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Forséattsbilden visar metanolfixerade CHO-K1-celler infirgade med AD3 och visualiserade
med konfokalmikroskop.
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Sammanfattning

Fargdmnen med férmagan att binda till olika cellstrukturer har manga potentiella
tillimpningar da de kan anvindas for att visualisera celler samt ge vérdefull infor-
mation om biologiskt relevanta molekyler i cellulira processer. For studier som dessa
innebar det stora fordelar att kunna synliggora cellen bade i sin helhet och mer de-
taljerat, nagot som kan mojliggoras med konfokalmikroskopi och fluorescenta prober.
Ruteniumkomplex med liganden dipyridofenazin (dppz) har i tidigare studier visat sig
ha lovande egenskaper for att kunna fungera som sadana prober. En relevant egen-
skap ar den sa kallade light switch-effekten som gor att de emitterar starkt i hydrofoba
miljoer, medan de inte emitterar alls i vattenlésning och pa sa sitt inte ger nagon bak-
grundsemission.

I detta kandidatarbete studeras hur interaktionen med cellens olika bestandsdelar
paverkas av lipofiliciteten samt stereokemin for fyra sddana ruteniumkomplex, dér
tva alkyleterkedjor, antingen propoxymetyl (D3) eller butoxymetyl (D4), adderats till
dppz-liganden. D3-komplexets bada enantiomerer, A och A, syntetiserades och jamfor-
des med de tva enantiomererna for de tidigare studerade D4-komplexen. Detta gjordes
med hjilp av spektroskopimétningar, dar affiniteten till DNA, RNA och membran un-
dersoktes. Komplexen studerades dven med konfokalmikroskopi for att se var i cellen
de ackumulerades.

Resultaten visar skillnader i hur de olika enantiomererna av komplexen interagerar
med olika cellkomponenter. A-komplexen visar stark infargning till cellkdrnan, och
dérmed till DNA, och uppvisar endast svag luminiscens i nukleol samt cytoplasma
medan det motsatta géller for A-komplexen. Effekten av lipofilicitet &r inte lika tydlig,
dock ses en 6kad preferens for membranstrukturer for D4. Emissionmétningarna visade
resultat som bekraftade mikroskopistudien. Detta arbete har foljaktligen visat att
lipofiliciteten samt stereokemin hos dessa komplex har stor betydelse for interaktioner
i cellen och kan tillsammans med tidigare studier anvindas fér utveckling av nya
metallkomplex som kan anvindas som cellfarger i framtiden.
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Abstract

Cellular dyes with the ability to bind to different cellular structures have many im-
portant applications as they can be used for visualizing cells or displaying cellular
processes with biologically relevant molecules. In studies like these it is of great ad-
vantage to be able to picture the cell not only as an entity but also in a more detailed
manner, which is possible with confocal microscopy and fluorescent probes. Ruthenium
complexes with a dipyridophenazine (dppz) ligand have been shown to have promi-
sing properties as molecular dyes for cellular imaging due to their so called light-switch
effect. This effect makes the complexes highly emissive in hydrophobic environment
but in H,O solution the complexes show no emission and hence gives no background
emission.

This study evaluates how the interaction with the different components of a cell is
affected by the liphofilicity and the stereochemistry for four ruthenium complexes of
this kind, where two alkyl ether chains, either propoxy methyl (D3) or butoxy methyl
(D4), are added to the dppz ligand. Initially the enantiomers of D3 were synthetized
to be compared with the enantiomers of the previously studied D4. This was perfor-
med by spectroscopy, where the affinity to DNA, RNA and membrane structures were
studied. The complexes were also studied by confocal microscopy to investigate where
in the cell they accumulate.

The results show that there are differences in how the enantiomers interact with dif-
ferent cell components. The A-complexes stain the nucleus, and hence the DNA, and
shows only weak luminescense in the nucleoli and the cytoplasm, while the opposite is
seen for the A-complexes. The effect of lipophilicity is not as obvious, but an increased
preference for membrane structures is seen for D4. This study has shown that there
is a significant effect of the lipophilicity and the stereochemistry of these complexes
for cellular staining and can therefore, along with earlier studies, be used for the de-
velopment of new metal complexes as cellular dyes.
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Begreppslista

Bidentat ligand En molekyl som via tva sdten binder till en metallatom eller -jon. Till-
sammans med metallatomen och andra ligander bildas ett koordinationskomplex.

Bilager Ett dubbellager av lipider diar de opoldra delarna vénds mot varandra och de
polédra delarna véands utat och har kontakt med vattenmiljoerna pa bilagrets bada
sidor.

Cytoplasma Det viskosa innehallet som finns innanfér cellmembranet, men utanfor cell-
kérnan i en cell.

Cytosol Vatskan i cytoplasman som omger organellerna i cellen.

dppz Dipyridofenazin, organisk molekyl med strukturformeln C,gH;(N,.

Enantiomer Molekyler som har identisk sammanséttning, men ar varandras spegelbilder.

Fosfolipid En fosfatester av glycerol som bygger upp cellens membran. Bestar av en
hydrofob kolvitesvans och ett polart hydrofilt huvud.

Ligand En molekyl eller jon som binder till en metallatom eller -jon och bildar ett koor-
dinationskomplex.

Lipider En grupp dmnen bestaende av fetter och fettliknande &mnen som &r olosliga
vatten, men l6sliga i opolar milj6. Har viktig funktion for strukturen i biologiska
membran.

Monokromator En optisk enhet, till exempel ett prisma, som fran ett brett ljusspektrum
véljer ut vaglangder i ett specifikt intervall for att producera enfargat ljus.

Nukleol En sfirisk och membranlos suborganell som &r rik pA RNA och finns i cellkdrnan.

Organell Membranavgriansad enhet med specifika funktioner i en cell. Finns i cytoplas-
man hos eukaryota celler.

phen Fenantrolin, organisk molekyl med strukturformeln C;,HgN,.

Planpolariserat ljus Ljus vars svingningar ar begransat till ett plan.
Prob En molekyl som anvands for att detektera andra molekyler eller celluléra strukturer.

Racemisk blandning En blandning innehallandes lika delar av en molekyls bada enan-
tiomerer.

Serum Blod utan blodkroppar och koaguleringsfaktorer. Bra medium foér odling av celler.

Zwitterjon En utat sett neutral molekyl, men som innehaller separerade delar med po-
sitiv respektive negativ elektrisk laddning.
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1 Introduktion

Fargdmnen med forméagan att binda till olika cellstrukturer har ménga potentiella tillamp-
ningar dar de anvands som molekylara prober, det vill siga molekyler som genererar signa-
ler, for att visualisera celler. Vid cellstudier innebér det stora fordelar att kunna synliggora
celler pa ett tydligt sitt och pa s sétt kunna urskilja dem bade i sin helhet och mer de-
taljerat [1]. Att genom infargning utmérka olika delar av en cell mojliggor studier inom
manga olika forskningsomréaden, till exempel kan det vara mojligt att undersoka var i
cellen ett likemedel verkar i forhédllande till de infargade omradena. Prober med mycket
specifika affiniteter kan &ven komma att anvindas till att leda och binda in likemedel till
onskade platser eller att farga in skadliga makromolekyler [2].

Fluorescens ar en egenskap som kan vara fordelaktig for molekyler som anvinds som pro-
ber. Det innebar att en molekyl, efter att forst ha absorberat ljus genom elektronexcitation,
emitterar ljus nér elektronen faller tillbaka till sin ursprungliga energiniva [3]. Det emit-
terade ljuset kan detekteras med spektroskopi och kan &ven anvéndas for att konstruera
bilder med hjilp av mikroskopi. Vanliga ljusmikroskop har linge anvénts fér att stude-
ra celler, men med hjélp av fluorescenta prober kan en annan kvalitet pa visualiseringen
mojliggoras genom konfokalmikroskopi [1].

For att kunna anvinda och utveckla nya prober behoévs forstaelse for hur och var dessa
interagerar med de olika bestandsdelarna i en cell [4]. Det ar fordelaktigt om dessa prober
endast emitterar ljus da de ar bundna till ndgon cellkomponent, for att undvika effekten
av bakgrundsemission. Det ar ocksa Onskvéirt att emissionen varierar beroende pa vilken
milj6 molekylen befinner sig i.

En molekyl med ovanndmnda egenskaper ar koordinationskomplexet av 6vergangsmetallen
rutenium med liganden dipyridofenazin (dppz), [Ru(phen)depz]2+. Detta komplex har en
sé kallad light switch-effekt, vilket innebér att miljons polaritet avgdr om emission sker
eller ej [2]. Studier har tidigare utforts pa tre varianter av detta komplex som gjorts
mer eller mindre lipofila med alkyleterkedjor av olika ldngd, se Figur 1, och dér de har
undersokts med avseende pa affinitet till RNA, DNA och fosfolipidmembran in vitro samt
hur de lokaliseras i celler.

D2: R=C,H;
D3: R:C3H7
D4: R:C4H9
Dé6: R:C6H13
R
o/
(0]
~ R

Figur 1: Strukturformel for de tidigare studerade D2, D4 och D6 samt det komplex som studerades
i detta kandidatarbete, D3.
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Resultaten visade att kolkedjans ldngd paverkar var komplexet aterfinns i cellen, da det
minst lipofila ruteniumkomplexet (D2) har storst affinitet till DNA, det mer lipofila kom-
plexet (D4) har storst affinitet till RNA och membranstrukturer medan det mest lipofila
komplexet (D6) foredrar membranstrukturer [4,5]. Det fanns ett intresse att utoka denna
systematiska studie med komplexet D3 for att underséka hur detta komplex skulle uppfora
sig under liknande férhéllanden. Tidigare studier av andra, liknande ruteniumkomplex har
visat att skillnad i affinitet till RNA och DNA paverkas av komplexets stereokemi [6-9].
Det var dérfor dven intressant att understka om det finns skillnader i interaktionen med
DNA, RNA och membranstrukturer for de olika enantiomererna av D3 och DA4.

Syftet med detta kandidatarbete var att erhalla ny kunskap kring hur ruteniumkomplexens
struktur och stereokemi paverkar deras egenskaper som fluorescenta cellfarger. Malsatt-
ningen var att undersdka bindningsaffinitet av D3-komplexen till DNA, RNA respektive
membranstrukturer jamfort med de tidigare studerade D4-komplexen. Studierna utférdes
in vitro med hjélp av emissionsspektroskopi, vilket sedan jamférdes med mikroskopistudier,
dér det undersoktes vilka delar av cellen komplexen firgade in. Resultatet ska i framtiden
tillsammans med tidigare studier kunna anvindas for utveckling av nya ruteniumkomplex
som kan anvéndas som cellfirger.
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2 Teori

Detta avsnitt syftar till att ge en bakgrund till de centrala begreppen i studien. Rele-
vanta koncept inom cellbiologi och fysikalisk kemi forklaras och det ges en fordjupande
introduktion till tidigare studier av liknande ruteniumkomplex, deras interaktioner med
biomolekyler samt deras fotofysikaliska egenskaper.

2.1 Cellen

Celler, som é&r livets byggstenar, utgor den strukturella och funktionella enheten i alla
levande organismer. En animalisk cell, se Figur 2, omges av ett cellmembran vars funktion
ar att transportera viktiga d&mnen in och ut ur cellen samt separera cellens inre fran den
omgivande miljon.

Innanfor cellmembranet finns cytoplasman som utgors av cytosolen samt organeller, vilka
ar membranomslutna enheter med varierande funktioner och kan ses som cellens motsva-
righet till organ. En viktig organell &r cellkdrnan som innehéller den drftliga informationen
i form av DNA samt en eller flera nukleoler. Dessa bestar huvudsakligen av RNA och pro-
teiner som &ven finns i cytoplasman [10].

Figur 2: Forenklad bild av en animalisk cell. De numrerade pilarna visar viktiga komponenter och
organeller. (1) Cytosplasma (2) Nukleol (3) Cellkdrna (4) Cellmembran. Bild fran [11], modifierad
med siffror for fortydligande.
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2.1.1 Nukleinsyror

DNA, som lagrar den genetiska informationen, ut-
gors av nukleotider vilka bestar av deoxyribos och
en fosfatgrupp kovalent bundet till ndgon av de fy-
ra kvivebaserna adenin (A), cytosin (C), guanin
(G) och tymin (T). Tillsammans bildar nukleoti-
derna langa kedjor som kan uppgé till flera mil-
joner langa nukleotidsekvenser. Tva sddana ked-
jor bildar en dubbel helixstruktur, dér kvéiveba-
serna A och T respektive G och C vitebinder till
varandra i sd kallade baspar. Eftersom att varje
fosfatgrupp har ett negativt laddat syre far DNA
en negativ laddning per bas.

De storsta skillnaderna mellan DNA och RNA ar
att RNA &r enkelstrdngat samt att kvivebasen
tymin ar utbytt mot uracil (U). Baserna i RNA
kan interagera och bilda méanga olika sekundér- RNA DNA
strukturer som &r viktiga for dess funktioner, ex- Ribonukleinsyra DecxirbonuKleinsyra
empelvis kan tva strangar komplementérbinda till
varandra alternativt kan en strang komplementar-  Figur 3: Strukturer for nukleinsyrorna
binda till sig sjdlv [10]. Figur 3 visar strukturerna RNA och DNA dir ryggraden bestir av
for RNA och DNA. deoxyribos och fosfatgrupper. De fem fér-
gerna representerar de olika kvivebaserna
adenin, cytosin, guanin, tymin samt (en-
dast i RNA) uracil. Bild fran [11], modifi-
2.1.2 Biologiska membran erad med farg och text for fortydligande.

Biologiska membran bestar i huvdsak av lipider och proteiner. Férhallandet mellan méangd
proteiner och lipider varierar beroende pa membrantyp, men generellt sett dr det ungefér
lika méngd av varje. De tre vanligaste membranlipiderna &r fosfolipider, kolesterol och
glykolipider, dar fosfolipider forekommer till storst del. Fosfolipider kéinnetecknas av att de
har en opolar och en poléar del. Den opoléra delen bestar av en svans av tva kolvétekedjor,
medan den poldra huvudgruppen hos de vanligaste fosfolipiderna bestar av en negativ
fosfatgrupp och en positiv eller zwitterjonisk grupp. Detta innebér att det i biologiska
membran framforallt finns fosfolipider som har neutral eller negativ nettoladdning.

Fosfolipiderna &r tillsammans med andra lipider arrangerade i ett dubbellager, kallat bi-
lager, som ar impermeabelt for de flesta vattenlosliga molekyler. Bilagret bildas spontant
i vattenlosning tack vare att fosfolipidernas kolvitesvansar packar ihop sig for att undvika
kontakt med vattnet, medan huvudgrupperna ldmnas exponerade utat mot vattenytan.

Mellan lipiderna i bilagret aterfinns olika typer av proteiner som ger membranet dess
funktionella egenskaper, se Figur 4. Exempelvis ar det proteinernas uppgift att samverka
mellan membranet och cellens yttre respektive inre omgivning genom att katalysera olika
reaktioner vid membranytan samt att transportera molekyler 6ver membranet [10].
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Figur 4: Schematisk bild av ett cellmembran bestdende av membranlipider i ett bilager samt
membranproteiner [2].

2.1.3 Membranmodeller

For att studera cellmembran anvénds ofta olika typer av membranmodeller [12]. En viktig
anledning till detta ar att det kan vara svart att dra tillforlitliga slutsatser angdende inter-
aktioner med lipider fran studier med biologiska membran d& strukturerna fér dessa ar mer
komplexa. En anvindbar modell ar liposomen, som &r en bilagerstruktur av fosfolipider,
vilken omsluter en volym, se Figur 5. De mest anvidndbara liposomerna &r de som bestar
av enbart ett bilager och dessa kan ha olika storlekar beroende pa framstéllningsmetod.
De storre (50 nm-500 nm i diameter) brukar kallas large unilamellar vesicles (LUV) [12].
I denna studie har LUV av storleken 100 nm anvéants.

De mest stabila liposomerna dr de som bestar av en andel laddade fosfolipider av samma
laddning, da dessa ger upphov till elektrostatisk repulsion som motverkar aggregering av
bilagrerna [13]. En betydande skillnad mellan liposomer och biologiska membran ar att
liposomer inte innehaller de proteiner som reglerar de biologiska membranens funktion.
En annan viktig skillnad &r att lipiderna inom ett biologiskt membran dr asymmetriskt
fordelade, medan en liposom har en symmetrisk lipidférdelning [10].

i
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Figur 5: Forenklad bild av en liposom bestdende av fosfolipider. De poldra huvudgrupperna (bla)
técker insidan och utsidan medan de opoldra svansarna (gula) &r vénda in mot varandra. Bild
fran [2], modifierad med &ndrad férg.
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2.2 Ruteniumkomplex

Bland 6vergangsmetallerna under kategorin platinametaller i det periodiska systemet finns
rutenium. I sitt grundtillstdnd dr rutenium en fast vit metall som ar mycket séllsynt och
endast féorekommer i mycket sma mingder vid malmbrytning.

Nér en metall komplexbinder till ett antal ligander, det vill séga molekyler eller anjoner,
bildas sa kallade koordinationskomplex. Rutenium bildar i de flesta fall sex koordinations-
bindningar och genererar darfér oktaedriska koordinationskomplex, se Figur 6. Rutenium
ar en av fa& metaller som kan férekomma i alla oxidationstal och det bildar mycket stabila
komplex [14]. Beroende pa struktur och sammanséttningen hos liganderna, kan komplexets
egenskaper och roll alterneras.

Figur 6: 3D-struktur av AD3. Ruteniumkérnan koordinerar tre bidentata ligander vilket resulterar
i ett oktaedriskt koordinationskomplex.

Studien i denna rapport behandlar rutenium(II)komplex som bestér av en ruteniumjon
omgiven av bidentata ligander i form av tva fenantrolinligander (phen) samt en dipyrido-
fenazinligand (dppz). Detta innebér att komplexet far en oktaedrisk geometri. P4 dppzli-
ganden sitter tva alkyleterkedjor, vilka kan varieras i langd for att forédndra lipofiliciteten
hos komplexet.

2.2.1 Kiralitet

Inom stereokemin finns begreppet kiralitet och optiska isomerer. Vanliga steriska isomerer
ar olika molekyler med samma kemiska summaformel dér rymdkonformationen pa mo-
lekylerna skiljer sig. Optiska isomerer har identisk konformation, men ar kirala, det vill
sidga spegelbilder av varandra. En propeller, en skruv och ménniskans héander ar exempel
pa ting som inte ar identiska med sin spegelbild och kan beskrivas som kirala [15]. I den
metallorganiska kemin betecknas enantiomerer med A (vanstervriden) eller A (hogervri-
den) som &r spegelbilder av samma kemiska komplex [16]. Kiralitet dr en viktig egenskap
inom kemin d& optiska isomerer kan ha helt olika egenskaper och vridning vilket gor att
molekylernas affinitet mot andra kirala molekyler skiljer sig at avsevért [17]. Jamforelse
kan goras med ett handslag mellan tva hogerhdnder och ett handslag med en héger och
en vansterhand. Vid reaktioner som bildar metalliska komplex erhalls ofta en racemisk
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blandning bestaende av bade A och A, vilka méste renas fran varandra om man specifikt
ar ute efter nagon av dem [18].

2.2.2 Ru(II)dppz-komplex i biologiska system

Tidigare studier har genomforts pa Ru(Il)dppz-komplex for att utrona hur dessa binder
till DNA. Resultaten visar att inbindningen sker genom sa kallad interkalering, [19] vilket
innebéar att komplexet binder in till den hydrofoba miljéon mellan tva angrénsande baspar i
DNA [20]. Eftersom ruteniumkomplexen &r positivt laddade sker bindningen ocksa genom
elektrostatisk attraktion eftersom DNA och RNA ar negativt laddat [4]. Medan det har
gjorts flera omfattande studier om ruteniumkomplexens DNA-bindande egenskaper, finns
fa studier om komplexens RNA- och membranbindning. Till fosfolipidmembran har dock
Ru(II)-dppzkomplex med alkyleterkedjor visat sig binda genom att dppz-liganden baddas
in i bilagret parallellt med lipiderna, medan den positivt laddade ruteniumatomen, med de
tva fenantrolinliganderna, &r placerad vid gransytan mellan den hydrofoba och hydrofila
miljon [9].

Det har tidigare visats att da lingden pa alkyleterkedjan i Ru(II)-dppzkomplexet varie-
ras resulterar detta i en dndring av affinitet till olika cellkomponenter. Nar den lipofila
karaktédren hos komplexen forstiarks, 6kar inbindningen till membranstrukturer. Ru(II)-
dppzkomplex med en hexoxykedja adderad till liganden (D6) foredrar att binda till mem-
bran jamfort med mindre lipofila komplex. D4-komplexet ddremot féredrar RNA och mem-
bran medan D2-komplexet binder starkast till DNA [4,5,9]. Det &r inte bara skillnader i
lipofilicitet som paverkar affiniteten, dven det faktum att komplexen existerar i tva olika
enantiomerer dr en bidragande faktor. En studie av D4-komplexets tva enantiomerer, A
och A, visar att det 4r en markant skillnad i hur de fargar in celler. Infargningsmonstren
fér de tva enantiomererna kan ses som varandras motsatser, dd A visar stark emission
bundet till RNA medan A visar stark emission bundet till DNA [21]. Stereokemin har
dven i studier av andra komplex visat sig ha en betydande roll for bindningsaffinitet till
olika biomolekyler och cellstrukturer [6-8].

2.3 Spektroskopi

Spektroskopi ar ett samlingsnamn for olika metoder dir materia undersdks genom att
dess egenskaper studeras i det elektromagnetiska spektrumet. For att bestaimma koncent-
rationen, c, av ett specifikt dmne i en 16sning kan absorbansspektroskopi anvindas. Det
ar en teknik som bygger pad att intensiteten, Iy, hos infallande ljus, som har passerat en
monokromator, jamférs med intensiteten hos utfallande ljus som har passerat 16sningen,
I [22]. Da kan absorbansen, A, berdknas enligt ekvation (1).

A:log%zecl (1)

dér e dr den sé kallade extinktionskoefficienten, som &r specifik for den molekyl absorbansen
méts pa och beror pd vaglingden samt hur vil molekylen absorberar ljus vid en viss
vaglingd. [ &r ldngden, i cm, som ljuset passerar i provet; vanlig kyvettlingd ar 1 cm.
Hogerledet i ekvation (1) kallas Lambert-Beers lag.
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2.3.1 Fluorescens och fosforescens

Fluorescens &r det fysikaliska fenomen som uppstar nér en elektron, i en molekyl som
blivit exciterad av ljus, avger energi i form av en foton da elektronen atergar till sitt
grundtillstand. Eftersom en viss del av det exciterande ljusets energi konverteras till vib-
rationsenergi hos molekylen har det emitterade ljuset en ldagre frekvens, det vill sdga langre
vaglingd, dn det infallande ljuset. Denna skillnad i vaglingd mojliggoér analys av det emit-
terade ljuset, som enbart kommer fran molekylen i fraga och inte det infallande ljuset [22].

Fosforescens liknar fluorescens men pagar under en ldngre tid. Till skillnad frén fluore-
scens, dir den exciterade elektronen gar tillbaka till sitt grundtillstind pa bara nagra
nanosekunder, passerar den exciterade elektronen ett sa kallat triplettillstand pa sin vég
tillbaka till grundtillstandet, se Figur 7. Nar elektronen antar triplettilstandet maste den
byta spin, vilket enligt kvantmekaniska lagar ar forbjudet. Att byta spin kostar energi,
darfor har triplettilstandet lagre energi dn det exciterade tillstandet. Pa grund av denna
tvastegsdeexcitation kan fosforescens pagé i flera sekunder [22].

E

N
]

“ N,

Triplettillstand
Fluorescens me—

Excitation
Fosforescens
—_——

Figur 7: Energidiagram {or excitation som resulterar i fluorescens eller fosforescens.

En rad olika molekylédra interaktioner kan leda till utslickning av det emitterade ljusets
intensitet fran ett fluorescerande prov [23]. Detta kan vara en oonskad sidoeffekt men dven
ett sitt att méta skillnader i fluorescens under olika betingelser.

Principerna for att méta emission liknar de for att méta absorbans med den stora skill-
naden att molekylerna i provet exciteras med monokromatiskt ljus varpa intensiteten hos
emitterat ljus méts [22], se Figur 8. For att fa en sa stark emissionssignal som mojligt i for-
hallande till bakgrundsljus méts intensiteten vinkelrdatt fran ljuskallans riktning. Typiskt
exciteras molekylerna vid en specifik vaglingd, medan emissionsintensiteten avlises Gver
ett brett spektrum. Genom analys av dessa emissionsspektra kan olika slutsatser dras om
egenskaperna hos molekylerna i provet, till exempel vad molekylerna &r bundna till [23].
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Detektor

Prov Monokromator

Figur 8: Schematisk bild av principen for emissionsspektroskopi. Monokromatorn separerar ljuset
till en enda vaglingd som sedan far passera igenom provet. Intensiteten hos det ljus som emitteras
vinkelrdtt fran provet uppméts.

2.3.2 Ru(Il)dppz-komplexens fotofysikaliska egenskaper

Ru(II)dppz-komplexen har fotofysikaliska egenskaper som gor dem attraktiva att anvinda
som molekyldra prober for att visualisera celler. Nar ett ruteniumkomplex exciteras med
hjalp av ljus av ratt vaglangd kommer en elektron fran metallens d-orbital forflyttas till
den ligand vars antibindande m-orbital har ldgst energi. Detta fenomen kallas metal-to-
ligand charge-transfer. Emissionen av ruteniumkomplex &r speciell och ses som ett slags
mellanting mellan fluorescens och fosforescens, varfor det hidanefter bendmns luminiscens

12].

Luminiscensen hos dppz-komplex har visats variera med den lokala miljon. Komplexen
har en light switch-effekt som ses genom att komplexen inte emitterar ljus i vattenlésning
medan de luminiscerar starkt i lipofila miljéer. D& komplexen exciteras i vattenlosning
utsldcks emissionen pa grund av de vatebindningar som uppstar mellan dppz-ligandens
kvidveatomer och vattenmolekylerna vilket gér ruteniumkomplexen mycket kénsliga for
hydrofila miljoer [24]. Intensiteten liksom véaglingden for emissionen hos dessa komplex
har ocksa visat sig variera med den lokala miljon. Ett skift pa omkring 25 nm, fér vag-
lingden vid emissionsmaximum, uppstar da komplexen binder in till liposomer jamfort
med nukleinsyror vilket gor det lattare att avgora till vilken cellkomponent komplexet &r
bundet [2,4,5].

2.3.3 Cirkular dikroism-spektroskopi

Cirkular dikroism (CD) &r en analysmetod som bygger pa absorbansspektroskopi och kan
anvandas for att urskilja optiska isomerer [25,26]. Enantiomerers fysikaliska och kemis-
ka egenskaper skiljer sig endast pa tva punkter, hur de interagerar med polariserat ljus
samt hur de interagerar med andra kirala molekyler [17]. D& horisontellt och vertikalt
polariserat ljus med identisk amplitud och fas infaller samtidigt skapar det ett 45 grader
vinklat polariserat ljus. Da detta ljus fasforskjuts med ett kvarts varv skapas en helix.
Fasforskjutningen kan ske sa att vinstervridet eller hogervridet cirkulért polariserat ljus
bildas [27]. Vid CD-spektroskopi méts absorbansen av vénster- och hogervridet cirkulért
polariserat ljus och skillnaden mellan dem defineras som CD = Ay — Agi. Enantiomerer
absorberar det polariserade ljuset olika vilket resulterar i tva unika spektra [28], dér en av
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enantiomererna ger ett spektrum med positivt utslag medan den andra ger ett spektrum
med ett negativt utslag [17]. Metoden kan anvéndas for att analysera alla kirala molekyler
men anviands mest for stora biologiska molekyler som proteiner [26]. CD anvéndes i denna
studie for att sdkerstélla stereokemin hos de syntetiserade ruteniumkomplexen.

2.3.4 Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Magnetic Resonance (NMR), eller kirnmagnetisk resonans, dr en metod som ur-
skiljer atomkérnor samt vilken miljé de befinner sig i inom en molekyl. Metoden anvinds
vid strukturbestdmning av okédnda molekyler eller verifiering av en syntetiserad molekyl.
Den vanligaste typen av NMR #r 'H NMR, dér skillnaden mellan molekylens olika viite-
atomer och deras respektive miljo uppméts och registreras [29].

Vid NMR anvénds ett starkt magnetfélt tillsammans med radioviagor for att understka
protoner. Eftersom energin i en proton dr kvantiserad kan den bara anta tva olika ener-
ginivder sa nar en molekyl adderas till ett magnetfdlt kan protonerna dérfoér stélla sig
i riktning med eller emot magnetfaltet. Det krdvs hogre energi for kidrnan att stélla sig
mot magnetfiltet, darfér har kdrnorna en preferens for den légre energinivan. Radiovagor
anvands for att excitera protonen fran den ligre energinivan till den hogre. Nar kdrnan
sedan atergar till sitt grundtillstdnd utsdnds energin i form av en puls elektromagnetisk
stralning som detekteras. Intensitetstopparna for den utsdnda stralningen plottas mot de-
ras respektive frekvens i ett spektrum och topparna kan sedan jamfoéras med teoretiska
frekvenser for viten i olika miljéer. Detta ger information om alla olika véten i en molekyl
vilket underlattar strukturbestdmningen [29]. T den hér studien anvindes NMR till att
verifiera syntesprodukten.

2.4 Konfokalmikroskopi

Confocal laser scanning microskopy (CLSM) anvénds for att skapa bilder av prover som
ar infargade med en eller flera fluorescerande prober. Med optik fokuseras laserljus, med
en vaglangd som exciterar proben, i en punkt av provet som da fluorescerar. Det utséin-
da ljuset fokuseras mot detektorn av en lins, men innan ljuset nar detektorn maste det
passera genom en liten bldndare. Blandaren dr placerad pa ett sddant sétt att i stort sett
endast ljuset fran fokuseringspunkten sldpps igenom. Genom att successivt byta fokus-
punkter i ett forutbestdmt monster, byggs en bild av provet upp. Eftersom fokuspunkten
dven kan forflyttas i djupled i provet kan 3-dimensionella bilder byggas upp. Da ljuset fran
fokuspunkten avskiljs fran bakgrundsbruset i blindaren ger metoden mycket skarpa bilder
jamfort med vanlig fluorescensmikroskopi, déar allt ljus detekteras [10,30]. Konfokalmikro-
skopi anvéindes i projektets cellstudier for att understka ruteniumkomplexens infargning i
celler.
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3 Metod

Detta avsnitt innefattar metod och genomférande for syntesen av D3 och verifiering med
CD och NMR. Dessutom behandlas metoden for emissionsspektroskopi, cellstudier och
konfokalmikroskopi.

3.1 Syntes

D3-komplexets enantiomerer syntetiserades fran ruteniumtriklorid dér férst fenatrolin och
fenantrolindion stegvis bands till ruteniumet och dipropoxymetylbensendiamin sist fick
reagera med diongruppen. Reaktioner och rening skedde i atta steg och ett forenklat
syntesschema visas i Figur 9 nedan. Ett mer utforligt syntesschema finns i Bilaga B,
Figur 15.

1,10-phenanthroline 1,10-phenanthroline-5,6-dione  4,5-bis(propoxymethyl)benzene-1,2-diamine

NH,
RuCl; + . o ;
O
/\/ NH,
0/\/
o
\/\

Figur 9: Forenklad schematisk bild 6ver syntesviagen. Syntesen utgick fran ruteniumklorid dér ett
antal ligander adderades for att erhalla D3.

3.1.1 Ru(phen),Cl,—(I)Cl,

RuCl; - H,O (2,8 gram 12 mmol) torkades i ugn (120°C) 6ver natt. Saltet mortlades varef-
ter, RuCl;(2,5 gram 12 mmol), 1,10-fenantrolin (2,5 gram 14 mmol) och LiCl (4,2 gram 100
mmol) 16stes i 20 ml dimetylformamid till en moérkgron 16sning. Losningen kokades under
omrorning i 8 timmar varvid fargen 6vergick i morkviolett. Slurryn som bildades adderades
till 80 ml aceton och blandningen, en kaffeliknande sorja, férvarades i frys (—20°C) over
natten. Produkten sugfiltrerades och tvittades med kall aceton. Svarta glittrande kristal-
ler erholls och dessa tvittades tills filtratet 6vergatt fran en brunlila till klarlila 16sning.
Filterkakan tviattades sedan i kallt vatten tills filtratet blivit ljusgult och 6verférdes sedan
till E-kolv. Produkten, som ser ut som jord, suspenderades i 100 ml vatten och 100 ml
varm etanol, detta kokades tills fullstdndig upplésning. Den varma lésningen filtrerades
och LiCl (24 gram 0,57 mol) tillsattes sedan forsiktigt under omroring. Bigaren lamnades
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Oppen en vecka for att tillata avdunstning av etanolen. Dérefter virmdes bégaren for att
anga av ytterligare etanol. Losningen var nu lila med svarta kristaller. Dessa sugfiltrerades
och tvittades med kallt vatten samt en etanol-eter blandning. Kristallerna tviattades sedan
med enbart eter och torkades. Erhallet (I)Cl, (1,9 gram 3,6 mmol).

3.1.2 Rac-[Ru(phen),pq]Cl, — Rac-(II)Cl,

Till (I) Ru(phen),Cl, (1,12 gram 2,1 mmol) och fenantrolindion (0,57 gram 2,7 mmol)
sattes 40 ml vatten-etanol [1:1]. Detta kokades under omrérning 3,5 timmar. Varmt vat-
ten tillsattes successivt for att halla konstant volym. Loésningen filtrerades varpa filtret
tvittades med vatten. Rac-(II)Cl, erholls i filtratet som en vattenlosning.

3.1.3 A-(IT)arsenylartrat — A-(III)

Filtratet (l6sningen av rac-(II) fran 3.1.2) kokades upp och L(4)-natriumarsenyltartrat
(3,1 gram 13 mmol, 16st i 30 ml kokande vatten) tillsattes. Kristallisering inleddes genom
skrapning med glasstav ldngs E-kolvens insida. Losningen fick svalna langsamt i kylskap
ett par dygn for kristallisering av A-(IIT).

3.1.4 Rening av A-(III)

Bruna kristaller av A-(III) fanns nu i l6sningen som filtrerades. Filtratet (moderluten)
sparades och kristallerna tviattades med kallt vatten och etanol. Alla obundna eventuella
fenantrolinligander bor ha tvittats bort da de ar 16sliga i etanol. Kristallerna tvittades med
eter och torkades varvid de 6vergick till ljusbrunt. Dessa 16stes i 25 ml dimetylsulfoxid pa
varm platta. 80 ml kokande vatten och L(+)-arsenyltartrat (0,85 gram 3,5 mmol, 16st i 10
ml varmt vatten) tillsattes. Kristallisation initierades likt ovan varpa losningen placerades
i kyl.

3.1.5 Behandling av moderlut

Moderluten fran 3.1.4 virmdes till kokning och 30 ml etanol tillsattes. Kaliumhexafluoro-
fosfat (1,5 gram 8 mmol, 16st i 25 ml vatten) tillférdes droppvis. Etanolen tilldts dunsta bort
innan blandningen placerades i kyl under lock i tva timmar. Kristallerna filtrerades av och
tviattades med vatten och en etanol-eter blandning. Dessa 16stes i 15 ml aceton och tetra-n-
butylammoniumklorid (0,55 gram 2 mmol, 16st i 4 ml aceton) adderades droppvis, en ljus
fallning som Gvergar till en tjock slurry bildades. Denna filtrerades och tviattades med ace-
ton. Det torkade kloridsaltet lostes i 65 ml kokande vatten och D(-)-natriumarsenyltartrat
(1,2 gram 5 mmol, 16st i 10 ml varmt vatten) tillsattes och kristallisering initierades.
Losningen placerades i kylen.

3.1.6 Konvertering av A-formen till A-(II)(PFg),— A-(IV)
De bruna kristallerna av A-(III) fran 3.1.4 filtrerades av och tvéttades med iskallt vatten.

Kristallerna lostes i 30 ml 50 %-ig attiksyra under uppvarmning. Kaliumhexafluorofosfat
(0,85 gram 4,6 mmol, 16st i 10 ml vatten) sattes till l6sningen och ljusa kristaller bildades,
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l6sningen svalnade i rumstemperatur. Losningen filtrerades och tvéttades med kallt vatten,
etanol och eter. Erhallet: 0,7 gram A-(IV) i form av brungra kristaller.

3.1.7  A-D3(BF,),-A-(V)

A-(IV) (0,1 gram 0,1 mmol) och 4,5-dipropoxymetylbensen-1,2-diamin (0,05 gram 0,2
mmol) 16stes i 2 ml acetonitril och en droppe &ttiksyra, 16sningen blir réd. Detta virmdes
i varmt kranvatten. Ammoniumtetrafluoroborat (1 gram 10 mmol, 16st i 15 ml vatten)
tillsattes droppvis och produkten filldes ut. Denna filtrerades av och produkten tvittades
med kallt vatten, etanol och eter. A-(V) kristallerna 16stes upp i acetonitril (cirka 2 ml)
och en koncentrerad stamlésning skapades av det som fanns kvar i filtret.

3.1.8 Kromatografi

Kolonnen preparerades med Al,O; och acetonitril. Losningen fran 3.1.7 A-(V) tillsattes
och eluerades genom kolonnen som ett rott band, detta samlades upp och tetrabutylam-
moniumklorid (1 gram 3,7 mmol, 16st i 20 ml aceton) tillsattes droppvis, ingen utfillning.
Provet rullindunstades och aceton tillsattes igen, denna gang erhélls utfallning. Losningen
filtrerades och kakan tvittades med aceton. Erhallet: 0,03 gram A-D3 som kloridsalt.

3.1.9 A-produkten

A-(III)kristallerna fran 3.1.5 filtrerades av och renades enligt samma tillvigagangssétt
som A-kristallerna, dock anvindes D(-)-arsenyltartrat (0,85 gram 3,5 mmol, 16st i 10 ml
varmt vatten) istéllet for L(4)-arsenyltartrat. Konvertering till A-(II)(PFy), (IV) sked-
de pa samma siatt som A-(V). Resterande steg, A-(V) och kromatografi skedde enligt
beskrivningen fér A-produkten. Erhallet: 0,007 gram.

3.2 Emissionsspektroskopi

For att undersoka de olika ruteniumkomplexens affinitet till olika cellkomponenter ut-
férdes emissionsmétningar hos respektive ruteniumkomplex i l6sningar med DNA, RNA
och liposomer. Emissionen méttes i titreringsforsék dér en 16sning med en cellkomponent
tillsammans med ett av ruteniumkomplexen stegvis tillsattes till en av de andra cellkompo-
nenterna. Emissionen méttes efter varje tillsats. Detta gjordes for att kunna se en stegvis
fordndring av affiniteten. En schematisk bild av uppléagget illustreras i Figur 10. Varieran-
de koncentrationer vid titreringsférsoken skulle kunna medféra vissa fel, men alla virden
som jamfors har normerats for att minimera dessa fel.

Ett titreringsforsok sag ut pa foljande vis: till kyvetten, innehallande buffert, ett rutenium-
komplex och en av cellkomponenterna, tillsattes sma volymer av en andra cellkomponent
(ca 20 tillsatser) tills en total volym pa 1 ml uppnéatts. D& var slutkoncentrationerna 4 uM
ruteniumkomplex, 40 uM DNA-baser, 40 uM RNA-baser och/eller 200 pM lipider, efter
varje tillsats méttes emissionen av ruteniumkomplexet.

Pa grund av att det inte fanns tillrdackligt med RN A-I6sning fullféljdes inte en del titrerings-
forsok om det vid de forsta titreringarna inte skedde nagra storre emissionsférandringar.
Av samma anledning valdes de atta titreringsforsék d& komplexen undersoktes gentemot
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Ruteniumkomplex

¥ N N
RNA-l8sning DNA-8sning Liposom-I&sning
) v N
Stegvis titrering med Stegvis titrering med Stegvis titrering med
) v v )
DNA-l8sning RNA-I6sning Liposom-l6sning DNA-I8sning

Figur 10: Schematisk illustrering av de olika titreringsférséken vid emissionsmétningarna.

RNA och liposomer bort. For forsoken med RNA anvindes RNAse-fri buffert och kyvet-
terna tvittades med RNAse-fritt mQ-vatten.

Emissionen méttes med en Cary Eclipse-fluorimeter (Agilent Technologies, USA). Excita-
tionen skedde vid 440 nm och emissionen miittes i intervallet 500-800 nm. Ovriga instéll-
ningar anpassades beroende pa intensiteten. For att bestdmma de olika komponenternas
koncentrationer utfordes absorbansmétningar med en Cary 50 Bio-spektrofotometer (Agi-
lent Technologies, USA) innan och efter titreringsforsoken.

3.2.1 Tillredning av buffert

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 16 mM HEPES Iostes i mqg-vatten. pH stélldes till 7,4
med NaOH-16sning och slutligen partikelfiltrerades bufferten. For att fa RN Ase-fri buffert
tillsattes dietylpyrokarbonat (0,05 volym-%) till bufferten som fick sta éver natt och sedan
autoklaveras. RNAse-fritt mQ-vatten tillreddes pa samma sitt.

3.2.2 Tillredning av liposomlosning

Den negativt laddade lipiden DOPG (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerol) och den zwit-
terjoniska lipiden DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfokolin) fran Aventi Polar Lipids
(USA), l6sta i kloroform, blandades till ett 4:1 férhallande for att fa 20 % negativ ladd-
ning. Lipidlésningarna rullindunstades och vakuumtorkades 6éver natt. En lipidfilm erhoélls
och 16stes i buffert. Losningen frystes med flytande kvéve for att sedan tinas upp i 37°C.
Denna procedur upprepades fem ganger och vid sista upprepningen skedde upptinandet
vid rumstemperatur. Losningen filtrerades sedan 21 ganger genom tva polykarbonatfilter
(Hand-held syringe LiposoFast-Pneumatic extruder (Avestin, Canada)) med porstorlek
100 nm for att erhalla liposomer med samma storlek. Liposomernas storlek och stor-
leksférdelning kontrollerades med dynamisk ljusspridning med en Zeta Sizer Nano Series
(Malvern).

3.2.3 Tillredning av DNA-16sning

Det DNA som anviandes kom fran kalvbréss och kdptes av Sigma. DNA 16stes i buffert och
koncentrationen i mol baser per liter méttes med absorbansspektrometer av typen Nano-
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drop 1000 (Thermo Scientific, USA) i intervallet 200-400 nm (€58, = 6600 M ~tem™1).

3.2.4 Tillredning av RN A-16sning

Det RNA som anvindes var rRNA fran lever hos nétkreatur och képtes av Sigma. RNA 16s-
tes i RNAse-fri buffert. Koncentrationen méttes med spektrofotomerer av typen Nanodrop
1000 (Thermo Scientific, USA) i intervallet 200-400 nm (e258,m = 8487,5 M ~tem™1).

3.3 Konfokalmikroskopi

For att undersdka de olika ruteniumkomplexen i verkliga celler och pa si sitt fa ett
komplement till emissionsspektroskopistudien utfordes en studie med konfokalmikroskopi.
Cellerna som anvindes var fran mammaliecellinjen CHO-K1. Dessa saddes ut pa mik-
roskopiskalar, tva dagar innan sjalva mikroskopin, med cirka 80000 celler per mikrosko-
piskal. Cellerna odlades i tillvixtmediet HAM’S F12 berikat med 10 % serum och 2 mM
L-glutamin vid 37°C och 5 % CO,.

Vilka. cellkomponenter de olika ruteniumkomplexen binder till undersoktes med konfokal-
mikroskopi pa celler fixerade med iskall metanol i tio minuter. For att ldttare kunna se hur
ruteniumkomplexen fargade in jamfordes de med en kommersiell prob fér RNA, SytoR-
NA Select, genom samtidig infargning. Efter fixeringen tvittades cellerna med serumfritt
medium innan nytt serumfritt medium innehéllande 10 uM ruteniumkomplex och 1 pM
SytoRNA Select tillsattes.

Konfokalmikroskopet som anvéndes var av mérket Leica TCS SP2 RS (Leica Micro-
systems, Tyskland), med ett 63x/1.32 objektiv. Ruteniumkomplexen och SytoRNA select
exciterades med 488 nm Ar-laser och emissionsmétningen skedde i intervallet 650-700 nm
fér ruteniumkomplexen och 510-540 nm fér SytoRNA Select. Instéllningar for detektionen
(PMT och gain) optimerades for varje bild.

3.4 CD-spektroskopi
CD-métningar av AD3 och AD3 utférdes i Chrirascan CD-spektrometer (Applied Photop-

hysics, USA). Absorbansen av bada proverna méttes med Cary 50 Bio-spektrofotometer
(Agilent Technologies, USA) och skillnaden anvéndes for att normera CD-spektrat.
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4 Resultat

Detta avsnitt presenterar resultaten fran emissionsspektroskopin och konfokalmikroskopin.
Dessutom redovisas verifieringen av de syntetiserade produkternas renhet.

4.1 Syntes

Produkterna AD3 och AD3 syntetiserades och 0,033 gram (utbyte: 26 %) respektive 0,0075
gram (utbyte: 6 %) erholls. Strukturen pa produkterna verifierades med hjalp av NMR
genom att jamfora spektrat for D3 med det kénda spektrat for [Ru(phen)zdppz]2+. De
bada spektrumen skilde sig med tre toppar som kunde identifieras som protonerna i pro-
poxymetylgrupperna med réitt antal protoner och skift, se Figur 16 och 17 i Bilaga B.
Spar av vatten och aceton, som inte dunstat bort vid torkningen i syntesen, kan ocksa ses
i spektrat for D3 som tva separata toppar. For att underséka om rena enantiomerer av
komplexet syntetiserats gjordes en analys med CD-spektroskopi, se Figur 11. Ur grafen
kan det tydligt ses hur enantiomererna absorberar cirkuldr polariserat ljus olika och bil-
dar grafer som ar speglade i x-axeln med lika stor intensitet vilket visar att rena isomerer
erhallits.

CD (mdeg)
[}

. . . . .
250 300 380 400 450 a00
Waglangd (nm)

Figur 11: CD-spektrum fér AD3 och AD3.

4.2 Emissionsspektroskopi

I spektroskopistudien undersoktes de olika ruteniumkomplexens affinitet till DNA, RNA
och liposomer, genom att méta emissionsférdndringar i forsok dér en 16sning med en
cellkomponent tillsammans med ett av ruteniumkomplexen stegvis titrerades med en av
de andra cellkomponenterna. Samtliga féorsok har normerats med avseende pa fluorimeterns
instéllningar samt pa koncentrationen av ruteniumkomplex.

Figur 12 och 13 visar hur den uppmaétta intensiteten pa det emitterade ljuset i proverna
varierade med O0kad méngd tillsatt komponent, vid den vaglingd som uppvisade starkast
emission under titreringen. Notera att liposomkoncentrationen anger koncentrationen av
negativa laddningar, som ar en femtedel av den totala lipidkoncentrationen da den negativa
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nettoladdningen var 20 %. For fullstindiga emissionsspektran fran samtliga titreringsfor-
sOk och samtliga komplex, se Figur 18-21 i Bilaga C.

I Figur 12a syns intensitetsfordndringen for proven med ruteniumkomplex och liposomer
som titrerades med DNA. For A-komplexen syns en markant ékning i emission dé DNA-
koncentrationen 0kar medan det for A-komplexen skedde sma fordndringar. Detta tyder
pa att A-komplexen foredrar DNA framfor liposomer medan A-komplexen istéllet foredrar
liposomer.

Figur 12b visar intensitetsfordndringen for det motsatta forsoket, dér liposomer titrerades
till en 16sning med ruteniumkomplex och DNA. AD4 uppvisar en minskning i intensitet
med 6kad liposomkoncentration vilket antyder att komplexen till viss del 6vergar frain DNA
till liposomer. Som jamforelse fordndrades emissionen fran AD3 inte alls vilket tyder pa en
starkare affinitet till DNA jamfort med AD4. AD4 visade en liten men konsekvent 6kning
i emission allteftersom liposomkoncentrationen 6kade medan emissionen fér AD3 ddremot
inte &ndrades vilket ar ett tecken pa DNA-preferens. Ett skift i emissionstoppens vaglangd
kunde déremot observeras vilket tyder pa att komplexen &vergick till liposomerna, se
Figur 19¢ och 19d i Bilaga C.

Titrering med DNA till liposomlésning

Titrering med liposomer till DNA-I6sning

aD4
AD3
AD4
AD3

Intensitet (au )
ra
Intensitet (au )
[

05/ B 17’—/’/_4-_/_‘7

0 I L L L 0 I I I L
0 02 04 08 08 1 0 0z 04 08 03 1

CDNA’CLU\/ CLUVICDNA

(a) (b)

Figur 12: (a) Skillnaden i intensitet vid emissionsmaximum f6r ruteniumkomplexen i liposomlos-
ning som titrerades med DNA. (b) Skillnaden i intensitet vid emissionsmaximum fér rutenium-
komplexen i DNA-I6sning som titrerades med liposomer. Koncentrationsration mellan DNA och
liposomer avser laddningsratio. For fullstdndiga emissionsprofiler, se Figur 18 och 19 i Bilaga C.

Figur 13a visar hur emissionen fran en 16sning med RNA och ruteniumkomplex dndras
med Okande koncentration DNA. AD4-forsoket visade en mycket kraftig 6kning men pa
grund av en for svag DNA-l6sning blev den slutgiltiga DNA-koncentrationen bara cirka
hélften av den tdnkta koncentrationen. Dock verkade intensiteten snabbt na sitt maximum
s& att en tydlig DNA-preferens énda kan urskiljas ur figuren. AD3 6kade ocksa markant
men langsammare 4n AD4. Forsoket med AD4 gjordes, likt AD4-forsoket, med en for svag
DNA-16sning varfor d&ven den grafen slutar vid ungefér halva tédnkta koncentrationen men
en viss minskning i intensitet kunde dndéa urskiljas vilket tyder pa en svag DNA-preferens.
AD3 visade déremot ingen fordndéndring i intensitet och foredrar ddrmed att binda till
RNA.

Figur 13b visar hur emissionen fran en DNA-16sning med ruteniumkomplex dndras med
okande koncentration RNA. Hér visade bada A-komplexen en kraftig minskning i emis-
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sionsintensitet vilket visar pa en dvergdng av komplex fran DNA till RNA. En felaktigt
blandad RNA-16sning som visade sig ha for svag koncentration féranledde att de bada gra-
ferna for A-komplexen fick en felaktig slutkoncentration, men den nedatgaende trenden
kan likvil observeras. De bada A-komplexen visade mycket liten fordndring med tillsatt
RNA-koncentration och med anledning av detta avbrots AD3-forsoket. Den uteblivna for-
andringen tyder pa att A-komplexen foredrar DNA. Detta dr dock missvisande da det i
Figur 21d i Bilaga C syns en tydlig forandring som &r ett tecken pa RNA-preferens.

Titrering med DNA till RNA-Iésning Titrering med RNA till DNA-16sning

25

£04
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Figur 13: (a) Skillnaden i intensitet vid emissionsmaximum for ruteniumkomplex i RNA-16sning
som titrerades med DNA. (b) Skillnaden i intensitet vid emissionsmaximum fér ruteniumkomplex i
RNA-I6sning som titrerades med DNA. Koncentration mellan DNA och RNA avser laddningsratio.
For fullstindiga emissionsprofiler, se Figur 20 och 21 i Bilaga C.

4.3 Konfokalmikroskopi

Ruteniumkomplexens affinitet till olika cellkomponenter i metanolfixerade CHO-K1 cel-
ler undersoktes med konfokalmikroskopi. Bilderna som erhélls visas i Figur 14. De fyra
bilderna med réda celler langst till vinster visar celler infdrgade med de tva olika ruteni-
umkomplexen och deras respektive enantiomerer. AD3 och AD4 visar tydligast infargning
i cellkdrnan och endast svag luminiscens i nukleolerna och cytoplasman medan AD3 och
AD4 istéllet uppvisar starkast infargning av nukleolerna och cytoplasman, och endast svag
luminiscens i cellkdrnan. Infargningen med komplexen kan jamféras med den fér RNA-
proben SytoRNA Select, som tydligt fargar in nukleolerna och cytoplasman. Instéllning-
arna for varje bild ar individuellt anpassade och déarfor &r det inte absoluta intensiteter
mellan bilderna utan intensitetsskillnader inom en bild som kan jamforas.

For att tydliggora jamforelsen av respektive komplex med RNA-proben har intensitets-
plottar gjorts. De réda och grona graferna motsvarar intensiteten fran vénster till hoger
langs det grona stréicket i mikroskopibilderna for ruteniumkomplex respektive RNA-prob.
I plottarna har ett ungefirligt spann pa var nukleolerna finns markerats med svarta linjer.
Det syns tydligt att A-komplexen och RNA-proben har samma typ av infargningsmonster,
medan A-komplexen har det motsatta. Det dr endast intensitetsprofilen mellan rutenium-
komplex och RNA-prob som ska jamforas och inte absoluta intensiteter.
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Figur 14: Bilder fran konfokalmikroskopi av metanolfixerade CHO-K1 celler infirgade med de
olika ruteniumkomplexen (réda celler till véinster) och RNA-proben SytoRNA Select (grona celler
till hoger). Graferna visar intensiteten fran vénster till hoger langs den grona linjen i bilderna. De
roda graferna motsvarar respektive ruteniumkomplex och de grona graferna motsvarar RNAproben.
Eftersom instéllningar justerades for varje bild gar det inte att jamfora intensiteter mellan bilder
och i graferna dr det darfor endast intensitetsprofilen mellan ruteniumkomplex och RNA-prob som
ska jamforas.
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5 Diskussion

Denna studie ar den forsta som studerat D3-komplexets egenskaper som cellfirg. En ti-
digare studie har genomférts pa enantiomerer av D4 dér de, liksom i denna studie, stu-
derats med konfokalmikroskopi [21]. Daremot har mikroskopistudier med enantiomerer av
Ru(IT)dppz-komplex aldrig tidigare kopplats samman med en spektroskopistudie. Kombi-
nationen av mikroskopi och spektroskopi har resulterat i mer omfattande data och slut-
satser kring hur komplexen binder till och fargar in en cell. I detta avsnitt diskuteras och
analyseras de grafer och bilder som presenterats i resultatdelen.

5.1 Mikroskopianalys

Infargning av fixerade CHO-K1-celler med de studerade ruteniumkomplexen samt med
den kommersiella RNA-proben SytoRNA Select visade att det faktiskt finns en betydande
skillnad i hur enantiomererna av komplexen binder till cellerna, se Figur 14.

Vid jamforelse med RNA-proben kunde tydliga likheter ses i hur AD3 samt AD4 binder
till cellen, da de visade stark inbindning till nukleol samt cytosol, medan inbindningen till
ovriga cellkdrnan var svag. Att nukleolen firgas &r ett bevis pa att komplexen binder till
RNA eftersom nukleolen mestadels bestar av detta. Aven 6vriga cellkéirnan som huvudsak-
ligen bestar av DNA firgas in, men med en ldgre intensitet &n nukleolen, vilket indikerar
att komplexet &ven har DNA-bindande egenskaper. Den kommersiella RNA-proben visade
en mer jamn emission i cytoplasman &n vad A-komplexen gjorde, sirskilt utmed cellmem-
branet. Detta kan vara ett tecken pa att de binder till olika komponenter, men eftersom
cytoplasman &r rik pa bade RNA, membranstrukturer samt protein ar det svart att utta-
la sig specifikt vilka dessa komponenter skulle kunna vara. Visserligen sdg A-komplexen
ut att farga kdrnmembranet ndgot starkare &n RNA-proben, dock kan RNA-bindning i
cytoplasman ej uteslutas.

For A-komplexen var inbindningen den motsatta jamfort med RNA-proben och A-komplexen,
dock med en viss tendens av samma starka inbindning till kirnmembranet. Emissionen
av A-komplexen i cellkdrnan var stark, vilket kunde ses som ljusintensiva punkter runt
nukleolerna. Inuti nukleolerna liksom i cytosolen, uppvisades daremot svag eller ingen
emission. Méjligen visade AD4 négot starkare emissionsintensitet i nukleolen &n AD3.
Eftersom varken nukleol eller cytoplasma fargats sarskilt starkt for A-komplexen, medan

ovriga cellkdrnan visar stark emission, dr det tydligt att dessa komplex har en preferens
for DNA.

5.2 Analys av titreringsforsoken

En serie titreringsforsok genomférdes for att undersoka de olika ruteniumkomplexens, och
deras respektive enantiomerers, affinitet till cellkomponenterna DNA, RNA och liposomer.
Det bor tas i beaktande att titreringskomponenterna endast ger en forenklad imitation av
naturliga celluldra férhallanden. Liposomerna som anvinds innehaller inga proteiner utan
endast lipider och ar 20 % negativt laddade, vilket ej ar sant for verkliga cellmembran
dér laddningen varierar. Det RNA som anvénds i studien &r rRNA, medan det i cellen
finns flera olika typer. Det &r inte heller lika homogent i en cell som i dessa in vitro-
studier. Studierna kan dock anses vara tillrackligt naturtrogna for att tillforlitliga slutsatser
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ska kunna dras och jamforas med mikroskopiresultaten. Titreringarna genomférdes med
emissionsspektroskopi varifran resultaten diskuteras nedan.

5.2.1 Analys av AD3

AD3 verkar foredra att binda till DNA framfor liposomer, vilket kan ses i Figur 12b, dér
emissionsintensiteten ej dndras vid tillsats av liposomer till DNA-16sning. I Figur 12a, dar
DNA titreras till liposomer, ses istéllet en kraftig intensitetsokning vilket d&ven det tyder
pa att komplexet foredrar DNA framfor liposomer. I DNA-16sning uppvisar komplexet en
mer intensiv emission &n i liposomldsning vilket dr ett tecken pa att komplexet dr mer
skyddat fran omgivningen vid inbindning till DNA. Troligen har komplexet interkalerat
med DNA, varpd emissionen skyddas fran quenching ifrdn den omgivande poléra miljon
och blir ddrmed mycket stark. I Figur 13a och 13b kan utlédsas att komplexen binder till
bade DNA och RNA, eftersom intensiteterna fordndrades vid titrering. Komplexet i DNA-
l6sning uppvisar dock en starkare emissionsintensitet &n i RNA-l6sning, vilket beror pa
att komplexet dven hér sitter mer skyddat i DNA genom férmodad interkalering. Dessa
resultat kan forklara komplexets infargning av cellerna, dir emissionen ar hogst i kdrnan
pa grund av komplexets affinitet till DNA, se Figur 14. Aven om RNA-bindning kan
féorekomma i cellen sa ar dess emissionsintensitet sa mycket ldgre i jamforelse med den
vid DNA-bindning att denna signal drunknar i den fran DNA. Déarfor ter sig komplexets
infargning av celler som enbart DNA bindande.

5.2.2 Analys av AD3

Eftersom att AD3 emitterar ungefér lika svagt i DN A-16sning som i liposomlésning gar det
ej att uttala sig om dess bindningspreferenser for dessa utifran de bearbetade titrerings-
graferna i Figur 12. Om déaremot titreringsgraferna, dar liposomer och DNA titreras mot
varandra, studeras fis en annan bild av situationen da ett tydligt skift i den maximala
emissionsvagliangden syns, se Figur 18c och Figur 19c i Bilaga C. Eftersom emissionsvag-
langden varierar, beroende pa vad komplexet bundit till, r skiftet i titreringsférsoken med
DNA och liposomer ett tecken pa att inbindningen for komplexet fordndras vid titrering-
arna. Att bagge grafer uppvisar férandring, samt att vaglingden vid lika laddningsméngd
DNA och liposomer hamnar mellan den fér DNA-16sning och liposomlosning, tyder pa att
komplexet bundit till bAde DNA och liposomer. Det dr dock anméarkningsvért att emissio-
nerna Okar i de bada graferna vid titrering, eftersom att det da ej ar mojligt att uttyda i
vilken komponent komplexet emitterar starkast.

Vid titrering med DNA och RNA visas ldga emissionsintensiteter, se Figur 13. Detta
géller generellt for samtliga titreringar med AD3 jamfoért med 6vriga komplex och visar
ddrmed att varken bindning till DNA, RNA eller liposomer skyddar komplexet lika bra
fradn den omgivande poldra miljon. I Figur 13 ges intrycket av att komplexet binder till bade
DNA och RNA, eftersom det inte sker nagon férdndring vid titrering samt att komplexet
emitterar ndgot starkare i DNA-16sning &n i RNA-16sning. Dock &r startkoncentrationerna
ej lika, da initialkoncentrationen for RNA &r ungefir en tredjedel av den for DNA, vilket
formodligen leder till missvisande initiala intensiteter. Om koncentrationerna varit lika
stora skulle emissionen i RNA-16sning sannolikt varit hogre 4n den féor DNA-I6sning och
detta skulle i sa fall stémma 6verens med mikroskopiresultatet, se Figur 14, ddr nukleolen
uppvisar starkare emissionsintensitet dn i 6vriga cellkdrnan. Eftersom det ej finns DNA i
nukleolen bekréftar infirgningen av denna att komplexet binder till RNA samtidigt som
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den svagare infiargningen av évriga kdrnan dven tyder pa DNA-bindning. Da bindning till
bade DNA samt RNA tycks ske och da nukleolen emitterar starkare &n 6vriga kdrnan
bor antagandet att komplexets emission i RNA-16sning adr hogre 4n den i DNA-16sning
stémma. En hogre emissionsintensitet for RNA skulle &ven kunna forklara den kraftigare
intensiteten i cytosolen. Troligt &r &ven att AD3 binder till membranstrukturer i cytosolen,
da detta styrks utifran forsoken med DNA och liposomer, se Figur 19¢ i Bilaga C. Om
forsok med RNA och liposomer hade kunnat utfoéras hade fler slutsatser kring komplexens
inbindning och emission i cytosolen kunnat dras.

5.2.3 Analys av AD4

I Figur 12 kan utldsas att AD4 binder till bdde DNA och liposomer, eftersom tydliga
forandringar kan ses i bada titreringarna. Det dr dock sa att vid lika delar av DNA
och liposomer ligger emissionsintensiteten ndrmare den fér DNA-16sning vilket indikerar
storre preferens for DNA &dn for liposomer. AD4 emitterar starkare i DNA-I6sning &n i
liposomloésning, vilket likt fallet med AD3 innebér att komplexet ar mer skyddat fran
den poldra omgivningen i DNA &n i liposomer, troligen genom interkalation. I Figur 13
kan ses att komplexet binder till bAde DNA och RNA, eftersom férandring sker vid bada
titreringarna, samt att emissionen i RNA-16sning ér 14g. Aven hér édr detta ett tecken pa
att komplexet ar mer skyddat fran den poldra omgivningen d& det ar bundet till DNA
an till RNA. Resultaten ovan bekréftar den starka emissionen fran kdrnan, jamfért med
nukleol och cytoplasma, i mikroskopiresultaten, se Figur 14. Alltsa kan slutsatsen dras
att den starka emissionen med storsta sannolikhet harstammar fran komplexets bindning
till DNA, da emissionen fran bindning till lipider och RNA &r mycket svagare i jamforelse
samt att komplexet visat hogre affinitet for DNA-bindning.

5.2.4 Analys av AD4

AD4 tycks binda till bAde DNA och liposomer om enbart titreringsgraferna i Figur 12
studeras, eftersom endast en liten eller ingen effekt syns i dessa grafer da komplexet i en
DNA-I6sning titreras med liposomer eller vice versa. Detta beror pa att bade DNA- och
liposombundet AD4 har relativt lag intensitet i jamforelse med till exempel AD4, som visas
i samma figur, vilket gor det svart att se fordndringar i titreringarna for AD4. Darfor méste
dven titreringsgraferna i Figur 18d och Figur 19d i Bilaga C studeras. I dessa grafer syns
en tydlig intensitetokning samt ett vaglangdsskift for emissionsmaximum da liposomer
titreras i DNA-l6sning, medan den omvéinda titreringen ej uppvisar nagra fordndringar.
Det ar saledes tydligt att komplexet har en stark preferens for liposomer jamfért med DNA.
Dock titrerades en storre laddningsméngd liposomer i provet &n vad som fanns DNA fran
borjan vilket ger dessa grafer en nagot missvisande bild av komplexens preferens. Trots
detta dr det uppenbart att komplexet foredrar liposomer men viss bindning till DNA
forefaller trolig, eftersom det skedde en svag minskning i intensitet d& liposomer titrerades
med DNA. I en 16sning med enbart liposomer visar komplexet hoég emissionsintensitet
jamfort med i DNA-16sning. Intensiteten &r dven hogre for AD4 i liposomlosning jamfort
med liposomlésningar av de andra komplexen, se Figur 12a, vilket innebér att AD4 sitter
mer skyddad fran den omgivande poldra miljén i membranstrukturer jamfért med 6vriga
komplex.

Vid titrering med DNA och RNA kan det i Figur 13a ses att emissionsintensiteten for
AD4 sjunker nagot och i Figur 13b ses en oféréndrad intensitet vid tillsats av RNA till
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DNA. Detta visar pa en svag preferens for DNA, men dé fordndringarna i titreringsfor-
soken ar sma binder komplexet med storsta sannolikhet till bada titreringskomponenter.
I RNA-I6sning visar dock komplexet ungefir dubbelt sa hég emissionsintensitet jamfort
med DNA-I6sning. Detta skulle kunna forklara varfér nukleolen i mikroskopibilden, se
Figur 14, ar tydligt urskiljbar trots att inbindning till bade RNA samt DNA &r trolig
utifran titreringsférsoken. Den storre affiniteten till liposomer samt den starkare emissio-
nen i denna miljo, som sags i titreringsforséken, &r sannolikt anledningen till den hoga
emissionsintensiteten i den membranrika cytoplasman jamfért med Gvriga cellen. Det &ar
dock mojligt att d&ven bindning till RNA bidrar till infargningen av cytoplasman.

5.3 Sammanstillning av analyserna

I detta avsnitt sammanstéalls den information som framkommit av studien. En utforlig
diskussion kring komplexens likheter och skillnader fors, samt en mer generell diskussion
om anviandningsomraden och framtida studier.

5.3.1 Kiralitet och bindning

Komplexens infargningsegenskaper avgors dels av deras inbindningspreferenser, men dven
av deras emissionsintensiteter vid inbindning till de olika titreringskomponenterna. AD3
ar mer selektiv i sin inbindning &n AD3. Detta eftersom AD3 verkar féredra nukleinsyror
framfér membran, medan AD3 verkar kunna binda till alla titreringskomponenter. AD4
visar snarlika inbindningspreferenser som AD3 och detsamma géller sinsemellan de tva A-
komplexen. Interkalation skulle kunna vara en trolig férklaring till A-komplexens kraftiga
emissionsintensiteter da komplexen med ett sddant bindningssétt skulle sitta vél skyddade
fran polédr miljo mellan basparen. Eftersom A-komplexen ej tycks kunna binda in till DNA,
pa ett sadant sitt att de sitter skyddade fran poldr miljo, kan det tdnkas att ligandvrid-
ningen hos dessa komplex utgor ett steriskt hinder gentemot a-helixen i DNA. Detta visar
att ligandernas vridning paverkar komplexens emissionsegenskaper vid inbindning mer &n
vad som tidigare visats [21].

5.3.2 Lipofilicitet och bindning

D4-komplexen har en alkyleterkedja med en metylgrupp mer an D3 vilket gor att skillna-
derna mellan dem rent molekyléart 4r sma. AD3 och AD4 uppvisar liknande egenskaper
men med sma skillnader, vilket kan ses genomgaende i bade mikroskopi- och spektrosko-
piresultaten. Bada komplexen binder till nukleinsyror och visar mycket stark emissions-
intensitet da de binder till DNA déar AD4 visar hogst emissionsintensitet av de tva. Det
ar dock mojligt att uttyda att AD4 har ndgot hogre liposompreferens i titreringsforso-
ken, en egenskap som troligen uppkommer pa grund av att komplexet ar mer lipofilt. 1
mikroskopiresultaten ar det emellertid svart att spekulera i huruvida denna egenskap hos
AD4 gar att urskilja, da métkéansligheten vid dessa métningar varierar. For att kunna
understka om sa ar fallet skulle en studie med identiska mikroskopinstéllningar for de
olika komplexen behéva utforas.

For A-komplexen ses en storre skillnade mellan D3 och D4. Utifran titreringsférséken tycks
AD4 ha en hogre bindningspreferens for liposomer &n AD3. Dessutom uppfattas en viss
skillnad mellan komplexen da AD4 verkar ha en svag preferens for DNA gentemot RNA.
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Att AD4 binder till DNA, medan AD3 inte gor det i samma utstrickning, skulle kunna
bero pa att den lédngre kolsvansen delvis éverkommer de steriska hinder som orsakas av
ligandernas vridning. AD4 utmérker sig d&ven med sin starka emission vid inbindning till
membranstrukturer. En trolig anledning till detta dr den 6kade lipofiliciteten, pa grund
av den lidngre kolsvansen hos AD4, som ger béttre inbindning till membranstrukturer.

5.3.3 Hur kan kunskapen komma att anvindas i vidare studier?

Den erhallna kunskapen i denna studie kan anvindas som komplement till tidigare studier
som gjorts kring ruteniumkomplex. Studien har ocksa genererat upptéackter som leder till
ytterligare fragestdllningar i kartliggningen av komplexens egenskaper som cellfarger.

Eftersom studien visat en stor skillnad mellan A- och A-komplexens inbindning till DNA
skulle det vara av intresse att studera hur inbindningen av de olika enantiomererna sker till
felvridet DNA. Om A-komplexet da binder in starkt, medan A-komplexet inte binder in,
skulle detta kunna vara ett ytterligare tecken pa att komplexens féormaga till interkalering
beror pa hur ligandernas vridning passar in i DNA-helixens struktur. Det 4r mojligt att
denna skillnad mellan enantiomerer géller fér andra typer av komplex, vilket i s& fall kan
vara en betydande faktor vid framstéllning av nya DNA-prober.

Eftersom skillnaden mellan enantiomerer i denna studie &r markant, medan effekten av
lipofilicitet inte &ar lika framtriadande, vore det intressant att ocksa jamfora enantiomerer
av komplex med bade kortare och ldngre alkyleterkedjor for att hitta skillnader i affinitet.
Da skulle mer selektiva ruteniumkomplex eventuellt kunna upptéckas.

5.3.4 Kan Ru(II)-dppz-komplex anvindas som cellfarger?

Det finns definitivt potential for att Ru(II)-dppz-komplex skall kunna anvindas som fluo-
rescerande cellfarger. Denna studie visar att komplexen uppvisar ”trender” i hur de binder
in till vissa cellkomponenter och hur deras emissionsegenskaper vid inbindningen ser ut.
Att komplexen besitter en light switch-effekt gor dem intressanta i cellstudier, da de inte
ger bakgrundsemission. A-komplexens emission kan liknas vid den kommersiella RNA-
probens, dock med nagot storre emission i resten av cellkdrnan, medan AD3 har storst
potential som DNA-prob da den visar kraftig emission samt bindningspreferens till DNA.
AD4 visar liknande egenskaper och har darfor &ven den potential som DNA-prob. Dock
visar den dven viss preferens till membranstrukturer, vilket kan vara en oonskad bieffekt.
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6 Slutsatser

Syftet med denna studie var att underséka huruvida lipofilicitet och stereokemi paverkar
ruteniumkomplexens egenskaper som fluorescenta cellfarger. Utifran resultat och diskus-
sion har féljande slutsatser kunnat dras:

Ligandernas vridning avgor vilka cellkomponenter komplexen binder till och inverkar
ocksa pa deras emissionsegenskaper.

I spektroskopistudien dr A-komplexen mer selektiva i sin inbindning och féredrar
DNA framfér RNA och membran medan A-komplexen verkar kunna binda till alla
komponenter.

De mer lipofila D4-komplexen har hégre emission i membranstrukturer jamfort med
D3-komplexen.

Resultaten fran spektroskopiférsdken bekraftar mikroskopistudien, da A-komplexen
emitterar hogst i cellkdrnan, men svagt eller inte alls i nukleol samt cytosol. For A-
komplexen é&r fallet det motsatta och liknar infargningsmonstret for den kommersiella
RNA-proben SytoRNA Select.

Av de fyra studerade komplexen har AD3 storst potential som cellfirg och da i
egenskap av DNA-prob.

Dessa slutsatser visar att sma forandringar i strukturen som paverkar stereokemi och
lipofilicitet hos ruteniumkomplexen kan ge stora forédndringar i bindingsaffiniteter samt
emissionsegenskaper och dédrmed deras egenskaper som fluorescenta cellfarger. Resultaten
kan vara till nytta for framtida forskning om hur ruteniumkomplex kan anvindas som
cellfarger.
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Bilaga A: Syntesschema
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Figur 15: Reaktionsschema for syntesen av D3.
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: NMR

Bilaga B

m&w@

'H NMR (400 MEz, CD:0D) & 9.80 (dd, /=83, 1.3 Hz, 2H), 8.74 (ddd, /= 8.3, 5.1, 1.3 Hz, 4H), 8.56 —
8.51 (m, 2H), 8.3 — 8.35 (m, 65), 8.23 (dd, J= 5.4, 1.3 Hz, 2H), $.19 — £.13 (m, 4H), 790 (dd, /=82,
5.4 Hz, H), 7.78 (ddd, J= 12.6.8 3, 5.3 Hz, 4H).
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Figur 16: NMR-spektrum for [Ru(II) (phen)2dppz]2+. Topparna vid 3,3 och 4,8 ppm motsvarar

l6sningsmedlet.
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\\\ _
- H NMR. (400 MHz, CD:0D) & 2.76 (dd, /= 8.2, 1.3 Hz, 2H), .72 (ddd, 7= 83, 49, 1.2 Hz, 4H), 8.50
Z N (s, 2H), 8.35 —8.33 (m. 6H), 8.20 (dd, J= 5.4, 13 Hz, 2H), 8.12(dd. /=52, 1.2 Hz, 2H), 7.87 (dd, /=
_,. 8.3, 5.4 Hz, ), 7.77 (dd, J=8.2, 5.3 Hz, 2H), 7.75 (dd, J=18.3, 5.3 Hz, 2H), 3.66 (t, 7= 6.5 Hz, 4H),
S M 1.81— 1.70 (m, 4E), 1.04 (t, J= 7.4 Hz, 6H).
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NMR-spektrum fér D3. Vid jamférelse med Figur 16 ses fem ytterligare toppar, tre av

dessa motsvarar alkyletergrupper (1,0 ppm, 1,8 ppm och 3,6 ppm). Topparna vid 4,9 ppm och 2,3

ppm motsvarar vatten och aceton.

Figur 17
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Bilaga C: Titreringsforsok med emissionsspektroskopi
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Figur 18: Emissionsspektran for de fyra olika férsoken dér en liposom-l6sning med laddnings-
koncentrationen 40 puM titrerades med en DNA-I6sning till en slutgiltig koncentration pa 40 pM.
De grona linjerna visar emissionsprofilen vid startkoncentrationen och de réda linjerna visar emis-

sionsprofilen efter att alla titreringar utforts.
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Figur 19: Emissionsspektran fér de fyra olika forstken dér en DNA-l6sning titrerades med en
liposomldsning till en slutgiltig laddningskoncentration pa 40 pM. De grona linjerna visar emis-
sionsprofilen vid startkoncentrationen och de réda linjerna visar emissionsprofilen efter att alla
titreringar utférts. Den initiala DNA-koncentration var i (a) 35 pM, i (b) 38 uM, i (c) 34 uM och
i(d) 33 uM.
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Figur 20: Emissionsspektran for de fyra olika forsoken diar en RNA-16sning med koncentrationen
40 uM titrerades med DNA. De grona linjerna visar emissionsprofilen vid startkoncentrationen
och de réda linjerna visar emissionsprofilen efter att alla titreringar utforts. De slutliga DNA-
koncentrationerna i (a), (b) och (c¢) var 30 M och i (d) 20 uM.
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Figur 21: Emissionsspektran for de fyra olika forsoken diar en DN A-16sning med koncentrationen
40 puM titrerades med RNA. De grona linjerna visar emissionsprofilen vid startkoncentrationen
och de réda linjerna visar emissionsprofilen efter att alla titreringar utférts. De slutliga RNA-
koncentrationen var i (a) 7,5 pM, i (b) 24 uM, i (c) 4 uM och i (d) 27 uM.
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