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Graphene to improve chemical
imaging of biological tissue

1 Abstract

The aim of this study was to investigate the use of graphene as a matrix. A matrix, which is
different layers of organic molecules, can be used to clarify and improve different methods of
Mass spectrometry imaging. In this study, rat kidneys have been studied with graphene and
graphene oxide as matrices to determine how easily a specific substance, in this case a drug,
can be detected. Another matrix has been used for comparison. The detection has been
done with the spectrometric methods Matriz-assisted laser desorption/ionization, MALDI,
and Secondary ion mass spectrometry, SIMS. Both statistical methods and analyses of ion
images as well as mass spectra have been used to draw conclusions. This showed that there
are significant differences between matrices and their effects on the samples. The comparisons
have shown promising results for the graphene matrices but further studies are needed to
evaluate under which circumstances the graphene, as a matrix, can be used optimally.



2 Sammandrag

Malet med denna studie var att undersoka om grafen kan anviandas for att forbéttra av-
bildning av biologiska vavnader. For att gora detta applicerades grafen eller grafenoxid i
ett tunt lager, sa kallad matris, pa rattnjurar. Innan matrispalaggningen hade hélften av
njurarna forsetts med ett ként likemedel for att kunna jamféra hur val ett specifikt &mne
kan detekteras. Proverna analyserades med de masspektrometriska metoderna Sekunddrjons-
masspektrometri, SIMS, och Matrisassisterad laser-desorption/jonisering, MALDI. Fran des-
sa metoder erholls olika spektrum som jamfordes med bildanalyser och statistiska analyser.
For att kunna dra slutsatser kring grafens funktion och egenskaper som matris jamfordes
den med en annan matris. Undersdkningen visade att det ar signifikant skillnad mellan olika
matriser och att typ av matris paverkar vilka &mnen som syns i ett spektrum. Matriser med
grafen visade lovande resultat med SIMS men ytterligare studier behover genomforas, for
att kunna se under vilka forhallanden grafens anvandning som matris ar optimal.
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3 Ordlista

ANOVA - Variansanalys. Eng. Analysis of variance. En statistisk analysmetod déar variatio-
ner inom och mellan grupper analyseras och slutsatser dras kring om det finns signifikanta
skillnader mellan olika betingelser.

HCCA - Eng. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid. Ett &mne som kan anvindas i matriser.

LSD - Minsta signifikanta skillnad. Eng. Least significant difference. Statistisk analysmetod
for parvis jamforelse av medelvérden.

MALDI - Matrisassisterad laser-desorption/jonsisering. Eng. Matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization. En typ av masspektrometri dar anviandning av en matris dr nodvéindig for
avbildning.

PCA - Principalkomponentanalys. Eng. Principal component analysis. Statistisk analysme-
tod som pavisar variation och kan hitta monster inom data.

POPC - Eng. 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine. En vanligt forekommande
lipid i vavnader.

SEM - Svepelektronmikroskop. Eng. Scanning electron microscope. En typ av mikroskop
som bland annat kan skapa bilder av ett provs yta.

SIMS - Sekundérjons-masspektrometri. Eng. Secondary ion mass spectrometry. En typ av
masspektrometri som kan anvandas med och utan matris.

TOF - Flygtid. Eng. Time of flight. En massanalysator som separerar joner med avseende
pa deras massor.
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4 Syfte

Studien syftar till att understka om anvindandet av &mnet grafen, som matris, kan for-
béattra detektionsférmagan av molekyler vid kemisk avbildning. Detta genom att anvinda
de spektrometriska teknikerna MALDI och SIMS for att jamfora och analysera vavnadssnitt
med och utan matriser av grafen.



5 Bakgrund

I denna undersokning utvirderas grafens funktion som matris vid anvindandet av tva vél-
beprovade metoder for avbildande masspektrometri, Matriz-assisted laser desorption/ioni-
zation, MALDI, och Secondary ion mass spectrometry, SIMS.

Avbildande masspektrometri dr en analysmetod som kan anvindas for att identifiera och
visualisera fordelningen av olika molekyler i celler eller vavnader. Med hjalp av masspekt-
rometri kan ett masspektrum erhéllas dar molekylernas vikt och intensitet askadliggors.
Molekylerna uttrycks som toppar i ett masspektrum. Topparnas hojd, se figur 5.1, visar
intensiteten av molekylen i vivnaden och topparnas placering i masspektrat visar dess vikt.
Vetskap om molekylernas vikt gor att de kan identifieras. Analysen sker utan anviandning av
markorer, sasom antikroppar, vilket annars ar ett vanligt satt att detektera vissa organiska
molekyler [1]. Avsaknaden av markorer kan underlitta tillvigagéngssattet vid analys och
vara billigare samt mindre tidskriavande [2]. Idag anvinds masspektrometri bland annat for
att soka efter och identifiera sjukdomar i vavnader.

Vid avbildande masspektrometri visualiseras ett eller flera &mnens intensitet utifran erhallna
masspektra. Varje pixel i avbildningen motsvaras av ett masspektrum. Intensiteten pa det
valda d&mnet illustreras i respektive bildpunkt med hjélp av en firgskala. Pa sa vis skapas
en bild av fordelningen av det valda amnet i provet. Detta mojliggor en enkel tolkning av
resultatet [3].

For att utvardera anvindandet av grafen som matris kommer snitt av rattnjurar med och
utan palagt likemedel att analyseras. Aven prover med HCCA som matris och prover utan
matris kommer att analyseras for jamforelse.
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Figur 5.1: En bild som visar hojden av en molekyls masstopp i ett masspektrum.
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5.1 Matrix-assisted laser desorption/ionization - MALDI

Vid anvandandet av MALDI técks provet med en matris, som ér ett tunt lager konventionellt
sett bestaende av organiska molekyler. Vid analys beskjuts provet med en laserpuls, se figur
5.2. Matrisens uppgift ar att bevara energin fran laserstralen och gora det mojligt for analyten
att joniseras. Efter joniseringen anviands en massanalysator, i detta fall en Time of flight,
TOF, for att separera jonerna efter storlek pa massan, m. Dessa detekteras och masspektra
skapas. Teorin bakom separationen med TOF bygger pa att alla molekyler far en laddning,
2z, vid joniseringssteget och sedan accelereras med samma kraft i ett elektriskt filt. Mindre
molekyler med lagre massa far en hogre hastighet dn storre molekyler, vilket medfor att deras
flygtid blir kortare och de nar detektorn tidigare. Forhallandet m/z skapar separationen [3].
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Figur 5.2: En dverskadlig bild av hur MALDI fungerar [4].

En begransning i masspektrometri ar att joniseringen belastar analyterna, vilket kan resul-
tera i att molekylerna i provet fragmenteras. Fragmentationen gor att storre molekyler blir
svarare att detektera da de har brutits ned till mindre molekyler. MALDI har en relativt
skonsam joniseringsmetod, vilket resulterar i att storre molekyler i hog grad kan joniseras
utan att fragmenteras. Joniseringen med MALDI resulterar darfor oftast i ett masspektrum
med farre molekylfragment och fler joniserade molekyler med hogre massa [3].

Matrisen i sig kan delokalisera molekyler och orsaka bakgrundsstérningar. Storningarna som
orsakas av matrisen bestar av fragment av matrisen som har brutits ner. Matrisfragment
som foljer med i avldsningen skapar problem eftersom de ér i samma storlek som molekyler i
det lagre intervallet av masspektrat, cirka 0-300 Da. Pa sa vis kan de ge upphov till felaktig
avlasning av provets masspektrum [3].



5.2 Secondary ion mass spectrometry - SIMS

SIMS anvander en jonstrale for att jonisera provet. Jonstralen fokuseras pa ytan av provet
och vid kollision fors energi 6ver fran jonerna till analyten, se figur 5.3. Molekylerna pa
ytan av provet joniseras och kan massanalyseras av exempelvis en TOF. SIMS kraver inte
en matris men har det upptackts att anvindning av en konventionell matris ger forbéattrat
resultat [5].

Primdr jonstrale

Sekundirjoner
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T Negativa
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Figur 5.3: En overskadlig bild av hur SIMS fungerar [6].

Stromstyrkan pa jonstralen svarar mot antalet joner som stralen skickar ut pa provet. Strom-
styrkan kan variera nagot mellan olika SIMS-analyser. Ett hogre antal joner i stralen resul-
terar i ett hogre antal sekundart joniserade molekyler som ldmnar provet. Antalet molekyler
som ldmnar provet ger upphov till intensiteten pa topparna i ett masspektrum.



5.3 Skillnader mellan MALDI och SIMS

Framsta skillnaden mellan dessa tva analysmetoder ar att MALDI kraver anvandandet av
en matris for analys, vilket inte behdvs for SIMS. En annan skillnad ar att MALDI ger en
starkare detektionssignal an SIMS. MALDI joniserar ett storre samt djupare omrade med
varje laserpuls vilket resulterar i att fler molekyler joniseras. Det stora joniseringsomradet
medfor att varje pixel i avbildningen som skapas med MALDI &r storre och upplosningen
blir sdmre.

Fordelen med MALDI:ns joniseringmetod ar att skillnaden mellan bakgrundsbrus och de-
tektionssignal blir storre. Bakgrundsbrus ar den konstanta storningen av mindre toppar som
finns i ett masspektrum. Om detektionssignalen ar hogre i forhallande till bakgrundsbruset
erhalls ett tydligare masspektrum. SIMS har svagare detektionssignal, delvis pa grund av att
joniseringsdjupet dr lagre och att varje joniseringsyta ar mindre. Den svagare detektionssig-
nalen medfor att bakgrundsbrus forsvarar avldsning av masspektra [7].

5.4 Grafen

Grafen har en hexagonal struktur av kolatomer och en tjocklek pa ett atomlager, se figur
5.4. Strukturen medfor att grafen som dmne har hog elektrisk- samt varmeledningsformaga
[8]. Grafen har visats kunna anvindas som matris i MALDI, bade vid analys av losningar
[9] och av vdavnader [10]. Dess elektriskt ledande och varmeledande férméga gor det lat-
tare for laserpulsen i MALDI att jonisera provet under matrisen. Som matris okar grafen
energioverforingens effektivitet i jamforelse med en konventionell matris och leder till lagre
fragmentation av molekyler. Férhoppningen éar att en grafenmatris ska minska bakgrunds-
storningar orsakade av matrisen tack vare dess simpla uppbyggnad av enbart kol [9].

- - - - » , > »

T o T o T o F o * o P o ® o P L P o P LB P .5 .
-

o - é é. ® » » -

NN N S T T~~~

Figur 5.4: Figur 6ver grafens struktur [11].



Applicering av grafen pa ett vivnadsprov dr en utmaning da vivnaden har en relativt skrovlig
yta (~ 500 nm - 1 pm). Skrovligheten &r ett matt pa skillnaden mellan provets hogsta och
lagsta yta. Vid tillskdrning av provet ar det svart att fa en jamnt beskuren provyta.

Néar grafen ldggs pa vavnaden finns en risk att det bildas en kristallstruktur istallet for
ett jamnt skikt vilket forsamrar avlasningen. Vid kristallisering av grafen maste laser- eller
jonpulsen ta sig igenom en grafitstruktur, vilket krdver mer energi. Eventuellt kan detta
leda till en misslyckad jonisering av provet. For att minska risken for kristallisering bor det
framstéllas pa kemisk viag, déar en 16sning av grafen fas. Da kan ett homogent lager, bestaende
av sma grafenflagor, técka vavnaden [9].

Malet ar att en grafenmatris ska underlétta jonisering av analyten och avlasning av masstop-
par. I en nyligen genomford studie for att studera analytlosningar har grafenoxid anvants
vid SIMS [12]. Darfor ska &ven grafenoxid testas som matris i detta projekt for att se hur
den paverkar resultatet for avbildning.

5.5 Spin-coating

Spinnbeldggning, fran engelskans Spin-coating, &r en metod dér en l6sning appliceras som en
enhetlig tunn film pa ett prov. Appliceringen sker genom att provet laggs pa en roterande
basplatta dar det sugs fast med ett undertryck innan basplattan borjar rotera. Losningen
som ska appliceras droppas pa provet och plattan sitts i rotation [13]. Spridningen av 16s-
ningen varierar beroende av viskositeten och den centrifugala drivkraften vilken regleras av
rotationshastigheten [14].

5.6 HTX-sprayer

Vid applicering av en matris ér det onskvart att anvinda sig av metoder som ger en tunn
och jamn matris samt att appliceringen ska vara relativt tidseffektiv. Anvindning av en
HTX-sprayer éar déarféor numera en vanlig appliceringsmetod vid exempelvis MALDI, da den
snabbt kan skapa homogena matrislager med hog reproducerbarhet [15]. En HTX-sprayer
varmer och tryckséatter en matrislosning som sedan sprayas enligt 6nskade preferenser, direkt
pa provet. Genom att bade virma samt oka trycket pa matrislosningen bidrar detta till flera
fordelar for avbildning. Bland annat mojliggér uppviarmning att matrisen sjunker djupare
in i provet och att bildningen av storre kristallstrukturer undviks. En mer precis och direkt
spraystrale uppnas nér 16sningen ar trycksatt, vilket forbattrar placeringen av matrisen éver
provet.

5.7 Svepelektronmikroskopi

For att observera ett provs yta och pa sa vis fa en bild av hur vél appliceringen av en matris
fungerat ar svepelektronmikroskopi en ldmplig analysmetod. Med denna metod fas en bild
av ytan genom att lata en fokuserad strale med elektroner svepa 6ver provet. Detektion av
exciterade elektroner sker samtidigt som stralen fardas over provytan, vilket ger en punkt-
till-punkt avbildning av provet [16].



5.8 Lakemedelsdistribution

Ett anviandningsomrade for avbildande masspektrometri dr att analysera distributionen av
likemedel. Avbildande masspektrometri har férdelarna, jamfort med andra metoder, att i
samma analysbild ge resultat for bade méangden och férdelningen av likemedlet. Metaboliter
och andra molekyler av intresse, sdsom proteiner eller lipider kan ocksa observeras i samma
bild. Det &r inte heller nodvandigt att méarka in molekylen av intresse, nagot som annars
maste goras med till exempel antikroppar [2].

For undersokning om hur vél lakemedel kan detekteras i vavnader med hjalp av masspekt-
rometri anvinds i denna studie aclidiniumbromid som é&r ett inhaleringslakemedel [17]. Mo-
lekylen har den kemiska formeln CogH3gBrNO4Ss;. Det dr den joniserade molekylen som
detekteras i masspektrometri. Denna har en molekylvikt pa 484,16 Da, vilket ligger inom ett
intressant intervall. T figur 5.5 syns, fran vanster till hoger, strukturformlerna for aclidini-
umbromid i sin ursprungliga form, joniserade form och en isotop av den joniserade formen.

AZ12609287, aclidinium bromide
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Figur 5.5: Strukturformel for aclidiniumbromid, fran vanster till hoger i sin ursprungliga
form, joniserade form och en isotop av den joniserade formen.

Lakemedelsmolekylen och dess funktion ligger inte i fokus pa annat satt &n for att kunna se
hur latt den kan detekteras och ifall detta varierar med olika matriser och koncentrationer.

5.9 Dataanalys

Efter korning av proven i SIMS eller MALDI krévs en statistisk analys av datan fran mas-
spektrometrarna for att undersoka om det &r nagon signifikant skillnad mellan de erhallna
resultaten for de olika matriserna.

5.9.1 Analysis of variance - ANOVA

En metod for att utviardera data ar Variansanalys, mer kant som Analysis of Variance,
ANOVA. I ANOVA analyseras variation inom och mellan grupper och slutsatser dras kring
om det finns signifikanta skillnader mellan olika betingelser [18]. ANOVA tar normalt hansyn
till tva former av betingelser. Den forsta dr behandlingar, pa engelska kallat treatments,

7



vilket ar en huvudsaklig kalla till variation som ofta &r den som framforallt ska undersokas.
Den andra typen av betingelse ar olika block, vilket ar ett set med méatningar dar ursprunget
ar detsamma. Vid analys av masspektrometrisk data skulle behandlingarna motsvaras av de
olika matriserna och blocken av de olika topparna.

For behandlingarna, i detta fall de olika matriserna, ska en kvadratsumma, fran engelskans
sum of squares, SS beraknas enligt ekvation 5.1.

1 a y2
SSMatris = E ;yzj - N (51)

Sum of squares ska aven berdknas for blocken, i detta fall de olika masstopparna, enligt

ekvation 5.2.
2

1 2 Y
S SToppar = 4 Z?Jz - N (5.2)
j=1

De olika indexen for y talar om vad som summeras. Med y; menas att alla kolumner i en
tabell med dataset summeras, y ; alla rader och y . alla varden i hela tabellen. I utvarderingen
delas topparna upp i kolumner och de olika matriserna delas upp i rader. Det som jamfors
ar intensiteten pa topparna, dels mellan matriserna samt mellan de olika topparna. N ar det
totala antalet varden i tabellen, a ar antalet rader, det vill siga antalet olika matriser, och b
ar antalet olika kolumner vilket motsvaras av antalet olika toppar. Sum of squares berédknas
dven for den totala intensiteten enligt ekvation 5.3.

2

SSra =3 4" = (5.3)

Utifran det beraknas sum of squares for felet enligt ekvation 5.4.
SSET”V‘O’V‘ = SSTot - SSMatris - SSToppar (54)

De olika viardena pa sum of squares anviands sedan for att berdkna de motsvarande medel-
kvadraterna, mean square, vilket ar vardet for sum of squares dividerat med antalet frihets-
grader for betingelsen. Mean square-viardena anvénds sedan for att genomfora ett F-test. Ett
Fy-viarde berdknas genom att vardet pa mean square for behandlingen divideras med vérdet
pa mean square for felet. Fy-virdet jamfors sedan med ett statistiskt F-varde som ham-
tas fran tabell utefter frihetsgraderna pa behandlingen och felet samt vilken konfidensgrad
som Onskas. Ifall Fj-vardet ar storre an jamforelsevardet finns det en statistiskt signifikant
skillnad mellan de olika behandlingarna. P4 motsvarande satt kan aven eventuell signifikant
skillnad mellan blocken utvérderas [18].

5.9.2 Least Significant Difference - LSD

Minsta signifikanta skillnad mer kiant som Least significant difference, LSD, ar en typ av
t-test for parvis jamforelse av medelvarden. LSD anviands med fordel efter att ett F-test
i ANOVA har visat sig vara signifikant. I LSD berdknas differensen mellan medelvirdena
for tva prov. Om absolutbeloppet av differensen ér storre én LSD-vérdet ar skillnaden mel-
lan proven signifikant. LSD-vardet berdknas enligt ekvation 5.5 vilken kan hérledas fran
teststatistikan for t-test [18].



[2M
LSD = tojn-a M5y (5.5)
n

t-vardet hamtas fran tabell beroende pa konfidensgrad samt frihetsgrad. M Sg &r mean square
for felet och n ar antal observationer per behandling.

5.9.3 Principal component analysis - PCA

For att hitta korrelationer mellan erhallna resultat kan principalkomponent-analys, mer ként
som principal component analysis, PCA tillampas. PCA ar en teknik som anvénds for att
lyfta fram variation och hitta monster inom data. Detta bygger pa en statistisk procedur
som anviander en ortogonal transformation av vektorer for att skapa en komponent. For att
jamfora denna komponent med liknande data skapas &nnu en komponent och variationen
mellan komponenterna visualiseras i olika typer av grafer [19].

For denna studie utgor masstoppsdatan fran de olika vivnadsproven vektorer som alla jam-
fors med varandra. Podng-plot, mer kant som score-plot ar den graf som enklast anvands for
att fa en snabb uppfattning av likheter och olikheter mellan jémférda matriser. Har placeras
exempelvis de olika matriserna i en cirkel inom ett 95% signifikans-intervall, det vill siga
om matrisen ar inom cirkeln stimmer korrelationen till 95%. Placeringen inom cirkeln visar
hur lika matriserna ar. Om tva matriser placeras néra varandra har de liknande egenskaper.

En annan typ av graf ar laddnings-plot, mer kdnd som loading-plot. Den visar all data som
vektorerna innehaller och hur de varierar i férhallande till varandra. Denna typ av plot visar
aven olikheter i intensitet mellan molekyler och hur denna data korrelerar till respektive
matris. Om datan ar placerad pa samma stéille som matrisen i score-plotten tenderar denna
data att finnas mer i denna typ av matris.

For detta projekt ar PCA anviandbart for att hitta likheter samt olikheter mellan de olika
matriserna och for att hitta korrelationer mellan dem.

5.10 Jonbild

En jonbild visar fordelningen av enstaka alternativt flera joniserade a&mnen. En totaljonbild
visualiserar alla joniserade &mmnen i vivnaden. I jonbilden summeras de spektrum som fas
fran varje pixel till en bild, se figur 5.6. Bilder kan analyseras genom att studera férdelningen
och intensiteten. Dessa bestdms genom att betrakta fargskillnaden, fargfordelningen och hur
spridda molekylerna ar. Beroende pa vilken intensitet molekylen har, i en punkt pa provet,
askadliggors den med med en viss farg. Vilken farg som motsvarar vilken intensitet syns i
fargskalan till hoger om bilden. Om pixeln till exempel ar svart innebér det en lag intensitet
av molekylen i det omradet. Om pixeln istillet ar vit innebar det en hog intensitet av
molekylen i det omradet.
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Figur 5.6: En bild som visar en totaljonbild 6ver den totala fordelningen av molekyler. Till
hoger om bilden syns fargskalan.

10



6 Avgransningar

De vavnader som valdes for dataanalysen var rattnjurar. Fokus for den statistiska analysen
var resultaten fran SIMS d& data kunde erhallas och analyseras med tillgénglig programvara.
Datan fran MALDI kunde inte analyseras pa samma sidtt da denna anvander en annan pro-
gramvara med andra funktioner. Datan var darfor svar att exportera till statistisk mjukvara.
All insamlad data kunde inte analyseras. For studiens syfte valdes spektrum med intressanta
skillnader ut for undersokning. Likemedlet, aclidiniumbromid, hade kunnat bytas ut mot ett
annat d&mne med ldmplig molekylvikt. Detta da undersokningen syftar till att se skillnader i
intensitet, for nagot amne, vid anvindandet av olika matriser. Distributionen av likemedlet
undersoktes inte da lakemedlet inte fordelats naturligt i organet utan applicerats i efterhand.
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7 Metod

Foljande kapitel hanterar de metoder som anvindes under studiens gang. Oversiktligt bestod
metoden av litteraturstudier, laborativt arbete och dataanalyser.

7.1 Litteraturstudie

Litteraturstudier genomfordes kontinuerligt. I borjan var syftet att skapa forstaelse kring
amnet medan det senare framst var for att verifiera faktadetaljer samt hitta referenser i
samband med rapportskrivandet.

7.2 Laborativt arbete

De vavnader som undersoktes var rattnjurar. Proven analyserades vid tre typer av betingel-
ser. Dessa var: typ av masspektrometer, typ av matris och narvaron av lakemedel.

Masspektrometrarna som anvindes var MALDI och SIMS. Matriserna var HCCA (a-cyano-
4-hydroxycinnamic acid), grafen och grafenoxid. Vid analys med SIMS undersoktes prover
dven utan matris vilket inte &r mojligt i MALDI. For varje kombination av masspektrometer
och matris, se tabell 7.1, genomfordes analyser av atminstone tva prov, ett med lakemedel
och ett utan. Pa ett objektglas var fyra vidvnadsprover placerade vilket resulterade i att de
fyra proverna fick samma matris.

Tabell 7.1: Forsokuppléigget 6versiktligt.

Masspektrometer
MALDI | SIMS
Ingen Nej Ja
. | HCCA Ja Ja
Matris Grafen Ja Ja
Grafenoxid | Ja Ja

7.2.1 Provpreparering

Prepareringen av proven borjade med vakuumtorkning av de frysta vivnaderna. Efter tork-
ningen applicerades olika koncentrationer av aclidiniumbromid pa vidvnaderna. Koncentra-
tionerna valdes for att de skulle kunna upptéickas med avbildande masspektrometri, vilket
mojliggor att eventuella skillnader hos olika matriser kan observeras. Koncentrationerna som
anviandes var 10 pM, 5 1M och 1 pM och dessa droppades pa hélften av proverna. Ovriga
prover anviandes som kontroller. Dessa koncentrationer applicerades enbart pa de prover som
var utan matris, med HCCA-matris och grafenmatris. For beredningen av grafenoxidmatris-
proverna anvandes koncentrationerna 1 pM och 0,2 ptM d& det inte fanns tillgang till de
tidigare namnda koncentrationerna.
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7.2.2 Tillverkning av grafenoxid

Vid syntetisering av grafenoxid anvindes 4 g grafit, 92 ml (98%) HySOy4, 2 ¢ NaNO3 och 12
g KMnOy, enligt Hummers metod [20]. Den erhallna grafenoxidlésningen reducerades med
vitamin C och polyvinylalkohol for att erhélla en béttre suspension [21].

7.2.3 Tillverkning av grafen

Suspensionen med grafenoxid anvandes dven till framstédllningen av grafenlosningen. Gra-
fenlosningen bereddes med vakuumfiltrering genom ett porost filterpapper av polykarbonat.
Porerna i filterpappret hade en diameter pa 3 pm. Koncentrationen pa grafenlésningen styr-
des av filtreringsvolymen samt koncentrationen av grafenoxidsuspensionen. Filterpappret
lostes sedan upp i ren aceton och en grafenlosning erholls [21].

Grafenlosningen fick en fallning av grafen. Fallnignen spaddes med vatten for att 16sas upp.
Blandningen behandlades med ultraljud for att skaka sonder grafenklumparna. Detta var
dock inte tillrdackligt och etanol tillsattes for att underlatta upplosningen. Blandningen be-
handlades aterigen med ultraljud. En del av grafenet 16ste sig, aven om klumpar fanns kvar.
En del av 16sningen applicerades pa de forsta vavnadsproven medan resten fortsatte att be-
handlas med ultraljud. Detta kan ha gett upphov till en skillnad i grafenkoncentration da
mer av grafenfiallningen hann lésas upp innan applicering pa de senare proven.

7.2.4 Applicering av HCCA-matris

HCCA-matrisen applicerades med hjalp av en HTX-sprayer. Vid appliceringen med HTX-
sprayern virmdes HCCA-l6sningen (7 mg/ml, 50% acetonitril, 0,1% trifluorattiksyra) till
85°C och trycksattes till 10 psi. Foljande flodesinstallningar valdes for korning av HTX-
sprayern: pumpens flédesshastighet var 0,2 ml/min, hastigheten var 1100 mm/min och
spraystralen var av fin sort. Matrisens densitet var 0,382 mg/cm?. Vid korning varierades
spraymetoden fran att sprayas vertikalt till att varannan gang sprayas horisontellt. Totalt
upprepades detta tre ganger, vilket innebar att det totalt var sex lager matris pa provets
yta. Sparmellanrum, pa engelska track spacing, som ar hur stralen kommer flyttas i x-led,
sattes till 2 mm. Méatten som sprayern utgick fran vid appliceringen var i x-led 0-95 mm
samt i y-led 0-80 mm.

7.2.5 Applicering av grafenmatris

Grafenmatrisen applicerades pa proverna genom spin-coating. Grafenlosningen droppades pa
provet som placerats pa en basplatta. Provet roterades sedan med en hastighet av 1000 rpm
i 30 sekunder. Proverna med grafenmatris studerades sedan i svepelektronmikroskop for att
undersoka hur jamn paldggningen blev.

7.2.6 Applicering av grafenoxidmatris

Grafenoxidmatrisen applicerades, till skillnad fran grafenmatrisen, med en HTX-sprayer. Da
HTX-sprayern kréver 16sliga matriser var det inte mojligt att anvinda den for att applicera
grafenlosningen da grafen ar svarloslig i vatten. Grafenoxiden kunde daremot 16sas i vatten
och anvindes i HTX-sprayern.

13



Tva koncentrationer av grafenoxid bereddes. Den ena med 3 mg/ml grafenoxid 16st i vatten,
den andra med 1,5 mg/ml grafenoxid 16st i 25% acetanitril och 75% vatten. Grafenoxid-
l6sningen varmdes till 85°C och trycksattes till 10 psi. Foljande flodesinstallningar valdes
for korning av HTX-sprayern: pumpens flodesshastighet sattes till 0,2 ml/min men sénktes
till 0,15 ml/min for att slutligen stéllas in till 0,1 ml/min. Flodeshastigheten andrades for
att kompensera att mottrycket i HTX-sprayern 6kade. Hastigheten var 1100 mm/min och
matrisens densitet var 0,082 mg/cm?.

Samma spraymetod som vid appliceringen av HCCA-matrisen upprepades. Det var alltsa
totalt 6 lager av grafenoxidmatris pa provet. Track spacing sattes som tidigare till 2 mm och
appliceringsytan var i x-led 0-95 mm och i y-led 0-80 mm. Proverna studerades senare med
svepelektronmikroskop for att undersdka appliceringen.

7.2.7 Analys med MALDI

Objektglasen monterades pa en provplatta och analyserades sedan i en MALDI av modell
Bruker Ultrafleztreme IV. Laserpulsen testskots pa en yta som inte skulle observeras. Med
instrumentets mjukvara FlexImaging kalibrerades MALDI:n, sa att laserstralen skot pa det
onskade omradet pa objektglaset. Dérefter kordes MALDI:n och data erholls. Da analys med
MALDI kan ta manga timmar, om stora omraden ska analyseras, har mindre omraden valts
for analys i detta arbete.

7.2.8 Analys med SIMS

Vid analys med SIMS av modellen IONTOF.SIMS 5, analyserades bade prover med ma-
tris och prover utan matris. Alla prover strilades med en jonstrile av Vismut, Bii*. En
stromstyrka pa 0,35 pA anvandes for proverna med grafenmatris, 0,34 pA for proverna med
grafenoxid och 0,24 pA fér proverna med HCCA-matris samt for proverna utan matris.

Objektglaset med prover som skulle analyseras placerades i en provhallare. Analysomradet
bestémdes med kameran som finns i SIMS. Omradet som valdes téackte hela vavnaden och
lite av det utomliggande omradet. Analysen paborjades och data erholls.

7.3 Dataanalys

For analysen av den data som erhélls fran SIMS anviandes programmet Measurement Ez-
plorer. Med programmet redigerades bilderna fran SIMS for att inte ta med signalerna fran
objektglaset. Enbart signalerna fran vidvnadsprovet var av intresse for analys. Bildredige-
ringen utfoérdes genom att manuellt rita en kontur runt vivnaden och markera omradet for
den 6nskade analysytan. Fran analysytan togs en totaljonbild fram. Totaljonbilden anvén-
des for att fa information om hur val provet hade joniserats. Det skapades dven jonbilder
med lakemedelsmolekylen for de olika matriserna. Bilderna anvindes for att studera hur val
lakemedelsmolekylen visuellt kunde detekteras.

For att varje &mnes massa skulle motsvara ratt topp kalibrerades masspektrumet. Kalibre-

ringen utférdes med hjilp av C, C3, C3 och Cy;HJ;, d& dessa d&mnen har toppar som éir enkla
att urskilja i ett masspektrum. Vanligtvis véljs kinda amnen att kalibrera mot. Kolesterol
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och koljoner valdes da de har en hog respektive lag massa och spénner over en stor del av
spektrumet. For att alla masspektrum skulle kunna analyseras under samma forutséittningar
normaliserades varje masspektrum med den stromstyrka som proverna beskots med. Pa detta
satt erholls alla masspektrum med en gemensam intensitetskala dér intensiteten motsvarar
antal joner [22].

Efter att kalibreringen utforts och stromstyrkan angetts for alla masspektrum skapades olika
masslistor dar utvalda toppar i spektrumet markerades, se figur 7.1. De utvalda topparna, i
varje masslista, farglades i spektrumet. En masslista kunde sedan appliceras pa olika prover
for att se om samma toppar forekom dar. Néar en masslista hade skapats kunde data som
beskriver intensiteten for varje &mne i masslistan, fran de valda proven, exporteras.
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Figur 7.1: En bild som visar programvaran Measurement explorer, som illustrerar markerade
toppar i spektrumet da de finns med i masslistan som syns nedanfor.

En masslista skapades genom att alla toppar i ett provs spektrum, som hade en intensitet
minst tre ganger hogre dn bakgrundstopparnas intensitet, markerades. Masslistan applice-
rades sedan pa ett nytt prov och toppar som inte redan var med i masslistan adderades.
Detta upprepades for alla prov sa att den resulterande masslistan inneholl alla toppar som
var tydliga enligt det tidigare namnda kriteriet. Denna masslista téckte hela spektruminter-
vallet. Datan fran masslistan exporterades till en excel-fil for att sedan anvindas for att gora
PCA-undersokning med programmet SIMCA.

For analys med ANOVA och LSD skapades inom intervallet 500-900 Da fyra olika masslistor,
en for varje typ av matris: grafenmatris, grafenoxidmatris, HCCA-matris och ingen matris.
Intervallet valdes da grafen och grafenoxid visade sig ge tydliga spektrum inom detta omra-
de, vilket SIMS vanligtvis inte gor eftersom SIMS fungerar bast for mindre molekyler [23].
Intervallmasslistorna skapades, likt tidigare, manuellt utefter hur tydligt topparna kunde ur-
skiljas. Topparna valdes ut och adderades till masslistan. Listan som skapades applicerades
sedan pa ett nytt prov, av samma matristyp och toppar som inte férekommit tidigare lades
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till i listan. Detta upprepades for de spektrum som tillhérde prover som hade samma typ
av matris. Intervallmasslistorna som skapades inneholl darfér bara de toppar som forekom i
nagot av proven for korresponderande matristyp. De olika masslistorna applicerades sedan
pa alla prov, oavsett matristyp. Pa sa vis kunde forekomsten och intensiteten av olika toppar
jamforas mellan proven och skillnader mellan de olika matriserna upptéckas.

Datan fran de fyra intervallmasslistorna exporterades sedan till ett excel-dokument. I Fxcel

genomfordes statistiska analyser enligt metoderna ANOVA och LSD. I bade ANOVA och
LSD anvindes konfidensgrader pa 95% samt 99%.
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8 Resultat och tolkning

Resultaten som foljer inleds med visuella bildjamforelser med SEM, MALDI och SIMS. Fokus
kommer dérefter liggas pa masspektrum i SIMS dar bland annat likemedelsmolekylens
intensitet jamfors mellan de olika matriserna. Resultatet avslutas sedan med statistisk analys
av de olika masstopparna for att se om det finns en signifikant skillnad mellan matriserna.
Den statistiska analysen avslutas med en PCA-undersokning, for att forsoka se trender i vad
som skiljer de olika matriserna at.

8.1 Svepelektronmikroskopi

Under produktionen av grafen- och grafenoxidlésningen observerades med blotta 6gat att
grafenlosningen var svagt gra medan grafenoxidlosningen var betydligt morkare. Detta var
en indikation pé att grafenoxiden kan ha varit av hogre koncentration. Aven olika applice-
ringsmetoder anvandes vilket kan ha orsakat skillnader mellan matriserna i homogenitet och
tjocklek. For att undersoka hur vl appliceringen av grafen- samt grafenoxidmatriserna skett,
studerades proverna i ett svepelektronmikroskop, SEM. Bilder pa proverna med matriserna
tagna med SEM presenteras nedan.

8.1.1 Grafen

En bild direkt pa njuren gav inte nagon relevant information om grafenmatrisen eftersom
bade grafenet och njuren har mork farg i SEM. Istéllet observerades omraden med objektglas
och njure bredvid varandra. I figur 8.1 syns njure och objektglas tédckt med grafenmatris.
Dér syns grafenet som sma utspridda graa flagor pa det vita objektglaset.

200 pm EHT = 5.00kV SignalA=InLens  Date :14 Feb 2017 ~
WD =120 mm Mag= 122X Time :12:09:34 ‘

Figur 8.1: SEM-bild av grafen pa rattnjure och objektglas. Fran véinster 6vre horn till
den grona kanten syns objektglaset med grafenflagor markta med lila pilar. Fran den gréna
kanten till det nedre hogra hornet syns rattnjuren. 122 ganger forstoring.
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Figur 8.2 visar en inzoomad bild pa objektglaset med grafen pa. De morkt graa zonerna
ar grafenflagor. Vad som kan observeras ar stora halrum mellan flagorna. Grafenet har inte
bildat det homogena skikt som var 6nskat.

20 pm =5, ignal A = InLens ate : e

- 5:[: =152.?)0r:¥ nggJAz.zlsLKx '?intle :11250?22017 MC 2
Figur 8.2: SEM-bild av grafen pa objektglas. Grafen syns som morkare, graa flagor. 2250
ganger forstoring. Skalan 20 pm syns i gront i nedre vénster horn.

8.1.2 Grafenoxid

I figur 8.3 syns tva forstoringar av ett prov tdckt med grafenoxid. Det morkare omradet
till hoger i bada bilderna, ar rattnjuren och det ljusa omradet &r objektglaset, bada téack-
ta med grafenoxidmatris. Precis som for grafenmatrisen ér det svart att urskilja hur val
matrisen fordelat sig 6ver njurvivnaden eftersom denna ocksa é&r mork i svepelektronmikro-
skopet. Figuren visar att grafenoxiden técker objektglaset. Om grafenoxiden inte hade téckt
objektglaset skulle glaset synts som vitt i svepelektronmikroskopet.

En annan observation ar att grafenoxidmatrisen inte a&r homogen da de morkare flickarna
ar punkter med tjockare grafenoxidmatris. En anledning till att grafenoxiden inte blev ho-
mogent fordelad kan bero pa att den torkade for langsamt nar den applicerades pa provet.
HTX-sprayern blaste ut matrisen, sa att det bildades droppar lings med hela ytan. Néar
dropparna sedan torkade in blev det olika koncentration av grafenoxid pa olika punkter,
vilket resulterade i en inhomogen matris.

18



2mm 0073 2017/03/31 10:.07 h D4.7 x250 300 um
ES17-027906 AAM2788N lump ES17-027906 AAM2788N lump

(a) (b)

Figur 8.3: SEM-bilder av grafenoxidmatrisen applicerad pa njurprovet. Njuren syns som det
morkare omradet i bilderna och det ljusare omradet visar objektglaset med grafenoxidmatris.
Bild (a) har 40 gangers forstoring och bild (b) har 250 gangers forstoring. De roda cirklarna
i figuren markerar tva punkter med hogre grafenoxidkoncentration.

Figur 8.4 visar de tva grafenoxidmatriserna med olika koncentrationer pa varsitt objektglas.
Hogst upp i figuren ar grafenoxidmatrisen med koncentrationen 1,5 mg/ml och ldngst ner i
figuren ar grafenoxidmatrisen med koncentrationen 3 mg/ml. P& ytan med den hogre kon-
centrationen skiner inte glaset igenom da denna matris ar tjockare. Faktumet att glaset inte
skiner igenom innebér att grafenoxiden tacker hela provet. Daremot ar det inte sdkert att
matrisen har samma tjocklek overallt.
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0078 2017/03/31 10:31 h D4.8 x40 2mm
ES17-027906 AAM2788N lump

Figur 8.4: SEM-bild av de tva olika grafenoxidmatriserna. Den Oversta delen av bilden
ar den tunnare matrisen och den nedre delen ar den tjockare matrisen. Den svarta delen i
mitten av bilden ar mellanrummet mellan de tva objektglasen. 40 ganger forstoring.

Proverna med den hogre koncentrationen av grafenoxidmatris brann upp nér de analyserades
i MALDI. Vidare analys av dessa prover kunde ddrmed inte genomforas. Den brinda matrisen
visas i figur 8.5. De sma halen i bild (a), som ligger i ett rutnit, ar punkter dar MALDI-
lasern joniserat molekyler. Glaset syns darfor som vitt i dessa punkter. Nagra av punkterna
ar markerade i rott langst upp till vanster i bilden. De stora halen, se den stora cirkeln till
hoger i bilden, &r omraden dar grafenoxidmatrisen fattat eld och brant bort vivnaden fran
objektglaset. Bild (b) visar en forstoring av ett av de sma roédmarkerade halen fran bild (a),
dar olika skikt av matris och vdvnad som blir kvar efter joniseringen av provet kan ses.
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Figur 8.5: Figuren visar SEM-bilder frain MALDI-kérningen pa ett av proverna som brann
upp. Bild (a) vid 40 ganger forstoring visar punkter dar laserpulsen har joniserat vavnads-
provet och dar den har brant sonder provet. Se de stora halen markerade med réda ringar.
Bild (b) vid 2000 ganger forstoring visar en punkt dér lasern har joniserat provet. Se de réda
punkterna i bild (a).

8.2 MALDI

Vid analys av data fran MALDI analyserades prover med HCCA-matris och grafenmatris.
Utifran datan erhélls information kring hur vil likemedelsmolekylen joniserats. Aven prover
med grafenoxidmatris kordes i MALDI. Da proverna med den hogre koncentrationen av gra-
fenoxid brann upp och proverna med den lagre koncentrationen brandes kunde inga tydliga
resultat erhallas. Darfor analyserades dessa prover inte vidare.

Vid analys av HCCA-matrisen valdes ett begransat omrade ut, se figur 8.6. Anledningen till
att detta omrade valdes var dels utifran var lakemedelsdropparna hade placerats men dven
for att begransa analystiden.

De grona omradena ar de punkter dar lakemedlet har detekterats. Det storsta och tydligaste
omradet ar droppen med hogst koncentration, 10 pM. Droppen mitt i rektangeln har den
nast hogsta koncentrationen 5 pM och i botten av omradet syns en svag signal fran droppen
med den lagsta koncentrationen 1 pM, som mestadels har missats i analysen. Figuren visar
aven isotopen av lakemedlet i orange. Isotopen ligger i samma omrade som lakemedlet men
forekommer inte i lika hog koncentration, vilket resulterar i att flickarna blir gulgrona.
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Figur 8.6: Rattnjure tackt med HCCA-matris. Det streckade rektanguliara omradet
har analyserats i MALDI. De grona flickarna visar var ldkemedlet har detekterats.
Den roda bakgrundsfiargen kommer fran lipiden POPC, (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) [24].

Med grafen som matris utférdes samma analys som for HCCA-matrisen. Analysen genom-
fordes med sdmre upplosning for att kunna analysera en storre yta av provet. Resultatet
kan ses i figur 8.7. De grona flackarna visar lipiden POPC och de rodaktiga flickarna ar
lakemedlet. Ett mindre omrade analyserades for sig i efterhand i analysprogrammet Bru-
ker Fleximaging. Lipiderna blev da inte lika dominerande och ldkemedlet gick att urskilja
tydligare i bade bild, figur 8.7, och spektrum, figur 8.8.
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Figur 8.7: Jonbild 6ver rattnjure tiackt med grafenmatris. Det stora streckade omradet ér
det som analyserades. De grona signalerna representerar lipiden POPC och de réda like-
medlet. Det mindre streckade omradet analyserades éven separat i Bruker Fleximaging for
att mojliggora detektion av likemedlet.

Masspektrumet i figur 8.8 kommer fran analysen av det lilla streckade omradet i figur 8.7.
Analys av halva njuren visade inte en likemedelstopp i masspektrumet da lipidkoncentratio-
nen var mycket hogre édn likemedelskoncentrationen, men aningar om att lakemedlet hade
joniserats faststéalldes vid analys av det mindre omradet i figur 8.7. Lipidkoncentrationen var
inte langre lika domninant och ldkemedelstoppen syntes klart.
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Figur 8.8: Masspektrumet kommer fran det mindre omradet med grafenmatris. Figuren
visar lakemedlet och dess isotoper och ar markerade i rott. Likemedlet utgér den hogsta
toppen, med massan 484,329 Da. Masspektrumet visar dven bruset runt topparna.

8.3 SIMS

For att jamfora resultaten for proverna analyserade i SIMS, studerades de visuella avbildning-
arna av proverna. Aven dess masspektrum undersoktes och statistiska analyser genomfordes.
Analyserna genomfordes pa alla matrisertyper och utan matris.

Figur 8.9 visar fem totaljonbilder for de olika matriserna. En totaljonbild innebar att den
summerade intensiteten for alla molekyler ger fargskillnaderna i bilden. I en totaljonbild
erhalls information om hur vél provet har joniserats. Bild (e) har ett annat utseende dn de
andra spektrumen da instédllningarna dndrades under korningen for att atgiarda ett tekniskt
missdde. Den svarta halvan av omradet i bilden ar fran fore instéllningarna édndrades. Dar
detekterades ingenting.
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Figur 8.9: De fem bilderna visar totaljonbilder fér de olika matriserna. Bild (a) har ingen
matris, bild (b) har grafenmatris, bild (¢) har HCCA-matris, bild (d) har grafenoxidmatris
och bild (e) har grafenoxidmatris dér instdllningarna éndrades under kérningen av provet.
Alla ovanstaende prover férutom (d) innehaller lakemedel.

I figur 8.10 syns fyra bilder som visar vilken intensitet lakemedelsmolekylen har for de olika
matriserna. I bild (a), som inte har nagon matris, kan tva grona flackar urskiljas. Dessa
motsvarar troligtvis de tva dropparna med hogre koncentration av ldkemedlet. Den tredje
droppen med en lagre koncentration kan daremot inte urskiljas. I bild (b), som har grafen-
matris, kan en svag gron flack urskiljas. Denna motsvarar antagligen ldkemedelsdroppen av
den hogre koncentrationen. Da férgen pa flickarna, i bild (a) och (b), &r gron innebéar det
att de inte har hog intensitet, vilket ses pa fargskalan bredvid bilderna. I bild (a) observeras
en hogre tathet pa flickarna vilket innebéar att fler molekyler finns i det omradet. I bild
(c) syns inga signaler av likemedlet vilket innebér att fa molekyler har joniserats. Att det
ar fa molekyler som har joniserats beror sannolikt pa att HCCA-matrisen var for tjock for
optimal anvandning i SIMS. I och med att analysen av provet med grafenoxid inte lyckades,
pa grund av ett tekniskt missdde, kan inte en bra bild av likemedelsdistributionen fas for
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detta prov. Det gar déremot att urskilja négra enstaka signaler fran ldkemedlet i bild (d).
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Figur 8.10: De fyra bilderna i figuren forestaller jonbilder dér enbart likemedelsmolekylen
pa rattnjuren avbildas for olika matriser. Bild (a) har ingen matris, bild (b) har grafenmatris,
bild (c¢) har HCCA matris och bild (d) har grafenoxidmatris. Lakemedlet syns inte tydligt i
dessa bilder men kan lattare detekteras i analysprogrammet.

I figur 8.11 syns den markerade masstoppen for lakemedelsmolekylen i alla bilderna. Da
skalorna pa axlarna ar samma gar det att direkt jamfora dem med varandra. Intensiteten
pa ldkemedlet for bild (a), som inte har nagon matris, och bild (b), som har grafenmatris,
ar mycket hogre an de i bild (c), som har HCCA-matris, och bild (e), som har grafenox-
idmatris. Bilderna visar att undersokningen gick béattre utan matris och med grafenmatris
men sdmre med de andra tva matriserna. En anledning till att grafenoxidmatriserna gav en
lagre intensitet kan vara att koncentrationen av likemedlet var lagre jamfort med de andra
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matriserna.

Det ar dven av intresse att titta pa omradet runt ldkemedelstoppen i figur 8.11 eftersom
omréadet skiljer mellan de olika matriserna. For provet med HCCA-matris, se bild (c), ser
spektrumet i hela intervallet brusigt ut, det vill sédga att det ar svart att skilja masstopparna
fran bakgrundsbruset. Lékemedelsmolekylen hade inte identifierats som en topp om inte dess
massa hade varit kind och markerats i orange. HCCA fungerar déarfor inte bra som matris i
detta intervall da det inte finns nagra tydliga toppar och ldkemedlet inte syns som en topp.

I spektrumet fran grafenoxidmatrisen utan lakemedel, se bild (d), syns méanga tydliga toppar
till skillnad fran spektrumet med grafenoxidmatris och likemedel, se bild (e). Notera att
provet med grafenoxid och likemedel inte ar representativt da installningarna &ndrades under
korningen med SIMS.

Intensiteten av topparna, i omradet runt 460-505 Da, ser generellt ut att vara hogre for
grafenoxidmatrisen utan lakemedel an for de andra matriserna, se bild (d), jamfort med bild
(a), (b) och (¢). De andra proven med grafenoxidmatris, ej presenterade hér, fick spektrum
liknande det i bild (d). Darfor kan slutsatser dras om att grafenoxid &r en matris som okar
intensiteten for amnen i detta intervall. Detta kan tdnkas bero pa att det ar farre storre
molekyler som fragmenteras och de kan darfor detekteras.
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Figur 8.11: Figuren visar masspektra i skalan 460-505 Da dér skalorna &r samma. Bild (a),
(b), (c¢) och (e) visar resultatet for olika matriser med likemedel dar bild (e) har en lagre
koncentration av lakemedlet. Bild (a) har ingen matris, bild (b) har grafenmatris, bild (c)
har HCCA-matris och bild (d) och (e) har grafenoxidmatris. Bild (d) har inget ldkemedel
men finns med for jamforelse av omkringliggande spektrum.

Vid jamforelse av hogre intervall, se figur 8.12, observeras toppen med massan 760,6 Da
samt toppen med massa 761,6 Da. De har hogre intensitet vid anvindande av grafenma-
tris, se bild (b) och (c), dn i fallet utan matris, se bild (a), och HCCA-matris, se bild (d).
Nar grafenoxidmatrisen betraktas syns ddremot en lagre intensitet for toppen 761,6 Da men
hogre intensitet for toppen 760,6 Da, se bild (e). Trots att proven bor vara likviardiga da
det ar samma vavnad som undersoks, joniserar matriserna olika molekyler med varierande
effektivitet, vilket resulterar i att intensiteten hos molekylerna varierar beroende pa matris.
En faktor som skiljer proven at ar vilka &mnen fran matrisen som fragmenteras och detekte-
ras. For matriserna med grafen och grafenoxid bryts matriserna ner till kolisotoper eftersom
matriserna till stor del bestar av kol. Dessa kolisotoper finns vanligtvis i storleksordningen
1-100 Da och borde darfor inte paverka intervallet som studeras hér.

I figur 8.12 har bilderna (b), (c) och (e) hogre masstoppar och lagre bakgrundsbrus. Det ar

darfor mojligt att grafenmatriser och grafenoxidmatriser ar béttre pa att jonisera molekyler
med hogre massa.
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Figur 8.12: Figuren visar masspektrum dér toppen for 760,6 Da ar markerad i blatt och top-
pen for 761,6 Da &r markerad i rott. Proverna i bild (a), (c), (d) och (f) innehaller lakemedel
och bild (b) och (e) innehaller inte nagot likemedel. Bild (a) har ingen matris, bild (b) och
(c) har grafenmatris, bild (d) har HCCA-matris, och bild (e) och (f) har grafenoxidmatris.
Alla bilderna har samma skala pa axlarna.

I masspektrumet for vivnadsprovet med grafenoxidmatris kan fyra kluster av toppar hittas
vid massor pa 1070-1095 Da och 1145-1170 Da, se figur 8.13. Topparna har inte en hog
intensitet men utmérker sig fran det omkringliggande bruset. De kan inte hittas i de mas-
spektra som kommer fran proverna med de andra matriserna dér de enbart askadliggors
som bakgrundsbrus. Det ar svart att avgora vad de héir topparna motsvarar for &mnen. De
skulle kunna vara nagon form av joner fran stereolipider eller triacylglyceroler. Det faktum
att grafenoxid ger toppar i detta intervall innebar att grafenoxid kan mojligora analys av
amnen i hogre intervall an andra matriser.
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Figur 8.13: Figuren visar tva masspektra fran SIMS-undersokningar med grafenoxid-matris.
Bild (a) ar i intervallet 1070-1095 Da och bild (b) ar éver intervallet 1145-1175 Da.

8.3.1 Statistisk analys med ANOVA och LSD

I statistisk analys med ANOVA jamfors masstopparnas intensitet med hénsyn till vilken sorts
matris som anvands samt vilken topp det géller. Tabellerna fran ANOVA finns i bilaga B.
Samtliga ANOVA-undersokningar visar att det finns en statistiskt signifikant skillnad mellan
matriserna samt mellan masstopparna bade pa 95 procents och 99 procents konfidensgrad.

Att det ar skillnad mellan topparna ar naturligt da de olika topparnas intensitet skiljer
sig at inom provet beroende pa vavnadsinnehallet. En bekréftad skillnad mellan de olika
matriserna ar ddremot inte lika sjalvklar da undersokningen syftar till att undersoka om
grafen och grafenoxid effektivt kan anviandas som matriser. ANOVA visar dock enbart att
det finns en viss skillnad mellan matriserna. Undersokningen indikerar inte vilka matriser
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som skiljer sig at eller vilka som &r battre eller sémre dn andra.

For att undersoka vilka av matriserna som skiljer sig at anvinds den statistiska metoden
Least significant difference, LSD. I LSD jamfors intensitetens medelvéirde for tva prov i taget.
Om absolutbeloppet av differensen overstiger LSD-véardet for aktuell konfidensgrad ar det
en signifikant skillnad mellan proven. En positiv differens tyder pa att det forsta provet har
hogre intensitet och en negativ differens tyder pa motsatsen. En hogre intensitet ar i detta
fall efterstravansvért da det innebér att signalen som erhalls éar tydligare. I tabellerna 8.1-8.4
presenteras medelvardena for de olika proven for respektive masslista.

For masslistan som skapades utifran proven som hade grafenmatris erhélls med en konfi-
densgrad pa 95% LSD-vardet 922,57 och med en konfidensgrad pa 99% LSD-vardet 1212,52.
Da differenserna mellan medelvéirdena for proven, se tabell 8.1, jamfors med LSD-vardena
erhalls en del signifikanta resultat.

Provet Grafenozid med likemedel 1 ar signifikant sdmre, det vill sdga har lagre intensitet, 4n
alla andra prov. Den 99-procentiga konfidensgraden uppfylls vid jamforelserna med alla prov
utom Ingen matris med ldkemedel 1 vilket ocksa har ett relativt lagt medelvarde och darfor
inte skiljer sig lika mycket fran provet Grafenoxid med likemedel 1 som de andra. Aven Ingen
matris med lakemedel 1 ar signifikant samre till 99% an alla andra prov, forutom HCCA med
likemedel och Grafenozid med likemedel 1.

HCCA med likemedel éar signifikant samre adn tre av fyra prov med grafenmatriser. Vid en
99-procentig konfidensgrad ar det samre an Grafen 1 och vid en 95-procentig konfidensgrad
ar det samre an Grafen med likemedel 1 och Grafen med likemedel 2. Det kvarvarande
grafenprovet, Grafen 2, har nagot lagre medelvirde pa intensiteten én de ovriga, vilket kan
ses i tabell 8.1, och ar dven signifikant samre till 95 procents konfidensgrad &n Grafen 1.

Tabell 8.1: Medelviarden for topparna i masslistan skapad utifran prover med grafen som

matris.
Prov Medelvarde
HCCA med likemedel 2066,66
Grafen 1 3727,25
Grafen med ldkemedel 1 3075,11
Grafen 2 2516,14
Grafen med liakemedel 2 3221,30

Ingen matris med lakemedel 1 | 1300,38
Ingen matris med lakemedel 2 | 2887,23

Grafenoxid 1 2838,81
Grafenoxid med lakemedel 2 2616,04
Grafenoxid 2 2516,08

Grafenoxid med likemedel 1 321,08

For masslistan som skapades utifran grafenoxidproven ar LSD-vardena 2710,12 och 3561,87
for 95 procents respektive 99 procents konfidensgrad. Medelvardena for respektive prov kan
ses i tabell 8.2.
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For denna masslista ar resultaten tydliga. Tre av de fyra grafenoxidproven, Grafenoxid 1,
Grafenoxid med likemedel 2 samt Grafenoxid 2, ar signifikant battre till en 99-procentig kon-
fidensgrad én alla andra prov, inklusive det sista grafenoxidprovet Grafenoxid med likemedel
1. Mellan 6vriga prov finns det inga signifikanta skillnader.

Tabell 8.2: Medelvirden for topparna i masslistan skapad utifran prover med grafenoxid
som matris.

Prov Medelviarde
HCCA med likemedel 1757,06
Grafen 1 1677,61
Grafen med likemedel 1 1652,71
Grafen 2 1538,06
Grafen med ldkemedel 2 1773,42

Ingen matris med lakemedel 1 | 1049,21
Ingen matris med lakemedel 2 | 2220,91

Grafenoxid 1 16179,91
Grafenoxid med lakemedel 2 10707,60
Grafenoxid 2 12038,91

Grafenoxid med likemedel 1 1130,32

For masslistan som skapades utifran HCCA-provet ar LSD-vardena 3267,77 och 4372,12 for
95 procents respektive 99 procents konfidensgrad. Medelvirdena for respektive prov kan ses
i tabell 8.3.

Provet Grafenoxid med likemedel 1 ar signifikant sdmre an majoriteten av oGvriga prov.
Det ar signifikant simre med 95-procentig konfidensgrad &n HCCA med likemedel, Grafen
med likemedel 1, Grafen 2, Ingen matris med likemedel 2, Grafenoxid 1 och Grafenoxid
med likemedel 2. Det ar signifikant sémre med 99-procentig konfidensgrad an Grafen 1 och
Grafen med likemedel 2. Ovriga prov ar inte signifikant béttre eller simre én ndgot annat.

Tabell 8.3: Medelvirden for topparna i masslistan skapad utifran prover med HCCA som

matris.
Prov Medelvarde
HCCA med likemedel 4187.,49
Grafen 1 5072,20
Grafen med ldkemedel 1 4667,54
Grafen 2 3803,80
Grafen med ldakemedel 2 4890,66

Ingen matris med lakemedel 1 | 2532,22
Ingen matris med lakemedel 2 | 5689,45

Grafenoxid 1 3810,29
Grafenoxid med likemedel 2 3671,70
Grafenoxid 2 3195,50

Grafenoxid med ldkemedel 1 436,61
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For masslistan som skapades utifran proverna utan matris ar LSD-virdena 2016,18 och
2664,82 for 95 procents respektive 99 procents konfidensgrad. Medelvirdena for respektive
prov kan ses i tabell 8.4.

Aven for denna masslista ar Grafenozid med likemedel 1 simre dn manga Gvriga prov.
Provet ar signifikant simre med 95-procentig konfidensgrad é&n HCCA med likemedel, Grafen
med likemedel 1, Grafen med likemedel 2, Grafenoxid 1, Grafenoxid medlikemedel 2 och
Grafenoxid 2. Signifikant samre till en 99-procentig konfidensgrad ar Grafen 1 och Ingen
matris med likemedel 2. Provet Ingen matris med likemedel 2 &ar signifikant béttre med 95
procents konfidensgrad &n Grafen 2, Ingen matris med lakemedel 1 och Grafenoxid 2.

Tabell 8.4: Medelvarden for topparna i masslistan skapad utifran prover utan matris.

Prov Medelvarde
HCCA med likemedel 2733,73
Grafen 1 312287
Grafen med ldkemedel 1 2717,05
Grafen 2 2318.,79
Grafen med liakemedel 2 2980,67

Ingen matris med lakemedel 1 | 2043,49
Ingen matris med lakemedel 2 | 4700,14

Grafenoxid 1 294458
Grafenoxid med lakemedel 2 2861,46
Grafenoxid 2 2389,52

Grafenoxid med ldkemedel 1 339,82

Efter LSD-undersokningen star det klart att Grafenoxid med likemedel 1 ar det i allménhet
samsta provet vilket dven kan anas i figur 8.9 (e). Orsaken till det daliga resultatet ar troligen
inte att det ar just grafenoxid som anvants, da de andra proven med grafenoxid genomgaende
har betydligt béattre resultat. Snarare beror det pa tekniska fel under avlasningen.

Det tydligaste resultatet dr att grafenoxid som matris ar battre dn alla andra matriser nér
masslistan baserad pa grafenoxidproven anvénds. Resultaten fran de andra listorna visar dock
generellt sett liten skillnad mellan grafenoxid och de andra matristyperna. Detta innebar att
grafenoxid haller ungefar samma standard som de andra matriserna. Nar det géller vissa
toppar, de som finns med i grafenoxidlistan, ar grafenoxid som matris signifikant béttre.
Topparna som framhévs med grafenoxid ar intressanta for vidare undersokning for att ta reda
pa vad det finns for samband mellan dem och varfor just de syns tydligare vid anvandandet
av grafenoxidmatris.

Vilka toppar som finns med i de olika listorna beror pa vilka som var tydliga for respektive
matristyp och ar i sig ett resultat. Antalet toppar i listan med grafen var 25, med grafenoxid
27, med HCCA 6 och utan matris 11. Skillnaden i antalet toppar tyder pa att grafen- och
grafenoxidmatriser gav tydligare resultat i det valda intervallet 500-900 Da medan HCCA gav
valdigt lite resultat. Det faktum att HCCA-provet var samre an bade grafen och grafenoxid
pa deras respektive listor ar darfor inte sarskilt forvanande da det fanns fa tydliga toppar.
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8.3.2 Statistisk analys med PCA

Vid en PCA-utvardering jamfors de olika matriserna med en komplex analys av masstoppar-
nas intensitet, erhallna fran SIMS-kérningarna. For varje vavnadsprov har intensiteten for
151 masstoppar samlats och varje prov har grupperats efter typ av matris. Totalt utvarderas
elva prover. Grupperingarna ar simpla beteckningar for varje typ matris som underlattar
vid bildanalys. De elva olika proven presenteras i bilaga A.1 for mer detaljerad information.
Mjukvaran SIMCA anvéndes for att fa fram bilderna i figurerna 8.14 och 8.15.

Bild (a) i figur 8.14 visar en scoreplot dver en statistisk PCA gjord i SIMCA. Punkterna
i bilden representerar de olika undersokningarna som gjordes i SIMS. Fargmarkeringarna i
bild (a) kommer fran olika grupperingar som skapades i programmet och ar baserade pa
de olika matriserna. Grona punkter ar grafenmatrismatningar. Bla punkter ar grafenoxid-
matrismétningar. Den roda punkten ar HCCA-matrisméatningen och de gula punkterna ar
matningar utan matris.

Bild (a) visar att de métningar gjorda pa prover med grafenmatris liknar varandra. De
placeras dérfor i ett kluster i scoreplotten. Resultaten fran grafenoxidmatriserna visar storre
varians mellan matriserna i denna gruppering. De ar darfér mer utspridda i scoreplotten.
Det ér dock vért att namna att undersékningen av grafenoxidmatrisen langst ner i bilden,
Grafenoxid med likemedel 1 misslyckades och enbart halva njuren analyserades korrekt. Om
denna punkt exkluderas i utvirderingen placeras alla grafenoxidmatriser i samma kvadrant,
vilket indikerar att de har viss likhet.

Provet med HCCA-matris ligger ndrmre grafenmatrisklustret vilket indikerar likvirdiga re-
sultat. Det stammer 6verens med resultaten i tre av fyra LSD-test, tabellerna 8.2, 8.3 och 8.4.
Proverna utan matris ligger langt ifran varandra och visar darfor inte pa att de ar lika. Ingen
matris med likemedel 2 observeras ligga nara grafenmatrismatningarna, vilket indikerar att
denna typ av matris ger likvirdiga resultat. Detta ar rimligt da grafenmatrisen enbart bestar
av sma grafenflagor, se figur 8.1, vitt utspridda och darfér borde likna prover utan matris i
hog grad. Ingen matris med likemedel 1 ligger nara mittstrecket, vilket indikerar att provet
inte visar samhorighet eller olikhet med nagot av de andra proverna.

Figur 8.14 visar &dven en visuellt praktisk korrelation da amnen i loadingploten, figur 8.14
(b), lagger sig at samma hall som matriserna befinner sig i scoreplotten (a) [25]. Bild 8.14
(b) visar fyra utvalda molekyler. Se figur A.2 i bilaga A for fullstinding loadingplot. Léke-
medelsmolekylen pa 484,27 Da, POPC pa 761,602 Da [24], diacylglycerol pa 551,512 Da [26]
och Na* pa 22,995 Da. Likemedelsmolekylen ligger till hoger i figuren, at samma hall som
grafenmatrismatningarna gor. Detta indikerar att grafenmatriserna joniserar lakemedelsmo-
lekylen béattre &n bade prover utan matris och HCCA-matris, vilket konstateras i figur 8.11
(b). Det bor noteras att prover med grafenoxidmatris hade lédgre koncentration av lakemedlet
an de andra proverna. Det ar darfor inte konstigt att likemedelsmolekylen placeras till hoger
i loadingplotten.

Lakemedelmolekylen existerar inte i alla vavnadsprover, men det paverkar inte resultatet

for PCA-undersokningen, vilket forklaras i bilaga A, se figur A.3. Daremot kan POPC och
diacylglycerol jamforas, eftersom de har hogre intensitet och storre inverkan pa modellen. I
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figuren ligger POPC och diacylglycerol till vanster, dir grafenoxidundersokningarna ligger
i scoreplotten, vilket indikerar att grafenoxidmatriser lyfter fram dessa toppar battre én de
andra matriserna. Detta fenomen konstateras i figur 8.12 (e). Na™ valdes ut eftersom jonen
finns i nastan samma intensitet hos alla matriser och resulterar i att det placeras i origo i
figuren.
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Figur 8.14: Bild (a) visar en scoreplot 6ver statistisk PCA. Proverna har grupperats efter
typ av matris, dar gron farg representerar prov med grafenmatris, bla farg dr prover med
grafenoxidmatris, rod férg &r prov med HCCA-matris och gul farg ar prover utan matris.
Bild (b) visar olika massor till utvalda &mnen. 22 Da &r natrium, 484,27 Da ar lakemedelsmo-
lekylen, 761 Da d&r POPC och 551 Da ar diacylglycerol. Figuren jamfor vilken molekyl /atom
som korrelerar bast till en typ av matris.

Figur 8.15 visar en Coomansplot som separerar de olika matriserna beroende pa tva gruppin-
delningar [25]. Grupp ett, de roda punkterna, bestar av grafenmatrismétningar och grupp
tva, de gula punkterna, ar grafenoxidmatrismatningar. Grupperna lagger ut varsin réd linje,
en tillhorighetsindikering som bygger axlarna i figuren. Om en métning ligger innanfoér de
roda linjerna innebér det att matningen liknar matningarna i gruppen. Grafenméatningarna
ar lika varandra vilket medfor att de alla ligger niara varandra innanfoér den roda linjen. En
storre varians inom grafenoxidmatrisméatningarna observeras, eftersom matningarna ar mer
utspridda. Alla métningar dr dock innanfor den roda linjen vilket tyder pa viss likhet. En
annan observation ar att det ar stor skillnad mellan grafenméatningarna och grafenoxidmét-
ningarna eftersom de olika grupperna ér langt ifran origo.
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Figur 8.15: Figuren visar en Coomansplot 6ver PCA. Figuren visar tydligare uppdelningen

av de olika grupperna. Grupp ett ar de prover med grafenmatris. Grupp tva ér de prover

med grafenoxidmatris.

8.4 Sammanfattande diskussion

Vid analysen med MALDI var HCCA som matris 6verlagsen grafen. Det var lattare att
upptécka likemedlet bade genom att studera masspektrumet och avbildningarna. En trolig
orsak till detta var att grafenmatrisen blev for tunn och grafenet inte téckte hela provet.
Da MALDI kraver en matris for att jonisera provet har antagligen inte s& manga molekyler
joniserats och darfor inte kunnat detekteras. Det faktum att grafenoxidmatrisen brann upp
gor att den inte kan inkluderas for jamforelse, vilket ar oturligt da dess hogre koncentration
hade kunnat lampa sig battre for MALDI. Varfor grafenoxidmatriserna brann upp ér oklart,
men det skulle kunna bero pa att laserstyrkan var hogre an vad provet klarade av. En ldgre
intensitet pa lasern kan ha varit att foredra. Aven innehéllet av syre i grafenoxiden kan ha
varit en bidragande faktor till att provet brandes.

Ett béattre resultat inom masspektrometri utmérks av att det blir lattare att upptéicka
masstoppar av intresse i ett masspektrum. Detta kan ske genom att intensiteten pa toppar-
na blir hogre och/eller en minskning av bakgrundstopparnas intensitet. I fallen med grafen-
samt grafenoxidmatriser vid undersokningen med SIMS verkar det framst rora sig om en
hojning av topparnas intensitet. Figurerna 8.11 och 8.12 tyder pa detta.

Den statistiska undersokningen med LSD visar ocksd pa en hojning i intensiteten, framst
nér grafenoxid anvinds, men bara nar det géller vissa toppar. Detta tyder pa att grafenoxid
inte ger provernas masstoppar allmént hogre intensitet, det finns nagot slags urval eller
begransning. Vid anvandandet av grafenmatris ges liknande resultat, dock inte lika tydliga.
I figur 8.12 ses hur grafen och grafenoxid har givit en hogre intensitet pa olika toppar. Att det
det finns en skillnad mellan resultatet som ges av proverna med grafen respektive grafenoxid
styrks aven av resultatet i Coomansplotten, se figur 8.15.
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Generellt sett verkar grafen och grafenoxid som matriser ge fler tydliga toppar &n HCCA
eller ingen matris for de &mnen som ar hogre upp i masspektrumet, fran ca 500 Da. Exempel
pa detta ges i PCA-utvérderingen dar grafenoxid tycks lyfta fram POPC och diacylglycerol,
tva tyngre molekyler. Det ar i de hogre omradena i masspektrumet som skillnaden mellan
matriserna marks som tydligast, eftersom det dr mojligt att detektera toppar med grafenoxid
som med Ovriga matriser inte synts. Ett exempel pa det dr topparna som kan ses i figur 8.13.
Att med SIMS klara av att detektera molekyler med hogre massa dr onskvart da detta
vanligtvis ar svart med denna analysmetod. Grafens forméaga att 0ka intensiteten for tyngre
molekylers toppar ar darfor intressant och bor utforskas vidare.

Olika sorters grafenmatriser vid anvindandet av SIMS ar lovande for framtida anvindning
men kraver vidare studier. Forst och framst skulle metoden for att anvinda grafen som
matris pa vavnader behdva optimeras. Huruvida det fungerar bast att anvinda grafen eller
grafenoxid, lampliga koncentrationer pa dessa samt appliceringssatt skulle behéva faststéllas.
I denna undersokning anvéindes olika koncentrationer av grafen och grafenoxid och aven olika
appliceringssétt, detta pa grund av dmnenas olika loslighet. Skillnaderna gor det svart att
gora en rattvis jamforelse mellan grafen och grafenoxid. Koncentrationsskillnaderna skulle
kunna vara en orsak till att grafen inte gav lika tydliga resultat som grafenoxid. Anvindandet
av HTX-sprayer verkar vara en bra appliceringsmetod men kréver optimering av installningar
for att fa ett sa homogent och optimalt tjockt matrislager som maojligt.

Vidare behovs det mer ingdende studier i vad effekten av grafenmatriser ar i forhallande till
andra matriser. Om det ar sa som undersokningen tyder pa, att bara vissa toppar forbéattras,
alternativt forbattras mer dn andra, skulle det vara intressant att undersoka vilka dessa
toppar ar. Det vore dven av intresse att undersoka om det finns samband mellan dem och
varfor just de paverkas.
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9 Slutsats

Grafen och grafenoxid har bada potential att anvindas som matriser. Framst grafenoxid
ger forbattrade resultat nar det géller vissa d&mnen. Vidare studier kravs for att komma
underfund med vad som utmaérker dessa amnen och varfér de paverkas som de gor. For
att effektivt kunna anvinda grafen eller grafenoxid som matriser kravs dven optimering av
matrisernas utformande och applicering.
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A Bilaga - PCA

Tabellen visar en forkortad version av hur datan analyserades med PCA. For fullstandig
version, kontakta projektgruppen.

Tabell A.1: Forenklad version av excel-dokument som anvéndes vid PCA-utvérdering. Elva
vavnadsprover med gruppbeteckning, forenklade namn, och molekylmassor. Gruppindelning
bestdamdes efter typ av matris, G for grafen, H for HCCA, I for ingen matris och GO for
grafenoxid. Forenklade namn bestdmdes efter typ av matris och huruvida provet innehéll
lakemedel eller inte. Molekylmassorna (22,995 Da, 27,0242 Da, 28,0299 Da) visas i tabellen
endast for att fa en 6verblick hur resultaten erholls och for att se intensiteten av masstop-

parna.

resterande
. 148
Grupp | Forenklade namn 22,995 27,0242 28,0299
masstop-
par
G Grafen 1 7167134,38 | 3812369,39 | 578461,88
G Grafen med ldkemedel 1 6675664,68 | 3639241,57 | 525833,98
G Grafen 2 4118720,93 | 3928623,45 | 598711,2
G Grafen med ldkemedel 2 8812375,06 | 4091000,07 | 563276,88
H HCCA med likemedel 8929891,49 | 4639985,13 | 105144547
1 Ingen matris med lakemedel 1 | 8728366,59 | 2858553,57 | 322426,53
1 Ingen matris med lakemedel 2 | 19957887,21 | 6210453,34 | 601652,41
GO Grafenoxid 1 34389591,07 | 5529995,59 | 1073594,43
GO Grafenoxid med lakemedel 2 6950117,84 | 665639,86 | 32393,29
GO Grafenoxid 2 79183592,48 | 8887427,24 | 1748179,79
GO Grafenoxid med ldkemedel 1 1345334,31 | 280630,83 | 55048,18

I figur A.1 visas samma scoreplot som visas i bild (a) i figur 8.14 med skillnad att matningarna
har grupperats efter om proverna innehaller ldkemedel eller ej. Prover med lakemedel har
markerats gront och prover utan likemedel har markerats i blatt. Vad som konstateras ér att
lakemedlet inte spelar nagon roll for PCA-utvéirderingen, eftersom de prover med lakemedel
inte ligger nédra varandra.
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Figur A.1: PCA med gruppering baserad pa om undersokningarna innehaller likemedel eller
inte. Figuren visar att ldkemedlet inte paverkar modellen. Undersokningar med lidkemedel

ligger inte nédra varandra.

Figur A.2 visar den totala loadingplotten for de

sig. Att flertalet placeras i origo innebar att de

IT

elva matrisméatningarna. Alla &mnen presen-
teras efter intensitet i de olika proverna, med ett rott kluster i origo déar majoriteten befinner

finns i hog intensitet i alla prover.
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Figur A.2: Loadingplot ¢ver alla &mnen fran PCA-undersokningen.

I figur A.3 visas ett stapeldiagram ¢ver hur vél de olika masstopparna stimmer med modellen

baserade pd R?- och Q?*-viarden. Likemdelesmolekylen dr markerad i rott.
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Figur A.3: Figuren visar hur vil masstopparna som enskilda variabler

W R2vx4)icum)
W Q2vagieum)

stammer Overens

med de forutsagda variablerna. Hér visas likemedlet markerat i rott med ett lagt R2-vérde,
och ett negativt Q?-virde. Likemedlet som enskild topp paverkar inte undersékningen. Det
ar darfor de olika grafenmatrisundersokningarna ligger néra varandra, trots att vissa har

tillagd lakemedelsmolekyl.
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Ett hogt R?-virde fér en masstopp innebér att just denna topp inte varierar i storlek i
jiamforelse med de andra topparna. Ett hogt Q2-viirde pavisar samma sak som R2-viirdet
fast starkare da Q2 ar medianen for virdena i denna topp och dndras inte radikalt om fler
eller firre datapunkter anvinds, medan R? kommer 6ka med fler datapunkter. Att likemedlet
har 14gt R2- och lagt Q*-virde innebér att matriserna har liknande egenskaper oberoende
om liakemedel har droppats pa vavnadsproven da likemedelstoppen jamfors tillsammans med
alla andra 151 masstoppar.
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B Bilaga - ANOVA

I tabellerna B.1 till B.4 nedan visas resultatet fran ANOVA for de olika masslistorna inom
intervallet 500-900 Da, se avsnitt 7.3 for detaljerad information om de olika masslistorna.
ANOVA-tabellerna visar om det ar en signifikant skillnad i intensitet beroende pa vilken
matris som anvands och vilken masstopp som analyseras. Vid signifikanta skillnader ar Fg-
vardet hogre &n Fy,-vardet. SS star for sum of squares, Df for frihetsgrader (frén engelskans
degrees of freedom) och MS for kvadratiskt medelvarde (fran mean square). Fyq-virdena
ar de statistiska tabellvirden som Fy-virdet jamfors mot. Siffran i parentesen indikerar om
konfidensgraden ar 95% eller 99%. Tabellerna visar att det finns en statistiskt signifikant
skillnad mellan matriserna samt mellan masstopparna bade pa 95 procents och 99 procents

konfidensgrad.

Tabell B.1: ANOVA-tabell for masslistan skapad utifran grafenprover.

Kalla SS Df [ MS Fo | Forat(95) | Farar(99)
Matris | 2,25 x 10° | 10 | 2,25 x 107 | 18,62 | 1,83 2,32
Toppar | 4,41 x 105 | 24 | 1,84 x 107 | 15,23 | 1,52 1,79
Error 2,90 x 10% | 240 | 2,21 x 10°

Total | 9,56 x 10% | 274

Tabell B.2: ANOVA-tabell for

masslistan skapad utifran grafenoxidprover.

Killa SS Df MS Fo | Faat(95) | Fgai(99)
Matris | 8,00 x 107 | 10 | 8,00 x 10° | 42,52 | 1,83 2,32
Toppar | 2,44 x 10° | 26 | 9,37 x 107 | 4,92 1,52 1,79
Error 4,95 x 10 | 260 | 1,90 x 107
Total 1,55 x 10'Y | 296

Tabell B.3: ANOVA-tabell for masslistan skapad utifran HCCA-prover.
Killa SS Df MS Fo | Fstar(95) | Fisrar(99)
Matris | 1,23 x 10° | 10 | 1,23 x 107 | 4,27 | 2,08 2.80
Toppar | 2,87 x 10® | 5 | 5,74 x 107 | 19,87 2,45 3,51
Error 1,44 x 10% | 50 | 2,89 x 10°
Total 5,55 x 10 | 65

Tabell B.4: ANOVA-tabell for

masslistan skapad utifran prover utan matris.

Kalla SS Df MS Fo | Fsat(95) | Fisrar(99)
Matris | 1,16 x 10 | 10 | 1,16 x 107 | 9,45 1,91 2,47
Toppar | 5,04 x 10° | 10 | 5,04 x 107 | 41,04 1,91 2,47
Error 1,23 x 10% | 100 | 1,23 x 10°

Total 7,43 x 10% | 120
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