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Samandrag

Prazikvantel, ogsa kjent som Biltricide, er eit legemiddel som blir nytta til behandling av
parasittiske ormeinfeksjonar hos bade menneskjer og dyr. | seinare tid har det blitt publisert ei
rekke studiar som viser at prazikvantel ikkje berre har antiparasitts verknad, men at den ogsa
kan nyttast i kreftbehandling og til behandling av psoriasis. Eit studium publisert av Wu et al.
1 2012 viser at prazikvantel kunne forbetre antikrefteffektiviteten til paclitaxel (taxol) i ulike
kreftcellelinjer, inkludert paclitaxel-resistente cellelinjer. Dette bachelorprosjektet er basert pa
prazikvantel-syntesen rapportert av Domling et al. i 2010. Prazikvantel-syntesen er ei attraktiv
to-trinns syntese der totalutbytte for dei to trinna ligg pa over 74 %. Det farste trinnet er ein
Ugi-multikomponentreaksjon som gir det open kjeda diamid-intermediatet. | det andre trinnet
blir diamid-intermediatet behandla med metansulfonsyre ved 70°C i 6 timar til a gi ei dobbel
ringslutning av type Pictet-Spengler syklisering under danninga av prazikvantel, med utbytte
pa > 75 %. Malet var a framstille prazikvantel og optimalisere det siste trinnet ved bruk av
eksperimentelt design. For & kunne syntetisere prazikvantel matte isocyanidet framstillast.
Domling et.al rapportert framstillinga av isocyanidet i eit 61 % utbytte, og i dette prosjektet
blei utbytte 54 %. Diamid-intermediatet fekk eit utbytte pa 77 % samanlikna med Démling et
al. sitt utbytte pa 98 %. Det blei utfgrt fem forsgk i det eksperimentelle designet der
temperatur (X1) og substratkonsentrasjon (X2) blei regulert. Hag verdi (+1) av X1 blei sett til
80°C, null verdi (0) til 70°C og lag verdi (-1) til 60°C. For X: blei hgg verdi (+1) 0,08 g/ml,
null verdi (0) 0,29 g/ml og lag verdi (-1) 0,50 g/ml. Volumet av lgysemiddelet
metansulfonsyre var likt for alle eksperimenta (7 ml). Det blei ogsa utfert to ytterlegare forsgk
med alkohol og keton som lgysemiddel. Det blei tatt ut praver pa 0,2 ml etter 3, 4,5 og 6 timar
for a sja korleis reaksjonen utvikla seg. Deretter blei det gjennomfgrt HPLC-analysar pa alle
pravene der ein fann kor mykje av utgangstoffet som blei omdanna til prazikvantel ved dei
ulike tidspunkta. Den hggaste conversion blei oppnadd ved hgg temperatur og hag
substratkonsentrasjon, og vart 66,3 %. Eksperimentet utfgrt under Démling et al. sine vilkar

fekk ein mykje lagare conversion pa 30,0 %.

Ngkkelord: Prazikvantel, syntese, optimalisering, Ugi-reaksjon, Pictet-Spengler reaksjon



Abstract

Praziquantel, also known as Biltricide, is a medication used to treat parasitic worm infections
in both humans and animals. In recent years, several studies have shown that praziquantel not
only has antiparasitic effects, but can also be used in cancer treatment and for treating
psoriasis. A study published by Wu et al. in 2012 showed that praziquantel could improve the
anti-cancer effectiveness of paclitaxel (taxol) in various cancer cell lines, including paclitaxel-
resistant cell lines.This bachelor's project is based on the praziquantel synthesis reported by
Domling et al. in 2010. The praziquantel synthesis is an attractive two-step synthesis with a
total yield of over 74%. The first step is a Ugi multicomponent reaction that produces the
open-chain diamide intermediate. In the second step, the diamide intermediate is treated with
methanesulfonic acid at 70°C for 6 hours to give a double ring closure via a Pictet-Spengler
cyclization to form praziquantel, with a yield of >75%. The goal was to synthesize
praziquantel and optimize the final step using experimental design. To synthesize
praziquantel, the isocyanide had to be prepared. Démling et al. reported a 61% yield for the
preparation of the isocyanide, while in this project, the yield was 54%. The diamide
intermediate had a yield of 77% compared to the yield of 98% reported by Démling et al.
Five attempts were conducted in the experimental design where temperature (X1) and
substrate concentration (X2) were regulated. The high value (+1) for X; was set at 80°C, the
zero value (0) at 70°C, and the low value (-1) at 60°C. For X2, the high value (+1) was 0.08
g/ml, the zero value (0) was 0.29 g/mL, and the low value (-1) was 0.50 g/mL. The volume of
the solvent methanesulfonic acid was the same for all experiments (7 mL). Two additional
experiments were also performed using alcohol and ketone as solvents. Samples of 0.2 mL
were taken after 3, 4.5, and 6 hours to observe how the reaction developed. HPLC analyses
were then conducted on all samples to determine the amount of starting material that was
converted to praziquantel at the different time points. The highest conversion was achieved at
a high temperature and high substrate concentration, which was 66.3%. The experiment

performed under Domling et al.'s conditions had a much lower conversion of 30.0%.

Keywords: Praziquantel, synthesis, optimazation, Ugi-reaction, Pictet-Spengler reaction



Forkortingar

API - Active Pharmaceutical Ingredients

Bl - Batch 1

B2 - Batch 2

B3 - Batch 3

DCM - Diklormetan

DoE - Eksperimentelt design

FT-IR - Fourier transform infraraud spektroskopi
GC-MS - Gasskromatografi-massespektrometri
HVL - Hegskulen pa Vestlandet

J - Koblingskonstant i NMR

KCN - Kaliumcyanid

MCR - Multikomponent reaksjonar

MSA - Metansulfonsyre

NaOH - Natriumhydroksid

NMR - Kjernemagnetisk spinnresonans spektroskopi
ODS - Oktadekylsilan

p-TsOH — para-toluensyre

PZQ - Prazikvantel

R1 - Reaksjon 1

R2 - Reaksjon 2

R3 - Reaksjon 3

R¢- Retensjonsfaktor

RPM - Rotasjon per minutt

RT - Romtemperatur

S - Schistosoma

t - timar

Min - minutt

TLC - Tynnsjiktskromatografi

T1 - Start temperatur

T2 - Slutt temperatur
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1 Introduksjon

Introduksjonskapittelet gir ei oversikt over bakgrunn og tema for denne bacheloroppgava,

samt tidlegare arbeid, problemstilling og mal.

1.1 Bakgrunn og tema

Framstillinga av legemiddel og gran kjemi er to omrader som stadig i sterre grad blir integrert
for & utvikle meir berekraftige og miljgvennlege produksjonsprosessar. Tradisjonell
legemiddelproduksjon har vore prega av hggt energiforbruk, avfall og store mengder utslepp
av miljeskadelege stoff. Fokuset har vore pa a lage dei mest revolusjonerande medisinane for
a betre levestandarden over heile verda. | seinare tid har gren kjemi gatt fra a vere ein
nysgjerrigheit pa laboratoriet til & stadig bli meir brukt i farmasgytisk industri, og handlar om
a designe kjemiske produkt og prosessar som redusera eller eliminera bruk eller produksjon
av farlege stoff (1,2). Fleire selskap har allereie begynt a tilpasse seg ein berekraftig strategi
ved a endre dei kjemiske produksjonsprosessane til grgn syntese av produkta, som involverar
prinsippa for gran kjemi vist i figur 1 (2). | dei 12 prinsippa inngar blant anna atomgkonomi,
som handlar om & hindre avfall pa atom- og molekylniva. Eit anna viktig punkt, som ogsa vil
vere sentralt i dette prosjektet er & lage mindre farlege kjemiske syntesar. Dette kan inneberer

a bruke sikrare lgysemiddel og hjelpestoff (3).
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Figur 1. Dei 12 prinsippa innan gren kjemi, henta fra ResearchGate.net/the-12-principles-of-green-
chemistry.



Bade berekraftig framstilling av legemiddel og legemiddelmangel er to store problem over
heile verda i dag (4). Ei stor mengd av verdas legemiddel og API-ar (Active Pharmaceutical
Ingredients) produserast i Asia, spesielt Kina og India (5). Etter Covid-19 og krigen i Ukraina
kom det fram at det var alvorlege og omfattande forsyningsproblem av essensielle legemiddel
og API-ar til USA og Europa. | oktober 2022 blei det publisert ein artikkel i NRK som fastslo
at det var registrert 1258 legemiddel som ein ikkje far tak i Norge (6). Prognosane tyder pa at
Norge igjen gar mot eit nytt toppar for medisinmangel. Framover vil det vere sveert viktig a
kunne produsere dei medisinane som manglar og flytte produksjonen tilbake til Europa og
USA igjen.

Prazikvantel (PZQ, 1), ogsa kjent som Biltricide, er eit legemiddel som blir nytta til
behandling av parasittiske ormeinfeksjonar hos bade menneskjer og dyr. Hos menneskjer blir
prazikvantel brukt til & behandle blant anna schistosomiasis, clonorchiasis, opisthorciasis,
bendelorminfestasjonar og fleire andre parasittiske tilstandar (7). Prazikvantel blei fgrst
utvikla i 1972 av dei tyske legemiddelselskapa Bayer AG og E. Merck og kjemisk sett er
forbindelsen ein isokvinolinanalog (8). Prazikvantel blei valt ut fra 400 forbindelsar, og blei
funne til & vere det mest effektive middelet mot ei rekke parasittiske ormsjukdommar og star
ogsa oppfart pa WHOs 2021-liste over ngdvendige legemiddel (9,10). Figur 2 viser den
kjemiske strukturen til prazikvantel og strukturelementet isokvinolin.
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Figur 2. Den kjemiske strukturen til prazikvantel (PZQ, 1) og strukturelementet isokvinolin.

Menneskja i utviklingslanda er dei som blir hardast ramma av parasittiske sjukdommar, og
prazikvantel er det viktigaste legemiddelet i behandlinga mot desse parasittiske tilstandane.
Oppdaginga av prazikvantel representera blant anna den viktigaste utviklinga i behandlinga av
schistosomiasis (10). Schistosomiasis, ogsa kjent under namnet sneglefeber eller bilharzia, er
eit markangrep som kjem av ikten Schistosoma. Dette er ein flatmark som penetrerar huda og
akkumulerast i blodarene, tarmen og urinblara. Nar larvar av Schistosoma kjem inn i

blodsirkulasjonen, kan det fare til alvorlege allergiske reaksjonar og gi symptom som feber,



hoste, utslett og muskelsmerter. Deponering av egg i dei indre organa kan forarsake kronisk
sjukdom, inkludert kreftutvikling. Det finst tre typar av ikten, S. mansoni (Schistosoma
mansoni) som angriper tarm og lever, S. haematobium som gir urinvegsplagar og S.
japonicum som ogsa angriper lever og tarm. Katayama-feber er vanlegvis forarsaka av den
sist nemnte ikten, og gir eit akutt sjukdomsbilde og er ofte dgdeleg (11). Schistosomiasis er
mest utbreidd i Afrika, Asia og Sgr-Amerika, og i 2017 trengte minst 220 millionar
behandling av schistosomiasis i falgje verdens helseorganisasjon, der 90 % var i Afrika (11).

Figur 3 viser alvorlege utslett og hevelsar som fglgje av schistosomiasis og katayama-feber.

Figur 3. Schistosomiasis, henta fra Schistosomiasis (Bilharzia) - Katayama fever (pcds.org.uk).

Figur 4 viser dei ulike stadia i livssyklusen til parasitten. Egg fra parasitten som ligg i venene
i urinbleereveggen og tarmveggen hos menneskje vil bli fgrt ut av kroppen gjennom avfgring
og urin. | vatnet vil egga klekke og utvikle seg til miracidium-larvar som vil infisere sniglar
av arten Biomphalaria (for S. mansoni og S. haematobium) eller Oncomelania (for S.
japonicum). Inne i snigelen utviklar larvane seg til sporocyster og deretter til cerkaria-lavar
som blir frigjort fra snigelen i vatnet. Cercarier vil trenge gjennom hunda pa menneskje og bli
til schistosomulaer og vandrar deretter vidare gjennom blodstraumen og nar til slutt

malorgana (12).
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Figur 4. Livssyklusen til parasitten Schistosoma, henta fra sml.snl.no/Schistosomiasis.

| seinare tid har det blitt publisert ei rekke studiar som viser at prazikvantel ikkje berre har
antiparasitts verknadar, men at den ogsa kan nyttast i kreftbehandling og til behandling av
psoriasis (13,14). Eit studium publisert av Wu et al. | 2012 viser at prazikvantel kunne
forbetre antikrefteffektiviteten til paclitaxel (taxol) i ulike kreftcellelinjer, inkludert paclitaxel-

resistente cellelinjer (13). Strukturformelen til paclitaxel er vist i figur 5.

Figur 5. Strukturformelen til paclitaxel (taxol).

Paclitaxel, i lag med prazikvatel, hemmar synergistisk celleproliferasjon og forarsakar
celledad i ulike kreftceller, slik som CRC DLD-1. Kombinasjonen av desse molekyla vil ogsa
kunne svekke den X-kopla inhibitoren av apoptose-proteinuttrykk (XIAP) som eit anti-

apoptotisk protein, som kan fungere som ein effektiv hemmar av kaspaseaktivitet (13,14).



1.2 Problemstilling, hensikt, forskningsspgrsmal og mal

Dette bachelorprosjektet er basert pa prazikvantel-syntesen rapportert av Démling et al. i
2010 (15). Prazikvantel-syntesen, som er vist i figur 6, er ei attraktiv to-trinns syntese der
totalutbytte for dei to trinna ligg pa over 74 %. Det farste trinnet er ein Ugi-
multikomponentreaksjon mellom eit isocyanid (2), formaldehyd (3), karboksylsyre (4) og eit
amin (5) ved romtemperatur (RT) som gir det open kjeda diamid-intermediatet (6). | det andre
trinnet blir (6) behandla med metansulfonsyre (MSA) ved 70°C i 6 timar til & gi ein dobbel
ringslutning av type Pictet-Spengler syklisering under danninga av prazikvantel (1), med
utbytte pa > 75 %.
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Figur 6. Prazikvantel-syntesen rapportert av Domling et al. i 2010. Dette er ein to-trinns syntese der
totalutbytte for begge trinna ligg over 74 %. Farste trinn er ein Ugi-multikomponentreaksjon mellom
isocyanid (2), formaldehyd (3), karboksylsyre (4) og eit amin (5), som dannar det open kjeda diamid-
intermediatet (6). Deretter blir (6) behandla med metansulfonsyre (MSA) ved 70°C i trinn to. Dette gir
ein dobbel ringslutning av Pictet-Spengler syklisering under danninga av Prazikvantel (1), som har eit
utbytte pa > 75 %.

Med dette har felgjande problemstilling blitt utarbeida:

Sidan prazikvantel ikkje berre har antiparasitts verknad, men kan ogsa nyttast i
kreftbehandling og mot psoriasis vil det har stor betydning & kunne framstille prazikvantel pa
ein miljevennleg og effektiv mate, og det finst fleire forhald for syntesen av stoffet som kan
optimaliserast og gjerast grgnare og meir lgnsam for oppskalering. | dag ligg utsalsprisen for
prazikvantel pa ca. 7000 kr (NOK) per 250 g hos Merck (Sigma-Aldrich). Pa grunn av
legemiddelmangel er det no viktigare enn nokon gong a kunne produsere legemiddel sjglv.
Reaksjonstida pa 48 timar i det farste trinnet i Ugi-multikomponentreaksjonen, er noko som
burde kunne reduserast, samt reaksjonstida (6t) i det andre trinnet. Fokuset i dette prosjektet
vil ligge pa det siste trinnet i syntesen av prazikvantel, der det ogsa er gnskeleg a forbetre

utbytte. I tillegg til dette ma isocyanidet (2) framstillast, da det ikkje er til sals kommersielt



hos HVL sine leverandgrar. Domling et.al rapporterte framstillinga av (2) i 61 % utbytte fra
2-fenyletan-1-amin (2°) i ein modifisert Hofmann-karbylaminreaksjon rapportert av Gokel
et.al i 1976 og 1988 (15). Denne reaksjonen er vist i figur 7.

©/\/N“2 NaOH(aq), CHCI, ©/\/NC
, BzNEt,CI
2 4 hrs 2

61%

Figur 7. Syntese av isocyanidet (2) fra amidet (2°) som skjer etter ein Hofmann-karbylaminreaksjon
ved bruk av ein faseoverfgringskatalysator. Domling et.al fekk eit utbytte av (2) pa 61 %.

Hensikt

Hovudhensikta med dette prosjektet var a framstille prazikvantel pa ein miljgvennleg og
effektiv mate. Dette inneberer a optimalisere syntesen og gjere den grgnare og meir lgnsam
for oppskalering. Her vil bade batch- og flowsyntese vere aktuelt. I tillegg til & studere andre
moglege syntesevegar for prazikvantel og evaluere desse opp mot kvarandre i eit grent

perspektiv.

Forskingsspgrsmal

1. Kva faktorar er avgjerande for a optimalisere syntesen for prazikvantel, hovudsakeleg i
trinn to, med omsyn pa pris og utbytte?

2. Kva er skilnaden mellom syntesevegen til Domling et al. og den opphavelege syntesen til
Merck og Bayer, samt den koreanske kommersielle syntesen, ved & samanlikne mengd

syntesetrinn, atomgkonomi, problematiske reagensar og utbytte?

Mal for prosjektet
1. Framstille isocyanidet (2) som skjer etter ein Hofmann karbylamin-reaksjon ved bruk
av ein faseoverfgringskatalysator.
2. Nytte eksperimentelt design (DoE) og fleirvariabel modellering for & optimalisere
syntesen med omsyn pa reaksjonstid, temperatur, lgysemiddel og reaktantar.
3. Utforske andre moglege syntesematar for PZQ (1) og vurdere desse opp mot

kvarandre i eit grgnt perspektiv og i forhald til effektivitet.



Forskingsmetode og strategi

Prosjektmala vil bli oppnadd gjennom bruk av eksperimentelt design (DoE) og multivariabel
modellering for & optimalisere syntesen av prazikvantel. | tillegg vil ulike analyseteknikkar,
som kromatografi (tynnsjiktskromatografi (TLC), kolonnekromatografi og vaeskekromatografi
(HPLC)) og spektroskopi (NMR og FT-IR) bli nytta for a identifisere og separere
sambindingar i det eksperimentelle arbeidet. Instrumenta og metodane er vitskapelege og godt
innarbeidde. Valet av desse metodane og instrumenta er basert pa deira utbreidde bruk i

liknande prosjekter, og tilgjengelegheita ved Hagskulen pa Vestlandet.



2 Teori

2.1 Hofmann-karbylaminreaksjon

Hofmann-karbylaminreaksjonen er ein kjemisk reaksjon som blir brukt til 8 omdanne primeere
amin til isocyanid. Reaksjonen blei oppkalla etter August Wilhelm von Hofmann, ein tysk
kjemikar som farst rapporterte den i 1851. Produktet, eit isocyanid har ei karakteristisk sveert
darleg lukt. Det er verdt & merke seg at denne reaksjonen er selektiv for primere amin, og vil
difor ikkje danne sekundare eller tertizere aminer som kan dannast i andre syntesevegar. Dette
skyldast alkylgruppa si darlege eigenskap til & lausrivast (16).

Reaksjonsmekanismen for Hofmann-karbylaminreaksjonen

Karbylamin reaksjonen, bestar av ein reaksjon som skjer mellom eit primaert amin, kloroform
og ein base. Mekanismen begynner med at kloroformmolekylet gjennomgar ein
dehydrohalogenering for & danne eit mellomprodukt av diklorkarben. Dette mellomproduktet
er sveert reaktivt og oppfarer seg som ein elektrofil. Vidare vil dette elektrofile
mellomproduktet angripe det elektronrike nitrogenatomet pa aminet og danne isocyanidet

(16). Reaksjonsmekanismen for Hofmann-karbylaminreaksjonen er vist i figur 8.

CHCl,

-CI@ o HO@/-\

+CCly
#ﬂ .

2 CH20|2 NHz +H
- Cl CI

HO®
® &
N/// e} NOUH

Figur 8. Reaksonsmekanismen for Hofmann-karbylaminreaksjonen.



2.2 Firekomponent Ugi-reaksjon

Multikomponent reaksjonar (MCR) er ein syntetiske strategi for & generere eit mangfald av
sma molekyl. MCR gir store moglegheiter til & skape molekylart mangfald pa eit
reaksjonstrinn ved lita tid, syntetisk innsats og danning av biprodukt (17). Ugi-reaksjonen er
ein multikomponent-reaksjon innafor organisk kjemi og blei farst rapportert i 1959 av Karl
Ugi. | reaksjonen inngar fire reaktantar, eit keton, eit amin, eit isocyanid og ei karboksylsyre,
som reagera og typisk gjev eit diamid som produkt med vatn som biprodukt (18), som vist i

figur 9.

Ugi-reaksjonen som andre multikomponent-reaksjonar har store fordelar samanlikna med ein
lineaer reaksjon som gir liknande strukturforbindelsar. Fordelane med Ugi-reaksjonen er at
den byggjer sveert komplekse forbindelsar med god atomgkonomi, blir gjort under milde
forhald og har berre vatn som biprodukt (18).

0 .
R-COOH + R'—NH, + CHO R3—(3E%) R/U\N/ H 3
» R
karboksyl- amin (1°) 1lde . isocyanid H.0 R'" O
syre -Fo

Figur 9. Ugi-reaksjonen. Reaksjonen bestar av fire komponentar, eit keton, amin, isocyanid og ei
karboksylsyre, som dannar diamidet.

Reaksjonsmekanismen for Ugi-reaksjonen

Mekanismen begynner med at aminet reagerer med ketonet og dannar eit imin, med
eliminering av vatn. Deretter skjer det ein protonutveksling med karboksylsyra og aminet for
a skape ein nukleofil addisjon av isocyanidet med isocyanidets terminale karbonatom. Dette
for & danne eit nitriliumion. | neste trinn skjer det ein ny nukleofil addisjon med nitriliumionet
og karboksylsyreanionet. Til slutt skjer det ein Mumm-omleiring. Dette er ei blanding av ein
organisk reaksjon og ein omorganiseringsreaksjon som overfgrer acylgruppa fra oksygenet til

nitrogenet (19,20). Figur 10 viser reaksjonsmekanismen for Ugi-reaksjonen.
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Figur 10. Reaksjonsmekanismen for Ugi-reaksjonen.

2.3 Pictet-Spengler reaksjonen

Pitcet-Spengler reaksjonen, vist i figur 11, vart rapportert i 1911 av Pictet og Spengler, og er

ein viktig reaksjon for syntese av alkaloidar og legemidlar (21,22). Alkaloidar er organiske
sambindingar som ein finn naturlege i plantar (23). Reaksjonen rapportert i 1911 vart utfgrt

med B-aryletylaminer og ein karbonylforbindelse i konsentrert saltsyre, for & oppna produktet

1,2,3,4-tetrahydroisokinolin (24). Den er ein av dei mest brukte metodane for & framstille

1,2,3,4-tetrahydro-p-karboliner og tetrahydroisokvinoliner (22).

o)

RS syrekatalysator R
| + 2JL 3 > |
/ = NH, R R // NH
R1 R1 R2 R3
. aldehyd
p-aryletylamin eller tetrahydroisokvinolin
keton

Figur 11. Pictet-Spengler reaksjonen. Reaksjonen bestar av tre komponentar beta-aryletylamin,
aldehyd/keton og ein syrekatalysator som dannar tetrahydroisokviolin.
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Reaksjonsmekanismen for Pictet-Spengler reaksjonen

Mekanismen byrjar med protonering av oksygenet pa karbonylsyra far den vidare reagera
med aminreagenset. Vidare skjer det ei protonoverfgring som frigjer eit vassmolekyl og
resultera i eit protonert mellomprodukt av iminium ion. Mellomproduktet gjennomgar sa ein
«6-endo-trig syklisering» reaksjon som fjernar aromat-eigenskapane til arylringen. Til slutt
skjer det ein protonering som gjenopprettar den aromatiske ringsystemet og resultera i

sluttproduktet (24,25). Reaksjonsmekanismen for Pictet-Spengler reaksjonen er vist i figur 12.

TV o & ,
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Figur 12. Reaksjonsmekanismen for Pictet-Spengler reaksjonen.

2.4 Paclitaxel (taxol)

Paclitaxel (taxol) er eit stoff som stabiliserer mikrotubuli (mikrotubuli er eit av tre element
celleskjelletett bestar av (26)), og vil kunstig stoppe cellesyklusen i mitose-fasa og fare til
apoptose. Taxol er eit av dei mest brukte legemidlane mot kreft og har vist til & ha sterk effekt
mot bryst-, nakke-, hovud-, eggstokk- og lungekreft. Legemiddelet har derimot betydelege
problem med alvorlege biverknadar og paclitaxel-resistens (13). Typiske biverknadar er alt fra
hartap, kvalme og muskel-verk, til anfall, alvorleg hovudverk og pusteproblem (27).

Det er eit aukande problem i taxol resistente kreftceller ved aukande bruk av legemiddelet.
Dette er ei stor hindring for & kunne forbetre responsen og overlevelsen til kreftpasientane.

Swvulstane kan enten vere resistente mot stoffet eller bli resistente under bruken av
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legemiddelet. Resistens mot taxol oppstar direkte i miktotubuli og farer til demes til

mutasjonar og post-translasjonell modifikasjon (28).

2.5 Synergieffekt mellom paclitaxel (taxol) og prazikvantel (PZQ)

Det er rapportert at prazikvantel i lag med paclitaxel (taxol) kan forbetre den vekstinhiberande
effekten taxol har i celler bade in vitro og vivo, i tillegg til taxol resistente celler som CRC
DLD-1. Synergien mellom prazikvantel og taxol inneberer ogsa nedregulering av XIAP

proteinet og mitosisk avbrot (13).

PZQ har ikkje noko paverknad pa cellesyklusen til ei kreftcelle, men den kan i stor grad
forbetre taxol si evne til & kunstig stoppe cellesyklusen i mitosefasa, for DLD-1- og H1299-
celler. Taxol er ein mikrotubuli-stabiliserande middel som kan binde seg direkte til tubulin og
stabiliserar mikrotubulien. Dette forstyrrar nedbrytinga av mikrotubuli og farer til mitotisk
arrest (13).

Det er funne ut at synergien med PZQ og taxol kan sterkt redusere produksjonen av XIAP i
DLD-1- og H1299-celler. XIAP er proteinet i cella som regulerer apoptose-proteina og kan ha
ein hemmande effekt pa apoptosen. XIAP er ofte overprodusert i tumor og visse typar
kreftceller. Redusering av XIAP proteinet vil indusere apoptose i cellene, som vidare redusera
utviklinga av tumor in vivo og aukar den terapeutiske fglsamheita til kreftceller (13).

2.6 Tidlegare syntesar av prazikvantel (PZQ)

Prazikvantel blei farst syntetisert av E. Merck i 1977, og sidan den gong har det blitt
produsert pa ei rekkje forskjellege matar av ulike produsentar over heile verda. P& grunn av
legemiddelet sin betydelege medisinske verdi og globale distribusjon, har det vert stor
interesse for & utvikle metodar som kan optimalisere produksjonen av prazikvantel pa ein
gkonomisk og berekraftig mate (10). Det vil ogsa vere interessant a sja pa skilnaden mellom
syntesevegn til Domling et al. som blir falgt i dette prosjektet, opp mot den opphavlege
syntesen til Merck og Bayer samt den koreanske kommersielle syntesen.
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2.6.1 Merck KG syntesen av prazikvantel (PZQ)

Den farste syntesen av prazikvantel blei i 1977 rapportert av J. Seubert, R. Pohlke og F.
Loebich, og er resultatet av ein omfattande undersgking av det farmakologiske potensiale til
substituerte isokvinoliner som er avleda av Reissert-forbindelsar (29). Reissert reaksjonen
inneberer at kvinoliner blir omdanna til kvinalinsyre (30). Fra ei stor mengd av
pyrazinoisokvinoliner blei PZQ selektert vidare for sin hgge effektivitet og minimal toksisitet
i eksperimentelle forsgk ved behandling av parasittiske sjukdommar. I rapporten seier dei
blant anna at pyrazinoisokvinoliner kan bli syntetisert pa fleire ulike metodar, blant anna fra
det lett tilgjengelege stoffet N-(1,2,3,4-tetrahydroisokvinolyl-1-metyl)karboksamider. | det
tredje trinnet blir dette stoffet alkylert med kloracetylklorid, etterfglgt av ringlukking ved
hjelp av sterke basar (29).

Problemet med denne syntesen var at dei brukte overskot av kaliumcyanid (KCN), noko som
farte til produksjon av store mengder cyanid-holdig avfall. Dette utgjorde ein betydeleg
trussel for miljget og for prosessarbeiderar ved fabrikken pa grunn av spesielle behov for
avfallshandtering, ettersom PZQ blir produsert pa ein multi-tonn skala arleg (29). Pa grunn av
store mengder biprodukt og avfall, vil denne syntesen ha ein lagare atomgkonomi. Det er
heller ikkje rapportert noko utbytte. Syntesen av PZQ rapportert av Démling et al. bestar av
kun av tre trinn, og er gjennomfert under sveert milde forhold, der sekvensen er meget
atomgkonomisk. Biprodukt i denne reaksjonen er kun metanol og vatn, og mange av
startmateriala er rimelege og lett tilgjengelege. Det er likevel rom for ytterlegare reduksjon i
produksjonskostnadane for & optimalisere denne prosessen. Merck KG syntesen av

prazikvantel er vist i figur 13.
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Figur 13. Merck KG syntesen av prazikvantel.

2.6.2 Shin Poong-syntesen av prazikvantel (PZQ)

Pa slutten av 1970-talet og byrjinga av 1980-talet anerkjente eit sgrkoreansk selskap, Shin
Poong Pharmaceutical Co, den strategiske betydninga av prazikvantel pa det koreanske
marknaden for behandling av dei to parasittiske sjukdommane schistosomiasis og cestodiasis.
Med tilgang pa 14 000 amerikanske dollar lykkast Shin Poong a skape ein alternativ og meir
Ignsam produksjonsprosess av PZQ. Pa byrjinga av 1900-talet hadde Shin Poong blitt verdens
starste produsent av PZQ pa grunn av sin effektive forretningsstrategi, som innebar a sette
prisen for PZ betydeleg lagare enn Bayers pris (10). Shin Poong brukte ein anna metode enn
andre bedrifter til & produsere PZQ. Denne metoden generert eit stoff kalla for eit PZQ-amin
som eit mellomprodukt i produksjonsprosessen. Dette mellomproduktet var omtrent like

tilgjengeleg som andre mellomprodukt brukt av andre bedrifter (10).

Shin Poong syntesen er kjent for sitt hgge utbytte pa 85 %. Dette gir eit betre utbytte enn
Domling et al., men syntesen har ogsa dobbelt s& mange trinn. Dette krev mykje kjemikalie,
og det vil bli danna eit hggare mengd av biprodukt og avfall, som vil gjere atomgkonomien
darlegare. Fleire trinn vil ogsa krevje meir energi. Toluen, svovelsyre (H2S0s) og saltsyre
(HCI) er ogsa rekna som mindre miljgvennlege stoff. Den koreanske kommersielle syntesen

av prazikvantel er vist i figur 14.
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Figur 14. Shin Poong-syntesen av prazikvantel.

2.7 Kromatografi

Kromatografi er ein viktig metode for a separere, identifisere og male ein eller fleire kjemiske
komponentar i ei blanding (31). Hovudprinsippet for kromatografi er at stoffa fordelar seg
mellom to fasar, ein mobil fase og ein stasjoner fase. Stoffa i prava blir separert pa grunn av
ulikheiter i stoffa sine kjemiske og fysiske eigenskapar som for eksempel polaritet, ionisk
ladning eller starrelse av molekyl (31). | denne oppgave blei det brukt tynnsjiktskromatografi
(TLC), kolonnekromatografi, og veeskekromatografi (HPLC). Desse metodane basera seg pa

polariteten til forbindelsar for & fa separert dei forskjellige komponentane.

2.7.1 Tynnsjiktskromatografi

Tynnsjiktskromatografi (Thin-Layer Chromatography, TLC) er ein kjemisk analysemetode
som blir nytta til & identifisere og separere forskjellige komponentar fra kvarandre (32). Den
stasjoneere fasen bestar av eit tynt pulverlag som bestar av silikagel (ikkje krystallisk silika),
som dekker ei tynn aluminiumsplate. Den mobile fasen er ei vaeske blanding bestdande av
ulike organiske lgysemiddel som egna seg til & bevege dei ulike komponentane i ei prave,
eksempelvis heksan og etylacetat. Den mobile fasen kan ogsa vere eit reint organisk
lgysemiddel (32). Dette kan vere ein effektiv mate for a oppna gnska separasjonsforhald og

optimal prgvefraksjonering i separasjonsprosessen.
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Sma flekkar av fortynna pravelgysning paferast TLC-plata ved hjelp av sveert tynne
kapilleerrayr. Deretter blir plata plassert i eit elueringskammer med mobil fase. Stoffa vil
transporterast med den mobile fasen som trekker seg oppover TLC-plata. Dette vil skje som
falgje av interaksjonen mellom komponentane og den stasjonere fasen, samt
lgysingsmiddelet si evne til & transportere prgver oppover grunna kapillerkreftene som
oppstar mellom den stasjonzre og den mobile fasen. Stoffa vil ha forskjellig hastigheit pa
grunn av ulik grad av interaksjon med det adsorberande materialet, som betyr at upolare
molekyl vil bevege seg raskt gjennom den polare stasjonare fasen, medan polare molekyl vil
henge etter i den stasjoneere fasen. Far den mobile fasen nar toppen av plata, blir plata fjerna
fra elueringskammeret, og vaeskefronten blir markert. Stoffa vil etterlate praveflekkar pa plata
som kan visualiserast ved hjelp av UV-lys eller ved hjelp av eit framkallingsmiddel som gir

fargereaksjonar. Figur 15 viser utviklinga av ei TLC plate.

Figur 15. Utvikling av ei TLC-plate, henta fra Wikipedia.com.

Ved hjelp av fargeforskjellar kan dei separerte stoffa identifiserast. 1 nokon tilfelle vil stoffa
sja like ut, og da kan dei identifiserast ved a samanlikne vandringsavstanden mot ein standard.
Dei kan ogsa utsettast for ulike kjemiske stoff som vil reagere med komponentane og gi dei
karakteristiske fargar (32). Eksempel pa dette kan vere phosphomolybdensyre, vanilin, jod, og

mange andre.

Kvar prgveflekk vil ha ein retensjonsfaktor (Rs) (formel 1) som er lik avstanden mellom
appliseringslinja og praveflekk dividert med avstanden mellom appliseringslinja og

veaeskefronten, som vist i figur 16.

avstand mellom appliseringslinje og proveflekk (a)

~ avstand mellom appliseringslinje og vaeskefront (b)
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Forbindelsen med storst Rs-verdi vil vere mindre polar fordi den

ikkje held seg like lenge til den stasjonaere fasen som den meir A
polare forbindelsen (33).
Tynnsjiktskromatografi er ein rask, billig og enkel teknikk som b

krev minimalt med utstyr og kan utfgrast pa alle laboratorium.

Figur 16. Utrekning av
Rs-verdi. Henta fra
Peedia.com.

2.7.2 Kolonnekromatografi

Kolonnekromatografi er ein enkel og populer separasjons- og
reinseteknikk som kan nyttast pa bade faste og flytande prgver. Mobilfasen bestar av ei
lgysning som beveger seg gjennom kolonna og paverkar separasjonen av dei ulike

forbindelsane i blandinga, medan dei stasjonzre fasen er ein fast fase som ikkje beveger seg

og som forblir i kolonna. Ved kolonnekromatografi blir eit sylindrisk glasrgyr (kolonna) fylt

med adsorbent (silikagel) og eit passande lgysemiddel (mobil fase), og prever som skal
separerast blir innfart pa toppen av kolonna som gjer at den far bevege seg med
lgysingsmiddelet, som vist i figur 17. Sambindingane vil bli separert i forskjellige band pa

grunn av polaritetsforskjellar (34).
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Figur 17. Skjematisk skisse av kolonnekromatografi, henta fra snl.no/kolonnekromatografi.
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2.7.3 Vaskekromatografi

Vaeskekromatografi (High Perfomance Liquid Chromatography, HPLC) er ein instrumentell
kromatografimetode som blir brukt til & separere kjemiske komponentar i blanding av vaeske.
Malet er & identifisere og/eller bestemme konsentrasjonen av stoff i ei blanding (31). Figur 18

viser HPLC-instrument nytta i dette prosjektet.

Figur 18. HPLC-instrumentet ved HVL som blei nytta i dette arbeidet. Instrumentet bestar av ei
pumpe, ein trykkdempar, injektor, kolonne og ein detektor tilkopla eit datasystem. Bilde er tatt av
forfattarane av oppgava.

Eit klassisk HPLC-instrument bestar av ei pumpe, ein trykkdempar, injektor, kolonne og ein
detektor tilkopla eit datasystem (31). Analysen bestar av ein mobil fase og ein stasjonzr fase
som er samansett av partiklar med liten storleik. Vaeska i kolonna er den mobile fasen, medan

sjglve kolonna er den stasjonere fasen (35).

Det finst ulike typar kromatografimetodar, og veeske-vaeske fordelingskromatografi er ein av
dei. Denne metoden inneberer at stoff fordelar seg mellom ein stasjonar vaeskefase og ein
mobil veeskefase. Den stasjonere fasen (veeske) er kovalent bunde til stattemateriale av til
demes C18-baserte (oktadekylsilyl) partiklar eller silikapartiklar, og er stabil i pH-omradet 2-
8. Ein vanleg kovalent bunde stasjoneer fase kan vere oktadekylsilan (ODS) (31).
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Analysen blir gjort ved a injisere ei vaeskeprave, vanlegvis bestaande av to lgysningar, inn i
instrumentet ved hjelp av ei sprayte. Fgr den injiserast vidare i kolonna, blir den blanda med
den mobile fasen (35). Ved hjelp av hggt trykk fra pumpa blir den mobile fasen pressa
gjennom ei kolonne som bestar av sma partiklar (31). Det er her sjglve separasjonen gar fare
seg. Stoffa vil fordele seg mellom den mobile fasen og den stasjonare fasen som likevekter.
Den stasjonere fasen vil halde stoffa igjen i ulik grad fordi stoffa har ulike eigenskapar, som
molekylvekt og/eller polaritet. I den stasjonaere fasen vil det vere mogleg a separere stoffa fra
kvarandre, sidan kolonna er fylt med partiklar som avgjer hastigheita til desse. Separasjonen
skijer etter kva slags type kolonne ein har. Det finst bade pakka kolonner eller open
kapilleerkolonne. Separasjonen kan ogsa forbetrast ved & endre samansetninga av den mobile
fasen (35).

Etter kvart som stoffa kjem ut av den stasjoneere fasen blir dei lest av pa ein detektor. Tida det
tar fra den mobile fasen blir injisert i kolonna til den blir eluert kallast retensjonstida (36).
Ved hjelp av retensjonstida, kan ein identifisere ulike stoff i prava ved & samanlikne dei med

retensjonstida til referansestoffa (35).

For & fa eit mal pa kor godt to toppar er separert fra kvarandre kan man sja pa opplgysninga,
Rs. Opplaysninga kan uttrykkijast pa forskjellige matar. Formel 2 viser samanhengen mellom

opplgysninga, Rs, og talet pa teoretiske plater, N (31).

w7 () @

Der k> er ein retensjonsfaktor for det stoffet av dei to som har lengst retensjonstid.
Opplaysninga aukar med aukande separasjon faktor, teoretiske plater, kolonnelengd og
retensjonsfaktor. Separasjonsfaktoren (o) kan endrast ved & endre samansetnad av mobil fase
eller stasjonzr fase i HPLC. Talet pa teoretiske plater (N) er eit mal pa effektiviteten til
kolonna. Ldag platehggde gir fleire likevektsinnstillingar, N, i kolonna og dermed betre
opplaysning, Rs. N kan endrast ved a endre hastigheita til mobil fase eller ved & endre
stasjonzr fase. Ei endring av kolonnelengda kan ogsa bidra til betre tid til separasjon (31).
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Revers-fase kromatografi

Revers-fase kromatografi er den vanlegaste HPLC metoden, der den mobile fasen er polar og
den stasjonere fasen er upolar. Dette betyr at den meir polare forbindelsen vil eluere ut farst
(31). I dette prosjektet blei HPLC-instrumentet nytta for a finne conversion og utbytte.

2.8 Spektroskopi

2.8.1 Kjernemagnetisk spinnresonans spektroskopi

Kjernemagnetisk resonans spektroskopi (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) er ein kraftig
analyseteknikk som blir brukt til & strukturoppklare organiske molekyl (37). Den gir
informasjon om tal pa magnetisk unike atom i kjernen som blir undersgkt (38). Dette er
mogleg fordi ein atomkjerne har eit eige spinnkvartal, I. Verdien av | ma i teorien vere ulik
null, da kjernar med | = 1 ikkje har noko kjernemagnetisk moment, og kan difor ikkje bli tatt
opp pa NMR. Dei viktigaste nuklida for & bestemme strukturen til organiske molekyl er

proton (*H) og karbon-13 (*3C), der | = % for begge kjerneisotopane (37).

For alle atomkjernar med spinn eksistera det (21 + 1) energiniva, som betyr at *H og *3C har
kunn to moglege energiniva, (2 - %+ 1 = 2). Ved pafering av eit magnetisk felt, Bo, vil desse
energinivaa splittast og bevege seg fra kvarandre (39). Eit energiniva vil minke, a, og det
andre, 3, vil auke. Dette er illustrert i figur 19, der Bo er proporsjonal med AE som er

forskjellen i energi mellom dei to energinivaa. Nar den magnetiske feltstyrken aukar vil

energiforkjellen ogsa bli starre (39).

3
4 m=-112 ()
4E, | 4F,

0
m=+1/2 ()
B, B, B,

Figur 19. Dei to energinivaa for | = % med eit magnetisk felt til stades. Illustrasjonen er henta fra
Basic one- and two-dimensional NMR spectrometry, utgave 5, Horst Friebolin.
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Nar protona blir bestralt med ein frekvens som tilsvara forskjellen i energiniva mellom dei to
spinntilstandane, kan overgangar mellom energinivaa induserast. Nar kjernen fell tilbake til
det farste energinivaet igjen avleverer den ei viss mengde energi, som er den energien som
produsera eit NMR-signal. Dette blir kalla «relaxation» (39). Figur 20 viser NMR-

instrumentet, med ein permanent magnet, som blei nytta i dette arbeidet.

Figur 20. NMR-instrument med permanent magnet som blei nytta i dette arbeidet. Bilde er henta fra
Magritek.com.

2.8.2 Fourier-transform infraraud spektroskopi

Fourier-transform infraraud spektroskopi (FT-IR) er ein teknikk som blir brukt til &
undersgkje molekyler struktur, samt samansetninga av organiske stoff og uorganiske stoff, og
er ein spesielt god metode for & identifisere funksjonelle grupper og bindingstypar (37). Eit
molekyl kan ha translasjons-, rotasjons- og vibrasjonsrgrsler. Desse bevegelsane er
energikvantifiserte og overgangen mellom energinivaa tilsvara energien til elektromagnetiske
straling i det infraraude omradet (IR-omradet). Eit molekyl er IR-aktivt, som vil sei at det
adsorberer straling med frekvensar i IR-omradet, dersom rotasjons- og vibrasjonsbevegelsen
resulterer i ei endring i molekylets dipolmoment (31). Endring i lyshalgjene blir malt av ein
detektor etter at dei har trengt igjennom eller blitt reflektert fra prgva, og blir deretter
konvertert til eit spektrum ved hjelp av fourier-transformasjon. Ein kan ogsa samanlikne
spektrum opp mot ein database. Dette er ein verdifull teknikk innan fleire omrader grunna sin
hgge falsamheit og evna til & analysere sma mengder av prevemateriale (37). Figur 21 viser ei
skjematisk skisse av eit FT-IR spektrometer.
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Figur 21. Skjematisk skisse av eit FT-IR spektrometer. Henta fra Spectroscopic Methods in Organic
Chemistry, utgave 7, lan Flemning.

2.9 Smeltepunktsbestemming

Smeltepunktsbestemming er ein metode for & identifisere kjemisk stoff, eller for & sjekke
reinheita til eit kjent stoff. Ureinheita i eit stoff vil normalt fare til eit lagare smeltepunkt enn
ved eit heilt reint stoff. Metoden utferast ved a langsamt varme opp ein liten prgve av det
faste stoffet, for sa a notere ned startemperaturen ved produksjon av farste drape, og slutt-

temperaturen nar alt stoffet er gjort om til vaeske. Dette gir smeltepunktintervallet (40).

2.10 Eksperimentelt design og fleirvariabel modellering

Det er svaert mange eksperiment som blir mislukka fordi dei i utgangspunktet ikkje er ngye
nok gjennomtenkt og designa. Eksperimentelt design er ein metode for a planlegge og utfare
vitskaplege eksperiment pa ein systematisk og strukturert mate (41). Malet er a optimalisere
eksperimentelle parameter og minimere feilkjelder, slik at ein kan auke bade presisjonen og
palitelegheita i resultata. Ein gnskjer & unnga systematiske feil og minimere tilfeldig feil.
Tilfeldig feil verkar inn pa presisjonen til resultatet, medan systematiske feil gir avvik (bias) i
resultatet fra den «sannex-verdien. Sjglv om tilfeldige feil aldri kan bli eliminert, kan dei
minimerast ved bruk av eksperimentelle teknikkar. Tilfeldig feil er ein av fleire faktorar som
kan paverke eit eksperiment. Ein slik faktor kan definerast som noko som vil paverke
resultatet til eksperimentet betydeleg, dette kan til demes vere temperatur, pH, katalysator og
konsentrasjon. Denne typen faktorar, som kan endrast av den som utfgrer eksperimentet, blir
kalla for ein kontrollerbar faktor, der verdien til faktorane blir kalla for niva (42). Pa same
mate finst det ukontrollerte faktorar som ikkje kan styrast (41).
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Far ein set i gong eit eksperiment er det viktig a avgjere kva faktorar, og interaksjonen
mellom dei, som kan paverke responsen. Denne prosessen blir kalla for optimaliseringa (41).

Begrepet eksperimentelt design (DoE) blir vanlegvis brukt til & beskrive stadia av:

1. Identifisere faktorane som kan paverke resultata av eksperimentet (optimalisering).
2. Designe eksperimentet slik at effekten av ukontrollerte faktorar blir minimert.
3. Bruke statistisk analyse til & separere og evaluere effekten av dei ulike faktorane som

er involvert.

Fleirvariabel modellering er ein statistisk metode som blir nytta til & beskrive og undersgkije
samanhengen mellom fleire variablar som kan paverke eit system eller ein prosess. Ein slik
modell vil inkludere fleire uavhengige variablar som vil paverke dei avhengige variablane.
Ved hjelp av fleirvariabel modellering kan ein teste hypotesar og sja pa korleis endringane av
ein uavhengig variabel blir paverke den avhengige. Dette kan bidra til & fareseie korleis eit
system eller ein prosess vil reagere under forskijellige forutsetningar, og dermed hjelpe med &
optimalisere eksperiment slik at ein oppnar dei resultata ein gnskjer. For a beskytte seg mot
bias kan ein nytte randomisering i eksperimenta. Denne teknikken inneberer a velgje

rekkjefglgja av eksperimenta tilfeldig (41).

Eit passande faktorielt design kan oppdage og estimere interaksjonane mellom faktorane,
medan eit ein-om-gongen design som inneberer a endre nivaet til ein enkel faktor, og halde
dei andre faktorane pa konstante niva, vil ikkje kunne gjere det. | tillegg til dette vil eit
faktorielt design vere meir gunstig da det trengst feerre forsgk enn eit ein-om-gongen design,
for & oppna same presisjon. Eit eksempel pa eit faktorielt design kan vere 23-faktorielt design,
som gir 8 forsgk (tabell 1) (42). | denne typen design blir faktorane ofte studert pa to niva: lav
(-1) og hgg (+1). Dette blir gjort for a redusere mengda eksperiment. Av denne grunn blir eit
faktorielt design ogsa ofte kalla for «screening designs», men ulempa med denne metoden er

at eksperimenta aukar raskt til fleire faktorar som blir tatt med (41).

Nullpunktforsgk er ogsa ein vanleg teknikk innan eksperimentelt design, der variablane i
forsgket blir heldt konstant. Formalet med denne teknikken er & kunne samanlikne resultata av
det opphavlege eksperimentet med eksperimenta der variablane varierast. Pa denne maten kan
man isolere effekten av enkeltvariablane og fa ein betre forstaing av kva som paverkar

resultata i eksperimentet (41).
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Tabell 1. Eksempel pa eit 23-faktorielt design, med variablar/faktorar X, Xz og Xs.

Eksperiment X1 X X3 Respons
1 - - - Y1
2 + - - Y2
3 - - Ya
4 + - Y
5 - - + Ys
6 + - + Ys
7 - + + Y7
8 + + + Ys




3 Material og metode

Dette kapittelet tar fgre seg dei ulike eksperimentelle metodane som blei nytta i
bachelorprosjektet for & svare pa forskingssparsmala som blei gitt i introduksjonskapittelet.
Hovudforsgka i prosjektet vil vere a framstille isocyanidet etter ein Hofmann-
karbylaminreaksjon da dette molekylet ikkje er til sals hos HVL-sine leverandgrar, og deretter
framstille prazikvantel etter syntesen rapportert av Domling et al. Denne syntesen skal
deretter optimaliserast ved bruk av eksperimentelt design og fleirvariabel modellering. | det
eksperimentelle arbeidet skal det ogsa nyttast ulike analyseteknikkar, som kromatografi (TLC,
kolonnekromatografi og HPLC) og spektroskopi (NMR og FT-IR) for a separere og

identifisere sambindingar.

Dei ulike metodane blei valt for & oppna spesifikke mal. TLC blei brukt som ein rask og enkel
metode for & bestemme identiteten til prevekomponentane, medan kolonnekromatografi blei
brukt for a reinse og fraksjonere forbindelsane basert pa forskjellege fysiske eigenskapar.
HPLC blei valt for a spare tid, samt kunne arbeide med sma mengder stoff og difor oppna eit
meir ngyaktig utbytte av prazikvantel. NMR blei brukt for & bekrefte identiteten til
forbindelsane basert pa spektrale data. Her blei det nytta *H-NMR og *3C-NMR som er
standardmetodar innan organisk kjemi. Andre teknikkar som FT-IR blei nytta for a statte og
supplere NMR-dataene. Valet av desse metodane blei basert pa deira anvendelegheit,
sensitivitet, hastigheit, ngyaktigheit og evna til a levere ngdvendige data for prosjektet sine

mal og krav.
3.1 Formlar og likningar
Formel 3 viser formelen for prosentutbytte.

Faktisk utbytte (g)
Teoretisk utbytte (g)

% Utbytte = ( ) - 100 % 3)

Formel 4 viser formelen for prosentconversion.

mutgangstoff - mreagert

% Conversion = - 100% 4)

mutgangstoff
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3.2 Instrumentering

NMR - spektrofotometer: Spinsolve 60 Carbo Benchtop NMR Spectrometer
o Leverandgr: Magritek
NMR - spektrofotometer: BioSpin AVANCE NEON (*H 600 MHz, 3C 151 MHz)
o Leverandgr: Bruker
FTIR - spektrometer: Nicolet iS5 FT-IR utstyrt med utbyttbar transmisjonsenher (iD1)
og utbyttbar ATR-einhet av typen iD5 ATR med diamantkrystall, og med
programvarene Omnic og Omnic Spectra.
o Leverandgr: Thermo Fisher Scientific
Analysevekt
o Instrument: XSE204
o Leverandgr: Mettler Toledo AS
Overskalsvekt
o Instrument: XB 4200C
o Leverandgr: Precisa
UV - kabinett
o Model CM-10A — Fluorescence analysis cabinet
o Langbglga UV-straling: 365 nm
o Korthglga UV-straling: 254 nm
o Leverandgr: Spectroline (www.spectro-UV.com)
Rotavapor: R-215, Biichi
o Vacuum Controller VV-855
o Heating Bath B-491
o Vakuum Pump V-700
o Leverandgr: BioNordika Bergman

Smeltepunktsmalar, Biichi
o Tagnr: 20132
o Leverandgr: BioNordika Bergman
HPLC - instrument: Ultimate 3000 (Dionex)
o Gradientpumpe
o «autosampler» med injeksjonsnal og «loop» pa 50 ul

o Kolonneomn med kolonne som er ei C18 - upolar kolonne.
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Kolonna er ei pakka kolonne med partikkelstarrelse pa 0,040-0,055 mm (230-

500 mesh). Den indre kolonne diameteren er 2,1 mm, medan kolonnelengda er

50 mm.

o Detektor av typen Diode Array Detektor DAD (fotodioderekke ultrafiolett

detektor).

o Leverandgr: Thermo Fisher Scientific

3.3 Utstyr

Utstyr nytta til det eksperimentelle arbeidet:

500 ml og 25 ml einhalsa rundkolbe

NMR-rayr
Kapillerrayr
Pasteurpipette
Glaspipette
Automatpipette
Trakter
Varmluftspistol
TLC plater

Kolonne for kollonnekromatografi

Begerglas
Erlenmeyerkolbar
Sinternutch med sugekolbe
Vakuumslange

Vasslange
Refluks-kondenser
Skilletrakt med trykkutjamnar
Drapetrakt

Vegeskip

Termometer

Matolje

Vialar

Kanyler
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3.4 Kjemikalier

Tabell 2 viser kjemikalie brukt til kolonnekromatografi, TLC, HPLC og NMR.
Tabell 2. Kjemikalie brukt til TLC, Kolonnekromatografi, HPLC og NMR.

Namn Kjemisk formel Molekylvekt  Reinheit  Leverandgr CAS
(g/mol) (%)
Heksan CeHus 86,18 >99 Honeywell 110-54-3
IVWR
Etylacetat C4HsO2 88,11 <100 Merck 141-78-6
Aceton CsHgO 58,08 100 VWR 67-64-1
Metanol CHs0OH 32,04 <100 Merck 67-56-1
Kloroform CHCls 119,38 >99 VWR 67-66-3
Vanillin C8HB803 152,15 99 BVBA 121-33-5
Etanol C2HsO 46,07 >99 Antibac 64-17-5
Svovelsyre H2S04 98,09 96 BVBA 7664-93-9
Phospho- H3PMo012040 1825.29 > 95 BVBA 51429-74-4
molybdnsyre 120.38
Deuterert CDCi3 99,8 VWR 865-49-6
kloroform

Tabell 3 viser kjemikalie brukt til syntesen av (2-isocyanoetyl)benzen (2) i fglgje den
modifisere Ugi-karbylaminreaksjonen.
Tabell 3. Kjemikalie brukt til syntesen av (2-isocyanoetyl)benzen (2).

Namn Kjemisk Molekylvekt Reinheit Leverandgr CAS
formel (g/mol) (%)
Natriumhydroksid NaOH 39,99 99-100 Merck 1310-73-2
2-fenyletylamin CsHuN 121,18 <100 Merck 64-04-0
Kloroform CHCIs 119,37 <100 Merck 67-66-3
Benzyltrietyl- Ci3H2:CIN 227,78 <100 Merck 56-37-1
ammonium-klorid
Diklormetan CHCl; 84,93 > 99,5 BVBA 75-09-2
Saltsyre HCI 36,46 34-37 VWR 7647-01-0
Natriumklorid NaCl 58,44 100 Merck 7647-14-5
(\Vassfri) NaSO4 142,04 <99 Merck 7757-82-6

Natriumsulfat




Tabell 4 viser kjemikalie brukt til syntesen av N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-

fenyletylamino)-etyl sykloheksenkarboksamid (6) (Ugi-reaksjonen).

Tabell 4. Kjemikalie brukt til syntesen av N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-fenyletylamino)-etyl
sykloheksenkarboksamid (6).

Namn Kjemisk  Molekylvekt Reinheit Leverandgr CAS
formel (9/mol) (%)

Paraformaldehyd CH20 96 BVBA 30525-89-4

2,2-dimetoksyetyl- CsHuNO, 105,14 99 Apollo 22483-09-6

amin Scientific

Sykloheksylkarboksyl- C7H120, 128,17 <99 Apollo 98-89-5

syre Scientific

Metanol CH3OH 32,04 99 BVBA 67-56-1

Dietyleter (CoHs).0 74,12 <100 Merck 60-29-1

(\Vassfri) Na;SO4 142,04 <99 Merck 7757-82-6

Natriumsulfat

(2- CoHoN 131,17 - - 59795-89-0

isocyanoetyl)benzen

Tabell 5 viser kjemikalie brukt til syntesen av prazikvantel syntesen (Pictet-Spengler

reaksjonen).

Tabell 5. Kjemikalie brukt til syntesen av prazikvantel.

Namn Kjemisk Molekylvekt Reinheit Leverandgr CAS
formel (g/mol) (%)

Metansulfonsyre CH405S 96,11 <100 Merck 75-75-2

Natriumhydroksid NaOH 39,99 >99-100 Merck 1310-73-2

Dietyleter (C2Hs).0 74,12 <100 Merck 60-29-7

Etylacetat C4HgO> 88,11 <100 Merck 141-78-6

N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-  C21H32N204 376,49 - - 90142-13-5

okso-2-(2-fenyletyl-

amino)-etyl-syklo-

heksenkarboksamid

Prazikvantel C19H24N202 312,41 - - 55268-74-1

Etylmetylketon CsH:O 72,11 > 99 VWR 78-93-3

Propan-2-ol C3HgO 60,10 100 VWR 67-63-0

p-toluensulfonsyre C7HgOsS 172,20 <100 BVBA 104-15-4

29



3.5 Framgangsmate

Analytisk tynnsjiktkromatografi (TLC) blei gjort pa SiO- plater av aluminium fra Macherey-
Nagel. Visualiseringa av TLC-platene blei gjort ved bruk av UV-lys ved 254 nm, eller ved
bruk av framkallingsmiddel. Det blei utfgrt proton og karbon-13 NMR ved bruk av Spinsolve
60 Carbo Benchtop NMR Spektrometer fra Magritek og fra Bruker BioSpin AVANCE NEO.
'H-NMR (blei kun tatt opp ved 600MHz) og 3C-NMR blei tatt opp hgvesvis 61 MHz og 15
MHz, og hgvesvis 600 MHz og 151 MHz. Lgysemiddel som blei brukt blir nemnt. Dei
kjemiske skifta er rapportert som §-verdiar oppgitt i parts per million (ppm).
Oppkonsentrering av stoff pa rotavapor blei utfgrt ved lagt trykk og med ein temperatur pa
over 60°C. Kolonnekromatografi blei utfgrt ved bruk av ei kolonne med diameter = 6 cm og
lengde = 30 cm pakka med 10 cm silikagel (pore starrelse 60 A, 230-400 mesh partikkel-
starrelse, 40-63 um partikkel-starrelse).

3.5.1 Syntese av (2-isocyanoetyl)benzen (2) ved hjelp av ein modifisert Hofmann-
karbylaminreaksjon
Natriumhydroksid (NaOH) (60,12 g, 1,5 mol) blei porsjonsvis tilsett ein 500 ml einhalsa
rundkolbe fylt med 60 ml vatn, utstyrt med magnetrayrar og drapetrakt . Deretter vart det laga
ei blanding av 2-fenyletylamin (2°) (23,44 g, 0,19 mol), kloroform (16,0 ml, 0,19 mol) og
benzyltrietylammonium-klorid (0,40 g, 1,8 mmol) i 60 ml diklormetan. Denne blandinga vart
tilsett dropevis til rundkolben ved bruk av ei drapetrakt over eit tidsintervall pa 10 min.
Vidare vart drapetrakta bytta ut med ein refluks-kjgler, og blandinga blei sett pa refluks i 4

timar, i eit oljebad med ein temperatur pa over 60°C, vist i figur 22.
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Figur 22. Oppsett for reflukskoking av (2-isocyanoetyl)benzen (2). Bilde tatt av forfattarane av
oppgava.

Etterpa vart blandinga fortynna med is og vatn (50 ml) og overfart til ei skilletrakt. Det
vasshaldige laget vart ekstrahert ved bruk av diklormetan (2 x 50 ml). Det organiske laget vart
deretter vaska med ei nedkjglt fortynna saltsyrelgysing (1 n, 3 X 100 ml). Deretter blei det
organiske laget tarka ved bruk av vassfritt natriumsulfat. Tarkemiddelet blei fjerna ved
filtrering pa sinternutch, og laysemiddelet blei fjerna ved bruk av rotavapor med vassbad pa
rundt 55°C. Filtratet blei s kayrt gjennom ein kolonnekromatografi med kolonnestgrrelse pa
diameter = 6 cm og lengde = 30 cm. Oppsettet av kolonnekromatografi er vist i figur 23. For &
utfgre kolonnekromatografi blei ei kolonne med passande starrelse forberedt og fylt med et
eigna adsorbentmateriale, i dette tilfellet 10 cm silikagel. Vidare vart kolonna pakka tett for &
unnga kanalar og luftlommer. Dette blei gjort ved & helle silikagelen ut i ein 500 ml
erlenmeyerkolbe og deretter fylle pa med eluent til ein far ein gel-aktig konsistens. Blandinga
vart sa fart tilbake i kolonna. For a forberede prava, vart den lgyst opp i eit passande
lgysemiddel (DCM). Sa vart prgva pafart gvst pa kolonna ved bruk av ei malepipette. 0,5 | av
den mobile fasen (eluent), bestaande av 30 % etylacetat og 70 % heksan ved bruk av same
malepipette vaska med aceton, og vidare vart lgysinga helt i ved bruk av ein glasstav for a
unnga oppvirvel av silikagel. Etterpa vart det fylt pa med ei lgysning av 60 % etylacetat og 40
% heksan. Nar kvar forbindelse nadde botnen av kolonna, vart den frigjort og samla i separate
fraksjonar med volum pa 75-100 ml. Dei innsamla fraksjonane vart analysert ved bruk av

TLC. Fraksjonane som inneheldt produkt vart blanda og overfart til kvar sin fgrehandsvege
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rundkolbe og kayrt pa rotavapor under lavt trykk i eit vasshad pa 50 — 60°C for a fjerne
lgysemiddel. Produktet vart ogsa sett pa vasstralevakuum og vakuumpumpe for a fjerne dei
siste restane av lgysemiddelet. Etter oppkonsentrering, blei (2-isocyanoetyl)benzen (2) gitt
som ei gulaktig olje (11,99 g). Det konsentrerte produktet vart kayrt i 3C-NMR for & sjekke
om produktet var (2). Rundkolben blei deretter malt pa nytt og utbytte blei berekna.

Figur 23. Oppsett av kolonnekromatografi. Bilde tatt av forfattarane av oppgava.

3.5.2 Syntese av N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-fenyletylamino)-etyl-
sykloheksenkarboksamid (6) (Ugi-reaksjon)
Det vart laga ei blanding av paraformaldehyd (3) (2,69 g, 0,11 mol), 2,2- dimetoksyetylamin
(5) (9,32 g, 0,11 mol) og sykloheksylkarboksylsyre (4) (11,38 g, 0,11 mol) i metanol (88
ml). (2-isocyanoetyl)benzen (2) (11,99 g) vart sa dropevis tilsett blandinga ved 0°C under
rgring. Lgysinga vart sa sett under kontinuerleg omrgring ved romtemperatur i 48 timar. Etter
dei 48 timane vart lgysinga kayrt pa rotavapor med lavt trykk i eit vassbad pa over 60°C.
Deretter vart den konsentrerte lgysinga layst opp i dietyleter (150 ml) og vaska med vatn (100
ml) og saltlake (100 ml). Restane vart sa tgrka ved bruk av vassfritt natriumsulfat og filtrert

ved bruk av sinternutch far lgysninga blei kayrt pa rotavapor og krystallisert.

Grunna lgysninga sin viskositet vart den ikkje krystallisert fullstendig og det vart difor utfert
kolonnekromatografi. Kolonna vart pakka med 10 cm silikagel. Farst blei det brukt ein eluent
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som bestod av 60 % etylacetat og 40 % heksan far polariteten blei gkt til 80 % etylacetat og
20 % heksan. Grunna mangel pa etylacetat, vart det nytta ein DCM mot slutten. Det vart
samla 13 fraksjonar med volum mellom 75-100 ml. Vidare vart det utfgrt TLC for a finne
fraksjonane som inneheldt produkt. Fraksjonane som inneheldt produkt vart kombinert og
overfart til ein farehandsvege rundkolbe og keyrt pa rotavapor under lavt trykk i eit vassbad
pa 60°C for a fjerne lgysemiddelane. Produktet vart ogsa sett pa vasstralevakuum og
vakuumpumpe for a fjerne siste restane av lgysemiddel. Rundkolben vart deretter vege pa nytt
og utbytte blei berekna. Etter oppkonsentrering, blei N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-
fenyletylamino)-etyl-sykloheksenkarboksamid (6) gitt som ein lysare gulaktig olje (29,06 g).
Det oppkonsentrerte produktet vart s& kayrt i 3C-NMR.

3.5.3 Syntese av 2-(sykloheksankarbony)-2,3,6,7,11b-heksahydro-pyrazino[2,1-
aJisoquinolin-4-on (prazikvantel, 1) (Pictet-Spengler reaksjon)
N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-fenyletylamino)-etyl-sykloheksenkarboksamid (6) (11,57
g, 79,8 mmol) vart porsjonsvis tilsett metansulfonsyre (MSA) (59,36 g/104 ml, 1,6 mol) ved
0°C under rgring. Deretter vart lgysninga varma opp under omrgring til 70°C i 6 timar. Etter 6
timar vart reaksjonsblandinga helt i ei blanding av is og vatn og pH-en blei justert til pH 8 ved
bruk av ca. 200 ml vasshaldig NaOH (20 %) og vidare ekstrahert ved bruk av dietyleter (4 x
400 ml). Det kombinerte organiske laget vart vaska med saltlake (100 ml) og restane vart sa
tarka ved bruk av vassfritt natriumsulfat og filtrert ved bruk av sinternutch far lgysninga vart
keyrt pa rotavapor og krystallisert. Lgysninga ville i farste omgang ikkje krystallisere, og det
blei difor kayrt kolonnekromatografi. Kolonna vart pakka med 10 cm silikagel. Farst vart det
brukt ein eluent som bestod av 50 % etylacetat og 50 % heksan far polariteten blei gkt til 60
% etylacetat og 40 % heksan, deretter 80 % etylacetat og 20 % heksan. Mot slutten vart det
brukt rein etylacetat. Det vart samla 22 fraksjonar med volum mellom 75-100 ml. Vidare vart
det utfert TLC for a finne fraksjonane som inneheldt produkt. Fraksjonane som inneheldt
produkt vart blanda og overfart til ein farehandsvege rundkolbe og keyrt pa rotavapor under
lavt trykk i eit vassbad pa over 60°C for a fjerne lgysemiddelane. Lgysninga vart sa sett pa
vasstralevakuum og vakuumpumpe for a fjerne alt lgysemiddel. Produktet krystalliserte seg
ikkje godt og vart rekrystallisert ved hjelp av etylacetat/heksan (40:60) for & oppna
prazikvantel (1) som eit kvit-aktig fast stoff. Rekrystalliseringa vart utfart ved a tilsette
laysemiddelblandinga (etylacetat/heksan (40:60)) til ein 250 ml rundkolbe med innhald av
prazikvantel-krystallar, opp til ca. halvparten av kolbens volum. Lgysinga vart kondenskokt
under omrgring ved hjelp av eit vassbad pa over 80°C. Grunna darleg lgysingsevne, blei
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rundkolben heldt i mikrobglgekar for & framskynde prosessen. Ferdig opplgyst blanding av
(1) blei avkjglt til RT og deretter sett 1 time i frysaren. Laysinga vart filtrert ved bruk av
sinternutch og dei nye krystallane blei lufttgrkar i eit begerglas. Til slutt blei det
oppkonsentrerte produktet kayrt i *H-MNR og *C-NMR.
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4 Resultat og diskusjon

| dette kapittelet blir det gjort rede for resultata som blei oppnadd fra analysane og metodane

beskrive i material- og metodekapittelet. Vidare vil resultata ogsa bli diskutert.

4.1 Syntese av (2-isocyanoetyl)benzen (2) ved hjelp av ein modifisert Hofmann-

karbylaminreaksjon

| 2010 rapportert Domling et al. framstillinga av (2) fra (2°) i ein modifisert Hofmann-
karbylaminreaksjon rapportert av Gokel et.al i 1976 og 1988 (15). Denne syntesen involvera
at eit primaert amin blir omdanna til eit isocyanid. Ei blanding av (2°), kloroform, og
benzyltrietylammonium-klorid i DCM blei drapevis tilsett ei blanding av NaOH og vatn.
Blandinga blei varma opp til 60°C og reyrt for 4 timar. Produktet blei opparbeida med DCM
og ei HCI-lgysning, samt saltlake, far det blei tarka og keyrt gjennom ei kolonne for reinsing.
Det blei gjennomfart TLC og *C-NMR pa samtlige batchar. 1 alle *C-NMR-spektera av (2)
blei det observert spor av lgysemiddel. Det blei gjort fleire forsgk pa a fjerne dette sa godt
som mogleg ved hjelp av ulike metodar, men grunna ein rotavapor med darleg
temperaturkontroll var det vanskeleg a fa fjerna alt. Desse toppane vil vere kommentert under
kvar batch. R¢-verdien for (2) er ikkje oppgitt i artikkelen til Domling et al, og desse kunne
dermed ikkje samanliknast, men Rs-verdiane til batchane var svert like, og NMR-spektera

viste tydeleg at eksperimenta hadde gitt gnska produkt.

| litteraturen har det blitt rapportert eit utbytte pa 61 %. Ved a fglgje Domling et al. sin
framgangsmate blei det oppnadd eit moderat uthytte pa 47-54 %. Batch syntesen av (2) er vist
i figur 24.

©/\/N”2 NaOH(aq), CHCI, ©/\/N°
e

» BzNEt,CI
4 timer
47-54%

Figur 24. Syntesen av isocyanidet (2).

Kvart forsgk farte til ei auking i utbytte av (2), noko som kom av trening og meir erfaring, og

viser til forbetring i utfarselen av arbeidet. Ein ville ogsa ha nadd eit betre utbytte ved bruk av
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mekanisk rgring, men det vart ikkje brukt her. Dette var ikkje eit kritisk trinn i oppgava, og
ein var difor trygg pa a ga vidare med det eksperimentelle arbeidet. Prosentutbytte blei
berekna ved bruk av formel 3, og blei funne for a vurdere det i forhald til det forventa utbytte
og det dokumenterte utbytte i litteraturen. Utrekning av prosentutbytte ligg i vedlegg 1. Tabell
6 gir ei oppsummering av dei oppmalte verdiane til dei ulike stoffa som blei brukt til & lage
(2), samt berekna utbytte for batch 1 reaksjon 1 (B1-R1), batch 2 reaksjon 1 (B2-R1) og batch
3 reaksjon 1 (B3-R1).

Tabell 6. Oppmalte verdiar og berekna utbytte for Hofmann-karbylaminreaksjon (R1) for batch 1,2 og
3.

Namn pa NaOH 2- Kloroform Benzyltrietylammonium  Utbytte
reaksjon (9) fenyletylamin (ml) -klorid (g) (%)
(9)
B1-R1 60,12 24,44 16,0 0,40 47
B2-R1 60,13 23,42 16,0 0,40 52
B3-R1 60,05 23,43 16,0 0,41 54

Batch 1-Reaksjon 1 (B1-R1)

| den farste syntesen av forbindelse (2) blei det kayrt kolonnekromatografi som gav fraksjonar
fra 0-12. Det vart funne produkt i fraksjonane 0-4, som kunne detekterast ved bruk av TLC
der Rs = 0,83 (heksan:etylacetat, 40:60). Etter fraksjon 4 viste produktet ikkje lengre pa TLC-
platene og det blei difor konkludert med at fraksjon 5 ikkje inneheldt produkt. *C-NMR (15
MHz, CDCls) av produktet vart samanlikna med toppane funne i litteraturen (blant anna
artikkelen til Domling et al.). Ved & samanlikne det kunne ein sja at ein hadde oppnadd det
ynskja produktet. Det vart ogsa observert spor av lgysemiddelet etylacetat i spektera for bade
B1, B2 og B3 som fire toppar ved ca. 170, 60 og 10-20 ppm. 3C-NMR prgvene for
forbindelse (2) blei kayrt utan CDCls som viser til ein liten ulikheit i signal i figur 25, 26, og
27 samanlikna med signala rapportert av Domling et al. Utbytte blei berekna til 47 % som vist
i tabell 6, som er eit noksa godt utbytte samanlikna med den Démling et al. rapporterte utbytte
pa 61 %.

Figur 25 viser 3C-NMR spekter for (2-isocyanoetyl)benzen, batch 1 med spor av etylacetat.
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Figur 25. *C-NMR spekter av isocyanidet (2), B1-R1.

13C-NMR av B1-R1 (150 MHz) §= 155,24, 134,83, 133,35, 130,18, 126,41, 126,24, 124,65,
118,18, 40,34, 32,80 ppm.

Batch 2-Reaksjon 1 (B2-R1)

Det blei ogsa keyrt kolonnekromatografi av batch 2 reaksjon 1 (B2-R1) av forbindelse (2),
som gav fraksjonane 0-8, der det blei funne produkt i fraksjon 0-3. Dette kunne detekterast
ved bruk av TLC med Rf= 0,85 (heksan:etylacetat, 40:60). Denne R¢-verdien gav omtrent

same verdi som i B1-R1, som lover godt. Det vart ikkje funne noko produkt i dei resterande

fraksjonane. 3C-NMR (15 MHz) av forbindelse (2) viste tydeleg produkt etter samanlikning

av dei kjemiske skift verdiane med dei rapporterte verdiane til Domling et al. Her blei det
ogsa observert spor av etylacetat i prava. Utbytte vart berekna til 52 %, vist i tabell 6, som

viser til eit forbetra utbytte.

Figur 26 viser 3C-NMR spekteret for (2-isocyanoetyl)benzen (2) batch 2 med spor av

etylacetat.
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Figur 26. *C-NMR spekter av isocyanidet (2), B2-R1.

13C-NMR av B2-R1 (15 MHz) 8= 157,02, 136,62, 135,13, 128,20, 128,03, 126,44, 119,82,
42,13, 40,76, 34,60 ppm.

Batch 3-Reaksjon 1 (B3-R1)
Kolonnekromatografi av forbindelse (2) (B3-R1) gav fraksjonane 0-9, der det blei funne
produkt i fraksjon 0-6. Dette kunne detekterast ved bruk av TLC med R¢= 0,97

0

(heksan:etylacetat, 40:60). Rs-verdien i dette forsgket gav ein liten forskjell i forhold til B1-R1

og B2-R2. Dette kan kome av at stoffet pa TLC-plata gav ein avlang flekk, eller eventuelle

forureiningar i preva. Etter fraksjon 4 viste produktet ganske svakt pa TLC-platene, og det

blei konkludert med at fraksjon 4-6 ogsa skulle takast med for & f& med alt produkt. **C-NMR

(15 MHz) av B3-R1 viste det ynskja stoffet. Her blei det ogsa observert spor av lgysemiddel.

Utbytte vart berekna til 54 %, vist i tabell 6, og endte opp med & vere det beste oppnadde
utbytte av (2) i dette prosjektet. For B3-R1 blir det berre observert ein topp ved 157 ppm,

dette kan tyde pa Iag konsentrasjon av stoffet der instrumentet har oppdaga dei tre separate

toppane som ein brei topp. Det kan ogsa skyldast brei linjebredde som farer til overlapping av

signal.

Figur 27 viser 3C-NMR spekter for (2-isocyanoetyl)benzen, batch 3, med spor av etylacetat.
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Figur 27. *C-NMR spekter av isocyanidet (2), B3-R1, lgyst i CDCls.

13C-NMR (15 MHz, 298 K, CDCls) av B3-R1 § = 157,13, 136,72, 128,30, 128,13, 126,54,
59,55, 42,23, 34,69 ppm.

4.2 Syntesen av N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-fenyletylamino)-etyl
sykloheksenkarboksamid (6) (Ugi-reaksjon)

| 2010 rapportert Domling et al. en kjemisk prosess for & oppna forbindelse (6). Denne
syntesen er vist i figur 28 og er ein Ugi-multikomponent reaksjon mellom eit isocyanid (2),
formaldehyd (3), karboksylsyre (4) og aminet (5). Sambindinga (2) blei drapevis tilsett ei
blanding av desse komponentane saman med MeOH ved 0 °C, og blei deretter rgyrt for 48
timar far opparbeiding. | framtidig arbeid vil det vere interessant a redusere reaksjonstida pa

48 timar, noko det ikkije blei tid til eller satt fokus pa i dette arbeidet.

o
CH3OH, RT T
—_— P
o 48 timer /0\(\ N
o 35— 77%
O)(OH + BTN -~ OJ\O
o\
4 5 6

Figur 28. Syntesen av N-(2,2-dimetoksy)-N-(2-okso-2-(2-fenyletylamino)-etyl sykloheksenkarboksamid
(6), Ugi-reaksjon.
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Arbeidet med opparbeiding og reinsing av forbindelse (6) var bade tidskrevjande og
arbeidskrevjande. Denne blandinga blei lgyst i dietyleter, fgr den blei vaska med vatn og
saltlake. Da vatnet blei tilsett, danna det seg emulsjon. Ulike metodar blei nytta for & lgyse
problemet. | det to farste forsgka var det mogleg a lgyse opp emulsjonen, men i det siste
forsgket var det vanskelegare. Til slutt matte produktet ekstraherast, og det mistenkast difor at
noko produkt gjekk tapt i denne prosessen. Det blei deretter tatt TLC-prgver av forbindelsen
og *C-NMR. Begge metodane viste tendensar til ureinheiter i produktet, og det blei difor
gjennomfart kolonnekromatografi. | eksperimentprosedyren publisert av Domling et al. var
det ikkje gjennomfart kolonnekromatografi for forbindelse (6). Det viste seg og vere ei
utfordring a arbeide med (6) under kolonnekromatografi grunna forbindelsens hgge viskositet.
Som ei lgysing pa dette blei det nytta ein passande eluent bestaande av heksan og etylacetat
for & lgyse opp forbindelsen. Denne reaksjonen blei gjennomfagrt tre gongar gjennom
prosjektperioden, og utbytte av (6) blei auka fra 35 til 77 % utbytte. Dette var midlertidig eit
stykke unna utbytte som blei oppnadd av Domling et al. som var pa 98 %. Likevel blei det
observert ein aukande tendens i utbytte for kvar batch som blei gjennomfart, som kan indikere
ei forbetring i utferinga av laboratoriearbeidet. Utbytta som blei oppnadd av (6) i dette
prosjektet kan ha ein litt hggare verdi enn det faktiske utbytte grunna narveeret til etylacetat i
produktet. Sjglv om det blei nytta ulike metodar for a fjerne lgysemiddelet, var det framleis
spor av etylacetat pA NMR-spektera. Dette kjem truleg av at produkta som blei danna er
tjukke oljer som kan hindre etylacetat fra & dampe av, samt darleg temperaturkontroll pa
rotavapor-instrumentet som nemnt tidlegare. Det blei ikkje gjennomfart ytterlegare forsgk av
(6) for a forbetre utbytte. Resultata fra NMR-spektera indikerte naerver av produktet, og det
blei konkludert med at utbytte var tilstrekkeleg til a forsette prosessen.

Tabell 7 gir ei oppsummering av oppmalte verdiar til Ugi-reaksjonen for batch 1, 2 og 3.
Mengda til reaktantane blei nedskalert i hgve til rapportert mengde av Domling et.al.
Prosentutbytte blei berekna fra den avgrensa reaktanten ved bruk av formel 3 og samanlikna
med det forventa utbytte og det dokumenterte utbytte i litteraturen (D6mling et al.)
Berekningane av prosentutbytte er vist i vedlegg ..For B1-R1 var prosentutbytte darlegare enn

forventa, dette grunna tap av produkt under opparbeiding.
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Tabell 7. Oppmalte verdiar og berekna utbytte for Ugi-reaksjonen (R2) for batch 1, 2 og 3.

Namn pd  (2-isocyanoetyl)  Paraformaldehyd 2,2- MeOH  Utbytte
reaksjon -benzen (g) (9) dimetoksyetylamin (ml) (%)
(9)
B1-R2 11,99 2,69 9,32 88 35
B2-R2 13,23 2,94 10,29 97 70
B3-R2 13,65 3,03 12,54 100 77

Batch 1-Reaksjon 2 (B1-R2)

| batch 1 av forbindelse (6) vart produktet kayrt gjennom ein kolonnekromatografi for
reinsing, og det blei funne produkt i fraksjonane 3-11. Dette vart detektert ved bruk av TLC.
Fraksjon 11 var sa svak at kolonna blei avslutta her, og hggst sannsynleg villa det ikkje vert
produkt i fraksjon 12. Desse fraksjonane blei kombinert og kayrt pa rotavapor, fer det blei tatt
TLC av produktet der retensjonsfaktoren vart rekna ut til & vere Rs = 0,29 (heksan:etylacetat,
40:60). Retensjonsfaktoren i artikkelen av Domling et al. vart oppgitt til & vere R¢= 0,33. 3C-
NMR (15 MHz, CDCls) av fraksjon 3-11 viste tydeleg produktet av diamidet etter
samanlikning med artikkelen. For B1 dukkar spor av lgysemiddel, etylacetat, opp som fire
toppar ved ca. 170, 60 og 10-20 ppm. Prosentutbytte til forbindelse (6) blei berekna til & vere
35 % vist i tabell 7. Sjglv om denne verdien er langt unna utbytte i artikkelen pa 98 % vil det
ikkje ha mykje a seie for det neste trinnet. Dette darlege utbytte skyldast ogsa sgling av

produkt under opparbeiding. Prosentutbytte gkte vidare i B2-R1 og B3-R1.

Figur 29 viser 3C-NMR spekteret av forbindelse (6), batch 1, med CDCls som lgysemiddel.

Spekteret inneheld spor av etylacetat.
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Figur 29. *C-NMR spekter av forbindelse (6) B1-R2, lgyst i CDCls.

13C-NMR (15 MHz, 298 K, CDCls) av B1-R2 § = 177,44, 168,98, 138,73, 128,54, 128,39,

126,26, 103,48, 102,89, 60,19, 55,16, 54,70, 53,28, 51,48, 50,02, 40,79, 40,19, 35,58, 29,38,

25,74 ppm.

Batch 2-Reaksjon 2 (B2-R2)
| batch 2 av forbindelse (6) blei det funne produkt i fraksjonane 2-11 etter

kolonnekromatografi. Desse fraksjonane vart kombinert og keyrt pa rotavapor, far det blei tatt

TLC av produktet der retensjonsfaktoren blei berekna til & vere R = 0,40 (heksan:etylacetat,
40:60). R¢-verdien avviker meir fra litteraturverdien pa 0,33 for B2-R2, noko som kan kome
av at det var vanskeleg & male flekken av produkt da den var avlang.*C-NMR (15 MHz,

CDCls) av fraksjon hadde noksa like verdiar som B1-R2, men her observera ein ei mindre

mengd signal, dette kan tyde pa lag konsentrasjon av stoffet, og brei linjebredde. Ein kan ogsa

sja at det er myKje stay til stades i spekteret (figur 30). Prosentutbytte til (6) blei berekna til &

vere 70 % som vist i tabell 7, som er mykje betre enn utbytte i B1-R2.

Figur 30 viser 3C-NMR spekter av forbindelse (6), batch 2, med CDCls som lgysemiddel.
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Figur 30. ®C-NMR spekter av forbindelse (6), B2-R2, lgyst i CDCls.

13C-NMR (15 MHz, 298 K, CDCls) av B2-R2 & = 176,63, 168,16, 137,55, 127,63, 127,31,
125,30, 101,85, 54,51, 54,14, 52,97, 51,01, 49,40, 39,89, 34,76, 28,51, 28,13, 24,82, 22,29
ppm.

Batch 3-Reaksjon 2 (B3-R2)

| batch 3 av forbindelse (6) blei det funne produkt i fraksjonane 2-11 etter
kolonnekromatografi. Desse fraksjonane blei kombinert og keyrt pa rotavapor, far det blei tatt
TLC av produktet der retensjonsfaktoren vart rekna ut til & vere R¢ = 0,32 (heksan:etylacetat,
40:60). 3C-NMR (15 MHz, CDClIs) av fraksjon 2-11 hadde i fgrste omgang darleg grunnlinje
og det blei difor tatt opp eit nytt spekter som stod over natta. Sjglv om det farste spekteret
ikkje vart like bra ser ein at toppane har sveert like verdiar som B1-R2. Prosentutbytte til (6)
blei berekna til & vere 77 % vist i tabell 7Tabell 7, som er betre enn utbytte i B2-R2.
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Figur 31 viser 3C-NMR spekter for forbindelse (6), batch 3 med CDCls som lgysemiddel.
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Figur 31. ®*C-NMR spekter av forbindelse (6), B3-R2, lgyst i CDCls.

13C-NMR (15 MHz, 298 K, CDCls) av B3-R2 § =177,83, 177,71, 169,43, 169,19, 138,83,
138,64,128,70, 128,57, 126,45, 103,52, 102,85, 55,39, 55,01, 53,82, 51,93, 51,51, 50,27,
42,90, 41,04, 40,72, 40,56, 40,32, 35,65, 29,43, 25,77 ppm.

4.3 Syntese av 2-(sykloheksankarbony)-2,3,6,7,11b-heksahydro-pyrazino[2,1-
ajisoquinolin-4-on (prazikvantel, 1) (Pictet-Spengler reaksjon)

MSA, 70°C T
/OY\NT 6 timer > N
o A 106% ? 4\0
-~ 0 (o]
(3) (1)

Figur 32. Syntese av 2-(sykloheksankarbony)-2,3,6,7,11b-heksahydro-pyrazino[2,1-a]isoquinolin-4-
on (prazikvantel, 1) (Pictet-Spengler reaksjon).

PZQ (1) blei produsert fra utgangstoffet (6) i MSA, vist i figur 32, og stod i 6 t ved ein
temperatur pa 70°C. pH-en blei justert ved bruk av NaOH. Det skulle sveert lite base til far
pH-en steig fra sur sveert basisk. I eit av forsgka steig pH-en til 12, men sidan produktet ikkje

skulle varmast vidare, var det liten risiko for at ein anna reaksjon skulle oppsta. Det ville
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likevel vore mogleg a justere pH-en tilbake ved hjelp av ei syre viss det hadde vore

ngdvendig.

Etter opparbeiding med dietyleter og saltlake blei det utfert TLC pa PZQ (1) og forbindelse
(6), for & sja om det hadde blitt danna PZQ (1) fra (6). Under UV-lys sag dei to stoffa nesten
identiske ut, men dei hadde forskjellig farge ved bruk av framkallingsmiddelet vanilin og
phosphomolybdensyre. Dette indikerte at det var forskjellige funksjonelle grupper til stades.
For & separere og reinse PZQ (1), blei det utfart kolonnekromatografi med ein mobil fase som
bestod av etylacetat og heksan. | byrjinga blei det brukt 50 % etylacetat, og ved slutten blei
det brukt rein etylacetat for a sikre at produktet hadde blitt eluert ut av kolonna og for a
minimere ureinheiter. Dersom produktet ikkje hadde blitt eluert ved bruk av rein etylacetat,
kunne ein ha forsgkt & gjere mobilfasen meir polar ved a tilsette metanol. | dette tilfellet var
det ikkje ngdvendig, og TLC-platene viste at alt produkt var kome ut. Det blei utfart bade ‘H-
NMR og 3C-NMR av PZQ (1), men desse metodane viste ein del ureinheiter, inkludert

etylacetat. Det blei difor nytta ulike metodar for a forsgke a fjerne lgysemiddelet.

Utbytte av PZQ (1) fer rekrystallisering blei berekna til & vere 106 %. Dette viser at det blei
oppnadd eit hagare faktisk utbytte enn det som var forventa teoretisk. Arsaka til denne
avvikelsen er ukjent, men det kan skuldast feil vekt av rundkolben eller nervaret av mykje

laysemiddel. Det vil derfor vere vanskeleg

Produktet blei deretter rekrystallisert med ei blanding av 40 % etylacetat og 60 % heksan. |
rapporten av D6mling et al. brukte dei eit forhold pa 1:1 (etylacetat/heksan). Arsaka til at
mengda av etylacetat blei redusert var pa grunn av risikoen for & miste produktet viss det blei
tilsett for mykje. Men viss dette skulle blitt gjort igjen, ville det kanskje vore mogleg a bruke
same forhold som Domling et al., fordi det matte tilsetjast sa mykje av blandinga pa 40:60 for
a layse opp krystallane. Berre den farste batchen av PZQ (1) blei rekrystallisert. Det blei
bestemt at ein skulle bruke HPLC vidare for & berekne utbytte, bade for & spare tid ved &
unnga opparbeiding, samt forhindre sterre tap av produkt, som bade kunne skje under
kolonnekromatografi og rekrystallisering. Tabell 8 gir ei oppsummering av oppmalte verdiar

for syntesen av PZQ (1).
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Tabell 8. Oppmalte verdiar for Pictet-Spengler reaksjonen (R3), med utbytte far rekrystallisering.

Namn pa reaksjon Diamid (6) (g) MSA (g) Utbytte (%0)
B1-R3 11,57 59,36 106

Batch 1-Reaksjon 3 (B1-R3)

| batch 1 av PZQ (1) vart det kayrt kolonnekromatografi som gav faksjon 0-22. Det vart funne
produkt i fraksjon 12-19, som kunne detekterast ved bruk av TLC med Rf = 0,23
(heksan:etylacetat, 40:60). 2*C-NMR (15 MHz, CDCls) av fraksjon 12-19, vist i figur 33,
tydde pa at PZQ (1) var til stades etter samanlikning med artikkelen til Démling et al., men
NMR-instrumentet sleit med & ta opp alle toppane, og det blei difor ogsa keyrt ein 3C-NMR
og *H-NMR (151 og 600 MHz, CDCls) ved Universitetet i Bergen for & fa eit betre opplayst
spekter. Desse spektera er vist i figur 34 og figur 35.

176.02
—138.86
128.90
128.62
126,62
—91.16
79.19
78.58
7711
7504
7 41
40,69
3422
452939
20,03
— 3577
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Figur 33. C-NMR (15 MHz, 298 K, CDCls) spekter av PZQ (1), B1-R3

13C-NMR (15 MHz, 298 K, CDCls ) av B1-R3 § = 176,02, 138,86, 128,90, 128,62, 126,62,
91,16, 47,41, 40,69, 34,22, 29,39, 29,03, 25,77 ppm
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Figur 34. 3C-NMR (151 MHz, 298 K, CDCls) spekter av PZQ (1), B1-R3.

b
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Figur 35. "H-NMR (600 MHz, 298 K, CDCls) spekter av PZQ (1), B1-R3.
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4.3.1 FT-IR og smeltepunktbestemming av prazikvantel (PZQ)

Til tross for at bade 'H-NMR- og *C-NMR spektera er bredt rapportert fra far, og det er
tydeleg identifisert at sluttproduktet er PZQ (1), blei det utfert ytterlegare analysemetodar.
Smeltepunktbestemming blei farst utfart for & vurdere reinheita til produktet. Tabell 9 viser

temperaturen notert for start- og sluttpunkt ved 3 parallelle forsgk samt berekna gjennomsnitt.

Tabell 9. Smeltepunktsbestemming av PZQ (1).

Parallell T1(°C) T2 (°C)
1 132,5 134,2
2 132,4 134,0
3 132,4 134,3
Gjennomsnitt 132,4 134,2

Smeltepunktsintervallet for PZQ (1) blei malt til & vere 132-134°C. Dette omradet stemmer
overeins med det smeltepunktet som tidlegare har blitt rapportert av Domling et al. pa 132-
134 °C. Denne likeheita indikera at produktet har ei tilsvarande hgg grad av reinheit, og at det
ynskja produktet er oppnadd.

Det blei deretter tatt opp eit FT-IR spekter av PZQ (1), etter rekrystallisering, som vidare har
blitt samanlikna med referansespekter for a statte identifiseringa av produktet. Figur 36 viser
FT-IR spekter av PZQ (1).
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Figur 36. FT-IR spekter av PZQ (1).

Ved a samanlikne FT-IR spekteret av PZQ (1), med spekter fra ein spekter-database
(spectrabase.com), vist i vedlegg 4, kan ein sja at ein har oppnadd ynskja produkt. Toppen ved

3373 cmt er ein O-H-strekk fra amidgruppene og kan ofte bli meir uttalt ved naervaret av
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fuktigheit. Bidragsformelen til amidet kan ha ein enolform i naerveret av vatn. Ein kan sja ei
antyding til ein topp ved denne absorpsjonen i spekteret fra databasen, men starrelsen pa
toppen er ikkje like stor som den som er observert her.

Bade smeltepunktbestemminga og FT-IR spekteret bekreftar produktet si reinheit, og eit
utbytte av PZQ (1) pa 106 % er derfor uvanleg. Likevel, pa grunn av produktets hgge reinheit,
kan det tyde pa at det betydeleg mengde med produkt til stades. Det var ogsa tydeleg visuelt

at det danna seg ei vesentleg mengde med krystallisert produkt.

4.4 HPLC gradient fgrehandsundersgking

Etter den farste batchen av PZQ (1) blei det gjort ei vurdering om ein skulle fortsette
opparbeidinga pa same mate, inkludert kolonnekromatografi og rekrystallisering. Men
ettersom det skulle nyttast eksperimentelt design der skalaen av utgangsstoff vil vere mindre,
ville dette vore bade vanskeleg & jobbe med, og kunne fart til starre produkttap. Det blei difor
bestemt at HPLC skulle brukast for & berekne eit utbytte bade for & spare tid ved a unnga
opparbeiding og forhindre tap av produkt. Sidan det blir brukt HPLC, vil ein ikkje kunne
finne eit isolert utbytte pa same mate som Domling et al., men heller finne ut kor mykije av
forbindelse (6) som blir omdanna til PQZ (1), ogsa kalla for conversion. Det blei utvikla eit

gradientprogram inspirert for HPLC-analysen.

Det blei laga fortynna lgysingar av analyttane i MeOH. Det blei ogsa laga ei laysning med
MSA fortynna med MeOH og ei rein MeOH lgysning. Alle prgvene blei laga med ein
konsentrasjon pa 1 mg/ml. Tabell 10 gir informasjon om kva kolonnetype som blei brukt,
samt injeksjonsvolum, temperatur og bglgjelengd. Flowen vart endra til 2000 pl/min som

passa betre for ei C18 kolonne.

Tabell 10. Informasjon om kolonnetype, injeksjonsvolum, temperatur og belgjelengd nytta i dette
arbeidet.

Kolonne type C18 kolonne (Dionex Acclaim 120 A, 2,1 x50 mm,
3,0 um, 0,2 ml/min, partikkel-starrelse 0,040-0,055
mm, 230-400 mesh)

Kolonne temperatur (°C) 26

Injeksjons volum (ul) 10

49



Balgelengde (nm) 254

Versjon 1 av gradientprogrammet er vist i tabell 11 (verdiane er henta fra vedlegg 2), der
mobil fase var:

e A:vatn

e B: metanol
| staden for & bruke metanol, kunne ein ha valt & bruke acetonitril. Men pa grunn av at
metanol er meir polar og reknast som eit meir miljgvennleg val enn acetonitril, blei dette valt i

staden for.

Tabell 11. HPLC gradientprogram versjon 1 (12 minutts program).

Tid (min) % A % B Flow (ml/min)
0 50 50 1000
1,5 50 50 1000
3 20 80 1000
10 20 80 1000
11 50 50 1000

Det blei nytta reversfase kromatografi, der den stasjonere fasen er upolar/svakt polar, medan
den mobile fasen er meir polar enn den stasjonere fasen. Dette er altsa ein av grunnane til at
forbindelse (6) hadde kortare retensjonstid enn PTZ (1). Det kan ogsa kome av at PZQ (1),
med den hggaste toppen, adsorbera betre ved bglgjelengda pa 254 nm. Figur 37, 38 og 39
viser HPLC kromatogramma av PZQ (1) og forbindelse (6) kayrt med gradientprogram

versjon 1, ogsa vist i vedlegg 2, med MeOH som eluent (mobil fase).

50



Chromatogram
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Figur 37. HPLC kromatogram av MeOH, gradientprogram versjon 1.

Chromatogram
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Figur 38. HPLC kromatorgram av PZQ (1), batch 1, gradientprogram versjon 1.
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Figur 39. HPLC kromatografi av diamidet (6) , batch 1, gradientprogram versjon 1.




Ved bruk av gradientprogram versjon 1 lag retensjonstida for PZQ (1) pa 3,300 min og
forbindelse (6) pa 3,375 min. Det blei ikkje observert nokon relevante stoff etter desse tre
minutta, som gjorde at gradientprogrammet kunne kortast ned til 7 minutt. Ved & korte ned pa
tida, blir det ogsa nytta mindre lgysemiddel som vil vere bra i eit grant perspektiv. Dette blei
da gradientprogram versjon 2. Ein kunna til fordel ha hatt ein hggare konsentrasjon av
analyttane, og auka injeksjonsvolumet til 15 pl for 4 fa ei enda finare baselinje. Tabell 12
viser HPLC gradientprogrammet for versjon 2, der verdiane er henta fra vedlegg 3.

Tabell 12. HPLC gradientprogram versjon 2 (7 minutts program).

Tid (min) % A % B Flow (ml/min)
0 50 50 1000
15 50 50 1000
4,5 20 80 1000
5 20 80 1000
6 50 50 1000

Figur 40 viser HPLC kromatogrammet av ei blanding av PZQ (1) og forbindelse (6) kayrt
med gradientprogram versjon 2, med MeOH som eluent (mobil fase). Her blei det testa ut a
auke injeksjonsvolumet fra 10 til 15 pl. Her kom toppane ut med god separasjon, som tyder
pa at elueringsstyrken var god. Dersom ein hadde opplevd at toppane hadde kome for raskt ut,

villa ein lagare elueringsstyrke vanlegvis auka differansen i retensjonstidene for stoffa.

Ch togram
7 Test 12 04,23 %6 [manually inlegrated] Blanding 77 B1 = DIAMID B1 [
mALl

2504

12-PTZB1- 3650

13 -DIAMIDET - 4 508

20,04

w
f=]

Absorbance [mAL]
=

5,0

0,04

min

0,00 1,00 2,00 3.00 400 5.00 .00 7.00)
Time [min]

Figur 40. HPLC kromatogram av prgve bestdande av PZQ (1) og diamidet (6), gradientprogram
versjon 2.
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Det vart ogsa kayrt HPLC av MSA aleine for a finne retensjonstida til dei eventuelle restane
i dei eksperimentelle pravene. Retensjonstida til MSA lag pa rundt 6,000 min. Figur 41 viser
HPLC kromatogrammet av MSA kgyrt med gradientprogram versjon 2, med MeOH som
eluent (mobil fase).
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Figur 41. HPLC kromatogram av MSA, gradientprogram versjon 2.

Tabell 13 viser retensjonstidene for dei ulike stoffa som var av interesse a identifisere i dei
eksperimentelle prgvene. Retensjonstidene er henta fra figur 40, og vil varierte med nokon
sekund mellom kvar prgve. Dette skyldast sma ulikeheitar i farebuing av prevar, som gir sma
ulikheiter i konsentrasjon og reinheit. Sma variasjon i instrumentet, deme trykk, temperatur
og injeksjonsvolum kan ogsa paverke retensjonstida, men det er mindre sannsynleg.

Variasjonar i retensjonstida er heilt vanleg og var forventa.

Tabell 13. HPLC retensjonstid for MeOH, diamid (6), PZQ (1) og MSA, ved bruk av gradientprogram
versjon 2.

Stoff Retensjonstid (min)
MeOH 0,617
Diamid (6) 4,508
PTZ (1) 3,650
MSA 6,042
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Ved & keyre dei isolerte stoffa aleine pa HPLC kunne ein optimalisere gradientprogrammet,
samt sikre god separasjon pa ynskja produkt i ukjent blanding. Dette gav sikre resultat og god
ngyaktigheit til vidare utrekning og bruk. Det vil ogsa gi ein indikasjon pa kva retensjonstid
stoffa har som vil gjere det enklare a identifisere stoffa i kromatogramma. For a sikre betre og
meir paliteleg resultat vart det bestemt & auke konsentrasjonen pa HPLC prgvene i det

eksperimentelle designet til 5 mg/ml.
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4.5 Eksperimentelt design

45.1 Syntese av 2-(sykloheksankarbony)-2,3,6,7,11b-heksahydro-pyrazino[2,1-
aJisoquinolin-4-on (prazikvantel, 1) (Pictet-Spengler reaksjon)
Det eksperimentelle designet gjekk ut pa a optimalisere det siste trinnet i syntesen av PZQ (1).
Det eksperimentelle designet blei tentativt bestemt til & besta av to faktorar: X1 (temperatur)
og Xz (konsentrasjon av forbindelse (6)). Reaksjonstida blei eliminert som ein faktor for &
forenkle det eksperimentell designet, sidan endringa av temperatur allereie paverkar
reaksjonstida. Det blei difor foreslatt & ha volum/fortynning som ein eigen faktor, men dette
ville ikkje hatt mykje effekt pa grunn av intramolekylare reaksjonar. Temperaturane blei sett
til & vere 60-80°C, som er under 100°C grensa. Det blei ogsa diskutert om den sterke
organiske syra MSA skulle erstattast med isopropanol og etylmetylketon kombinert med ei
lita mengd syre. Dette blei seinare gjennomfart som to separate eksperiment pa sida av det
eksperimentelle designet (Q1 og Q2). Alle eksperimenta gjekk i 6 timar, der det undervegs
blei tatt ut 0,2 ml preve ved 3, 4,5 og 6 timar. Det var snakk om a tilsette nokre dropar med
NaOH for a oppretthalde ein pH-verdi som er ngdvendig for a bevare integriteten til pravene
under oppbevaring i frysen, men sidan prgvene skulle brukast relativt raskt, var dette ikkje
ngdvendig likevel. Prgvene vart sa keyrt pa HPLC, for a finne kor mykje produkt som blei
omdanna ved dei ulike tidene. Ved a gjere dette kunne ein finne ut nar dei ulike eksperimenta
nadde sitt maksimale utbytte.

Tabell 14Tabell 14 viser arealet i mAU*min til toppane for PZQ (1) og forbindelse (6) for
eksperiment 1-5, etter 3, 4,5 og 6 timar. Toppane vart funne ved a kayre HPLC
gradientprogram versjon 2 (vedlegg 3), med MeOH som eluent (mobil fase). Verdiane er

henta fra vedlegg 5-9.

Tabell 14. Areal (MAU*min) henta fra HPLC for eksperiment 1-5 ved reaksjonstid 3, 4,5 og 6t.

Areal (mAU*min) 3t 4,5t 6t
Eksperiment PZQ (6) PZQ (6) PZQ (6)
1 0,092 1,024 0,109 0,986 0,132 0,990
2 0,442 0,599 0,438 0,356 0,387 0,198
3 0,304 4,909 0,431 4,803 0,540 4,465
4 1,460 2,601 2,337 1,996 2,701 1,370
5 0,483 2,858 0,701 2,591 0,952 3,175
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Tabell 15 iser det eksperimentelle designet som blei sett opp. X1 heg verdi (+1) vart sett til
80°C, null verdi (0) til 70°C og lag verdi (-1) til 60°C. For konsentrasjon av (6) blei hgg verdi
(+1) 0,08 g/ml, null verdi (0) 0,29 g/ml og lag verdi (-1) 0,50 g/ml. Volumet av MSA var 7,0
ml for alle eksperimenta. Respons i form av conversion blei notert etter tida prevene vart tatt.
Conversion blei berekna fra areala av toppane til PZQ (1) og diamidet (6) ved bruk av formel
4. Berekninga er vist i vedlegg 1. Alle eksperimenta blei utfart med same type glasutstyr, i
tilfeldig rekkefalge og med omraring pa 690 RPM. Ved & utfgre det eksperimentelle arbeidet i
tilfeldig rekkefalge vil ein redusere risikoen for at utbytte forbetrast ved forbetring av utfersle,
instrument eller andre faktorar som paverkar resultata pa ein systematisk mate (bias).
Ngyaktigheita vart ogsa forsterka ved bruk av likt type utstyr og omraringshastigheit.

Tabell 15. Eksperimentelt design for reaksjon 3 med faktorane X1 (°C) og X2 (g/ml), og berekna
respons etter 3, 4,5 og 6t.

T C (6) Tilfeldig Respons/Conversion
(°C) (g/ml) rekkefglge (Ytimar) (%0)
Eksperiment X1 Xz Y3 Yas Ys
1 60 0,08 1 8,2 9,9 11,8
2 80 0,08 2 42,5 55,2 66,2
3 60 0,5 5 52 8,2 10,8
4 80 0,5 3 36,0 53,9 66,3
5 70 0,29 4 14,5 21,3 23,1
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Responsen fra eksperimenta i det eksperimentelle designet blei brukt til a lage eit plott som
viser oppfarsel til den uavhengige variabelen (x-aksen) i forhold til dei ulike verdiane av dei
uavhengige variablane (y-aksen), vist i figur 42. Dette plottet kan vere nyttig for & identifisere

eventuelle trendar eller mgnster i dataene.

Eksperimentelt design plott
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L
o 40
E @6 timar
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o
> 20 3 timar

10 2 )

0

0 1 2 3 4 5 6

Eksperiment

Figur 42. Plottet viser prosentconversion for eksperiment 1-5 etter 3, 4,5 og 6 timar.

Eksperiment 2 og 4

Fra HPLC responsen vist i tabell 15 kan ein sja at eksperiment 2 og 4, for 6 timar oppnadde
den hggaste conversion samanlikna med dei andre prgvene. Fellesfaktoren for desse to
eksperimenta er at reaksjonen vart utfgrt ved den hggaste temperaturen pa 80°C. Det som skil
dei fra kvarande er konsentrasjonen av (6). Eksperiment 2 hadde ein lag konsentrasjon av (6)
pa 0,08 g/ml, medan eksperiment 4 hadde ein hgg konsentrasjon pa 0,5 g/ml. Alle
eksperimenta vart utfart med lik mengde MSA pa 7,0 ml. Dette betyr at eksperiment 2
inneheldt hggast konsentrasjon lgysemiddel per konsentrasjon utgangstoff (6). Figur 43 viser
HPLC kromatogram av eksperiment 2 (prave 2, 6t), og figur 44 viser HPLC kromatogram av

eksperiment 4 (preve 4 ,6t).
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Chromatogram
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Figur 43. HPLC kromatogram av prave 2, 6t.

Chromatogram
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0,00 1.00 200 3.00 400 500 .00 7.00
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Figur 44. HPLC kromatogram av prgve 4, 6t.

Figur 44, HPLC kromatogram for pragve 4, 6 timar, viser betydeleg hggare og meir definerte
toppar, samt betre separasjon enn for eksperiment 2. Den darlege separasjonen i eksperiment
2 kan skyldast mangel pa reaktant til stades, som farer til mindre produktdanning. Sidan
eksperiment 4 inneheldt hggare konsentrasjon av (6) vil desse kromatogramma vere meir
ngyaktige.

Ved a vidare samanlikne eksperiment 2 og 4, vil ein sja at eksperiment 2 far hggare
conversion etter kortast tid. Eksperiment 2 fekk conversion pa 42,2 % etter 3 t og 55,2 % etter
4,5 t (tabell 15), og eksperiment 4 fekk conversion pa 36,0 % etter 3 t og 53,9 % etter 4,5 t
(tabell 15). Ein kan difor konkludere med at lgysemiddelet (MSA) har ein paverknad pa

58



reaksjonshastigheita, men sidan forskjellen i prosent ikkje er betydeleg vil det vere meir
lgnsamt bade gkonomisk og i eit grant perspektiv a utfare eksperiment 4. Det er viktig &
merke seg at bade produksjonsanlegget og operatgrane star ovanfor farar knytt til lagring,
handtering og avfallsbehandling av store mengder MSA Ved reduksjon av lgysemiddel vil
derfor kostnadane bli lagare, og ein vil redusere utslepp av kjemikalie, som vidare redusera

miljg og helse-risikoen.

Kromatogrammet for eksperiment 1 og 2 (vedlegg 5 og 6) hadde sma toppar og litt darlegare
separasjon grunna lag startskonsentrasjon av diamidet (6) pa 0,08 g/ml. Dette betyr at
prosentconversion for eksperiment 3 og 4 (vedlegg 7 og 8) vil gi meir ngyaktig respons ved
temperatur 60°C og 80°C.

Under prgveopparbeidinga av eksperiment 4 vart det observert ein mykje sterkare gul-oransje
farge pa prgva samanlikna med dei andre pravene, og spesielt for prava tatt etter 3 timar.
Denne sterke fargen kan indikere at produktet blei danna tidleg i reaksjonen eller at det er
forureiningar til stades. Forureiningar kan gi sterk farge ved lage konsentrasjonar. Likevel ser
det ikkje ut til & vere noko forureiningar eller ukjente stoff i HPLC kromatogrammet til prave

4 (3 timar). Figur 45 viser HPLC kromatogram for eksperiment 4 (prgve 4, 3 timar).

Chromatogram
50 Dl Test 26 04,22 %17 [manually integrated] Prave 4: 3t (Smg/ml) WIER
mAlLl

p1- M2CH - 0583

40,04

Absortance [mAL]

0.0 J

-0 r T T T T T T 1
0,00 1.00 2.00 300 4,00 5,00 G,00 7,00
Time [min]

Figur 45. HPLC kromatogram av preve 4, 3t.
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Eksperiment 1 og 3

| eksperiment 3 blei den lagaste conversion detektert. Eksperimentet hadde lag temperatur,
heag konsentrasjon (6) og lagt konsentrasjon av MSA per konsentrasjon utgangstoff.
Conversion aukar fra 5,2 % ved 3 t til 10,8 % ved 6 t (tabell 15). Arsaka til den darlege
konverteringa skyldast den lage temperaturen. Dette kan ein ogsa sja i eksperiment 1 (vedlegg
5) med conversion pa 11,8 % (tabell 15). Temperaturen for eksperiment 3 hadde ein negativ
innverknad pa reaksjonshastigheita, til tross for at ein her har hggare mengde med reaktant
(6). Ein anna mogeleg arsak til den lage konverteringa, er det lage volumet av lgysemiddel.
Dette vil ogsa paverke reaksjonshastigheita negativt. Figur 46 iser HPLC kromatogram for
eksperiment 3 (prave 3, 6 timar). Kromatogrammet har god grunnlinjeseparasjon og store
toppar som visar til god separasjon. Dette skyldast den hgge konsentrasjonen av reaktanten

(6).

Chromatogram
&0.0 T Tesl 25 0423 #10 [manually inlegrated] Prave 3 Bt (Smg/ml) U WIS 1
T mau

11 - MaCH - 0585

50,04

40,04

artwance [l

Abst

10,04
0,04
-10,04

0,00 1,00 2.00 3.00 400 5.00 .00 7.00
Time [min]

min

Figur 46. HPLC kromatogram av pregve 3, 6t.

Eksperiment 5

Eksperiment 5 er nullpunktforsgket ( 70°C, 0,29 g/ml) i dette eksperimentelle designet, som
vil sei at eksperimentet er kayrt under dei same vilkara som Domling et al. Overraskande nok
viser dette forsgket ein 1ag conversion pa 23,1 % (tabell 15). Dette var ein mykje darlegare
conversion enn forventa, samanlikna med eksperiment 1-4. Det blei ogsa observert ei sveert

lita endring mellom time 4,5 og 6. Det vart observert at ingen andre av reaksjonane stoppa
etter 4,5t.
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Etter at den observerte konversjonen i nullpunktsforsgket sag lagare ut enn forventa, blei det
bestemt & berekne ny conversion basert pa HPLC kromatogrammet fra same pragver
(eksperiment 1-5, 6t) som blei tatt dagen far. Pravene som vart tatt dagen etterpa hadde
konsentrasjonar pa 2 mg/ml og vart utfgrt ved bruk av gradientprogram versjon 2.
Conversion var lik for eksperimenta 1-4, med ein feilmargin pa +1 %, medan
nullpunktforsgket hadde ein forskjell pa 10 %. For dette HPLC kromatogrammet (figur 46)

vart conversion berekna til a vere 30,0 %. Dette kan indikere ein feil i ei av pravene.

Kromatogrammet for prave 5 (6t) var det siste av de 15 eksperimentelle prgvene som blei
analysert pd HPLC-instrumentet. Eventuelle feil i instrumentet kunne difor ikkje observerast
pa seinare kromatogram. Feil i kromatogram kan vise til forureining, overbelasting av
kolonna eller feil i programmet. Det er vanskeleg & kommentere pa kva av kromatogram
(figur 47 og figur 48) som er feil utan & undersgke dette videre, men sidan preva med hggast
konsentrasjon (5 mg/ml) gav darlegast utbytte vil dette tyde pa at dette kromatogrammet er
feil. Hag konsentrasjon pa praver i HPLC analyser vil ikkje alltid gi meir ngyaktig resultat, da
dette kan paverke belastninga pa kolonna. Basert pa resultata som er presentert, kan det
konkluderast med at HPLC-instrumentet ga ei meir ngyaktig maling her grunna prgvene sin
lage konsentrasjon pa 2 mg/ml. Analyse av ein mindre mengd med praver resulterte ogsa i
mindre belastning pa kolonna, noko som bidrog til ei auka ngyaktigheit i malingane. Vidare
blir det derfor brukt conversion pa 30,0 % for prgve 5 (6t).

| eksperiment 4 vart det observert ein conversion pa 36,0 % etter 3 timar (tabell 15), medan
nullpunktsreaksjonen (figur 48) hadde ein conversion pa 30,0 % etter 6 timar, som stemmer

med teorien om at auking i reaksjonstemperatur med 10°C vil doble reaksjonshastigheta.

Figur 47 viser HPLC kromatogram for eksperiment 5 (prgve 5, 6 timar) med conversion pa

23,1 % og konsentrasjon pa 5 mg/ml.
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Chromatogram
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Figur 47. HPLC kromatogram av prgve 5, 6t, den 28.04.2023

Figur 48 viser HPLC kromatogram for eksperiment 5 (prgve 5, 6 timar) med conversion pa

30,0 % og konsentrasjon pa 2 mg/ml. Integrasjonsresultata er vedlagt i vedlegg 9.

Chromatogram

20,04
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=
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1 1- MeCGH - 0582
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.20l

A b
0,00

1.00 2.00 3.00 400 5.00 5,00 7.00
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Figur 48. HPLC kromatogram av pregve 5, 6t, den 27.04.2023.

Samanlikning av prosentutbytte og conversion

Som nemnt tidlegare fekk Démling et al. eit utbytte pa 65 % etter rekrystallisering (76 % for

rekrystallisering). Ved & gjennomfare det eksperimentelle designet og kayre pravene i HPLC,
vart den hggaste verdien av conversion pa 66,3 % (prgve 4, 6t). Prosentutbytte og conversion

kan her samanliknast grunna reaksjonens gode selektivitet, samt ut fra HPLC og NMR kunne

ein sja at det ikkje blei danna noko biprodukt i signifikante mengder, og ein har berre eit

utgangstoff (6). Utbytte og conversion er to metodar for a male reaksjonens effektivitet pa, og
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hage verdiar av begge type malingane vil indikere til at ein reaksjon er effektiv. Verdiane i
denne reaksjonen er direkte korrelert og kan difor samanliknast. 66,3 % conversion viser til
kor mykje av (6) som blei omdanna til andre stoff, i dette tilfellet PZQ (1). Doémling et al. sitt
utbytte pa 65 % viser til mengda av PZQ (1) som blei oppnadd i reaksjonen, i forhold til kor
mykje som reint teoretisk kunna blitt danna. Verdiane her er noksa like og ein har oppnadd eit

likt utbytte ved ulike reaksjonsvilkar.

For & kunne gjere ein grundigare samanlikning av dei oppnadde verdiane i dette prosjektet
samanlikna med Domling et al. sine verdiar, blei det kayrt eit nullpunktforsgk (70°, 0,29
g/ml), som nemnt tidlegare. Resultata fra dette forsgket viste ein conversion pa 30,0 % (preve
5, 6t), som er betydeleg lagare enn den hggaste oppnadde verdien i det eksperimentelle
designet. | R3-B1 vart prosentutbytte for PZQ (1) pa 106 %. Dette peikar pa at det ikkje er
den eksperimentelle utfarsla som har paverka konverteringa negativt, men truleg
nedskaleringa av R3. Reaksjonar med sma volum gjer at sma endringar i eksperimentet har
starre innverknad pa reaksjonen. Ein villa difor fatt eit hggare isolert utbytte ved a utfare
Domling et al. si prosedyre kayrt ved dei nye vilkara funne i det eksperimentelle arbeidet.
Dette er noko som kan vere interessant a teste i framtidig arbeid. Samanlikninga her vil
sjglvsagt ikkje vere heilt riktig, da ein ma ta i betraktning at forsgket ikkije er utfart av same
personar, og at utbytte av (6) i dette prosjektet vart mykje lagare enn utbytte til Domling et al.
Likevel er grunnlaget for ei ekte optimalisering lagt for dette syntesetrinnet og vil vere eit

viktig bidrag til den systematiske forbetringa av trinnet i framtida.

45.2 Legnsemd-analyse

Hensikta med dette prosjektet innebar a optimalisere siste reaksjonstrinn i syntesen av PZQ
(1) rapportert av Domling et al. med omsyn pa miljg og lansamheit for oppskalering. Det
eksperimentelle designet viser til at hgg temperatur vil gi det beste resultatet av
prosentconversion. Det viser ogsa til at konsentrasjon lgysemiddel per konsentrasjon
utgangsstoff (6) ikkje hadde stor innverknad pa omdanninga og ein vil difor oppna betre
lgnsemd ved bruk av lagt volum lgysemiddel nar ein utfare R3. Ein ser difor her at bruken av
laysemiddel er den viktigaste optimaliseringa av syntesen. Konsekvensar ved bruk av store
mengder lgysemiddel er bade negativt gkonomisk og miljgmessig. Hage mengder MSA gir
risiko for bade produksjonsanlegget og operatgrar ved lagring, handtering og
avfallshandtering.
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Kostnaden for 500 ml MSA fra leverandgren Merck Life Science ligg pa 1519,16 kr. Ein kan
dermed finne kostnaden for R3 rapportert av Domling et al. ved omsyn pa laysemiddel
(MSA). 104 ml MSA vil koste 315,99 NOK per batch. Sidan lgysemiddelet ikkje hadde stor
paverknad for conversion, kan ein sja pa eksperiment 4 og berekne kostnaden for
loysemiddelet som blei brukt der. For eksperiment 4 oppskalert etter R3 rapportert av
Domling et al. vil lgysemiddel MSA koste 182,30 NOK per batch. Dette gir ein forskijell pa
133,69 NOK som kan utgjere store summar ved oppskalering pa industrielt niva. Differansen i

kostnad mellom eksperiment 4 frd DoE og Domling et al. er gitt i tabell 16.

Tabell 16. Differanse i kostnad mellom eksperiment 4 fra DoE og framgangsmaten til Domling et al.

Loysemiddel Volum (ml) Kostnad per batch (NOK)
MSA (fra Merck) 500 1519,16
MSA (D6mling et al.) 104 315,99
MSA (eksperiment 4) 104 182,30
Differanse i kostand 133,69

Sjeglv om hgg temperatur gir best omdanning av diamidet (6) til PZQ (1), vil dette fore til ei
auking i energiforbruk samanlikna med nullpunktsforsgket. Konsekvensane er da ei auke i
straumforbruk som farer til ein mindre gkonomisk lgnsam reaksjon. Reaksjonar som gar ved
hage temperaturar er sarbare for ugnska reaksjonar, nedbryting eller omdanning av reaktantar
samt biprodukt. Ein kan sja her at reaktantane som blei brukt i R3 har betydeleg hage
kokepunkt, og at ei auking pa 10°C dermed ikkje ha noko paverknad pa omdanning eller
nedbryting. @konomisk sett er ei auke i straumforbruket negativt, og spesielt pa industrielt
niva. Vidare kan det diskuterast om energiforbruk vege opp mot mengde produkt produsert,
har noko betydning for sal av PZQ (1).

Resultata fra dette prosjekter viser alt i alt at det eksperimentelle designet var vellykka i a
optimalisere reaksjonen og oppna ein hgg conversion. Med ytterlegare optimalisering og
justering kan ein auke konverteringa enda meir og oppna eit hggare utbytte av det ynskja

produktet.

64



Eksperiment Q1 og Q2

Det vart ogsa bestemt a kayre to eksperiment med andre typar lgysemiddel. MSA blei bytta ut
med ei anna organisk sterk syre, p-toluensulfonsyre (p-TsOH). Det blei tilsett 10 % av denne
som ein katalysator. Blandinga blei kayrt i to forskjellige lgysemiddel: alkohol som er eit
protisk lgysemiddel og eit keton som er eit polart aprotisk lgysemiddel. Dette er lgysemiddel
som er resirkulerbart, lette a fjerne og vil gjere opparbeidinga av PZQ (1) bade enklare og
billigare. I tillegg vil det ikkje ver ngdvendig a bruke like mykje NaOH som tidlegare, som
igjen vil gjere reaksjonen betre i eit grant perspektiv. Det blei ikkje gjennomfart opparbeiding
av Q1 og Q2, men dette vil kunne vere interessant for framtidig arbeid. Reaksjonen blei kayrt
under same vilkar som Démling et al. pa 6 timar ved 70°C. Tabell 17 viser ei oversikt over
lgysemiddel, katalysator og vilkar som vart brukt for eksperiment Q1 og Q2.

Tabell 17. Reaksjon 3 ved bruk av propan-2-ol og etylmetylketon som lgysemiddel.

Eksperiment Laysemiddel Katalysator Vilkar
(10 %)
Q1 Propan-2-ol p-TsOH 70°C, 6t
Q2 Etylmetylketon p-TsOH 70°C, 6t

HPLC kromatograma for eksperiment Q1 og Q2 vist i vedlegg 10, fekk darleg separasjon
samt relativt komplisert produktblanding. Toppane for PZQ (1) og (6) var ogsa overlappande
for begge kromatograma. Dette gjorde at det ikkje var mogeleg & bestemme utbytte og
conversion. Arsaka er at gradientprogrammet som vart brukt var laga for reaksjon 3 i metanol
med MSA som lgysemiddel, og var ikkje testa for lgysemiddelet propan-2-ol eller
etylmetylketon pa ferehand. MSA har ogsa ein hggare polaritet pa grunn av at dette er ei syre.
Etylmetylketonet er det minst polare lgysemiddelet og kjem difor raskast ut gjennom kolonna

med ei retensjonstid pa 0,850 min, vist pa kromatogrammet figur 66 vedlegg 10.

Pa grunn av at tida pa oppgava ikkje strakk til vart dette eksperimentelle arbeidet
bortprioritert, men for vidare eksperimentelt arbeid med Q1 og Q2 ville det vore interessant
identifisere dei ukjente stoffa i kromatograma (vedlegg 11), og utvikle eit nytt
gradientprogram som gir betre separasjon. Det hadde ogsa veert lurt & identifisert stoffa ved
bruk av gasskromatografi-massespektrometri (GCMS), og brukt ein intern standard i HPLC
prgvene for a kunne rekne ut utbytte. Godt utbytte ved bruk av lgysemiddelet propan-2-ol og

etylmetylketon er svart gunstig a oppna da dette er lgysemiddel som er sveert billige og kan
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brukast om att. Slik unngar ein store mengder kjemisk avfall som ma handterast og ein vil gjer

produksjon av PZQ (1) billigare og meir tilgjengeleg for folk.
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5 Konklusjon

| dette bachelorprosjektet blei syntesen av prazikvantel (1) framstilt pa ein miljgvennleg og
effektiv mate, samt optimalisert ved bruk a eksperimentelt design. Dette er av stor betydning
pa grunn av prazikvantel sin antiparasittiske verknad, samt prazikvantel si effekt i

kreftbehandling og til behandling av psoriasis.

Isocyanidet (2) blei framstilt etter ein Hofmann karbylamin-reaksjon, der det hggaste
oppnadde utbytte blei 54 %. Dette avviker fra Domling et al. sitt utbytte pa 61 %.

Det open kjeda diamid-intermediatet (6) blei framstilt etter ein Ugi-multikomponent reaksjon,
og det hggaste utbytte blei 77 %, som avviker fra Domling et al. sitt utbytte pa 98 %.

Dette gav ein dobbel ringslutning av Pictet-Spengler synklisering av danninga av prazikvantel
(1), som fekk eit utbytte pa 106 %. Dette viser til at det faktiske utbytte vart hggare enn det
teoretiske utbytte. Grunnen til dette er ukjent, men det kan vere lgysemiddel til stades eller
feil maling av rundkolbe (Domling et al: 75 % far rekrystallisering, 65 % etter
rekrystallisering). NMR-analysane av isocyanidet (2), diamidet (6) og prazikvantel (1)
bekreftar danning av dei ynskja produkta. Smeltepunktintervallet for praziquantel (1) blei
malt til & vere 132-134°C, som er i samsvar med dei rapporterte verdiane i litteraturen. Vidare
bekreftar FT-IR spekteret at stoffet som vart identifisert er prazikvantel (1). Dette indikera at

produktet har ein tilsvarande hgg grad av reinhet og at det ynskja produktet blei oppnadd.

Det blei nytta eksperimentelt design til & optimalisere det siste trinnet i syntesen av
prazikvantel (1), der det blei funne ut at reaksjonane ved hgg temperatur (80°C) gav hggast
conversion. Eksperiment 4 (prgve 4, 6 timar) gav den hggaste conversion pa 66,3 % ved den
hggaste temperaturen (80°C) og den hggaste konsentrasjonen av utgangsstoffet (6) (0,5
mg/ml). Eksperiment 2 (prgve 2, 6 timar) utfart ved 80° C og den lagaste konsentrasjonen
(0,08 mg/ml) fekk omtrent same conversion pa 66,2 %. Eksperiment 4 er det grgnaste og mest

optimale eksperimentet. Alle eksperimenta hadde hggast utbytte etter 6 timar.
Lensamheita til syntesen av prazikvantel (1) blei forbetra ved a redusere bruken av

laysemiddelet metansulfonsyre til 2 ml/mg av utgangsstoffet (6), noko som resulterte i ei

innsparing pa 133,69 kr samanlikna med kostanden for lgysemiddelet brukt av Démling et al.
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Syntesen av prazikvantel (1) blei samanlikna med tidlegare syntesar og funne til & vere ein

meir miljgvennleg syntese med omsyn pa atomgkonomi og reaksjonstrinn.
6 Framtidig arbeid

| framtidig arbeid burde reaksjonstida pa 48 timar i det farste trinnet i Ugi-
multikomponentreaksjonen rapportert av Domling et al. reduserast. Det kan ogsa vere
interessant & undersgkije vidare bruk av metyletylketon og propan-2-ol som lgysemiddel i det
siste trinnet. Det har ogsa blitt rapportert ein enantioselektiv Ugi-reaksjon i litteraturen (19).
Det kan vere interessant & undersgkje moglegheitene for a syntetisere kun det
legemiddelaktive enantiomeren av prazikvantel, som vil sei den (-)-dreiande enantiomeren.
Fordelen til (-)-prazikvantel er den hgge effektiviteten og den lage toksisiteten samanlikna
med rac-prazikvantel. Dette skyldast at prazikvantel sin terapautiske effekt er knytta til (-)-
isomeren. Det har blitt rapportert fleire syntesar for prazikvantel i seinare tid, men det har
enda ikkje blitt rapportert ein optisk rein (-)-prazikvantel per no (43). Det har blitt rapportert
fleire syntesar for prazikvantel i seinare tid, men det har enda ikkje blitt rapportert ein optisk

rein (-)-prazikvantel per no (43).

Zang et al. har rapportert en enantioselektiv organokatalytisk firekomponent Ugi-reaksjon.
Nar eit stereogent senter oppstar i multikomponente reaksjonar (MCR) blir det danna
racemiske forbindelsar som ma gjennomga kiral separasjon. Det har blitt rapportert i ei rekke
studiar om enantioselektivitet for mange organiske reaksjonar, men lgysninga pa desse
problema innan MCR er meir utfordrande. Her spelar kompleksiteten i reaksjonsmekanismen
ei avgjerande rolle (19). Ugi-reaksjonen kan i prinsippet utfgrast med kontroll over
enantioselektiviteten i neerveer av ein kiral mediator, moglegvis ein katalysator. Aktiveringa
som er ansvarleg for enantioselektiviteten ma skje pa iminet (den farste intermediatet som
oppstar fra kondenseringa av aldehydet med aminet) fgr danninga av det nye stereogene
senteret. Zang et al. sikra den katalytiske effekten ved a velje ein Brgnsted-syre med hggare
surhetsgrad enn karboksylsyre-reagenset. Ved a finjustere og utvikle ein ny familie av
komplekse kirale fosforsyrer, klarte dei a takle utfordringa med & optimalisere katalysatoren
sin struktur for & oppna effektiv kontroll over enantioselektiviteten (19). Det kan vere
interessant a sja om ein enantioselektiv Ugi-reaksjon etter Zang et al. si prosedyre kan

syntetisere kun den legemiddelaktive enantiomeren av prazikvantel.
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8 Vedlegg

8.1 Utrekningar av utbytte og conversion

Prosentutbytte blei funne ved bruk av formel 3. For batch 1 reaksjon 1 (B1-R1) vart teoretisk

utbytte pa 25,37 g og det observerte utbytte funne til & vere 11,99 g, som gav eit
prosentutbytte pa 47 %.

11,99 g

% Utbytte = 25379

-100 % = 47,26 % ~ 47 %

B1-R2 vart 2,2-dimetoksyetylamin blei identifisert som den avgrensande reaktanten i B1-R1

med ei stoffmengd pa 0,08864 mol, og blei vidare brukt for a finne teoretisk utbytte pa 33,37

g. Det observerte utbytte vart funne til & vere 11,57 g. Prosentutbytte blei deretter funne ved

hjelp av formel 3.

932¢g
"(2,2-dimetoksyetylamin) = 73517 g/mol

= 0,08864 mol

Myiamia (6) = 0,08864 mol - 376,49 g/mol = 33,37 g

11,57 g
33,37g

% Utbytte = -100 % = 34,67 % ~ 35 %

Prosentconversion blei funne ved bruk av formel 4. Arealet av PZQ (1) pa 0,092 mAU*min
blei delt pa summen av areala til PZQ (1) og forbindelse (6). Dette ga ein prosentconversion
pa 8,2 % for eksepriment 1 (3t) i det eksperimentelle designet.

% C o 0,092 mAU - min 100 % = 8.2 %
0 LOMVETSION =11"024 + 0,092) mAU - min 0= Se
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8.2 Gradientprogram versjon 1
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Figur 49. Gradientprogram versjon 1,

12 minutt.
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8.3 Gradientprogram versjon 2
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Figur 50. Gradientprogram versjon 2, 7 minutt.



8.4 FT-IR spektrabase spekter av prazikvantel
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Figur 51. FT-IR spekter av PZQ (1), henta fra specrabase.com

76



8.5 HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av eksperiment 1

|Chromatogram |
10004 T Test 2804 23 %2 Prave 1) 3t {5mg/ml) LW WIS 1
malLl
87,54
7504
125 12 - Digmid [6) - 4 467
ool L - GIf zi '.'-Jln'.F.l (1)-4.075 ﬁ-"ﬂ:’-fi-ﬁﬂ'f'ﬁ_'_
min
=100 i - - - - - = ]
0,00 1,00 2,00 3,00 400 5,00 G,00 .00
Time [min]
Integration Results
MNo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mALl % %
n.a. na. na. na. na. na. na. n.a.
1 na. 4,075 0,092 0,465 470 445 n.a.
2 na. 4 467 1.024 8,763 5231 83,89 n.a.
3 n.a. 6,000 0,842 1,218 42 98 11,66 n.a.
Total: 1,958 10,446 100,00 100,00
Figur 52. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av pragve 1, 3 timar.
Chromatogram
100.0 T Test 28 0422 #3 [manually integrated) Prave 1 4.5 (Smgiml} WIS 1
mall 1= MaiCH - 0 582
87,54
75,04
G254
50,0
37,54
25,04
12.54 |4 - Diamid (5] - 4 483
0.0 121 ;3:.3 | 13 - Rz \ua:ntul {1} - 4,100 L I'-JSA - 6008
min
- 1":0 N r T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3.00 400 500 G,00 700
Time [min]
| Integration Results
MNo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mALU*min mAL %% %
1 na. 0,583 9436 94,581 8842 90,33 n.a.
2 na. 0,808 0,049 0,534 0,46 0,51 n.a.
3 na. 4,100 0,109 0,678 1,02 0,65 n.a.
4 na. 4 483 0,986 8,497 923 8,11 n.a.
5 In.a. 6,008 0,092 0,420 0.87 0,40 n.a.
Total: 10,672 104,710 100,00 100,00

Figur 53. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prgve 1, 4,5 timar..
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Chromatogram

100.0 - T Test 28 04.27 #4 [manually integrated] Prave 1. 6t {5ma/ml) UV WIS 1

mall 1 1- M2CH - 0 583

bance [mALL
=
f=]

12,57 13 - Diarmiad (8] - 4,500

12+ f';z\(-.n'_el [1;-gafh75200 ) \5-M2A.E07TF
0.0 LL 1

T T T T I ——
min
- ]I':rj = r T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3.00 400 5.00 00 7.00)
Time [min]
| Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min mAL Y %

1 n.a. 0,583 9,398 04,487 87,77 89,81 n.a.
2 n.a. 4,117 0,132 0,916 1,24 0,87 n.a.
3 n.a. 4,500 0,990 8,471 9,24 8,05 n.a.
o n.a. 5,200 0,104 1,005 0,97 0,96 n.a.
5 In.a. 6,017 0,084 0,333 078 032 na.
Total: 10,708 105,213 100,00 100.00

Figur 54. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av pragve 1, 6 timar.



8.6 HPL.C kromatogram og integrasjonsresultat av eksperiment 2

|Chromatogram
1000 T Tesl 26 04,23 #5 [manually inlegrated] Prave 2. 3t (5mg/ml) L VIS 1
malLl
- MeCH - 0 583
7,54
750
12,54
|- MEA-5 01T
0.0] . T
min
- 1":0 - r T T T T T T 1
0,00 1,00 200 3,00 400 500 G,00 .00
Time [min]
| Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min maAL %% %%
1 na. 0,583 8,863 88,702 8917 40,90 na.
2 n.a. 4108 0,442 3,496 445 3,58 n.a.
3 na. 4492 0,599 5,169 6,02 5,30 na.
4 In.a. 6.017 0.035 0215 035 022 N.&.
Total 9,939 97,583 100,00 100,00
Figur 55. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prave 2, 3 timar.
|Chromatogram
100.0+ 7 Test 26 04,27 #6 [manually integrated) Prave 2 4 5L i5mg/ml Uy WIS 1
ey
y1- M20H - 0,583
87,54
7507
12,53
)0 ,3-Pl'a:.Hu-?rﬂnHHfF?. 18%F00 5 MEA B 0T
0.0 - ' 1 T T
min
-10,04 k - - - : - = :
0,00 1,00 2,00 3.00 400 500 G,00 .00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
1 na. 0,583 9,167 89,956 90,41 9224 n.a.
2 n.a. 0,808 0,116 0,801 1,14 0,82 n.a.
3 n.a. 4108 0,438 3450 432 354 n.a.
4 na. 4,500 0,356 3,010 3,51 3,09 n.a.
5 na. 6,017 0,062 0,310 0,61 032 n.a.
Total: 10,139 97,527 100,00 100,00

Figur 56. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prgver 2, 4,5 timar.
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B gy

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAL*min mALl 4% %

1 n.a. 0,583 8,455 82,285 91,85 93,46 n.a.

2 n.a. 0,808 0,106 0,736 1,16 0,84 n.a.
3 n.a. 4117 0,387 3,064 421 3,48 n.a.
4 n.a. 4,508 0,198 1,656 2,15 1,88 n.a.
5 n.a. 6,017 0.058 0,299 0,63 0,34 n.a.
Total: 9,205 88,039 100,00 100,00

Figur 57. HPLC integrasjonsresultat av prgve 2, 6 timar.
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8.7 HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av eksperiment 3

|Chromatogram

0.0 T Test 28 04,23 #3 [manually inlegrated] P

rave 3 3 (Emgiml)

LW WIS

mALl

|1 - MatH - 0 583

G004

50,04

40,04

30,04

arbance mAL]

13 - Diamid {6} - &, 501

i

10,04
12 - Prazikdantsl (1) - £ 177 - MSA - & 008
0,04
min
-10,04
0.00 1,00 2,00 3.00 4.00 5,00 @00 7.00
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % %
1 na. 0,583 6,426 61,619 54,78 57,63 n.a.
2 na. 4 117 0,304 2,299 259 215 n.a.
3 na. 4 500 4909 42 574 41 85 39,82 n.a.
4 In.a. 6.008 0,092 0426 0,78 040 na.
Total: 11,731 106,918 100,00 100,00

Figur 58. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av pragve 3, 3 timar.

|Chromatogram |
&0 0 T Test 28 04,22 #9 [manually inlegrated] Prave 3. 4 51 (5mgiml) VIS 1
S mau - MeoH -0 se
50,04
13 - Diamid (8] - 4,500
40,04

10,04
12 - zikbantel {17 - 4,125
- MSA - 6 017
0,04—<4 .
min
-10,04] - - - : ; T )
0,00 1,00 2,00 3,00 400 5.00 GO0 700
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % %

1 na. 0,583 5,989 57,042 52 47 55,48 na
2 na. 4125 0,431 3,441 3,78 335 na.
3 na. 4,500 4,803 41,702 42,09 40,56 n.a.
4 Ina 6.017 0,190 0,633 1,67 062 n.a.
Total: 11,413 102,819 100,00 100,00

Figur 59. HPLC kromatogram og integrasjons resultat av prgve 3, 4,5 timar.
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Integration Results

No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAL % %

1 n.a. 0,583 5,255 50,242 50,64 53,65 n.a.

2 n.a. 4 067 0,540 4301 5,20 459 n.a.

3 n.a. 4,450 4. 465 38,645 43,02 41,26 n.a.

4 n.a. 6,008 0,118 0,466 1,14 0,50 n.a.

Total: 10,377 93,654 100,00 100,00

Figur 60. HPLC integrasjonsresultat av prgve 3, 6 timar.
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8.8 HPL.C kromatogram og integrasjonsresultat av eksperiment 4

Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAU % %

1 n.a 0,583 4616 43,826 52,21 55,21 n.a.

2 n.a 4,083 1,460 12,138 16,52 15,29 n.a.

3 n.a. 4 467 2,601 22,819 2942 28,75 n.a.

4 n.a. 6,017 0,164 0,600 1,86 0,76 n.a.

Total: 8,842 79,384 100,00 100,00

Figur 61. HPLC integrasjonsresultat av pragve 4, 3 timar.

Chromatogram

50 [l Tesl 28 04 23 #12 [manually inlegrated] Prave 4. 4 51 (dmg'ml) I EE

T Ay 01 Ma0H - 0883
40,04
12 - Frazleanighil e 1 2508
10,04
1 - MSA - B 00R
11,04
min
=502 : = - - - - : ]
.00 1.40 2.00 3.00 4,00 500 G,00 .00
Time [min]
Integration Results
MNo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAL % %

1 na. 0,583 5.008 47,620 52 87 56,74 n.a.
2 n.a. 4117 2,337 18,496 24 67 22,04 n.a.
3 n.a. 4,508 1,996 17,305 21,07 20,62 n.a.
4 n.a. 6,008 0,131 0,507 1,39 0,60 r.8.
Total: 9,473 83,929 100,00 100,00

Figur 62. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prave 4, 4,5 timar.

Mratinn Results
Ma.

Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mALU*min mALU % Yo
1 n.a 0,583 5,189 48,944 55,46 58,50 n.a.
2 n.a. 4100 2,701 22,269 28,87 26,61 n.a.
3 n.a. 4,500 1.370 12,059 14,64 1441 n.a.
4 n.a. 5992 0,097 0,400 1.04 048 n.a.
Total: 9,357 83,672 100,00 100,00

Figur 63. HPLC integrasjonsresultat av pragve 4, 6 timar.
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8.9 HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av eksperiment 5

Chromatogram
800 T Tesl 28 04.22 #14 [manually integrated] Prizve 5 3t {Gmgiml) Uv VIS 1
U may - uMecH - 058
50,04
40,04
T 30,04
e |3 - Diamid (8) - 4 452
I 20,04
10,04
zikfantel (1 QB
i - MSA - 5885
004 f—~L
min
- ]":rj - r T T T T T T 1
0.00 1,00 2,00 3,00 400 5.00 G.00 .00
Time [min]
Integration Results
MNo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mALU*min mALU % %
1 na. 0,583 6.012 56,742 6353 66,23 na.
2 na. 4,108 0,483 3,885 5,11 453 na.
3 n.a. 4,492 2,858 24 562 30,20 28,67 n.a.
4 na. 5.983 0,110 0.481 1,16 0,56 na.
Total: 9,463 85,669 100,00 100,00
Figur 64. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prgve 5, 3 timar.
|Chromatogram
A0.0- B Tesl 26 04,22 #15 [manually integrated) Prave § 4 5t (5mg/mil) Ly WIS 1
o mAlLl
|1~ M2OH - 0583
50,04
400,04
£ 50,0
= \3 - Diamid (8] - 4 482
£ 200
10,04
0.odf—1/
min
h 1.:-:-0_ r T T T T T T 1
.00 1,00 2,00 3,00 400 500 G.00 T
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min mAL % %
1 n.a. 0,583 5,825 54,273 62,82 65,49 n.a.
2 n.a. 4,108 0,701 5619 7,56 6,78 n.a.
3 n.a. 4,492 2,591 22 367 27,95 26,09 n.a.
4 na. 6.000 0.154 0,607 1,67 0,73 n.a.
Total: 9,272 82,866 100,00 100,00

Figur 65. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prgve 5, 4,5 timar.



Mration Results

No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mALl Yo Yo
1 n.a. 0,583 6,056 56,711 58.60 64,51 n.a.
2 n.a. 4,108 0,952 7,876 9,21 8,96 n.a.
3 n.a. 4,508 3,175 22,716 30,72 25,84 n.a.
4 n.a. 6,008 0.151 0,601 1.46 0,68 n.a.
Total: 10,335 87,904 100,00 100,00
Figur 66. Integrasjonsresultat av prave 5, 6 timar, den 28.04.2023.
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min mALl S %
1 na. 0,592 2,077 17,179 58,01 59,09 n.a.
2 na. 4,083 0,408 3,163 11,38 10,88 n.a.
3 n.a. 4467 0,950 8,170 26,54 28,10 n.a.
4 n.a. 6,008 0.145 0,562 406 1,93 .8,
Total: 3,580 29,074 100,00 100,00

Figuf 67. Integrasjonsresultat av preve 5, 6 timar, den. 27.04.2023.
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8.10 HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av eksperiment Q1 og Q2.

Chromatogram
a00 7 Test 28,04 23 #18 Prave 7: Laysemiddel - Propanol L WIS
T mau
5004
40104
T 3004
: 2004
1004
04
min
_1::'“ - T T T T T
0,00 1.00 2,00 3,00 400 5,00 G,00 700
Time [min]
Integration Results
Mo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min mALl % %
na [na na. n.a. na. na. na. n.a.
na. [na na. n.a. na. na. na. n.a.
na. [na na. na. na. n.a. na. n.a.
n.a. n.a. n.a. n.a. na. n.a. na. n.a.
Total: 0,000 0,000 0,00 0,00

Figur 68. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av prgve Q1, med proan-2-ol som lgysemiddel.

|Chromatogram |
100.0 B Test 2504 23 #17 Prave & Leysemiddel - Keton U WIS 1
' mall
8751 1 - Diamia (51 - £ 475
78,04
G254
T‘ 50,04
S 3751
2504
- J\/\J
.04
min
h II’:U N r T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4.00 5,00 G,00 700
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAlU % %
na. |na. n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
na. n.a. n.a. n.a. na. na. n.a. n.a.
1 na. 4,475 8,618 78,673 100,00 100,00 n.a.
n.a. n.a. n.a. n.a. na. na. n.a. n.a.
Total: 8,618 78,673 100,00 100,00

Figur 69. HPLC kromatogram og integrasjonsresultat av pragve Q2, med etylmetylketon som
laysemiddel.

86



