdomar studeras.

Det som ér specifikt och avgérande med MALDI-MS-tekniken ar att den mojliggor en direkt
analys i viavnader, vilket i sin tur bevarar kroppens celler och vdvnader. Detta forkortar ocksa
bearbetningstider nir det inte behovs till exempel, extraktion-, renings- och separationssteg.

Resultaten visar att arbetet har uppnétt de tillfredsstdllande resultat som 6nskades, det vill
sdga att produkten som innehaller ester har erhéllits och att en produkt som innehaller
karboxylsyra har bildats. Detta var en fordel, eftersom den ar ndsta produkt som bildas efter
den onskade produkten i syntesvdg av matrisen.



2. Sammanfattning

Masspektrometri (MS) ér en analytisk teknik med vilken olika amnen analyseras sdsom
proteiner och peptider. Denna teknik &r baserad pa mass-laddningsfoérhéllande. MS bestér av
en jonkilla, masspektrometer och detektor. Tekniken anvinds inom olika omréde till
exempel, biokemi, fysik, kemi och vid upptickt av ldkemedel.

MS tekniken har utvecklats till en teknik som kallas matrix-assisted laser desorption/
ionization mass spectrometry (MALDI- MS), som dr en mycket snabb och kénslig metod, tal
relativt hoga fororeningar i prov och ger léttforstdeliga masspektra utan att 6ka fragmentering
av ett analyt. Med MALDI- MS kan direkt analys i vivnader ske, ddr bearbetningstiden
minimeras, sdsom extraktions-, renings- och seperationssteg.

MALDI-masspektrometri mdjliggor detektering av icke flyktiga molekyler, stora molekyler
samt instabila molekyler. MALDI ér viktigt vid polymeranalys samt biovetenskap.

For att kunna analysera med MALDI-MS kemiska matriser behdvs, matriserna ar sma
kemiska molekyler som kan vara baser eller syror. Matrisernas uppgift ér att ticka en analyt
for att detektera den. Det finns tva typer av matriser, vanliga och reaktiva. vanliga matriser
mdjliggor detektering av stora molekyler sdsom proteiner, peptider och oligonukleotider.
Diremot kan inte detektera sma molekyler sdisom dopamin, p.g.a. bildning av stérande
molekyler som forhindrar detektering av analyten. Darfor dr dessa matriser dr oldmpliga for
att studera molekyler med ldga molekylvikter i MALDI-MS. Med upptéckten av nya
matriserna (reaktiva matriser) blev det mojligt att studera fordelning av smé molekyler med
hog absorption av UV samt med 1&g stdrning.

Malet med detta arbete dr att utfora Suzuki reaktion for att bilda en produkt med esterversion.
Denna produkt blir efter flera steg en matris, men i detta projekt ska fokusera pa steg tvd av
matrisens syntesvég. For att kunna utfora reaktioner anvéndes bas, Pd (PPhs)s och
16sningsmedel, dir reaktionen sker under virme.

I ett tidigare laborationsarbete provades reaktionsbetingelser for att bilda en produkt som
innehéller ester, men det kan bildas en produkt som innehéller karboxylsyra, pa grund av
esterhydrolysreaktion som sker vid tillgdnglighet av vatten och en bas.

Suzuki reaktion mest anvédnds idag &n andra metallorganiska reaktioner, for att den ar mest
lampligt pé att bevara funktionella grupper, kunna anvéinda H>O som 16sningsmedel istillet
for organiska 16sningsmedel samt anvéndningen av borsyra som har giftfria biprodukter och
enkel att komma éat.

I detta projektet har arbetet haft samma malséttning, da experimenterades olika
reaktionsbetingelser for att erhdlla produkten som innehéller estern och/ eller en produkt med
karboxylsyran, samt for att upprétthalla bra omvandling av reaktanterna i denna kemiska
reaktion.

Arbetets resultat visar produktion av den esterinnehallande produkten och den
karboxylsyrainnehéllande produkt. Bildning av en produkt med karboxylsyra dr en fordel, for
att det dr ndsta produkt som ska bildas i syntesvdgen till matrisen.



Forkortningar

MS: Masspektrometri.

MALDI- MS: matrix-assisted laser desorption/ ionization mass spectrometry.
MALDI-MSI: matrix-assisted laser desorption/ ionization mass spectrometry imaging
MALDI-TOF: matrix-assisted laser desorption/ ionization mass spectrometry - Time of flight
LC: Vitskekromatografi.

THF: Tetrahydrofuran.

PTM: Postttranslationell modifieringar

TLC: Tunnskiktskromatografi

LCMS: Liquid chromatography mass spectrometry

ILM: Ionic liquid matrice

NMR: Nuclear magnetic resonance

DA: Dalton

UV: Ultraviolett

ESI: Electrospray ionization



3. Bakgrund

3.1 Masspektrometri

Masspektrometri (MS) &r en snabb analysteknik for kvantitativ och kvalitativ analys av
kemiska d&mnen enligt forhallande mellan massa och laddning. Masspektrometri bestar av
jonkélla, massanalysator och detektor. Vanligen &r masspektrometrar kopplade till viss
separationsmetod liksom vitskekromatografi (LC).

MS idr anvéndbar inom olika omrade sdsom, biokemi, fysik, kemi och vid upptickt av
likemedel'. Tekniken mojliggdr igenkdnning av nya proteiner, men det dr dock inte mojligt
att avgora celluldr lokalisering av peptider/proteiner som &r uttryckta i vdvnader eller enskilda
celler, for att det inte mojliggdr direkt analys i vivnader.

Spektrometri ger tillgdng till specificerad information om posttranslationell modifiering
(PTM) som kan uppstér pa grund av ndgon sjukdom, medan mdjligheten att fa direkt analys i
vivnader blev mojligt genom utveckling av MALDI-teknik?.

3.2 MALDI-MS och MALDI-MSI

MALDI-MS ir den utvecklade spektrometrin av MS, som dr mjuk, snabb och kénslig
masspektrometri.

Den dr mjuk teknik for den tél relativt hoga fororeningar i provet och ger ett enkelt lattfattligt
masspektrum utan att analytens fragmentering blir storre.>*. Det som ar specifikt och
avgorande med MALDI-teknik att den mdjliggor direkt analys 1 vdvnader, vilket i sin tur
bevarar och upprétthéller originellt hos kroppensceller och molekyler, samt minimerar
bearbetningstid sdsom extraktion, renings- och seperationssteg?.

Lipider, peptider och likemedel kan potentiellt analyseras genom MALDI-MS?2. Det ér
mojligt att kartldgga och studera signalsubstanserna med hjélp av MALDI-MS, dar MALDI
kan anvéndas for att studera biologiska fordndringar i kroppen. For att kunskap om
neurotransmittorernas dverskott och fordelning kan forklara funktionssittet for neurologiska
forlopp och avvikelser; darfor kan faststdllande av kvantitet och avbildning av bristande
balans i olika typer av neurotransmittor vara mycket vésentligt for var forstielse av
sjukdomar. Signalsubstanser har stor roll i dverforening av nervsignaler mellan nervcellerna.
Vid koncentrationséndring av signalsubstanserna kan manga olika processer vara involverad i
det, sdsom aldrande och somn, men ocksd pa grund av olika sjukdomar®.

Med hjilp av MALDI-MS kan man ocksa studera hur celler omvandlas till malign form, och
avbildning av cancer och neurodegenerativa sjukdomar. En studie visar att en masspektra
genereras frdn mindre humana vavnadsprover, och lungcancervavnader kan sarskiljas frén
normala lungors vdvnader genom analys p& MALDI.%2, MALDI-masspektrometri mojliggor
detektering av icke flyktiga molekyler, stora molekyler och instabila molekyler. Denna teknik
dr nddvéndig vid polymeranalys samt biovetenskap’.

MALDI-MSI ger en genererad bild for klarlaggning av studerande &mnen direkt i
vdvnadsavsnitt 8. Inom MALDI-MSI kan farmakokinetiska parameter studeras och ddrmed
erhalls information om ldkemedels effektivitet och toxicitet, det vill sdga kan erhallas
information om ldkemedel och dess metaboliters fordelning i vavnader®*!°, Med MALDI-
MSI kan ocksa uppticka och utforska olika végar for biosyntes och nedbrytningar av
transmittorsubstanser®. Det finns reaktiva MALDI-MSI matriser som &r selektiva for vissa



grupper, sdsom priméra aminer for transmittorsubstanser, neuroaktiva @mnen och endogena
metaboliter, d& med hjélp av dessa matriser detektering och identifiering kan ske?®.

En analys med MALDI-MS utfors genom att anvianda en ldmplig matris for analyten som ska
undersokas, sa att analyten fa basta mojliga omsténdigheter och fragmenteras inte @ For att
anvinda MALDI for analys, blandas analyten med en ldmplig matris och dérefter placeras
blandningen pé en platta. Blandningen som bestér av analyten och matrisen bestrélas med
laserpulser, vilket orsakar ablation och desorption av blandningen, och dérefter sker
jonisering av analyten!!.
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]
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Figur 1: MALDI-TOF instrument.

Fordel med anvindning av MALDI ér att den har hog detektionsféormaga, det vill sdga ger
mindre bakgrundstérning. Medan detektion med SIMS som édr en sort av masspektrometri har
lagre detektionsforméga, vilket resulterar till att bakgrundstorning leder till mindre tydlig
detektion!?

3.3 Matriser

Den centrala principen i MALDI-MS beror vanligtvis pa anvdandningen av en kemisk matris i
form av baser!? eller smé sura organiska molekyler som absorberar en stor mingd laserljus vid
laserns véglidngd. Ndr matrisen blandas med analyten och torkas, kommer det att bildas
samkristal av matris-analyt. Kristallerna exponeras for ytterst korta laser (vanligen UV
laserljus) och detta medfor i sin tur i desorption och jonisering av analyten”®. Anvéindning av
matrisen i MALDI medfér mjukjonisering av ansalyten, eftersom den minskar 6verforing av
intern energi till analyten, och intern energi av analyten minskas ytterligare, genom att den
kolliderar med matrisen och dirmed forhindras jonfragmentering av analyten'!.

Rollen av matrisen i MALDI ir att gora analyten positivt eller negativt laddad -, vilket gor
att den absorberar energi fran lasern for att omvandla analyserade dmnet frin en kristallform
till en gasform. Matriserna gor det mojligt att analyten detekteras for att den reagerar med
funktionella grupper i den studerande molekylen!!.

Vanliga organiska matriser kan inte detektera smd molekyler!*!>, dir problemet med vanliga
matriser dr bildning av smi stdrande joner som dr mindre dn 500 DA, dessa storande joner
forhindrar detektering av metaboliter och sma molekyler'é. Med upptickt av nya matriser
(reaktiva matriser) blev det mojligt att studera fordelning av smé molekyler med hog



absorption av UV och med 14g storningar pé analyten!’. Vid anvéndning av reaktiva matriser
behovs dessutom ingen kemisk modifiering av analyten. Med kemisk modifiering menas
derivatisering, som dr en kemisk reaktion som modifierar funktionella grupper i en kemisk
struktur. Syftet med derivatisering &r att forbéttra jonisering av analyten vilket ger béttre
detektering i MALDI tekniken. Forut for att utfora en analys m.h.a. MALDI-MS,
genomfordes derivatisering innan en analyt blandas med matrisen, men med anviandning av
reaktiva matriser behdvs inte lingre sant steg!®.

Reaktiva matriser forhindrar bildning av stérande joner och dirmed detekteringen av analyten
forbéttras, sdsom lonic liquid matrices (ILM), som bestar av en matris med en svag bas.
Basens funktion &r att ge bittre detektering av analyten.!”

Det kan goras en modifiering for att forbattra detektion, ett exempel pa en modifiering som
kan ske, dr anvindning av pyryliumsaltser sdsom difenyl-pyranyliumtetrafluorborat som
reagerar med primér amin i signalsubstanserna och leder slutligen till en laddad form som kan
enkelt detekteras i MALDI-MS>.

Matrisen som presenteras i reaktionsschemat 2, anvénds for att detektera analyter med
karbonylgrupp. Dir karbonyl gruppen i analyten reagerar med hydrazingrupp i matrisen, dar
hydrazin som dr en nukleofil kommer att attackera karbonylgrupp. Det vill sdga att matrisen
mojliggor detektering av steroider som har karbonylgrupp i sin struktur?®2!, Figur nr 2 visar
ett exempel pd hur hydrazingruppen i cyanoacetylhydrazid reagerar med karbonylgrupp i
pregnenolon.

0
HyC—C—NHNH;
\
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.

Figur nr 2: Reaktion mellan cyanoacetylhydrazid och pregnenolon.

3.4 Suzuki reaktion

For att kunna syntetisera nya matriser da Suzuki reaktion kan anvédndas. Reaktionen mojliggor
en korskoppling mellan organiska halider och organoboran molekyler, dar produceras en
kopplad produkt med en C-C bindning sdsom produkt 5 i reaktionsschema 1 steg b2
Reaktionsbetingelser som anvinds i Suzuki-kopplingsreaktion dr en katalysator som &r
palladium komplex och 16sningsmedel sdsom THF. Baser som anvinds i Suzuki reaktionen ér
Cs2CO3, NaOH, och K>COs3, men NaxCOs anvénds mest i Suzuki reaktionen. Medan for goda
utbyte av tvirkopplingsprodukter har anvints K3PO4 och Ba(OH) baserna istéllet for NaxCO;
som dr improduktiv vid steriskt krdvande substrat. Vid anvéndning av en bas i reaktionen
medfor bildning av Ar-PdL>-OR (aryl/ alkyl grupp frén organoboran som kopplade till
palladium i ndrvaro av en bas, sker under transmetallationssteg) samt paskyndar
transmetallationssteg i Suzuki reaktion??,

Suzuki Reaktionen mdjliggor brett urval av ménga funktionella grupper i molekylerna, darfor
anvinds denna reaktion idag mest inom ldkemedelsutvecklingen. Aktiviteten av funktionella
grupper med Suzuki reaktionen bevaras bittre. Medan det kan ske en forstoring pa
funktionella grupperna vid anvindning av andra metallorganiska reaktioner, saisom Grignard



reaktioner. Suzuki kopplingen &r den mest anvénda reaktionen idag tack vare dess
egenskaper, saisom anvandningen av H>O istéllet for organiska losningsmedel samt
anvindningen av borsyra som har giftfria biprodukter och enkel att komma §t>3-24,

Generell mekanism for Suzuki reaktion

Figur 3 visar hur Suzuki kopplingsreaktionen sker i tre grundlaggande processer i form av en
katalytisk cykel, de tre stegen &r oxidativ addition, transmetalation och reductive
elimination®.

Oxidativ addition sker nér det bildas Pd (II) som &r en mellanprodukt av palladium som dr
kopplad till halogen (figur 3, steg 1). Initiering av transmetalations process sker i nidrvaro av
en bas, dér en aryl eller alkyl grupp frén organoboran kopplas pé pd-komplexet (figur 3, steg
2). I reductive elimination bildas slutprodukt, dir oxidationstillstdnd for metallcentret minskar
och det leder till att en kovalent bindning mellan liganderna bildas samt pd (0) aterbildas?®.

I den katalytiska cykeln det kan finnas flera steg, och dessa steg kan ske p.g.a. anvindning av
olika 16sningsmedel, olika katalysatorer samt typen av reagerade ligander?®.

RT—X
P =
R1—R2 -— / \\
\ / \} P -
\ / : oxidative addition
va \
reductive it Steg 1

elimination \\ R'—Pd''—X
Steg 3 : /
R'—Pd'—R?2 /

Wee " transmetalation
. =l TN\ OR® "~
(R*),BOR? Steg 2 R?B(R*)

Figur 3. Generell mekanism for Suzuki-tvirkoppling 2

4. Syfte

Under ett tidigare projektarbete i samma forskargrupp genomfordes olika forsok, diar mélet
var att fa battre utbyte av produkten. Resultaten visar bildning av tva produkter, den ena med
ester och den andra med karboxylsyra. Dar LCMS visar 100% omvandling av pyridin.
Erhallna resultat av det tidigare genomforda projektet presenteras i tabellen nedan.
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Reaktionsschema 1: MALDI matrisens syntesvag med Suzuki reaktionskoppling.



Tabell 1. Reaktionsbetingelser som provades i ett tidigt laborativt arbete.

Entry | Catalyst Time Temperature | Base Solvent Yield* (%)
a | Pd (PPhs)4 24-72h | 110°C K2COs3 THF/H,O | 113% (aq)
b | Pd (PPhs)4 2-3h 110 °C? K2COs THF/H,O | 77% (aq)
¢ | Pd (PPhs)4 15min | 110°C K2COs3 THF/H,O
d | Pd (PPhs)4 15min | 125°C° K>COs3 THF/H,O | 62% (aq)

18% (org)

e | Pd (PPhs)s 15 min | 125°C° Na,CO; THF/H,O
f | Pd (PPhs)4 15min | 125°C’ NaHCO; THF/H,O

Projektets dvergripande syfte ér att erhdlla hogt utbyte av syntetiserad matris som anvénds vid
detektion av analyter m.h. a. MALDI-MS.

Det specifika syftet av arbetet &r att erhalla hog omvandling av reagenser m.h.a.
Suzukikopplingen, samt dndra betingelser for att selektivt kunna syntetisera estern och/eller
karboxylsyran.

Reaktionsschema 2: Steg tva for MALDI-MS matris syntesvig
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5. Resultat och diskussion
Syntes av metyl 3-(5-(antracen-9-yl) nikotinamido) propanoat har skett genom fyra olika
reaktioner med olika betingelser, dd Suzuki-tvarkopplingsreaktion var huvudsteget i dessa
reaktioner. Anvindning av mikrovagsstralning baserades pa dess formaga att paskynda den
kemiska reaktionen och ge bittre utbyte av syntetiserad produkt®s.

Tabell nr 2. Procentomvandling for (g-j) reaktionerna®® ?°. I reaktion i anvindes antracen-9-
borsyra med 2 ekvivalenter, medan i reaktion j anvénds 1,5 ekvivalenter.

Katalysator

Tid

Temperatur

Bas

Losningsmedel

Procentomvandling

g Pd (PPh3)4

15 min

125°C

Et;N

THF- H,O-Et:N

>99%
>86% ester
> 12% karboxylsyra

h | Pd (PPhs)s

15 min

125°C

Et;N

THF- EtsN

>99%
>88% ester
> 11% karboxylsyra

i Pd(PPhs)

15 min

125°C

K3PO4

THF-H,O

>99%
>93% ester,
>6% karboxylsyra

i Pd(PPhs)

15 min

125°C

K3PO4

THF-H>,O

>99%
>02% ester,
>7% karboxylsyra

Produkten fran reaktion g analyserades med hjdlp av vétskekromatografi-masspektrometri
(LCMYS)- tekniken och resultatet visar att topp nr 6 (figur 4) dr den 6nskade produkten

(5, reaktionsschema 2). Medan topp nr 5 (figur 4) visar produkten som bildades efter den
onskade produkten (6, reaktionsschema 2).

mAU

1,23
=

7

5-198- 1.944

Figur 4. LCMS kromatogram av reaktion g.

11




Tabell 3. Registrerat toppar genom ett LCMS kromatogram pa reaktion g.
Highest m/z responses

No. | Ret.Time Height Area  Rel.Area Mass-1 Mass-2 Mass-3
min mAU mAU*min % m/z m/z m/z
1 1.24 9.367 0.216 0.18 401 112 189
2 1.37 25.787 0.528 0.45 415 416 456
3 1.42 12.576 0.328 0.28 289 287 328
4 1.84 1639.074 [ 34.797 | 29.43 129 135 122
5 1.94 285.767 5.618 4.75 279 371 372
6 2.16 1831.583 | 37.647 | 31.84 385 386 426
7 2.20 520.342 | 15.004 | 12.69 385 195 386
8 2.46 369.195 9.510 8.04 387 193 110
9 2.55 775446 | 14.389 | 12.17 131 124 194
10 2.82 12.749 0.203 0.17 115 130 111

Produkten i sin struktur innehaller pyridin som ar en svag bas, vilket vid tillgdnglighet av en
syra kommer att protoneras. Resultatanalysen pa topp nr 6, baserades pa produktens
molmassa (384 g/mol). Men eftersom mobila fasen i LCMS ér en syra, blir forvintade mass-
laddningen péd 385 m/z (signal nr 6, tabell 3).

Forvintade mass-laddningen pa 371 m/z, talar for produkten som innehéller karboxylsyra i
sin struktur, da analysen pa det foljer samma princip, det vill sidga att produkten protonerades,
vilket stimmer helt med resultaten av LCMS spektrometri (signal nr 5, tabell 3).

Andra toppar 1 figur 4 tyder pé biprodukter, men det finns informationsbrist om vad de &r for
ndgonting. Om det skulle finna en viss méngd av pyridin med dessa biprodukter, skulle det
minska procentomvandling for reaktion g. for att kunna ta reda om pyridin finns eller inte,
kunde anvénda standardkurva dir jamfordes forhdllande mellan signaler av
reaktionsblandningen i LCMS prov och internstandard signaler, dir intern standard tillsétts till
LCMS provet.

Malet med arbetet dr att f4 en produkt med ester, men att f& en annan produkt som innehéller
karboxylsyra i sin struktur dr fordelaktigt, eftersom den dr nésta produkt som bildas efter den
onskade produkten i syntesvigen av matrisen enligt reaktionsschema 1. Produkten med
karboxylsyran bildas pa grund av reaktionsbetingelser som reaktionen har, dér tillgédnglighet
av en bas och vatten ger mojlighet till baskatalyserad esterhydrolys process, vilket resulterar
till bildande av en annan produkt med en karboxylsyra.

Topp nr 3 (figur 4) visar pyridin, vilket har baserat pa retentionstiden och mass-laddning som
presenteras i tabell 3 for topp nr 3. Signalen av pyridin jamfordes med retentionstiden och
mass-laddning i en standard-LCMS-prov {or pyridin.

Tabell nr 4: Standard-LCMS-prov {or pyridin.

Highest m/z responses __
No. | Ret.Time Height Area Rel.Area Mass-1 Mass-2 Mass-3
min mAU mAU*min % m/z m/z m/z
1 1.31 11.642 0.205 0.60 358 360 145
2 1.40 1778.375 33.618 | 98.74 287 289 328
3 1.68 11.131 0.223 0.65 287 289 289
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For att utvdrdera reaktionens tillgang och dess produktioner, da anvéndes ett forhdllande
mellan kvarstdende pyridin och bildande produkter i LCMS prov. Forhallandet rdknades
genom att pyridinens relativ area dividerades med summan av relativ area for ester- och
karboxylsyraprodukten. Resultatet av forhéllandet blev >99%, for forvéntade produkt 87%
och >12% for produkten med karboxylsyran.

Figur 5 visar resultaten av LCMS for reaktion h. Topp nr 1 visar borsyra, baserat pa
retentionstiden i tabell 5 for topp nr 1. Signalen av borsyra jamfordes med en standard LCMS
prov for borsyran. Toppar nr 2 och 3 visar de 6nskade produkterna, topp nr 2 som har mass-
laddningen 371 m/z dr produkten som innehaller karboxylsyran, medan topp nr 3 som har
mass-laddningen 385 m/z indikerar pd produkten som innehaller ester (tabell 5).

Indikationen pa produkterna i denna reaktion gors pa samma princip som gjordes i reaktion g.
Topp nr 9 ér antracen, det har baserat pa tidigare studier.

mU | .

1 2-198-?.933

d I

Figur 5. LCMS kromatogram av reaktion h.

Tabell nr 5. Registrerat toppar genom ett LC-MS for reaktion h.
Highest m/z responses

No. | Ret.Time Height Area Rel.Area Mass-1 Mass-2 Mass-3
min mAU mAU*min % m/z m/z m/z
1 1.83 18.672 0.426 6.00 104 112 109
2 1.93 17.238 0.325 4.57 279 142 371
3 2.15 127.314 2.387 | 33.59 385 386 143
4 2.19 150.354 2961 | 41.67 385 120 135
5 2.54 62.984 1.007 | 14.17 117 341 108

Figur 6 visar information for reaktion i, da topp nr 2 tyder pa produkten med karboxylsyra,
mass-laddningen 371 m/z (tabell 6), topp nr 4 ir produkten med ester, mass-laddningen 385
m/z (tabell 4), och topp nr 5 &r antracen, vilket har baserat pa tidigare studier. Indikationen pa
produkterna i denna reaktion gors pd samma princip som gjordes i reaktionerna g och h.
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Figur 6. Masspektrum av reaktion i.
Tabell nr 6. Registrerat toppar genom ett LCMS {or reaktion i.
Highest m/z responses
No. | Ret.Time Height Area Rel.Area Mass-1 Mass-2 Mass-3
min mAU mAU*min % m/z m/z m/z
1 1.83 1152.944 22408 | 51.38 142 162 113
2 1.93 71.669 1.390 3.19 279 371 280
3 2.08 15.905 0.256 0.59 485 101 133
< 2.15 893.437 16.530| 37.91 385 386 426
5 2.55 184.108 3.025 6.94 115 181 120

Resultatet for reaktion j redovisas 1 figur 7 dir topp nr 1 &r borsyra, vilket har baserats pa
retentionstiden (1.83 min) i tabell 7. Signalen av borsyra jamfordes med en standard LCMS -
provs for borsyran. Toppar nr 2 och 3 visar de 6nskade produkterna, topp nr 2 som har mass-
laddningen 371 m/z dr produkten som innehaller karboxylsyran. Medan topp nr 3 som har
mass-laddningen 385 m/z indikerar pd produkten som innehaller ester (tabell 7).
Indikationen pa produkterna i denna reaktion gors pd samma princip som gjordes i
reaktionerna i experimentet.

Erhallna produkter fran reaktionerna h, i och j &r >99%, for att LCMS spektrum visar toppar

som tyder pé andra foreningar dn pyridin. Hir antas att omvandlingen av produkterna &r
>99%, for det kan finnas sma méingder pyridin som inte kan detekteras av LCMS.
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Figur 7 LCMS spektrum av reaktion j.

Tabell nr 7. Registrerat toppar genom LCMS for reaktion j.

Highest m/z responses __

No. | Ret.Time Height Area  Rel.Area Mass-1 Mass-2 Mass-3
min mAU mAU'min % m/z m/z m/z
1 1.83 862.887 | 16.519| 56.47 103 139 154
2 1.93 23.696 0.470( 1.6 279 371 178
3 2.15 369.961 6.839 [ 23.38 385 386 426
4 2.54 326.175| 5.424| 18.54 115 140 135

I tabell nr 2 redovisas likadana reaktionsbetingelser for reaktionerna g och h, exklusive
16sningsmedel, déir reaktion g utfordes med vatten, vilket ledde till procentomvandling med
>86% for ester som dr mindre dn procentomvandlingen som i reaktion h. Detta skedde p.g.a.
befintligheten av en bas och vatten som ger mdjlighet till baskatalyserad esterhydrolys
process. Nér i- och j- reaktionerna jamfordes med varandra, kan observeras ingen stor skillnad
1 procentomvandlingen (tabell nr 2). Basstyrkan paverkar bade utbytet av produkterna, samt
Suzuki reaktionshastigheten. Vid anvindning av en bas med hog styrka, kommer bade utbytet
och reaktionshastigheten att 6ka*°. Om ekvivalenter for reaktion j skulle minska till 1 eller
mindre s skulle en skillnad observeras for procentomvandlingen mellan reaktion i och j.
Men ifall det skulle anvéindas en bas med lag styrka i reaktionerna i och j, skulle det finnas en
skillnad mellan reaktionernas procentsomvandling. Dér skulle det finnas en mindre
procentomvandling for att rektion i har 1,5 ekvivalenter i jimforelse med rektionen j med 2
ekvivalenter.

LCMS for (g-j) reaktionerna visar andra signaler, men orsaken till uppkomsten av dessa
signaler inte kan bekrifta forekomsten av andra biprodukter utan kan snarare vara p.g.a. hog
koncentration av provet i LCMS. Det kan finnas andra biprodukter med lag koncentration s
att de inte kan detekteras av LCMS.

Erhallna resultat av procentomvandlingen i experimentets reaktioner dr >99%, dock LCMS

spektra for alla reaktioner visar signaler pd biprodukter, men inga informationer om pyridin
existerar eller inte. Om pyridin existerar i biprodukterna, minskar procentomvandlingen av
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bada produkterna. Om produkterna hade isolerats och biprodukterna hade studerats, da hade
det varit ldttare att berdkna utbytet for produkterna, for att stimma av om den erhallna
procentomvandlingen dr sann, d.v.s. >99%. En minskning i procentomvandlingen av
esterinnehdllande produkten kan ses vid anviandning av vatten, da procentomvandlingen
minskar pd grund av esterhydrolys. Medan procentomvandling for produkten med
karboxylsyran &r lite storre vid anvdndning av vatten (reaktion g och h), dér esterhydrolys
leder till 6kning av karboxylsyran procentomvandlingen.

Andra faktorer som bidrar till minskning av procentomvandlingen dr molar-extinction -
koefficient, det dr storre for produkten &n pyridin och detta p.g.a. storre aromatiska system
som produkterna har i jimforelse med pyridin.

Det finns ont om information samt ménga fragor och tvivel angdende de erhallna resultaten
som saknar svar. Detta pd grund av att ingen analys har gjorts pa produkterna och andra
signaler som kan syfta pa biprodukterna. Darfor behdvs mer forskning kring detta framover.

En del av detta arbete baserades pa vetenskapliga artiklar som beskriver pa ett liknande sétt
MALDI tekniken, vilket i sin tur m&jliggor for oss att bekrafta hur effektiv denna teknik ar.
Utvecklingen av nya matriser for MALDI tekniken behovs idag, d& detekteringen av méinga
analyter som kan vara exogena eller endogena @mne med en ldmplig matris blir mgjligt.
Denna matrisutveckling kommer att underlitta diagnosséttningen for de flesta sjukdomar,
samt ge ritt behandling.

Ett laborativt arbete kréver precision for att kunna uppna ett 6nskat resultat. Laborativarbetet
som gjordes i projektet efterstravade ett ordentligt arbete, men oférmégan att isolera
produkterna efter analys med LCMS, forhindrade resultatets noggrannhet att erhallas.

6. Slutsats

Malet med arbete dr att erhalla hogt utbytte och fa hog omvandling av karboxylsyra och
esterinnehdllande produkter. Resultatet av det experimentella arbetet visar att det 4r mdjligt
att bilda den 6nskade produkten genom anvindningen av reaktionsbetingelser (tabell nr 2).
Med samtliga reaktioner bildades dnskade produkter och procentomvandlingen av reaktanter
blev storre dn 99%.

Det vill sdga att man kan dra slutsatsen att valet av reaktionsbetingelser gjorde att det
lyckades att fa bra procentomvandling och erhalla en produkt med esterversion och en annan
produkt med karboxylsyraversion.

Trots de goda resultat som har fitts genom experimentet, finns det fortfarande en faktor som
kan minska procentomvandlingen i verkligheten. Faktorn dr mol-extinctions-koefficienten,
som &r stor for produkterna i jimforelse med pyridin, vilket gor att den riktiga
procentomvandlingen for de olika reaktionerna kan vara mindre dn 99%. Men LCMS ér dnda
en bra metod fOr att virdera reaktionens framsteg.

Aven om resultaten var tillfredsstillande, gjorde tidsbrist att inte var mojligt att isolera alla
produkter fran alla reaktioner for att rikna utbytet, granska biprodukterna som bildades och
ddrmed varfor de bildades. Dessutom forhindrade den korta tiden fran att f6lja reaktionerna
med hjilp av nuclear magnetic resonance (NMR).

MALDI tekniken r viktig for att kunna kartldgga och studera biologiska processer, vilket kan
spela en stor roll vid forskning och utveckling av olika sjukdomars patofysiologin och dess
behandlingar. Med MALDI tekniken kan effekten av ladkemedel samt bildning av dess
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metaboliter studeras. Mer forskning behovs for att utveckla nya matriser for MALDI, dé det
mdjliggor utveckling av effektiva farmakologiska behandlingar.

7. Experimentell del
Syntes av metyl 3-(5-(anthracen-9-yl)nicotinamido)propanoat, reaktion f:

Metyl 3-((5-bromopyridin-3-yl) formamido) propanoat (162 mg, 0.72 mmol), antracen-9-
borsyra (103.6 mg, 0.72 mmol), NaHCOs3 (860, 10.24 mmol), Pd (PPh3)4 (10.03 mg, 0,01
mol 2% mol) védgdes upp 1 en mikrovagsugnsreaktionsflaska och 16stes i 10 ml THF och 5
ml H2O. Efter att flaskan stingdes utsattes den for vakuum och kvéve gas.
Mikrovagsugnsreaktionsflaska placerades i mikrovagsugn i 15 min och uppvéarmdes till 125°
C. MS (ESI) C24H21N203 ([M +H ) m/z 371, MS (ESI) C23H3N203 ([M +H *]) m/z 385.

Syntes av metyl 3-(5-(anthracen-9-yl)nicotinamido)propanoat, reaktion g:

Metyl 3-((5-bromopyridin-3-yl) formamido) propanoat (103.6 mg, 0,36 mmol), Antracen-9-
borsyra (161 mg, 0.72 mmol), EizN 1.4 ml, Pd (PPh3)4 (10.2mg, 0.01 mmol),
kemikalierna vdgdes upp i en mikrovagsugnsreaktionsflaska och lostes i 10 ml THF och 5
ml H2O. Efter att flaskan stingdes utsattes den for vakuum och kvéve gas.
Mikrovagsugnsreaktionsflaska placerades i mikrovagsugn i 15 min och uppvéarmdes till 125°
C. MS (ESI) C24H21N203 ([M +H +]) m/z 371, MS (ESI) C23H13N203 ([M +H +]) m/z 385.

Syntes av metyl 3-(5-(anthracen-9-yl)nicotinamido)propanoat, reaktion h:

(51.6 mg, 0.18 mmol) metyl 3-((5-bromopyridin-3-yl) formamido) propanoat, (80,3 mg, 0.36
mmol), Antracen-9-borsyra, (0.70 ml) EiN, (5.6 mg, 0.0136 mmol) Pd (PPh3)s vigdes
upp 1 en mikrovagsugnsreaktionsflaska och 16stes i 10 ml THF och 5 ml H>O. Efter att flaskan
stangdes utsattes den for bade vakuum och kvéve gas.

Mikrovagsugnsreaktionsflaska placerades i mikrovagsugn i 15 min och uppvéarmdes till 125°
C. MS (ESI) C24H21N203 ([M +H 1) m/z 371, MS (ESI) C23H3N203 ([M +H *]) m/z 385.

Syntes av metyl 3-(5-(anthracen-9-yl)nicotinamido)propanoat, reaktion i:

Hér anvéndas 1,5 ek for borsyran.

metyl 3-((5-bromopyridin-3-yl) formamido) propanoat (51.4 mg, 0.18 mmol), Antracen-9-
borsyra (81.2 mg, 0.36 mmol), K3PO4 (1010 mg, 5.12 mmol), Pd (PPh3)4 (5,6mg, 0,0136
mmol) végdes upp i en mikrovagsugnsreaktionsflaska och 16stes i 5 ml THF och 2,5 ml H2O.
Efter att flaskan stdngdes utsattes den for vakuum och kvéve gas.
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Mikrovagsugnsreaktionsflaska placerades i mikrovagsugn i 15 min och uppvéarmdes till 125°
C. MS (ESI) C24H21N203 ([M +H *]) m/z 371, MS (ESI) C23H3N203 ([M +H *]) m/z 385.

Syntes av metyl 3-(5-(anthracen-9-yl)nicotinamido)propanoat, reaktion j:

Hér anvéndas 1,5 ek for borsyran.

Metyl 3-((5-bromopyridin-3-yl) formamido) propanoat (51.6 mg, 0.18 mmol), Antracen-9-
borsyra (60,1 mg, 0,27 mmol), (1091 mg, 5.12 mmol) K3PO4, (5.2mg, 0.01 mmol) Pd
(PPhs)4 védgdes upp i1 en mikrovagsugnsreaktionsflaska och 16stes i S ml THF och 2,5 ml H2O.
Efter att flaskan stdngdes utsattes den for vakuum och kvéve gas.
Mikrovagsugnsreaktionsflaska placerades i mikrovagsugn i 15 min och uppvéarmdes till 125°
C. MS (ESI) C24H21N203 ([M +H *]) m/z 371, MS (ESI) C23H13N203 ([M +H *]) m/z 385.

7.1 Provupparbetning

Provupparbetningen gjordes bara for reaktion f, vilket ifrdn togs ett prov med hjélp av ett
kapillédrror och pipetteras i en LCMS-flaska darefter 10stes provet med metanol. LCMS-
flaskan placeras i LCMS maskin, ddrefter startades maskinen for att analysera
reaktionsbladningen.

Reaktionsbladningen dverfordes till en separationstratt och blandades med 50 ml acetylacetat
och 50 ml vatten. Tratten skakades om och vattenfas dverfordes till en bégare och organfas till
en annan bagare. Resten av organiska fasen extraherades ur vattenfasen genom att vattenfasen
hillas tillbaka till separationstratt med ytterligare 50 ml etylacetat, steget upprepades 3
génger.

Organisk fasen hélldes igen i tratten och sedan tvittades med ca 30—40 ml saltlosning.

Organiska fasen overfordes till en E-kolv och torkades med MgSO4. Organiska fasen filtreras
och sedan torkades i rotationsindunstare med vérme upp till 40 °C.

Ett prov av organiska fasen togs och analyserades med LCMS. Tunnskiktskromatografi
(TLC) anvéandes for att prova olika eluent, for att anvédndas i kolonnkromatografi.

Till den mobila fasen anvéndes 10% toluen, 45% etylacetat och 45% isohexan. I en bigare
innehéllande mobila fasen placeras TLC plattan, mobila fasen vandras genom plattan i nigra
minuter. Dérefter visualiserades den med UV-ljus.

Organiska fasen renades upp med hjélp av kolonnkromatografi, till stationira fas anvandes
kiselgel och till den mobila fasen anvéndes (500 ml) 10% toluen, 45% etylacetat och 45%
isohexan. Fraktioner av organiska fasen samlades i olika fraktionssamlare. For att sdkerstélla
att biprodukt dr med i samlade fraktionerna, togs ett litet prov av fraktionerna och
analyserades med TLC. For att fa ut produkten dndrades koncentration av mobila fasen till
60% etylacetat, 30% isohexan och 10% toluen. Mer mobila fas anvdndes 200 ml (60%
etylacetat, 30% isohexan och 10% toluen), for att ta ut rastande produkt ur kolonnen.
Samlande fraktionerna analyserades med TLC, for att sikerstilla att produkten dr med i dessa
fraktioner. I en 250 ml rundkolv samlades fraktionerna med produkten och placerades i
rotationsindunstare, for att torka 16sningsmedel. Efter torkning produkten vigdes upp, for att
rikna utbytte.
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Erhalls massa

Utbyte =
Y Teoretisk massa

384,4 g/ mol molekylvikt for produkten med ester.
Utbyte for reaktion f, (59,5 mg, 44%).

Bearbetning steget skedde bara for reaktion f, men for andra reaktioner bara LCMS utfordes.
For att fa erfarenhet och dérefter kunna utfora arbetet pa noggrant sitt. Lagt utbyte (44%) kan
bero pa olika faktorer sdsom, efter kolonnkromatografi samlades ej alla fraktioner som
innehaller produkterna eller det kan vara fel vigning av antigen reaktanter eller produkten.
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