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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

«ΧΡΗΣΗ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΩΣ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΔΙΑΚΟΠΤΩΝ ΚΑΙ 

ΑΝΙΧΝΕΥΤΩΝ ΣΤΟ DNA» 

 

ΚΑΠΛΑΝΗΣ ΜΙΧΑΗΛ 

 

Στην παρούσα διατριβή ουσιαστικά επιχειρείται ο σχεδιασμός και η μελέτη νέων 

συμπλόκων ενώσεων, που μπορούν να δράσουν ως μοριακοί ανιχνευτές στο DNA και 

πιθανοί χημειοθεραπευτικοί παράγοντες. Για το σκοπό αυτό συντέθηκε μια σειρά νέων 

συμπλόκων και χαρακτηρίστηκαν πλήρως με φασματοσκοπία IR, NMR, UV-Vis, ενώ οι 

φωτοφυσικές τους ιδιότητες μελετήθηκαν με φασματοσκοπία εκπομπής. Παρουσιάζεται 

επίσης η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]PF6. Η αλληλεπίδρασή τους 

με το DNA μελετήθηκε με διάφορες τεχνικές όπως CD, ιξωδομετρία, CV, Tm, 

τιτλοδότηση UV-Vis και εκπομπής. Επιπλέον, μελετήθηκε η φωτο-διασπαστική τους 

ικανότητα και η in vitro αντικαρκινική τους δράση έναντι τριών καρκινικών σειρών 

ανθρώπινης προέλευσης. Επιπλέον, μελετήθηκε η δράση τους έναντι του PAF και των 

ενζυματικών του διεργασιών.  

Η αλληλεπίδραση των συμπλόκων του τύπου fac-[Re(CO)3(a-diimine)L]
0/+

 με CT-DNA 

γίνεται κυρίως μέσω συναρμογής στην αύλακα, εκτός από το - υποκατεστημένο με δύο 

εστερομέδες - dppz σύμπλοκο που η δέσμευση είναι παρεμβολικής φύσεως. Αν και το 

dppz παράγωγο αλληλεπιδρά ισχυρότερα από τα υπόλοιπα σύμπλοκα του τύπου αυτού και 

συμπεριφέρεται ως μοριακός διακόπτης φωτός, εντούτοις είναι δύσκολο να προκαλέσει 

άμεση φωτοδιάσπαση του DNA. Τα υπόλοιπα διιμινικά σύμπλοκα του Re(I) προκαλούν 

ικανοποιητική διάσπαση του ενός κλώνου του πλασμιδιακού pBR322 DNA. Μηχανιστικές 

μελέτες έδειξαν ότι τα pq σύμπλοκα διασπούν του DNA μέσω παραγωγής δραστικών 

ειδών οξυγόνου. Το φαινανθρολινικού τύπου σύμπλοκο προκαλεί φωτοδιάσπαση 

ανεξάρτητη από το οξυγόνο.  

Οι DNA-δεσμευτικές μελέτες του νέου τετρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου 

{H2TPyP[Re(CO)3(pq)]4}∙4PF6 έδειξαν ισχυρή αλληλεπίδραση με την αύλακα του DNA. 

Η μιας τάξης μεγέθους μεγαλύτερη σταθερά σύνδεσης του με το DNA, συγκριτικά με τα 

μονομερή σύμπλοκα οφείλεται στις ισχυρές ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με τις 
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φωσφορικές ομάδες του σκελετού του DNA. Το πορφυρινικό αυτό παράγωγο επιδεικνύει 

περισσότερο αποτελεσματική φωτοδιάσπαση του πλασμιδίου pBR322, συγκριτικά με τα 

παραπάνω σύμπλοκα του τύπου fac-[Re(CO)3(a-diimine)L]
0/+

. Η μεταλλοπορφυρίνη 

(TPyP)GaCl δεσμεύεται εξωτερικά μέσω στοιβάγματος στο DNA. Η χαμηλή συγγένεια 

δέσμευσης, δεν επηρεάζει την ικανότητα του συμπλόκου να επάγει την διάσπαση και των 

δύο κλώνων του πλασμιδίου, μέσω μηχανισμού που περιλαμβάνει την παραγωγή 

μονήρους οξυγόνου.  

Χρησιμοποιώντας την ΜΤΤ μέθοδο, μελετήθηκε η in vitro κυτταροτοξική δράση των 

συμπλόκων έναντι τριών καρκινικών σειρών ανθρώπινης προέλευσης, μαστού (MCF-7), 

προστάτη (PC3) και γλοιοβλάστωμα (T98G). Η σύμπλεξη του Re(I) μειώνει σημαντικά 

την τοξικότητα του ελεύθερου υποκαταστάτη phendione. Αντίθετα, τα pq σύμπλοκα 

επιδεικνύουν ισχυρή τοξικότητα, συγκριτικά με τον ελεύθερο pq υποκαταστάτη που είναι 

μη τοξικός. Τα αποτελέσματα των συμπλόκων του τύπου [Re(CO)3(pq)(L)]
0/+

 (όπου L=Cl, 

MeCN, py), υποδεικνύουν την κρισιμότητα του αξονικού υποκαταστάτη και του φορτίου 

του συμπλόκου στην κυτταροτοξικότητα τους. Η πορφυρίνη του Ga(III) έδειξε ισχυρή 

τοξικότητα έναντι των MCF-7 και PC3 κυττάρων και μέτρια τοξικότητα έναντι των T98G 

κυττάρων.  

Τα σύμπλοκα [Re(CO)3(phendione)Cl] και [Re(CO)3[dppz(COOEt)2]Cl], αλλά κυρίως 

το πρόδρομο σύμπλοκο [Re(CO)5Cl] παρουσιάζουν ισχυρή αναστολή της συσσώρευσης 

των αιμοπεταλίων που προκαλείται από τον PAF, σε αντίθεση με τους ελεύθερους 

υποκαταστάτες. Επιπλέον, τα σύμπλοκα επιδρούν στα βιοσυνθετικά ένζυμα του PAF, 

lyso-PAF-AT και PAF-CPT, ενώ το [Re(CO)3(phendione)Cl] αυξάνει τη δραστικότητα 

του καταβολικού ενζύμου LP-PLA2.  

 

 

 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΔΟΣ:  Μοριακοί ανιχνευτές για το DNA με πιθανή αντικαρκινική 

και αντι-φλεγμονώδη δράση.  

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ:  Σύμπλοκα Re(I), Ga(III)-πορφυρίνη, DNA δεσμευτικές 

μελέτες, κυτταροτοξική δράση, PAF.  
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ABSTRACT 

 

“METAL COMPLEXES AS MOLECULAR SWITCHES AND PROBES IN DNA” 

 

KAPLANIS MICHAIL 

 

In the current thesis, we describe the design of metal complexes acting as DNA probes 

and potential chemotherapeutic agents. A series of novel metal complexes was synthesized 

and characterized using IR, NMR, UV-Vis and emission spectroscopy. The crystal 

structure of the complex [Re(CO)3(pq)(py)]PF6 has been determined by X-ray diffraction 

methods. We also studied their DNA-binding properties with a range of techniques such as 

CD, CV, viscosity measurements, Tm, UV-Vis and emission titration. Their DNA 

photocleavage ability and the in vitro antitumor effect against human breast (MCF-7), 

prostate (PC3) and glioblastoma (T98G) cancer were also studied. Moreover, their ability 

to inhibit PAF and to modulate the PAF-basic metabolic enzymes was studied.  

The complexes of the type fac-[Re(CO)3(a-diimine)L]
0/+

 interact with CT-DNA mainly 

via a groove binding mode, in contrast to the substituted dppz complex, which intercalates 

in the base pairs. Although the dppz complex interacts stronger than the other complexes 

and acts as a molecular light switch, it is difficult to promote the DNA photo-cleavage. The 

other a-diimine Re(I) complexes showed nicking of the plasmid pBR322 upon irradiation. 

Mechanistic studies revealed the necessity of the oxygen in the photocleavage ability of the 

pq complexes. The phendione complex cleaves the single strand through an independent 

oxygen mechanism.  

The tetra-rhenium porphyrin complex {H2TPyP[Re(CO)3(pq)]4}∙4PF6 strongly interacts 

with the DNA grooves. Its strong DNA-binding affinity is due to the electrostatic 

interactions with the phosphate backbone. The porphyrin complex is photocatalytically 

more reactive than the monomeric complex. The Gallium(III) porphyrin complex binds to 

DNA with outside self-stacking. Despite the low DNA-binding affinity of the 

metalloporphyrin, it showed a double strand breaks via a mechanism that involves single 

oxygen generation.  

In vitro cytotoxicity studies of the complexes against MCF-7, PC3 and T98G were 

determined using MTT assay. The coordination of the phendione with the Re(I) center 
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significantly reduces the toxicity presented by the ligand. In contrast, pq complexes exhibit 

strong toxicity compared with the nontoxic free pq ligand. The data reveal the crucial role 

of the axial ligand and the charge of the complex of type [Re(CO)3(pq)(L)]
0/+

 (L=Cl, 

MeCN, py), in the cytotoxicity properties. The Ga(III) metalloporphyrin showed strong 

toxicity against MCF-7 and PC3 cell lines, but moderate toxicity against T98G cells.  

In contrast to the free ligands, complexes [Re(CO)3(phendione)Cl], 

[Re(CO)3[dppz(COOEt)2]Cl], and mainly the precursor molecule [Re(CO)5Cl] exhibit 

strong inhibition of PAF aggregation. Moreover, the complexes affect the PAF-

biosynthetic enzymes, lyso-PAF-AT and PAF-CPT, whereas complex 

[Re(CO)3(phendione)Cl] affect the PAF catabolism.  

 

 

 

SUBJECT AREA:  DNA molecular probes with potential antitumor and anti-

inflammatory activity.  

KEYWORDS:  Re(I) complexes, Ga(III)-porphyrin, DNA binding, cytotoxicity 

studies, PAF.   
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ – ΣΚΟΠΟΣ 

 

Η Ανόργανη Χημεία προσφέρει ένα ευρύ πεδίο εφαρμογής στο σχεδιασμό νέων 

φαρμακευτικών παραγόντων, εξαιτίας της χημείας ένταξης και των οξειδοαναγωγικών 

ιδιοτήτων του μεταλλικού κέντρου. Στην πραγματικότητα, μεγάλο μέρος της έρευνας στον 

τομέα αυτό έχει ξεκινήσει από την ανακάλυψη της αντικαρκινικής δράσης του cisplatin, 

και στην προσπάθεια κατανόησης του μηχανισμού δράσης του. Έτσι, τις τελευταίες 

δεκαετίες έχει αναπτυχθεί πλήθος συμπλόκων μετάλλων μετάπτωσης που έχουν ως στόχο 

το DNA, και μπορούν να δράσουν ως πιθανοί χημειοθεραπευτικοί παράγοντες. Από την 

άλλη πλευρά, ενώσεις του Ga(III) έχουν δείξει σημαντική αντικαρκινική δραστικότητα, 

μέσω ενός μηχανισμού αναστολής της δραστικότητας του ενζύμου που σχετίζεται με τη 

σύνθεση του DNA.  

Επιπλέον, μελέτες έχουν δείξει ότι πολλές φορές η διεγερμένη κατάσταση των 

μεταλλικών συμπλόκων είναι αυτή που προκαλεί διάσπαση του DNA (φωτοδυναμική 

θεραπεία). Σχετικά πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει την εμπλοκή του PAF με τον καρκίνο 

και τις παρενέργειες του αντικαρκινικού συμπλόκου cisplatin.  

Τα τρικαρβόνυλο σύμπλοκα του Re(I) είναι εξαιρετικά ενδιαφέροντα στην προσπάθεια 

αυτή λόγω των μοναδικών φωτοχημικών και φωτοφυσικών ιδιοτήτων τους. Αλλάζοντας 

είτε τον διιμινικό ή τον αξονικό υποκαταστάτη μπορούν να ελεγχθούν όχι μόνο οι 

φωτοφυσικές ιδιότητες τους αλλά και το είδος της αλληλεπίδρασης με το DNA. 

Συγκεκριμένα, μπορούν να δράσουν όχι μονό ως μοριακοί ανιχνευτές και μοριακοί 

διακόπτες φωτός για το DNA, αλλά και να προκαλέσουν φωτο-διάσπασή του μετά από 

ακτινοβόληση. Το τελευταίο τα καθιστά πολύ ενδιαφέροντα στη χρήση τους ως 

φωτοευαισθητοποιητές στη φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου. Σε αυτό το πεδίο 

έρευνας εξαιρετικά ενδιαφέροντα μόρια είναι οι πορφυρίνες, λόγω της απορρόφησης τους 

στην περιοχή του κόκκινου και την ικανότητα τους να παράγουν δραστικά είδη οξυγόνου.  

Στόχος λοιπόν, της παρούσας διατριβής είναι ο σχεδιασμός νέων συμπλόκων ενώσεων, 

που να στοχοποιούν το DNA και να μπορούν να δράσουν ως μοριακοί ανιχνευτές, πιθανοί 

χημειοθεραπευτικοί παράγοντες, αλλά και ως φωτοευαισθητοποιητές στη φωτοδυναμική 

θεραπεία του καρκίνου. Πιο συγκεκριμένα, η παρούσα εργασία αφορά στη σύνθεση και 

χαρακτηρισμό νέων συμπλόκων ενώσεων του Re και του Ga και στην πλήρη μελέτη 

αλληλεπίδρασης τους με το DNA. Μελετάται επίσης η ικανότητα τους στη φωτο-

επαγόμενη διάσπαση του νουκλεϊκού οξέος, ενώ γίνεται και μια προσπάθεια εύρεσης του 
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μηχανισμού οξείδωσης. Η in vitro αντικαρκινική τους δράση μελετάται έναντι τριών 

καρκινικών σειρών ανθρώπινης προέλευσης. Επιπλέον, είναι η πρώτη φορά που 

επιχειρείται η μελέτη της αντι-φλεγμονώδους δράσης συμπλόκων του Re(I), σε μια 

προσπάθεια σύνθεσης νέων ενώσεων με ταυτόχρονη αντι-καρκινική και αντι-PAF δράση, 

αφού στη βιβλιογραφία αποδεικνύεται η προστατευτική δράση των αναστολέων του PAF 

στις παρενέργειες των αντικαρκινικών παραγόντων. Έτσι λοιπόν, σύμπλοκα του Re(I) 

δοκιμάζονται ως προς τη δράση τους έναντι της συσσώρευσης του PAF και τη συμμετοχή 

τους στη μεταβολική του διαδικασία.  

Οι υποκαταστάτες phendione και dppz-ester επιλέχθηκαν λόγω της επιπεδότητας τους, 

αλλά και της ισχυρής κυτταροτοξικής δράσης των φαινανθρολινικών παραγώγων. Από την 

άλλη πλευρά ο κινοξαλινικός υποκαταστάτης (pq) ήταν μια πρόκληση για εμάς, καθώς δεν 

έχει μελετηθεί καθόλου η βιολογική του δράση. Με τις παραπάνω διιμίνες μελετήθηκε σε 

μοριακό και βιολογικό επίπεδο μια σειρά νέων συμπλόκων του τύπου fac-[Re(CO)3(a-

diimine)L]
0/+

. Από την άλλη πλευρά, επιχειρήθηκε να συνδυαστούν οι εξαιρετικές 

φωτοφυσικές ιδιότητες των πορφυρινών με το βιολογικό ενδιαφέρον του γαλλίου, κάτι 

που τελικά οδήγησε στη σύνθεση και μελέτη ενός νέου γαλλιο-πορφυρινάτο συμπλόκου.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Η ΔΟΜΗ ΤΟΥ DNA 

 

1.1. Δομικά συστατικά του DNA [1,2]  

Τα νουκλεϊκά οξέα (DNA, RNA) αποθηκεύουν, εκφράζουν και μεταφέρουν από τη μια 

γενιά στην επόμενη τις πληροφορίες, οι οποίες είναι απαραίτητες για τη διατήρηση της 

ζωής. Τα νουκλεϊκά οξέα είναι βιοπολυμερή που αποτελούνται από νουκλεοτίδια. Κάθε 

νουκλεοτίδιο αποτελείται από μια αζωτούχο βάση, ένα σάκχαρο και από μόρια 

φωσφορικού οξέος.  

Οι αζωτούχες βάσεις μπορεί να είναι είτε πουρίνες είτε πυριμιδίνες (Σχήμα 1.1). Οι 

πουρίνες είναι δύο, η αδενίνη (Α) και η γουανίνη (G) και οι πυριμιδίνες είναι τρεις, η 

κυτοσίνη (C), η θυμίνη (T) και η ουρακίλη (U). Η θυμίνη βρίσκεται μόνο στο DNA και η 

ουρακίλη μόνο στο RNA. Εκτός από αυτές, πιο σπάνια συναντώνται και άλλες βάσεις, 

όπως για παράδειγμα η 5-μεθυλοκυτοσίνη (DNA μερικών φυτών και βακτηρίων), 5-

υδροξυμεθυλοκυτοσίνη (DNA βακτηρίων), η 2-θειοουρακίλη (βακτηριακό tRNA).  
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Σχήμα 1.1. Κύριες βάσεις των νουκλεϊκών οξέων. 
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Το κύριο σακχαρικό συστατικό των νουκλεϊκών οξέων είναι η D-ριβόζη στο RNA και η 

2΄-δεοξυ-D-ριβόζη στο DNA. Και τα δύο αυτά σάκχαρα σε μια νουκλεοτιδική αλυσίδα 

βρίσκονται υπό τη μορφή της β-D-φουρανόζης (Σχήμα 1.2).  

Ένας νουκλεοζίτης αποτελείται από μία βάση πουρίνης ή πυριμιδίνης δεσμευμένη σε 

ένα σάκχαρο. Τα νουκλεοσίδια, (αδενοσίνη, γουανοσίνη, κυτιδίνη, ουριδίνη για το RNA 

και τα αντίστοιχα δεοξυ-παράγωγα για το DNA) σχηματίζονται με γλυκοζιτικό δεσμό 

μεταξύ του αζώτου 9 (Ν9) των πουρινών ή του Ν1 των πυριμιδινών με τον άνθρακα 1 

(C1) του σακχάρου (D-ριβόζη, 2′-δεοξυ-D-ριβόζη). Η διαμόρφωση αυτού του Ν-

γλυκοζιτικού δεσμού είναι μορφής β, δηλαδή η βάση βρίσκεται πάνω από το επίπεδο του 

δακτυλίου του σακχάρου (Σχήμα 1.3).  
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Σχήμα 1.2. Τα σάκχαρα των νουκλεϊκών οξέων. 
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Σχήμα 1.3. Παραδείγματα νουκλεοσιδίων, η 2΄-δεοξυαδενοσίνη (2΄-dAdo) και η αδενοσίνη (Ado). 

 

Τα νουκλεοτίδια είναι φωσφορυλιωμένοι νουκλεοζίτες (φωσφορικοί μονοεστέρες των 

νουκλεοζιτών) στη θέση 3΄ ή 5΄ (ή και 2΄ στα ριβονουκλεοσίδια). Ονομάζονται ως οξέα 

από το όνομα τις αντίστοιχης βάσης, δηλώνοντας σε παρένθεση τη θέση φωσφορυλίωσης 

(π.χ. δεοξυαδενυλικό (5΄) οξύ), ή ως υπακατεστημένο νουκλεοσίδιο (π.χ. 5΄-φωσφορική 

δεοξυαδενοσίνη) (Σχήμα 1.4). Περαιτέρω φωσφορυλίωση οδηγεί σε δι- και 

τριφωσφορικούς εστέρες. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το πολύ σημαντικό 

νουκλεοτίδιο τριφωσφορική αδενοσίνη (ATP), που περιέχει την πουρινική βάση, αδενίνη. 
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Το ATP είναι ο φορέας ελεύθερης ενέργειας στα βιολογικά συστήματα. Η 5΄-

τριφωσφορική δεοξυαδενοσίνη (dATP) είναι ένα ενεργοποιημένο πρόδρομο μόριο στη 

σύνθεση του DNA. Το σύμβολο d στο dATP δηλώνει ότι το σάκχαρο είναι δεοξυριβόζη.  

Σε ένα νουκλεοτίδιο, τα άτομα της αζωτούχου βάσης αριθμούνται ως 1,2,3 κτλ. και τα 

μόρια των σακχάρων, είτε είναι δεοξυριβόζη (για το DNA) είτε ριβόζη (για το RNA), 

αριθμούνται 1΄,2΄,3΄ κτλ. Ο C1΄ ενώνεται με το Ν9 μιας πουρίνης ή με το Ν1 μιας 

πυριμιδίνης. Τα άτομα της σακχαρικής συνιστώσας των νουκλεοτιδίων είναι αυτά που 

αποτελούν τη σύνδεση μεταξύ της βάσης και της φωσφορικής ομάδας. Η φωσφορική 

ομάδα ενώνεται με τη δεοξυριβόζη με ένα εστερικό δεσμό μεταξύ μιας αρνητικά 

φορτισμένης οξυγον-ομάδας και του C5΄ της δεοξυριβόζης (Σχήμα 1.4).  
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Σχήμα 1.4. Το νουκλεοτίδιο, 5΄-φωσφορική δεοξυαδενοσίνη, και οι δεσμοί μεταξύ της φωσφορικής 

ομάδας, του σακχάρου και της αζωτούχου βάσης. 

 

1.2. Δομή και διαμόρφωση του DNA. Το μοντέλο της διπλής έλικας [1,2] 

Τα νουκλεϊνικά οξέα είναι πολυμερή αποτελούμενα από νουκλεοτίδια συνδεδεμένα 

μέσω φωσφοδιεστερικού δεσμού μεταξύ της 3΄-υδροξυλομάδας του ενός νουκλεοτιδίου 

και της 5΄-υδροξυλομάδας του γειτονικού νουκλεοτιδίου (Σχήμα 1.5). Κάθε σάκχαρο, 

λοιπόν, έχει δύο εστερικούς δεσμούς στα άτομα 5΄Ο και 3΄Ο. Η αλυσίδα του DNA 

περιγράφεται έχοντας μια κατεύθυνση, που ορίζεται ως το σύνολο συνεχομένων 

νουκλεοτιδίων αρχίζοντας στο 5΄Ο και πηγαίνοντας στο 3΄Ο (κατεύθυνση 5΄→3΄). 

Δηλαδή, το πρώτο νουκλεοτίδιο έχει ελεύθερη την 5΄ θέση (-ΟΗ ή φωσφορική ομάδα), 

ενώ το τελευταίο έχει ελεύθερη την 3΄ θέση. Αυτό, αποτελεί και τον κορμό (backbone) του 

DNA, ο οποίος δεν αλλάζει κατά μήκος του μορίου. Το μεταβλητό τμήμα είναι μία 

αλληλουχία τεσσάρων βάσεων (A, G, C, T) (πρωτοταγής δομή). Εν συντομία λοιπόν, το 

πολυνουκλεοτίδιο του Σχήματος 1.5 γράφεται pTpCpA ή TCA, όπου το αριστερό άκρο 

ονομάζεται 5΄ άκρο και το δεξί 3΄ άκρο.  
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Όλες οι κοινές βάσεις του DNA είναι αφόρτιστες σε ουδέτερο pH, σε αντίθεση με το 

φωσφορικό διεστέρα που είναι αρνητικά φορτισμένος.  

 

 

Σχήμα 1.5. Δομή ενός πολυνουκλεοτιδικού τμήματος DNA. 

 

Ανάλογα με την ιδιαίτερη βιολογική τους λειτουργία, είναι δυνατόν τα δύο είδη των 

νουκλεϊκών οξέων (DNA και RNA) να υπάρχουν, είτε στη μορφή ενός κλώνου ή δύο 

κλώνων μαζί, σχηματίζοντας δεξιόστροφη ελικοειδή δομή. Οι δύο κλώνοι (αλυσίδες) στην 

έλικα αυτή είναι τοποθετημένοι αντιπαράλληλα έτσι ώστε οι απέναντι, συμπληρωματικές, 

βάσεις να βρίσκονται σε αλληλεπίδραση χάρη στους δεσμούς υδρογόνου.  

Το 1953 οι J. Watson και F. Crick [3] πρότειναν την τρισδιάστατη δομή του DNA. Αυτό 

το λαμπρό επίτευγμα είναι το πιο σημαντικό στην ιστορία της βιολογίας, γιατί οδήγησε 

στην κατανόηση της λειτουργίας των γονιδίων σε μοριακό επίπεδο. Οι Watson και Crick 

ανέλυσαν φωτογραφίες περίθλασης ακτίνων-Χ από ισχυρά εφυδατωμένες ίνες DNA των 

R. Franklin και M. Wilkins, και πρότειναν το μοντέλο της διπλής έλικας του DNA, τα 

κυριότερα χαρακτηριστικά του οποίου είναι:  

o Το DNA αποτελείται από δύο πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες με αντίθετες 

κατευθύνσεις, που περιστρέφονται με δεξιόστροφη φορά γύρω από έναν κοινό άξονα 

σχηματίζοντας μία διπλή έλικα. Οι σκελετοί των δύο κλώνων τυλίγονται γύρω από την 

εσωτερική πλευρά των βάσεων σαν κάγκελα περιστρεφόμενης σκάλας (Σχήμα 1.6).  

o Οι βάσεις, πουρίνες και πυριμιδίνες, είναι υδρόφοβες και βρίσκονται στο εσωτερικό 

της έλικας, ενώ τα φωσφορικά και οι μονάδες δεοξυριβόζης βρίσκονται στο εξωτερικό 

μέρος της έλικας και είναι εκτεθειμένες σε υδατικό περιβάλλον. Το επίπεδο των 
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βάσεων είναι σχεδόν κάθετο προς τον άξονα της έλικας, ενώ το επίπεδο των σακχάρων 

είναι σχεδόν κάθετο σε αυτό των βάσεων.  

o Η ακριβής διάμετρος της διπλής έλικας είναι 23.7 Å. Δύο διαδοχικές βάσεις απέχουν η 

μία από την άλλη 3.4 Å και η μεταξύ τους γωνία στροφής είναι 36
ο
. Επομένως, η έλικα 

είναι δεξιόστροφη και έχει 10.4 ζεύγη βάσεων ανά στροφή (κατάλοιπα), δηλαδή ανά 

34 Å επαναλαμβάνεται η ελικοειδής δομή και η απόσταση αυτή καλείται βήμα της 

έλικας (Σχήμα 1.6).  

o Οι δύο αλυσίδες συνδέονται με δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των ζευγών βάσεων. Η 

αδενίνη ζευγαρώνει πάντοτε με τη θυμίνη, με δύο δεσμούς υδρογόνου και η γουανίνη 

πάντοτε με την κυτοσίνη με τρεις δεσμούς υδρογόνου (Σχήμα 1.7). Οι βάσεις είναι 

τοποθετημένες, έτσι ώστε να είναι δυνατή η αλληλεπίδραση των π-ηλεκτρονίων τους. 

Το στοίβαγμα των βάσεων (base stacking) σε κάθε αλυσίδα ενισχύεται από την 

αντίθετη περιστροφή των δύο βάσεων ενός ζεύγους γύρω από τον άξονα τους. Οι 

δεσμοί υδρογόνου και το στοίβαγμα των βάσεων σταθεροποιούν τη δευτεροταγή δομή 

του μορίου. 

o Οι δύο αλυσίδες του μορίου DNA είναι συμπληρωματικές και αυτό υποδηλώνει ότι η 

αλληλουχία της μιας καθορίζει την αλληλουχία της άλλης. Επιπλέον, η αλληλουχία 

των βάσεων κατά μήκος της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας δεν έχει κανένα 

περιορισμό. Η ιδιότητα αυτή καθιστά το DNA το καταλληλότερο μόριο για τη 

διατήρηση και μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας, που πραγματοποιείται χάρη 

στην ακριβή αλληλουχία των βάσεών του.  

Η δομή που πρότειναν οι Watson και Crick είναι γνωστή ως η έλικα Β-DNA και είναι η 

επικρατέστερη δομή σε φυσιολογικές συνθήκες (υψηλό ποσοστό υδάτωσης ~92% και 

μέτρια συγκέντρωση ηλεκτρολυτών) [4]. Ένα αξιοσημείωτο χαρακτηριστικό της έλικας Β-

DNA είναι η παρουσία δύο ειδών αυλακών, οι οποίες καλούνται μεγάλη αύλακα (major 

groove) και μικρή αύλακα (minor groove) (Σχήμα 1.6). Οι αύλακες αυτές προκύπτουν, 

επειδή οι γλυκοζιτικοί δεσμοί ενός ζεύγους βάσεων δεν βρίσκονται εκ διαμέτρου απέναντι 

ο ένας στον άλλον.  

Η μικρή αύλακα έχει άνοιγμα μικρότερο από 180
ο
, πλάτος 6 Å και βάθος 7.5 Å. Η 

μικρή αύλακα περιέχει το πυριμιδινικό Ο2 και το πουρινικό Ν3 του ζεύγους των βάσεων, 

ενώ η μεγάλη αύλακα βρίσκεται στην αντίθετη πλευρά του ζεύγους (Σχήμα 1.7). Στη 

μικρή αύλακα, το Ν3 της αδενίνης και της γουανίνης, και το Ο2 της θυμίνης και της 

κυτοσίνης μπορούν να δράσουν ως δέκτες υδρογόνου (να σχηματίσουν δεσμό υδρογόνου 
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με το υδρογόνο ενός άλλου μορίου) ενώ η αμινομάδα στον C2 της γουανίνης είναι δότης 

υδρογόνου.  

 

 

Σχήμα 1.6. Σκελετικό τμήμα της διπλής έλικας του DNA. Η δομή επαναλαμβάνεται κάθε 3.4 nm (ή 

34Å) και αντιστοιχεί σε 10 κατάλοιπα της κάθε αλυσίδας. 

 

 

Σχήμα 1.7. Τα ζεύγη βάσεων αδενίνη (A)-θυμίνη (T) (αριστερά) και γουανίνη (G)-κυτοσίνη (C) (δεξιά) 

του DNA και οι δεσμοί υδρογόνου. Σχηματισμός μεγάλης και μικρής αύλακας. 

 

Αντίστοιχα, η μεγάλη αύλακα έχει πλάτος 12 Å, άνοιγμα μεγαλύτερο από 180º και 

βάθος 8.5 Å. Στη μεγάλη αύλακα, το Ν7 της γουανίνης και της αδενίνης είναι 

αποτελεσματικός δέκτης, όπως επίσης το Ο4 της θυμίνης και το Ο6 της γουανίνης. Η 

αμινομάδα στον C6 της αδενίνης και στον C4 της κυτοσίνης μπορεί να λειτουργήσει ως 

δότης υδρογόνου. Να σημειωθεί, ότι η μεγάλη αύλακα εμφανίζει πιο ευδιάκριτα 

χαρακτηριστικά από ότι η μικρή αύλακα. Επίσης, το μεγαλύτερο μέγεθος της μεγάλης 
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αύλακας την κάνει πιο προσιτή για αλληλεπιδράσεις με πρωτεΐνες οι οποίες αναγνωρίζουν 

ειδικές αλληλουχίες του DNA.  

Ανάλογα με τη σύνθεση των βάσεων, το DNA μπορεί να λάβει διάφορες διαμορφώσεις 

κάτω από διαφορετικές συνθήκες. Σε όλες αυτές τις διαμορφώσεις ισχύουν οι ίδιοι 

κανόνες για τα ζεύγη βάσεων. Οι μεταβολές δεν επηρεάζουν το περιεχόμενο των 

πληροφοριών του DNA, μπορούν όμως να επηρεάσουν τη ρύθμιση της έκφρασης των 

γονιδίων.  

Η πιο κοινή διαμόρφωση και αυτή που ανακάλυψαν οι Watson και Crick, είναι η Β-

διαμόρφωση του DNA (Β-DNA) (Σχήμα 1.8), την οποία λαμβάνει το DNA σε υψηλές 

τιμές υγρασίας και παρουσία περίσσειας άλατος. Τα χαρακτηριστικά της διαμόρφωσης 

αυτής περιγράφονται παραπάνω.  

 

 

Σχήμα 1.8. Οικογένειες διαμορφώσεων του DNA. 

 

Μελέτες με περίθλαση ακτίνων-X αφυδατωμένων ινιδίων του DNA αποκάλυψαν μια 

διαφορετική μορφή που ονομάζεται Α-DNA, η οποία εμφανίζεται όταν η σχετική υγρασία 

μειώνεται κάτω από περίπου 75% [5]. Το Α-DNA είναι μια δεξιόστροφη διπλή έλικα που 

σχηματίζεται από δύο αντιπαράλληλες αλυσίδες συγκρατούμενες μεταξύ τους με ζεύγη 

βάσεων, σύμφωνα με τον κανόνα της συμπληρωματικότητας. Η έλικα Α-DNA είναι 

πλατύτερη και κοντύτερη από ότι η έλικα Β-DNA. Τα ζεύγη βάσεων του Α-DNA 

εμφανίζουν μια κλίση προς τον άξονα της έλικας, σε αντίθεση με το Β-DNA που είναι 

συμμετρικά σε σχέση με τον άξονα της. Έτσι, στο Α-DNA η μεγάλη αύλακα γίνεται 

στενότερη και βαθύτερη, ενώ η μικρή αύλακα γίνεται φαρδύτερη και πιο ρηχή (Σχήμα 

1.8).  
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Μια άλλη διαμόρφωση του DNA που εμφανίζεται σε υψηλές συγκεντρώσεις κατιόντων 

είναι το Ζ-DNA. Η διπλή έλικα του Ζ-DNA είναι αριστερόστροφη, σε αντίθεση με τις 

έλικες του Α- και Β-DNA. Επιπλέον, τα φωσφορικά του σκελετού του μορίου έχουν 

διάταξη ζιγκ-ζαγκ. Μία τρίτη διαφορά είναι ότι το Ζ-DNA περιέχει μια μόνο βαθιά 

ελικοειδή αύλακα. Το Ζ-DNA είναι εφικτό από αλληλουχίες εναλλασσόμενων 

πυριμιδινών και πουρινών (GC). Στο Ζ-DNA η πυριμιδίνη είναι αντι- και η πουρίνη (G) 

είναι συν (Σχήμα 1.8).  

Μια άλλη μορφή της διπλής έλικας του DNA είναι η C [6]. Και αυτή η διαμόρφωση 

είναι δεξιόστροφη και κάθε στροφή της έλικας περιέχει 9.3 ζεύγη βάσεων σύμφωνα με το 

πρωταρχικό μοντέλο. Παρουσιάζει μία απόκλιση 6
ο
 από την κάθετο στον άξονα της έλικας 

και μία ελαφρά στροφή των βάσεων. Στην πραγματικότητα, η C-διαμόρφωση είναι μία 

διαφοροποίηση της Β μορφής. Διαφοροποιήσεις υπάρχουν και για την Α όπως και για τη 

Β μορφή. Έτσι, αυτές αντιπροσωπεύουν περισσότερο δομικές οικογένειες, παρά 

«μοναδικές εφικτές διαμορφώσεις» της διπλής έλικας.  

 

1.3. Τρόποι δέσμευσης στο DNA [7,8] 

Η μεγάλη ποικιλία των δομικών χαρακτηριστικών των νουκλεϊκών οξέων, καθώς και οι 

διάφορες κατηγορίες χημικών ομάδων (σάκχαρα, φωσφορικές ομάδες, αζωτούχες βάσεις) 

που υπάρχουν σε αυτά, τους δίνουν τη δυνατότητα να μπορούν να αλληλεπιδρούν με 

πολλές κατηγορίες μορίων, από πρωτεΐνες μέχρι μικρά οργανικά μόρια. Η δέσμευση των 

μορίων αυτών με το DNA μπορεί να είναι αντιστρεπτή ή μόνιμη, με την τελευταία 

περίπτωση να περιλαμβάνει συνήθως το σχηματισμό ομοιοπολικού δεσμού. Η 

αντιστρεπτή δέσμευση περιλαμβάνει μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις, οι οποίες είναι 

ασθενέστερες κατά τουλάχιστον μία τάξη μεγέθους από έναν τυπικό χημικό δεσμό, 

παρόλα αυτά όμως κυριαρχούν σε πολλές διεργασίες. Η σύμπλεξη με το DNA μπορεί να 

είναι, είτε εκλεκτική ως προς την εκάστοτε ακολουθία βάσεων (οι αντιδράσεις αυτές 

γίνονται αποκλειστικά σε ένα νουκλεοτίδιο ή σε πεπερασμένη ομάδα), είτε εντελώς 

ανεξάρτητη από την αλληλουχία των βάσεων (αυτές οι αντιδράσεις πραγματοποιούνται σε 

οποιοδήποτε σημείο κατά μήκος του βιοπολυμερούς).
 
 

 

1.3.1. Μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις  

Οι μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις διαφόρων ανόργανων ή οργανικών μορίων είναι 

άκρως σημαντικές, κυρίως, γιατί βοηθούν στη μοριακή αναγνώριση των νουκλεϊκών 
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οξέων. Τα άτομα των βάσεων και οι ανιοντικές φωσφορικές ομάδες μετέχουν στο 

σχηματισμό δεσμών υδρογόνου, δεσμών Van der Waals, υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων, 

π-π αλληλεπιδράσεων και ετεροπολικών αλληλεπιδράσεων. Σε πρώτη φάση, υπάρχουν 

τρεις τρόποι αντιστρεπτής δέσμευσης με τη διπλή έλικα του DNA: (1) η εξωτερική 

ηλεκτροστατική δέσμευση (electrostatic binding) με το φωσφορικό σκελετό του DNA, (2) 

οι αλληλεπιδράσεις με τις αύλακες (groove binding) του DNA, και (3) η παρεμβολή 

(intercalation) μεταξύ των ζευγών βάσεων.  

 

1.3.1.1. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις (electrostatic binding)  

Αυτός ο τρόπος συναρμογής είναι κυρίως ηλεκτροστατικής φύσης και περιλαμβάνει την 

αλληλεπίδραση μεταξύ θετικά φωτισμένων ομάδων με τις αρνητικά φορτισμένες 

φωσφορικές ομάδες του ολιγονουκλεοτιδίου. Απαραίτητη προϋπόθεση, λοιπόν, για την 

εξωτερική συναρμογή είναι η ύπαρξη θετικού φορτίου στην ένωση. Είναι σημαντικό να 

αναφέρουμε πως οι φωσφορικές ομάδες της αλυσίδας αντιδρούν ηλεκτροστατικά με 

κατιόντα, όπως Na
+
 ή Mg

2+
, με αποτέλεσμα να σταθεροποιούν τη δομή της έλικας του 

βιοπολυμερούς.  

Τέτοιου είδους ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις είναι γενικά ασθενείς κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες για μονοκατιοντικά μόρια με σχετικά μικρό ποσοστό παρεμβολής 

ή δέσμευσης στις αύλακες. Όμως, τέτοιου είδους αλληλεπιδράσεις συνεισφέρουν 

σημαντικά στην ελεύθερη ενέργεια σύνδεσης ισχυρά φορτισμένων μορίων στο DNA, 

συμπεριλαμβανομένων των πρωτεϊνών. Γενικά, μικρά μόρια τα οποία συνδέονται ισχυρά 

με το DNA, πάντα περιέχουν φορτισμένες ομάδες στη δομή τους. 

 

1.3.1.2. Δέσμευση στις αύλακες (groove binding) 

Ένα μόριο μπορεί να αλληλεπιδράσει με το DNA, είτε μέσω της μεγάλης, είτε μέσω της 

μικρής αύλακας της Β-διαμόρφωσης του DNA. Συνήθως, τα πρωτεϊνικά μόρια μεγάλου 

μοριακού βάρους δεσμεύονται στην μεγάλη αύλακα, ενώ τα μικρά οργανικά αρωματικά 

μόρια με μικρό μοριακό βάρος (Μ.Β.<1000) δεσμεύονται κυρίως στην μικρή αύλακα, που 

είναι περισσότερο εκτεθειμένη. Ένα πλήθος από φυσικές ουσίες, αλλά και μεταλλικά 

σύμπλοκα, αλληλεπιδρούν με τον τρόπο αυτό με τη διπλή έλικα, όπως για παράδειγμα τα 

φάρμακα distamycin, netropcin, anthramycin. Το αντιβιοτικό netropsin, για παράδειγμα, 

ήταν το πρώτο που αναφέρθηκε ως ένωση που αλληλεπιδρά με το DNA με συναρμογή 

στην αύλακα και μάλιστα με επιλεκτικότητα σε περιοχές πλούσιες στην ακολουθία ΑΤ.  
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Το μοντέλο συναρμογής στην αύλακα περιλαμβάνει δύο στάδια. Πρώτα λαμβάνει χώρα 

υδρόφοβη μετακίνηση του υποκαταστάτη από το διάλυμα προς την έλικα και στη συνέχεια 

αναπτύσσονται μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις, όπως δεσμοί υδρογόνου με τα ζεύγη 

βάσεων και δεσμοί Van der Waals με τα τοιχώματα της αύλακας. Αξίζει να σημειωθεί ότι 

η δέσμευση στην αύλακα επιτρέπει αλλά δεν απαιτεί εκτεταμένες αλλαγές στη 

διαμόρφωση της διπλής έλικας του DNA. Για παράδειγμα η distamycin Α επιφέρει 

αμελητέα αλλαγή στο διπλόκλωνο DNA, σε αντίθεση με τις πολυσθενείς κατιοντικές 

πολυαμίνες (όπως η spermine) που μπορούν να επιφέρουν κάμψη της έλικας. 

 

1.3.1.2. Παρεμβολή μορίων στη διπλή έλικα του DNA (Intercalation)  

Ένας άλλος σημαντικός μηχανισμός μη ομοιοπολικής πρόσδεσης μορίων, είναι η 

παρεμβολή (intercalation) των μορίων αυτών στα ζεύγη βάσεων του DNA. Η παρεμβολή 

αυτή, που προτάθηκε για πρώτη φορά το 1961 από τον Lerman [9], λαμβάνει χώρα όταν 

ένα αρωματικό συνήθως μόριο βρεθεί ανάμεσα στα στοιβαγμένα ζεύγη βάσεων του DNA.  

Μεγάλη ποικιλία μορίων, όπως το βρωμίδιο του αιθιδίου (ethidium bromide) και μικρά 

φάρμακα, όπως η actinomycin D και η daunomycin, έχει βρεθεί ότι μπορούν να 

διεισδύσουν ανάμεσα στις βάσεις του DNA. Όσον αφορά τα μεταλλικά σύμπλοκα το ρόλο 

του παρεμβολέα παίζει συνήθως ο υποκαταστάτης του συμπλόκου, που είναι ένας 

επίπεδος ετεροκυκλικός αρωματικός υποκαταστάτης. Για σύμπλοκα που είναι επίπεδα 

τετραγωνικά, όπως για παράδειγμα του Pt(II) ή του Pd(II), υπάρχει το ενδεχόμενο 

ολόκληρο το μόριο να παίζει το ρόλο του παρεμβολέα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα, 

αποτελεί το [Pt(terpy)Cl]
+
 (όπου terpy = 2,2΄,2΄΄-terpyridine) που παρεμβάλλεται ανάμεσα 

στα ζεύγη βάσεων της διπλής έλικας του DNA [10,11]. 

Η παρεμβολή περιορίζεται από την αρχή του αποκλεισμού των γειτονικών θέσεων 

(neighbor exclusive principle) [12], η οποία αναφέρει ότι τα μόρια του φαρμάκου δεν 

μπορούν να καταλάβουν δύο διαδοχικές θέσεις (Σχήμα 1.9). Δηλαδή η παρεμβολή ενός 

μορίου ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων του DNA, αποκλείει τη σύνδεση άλλου μορίου σε 

γειτονικές θέσεις.  

Αν και υπάρχουν πολλά κρυσταλλογραφικά δεδομένα, η φύση της παρεμβολής δεν είναι 

πλήρως κατανοητή. Η παρεμβολή πιστεύεται, ότι γίνεται με ένα μηχανισμό που 

περιλαμβάνει τρία στάδια. Αρχικά, το DNA υφίσταται μια αλλαγή στη διαμόρφωση του, 

διαχωρίζονται τα ζεύγη των βάσεων του, αποελίσσονται οι κλώνοι του και δημιουργείται 

μια κοιλότητα, όπου αποτελεί το σημείο της παρεμβολής. Στο δεύτερο στάδιο, γίνεται η 
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διαδικασία της υδρόφοβης μεταφοράς του μη πολικού επίπεδου αρωματικού συστήματος 

στο σημείο της παρεμβολής μέσα στη διπλή έλικα. Στο τρίτο στάδιο, λαμβάνουν χώρα μη 

ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις (συνήθως δυνάμεις van der Waals) και η δημιουργία 

δεσμών υδρογόνου. Αύξηση της σταθερότητας του συστήματος παρατηρείται όταν το 

μόριο παρεμβολέας είναι θετικά φορτισμένος.  

Πολλές φορές, προκαλούνται δομικές αλλαγές στην έλικα του βιοπολυμερούς, με σκοπό 

να σταθεροποιηθεί το μόριο ανάμεσα στα στοιβαγμένα ζεύγη βάσεων. Αυτές οι δομικές 

αλλαγές οδηγούν πολλές φορές σε μερικό ξετύλιγμα της έλικας και επιμήκυνση του 

μορίου, με συνέπεια να προκαλούνται εμφανείς αλλαγές στην υδροδυναμική συμπεριφορά 

του πολυμερούς, όπως μεταβολή του ιξώδους και αλλαγή της ηλεκτροφορητικής 

ευκινησίας. Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως (§1.2-μοντέλο διπλής έλικας), η στροφή της 

Β διαμόρφωσης του DNA είναι 36
ο
, προκειμένου όμως, να εισχωρήσει ένα μόριο 

παρεμβολέας, παρατηρείται μια μείωση της γωνίας περιστροφής. Για παράδειγμα, η 

παρεμβολή του βρωμιδίου του αιθιδίου, επιφέρει μείωση της περιστροφής έως και 10
ο
 [7]. 

Η παρεμβολή οδηγεί επίσης και σε θερμική σταθεροποίηση της δομής.  

 

 

Σχήμα 1.9. Σχηματική αναπαράσταση τις διπλής έλικας του Β-DNA και η αρχή του αποκλεισμού των 

γειτονικών θέσεων ενός μορίου-παρεμβολέα (με μαύρο χρώμα). 

 

1.3.2. Ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις  

Τα νουκλεϊκά οξέα συμμετέχουν σε χημικές αντιδράσεις που έχουν ως αποτέλεσμα την 

ομοιοπολική τροποποίηση των δομών τους, λόγω κάποιας αλκυλίωσης. Τα μόρια αυτά, 

που οδηγούν σε τροποποιήσεις του DNA, είναι συνήθως εκλεκτικά ως προς την ακολουθία 

των βάσεων. Τέτοια μόρια, πολλές φορές, έχουν θεραπευτικές ιδιότητες. Αντικαρκινικά 

φάρμακα που συνδέονται ομοιοπολικά με το DNA, όπως η anthramycin, η mitomycin, η 
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aflatoxin B1, και η kapurimycin Α3, είναι συνήθως οργανικά μόρια κατάλληλης δομής, 

που προκαλούν σημαντικές δομικές και βιολογικές αλλαγές στο DNA. Τα μόρια αυτά 

δημιουργούν ένα δραστικό ηλεκτρονιόφιλο σύστημα, όπου αλκυλιώνει τα πυρηνόφιλα 

άτομα Ν των βάσεων του DNA, γι’ αυτό πολλές φορές καλούνται και αλκυλιωτικοί 

παράγοντες [7].  

Για παράδειγμα, η anthramycin και η tomaymicin, είναι γνωστοί αντιβιοτικοί 

παράγοντες, που ανήκουν στην οικογένεια των πυρρολο[1,4]-βενζοδιαζεπινών, με 

σημαντική αντικαρκινική δράση. Αυτά σχηματίζουν ομοιοπολικούς δεσμούς μεταξύ του 

C11 άνθρακα τους με την εξωκυκλική NH2 ομάδα της γουανίνης στη μικρή αύλακα του 

DNA. Η αντίδραση είναι αργή και γίνεται μέσω του σχηματισμού ενός ιμινικού 

ενδιαμέσου (Σχήμα 1.10).  

 

 

Σχήμα 1.10. Δομές της anthramycin (a) και της tomaymicin (b) και ο προτεινόμενος μηχανισμός μέσω 

ιμινικού ενδιαμέσου. 

 

Ο συνδυασμός παρεμβολής και αλκυλίωσης αποτελεί ακόμη έναν από τους τρόπους 

αλληλεπίδρασης μορίων με το DNA. Οι αλτρομυκίνες (αντιβιοτικά/αντικαρκινικά) 

αποτελούν χαρακτηριστικούς εκπροσώπους του συγκεκριμένου τρόπου αλληλεπίδρασης 

[7]. Συγκεκριμένα, τα φάρμακα παρεμβάλλονται στο DNA, ενώ η θέση του εποξειδικού 

δακτυλίου στη μεγάλη αύλακα κοντά στο Ν7 της γουανίνης προσφέρει την ικανότητα στο 

μόριο να αλκυλιώνει το N7(G) μέσω πυρηνόφιλης προσβολής.  

Εκτός από την αλκυλίωση των νουκλεϊκών οξέων, η σύμπλεξη μεταλλικών ιόντων με 

DNA μπορεί να θεωρηθεί και αυτή μία τροποποίηση. Εκτός από την αλληλεπίδραση των 

αλκαλίων και αλκαλικών γαιών με τις αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες, πολλά 
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από τα μεταλλικά ιόντα των στοιχείων μετάπτωσης έχουν την τάση να συμπλέκονται με 

τις βάσεις του DNA. Αν και οι θέσεις κάποιων νουκλεοβάσεων δεν είναι προσιτές, λόγω 

της θέσης τους στην έλικα του Watson-Crick, κάποιες είναι αρκετά διαθέσιμες και 

λειτουργικές κατά την επίδραση μετάλλων σε αυτές. Για παράδειγμα, το αντικαρκινικό 

φάρμακο cisplatin (cis-[PtCl2(NH3)2]) συμπλέκεται με τα Ν7 δύο γουανινών (ή και σε 

μικρότερο ποσοστό με μία G και μία A). Οι δύο χλώρο-υποκαταστάτες υδρολύονται και 

αντικαθίστανται από τα άτομα Ν7 γουανίνης (ή αδενίνης), σχηματίζοντας Pt–N δεσμούς. 

Η ΝΗ3 δημιουργεί με τη σειρά της δεσμούς υδρογόνου με το Ο6 μιας γειτονικής G (όχι 

όμως και με την A, Σχήμα 1.11) σταθεροποιώντας έτσι το τελικό σύμπλεγμα DNA-

cisplatin, αλλά και συμβάλλοντας στην κυτταροτοξική δράση. Παρατηρείται, λοιπόν, ένα 

τοπικό ξετύλιγμα της έλικας και τοπική κάμψη (kink) της σπονδυλικής στήλης-σκελετού 

του DNA γύρω από την περιοχή της μεγάλης αύλακας. Η παραμόρφωση αυτή φαίνεται ότι 

καθιστά το μόριο του DNA μη λειτουργικό, γεγονός που οδηγεί στο θάνατο του κυττάρου 

[13,14].  

 

 

Σχήμα 1.11. Oμοιοπολική σύνδεση του λευκοχρύσου με τα Ν7 της αδενοσίνης (Ado) και της 

γουανοσίνης (Guo). Η σύνδεση στο Ν7 της Guo είναι προτιμότερη λόγω δεσμών υδρογόνου της 

αμμωνίας με το Ο6 [15]. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ ΜΕΤΑΠΤΩΣΗΣ ΩΣ 

ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΓΙΑ ΤΟ DNA 

 

2.1. Εισαγωγή – Ιστορική Αναδρομή  

Ο σχεδιασμός μικρών μορίων, που μπορούν να συνδέονται και να αντιδρούν με το DNA 

σε ειδικές αλληλουχίες, είναι σημαντικός καθώς μπορεί να απεικονιστεί σε μοριακό 

επίπεδο ο τρόπος που εκφράζονται οι γενετικές πληροφορίες. Μία περισσότερο 

ολοκληρωμένη κατανόηση του τρόπου που στοχοποιούνται οι περιοχές του DNA με 

εκλεκτικότητα, θα οδηγούσε όχι μόνο σε πρωτότυπα χημειοθεραπευτικά φάρμακα, αλλά 

θα έδινε και τη δυνατότητα στους χημικούς να σχεδιάσουν μοριακούς ανιχνευτές DNA, 

αλλά και περισσότερο ευαίσθητους διαγνωστικούς παράγοντες.  

Τα σύμπλοκα μετάλλων μετάπτωσης είναι πολύ χρήσιμα στην προσπάθεια αυτή, όχι 

μόνο επειδή έχουν καλώς χαρακτηρισμένη γεωμετρία, αλλά έχουν επίσης και σαφείς 

ηλεκτροχημικές και φωτοφυσικές ιδιότητες, αυξάνοντας έτσι τη λειτουργικότητα των 

δεσμευτικών παραγόντων. Αλλάζοντας το μεταλλικό κέντρο, μπορεί να τροποποιηθεί η 

γεωμετρία του συμπλόκου (επίπεδη τετραγωνική, τετραεδρική, οκταεδρική), αλλά και οι 

φωτοφυσικές του ιδιότητες. Επιπλέον, με κατάλληλη επιλογή υποκαταστατών (Σχήμα 2.1) 

μπορούν επίσης να τροποποιηθούν οι φωτοφυσικές ιδιότητες, αλλά και να ελεγχθεί η 

αλληλεπίδραση του συμπλόκου με το DNA, εξαιτίας των διαφορετικών τρόπων σύνδεσης 

(όπως συζητήσαμε στην § 1.3). Οι σταθερές σύνδεσης που έχουν αναφερθεί στη 

βιβλιογραφία για σύμπλοκα μετάλλων μετάπτωσης με DNA κυμαίνονται από 1∙10
3
 έως 

1∙10
7
 Μ

-1
.  

Οι μοναδικές φωτοφυσικές και φωτοχημικές ιδιότητες αυτών των συμπλόκων, τα 

καθιστούν πολλά υποσχόμενους μοριακούς ανιχνευτές για το DNA, εξαιτίας της έντονης 

MLCT φωταύγειας και των οξειδοαναγωγικών ιδιοτήτων της διεγερμένης κατάστασης 

τους. Οι MLCT μεταπτώσεις μπορούν να αξιοποιηθούν προκειμένου να ξεκινήσουν 

αντιδράσεις μεταφοράς φορτίου, δεδομένου ότι πολλά σύμπλοκα γίνονται ισχυροί 

οξειδωτικοί ή αναγωγικοί παράγοντες μετά από οπτική διέγερση. Επίσης, πλήθος ερευνών 

έχει αναφερθεί και στην ικανότητά τους να εκπέμπουν φωταύγεια μετά από δέσμευση τους 
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στο DNA, μια ιδιότητα που καλείται επίδραση μοριακού «διακόπτη φωτός» (“light 

switch” effect) (§ 2.2) [16-22].  

 

 

Σχήμα 2.1. Δομές διιμινικών υποκαταστατών (και οι συντομογραφίες τους) που αναφέρονται στο 

παρών κεφάλαιο. 

 

Μεγάλο μέρος της δουλειάς που έχει γίνει στην ερευνητική αυτή περιοχή, έχει ξεκινήσει 

από την έρευνα των συμπλόκων του Pt(II) που χρησιμοποιήθηκαν σε μια προσπάθεια 

κατανόησης του μηχανισμού δράσης του cisplatin και άλλων χημειοθεραπευτικών 

φορέων. Εντούτοις, η πρόσφατη εκρηκτική ανάπτυξη οφείλεται στην αναγνώριση ότι 

πλήθος συμπλόκων του Ru(II), Rh(III), Os(II), Re(I), Cu(I) με πολυπυρηνικούς 

αρωματικούς υποκαταστάτες αλληλεπιδρούν ισχυρά με το DNA και παρέχουν ένα πλήθος 

φυσικοχημικών εργαλείων για την ανίχνευση και αλλαγή της δομής των νουκλεϊκών 

οξέων.  

Σχεδόν 40 χρόνια πριν, ο S. J. Lippard και οι συνεργάτες του [10], πρώτοι ανακάλυψαν 

ότι επίπεδα τετραγωνικά σύμπλοκα του Pt(II) και του Pd(II) που περιέχουν terpy ως 
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υποκαταστάτη (βλ. Σχήμα 2.1 για δομή), μπορούν να συνδέονται με το διπλόκλωνο DNA 

μέσω παρεμβολής, με τη σταθερά σύνδεσης, Kb, να είναι περίπου 10
5
 Μ

-1
.  

 

2.2. Σύμπλοκα Ru(II)  

Από τις αρχές τις δεκαετίας του ’80, οι έρευνες σχετικά με την αλληλεπίδραση 

οκταεδρικών συμπλόκων με DNA είναι σε εξέλιξη, με τις αρχικές μελέτες να 

επικεντρώνονται στο [Ru(phen)3]
2+

.  

Με τη βοήθεια NMR και φασματοσκοπικών μελετών η J. K. Barton και οι συνεργάτες 

της [23] πρότειναν ότι το παραπάνω σύμπλοκο αλληλεπιδρά με το DNA μέσω 

υδροφοβικών επιδράσεων με τη μεγάλη αύλακα, και ότι ο ένας phen (1,10-φαινανθρολίνη) 

υποκαταστάτης παρεμβάλλεται στα ζεύγη βάσεων. Αυτά τα πρωταρχικά πειράματα 

έδειξαν την προτίμηση του δεξιόστροφου Δ-ισομερούς του εν λόγω συμπλόκου στην 

παρεμβολή, αντίθετα για το Λ-ισομερές προτάθηκε διαφορετικός τρόπος σύνδεσης. Ο 

τρόπος της παρεμβολής αναθεωρήθηκε μια για πάντα, όταν πειράματα ιξωδομετρίας 

έδειξαν σαφώς, ότι το σύμπλοκο δεν δεσμεύεται με το DNA μέσω παρεμβολής [24]. 

Μεταγενέστερες φασματοσκοπικές μελέτες και πειράματα μοντελοποίησης έδειξαν ότι το 

Λ-ισομερές του [Ru(phen)3]
2+

 δεσμεύεται στη μεγάλη αύλακα του DNA, έχοντας έναν 

phen υποκαταστάτη σχεδόν παράλληλα στο επίπεδο των ζευγών βάσεων. Αντίθετα, για το 

Δ-ισομερες τα πράγματα είναι πιο πολύπλοκα και η δέσμευση εξαρτάται από τη 

συγκέντρωση του συμπλόκου [25]. Παρόλα αυτά, κανένας τρόπος δέσμευσης δεν 

περιλαμβάνει παρεμβολή ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων.  

 

2.2.1. Σύμπλοκα Ru(II) με dppz υποκαταστάτη  

Αυξάνοντας την επιφάνεια του διιμινικού υποκαταστάτη, (εισάγοντας για παράδειγμα 

έναν dppz (dipyrido[3,2-a:2΄,3΄-c]phenazine) υποκαταστάτη, Σχήμα 2.1), σε σύμπλοκα του 

παραπάνω τύπου, θα ήταν δυνατόν να επιτευχθεί η παρεμβολή του επίπεδου 

υποκαταστάτη ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων του DNA. Έτσι λοιπόν συντέθηκαν και 

μελετήθηκαν τα εξής σύμπλοκα [Ru(bpy)2(dppz)]
2+ 

(όπου bpy=2,2΄-διπυριδίνη) και 

[Ru(phen)2(dppz)]
2+

 [26,27]. Πράγματι, τα δύο σύμπλοκα συνδέονται μέσω παρεμβολής 

του dppz υποκαταστάτη στα ζεύγη βάσεων του DNA, κάτι που επιβεβαιώθηκε και με 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, από τις ομάδες της J. K. Barton [28] και τους C. J. Cardin - 

J. M. Kelly [29], αντίστοιχα. Η σταθερά σύνδεσης των συμπλόκων αυτών με το CT-DNA 

βρέθηκε να είναι μεγαλύτερη από 10
6
 Μ

-1
.  
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Αναλυτικότερα, οι κρυσταλλογραφικές μελέτες έδειξαν ότι το Λ-[Ru(phen)2(dppz)]
2+

 

συνδέεται μέσω παρεμβολής, κάθετα στην αλληλουχία ΤΑ του δίκλωνου 

ολιγονουκλεοτιδίου d(CCGGTACCGG)2, άλλα όχι στην ΑΤ του d(CCGGAΤCCGG)2. 

Ένα δεύτερο σύμπλοκο συνδέεται στην τερματική αλληλουχία GG/CC, του κάθε 

ολιγονουκλεοτιδίου, με παρεμβολή υπό γωνία (angled intercalation), ούτε παράλληλα ούτε 

κάθετα. Αυτή η υπό γωνία παρεμβολή μπορεί να προκαλέσει ένα άλλο είδος 

αλληλεπίδρασης: την ημι-παρεμβολή (semi-intercalation) ενός phen υποκαταστάτη στην 

G3G4/C7C8 αλληλουχία [29]. Κάτι τέτοιο παρατηρήθηκε και για το Λ-ισομερές του 

συμπλόκου [Ru(tap)2(dppz)]
2+

 (όπου tap=1,4,5,8-tetra-aza-phenanthrene, Σχήμα 2.1), στο 

δίκλωνο δεκανουκλεοτίδιο d(TCGGCGCCGA)2, όπου ένας tap υποκαταστάτης 

δεσμεύεται με ημι-παρεμβολή, προκαλώντας σημαντική στρέβλωση (kink) του κλώνου 

του DNA [30].  

 

2.2.2. Η επίδραση του μοριακού διακόπτη φωτός (molecular light switch effect)  

Οι φωτοφυσικές μελέτες των δύο προαναφερθέντων συμπλόκων έδειξαν ότι η μεταφορά 

φορτίου κατευθύνεται από το μέταλλο προς τον φαιναζινικό δακτύλιο του dppz 

υποκαταστάτη. Σε άπολους διαλύτες, όπως CHCl3, CH2Cl2 τα σύμπλοκα παρουσιάζουν 

φωταύγεια. Αντίθετα, σε υδατικό διάλυμα ή σε πρωτικούς διαλύτες η φωταύγεια 

αποσβένεται εξαιτίας της ικανότητας του νερού να απενεργοποιεί τη διεγερμένη 

κατάσταση μέσω δεσμών υδρογόνου με τα άζωτα του φαιναζινικού δακτυλίου. Με 

προσθήκη DNA σε υδατικό διάλυμα των συμπλόκων, παρατηρείται φωταύγεια, 

υποδεικνύοντας ότι τα άζωτα του δακτυλίου του dppz προστατεύονται από το διαλύτη. 

Μάλιστα, στην περίπτωση του [Ru(phen)2dppz]
2+

 συνδεδεμένο με το DNA, βρέθηκε ότι ο 

χρόνος ζωής της διεγερμένης κατάστασης είναι περίπου 200 ns, ενώ ελεύθερο σε υδατικό 

διάλυμα, ο χρόνος ζωής είναι μόνο 200 ps [31,32].  

Αυτό υποδηλώνει ότι ο dppz υποκαταστάτης παρεμβάλλεται βαθιά μέσα στο π σύστημα 

και συμπεριφέρεται σαν να βρίσκεται σε έναν υδρόφοβο διαλύτη. Αυτό το φαινόμενο έχει 

ονομαστεί «επίδραση μοριακού διακόπτη φωτός» (“molecular light switch effect”), και 

έχει αποδειχθεί πολύ χρήσιμο στην διερεύνηση της αλληλεπίδρασης.  

 

2.2.3. Φωτο-αποικοδόμηση του DNA  

Αν και το σύμπλοκο [Ru(bpy)2(dppz)]
2+

 συνδέεται πολύ ισχυρά με το DNA και 

λειτουργεί σαν πραγματικός διακόπτης φωτός, εντούτοις είναι δύσκολο να προκαλέσει 
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φωτοδιάσπαση του DNA, εξαιτίας του μικρού χρόνου ζωής και της χαμηλής οξειδωτικής 

ικανότητας της διεγερμένης του κατάστασης [33]. Στην περίπτωση που το σύμπλοκο δεν 

είναι αρκετά ισχυρός οξειδωτικός ή αναγωγικός παράγοντας, για να προκαλέσει την 

επιθυμητή χημεία, μπορεί να χρησιμοποιηθεί η “flash-quench” τεχνική. Η τεχνική αυτή 

έχει εφαρμοστεί για το σύμπλοκο [Ru(phen)2(dppz)]
2+

, που βρέθηκε ότι συνδεδεμένο με το 

πολυνουκλεοτίδιο poly-d(GC) μπορεί να σχηματίσει ρίζες γουανίνης (G), μετά από 

διέγερση με ορατό φως, χρησιμοποιώντας ποικιλία οξειδωτικών αποσβετών (quencher), 

όπως methyl viologen MV
2+

, Ru(NH3)6
3+

 και Co(NH3)5Cl
2+

. Το διεγερμένο σύμπλοκο 

*Ru(II) αποσβένεται από ένα δέκτη ηλεκτρονίων (Q) σχηματίζοντας Ru(IIΙ), το οποίο 

μπορεί να αναχθεί σε Ru(II) είτε με διαμοριακό ανασυνδυασμό με το ανηγμένο Q
-
, είτε με 

μεταφορά ηλεκτρονίου από μία γειτονική βάση G, όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.2. Η 

οξειδωμένη ρίζα γουανίνης (G
∙
), που σχηματίζεται, μπορεί να προκαλέσει περαιτέρω 

αντιδράσεις σχηματίζοντας προϊόντα οξείδωσης (G
ox

) [34].  

 

 

Σχήμα 2.2. Αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίου μέσω της “flash-quench” τεχνικής, για την οξείδωση 

της γουανίνης από το σύμπλοκο [Ru(phen)2(dppz)]
2+

. 

 

Χρησιμοποιώντας υποκαταστάτες όπως οι hat, tap (Σχήμα 2.1), η A. Kirsch-De 

Mesmaeker και οι συνεργάτες της βρήκαν ότι σύμπλοκα του τύπου [Ru(bpy)m(tap)3-m]
2+

 

και [Ru(bpy)m(hat)3-m]
2+

 (όπου m=0, 1, 2, hat=1,4,5,8,9,12-hexaazatriphenylene) είναι 

πολύ ισχυρά οξειδωτικά στη διεγερμένη τους κατάσταση. Έτσι λοιπόν, θα μπορούσαν να 

αποσπάσουν ηλεκτρόνια από τις βάσεις του DNA [35]. Η διάσπαση του DNA ξεκινά με 

μια διαδικασία που περιλαμβάνει μια φωτο-επαγόμενη μεταφορά ηλεκτρονίου. Όμως, η 

σχετικά χαμηλές συγγένειες πρόσδεσης αυτών των συμπλόκων, περιορίζει τη χρήση τους 

ως αποτελεσματικούς DNA φωτο-παράγοντες. Επομένως, το επόμενο βήμα θα ήταν ο 

συνδυασμός των οξειδοαναγωγικών ιδιοτήτων των μορίων αυτών (hat, tap) με την 

ιδιότητα του dppz να παρεμβάλλεται ισχυρά στα ζεύγη βάσεων.  
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Πράγματι, πρόσφατα έχει συντεθεί το σύμπλοκο [Ru(tap)2(dppz)]
2+ 

που έχει παρόμοια 

οξειδοαναγωγική χημεία με ανάλογα σύμπλοκα Ru(II) με tap, αλλά αντίθετα το 

συγκεκριμένο σύμπλοκο συνδέεται ισχυρά με το DNA μέσω παρεμβολής, ενώ εκπέμπει 

ισχυρό φθορισμό ακόμα και σε νερό [36]. Μάλιστα, όταν το σύμπλοκο φωτιστεί παρουσία 

του δίκλωνου πολυνουκλεοτιδίου [poly-d(GC)]2, παρατηρείται οξείδωση της γουανίνης 

και ταυτόχρονη πρωτονίωση της γειτονικής κυτοσίνης (μεταφορά του ιμινο-πρωτονίου της 

γουανίνης παράγοντας πρωτονιομένη κυτοσίνη), πιθανόν μέσω ταυτόχρονης μεταφοράς 

ηλεκτρονίου-πρωτονίου (proton-coupled electron transfer), όπως φαίνεται στην ισορροπία 

(2.1) και το Σχήμα 2.3 [37].  

"CHG")])(tap(dppz)(tap[Ru                  

 C"G"  )])(tap(dppz)(tap[Ru

..
.

II

2III










   (2.1) 

 

 

Σχήμα 2.3. Προτεινόμενος μηχανισμός της proton-coupled electron transfer (PCET) ανάμεσα στο 

[poly-d(GC)]2 και το διεγερμένο [Ru(tap)2(dppz)]
2+

. 

 

2.2.4. Άλλα σύμπλοκα του Ru(II) με τύπου dppz υποκαταστάτες  

Ένας μεγάλος αριθμός συμπλόκων με παράγωγα του dppz υποκαταστάτη, έχουν 

σχεδιαστεί [17,20,35], προκειμένου να αξιοποιηθεί η ισχυρή ικανότητα παρεμβολής του 

συγκεκριμένου υποκαταστάτη. Πολλά από αυτά, αλλά όχι όλα, εμφανίζουν επίδραση 

μοριακού διακόπτη φωτός. Ιδιαίτερης σημασίας είναι τα σύμπλοκα με υποκαταστάτη 1,10-

phenanthroline[5,6-b]-1,4,5,8,9,12-hexaazatriphenylene (phehat, βλ. Σχήμα 2.1 για δομή). 

Συγκεκριμένα, το [Ru(phen)2phehat]
2+

 βρέθηκε ότι έχει επίδραση διακόπτη φωτός, αν και 

εμφανίζει ασθενέστερη φωταύγεια όταν συνδέεται στο CT-DNA [38], σε σχέση με το 

[Ru(phen)2dppz]
2+

. Αντίθετα, το [Ru(phen)2hat]
2+

, παρουσιάζει φωταύγεια ακόμα και σε 

υδατικό διάλυμα, αλλά αυτή αυξάνεται ελαφρώς παρουσία DNA [33].  

Το σύμπλοκο [Ru(bpy)2(dpqp)]
2+

, όπου dpqp=pyrazino[2΄,3΄:5,6]pyrazino-[2,3-

f][1,10]phenanthroline (βλ. Σχήμα 2.1), διαφέρει από τα παραδοσιακά συστήματα 

διακόπτη φωτός, αφού εκπέμπει φωταύγεια σε υδατικό διάλυμα [39]. Φασματοσκοπικά 
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πειράματα έχουν αποκαλύψει ότι κατέχει μια 
3
MLCT διεγερμένη κατάσταση με χρόνο 

ζωής πάνω από 620 ns, ικανή να ξεκινήσει φωτοδιάσπαση μέσω παραγωγής μονήρους 

οξυγόνου (
1
O2), με μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα από το ανάλογο dppz σύμπλοκο. 

Παρόμοια αποτελεσματική φωτοδιάσπαση επιτεύχθηκε και με το σύμπλοκο 

[Ru(bpy)2(dppn)]
2+

, όπου dppn= βενζο[i]διπυριδο[3,2-a:2΄3΄-c]φαιναζίνη [40].  

 

2.3. Σύμπλοκα Re(I)  

2.3.1. Παρεμβολικά μονομεταλλικά σύμπλοκα Re(I) 

Οι περισσότερες από τις μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των τρικαρβόνυλο 

πολυπυριδινικών συμπλόκων του ρηνίου(Ι) και της διπλής έλικας του DNA, που έχουν 

αναφερθεί μέχρι τώρα, είναι παρεμβολικής φύσεως. Τα σύμπλοκα αυτά είτε συνδέονται με 

ένα επίπεδο αρωματικό μόριο μέσω μιας γέφυρας (spacer), ή συμπλέκονται άμεσα με έναν 

εκτεταμένο επίπεδο αρωματικό διιμινικό υποκαταστάτη, όπως τον dppz. Στην πρώτη 

περίπτωση ένα μόριο ανθρακενίου έχει συμπλεχθεί ομοιοπολικά μέσω γέφυρας στο 

μεταλλικό κέντρο (Σχήμα 2.4Α). Το σύμπλοκο δεσμεύεται μέσω παρεμβολής του μορίου 

αυτού στα ζεύγη βάσεων του DNA, με σταθερά σύνδεσης 4.6∙10
5
 Μ

-1
, όπως διαπιστώθηκε 

με φασματοσκοπία φθορισμού [41].  

 

   

Σχήμα 2.4. Δομή συμπλόκων του Re(I) που δεσμεύονται μέσω παρεμβολής στο DNA. 

 

Συμπλέκοντας άμεσα στο Re(Ι) έναν εκτεταμένο επίπεδο υποκαταστάτη αντί της bpy, 

μπορεί πλέον αυτός να δράσει ως παρεμβολέας στο DNA. Χαρακτηριστικά παραδείγματα 

αποτελούν τα [Re(N^N)(CO)3(py-R)]
+
 (όπου N^N=dppz, dppn, και R=H, Me, Σχήμα 

2.4Β), που λειτουργούν ως παρεμβολείς στο DNA [42-44]. Μελέτες με φασματοσκοπία 

εκπομπής δείχνουν ότι τα σύμπλοκα με dppz και dppn σε CH2Cl2 έχουν μια 
3
IL(π-π*) 

κατάσταση. Η παρεμβολή αυτών των συμπλόκων στο CT-DNA αλλά και σε συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια επιφέρει αύξηση της εκπομπής και του χρόνου ζωής της διεγερμένης 

A B 
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κατάστασης [42,43]. Η συμπεριφορά αυτή επιτρέπει τη χρήση των παραπάνω συμπλόκων 

ως συστήματα διακόπτη φωτός, ανάλογα με εκείνα των συμπλόκων του Ru(II) με dppz.  

Συγκεκριμένα, η χαμηλότερη διεγερμένη κατάσταση του συμπλόκου 

[Re(dppz)(CO)3(py-Me)]
+
, έχει χαρακτήρα τριπλής ενδομοριακής κατάστασης βασισμένης 

στον dppz (
3
ILdppz) και εκδηλώνει φωταύγεια σε διαλυτές MeCN και CH2Cl2. Όμως, σε 

υδατικά διαλύματα, αυτή η κατάσταση βρίσκεται πολύ κοντά ενεργειακά με την τριπλή 

MLCT κατάσταση, η οποία αποδιεγείρεται θερμικά. Επίσης, έχει βρεθεί ότι σε διαλύτες με 

μεγάλη πολικότητα, συντελείται εσωτερική μετατροπή από την ILdppz στην MLCT 

κατάσταση. Σε συνδυασμό με το γεγονός ότι η 
3
MLCT κατάσταση έχει πολύ μικρό χρόνο 

ζωής στο H2O, εξαιτίας της μεταφοράς πρωτονίου, η χαμηλότερη 
3
ILdppz διεγερμένη 

κατάσταση απενεργοποιείται ταχέως (ισορροπία 2.2). Έτσι, στο H2O το σύμπλοκο δεν 

παρουσιάζει φωταύγεια. Αντίθετα, όταν το σύμπλοκο συνδεθεί με το DNA, αυξάνεται η 

ενέργεια της 
3
MLCT σε σύγκριση με την 

3
ILdppz και η εσωτερική μετατροπή 

επιβραδύνεται, λόγω της μικρότερης επαφής του συμπλόκου με το νερό και του λιγότερο 

πολικού περιβάλλοντος, με αποτέλεσμα να εκδηλώνεται τελικά φωταύγεια και μάλιστα, 

τόσο εντονότερη, όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του DNA [42].  

   (2.2) 

Επιπλέον, η επώαση των παραπάνω συμπλόκων με το πλασμίδιο pBR322 οδηγεί σε 

φωτοδίασπαση (photocleavage) του βιομορίου μετά από ακτινοβόληση με ορατό φως [44]. 

Μια σειρά πειραμάτων ηλεκτροφόρησης, απέδειξαν ότι στην περίπτωση του dppz 

συμπλόκου πραγματοποιείται άμεση οξείδωση του DNA από το διεγερμένο σύμπλοκο, 

χωρίς να εμπλέκεται το οξυγόνο στην φωτοκαταλυτική διάσπαση. Αντίθετα, για το 

σύμπλοκο με dppn βρέθηκε, ότι τα δραστικά είδη που είναι υπεύθυνα για τη διάσπαση του 

πλασμιδίου είναι οι υπερυπεροξειδικές και οι υδροξυλικές ρίζες.  

 

2.3.2. Παρεμβολικά διμεταλλικά σύμπλοκα Re(I)  

Το σύμπλοκο του Re(I)-dppz έχει περαιτέρω τροποποιηθεί με σύμπλεξη με μεταλλικό 

κέντρο, μέσω ενός γεφυρωτικού υποκαταστάτη, αποδίδοντας το ομοπυρηνικό σύμπλοκο 

[Re(dppz)(CO)3(py(CH2)3py)Re(dppz)(CO)3]
2+

 [45] (Σχήμα 2.5) και το ετεροπυρηνικό 

σύμπλοκο [Ru(tmp)(dppz)(py(CH2)5py)Re(dppz)(CO)3]
3+

, όπου tpm = tris(1-

pyrazoyl)methane [46]. Και τα δύο σύμπλοκα έχουν μελετηθεί με τιτλοδότηση UV-Vis 

παρουσία DNA.  
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Η καμπύλη τιτλοδότησης του ομοπυρηνικού συμπλόκου του Re(I) δείχνει μια πιο 

πολύπλοκη συμπεριφορά, σε σχέση με τα μονομερή συστήματα που αναφερθήκαν 

προηγουμένως (Σχήμα 2.4Β). Ενώ τα μονομερή σύμπλοκα φτάνουν σε κορεσμό σε λόγους 

[DNA]/[Re] περίπου 10:1, το διμεταλλικό σύμπλοκο εμφανίζει φαινομενικό κορεσμό στην 

ίδια αναλογία. Όμως, με επιπλέον προσθήκη DNA παρατηρείται επιπλέον υποχρωμισμός, 

ακόμα και σε υψηλότερες αναλογίες. Ο φαινομενικός κορεσμός στην πρώτη δέσμευση του 

διμεταλλικού συμπλόκου συμβαίνει όταν ο υποχρωμισμός είναι ο μισός σε σχέση με τα 

μονομερή συστήματα. Αυτό υποδηλώνει ότι οι δύο Re(I)-dppz μονάδες δεν μπορούν να 

παρεμβάλλονται στην ίδια έλικα του DNA, λόγω του ανεπαρκούς μεγέθους της γέφυρας 

προπανίου που τις συνδέει [45]. Ωστόσο, το δεύτερο κέντρο ρηνίου είναι ελεύθερο να 

αλληλεπιδράσει με ένα άλλο μόριο διπλόκλωνου DNA, όπως αντανακλάται από τη 

δεύτερη δεσμευτική περίπτωση του πειράματος τιτλοδότησης, που φαίνεται στο Σχήμα 

2.5. Να σημειωθεί ότι το συγκεκριμένο σύμπλοκο δεν εκπέμπει φθορισμό ούτε σε 

οργανικούς διαλύτες ούτε σε υδατικό διάλυμα, αντίθετα με τα μονομερή σύμπλοκα [45].  

 

  

Σχήμα 2.5. Η δομή του διμεταλλικού συμλόκου [Re(dppz)(CO)3(py(CH2)3py)Re(dppz)(CO)3]
2+

 

(αριστερά), και η UV-Vis καμπύλη τιτλοδότησης του (δεξιά). Η γραμμή δείχνει την πρώτη 

φαινομενική εκδήλωση κορεσμού. 

 

Το ετεροδιμεταλλικό σύμπλοκο Ru(II)-Re(I) εμφανίζει απλές 
1
IL απορροφήσεις στα 

277 και 315 nm, και 
1
MLCT απορρόφηση με μήκος κύματος μεγαλύτερο από 320 nm. Η 

διέγερση του συμπλόκου έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση μιας 
3
MLCT 

[dπ(Ru)→π*(dppz)] εκπομπής στα 680 nm σε MeCN. Η απουσία 
3
MLCT 

[dπ(Re)→π*(dppz)] εκπομπής έχει αποδοθεί σε μεταφορά ενέργειας από το Re(I) στο 

Ru(II) [46]. Το ετερομεταλλικό σύμπλοκο, σε αντίθεση με το ομοπυρηνικό, 

συμπεριφέρεται ως μοριακός διακόπτης φωτός, όταν παρεμβάλλεται στο DNA. Η 
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παρεμβολή του συμπλόκου επιβεβαιώθηκε και με πειράματα ιξωδομετρίας. Επιπροσθέτως, 

το σύμπλοκο προκαλεί φωτοδιάσπαση του DNA, όπως παρατηρήθηκε με πειράματα 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή.  

 

2.3.3. Παρεμβολή και ομοιοπολική σύνδεση συμπλόκων του Re(I)  

Πρόσφατα, από τις ομάδες της J. K. Batron και A. Vlček [47], παρουσιάστηκε ένα 

σύμπλοκο του Re(I) με dppz και αξονικό υποκαταστάτη μια py, τροποποιημένη με κάποιο 

μορίου καρβοξυλικού οξέος που επιτρέπει την ομοιοπολική σύνδεση με το 5΄ τελικό άκρο 

του ενός κλώνου DNA, μέσω μιας C7 άλκυλο αλυσίδας. Το σύμπλοκο 

[Re(CO)3(dppz)(py΄)]
+
 (όπου py΄ = 3-(pyridin-4-yl)-propanoic acid), που συνδέεται μέσω 

παρεμβολής του dppz στα ζεύγη βάσεων και με πεπτιδικό δεσμό σε ένα πολυνουκλεοτίδιο 

(Σχήμα 2.6), προκαλεί οξειδωτική διάσπαση με μεταφορά ηλεκτρονίου διαμέσου του 

DNA (DNA-mediated charge transport). Με transient absorption φασματοσκοπία, time 

resolved IR (TRIR) και φασματοηλεκτροχημεία (spectroelectrochemistry) παρατηρήθηκε 

ο σχηματισμός ρίζας γουανίνης και προϊόντων μόνιμης οξείδωσης. Στο Σχήμα 2.7 

φαίνεται ο προτεινόμενος μηχανισμός οξείδωσης της γουανίνης, διαμέσου του DNA. 

Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και για τα σύμπλοκα [Rh(phi)2(bpy′)]
3+

 (όπου 

phi=9,10-phenanthrenequinone και bpy΄=4-methyl-4΄-(butyric acid)-2,2′-bipyridine), και 

[Ir(ppy)2(dppz΄)]
+
 (όπου ppy=2-phenylpyridine και dppz΄ = 6-(dipyrido[3,2-a:2′,3′-

c]phenazin-11-yl)hex-5-ynoic acid), οι δομές των οποίων φαίνονται στο Σχήμα 2.6. Και τα 

τρία σύμπλοκα οξειδώνουν τη γουανίνη μέσω μακρινής κλίμακας μεταφοράς φορτίου με 

την εξής αποτελεσματικότητα Rh>Re>Ir [48,49].  

Όπως έγινε κατανοητό από τις έως τώρα περιγραφές, μπορεί να προκύψει πληθώρα 

συμπλόκων Re(I) με dppz υποκταστάτη, τροποποιώντας απλά και μόνο την συμπλεγμένη 

πυριδίνη. Έχουν αναφερθεί αρκετές τέτοιες τροποποιήσεις, ξεκινώντας από απλές 

πυριδίνες [50,51] και φτάνοντας μέχρι και σε μόρια βιοτίνης [52] τα οποία έχουν 

συμπλεχθεί στην py. Η τροποποίηση αυτή δεν θα άλλαζε τον παρεμβολικό τρόπο 

αλληλεπίδρασης με τα ζεύγη βάσεων του DNA, αλλά θα μπορούσε να παρουσιάσει 

μεγάλο ενδιαφέρον ως προς την επίδραση (ή εξάρτηση) του αξονικού υποκαταστάτη στην 

DNA-φωτοδιασπαστική συμπεριφορά.  
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Σχήμα 2.6. Δομές των συμπλόκων Rh(III), Ir(I), Re(I), η ομοιοπολική σύνδεση και η αλληλουχία του 

DNA που χρησιμοποιηθήκαν για την οξείδωση της γουανίνης. Βρέθηκε ότι αν στη θέση πρόσδεσης του 

μετάλλου έχουμε ινοσίνη (Ι), αντί γουανίνη, αυξάνεται η απόδοση της μακρινής κλίμακας οξειδωτικής 

καταστροφής διαμέσου του DNA [49]. 

 

 

Σχήμα 2.7. Προτεινόμενος μηχανισμός για την οξείδωση της γουανίνης (G) από τα διεγερμένο 

σύμπλοκο [Re(CO)3(dppz)(py΄)]
+
. Πριν τη διέγερση, στο σύστημα υπάρχει ισορροπία δύο 

καταστάσεων: η ανεπαρκώς συζευγμένη με τα ζεύγη βάσεων (poorly coupled) και η πολύ καλά 

συζευγμένη (well coupled). Η διέγερση του συμπλόκου μπορεί να ακολουθείται από φωταύγεια (hv΄) ή 

από αποδιέγερση χωρίς εκπομπή ακτινοβολίας (στο poorly coupled σύστημα) ή στo well coupled 

σύστημα, από έγχυση (injection) φορτίου προς σχηματισμό ανηγμένου συμπλόκου (Re
red

) και 

κατιοντικής ρίζας γουανίνης (G
∙+

). Εν συνεχεία μπορεί να συμβεί είτε οπισθομεταφορά ηλεκτρονίου 

[back electron transfer (BET)] είτε ο σχηματισμός μόνιμων προϊόντων οξείδωσης (G
ox

) με αντίδραση 

με Η2Ο ή με Ο2 [47]. 
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2.3.4. Σύμπλοκα Re(I) μέσω αλληλεπίδρασης στην αύλακα  

Εκτός από την παρεμβολή έχουν παρατηρηθεί και άλλοι τρόποι σύνδεσης με το DNA, 

όπως συμβαίνει με το σύμπλοκο [Re(appt)(CO)3Cl] (βλ. Σχήμα 2.1 για τη δομή του 

appt=2-amino-4-phenylamino-6-(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) [53]. Η προσθήκη DNA σε 

αυτό το σύμπλοκο προκαλεί αύξηση στο Tm του DNA, μέτριο υποχρωμισμό της 

απορρόφησης στα 376 και 450 nm, αλλά καμία μετατόπιση στα μέγιστα των μηκών 

κύματος και καμία αύξηση του σχετικού ιξώδους του DNA. Τα αποτελέσματα αυτά, σε 

συνδυασμό με πειράματα χρήσης συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων [poly(dA-dT)2 και poly-

(dG-dC)2], και μελέτες μοντελοποίησης αποκαλύπτουν μια προτίμηση δέσμευσης σε 

αλληλουχίες AT και σύνδεση στη μικρή αύλακα του DNA. Κάτι αντίστοιχο 

παρατηρήθηκε και για το ανάλογο σύμπλοκο του Ru(II) [53].  

 

2.4. Άλλα σύμπλοκα μετάλλων μετάπτωσης  

Εκτός από το Ru(II) με διιμινικούς υποκαταστάτες, που έχει λάβει το μεγαλύτερο 

μερίδιο στο ερευνητικό πεδίο, έχουν αναφερθεί πολλά αλλά οκταεδρικά χειραλικά (chiral) 

σύμπλοκα του τύπου [M(diimine)3]
n+

, και κυρίως τα ετεροληπτικά σύμπλοκα 

[M(phen)2dppz]
2+/3+

, όπου Μ = Os
2+

, Ni
2+

, Co
3+

, Cr
3+

, Fe
2+

. Τα περισσότερο μελετημένα 

και πιο ενδιαφέροντα είναι αυτά του Os(II) αλλά και του Cr(III) [16,20].  

Λόγω της παρόμοιας χημικής συμπεριφοράς του Os(II) με το Ru(II), έχει ερευνηθεί μια 

ποικιλία συμπλόκων του Os(II) με α-διιμινικούς υποκαταστάτες, και παρουσιάζουν 

υψηλές δεσμευτικές συγγένειες με το DNA και συμπεριφέρνονται ως μοριακοί διακόπτες 

(εκπομπή ερυθράς φωταύγειας με χρόνο ζωής περί τα 10 ns). Όμως, έχουν σημαντικά 

χαμηλότερα οξειδωτικά δυναμικά διεγερμένης κατάστασης σε σχέση με τα ανάλογα του 

Ru(II), γεγονος το οποίο εμποδίζει την άμεση φωτοοξειδωτική τους ικανότητα [20]. Σε 

αντίθεση με τα ανάλογα σύμπλοκα του Os(II) και του Ru(II), το [Cr(phen)2dppz]
3+

 μπορεί 

να δράσει ως αντίστροφος διακόπτης φωτός (reverse light-switch), καθώς η εκπομπή του 

συμπλόκου αποσβένεται παρουσία DNA. Παρόλα αυτά, είναι πιο ισχυρό φωτο-οξειδωτικό 

από το ανάλογο σύμπλοκο του Ru(II). Πράγματι, πειράματα ηλεκτροφόρησης έδειξαν 

αποτελεσματικότερη διάσπαση του πλασμιδιακού DNA απουσία οξυγόνου [20].  

Σημαντική αναφορά έχει γίνει και για τα διμεταλλικά σύμπλοκα του Rh(II) με dppz, 

όπως τα cis-[Rh2(μ-O2CCH3)2(dppz)(η
1
-O2CCH3)(CH3OH)]

+
 και cis-[Rh2(μ-

O2CCH3)2(dppz)2]
2+

, που προκαλούν άμεση φωτοδιάσπαση του πλασμιδίου pUC18 με 

ακτινοβόληση με ορατό φως, τόσο μέσω μηχανισμού εξαρτώμενου από το οξυγόνο όσο 
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και μη εξαρτώμενου από αυτό [54]. Φασματοσκοπικές μελέτες που έγιναν για τα ανάλογα 

σύμπλοκα του δι-ροδίου με dppn υποκαταστάτη, αποκάλυψαν την ύπαρξη μη-

εκπέμπουσας (non-emissive) 
3
ππ*(dppn) διεγερμένης κατάστασης. Αυτά τα σύμπλοκα 

επάγουν την DNA φωτοδιάσπαση, μέσω παραγωγής δραστικών ειδών οξυγόνου [55].  

Μια άλλη κατηγορία συμπλόκων με ενδιαφέρουσες ιδιότητες είναι αυτή των δισ-

διιμινικών συμπλόκων του Cu(I), με πρωτοπόρο το [Cu(phen)2]
+
, που βρέθηκε ότι 

συνδέεται στη μικρή αύλακα του DNA και μπορεί να δράσει ως τεχνητή νουκλεάση 

(artificial nuclease) [56]. Η διάσπαση του DNA παρατηρείται παρουσία υπεροξειδίου του 

υδρογόνου, μέσω ενός μηχανισμού που περιλαμβάνει την απόσπαση υδρογόνου από το 

σάκχαρο (κεφ. 2.5.2). Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι όταν το σύμπλοκο αντιδρά με 

το Z-DNA, μια διαμόρφωση χωρίς μικρή αύλακα, δεν παρατηρείται καμία διάσπαση [57].  

Σε αντίθεση με τα σύμπλοκα του Ru(II) και του Re(I) που συζητήσαμε παραπάνω, οι 

φωτοφυσικές ιδιότητες αυτών του Cu(I), φαίνεται, να εξαρτώνται από στερεοχημικές 

παρεμποδίσεις. Συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι υποκαταστάτες που προκαλούν 

στερεοχημική παρεμπόδιση γύρω από το κέντρο του χαλκού αυξάνουν πολύ το χρόνο 

ζωής της διεγερμένης κατάστασης [58,59].  

 

2.5. Αντιδράσεις α-διιμινικών συμπλόκων με DNA  

Όπως σχολιάσαμε εκτεταμένα προηγουμένως, τα μεταλλικά σύμπλοκα μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως μοριακοί ανιχνευτές σε βιολογικά συστήματα, και αυτό 

συγκεντρώνει όλο και μεγαλύτερο ερευνητικό ενδιαφέρον. Ωστόσο, σύμπλοκα μετάλλων 

μετάπτωσης έχουν τη δυνατότητα να προσφέρουν μια πλούσια δραστικότητα, ιδιαίτερα 

στο πλαίσιο της οξειδοαναγωγικής χημείας. Η χημεία αυτή μπορεί να αξιοποιηθεί, ώστε να 

προκύψει ένας θησαυρός αντιδράσεων του DNA με μέταλλα παρεμβολείς 

(metallointercalator). Στην πραγματικότητα, αυτή η δραστικότητα είναι που βοήθησε στην 

καθιέρωση πολλών τέτοιων συμπλόκων στο συγκεκριμένο χώρο έρευνας.  

Πράγματι, τα σύμπλοκα μετάλλων μετάπτωσης, λόγω της ποικιλίας στο συμπλεγμένο 

περιβάλλον τους και των «ευέλικτων» οξειδαναγωγικών και φασματοσκοπικών ιδιοτήτων 

τους, είναι πολύ χρήσιμα μόρια στη διάσπαση του DNA, τόσο με οξειδωτικό, όσο και με 

υδρολυτικό τρόπο [16,57,60]. Η υδρολυτική διάσπαση προϋποθέτει την υδρόλυση του 

φωσφοδιεστερικού δεσμού. Σύμπλοκα μεταλλικών ιόντων που είναι ισχυρά οξέα κατά 

Lewis, παρουσιάζουν εύκολη υδρολυτική διάσπαση του DNA, μοντελοποιώντας έτσι τη 

δραστικότητα των περιοριστικών ενζύμων [60]. Σε αντίθεση, η οξειδωτική διάσπαση 
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(cleavage) επιφέρει αποσύνθεση του DNA, εξαιτίας είτε της απόσπασης ενός ατόμου 

υδρογόνου από το σάκχαρο, είτε εξαιτίας της οξείδωσης των βάσεων του DNA [16,57].  

 

2.5.1. Υδρολυτική διάσπαση του κλώνου του DNA [60] 

Η υδρόλυση του φωσφοδιεστερικού δεσμού ξεκινά με τη νουκλεόφιλη προσβολή του 

φωσφόρου από ένα οξυγόνο νερού, δίνοντας ένα πεντα-υποκατεστημένο φωσφορικό 

ενδιάμεσο. Η επακόλουθη διάσπαση είτε του P-O3′ είτε του P-O5′ (εξαρτάται από το 

καταλυτικό σύστημα), επιφέρει το σπάσιμο του κλώνου παράγοντας R-OH και R-O-

PO3H2 άκρα. Τα πιο ικανά συστήματα είναι κάποια ειδικά ένζυμα (ενδονουκλεάσες) που 

δρουν είτε εσωτερικά είτε στα άκρα του DNA. Η ανακάλυψη περιοριστικών 

ενδονουκλεασών, που να προάγουν την υδρόλυση και στις δύο έλικες του DNA, 

προσελκύει το ενδιαφέρον των επιστημόνων που θέλουν να βρουν μεθόδους διάσπασης 

του DNA σε συγκεκριμένες θέσεις.  

Η υδρόλυση απαιτεί ένα μεταλλικό συμπαράγοντα ικανό να συνδέεται ισχυρά με άτομα 

οξυγόνου, πολώνοντας το δεσμό (κατά Lewis οξύτητα), και γρήγορους υποκαταστάτες να 

προωθούν τον καταλυτικό κύκλο. Η οξύτητα κατά Lewis κατιόντων μετάλλων, όπως ο 

Cu
2+

 και ο Zn
2+

, όχι μόνο μπορεί να ενεργοποιήσει το φωσφοδιεστερικό δεσμό για 

νουκλεόφιλη προσβολή, αλλά και να χαμηλώσει το pKa του συμπλεγμένου νερού, 

παράγοντας έτσι υδροξείδια ενωμένα με το μέταλλο κοντά στο φυσικό pH.  

Χαρακτηριστικό παράδειγμα διιμινικού συμπλόκου μετάλλου που προκαλεί υδρολυτική 

διάσπαση κλώνου DNA, είναι το σύμπλοκο [Rh(phi)2bpy΄]
3+

, που είδαμε προηγουμένως (§ 

2.3.2, Σχήμα 2.6), μόνο που αυτή τη φορά το σύμπλοκο είναι συνδεδεμένο με ένα 

πεπτίδιο, μέσω του bpy υποκαταστάτη. Στο πεπτίδιο έχει συμπλεχθεί ένα ιόν Zn
2+

 με δύο 

ιστιδίνες. Το Zn
2+

-πεπτίδιο έχει την τάση να μεταφέρεται προς το σκελετό του DNA για 

υδρολυτική αντίδραση [61].  

 

2.5.2. Οξειδωτική διάσπαση του κλώνου. Αντιδράσεις με σάκχαρα
 
[57]  

Πολλοί DNA-δεσμευτικοί παράγοντες αποσυνθέτουν το DNA μέσω ενός μηχανισμού 

που περιλαμβάνει την απόσπαση ενός ατόμου υδρογόνου από τη δεοξυριβόζη, παράγοντας 

ρίζες σακχάρων στον άνθρακα που είναι ενωμένο το άτομο υδρογόνου. Αυτές οι ρίζες 

μπορούν να αναδιατάσσονται πετυχαίνοντας τη διαίρεση του κλώνου των νουκλεικών 

οξέων. Μόρια, όπως Fe(II)·μπλεομυκήνη, μεταλλοπορφυρίνες και το [Cu(phen)2]
+
 που 

αναφέραμε προηγουμένως, έχει βρεθεί ότι συνδέονται στη μικρή αύλακα και προκαλούν 
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διάσπαση του κλώνου του DNA, με απόσπαση των Η-1′, Η-4′ και Η-5′ ατόμων υδρογόνου 

του δακτυλίου της δεοξυριβόζης.  

Τα Η-2΄, Η-3΄ άτομα υδρογόνου είναι προσιτά για προσβολή από σύμπλοκα που 

συνδέονται στη μεγάλη αύλακα. Μία ομάδα συμπλόκων του Rh(III) έχουν σχεδιαστεί να 

διασπούν το DNA μέσω απόσπασης του Η-3΄. Τα σύμπλοκα [Rh(phen)2phi]
3+

, 

[Rh(phi)2bpy(phen)]
3+

 συνδέονται μέσω παρεμβολής στη μεγάλη αύλακα του DNA και 

παράγουν θραύσματα του κλώνου, παρουσία φωτός. Το Ο2 φαίνεται να παίζει σημαντικό 

ρόλο στην οξειδωτική διάσπαση, καθώς παράγονται διαφορετικά προϊόντα διάσπασης 

[16].  

 

2.5.3. Οξειδωτικές αντιδράσεις με τις βάσεις του DNA  

Η οξειδωτική διάσπαση των βάσεων του DNA, γενικά, συμβαίνει στη γουανίνη, η οποία 

έχει το χαμηλότερο οξειδωτικό δυναμικό από όλες τις βάσεις του DNA. Η οξειδωτική 

διάσπαση στη βάση της γουανίνης μπορεί να προκληθεί με έναν από τους παρακάτω 

τέσσερις μηχανισμούς: [16,21,22]  

o Με άμεση μεταφορά ηλεκτρονίου από τη γουανίνη σε ένα δεσμευμένο μεταλλικό 

σύμπλοκο. Χαρακτηριστικά παραδείγματα της κατηγορίας αυτής αποτελούν τα ισχυρά 

φωτο-οξειδωτικά σύμπλοκα του Ru(II) με hat, tap, όπως συζητήσαμε στην § 2.2.3.  

o Με μεταφορά οξυγόνου. Άμεση οξείδωση των βάσεων του DNA μέσω αυτού του 

μηχανισμού, συμβαίνει με το σύμπλοκο [Ru(terpy)(dppz)O]
2+

 [62].  

o Ως αποτέλεσμα της αντίδρασης με οξυγόνο στην απλή του κατάσταση (singlet oxygen, 

1
Ο2), το οποίο σχηματίζεται μετά από ευαισθητοποίηση ενός συμπλόκου δεσμευμένου 

στο DNA. Μεταλλικά σύμπλοκα μπορούν να δημιουργήσουν 
1
Ο2, με μεταφορά 

ενέργειας από μια τριπλή διεγερμένη κατάσταση του συμπλόκου στο 
3
Ο2. Τέτοια 

σύμπλοκα, που προσκαλούν διάσπαση DNA μέσω 
1
Ο2, σαν και αυτά που σχολιάσαμε 

εκτεταμένα σε προηγούμενες παραγράφους, είναι ενδιαφέροντα στην φωτοδυναμική 

θεραπεία του καρκίνου.  

o Με μακρινής κλίμακας μεταφορά ηλεκτρονίου δια μέσου του DNA (Long range DNA-

mediated electron transfer) [21]. Χαρακτηριστικό παράδειγμα της κατηγορίας αυτής 

αναφέρθηκε αναλυτικά στην § 2.3.2 (Σχήμα 2.7).  
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2.6. Κυτταρικές μελέτες συμπλόκων μετάλλων μετάπτωσης  

Όπως είδαμε προηγουμένως, τέτοια σύμπλοκα μπορούν εύκολα να χρησιμοποιηθούν ως 

ανιχνευτές DNA, όμως για την εφαρμογή τους ως θεραπευτικών και διαγνωστικών 

παραγόντων, είναι πολύ σημαντικό να αποκτήσουμε πληροφορίες που αφορούν την 

κυτταρική πρόσληψη τους (cellular uptake). Αν και, όλο και περισσότερα σύμπλοκα έχουν 

βρει εφαρμογή σε βιολογικά συστήματα, εντούτοις οι ιδιότητες πρόσληψης τους από τα 

κύτταρα είναι ακόμα πολύ λίγο ανεπτυγμένες [63]. Ακόμα δεν έχει γίνει πλήρως 

κατανοητός ο τρόπος (ή οι κανόνες) σχεδιασμού τέτοιων ενώσεων που να εισέρχονται 

στον πυρήνα. Αρκετές ομάδες προτείνουν ότι η πρόσληψη των συμπλόκων στα κύτταρα 

είναι μια συνάρτηση της λιποφιλικότητας (lipophilicity) των βοηθητικών υποκαταστατών 

[64]. Μάλιστα, έχει βρεθεί ότι σύμπλοκα με τη μεγαλύτερη λιποφιλικότητα εμφανίζουν τη 

μεγαλύτερη κυτταρική πρόσληψη [65].  

Όσον αφορά τα τρικαρβόνυλο σύμπλοκα του Re(I) με πολυπυριδινικούς 

υποκαταστάτες, οι μελέτες έχουν επικεντρωθεί στις επιπτώσεις του φορτίου και της 

λιποφιλικότητας των συμπλόκων στην κυτταρική τους πρόσληψη, τον εντοπισμό (cellular 

localisation) και την κυτταροτοξική τους δράση. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο 

(confocal microscopy) έδειξαν ότι τα περισσότερα από τα καντιοντικά σύμπλοκα 

εισέρχονται σε κύτταρα θηλαστικών (mammalian cells) με παθητική διάχυση (passive 

diffusion) [18]. Σε ορισμένες περιπτώσεις τα σύμπλοκα δεσμεύονται στο γλυκοκάλυκα 

(glycocalyx) και δεν μπορούν να εισέλθουν στη λιπιδική διπλοστοιβάδα. Ειδικότερα, 

κατιοντικά λιποφιλικά σύμπλοκα του Re(I) εντοπίζονται στις υδρόφοβες μεμβράνες των 

οργανιδίων, ενώ κατιοντικά ηλεκτροφιλικά σύμπλοκα εντοπίζονται στα μιτοχόνδρια. 

Ανιοντικά σύμπλοκα του Re(I) συσσωρεύονται στην εξωτερική επιφάνεια της 

πλασματικής μεμβράνης ή δεν παρουσιάζουν καμία πρόσληψη ακόμα και αν έχουν πολύ 

λιπόφιλες ομάδες [18].  

Δεδομένου λοιπόν, ότι η κυτταρική πρόσληψη αυτών των συμπλόκων είναι άμεσα 

συνδεδεμένη με το φορτίο και τη λιποφιλικότητα τους, οι δομικές και φωτοφυσικές 

ιδιότητες μπορούν να ελεγχθούν μέσω της χρήσης από ένα ευρύ φάσμα διιμινικών και 

μονο-δοντικών υποκατασταστών, κάτι το οποίο θα επηρεάσει την απόδοση της κυτταρικής 

πρόσληψης και ενδεχομένως την εξειδίκευση.  

 



 34 

2.6.1. Κυτταροτοξικότητα συμπλόκων μετάλλων μετάπτωσης 

Η ανακάλυψη του cisplatin στη θεραπεία πολλών μορφών καρκίνου έχει προκαλέσει το 

ενδιαφέρον πολλών ερευνητών. Όμως η τοξικότητα του cisplatin και άλλων 

χημειοθεραπευτικών φαρμάκων είναι ανεπιθύμητη για την ασθένεια, κάτι που ώθησε τους 

χημικούς στη σύνθεση νέων DNA-δεσμευτικών παραγώγων.  

Συγκεκριμένα, σύμπλοκα παρεμβολείς στο DNA βασισμένα στο Pt(II) μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν στη θεραπεία του καρκίνου με καλά αποτελέσματα. Για παράδειγμα, 

σύμπλοκα Pt(II) που περιέχουν υποκατεστημένους φαινανθρολινικούς υποκαταστάτες, 

είναι ενδιαφέροντα, εξαιτίας της πιθανής χρήσης τους ενάντια στον καρκίνο και των 

βακτηριακών και μυκητιακών λοιμώξεων [66,67]. Σε αντίθεση με το cisplatin, αυτοί οι 

υποκαταστάτες και τα αντίστοιχα μεταλλικά σύμπλοκα τους, αλληλεπιδρούν με το DNA 

με αρωματικό π-στοίβαγμα ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων. Επιπλέον, η 1,10-φαινανθρολίνη-

5,6-διόνη (phendione), τόσο σε ελεύθερη μορφή (χωρίς μέταλλο) όσο και ως 

υποκαταστάτης (συμπλεγμένη με μέταλλο), επιδεικνύει σημαντική αντικαρκινική αλλά και 

αντιβακτηριακή δραστικότητα. Πρόσφατα, έχει μελετηθεί η αντικαρκινική δραστικότητα 

της phendione και μια σειρά συμπλόκων της με Cu(II), Ag(I), Mn(II) [68-70]. Στην 

πλειονότητα των περιπτώσεων, αυτά τα σύμπλοκα παρουσιάζουν εξαιρετική βιολογική 

δραστικότητα και αντιπροσωπεύουν μια κατηγορία ενώσεων DNA-στόχων, ικανών να 

αναστείλουν τη σύνθεση νουκλεοτιδίων.  

Επιπλέον, σύμπλοκα του ρουθηνίου είναι ευρύτατα διαδεδομένα στη θεραπεία του 

καρκίνου
 
και πιθανόν να υπερέχουν σε αριθμό, μόνο αυτά του λευκοχρύσου που έχουν 

αναφερθεί πάρα πολλά.
 
Για τα σύμπλοκα του τύπου [(η

6
-C6Me6)Ru(L)(pp)]

n+
 με pp = dpq, 

dppz, dppn [όπου για L = Cl, n=1, και για L = (NH2)2CS, n=2, και dpq = dipyrido[3,2-

d:2’,3’-f ]quinoxaline, (βλ. Σχήμα 2.1 για δομή υποκαταστατών)] έχουν μελετηθεί οι 

κυτταροτοξικές τους ιδιότητες ως προς τα ανθρώπινα κύτταρα HT-29 (colon cancer) και 

MCF-7 (καρκίνος του μαστού) και βρέθηκε ότι είναι ισχυρά εξαρτώμενες από την 

επιφάνεια του αρωματικού συστήματος. Για παράδειγμα, στα χλώρο-σύμπλοκα, η τιμή 

IC50 ελαττώνεται για τα κύτταρα MCF-7 καθώς το μέγεθος του πολυπυριδινικού 

υκοκαταστάτη μεγαλώνει κατά σειρά dpq < dppz < dppn [71].  

Με σκοπό να μελετηθεί η επίδραση της επιφάνειας του υποκαταστάτη στην κυτταρική 

απόπτωση και κυτταροτοξικότητα, μελετήθηκαν τα σύμπλοκα [Ru(bpy)2(pp)]Cl2, pp = 

dpy, phen, dpq, dppz και dppn, ως προς τα ανθρώπινα κύτταρα HT-29, MCF-7. Η 

αποδοτικότητα της κυτταρικής απόπτωσης και η κυτταροτοξικότητα βρέθηκε να 
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αυξάνεται με το μέγεθος του πολυπυριδινικού υκοκαταστάτη, αλλά παρόλα αυτά μόνο το 

dppn σύμπλοκο βρέθηκε να έχει παρόμοια IC50 με το cisplatin [72].  

 

2.6.2. Φωτο-τοξικότητα συμπλόκων μετάλλων μετάπτωσης 

Οι μοναδικές φωτοφυσικές και οξειδοαναγωγικές ιδιότητες της διεγερμένης κατάστασης 

των ανωτέρω συμπλόκων μπορούν να προκαλέσουν πολύ ενδιαφέρουσες φωτοχημικές 

αντιδράσεις, καθιστώντας τα εξαιρετικά ενδιαφέροντα στη χρήση τους ως 

φωτοευαισθητοποιητών στη φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου (PDT).  

Πράγματι, για τα σύμπλοκα [Ru(bpy)3]
2+

 και [Ru(phen)3]
2+

 βρέθηκε ότι αν και σε 

συνθήκες σκότους δεν μπορούν να περάσουν ανέπαφα την κυτταρική μεμβράνη, υπό 

ακτινοβόληση με ορατό φως παρατηρείται απώλεια της ακεραιότητας της μεμβράνης 

(membrane integrity), και μάλιστα μέσω μηχανισμού που περιλαμβάνει την παραγωγή 

μονήρους οξυγόνου (μηχανισμός τύπου ΙΙ) [73]. Ο φωτο-επαγόμενος κυτταρικός θάνατος 

παρατηρήθηκε για συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 0.2 mM και ακτινοβόληση στα 457 

nm.  

Ο A. R. Chakravarty με την ομάδα του [74], διερεύνησαν μια σειρά φαινανθρολινικού 

τύπου (phen, dpq, dppz) συμπλόκων του Fe(III) ως νέα φωτο-δραστικά είδη, έχοντας μια 

λιπόφιλη ομάδα τριτοταγούς βουτηλίου (2-bis-[3,5-di(tert-butyl)-2-

hydroxybenzyl]aminoacetic acid). Το dppz παράγωγο, το οποίο είναι μη τοξικό στο 

σκοτάδι (dark IC50>100 μΜ), γίνεται εξαιρετικά τοξικό κατά την ακτινοβόληση τόσο με 

ορατό (IC50=3.59 μΜ) όσο και με UV-A φως (IC50=0.25 μΜ) στα HeLa και στα HaCaT 

κύτταρα.  

Πολύ πρόσφατα, ο ίδιος παρουσίασε την φωτο-τοξικότητα μιας σειράς συμπλόκων του 

οξοβαναδίου(IV) με πολυπυριδινικούς υποκαταστάτες [75,76]. Ενδιαφέρον είναι το 

γεγονός, ότι μόνο τα παράγωγα με dppz έδειξαν έντονη PDT δραστικότητα, αφού η 

κυτταροτοξικότητα τους αυξήθηκε κατά την φωτο-διέγερση με ορατό φως. Επιπλέον, 

πειράματα χρώσης με propidium iodide έδειξαν ότι η απόπτωση είναι ο βασικός 

μηχανισμός κυτταρικού θανάτου.  

Επιπλέον, έχουν μελετηθεί πολλά σύμπλοκα δι-ροδίου(ΙΙ) ως προς την φωτο-τοξικότητα 

τους σε αρκετές καρκινικές κυτταρικές σειρές, με πολύ ενδιαφέροντα αποτελέσματα 

[77,78]. Συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι η τοξικότητα του cis-[Rh2(μ-O2CCH3)2(dppz)(n
1
-

O2CCH3)(CH3OH)]
+
 (σύμπλοκο 1 στο Σχήμα 2.8) ως προς τα Hs-27 ανθρώπινα 

επιδερμικά κύτταρα (human skin cells) είναι όμοια και στο σκοτάδι, αλλά και μετά από 
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ακτινοβόληση. Αντίθετα, για το cis-[Rh2(μ-O2CCH3)2(dppz)2]
2+

 (σύμπλοκο 2 Σχήματος 

2.8) παρατηρείται αύξηση της τοξικότητας μετά από ακτινοβόληση (από 135 μΜ στο 

σκοτάδι σε 39 μΜ) [54]. Αν και η διαφορά της τοξικότητας για το 2 μετά από φωτόλυση 

είναι αρκετά μεγάλη, απαιτείται ακόμα μεγαλύτερη για μια ένωση υποψηφία για την PDT. 

Κάτι τέτοιο παρατηρήθηκε για το σύμπλοκο cis-[Rh2(μ-O2CCH3)2(bpy)(dppz)]
2+

 (3) με το 

IC50 να είναι 208 μΜ στο σκοτάδι και 44 μΜ υπό ακτινοβόληση (έκθεση 30 min, 400-700 

nm), δηλαδή παρατηρήθηκε αύξηση της τοξικότητας κατά 79 %. Ανάλογη αύξηση (82 %) 

παρατηρήθηκε και για την αιματοπορφυρίνη, που είναι το κύριο συστατικό ενός ήδη 

χρησιμοποιούμενου PDT φαρμάκου του Photofrin [79].  

 

 

Σχήμα 2.8. Δομές των διμεταλλικών συμπλόκων του Rh(II). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΤΟΥ Re(Ι) ΜΕ a-ΔΙΙΜΙΝΙΚΟΥΣ 

ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΕΣ 

 

3.1. Γενικά  

Τα τρικαρβονυλικά σύμπλοκα του Re(I) με α-διιμινικούς υποκαταστάτες του τύπου fac-

Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

, όπου L είναι κάποιος αξονικός υποκαταστάτης ουδέτερος ή 

φορτισμένος, αποτελούν το επίκεντρο του ενδιαφέροντος για πολλά χρόνια, εξαιτίας 

κυρίως των μοναδικών φωτοφυσικών και φωτοχημικών ιδιοτήτων τους. Ο υποκαταστάτης 

L μπορεί να είναι κάποιο αλογονίδιο, ή οργανικός υποκαταστάτης (όπως πυριδίνη), ή 

ακόμα και μεταλλικό μόριο (όπως Ph3Sn). Τα σύμπλοκα του Re(I) μπορεί να είναι 

ουδέτερα ή θετικά φορτισμένα, όταν ο αξονικός υποκαταστάτης L είναι ανιόν ή 

ουδέτερος, αντίστοιχα (Σχήμα 3.1) [80-82].  

Αξίζει να σημειωθεί ότι ο χαρακτήρας της χαμηλότερης διεγερμένης κατάστασης των 

συμπλόκων του τύπου αυτού μπορεί να μεταβάλλεται από MLCT έως και IL, ανάλογα με 

το είδος της διιμίνης και του αξονικού υποκαταστάτη L. Για παράδειγμα, στις περιπτώσεις 

όπου η διιμίνη είναι η bpy ή η phen και ο L είναι κάποιος ηλεκτονιοδοτικός 

υποκαταστάτης, η χαμηλότερη διεγερμένη κατάσταση έχει χαρακτήρα MLCT, ενώ για 

σύμπλοκα όπου ο L είναι ένας εύκολα οξειδούμενος υποκαταστάτης, η LLCT (L→π* 

διιμίνη) διεγερμένη κατάσταση είναι η χαμηλότερα κείμενη [80].  

Ο συνδυασμός ποικίλης και ελεγχόμενης φωτοδραστικότητας με τη χημική 

σταθερότητα και με τη συνθετική ευελιξία των συμπλόκων του τύπου αυτού, κάνουν τα 

σύμπλοκα αυτά πολύ ελκυστικά ως φωτο-ευαισθητοποιητές και ανιχνευτές βιομορίων 

(Σχήμα 3.1) [80,82]. Μπορούν να προσκολληθούν σε πρωτεΐνες, να ενσωματωθούν σε 

αγώγιμα πολυμερή, μοριακά καλώδια (molecular wire), σε υγρούς κρυστάλλους, στο 

DNA, ή να συνδεθούν με ειδικές δεσμευτικές μονάδες υποστρωμάτων, είτε μέσω του 

αξονικού υποκαταστάτη L, είτε μέσω τροποποίησης της α-διιμίνης.  

Η δυνατότητα που υπάρχει να τροποποιούνται ελεγχόμενα οι ιδιότητες και ο 

χαρακτήρας της χαμηλότερης διεγερμένης κατάστασης των συμπλόκων αυτών με τη 

μεταβολή του αξονικού υποκαταστάτη L, αποτελεί το βασικότερο πλεονέκτημα της 

χρήσης τους ως φωτο-ευαισθητοποιητές. Η ανακάλυψη ότι το σύμπλοκο Re(CO)3(bpy)Cl 
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μπορεί να δράσει και ως φωτο-ευαισθητοποιητής και ως ένας ομογενής καταλύτης στην 

αναγωγή του CO2 [83], έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη μιας σειράς συμπλόκων του τύπου 

fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

, τα όποια απορροφούν και εκπέμπουν σε σχετικά υψηλές 

ενέργειες σε σχέση με τα ανάλογα σύμπλοκα του Ru(II) και του Os(II). Επιπλέον, η 

cis/trans φωτο-επαγόμενη ισομερίωση των συμπλόκων fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

 ως 

προς τον υποκαταστάτη L ανοίγει το πεδίο για τη χρήση τους ως φωτοδιακόπτες [84]. Το 

πιο πρόσφατο, όμως, ενδιαφέρον των συμπλόκων αυτών, είναι η εφαρμογή τους ως 

μοριακοί και βιολογικοί ανιχνευτές και μοριακοί διακόπτες φωτός για το DNA και άλλα 

βιομόρια [18] (έχουμε αναφερθεί διεξοδικά σε προηγούμενο κεφάλαιο), καθώς και ως 

διαγνωστικά και θεραπευτικά ραδιοφάρμακα [85,86].  

 

 

Σχήμα 3.1. Σχηματική αναπαράσταση των συμπλόκων του τύπου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

. Αυτές οι 

δομικές μονάδες μπορούν να συνδεθούν με βιομόρια ή να ενσωματωθούν σε μοριακές διατάξεις μέσω 

του αξονικού υποκαταστάτη L, ή της Ν^Ν διιμίνης [82]. 

 

3.2. Μέθοδοι σύνθεσης συμπλόκων του τύπου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

  

Ένα από τα πλεονεκτήματα των συμπλόκων του τύπου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

, που 

ευνοεί τη διερεύνηση των ιδιοτήτων τους και την ανάπτυξη των εφαρμογών τους σε 

διάφορους τομείς, είναι η μεγάλη ευελιξία στη σύνθεση τους [80-81]. Έτσι, βρίσκουμε στη 

βιβλιογραφία πολλά διαφορετικά σύμπλοκα της παραπάνω κατηγορίας με μια ποικιλία 

υποκαταστατών στη θέση του αξονικού L, από ανιοντικούς υποκαταστάτες, όπως άτομα 

αλογόνου ή το –CN
-
, έως ουδέτερους υποκαταστάτες, όπως φωσφίνες, παράγωγα 

πυριδινών, ισονιτρίλια, αλκύλια ή μεταλλικά τμήματα, όπως π.χ. Ph3Sn, M(CO)5 (με M: 

Re, Mn) κτλ. Όσον αφορά την ταυτότητα της διιμίνης, και εκεί οι δυνατότητες είναι πολύ 

μεγάλες.  

Η γενική μέθοδος παρασκευής των συμπλόκων fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)X (όπου X: F, 

Cl, Br, I), περιλαμβάνει μια απλή αντίδραση υποκατάστασης μεταξύ του εμπορικά 
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λαμβανομένου αντίστοιχου συμπλόκου Re(CO)5X και της επιθυμητής διιμίνης σε 

συνθήκες που συνήθως περιλαμβάνουν βρασμό με αναρροή και υπό Ar, όπως φαίνεται 

στην παρακάτω αντίδραση [80,87]:  

2CO  diimine)X-(Re(CO) diimine-  XRe(CO) 3

Δ

5  αα  

Στην περίπτωση που η διιμίνη είναι δύσκολο να παρασκευαστεί ξεχωριστά, η στρατηγική 

που ακολουθείται περιλαμβάνει αρχικά την αντίδραση ενός πρόδρομου μορίου της 

επιθυμητής διιμίνης με το Re(CO)5X και στη συνέχεια την αντίδραση ενός δεύτερου 

πρόδρομου οργανικού μορίου με το συμπλεγμένο υποκαταστάτη, με αποτέλεσμα η 

επιθυμητή διιμίνη να συντίθεται, ενώ ένα τμήμα της είναι ήδη συμπλεγμένο, όπως 

συμβαίνει στην περίπτωση του συμπλόκου Re(CO)3(dppz)Cl (Σχήμα 3.2) [42].  
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N

N

O

O
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Σχήμα 3.2. Σχηματική αναπαράσταση της πορείας σύνθεσης του συμπλόκου fac-(dppz)Re
I
(CO)3Cl. 

Αρχικά, η 1-10-φαινανθρολίνη-5,6-διόνη συμπλέκεται στο μεταλλικό κέντρο και εν συνεχεία αντιδρά, 

με μια αντίδραση συμπύκνωσης, με την o-φαινυλενοδιαμίνη, δημιουργώντας τελικά τον dppz 

υποκαταστάτη. 

 

Πρόσφατα, έχει αναφερθεί ένας διαφορετικός τρόπος σύνθεσης συμπλόκων του τύπου 

αυτού και αφορά την αντίδραση του Re2(CO)10 με Cl2 και την αντίστοιχη διιμίνη σε 2-

χλωροαιθανόλη και βρασμό υπό αναρροή για 24h, σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση 

[88]: 

4COCHOClCHOHCHCHdiimine)Cl-(Re(CO)          

OHCH2ClCHdiimine)-2( (CO)Re

2233

22102





α

α
 

Ο μηχανισμός της αντίδρασης αυτής δεν έχει διερευνηθεί ακόμα, είναι όμως πιθανό να 

παράγεται αρχικά το αντίστοιχο διμερές [Re(CO)3(α-diimine)]2. Η ίδια αντίδραση μπορεί 

να πραγματοποιηθεί και σε 1-πεντανόλη παρουσία CO2 και HCl.  
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Τα σύμπλοκα του τύπου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

, όπου L είναι οποιοσδήποτε 

υποκαταστάτης εκτός αλογόνου (συνήθως σ-δότης, π-δέκτης όπως το ανιόν CN
-
 ή κάποιο 

νιτρίλιο ή κάποιο παράγωγο πυριδίνης), μπορούν να παρασκευαστούν με την άμεση 

μετατροπή του fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)Cl στο τελικό σύμπλοκο με τον επιθυμητό 

υποκαταστάτη L. Έως τώρα, έχουν αναπτυχθεί αρκετές μέθοδοι σύνθεσης συμπλόκων fac-

Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

, με πρόδρομο μόριο το Re(CO)3(α-διιμίνη)Cl.  

Η μέθοδος που αναπτύχθηκε από τον K. S. Schanze [81], περιλαμβάνει την άμεση 

αντίδραση του χλώρο συμπλόκου με μικρή περίσσεια του μονοσχιδούς υποκαταστάτη L 

παρουσία περίσσειας AgPF6, αποδίδοντας δυσδιάλυτο λευκό στερεό AgCl, σύμφωνα με 

την αντίδραση:  

AgCl]][PFdiim)L(α[Re(CO) 1.2eq.Ldiim)Cl(αRe(CO) 63

Co70  DMF

3 6AgPF 3eq  
 

Γενικά, οι αποδόσεις αυτής της αντίδρασης κυμαίνονται από 20 έως 50%, ενώ η 

αντίδραση μπορεί εύκολα να παρακολουθηθεί με χρήση χρωματογραφίας λεπτής 

στοιβάδας (TLC), με διαλύτη έκλουσης 5% MeOH/CH2Cl2 σε silica gel ή 20% 

MeCN/CH2Cl2 σε alumina.  

Μια άλλη μέθοδος περιλαμβάνει την παρασκευή και απομόνωση του ενδιαμέσου 

συμπλόκου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)(CF3SO3) (από την αντίδραση του αντίστοιχου χλώρο 

συμπλόκου με AgCF3SO3), το οποίο εν συνεχεία αντιδρά με περίπου ένα ισοδύναμο του 

υποκαταστάτη L, με βρασμό υπό ανναροή σε EtOH ή THF. Ένα πρόβλημα αυτής της 

προσέγγισης είναι ότι η αντίδραση δεν μπορεί να παρακολουθηθεί με χρωματογραφία 

λεπτής στοιβάδας (TLC), γιατί το άμεσο προϊόν της αντίδρασης, το [Re(CO)3(α-

διιμίνη)L
+
][CF3SO3

-
], είναι ένα τριφθορομεθανικό σουλφονικό άλας, που έχει RF=0 σε 

alumina ή silica gel [80].  

Εναλλακτικά, αντί του Re(CO)3(α-διιμίνη)(CF3SO3) ενδιαμέσου, χρησιμοποιείται άλλη 

αποχωρούσα ομάδα, όπως το MeCN ή το DMSO [89], με διαφορετικά αντισταθμιστικά 

ιόντα, όπως το 

6PF , 

4BF , κάνοντας τη μέθοδο πιο ευέλικτη και αποτελεσματική.  

 

3.3. Φωτοφυσικές ιδιότητες συμπλόκων του τύπου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

 [80-82] 

Οι ιδιότητες των διεγερμένων καταστάσεων των τρικαρβόνυλο συμπλόκων του Re(I) 

που περιέχουν δισχιδώς συνδεδεμένες α-διιμίνες, μελετήθηκαν αρχικά στα μέσα του 1970 

από τους Wrighton και Morse [87] και έκτοτε η φασματοσκοπική, η φωτοχημική και η 
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φωτοφυσική συμπεριφορά των συμπλόκων αυτών συνεχίζουν να προσελκύουν μεγάλο 

ερευνητικό ενδιαφέρον.  

 

3.3.1. UV-Vis φασματοσκοπία [90]  

Τα φάσματα απορρόφησης των συμπλόκων αυτών εμφανίζουν ταινίες στην περιοχή του 

εγγύς υπεριώδους, που αντιστοιχούν σε MLCT, μικτή MLCT/LLCT (γενικά καλούνται 

MLLCT) και IL(α-διιμίνης) μεταπτώσεις. Στην πλειονότητα των περιπτώσεων οι ταινίες 

μεταφοράς φορτίου (CT) βρίσκονται σε σχετικά μεγαλύτερο μήκος κύματος (330-400 nm, 

με ε ~ 2000-5000 Μ
-1

cm
-1

), από τις ισχυρότερης έντασης IL ταινίες, που εμφανίζονται στα 

320 nm για διιμινικό υποκαταστάτη την bpy. Αρκετές φορές μάλιστα, έχει παρατηρηθεί το 

φαινόμενο η μεταφοράς φορτίου ταινία να επικαλύπτεται από την ουρά της ισχυρής σε 

ένταση IL κορυφής. Η MLCT μετάπτωση παρουσιάζει διαλυτοχρωμισμό και 

μετατοπίζεται συνήθως σε μεγαλύτερα μήκη κύματος (μικρότερη ενέργεια) καθώς 

ελαττώνεται η πολικότητα του διαλύτη.  

Η χαμηλότερη επιτρεπτή μετάπτωση έχει συμμετρία Α΄, και συνήθως είναι η δεύτερη 

απλή διεγερμένη κατάσταση. Μεταπτώσεις στη χαμηλότερη απλή κατάσταση έχουν 

αμελητέα ισχύ ταλάντωσης (oscillator strength). Για L= παράγωγα πυριδίνης, οι δύο 

χαμηλότερες απλές καταστάσεις έχουν κυρίως Re(CO)3→(α-διιμινης) MLCT χαρακτήρα, 

ενώ η μικτή MLCT/LLCT (συχνά καλείται MLLCT) επικρατεί για L= αλογονίδιο ή NCS.  

 

3.3.2. IR φασματοσκοπία
 
[90]  

Τα φάσματα IR των συμπλόκων του τύπου αυτού έχουν τρεις ταινίες εξαιτίας της 

δόνησης τάσης του C≡O, v(CO) στην περιοχή ~1900 – 2040 cm
-1

, οι οποίες 

αναπαριστάνονται στο Σχήμα 3.3. Η ταινία υψηλότερης ενέργειας αντιστοιχεί σε μια 

απόλυτα συμμετρική εντός επιπέδου (in-phase) v(CO) δόνηση, αποδιδόμενη ως Α΄(1). Οι 

δύο χαμηλότερες ταινίες οφείλονται στην εκτός επιπέδου (out of phase) συμμετρική 

δόνηση Α΄(2) και την ασύμμετρη δόνηση των ισημερινών CO υποκαταστατών, A΄΄. Αυτές 

οι δύο δονήσεις εμφανίζονται σε παρόμοιες ενέργειες και ο διαχωρισμός των αντίστοιχων 

ταινιών εξαρτάται από τον αξονικό υποκαταστάτη L. Δύο καλώς διαχωριζόμενες ταινίες 

εμφανίζονται σε σύμπλοκα όταν ο υποκαταστάτης είναι κάποιο αλογονίδιο, Ο-, ή P-

coordinated. Αντίθετα, οι ταινίες Α΄(2) και Α΄΄ συγχωνεύονται σε μία ευρεία ταινία αν ο L 

είναι Ν-coordinated, όπως πυριδίνη, ιμιδαζόλιο, ή NCS.  
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Σχήμα 3.3. FTIR φάσμα του συμπλόκου Re(CO)3(bpy)Cl σε MeCN και οι αντίστοιχες v(CO) δονήσεις. 

 

Αυτή η υψηλή ευαισθησία των v(CO) δονητικών ενεργειών στην ηλεκτρονιακή 

πυκνότητα, θα παρείχε λεπτομερείς πληροφορίες για το χαρακτήρα της χαμηλότερα 

κείμενης διεγερμένης κατάστασης, αν μετά από διέγερση του συμπλόκου μελετούσαμε τις 

μετατοπίσεις των ζωνών IR. Ποιοτικά, μειώνοντας την ηλεκτρονιακή πυκνότητα του 

μορίου Re(CO)3 μετατοπίζονται οι ταινίες v(CO) σε μεγαλύτερη ενέργεια (αύξηση v(CO) 

συχνότητας) εξαιτίας της Re→CO π οπισθοσύνδεσης. Η αύξηση της ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας στο Re(I) επιφέρει το αντίθετο αποτέλεσμα. Εν ολίγης, η μερική οξείδωση και 

αναγωγή του ατόμου του Re μετατοπίζει τις v(CO) δονήσεις σε υψηλότερη και 

χαμηλότερη ενέργεια, αντίστοιχα. Οι v(CO) ενέργειες είναι αρκετά ευαίσθητες για να 

ανιχνεύσουν ακόμα και μικρές αλλαγές της ηλεκτρονιακής πυκνότητας στην περιοχή του 

μορίου Re(CO)3 όπως αυτές των π→π* διεγέρσεων της α-διιμινης. Πάνω σε αυτό το θέμα 

έχουν γίνει εκτεταμένες μελέτες από τον M. W. George και την ομάδα του 

χρησιμοποιώντας picosecond και nanosecond time-resolved IR φασματοσκοπία, και έχουν 

εξαχθεί χρήσιμα συμπεράσματα [91,92].  

 

3.3.3. Φωτοφυσικές ιδιότητες
 
[80-82,90] 

Είναι φανερό ότι οι φωτοχημικές και οι φωτοφυσικές ιδιότητες των fac-Re(CO)3(α-

διιμίνη)L
0/+

 εξαρτώνται άμεσα από τη φύση τόσο της διιμίνης, όσο και του αξονικού 

υποκαταστάτη, καθιστώντας αυτά τα σύμπλοκα πολύ ικανά φωτοδραστικά υλικά που θα 

μπορούσαν να συμμετέχουν σε διάφορες φωτο-προκαλούμενες διαδικασίες. Στην 

πλειονότητα των φωτοχημικών διαδικασιών περιλαμβάνεται μεταφορά ηλεκτρονίου, με 
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τις πρώτες μελέτες να δείχνουν ότι η διεγερμένη κατάσταση των συμπλόκων αυτών είναι 

τόσο ισχυρά αναγωγική όσο και οξειδωτική. Οι διεγερμένες καταστάσεις, των συμπλόκων 

αυτού του τύπου, έχουν συνήθως αρκετά μεγάλο χρόνο ζωής (ns–μs) και μπορούν να 

εμπλακούν σε γρήγορες αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίου ή ενέργειας, παρόμοιες με 

εκείνες της γνωστής οικογένειας [Ru(bpy)3]
2+

 και παρόμοιων πολυπυριδινικών 

συμπλόκων.  

Η φωτοφυσική συμπεριφορά τους καθορίζεται από το χαρακτήρα της χαμηλότερης 

διεγερμένης κατάστασης. Καταρχήν, η παρουσία μιας ηλεκτρονιακά δεκτικής α-διιμίνης 

στη σφαίρα ένταξης του συμπλόκου επιτρέπει ηλεκτρονιακές μεταπτώσεις μεταφοράς 

φορτίου που εστιάζονται στον διιμινικό υποκαταστάτη, ενώ η προέλευση του διεγερμένου 

ηλεκτρονίου εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τη φύση του αξονικού υποκαταστάτη. Έχει 

δειχθεί ότι η συμπεριφορά αυτών των συμπλόκων μπορεί ουσιαστικά να χωριστεί σε 

τέσσερις κατηγορίες ως προς τη φύση των διεγερμένων καταστάσεων, που φαίνονται 

σχηματικά στο Σχήμα 3.4.  

 

 

Σχήμα 3.4. Ο χαρακτήρας των πιο συχνά απαντώμενων διεγερμένων καταστάσεων που συναντώνται 

στα σύμπλοκα του τύπου αυτού. 

 

dπ(Re)→ π*(α-διιμίνη) μέταλλο προς υποκαταστάτη μεταφορά φορτίου (MLCT) 

Στα περισσότερα σύμπλοκα αυτού του τύπου η χαμηλότερα κείμενη διεγερμένη 

κατάσταση αποδίδεται ως dπ(Re)→π*(α-διιμίνη) MLCT. Ο αξονικός υποκαταστάτης L 

μπορεί να είναι π-δέκτης, π-ουδέτερος, ή πολύ ασθενής π-δότης. Όμως, όσο αυξάνεται η 

π-δεκτική ικανότητα του L, τόσο μετατοπίζεται η MLCT απορρόφηση και εκπομπή σε 
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υψηλότερες ενέργειες και μεγαλώνει ο χρόνος ζωής της διεγερμένης κατάστασης. Η 

αύξηση της ενέργειας της MLCT κατάστασης μπορεί να ελαχιστοποιήσει την ενεργειακή 

διαφορά ανάμεσα στην MLCT και την IL διεγερμένη κατάσταση που βρίσκεται 

υψηλότερα.  

L→ α-διιμίνη υποκαταστάτης προς υποκαταστάτη μεταφορά φορτίου (LLCT)  

Μία διεγερμένη κατάσταση τύπου LLCT (μερικές φορές αναφέρεται σαν XLCT αν ο L 

είναι κάποιο αλογονίδιο) συμβαίνει σε σύμπλοκα που ο αξονικός υποκαταστάτης φέρει 

ένα αναγωγικό κομμάτι. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι το [Re(CO)3(bpy)(py-PTZ)]
+
 

[93], όπου py-PTZ=10-(4-πικολυνο)-φαινοθιαζίνη. Με διέγερση του συμπλόκου, 

συμβαίνει πρώτα μία (Re→bpy) MLCT μετάπτωση, ενώ εν συνεχεία παρατηρείται 

μεταφορά ηλεκτρονίου από το py-PTZ στο Re
II
. Το μόριο που παράγεται μπορεί να δώσει 

μία py-PTZ→bpy LLCT διεγερμένη κατάσταση. Αυτή η LLCT κατάσταση μεταπίπτει στη 

θεμελιώδη με μια άλλη ενδομοριακή μεταφορά ηλεκτρονίου bpy
∙-
→py-PTZ

∙+
. Η άμεση 

py-PTZ→bpy LLCT μετάπτωση είναι εξαιρετικά ασθενής. Να σημειωθεί ότι ο 

οξειδωμένος L
∙+

 μπορεί να υποστεί χημικές αντιδράσεις, που μπορούν να οδηγήσουν σε 

συνθετική η καταλυτική χρήση.  

Στις MLCT μεταπτώσεις συζητήσαμε την επίδραση των ισχυρά π-δεκτικών αξονικών 

υποκαταστατών. Όμως, οι π-δοτικοί υποκαταστάτες επηρεάζουν τη φύση των διεγερμένων 

καταστάσεων. Έτσι, η αύξηση της π-δοτικής ικανότητας ενός αξονικού υποκαταστάτη μας 

επιτρέπει τη ρύθμιση της χαμηλότερης διεγερμένης κατάστασης από MLCT σε LLCT, 

μέσω της μίξης των κατειλημμένων dπ τροχιακών του μετάλλου και των pπ τροχιακών του 

αξονικού υποκαταστάτη. Αυτό παρατηρείται άμεσα στα σύμπλοκα όπου ο αξονικός 

υποκαταστάτης είναι κάποιο αλογονίδιο. Συγκεκριμένα, για τα σύμπλοκα fac-Re(CO)3(α-

διιμίνη)Cl τα HOMO τροχιακά έχουν κυρίως dπ χαρακτήρα μετάλλου, κάτι που οδηγεί σε 

μία Re→π*(α-διιμίνη) MLCT μετάπτωση, ενώ για τα αντίστοιχα ιώδο-σύμπλοκα τα 

HOMO τροχιακά έχουν κυρίως χαρακτήρα pπ, που οδηγεί σε μία L→π*(α-διιμίνη) LLCT 

μετάπτωση [94].  

Μετάπτωση από το Re(I)–L σ-δεσμικό τροχιακό προς το αντιδεσμικό σπ* της α-

διιμίνης (SBLCT)  

Σύμπλοκα με αξονικούς υποκαταστάτες που έχουν ένα υψηλά κείμενο ενεργειακό 

τροχιακό, όπως είναι τα αλκυλικά, τα βενζυλικά, ή τα μεταλλικά τμήματα σχηματίζουν 

ομοιοπολικούς σ-δεσμούς M–L. Το αντίστοιχο κατειλημμένο σ-δεσμικό τροχιακό συχνά 

βρίσκεται ενεργειακά υψηλότερα από τα dπ τροχιακά του μετάλλου και ως εκ τούτου 

οδηγεί σε μια σ→π* χαμηλότερη διεγερμένη κατάσταση. Αυτός ο τύπος μετάπτωσης 



 45 

μπορεί να οδηγήσει σε εξαιρετική φωτοχημική δραστικότητα, εξαιτίας της ομόλυσης του 

δεσμού M–L, παράγοντας ρίζα L
∙
.  

Ενδομοριακές ππ* μεταπτώσεις στο εσωτερικό της α-διιμίνης (IL) 

Όπως είδαμε, όλες οι παραπάνω μεταπτώσεις αφορούν τη διέγερση στο π* τροχιακό της 

διιμίνης. Επομένως, δομικές διαφοροποιήσεις στον υποκαταστάτη της α-διιμίνης θα μας 

επιτρέψουν τη ρύθμιση των ιδιοτήτων των διεγερμένων καταστάσεων.  

Τα σύμπλοκα του τύπου [Re(α-διιμίνη)(CO)3Cl] (όπου α-διιμίνη = phen, bpy) είναι 

γνωστό ότι κατέχουν μια MLCT ως τη χαμηλότερη διεγερμένη κατάσταση. Όμως, η 

ένταξη ενός εκτεταμένου και απεντοπισμένου π αρωματικού συστήματος, όπως ο dppz, 

έχει ως αποτέλεσμα περισσότερο πολύπλοκες και πολλαπλές διεγερμένες καταστάσεις, και 

η απόδοση της χαμηλότερης διεγερμένης κατάστασης αυτών των συμπλόκων είναι 

λιγότερο ξεκάθαρη. Αυτές οι καταστάσεις μπορούν να θεωρηθούν ότι είναι: IL(π→π*), 

φαινανθρολινικού χαρακτήρα MLCT [MLCT(phen)] και φαιναζινικού χαρακτήρα MLCT 

[MLCT(phz)] [92,95]. Οι δύο MLCT δείχνουν να έχουν τελείως διαφορετικές κβαντικές 

αποδόσεις εκπομπής. Η MLCT(phen) εκπέμπει φωταύγεια (emissive MLCT), ενώ η 

MLCT(phz) όχι, για το λόγο αυτό καλείται «σκοτεινή» κατάσταση (dark state).  

Η φύση της χαμηλότερης διεγερμένης κατάστασης των συμπλόκων με τέτοιους 

υποκαταστάτες (όπως ο dppz) θα καθοριστεί από τις σχετικές ενέργειες των καταστάσεων 

μεταφοράς φορτίου και των IL καταστάσεων, οι οποίες εξαρτώνται, όχι μόνο από τη 

διιμίνη, αλλά και από τον αξονικό υποκαταστάτη ή ακόμα και από το διαλύτη ή τη 

θερμοκρασία [92]. Γενικά, ο IL χαρακτήρας της χαμηλότερης διεγερμένης κατάστασης 

ενισχύεται παρουσία ασθενών σ-δοτικών και ισχυρών π-δεκτικών αξονικών 

υποκαταστατών, όπως οι φωσφίνες, τα νιτρίλια ή τα ισονιτρίλια, τα οποία μετατοπίζουν 

τις καταστάσεις μεταφοράς φορτίου σε υψηλότερη ενέργεια. Όμως, σύμπλοκα με π-

ουδέτερους ή π-δοτικούς αξονικούς υποκαταστάτες μπορεί να έχουν περισσότερο 

αμφιλεγόμενη φωτοφυσική συμπεριφορά.  

Πρόσφατα, έχει μελετηθεί μια σειρά συμπλόκων fac-[ReCl(CO)3(11,12-X2-dppz)] (όπου 

X= H, CH3, Cl, F, CF3) με φασματοσκοπία εκπομπής, μετρήσεις TRIR (time-resolved 

infrared spectroscopy) και DFT (density functional theory) υπολογισμούς [92]. Σε όλα τα 

σύμπλοκα, το LUMO τροχιακό έχει φαιναζινικό χαρακτήρα. Βρέθηκε ότι σχηματίζονται 

τρεις διαφορετικές διεγερμένες καταστάσεις 
3
IL(π→π*), 

3
MLCT(phen) και 

3
MLCT(phz) 

που εξαρτώνται από την υποκατάσταση του dppz, αλλά και από τη φύση των διαλυτών. 

Αυτό σημαίνει ότι υπάρχει η δυνατότητα να συντονιστεί με ακρίβεια η ενέργεια και η 
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φύση της MLCT(phz) και της MLCT(phen) κατάστασης, είτε εισάγοντας ομάδες με 

διαφορετική δοτική/ δεκτική ικανότητα, είτε αλλάζοντας την πολικότητα του διαλύτη [92].  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΠΟΡΦΥΡΙΝΕΣ 

 

4.1. Εισαγωγή  

Οι πορφυρίνες, σε συνδυασμό με πρωτεΐνες συμμετέχουν σε διάφορες βιοχημικές 

διεργασίες στη φύση. Βρίσκονται στο ενεργό κέντρο πολλών πρωτεϊνών, η χημεία των 

οποίων αφορά τη μεταφορά και την αποθήκευση οξυγόνου (αιμοσφαιρίνη, μυοσφαιρίνη), 

τη μεταφορά ηλεκτρονίου (κυτόχρωμα C), τη μετατροπή ενέργειας (χλωροφύλλη) [96,97].  

Όμως, το ενδιαφέρον των ενώσεων αυτών δεν περιορίζεται μόνο στο βιολογικό επίπεδο, 

αλλά είναι εξίσου σημαντικές από χημικής, βιομηχανικής και τεχνολογικής άποψης. Οι 

συνθετικές πορφυρίνες, έχουν ευρέως διερευνηθεί στο πεδίο της κατάλυσης, στη χημεία 

υλικών και τη νανοτεχνολογία (π.χ. molecular-scale electronics, optoelectronic devices, 

sensors). Μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν σαν βιομιμητικά μοντέλα ενζύμων όπως η 

καταλάση, οι υπεροξιδάσες ή τα κυτοχρώματα, καθώς και σαν ανιχνευτές για το DNA ή 

ως παράγοντες διάσπασης του.  

Ίσως, το σημαντικότερο και πιο ενδιαφέρον πεδίο διερεύνησης των πορφυρινών, είναι η 

εφαρμογή τους στη φωτοδυναμική θεραπεία (PDT) του καρκίνου. Οι εξαιρετικές 

φωτοφυσικές ιδιότητες των πορφυρινών, η απορρόφηση τους στην περιοχή του κόκκινου 

ή του εγγύς υπερύθρου (δηλαδή στα μήκη κύματος που διαπερνούν τον ανθρώπινο ιστό 

αποτελεσματικά) και η ικανότητα τους να παράγουν δραστικά είδη οξυγόνου (reactive 

oxygen species, ROS), τις καθιστούν εξαιρετικά ενδιαφέρουσες ως φωτοευαισθητοποιητές 

[98,99]. Άλλωστε, πρώτος εκπρόσωπος στην PDT είναι το Photofrin
®
, ένα παράγωγο της 

αιματοπορφυρίνης, που χρησιμοποιείται στον καρκίνο του οισοφάγου. Έκτοτε, έχουν 

αναπτυχθεί πολλές πορφυρινοειδής ενώσεις, όπως το Foscan
®
 (meso-tetra-hydroxyphenyl-

chlorin), που το 2001 εγκρίθηκε στην Ευρωπαϊκή Ένωση για τη θεραπεία προχωρημένου 

επιθηλιακού καρκινώματος κεφαλής και τραχήλου. Μέχρι αυτή τη στιγμή δύο 

τετραπυρρολικά χρωμοφόρα με μεταλλικό ιόν στο κέντρο τους βρίσκονται σε κλινικές 

μελέτες, το Sn
II
 tin ethyl etiopurpurin (Puryltin) και το motexafin lutetium

 
(Lutex) [100].  

Ένας κρίσιμος παράγοντας για τη βιολογική δραστικότητα και εκλεκτικότητα των 

πορφυρινών και των αναλόγων της σε ζώντες οργανισμούς, είναι η συμμετοχή μεταλλικού 

ιόντος στη σφαίρα ένταξης της, που χρησιμεύει ως το κέντρο για τις βιοχημικές 
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διεργασίες. Μικρές αλλαγές στο κεντρικό μεταλλικό άτομο ή στο μακρο-κυκλικό 

περιβάλλον, μπορεί να προκαλέσει διάφορες βιοχημικές αντιδράσεις. Η αιμοσφαιρίνη, για 

παράδειγμα, είναι μια μεταλλοπρωτεΐνη που δρα ως μεταφορέας, του Ο2 από του 

πνεύμονες προς τους ιστούς και του CO2 από τους ιστούς στους πνεύμονες. Στην 

αιμοσφαιρίνη είναι συνδεδεμένες τέσσερεις ομάδες αίμης. Η αίμη είναι σύμπλοκο του 

Fe(II) με μια πορφυρίνη, την πρωτοπορφυρίνη IX (Σχήμα 4.1). Η αίμη συνδέεται μέσω 

του Fe(II) με το άζωτο του ιμιδαζολικού δακτυλίου μιας ιστιδίνης που αποτελεί το 

σύνδεσμο με το υπόλοιπο πρωτεϊνικό τμήμα της αιμοσφαιρίνης. Στους πνεύμονες το 

μοριακό οξυγόνο συνδέεται με τον σίδηρο, παρέχοντας οξυαιμοσφαιρίνη. Στους ιστούς 

αποδίδεται το Ο2 και προσδένεται το CO2, σχηματίζοντας την καρβαμινοαιμοσφαιρίνη (ή 

ανθρακοαιμοσφαιρίνη).  

 

 

Σχήμα 4.1. Δομή πορφυρίνης, και η αρίθμηση για την περιφερειακή υποκατάσταση πορφυρινικών 

παραγώγων, όπως η φυσικώς απαντώμενη β-υποκατεστημένη protoporphyrin IX και η meso-

υποκατεστημένη συνθετική πορφυρίνη τετραφαινυλοπορφυρίνη. 

 

Η βασική μονάδα της πορφυρίνης αποτελείται από τέσσερεις μονάδες πυρρολίου 

συνδεδεμένες με τέσσερεις γέφυρες μεθυλενίου (=CH-, methine bridges). Οι πορφυρίνες 

βασικά χωρίζονται σε δύο τύπους: (α) μια σειρά από πορφυρίνες που υπάρχουν στη φύση 

με δύο ή περισσότερες υποκαταστάσεις στον πυρρολικό δακτύλιο και (β) μια σειρά από 

συνθετικές πορφυρίνες με υποκατάσταση στη γέφυρα του μεθυλενίου (meso-

υποκατεστημένες πορφυρίνες) (Σχήμα 4.1). Το πλέον χαρακτηριστικό παράδειγμα 

φυσικών πορφυρινών είναι η πρωτοπορφυρίνη IX, που αναφέρθηκε προηγουμένως. 

Τυπικό παράδειγμα της δεύτερης κατηγορίας είναι η meso-τετρα-(φαινυλ)πορφυρίνη 

(TPP) και παράγωγα της. Στη συγκεκριμένη εργασία θα ασχοληθούμε κυρίως με την 

δεύτερη κατηγορία πορφυρινών.  
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Οι πορφυρίνες με υδρογωνομένη μια πυρρολική μονάδα (αναγωγή ενός πυρρολικού 

δακτυλίου) καλούνται χλωρίνες (chlorins), ενώ εκείνες με δύο υδρογονομένους 

δακτυλίους, σε αντίθετες κατευθύνσεις, καλούνται βακτηριοχλωρίνες (bacteriochlorins). Η 

χλωρίνη είναι το μητρικό μόριο του συστήματος της χλωροφύλλης α, ενώ η 

βακτηριοχλωρίνη βρίσκεται σε φωτοσυνθετικά βακτήρια. Το μεταβολικό πρόδρομο της 

πορφυρίνης και της χρωστικής των φυτών είναι τα πορφυρινογόνα (porphyrinogens), με 

ανηγμένες τις γέφυρες μεθυλενίου (ανηγμένη μορφή πορφυρίνης) [96].  

Ο πορφυρινικός υποκαταστάτης παρέχει μια κενή θέση στο κέντρο του, εξαιτίας των 

δύο εξαιρετικά ασθενώς όξινων πρωτονίων των κεντρικών αζώτων, που ταιριάζει ιδανικά 

η σύμπλεξη κάποιου μεταλλικού ιόντος (μεταλλοπορφυρίνη). Με πολύ λίγες εξαιρέσεις 

το διανιόν της πορφυρίνης δρα ως τετραδοντικός υποκαταστάτης. Για τετραενταγμένα 

μεταλλικά ιόντα (επίπεδη τετραγωνική γεωμετρία), παρατηρείται ουσιαστικά μια 

επιπεδότητα του πορφυρινικού δακτυλίου. Αριθμός ένταξης μεγαλύτερος του τέσσερα 

είναι δυνατόν να παρατηρηθεί μέσω αξονικών υποκαταστατών συμπλεγμένων με το 

μεταλλικό ιόν. Τα πενταενταγμένα σύμπλοκα έχουν γενικά επίπεδη τετραγωνική 

πυραμιδική γεωμετρία, με τον μοναδικό αξονικό υποκαταστάτη να καταλαμβάνει την 

κορυφή της τετραγωνικής πυραμίδας. Οι δύο αξονικοί υποκαταστάτες των εξαενταγμένων 

συμπλόκων βρίσκονται στις αντίθετες πλευρές του πορφυρινικού επιπέδου, αποδίδοντας 

σύμπλοκα με οκταεδρική γεωμετρία. Μέχρι τώρα σχεδόν όλα τα μέταλλα και κάποια 

ημιμέταλλα έχουν ενσωματωθεί στο κέντρο της πορφυρίνης [96,101].  

 

4.2. Σύνθεση meso-υποκατεστημένων πορφυρινών  

Αν και οι αποδόσεις των πορφυρινών είναι σχετικά χαμηλές και αυτό κάπως καθυστερεί 

την εκτεταμένη χρήση τους στην τεχνολογία και την ιατρική, εντούτοις ολοένα και 

μεγαλύτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι meso-υποκατεστημένες πορφυρίνες συγκριτικά 

με τις φυσικώς απαντώμενες, εξαιτίας της άμεσης αντίδρασης του πυρρολίου με την 

κατάλληλη αλδεΰδη, αποφεύγοντας έτσι περίπλοκες συνθέσεις β-υποκατεστημένων 

πυρρολίων. Βέβαια, λόγω της μεγάλης ποικιλίας των συγκεκριμένων πορφυρινών έχουν 

αναπτυχθεί και πολλοί τρόποι σύνθεσης τους [102,103].  

Η μέθοδος σύνθεσης meso-υποκατεστημένων πορφυρινών είναι αρκετά απλή και 

περιλαμβάνει την συμπύκνωση πυρρολίου με μία ακεταλδεΰδη σε προπιονικό οξύ (ή οξικό 

οξύ) με βρασμό υπό αναρροή, συνήθως για 30 min στον αέρα. Αυτή η συνθετική μέθοδος 

αναπτύχθηκε από τους Adler – Longo γύρω στο 1960 [104], η οποία αποτελεί βελτίωση 

της μεθόδου Rathemund [105], που απαιτούσε αντίδραση σε πυριδίνη, μεγαλύτερη 
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θερμοκρασία και σφραγισμένο σωλήνα (sealed tube). Η αντίδραση, που φαίνεται στο 

Σχήμα 4.2, πραγματοποιείται στο σημείο βρασμού του διαλύτη. Έχει βρεθεί ότι η απόδοση 

της αντίδρασης εξαρτάται από τη θερμοκρασία και το χρόνο βρασμού, με μεγαλύτερες 

αποδόσεις να παρατηρούνται στους ~140 
o
C. Σε χαμηλότερες θερμοκρασίες ο ρυθμός 

σχηματισμού της πορφυρίνης είναι χαμηλός, ενώ σε υψηλότερες ο ρυθμός οξείδωσης των 

σχηματιζόμενων πορφυρινών είναι πολύ υψηλός [102]. Επιπλέον, μεγαλύτερος χρόνος 

βρασμού δεν επιφέρει βελτίωση της απόδοσης αλλά στην πραγματικότητα μειώνει την 

καθαρότητα του προϊόντος [106]. Η βέλτιστη συγκέντρωση των αντιδρώντων στο μείγμα 

είναι περίπου 0.2-0.4 mol/L. Πρέπει να σημειωθεί ότι από την αντίδραση σε όξινο 

περιβάλλον, μαζί με την πορφυρίνη, παράγεται και η αντίστοιχη χλωρίνη και μάλιστα σε 

μερικές περιπτώσεις σε μεγαλύτερη απόδοση [102].  

 

 

Σχήμα 4.2. Σχηματική αναπαράσταση σύνθεσης meso-υπκατεστημένων πορφυρινών. Με R 

παριστάνεται κάποια άρυλο-αλδεΰδη. 

 

Η μέθοδος Adler είναι εξαιρετικά αποτελεσματική στη σύνθεση πορφυρινών με σχετικά 

σταθερές αλδεΰδες, με τις αποδόσεις να κυμαίνονται περίπου στο 20 %. Η χρήση της 

μεθόδου όμως είναι περιορισμένη στην περίπτωση αλδεϋδών που είναι ασταθείς σε όξινο 

περιβάλλον και σε υψηλές θερμοκρασίες.  

Προκειμένου να ξεπεραστούν αυτά τα προβλήματα προτάθηκε αρκετά πρόσφατα μια 

καινούρια μέθοδος (Lindsey method) [107], όπου περιλαμβάνει ηπιότερες συνθήκες, όπως 

αντίδραση σε διχλωρομεθάνιο παρουσία τριφθοροοξικού οξέος (TFA) υπό αδρανή 

ατμόσφαιρα στους 25 
o
C. Το πορφυρινογόνο που σχηματίζεται οξειδώνεται, συνήθως με 

2,3-δίχλωρο-5,6-δικύανο-1,4-βενζοκυνόνη (DDQ), για να προκύψει η αντίστοιχη 

πορφυρίνη.  
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4.3. Χαρακτηριστικά φασμάτων απορρόφησης πορφυρινών
 
[96] 

Το φάσμα απορρόφησης μιας κανονικής (regular) πορφυρίνης και μεταλλοπορφυρίνης, 

εξαρτάται από τα π ηλεκτρόνια του πορφυρινικού δακτυλίου με μικρή διατάραξη από το 

κεντρικό μεταλλοϊόν και παρουσιάζει τις ακόλουθες ταινίες:  

o Ταινίες Q (Q bands): Στις μεταλλοπορφυρίνες υπάρχουν δύο ορατές ταινίες στην 

περιοχή 500 – 600 nm, διαχωριζόμενες ενεργειακά κατά 1250 cm
-1

. Η ταινία με τη 

μικρότερη ενέργεια (Q(0,0))  προέρχεται από την χαμηλότερης ενέργειας απλή 

διεγερμένη κατάσταση. Η άλλη ταινία αποδίδεται ως Q(1,0) και είναι η δονητική 

υπέρτονος της πρώτης. Η παρουσία δύο πρωτονίων στην ελεύθερη πορφυρίνη οδηγεί 

σε σπάσιμο της συμμετρίας (συμμετρία D2h) σε σχέση με το σύμπλοκο, όπου η 

συμμετρία είναι μεγαλύτερη (συμμετρία D4h). Αυτό έχει ως συνέπεια την εμφάνιση 

τεσσάρων αντί δύο Q ταινιών.  

o Ταινία Β (B ή Soret band): Είναι μια ταινία πολύ μεγάλης έντασης στην περιοχή 380 

– 430 nm. Αυτή η ταινία προκύπτει από την μετάπτωση στη δεύτερη απλή διεγερμένη 

κατάσταση και έχει συντελεστή μοριακής απορροφητικότητας (ε), της τάξης του (2-

4)∙10
5
 Μ

-1
cm

-1
.  

o Ταινίες N, L, M (N, L, M bands): Διάφορες ταινίες μικρότερης έντασης και σε 

χαμηλότερα μήκη κύματος καλούνται N, L, M, με την Ν περίπου στα 325 nm, την M 

στα 215 nm και την L οπουδήποτε ανάμεσα στις M και N.  

Η εισαγωγή περιφερειακών υποκαταστατών στην πορφυρινικό δακτύλιο συνήθως 

επιφέρει μια μικρή μετατόπιση στο μήκος κύματος και στην ένταση των ταινιών. Στις 

μεταλλοπορφυρίνες, όμως, λόγω των εξωτερικών υποκαταστάσεων, εξαρτάται από την 

έκταση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ του μεταλλικού ιόντος και του πορφυρινικού 

υποκαταστάτη. 

 

4.4. Η φωτοφυσική των πορφυρινών [96]  

Ένα διδακτικό μοντέλο που εξηγεί τις διάφορες ηλεκτρονικές καταστάσεις, τα φάσματα 

και τις φωτοφυσικές ιδιότητες των πορφυρινών είναι το μοντέλο των τεσσάρων 

τροχιακών, που προτάθηκε από τον Gouterman [108]. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό οι 

μεταπτώσεις που λαμβάνουν χώρα στον πορφυρινικό δακτύλιο προέρχονται από δύο 

HOMO [α2u(π) και α1u(π)] και δύο LUMO [eg(π*)] τροχιακά. Στην περίπτωση των 

μεταλλοπορφυρινών η εικόνα αλλάζει, ανάλογα με την έκταση της αλληλεπίδρασης των 

τροχιακών του μετάλλου με τα τροχιακά του πορφυρινικού δακτυλίου, ενώ τα LUMO 
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τροχιακά είναι αυστηρά εκφυλισμένα, λόγω συμμετρίας D4h. Στις ελεύθερες πορφυρίνες, 

τα δύο κεντρικά πρωτόνια άρουν τον εκφυλισμό των eg(π*) τροχιακών, προκαλώντας έτσι 

το διαχωρισμό των Q(0,0) ταινιών.  

Για πορφυρίνες ελεύθερες μετάλλου ή με μέταλλα με συμπληρωμένη τη d
10

 στοιβάδα 

(Zn
2+

) ο χαρακτήρας της μετάπτωσης είναι π-π*. Παρουσία μετάλλου με μη 

συμπληρωμένη στοιβάδα, μπορούν να παρατηρηθούν επιπλέον μεταπτώσεις: (i) εκείνες 

ανάμεσα στο υψηλότερο κατειλημμένο d τροχιακό του μετάλλου και το κενό eg(π*) 

τροχιακό της πορφυρίνης (d-π* ή MLCT μετάπτωση), (ii) d-d μεταπτώσεις μεταξύ των d 

τροχιακών του μετάλλου, και (iii) από το ΗΟΜΟ τροχιακό της πορφυρίνης σε κενά d 

τροχιακά του μετάλλου (π-d ή LMCT μετάπτωση). Στο Σχήμα 4.3 φαίνονται τα τροχιακά 

του πορφυρινικού δακτυλίου και οι μεταπτώσεις για μια τυχαία μεταλλοπορφυρίνη με d
6 

μεταλλοιόν. Η Q(0,0) της μεταλλοπορφυρίνης χωρίζεται σε Qx(0,0) Qy(0,0), με κάθε μία 

να έχει τη δονητική υπέρτονο της.  

 

 

Σχήμα 4.3. Μοριακά τροχιακά της πορφυρίνης και οι πιθανές μεταπτώσεις για μια τυχαία 

μεταλλοπορφυρίνη με d
6 
μεταλλοιόν. 

 

Στο Σχήμα 4.4 φαίνεται το διάγραμμα Jablonski που εφαρμόζεται στις πορφυρίνες με 

μια απλή θεμελιώδη κατάσταση και μια σειρά από π-π* διεγερμένες καταστάσεις. Ένα 

μόριο που βρίσκεται σε μια οποιαδήποτε διεγερμένη Sn κατάσταση θα μεταπέσει στο 

χαμηλότερο δονητικό επίπεδο της κατάστασης αυτής μέσω δονητικής αποδιέγερσης (VR). 

Η αποδιέγερση προς την πρώτη απλή διεγερμένη κατάσταση (S1) γίνεται μέσω εσωτερικής 

μετατροπής (IC). Από την S1 το σύστημα μπορεί να επιστρέψει στη θεμελιώδη κατάσταση 

(S0) είτε με εκπομπή ακτινοβολίας (φθορισμός) είτε χωρίς εκπομπή ακτινοβολίας (internal 
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conversion – IC), ή ακόμα, το σύστημα μέσω ενδοσυστηματικής διασταύρωσης 

(intersystem crossing – ISC) μπορεί να μεταπέσει σε μια τριπλή κατάσταση (T1). Από την 

T1 κατάσταση, το σύστημα θα επιστρέψει στη βασική είτε μέσω εκπομπής ακτινοβολίας 

(φωσφορισμός), είτε χωρίς εκπομπή ακτινοβολίας.  

Οι κανονικές πορφυρίνες παρουσιάζουν τόσο φθορισμό όσο και φωσφορισμό. 

Φθορισμός παρατηρείται γενικά από την πρώτη απλή διεγερμένη κατάσταση (S1→S0), ενώ 

είναι δυνατόν να παρατηρηθεί και από την δεύτερη απλή διεγερμένη κατάσταση (S2). Ο 

φωσφορισμός είναι μάλλον ασθενής ακόμα και σε χαμηλές θερμοκρασίες. Στις 

μεταλλοπορφυρίνες, έχει παρατηρηθεί ότι, η κβαντική απόδοση και ο χρόνος ζωής του 

φθορισμού ελαττώνεται με αύξηση του ατομικού αριθμού του κεντρικού μεταλλοιόντος.  

 

 

Σχήμα 4.4. Ενεργειακό διάγραμμα Jablonski για μια κανονική πορφυρίνη. 

 

Η απλή και τριπλή διεγερμένη κατάσταση των πορφυρινών έχουν επαρκώς μεγάλη 

διάρκεια ζωής και μπορούν να συμμετέχουν σε πολλές χημικές αντιδράσεις, παρουσία 

άλλων χημικών μορίων στο διάλυμα, όπως το οξυγόνο. Η απόσβεση της διεγερμένης 

κατάστασης μιας μεταλλοπορφυρίνης μπορεί να γίνει είτε με μεταφορά ενέργειας (energy 

transfer) είτε με μεταφορά ηλεκτρονίου (electron transfer). Το ποιος μηχανισμός 

απόσβεσης θα προτιμηθεί έχει να κάνει με θερμοδυναμικά μεγέθη, όπως για παράδειγμα 

τα δυναμικά οξειδοαναγωγής. Σε περιπτώσεις μεταφοράς ηλεκτρονίου, οι πορφυρίνες 

μπορούν να δράσουν ως δότες (οξειδωτική απόσβεση) ή ως δέκτες (αναγωγική απόσβεση) 

ηλεκτρονίου.  
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Το μοριακό οξυγόνο πιστεύεται ότι παίζει έναν μεσολαβητικό, άλλα πολύ σημαντικό 

ρόλο στις φωτοχημικές αντιδράσεις στα βιολογικά συστήματα. Μπορεί να είναι ένα 

αποτελεσματικό αποσβεστικό μόριο (quencher) της τριπλής κατάστασης των πορφυρινών. 

Έχουν προταθεί δύο ειδών μηχανισμοί, ο μηχανισμός τύπου I (ή μηχανισμός ελευθέρων 

ριζών), που γίνεται με μεταφορά ηλεκτρονίου (electron transfer), και ο μηχανισμός τύπου 

II, που γίνεται με μεταφορά ενέργειας (energy transfer). Στον μηχανισμό τύπου I, η τριπλή 

διεγερμένη κατάσταση του φωτοευαισθητοποιητή PS* (πορφυρίνη) ανάγει το μοριακό 

οξυγόνο σε υπερυπεροξειδικά ανιόντα (superoxide anion, 

2O ) ή σε συγγενικές ελεύθερες 

ρίζες (εξίσωση 4.1). Εναλλακτικά, στο μηχανισμό τύπου II, μπορεί να μεταφερθεί 

ενέργεια από την τριπλή κατάσταση της πορφυρίνης στο μοριακό οξυγόνο ( 2

3 O ), 

παράγοντας μονήρες οξυγόνο (singlet oxygen, 2

1O ), όπου έχει βραχύβιο χρόνο ζωής αλλά 

είναι εξαιρετικά δραστικό (εξίσωση 4.2).  

I       typeO  PS  O   PS -

22

*           (4.1) 

II       typeO  PS  O  PS *

2

1

2

3*          (4.2) 

Στον Πίνακα 4.1 φαίνονται οι κβαντικές αποδόσεις για το μονήρες οξυγόνο, που 

παρατηρούνται από την απόσβεση της τριπλής διεγερμένης κατάστασης της 

υδατοδιαλυτής πορφυρίνης, meso-τέτρα-4-Ν-μεθυλπυριδιλ-πορφυρίνη (στο εξής θα 

αποκαλείται H2TMPyP, Σχήμα 4.5) και οι αντίστοιχες μεταλλοπορφυρίνες της 

[M(ΙΙ)TMPyP, όπου M(II): κάποιο μεταλλικό ιόν στην οξειδωτική κατάσταση δύο]. Οι 

κβαντικές αποδόσεις του μονήρους οξυγόνου είναι αρκετά υψηλές για μια σειρά 

πορφυρινών.  

 

Πίνακας 4.1. Κβαντικές αποδόσεις μονήρους οξυγόνου για πορφυρίνες, σε υδατικά διαλύματα [96].  

Πορφυρίνη φ ( 2

1O ) 

H2TMPyP 0.74 

Zn(II)TMPyP 0.88 

Mg(II)TMPyP 0.69 

Cd(II)TMPyP 0.75 

 



 55 

4.5. Οι πορφυρίνες και η συγγένεια τους με το DNA 

4.5.1. Εισαγωγή 

Κατά τα τελευταία χρόνια μεγάλη προσοχή έχει επικεντρωθεί στη μελέτη 

αλληλεπίδρασης πορφυρινών με DNA, λόγω της σημασίας τους ως ανιχνευτών DNA και 

τη φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου. Μεγαλύτερη προσοχή έχουν λάβει οι 

υδατοδιαλυτές κατιοντικές πορφυρίνες H2TMPyP και οι αντίστοιχες μεταλλοπορφυρίνες 

ΜTMPyP (Σχήμα 4.5) [109]. Αρχικά, ο Fiel και οι συνεργάτες του [110] απέδειξαν ότι η 

H2TMPyP έχει υψηλή συγγένεια με το DNA. Μεταγενέστερες έρευνες έδειξαν ότι οι 

καντιοντικές πορφυρίνες έχουν την τάση να συσσωρεύονται στα μιτοχόνδρια, ενώ έχει 

βρεθεί ότι δρουν ως αναστολείς της τελομεράσης, ενός ενζύμου που έχει σημαντική 

επίδραση στην μακροζωία του όγκου. Επίσης, υπάρχουν αναφορές για αντι-ιική και 

αντικαρκινική δράση αυτών των πορφυρινών [111].  

 

 

Σχήμα 4.5. Χημικός τύπος της meso-τέτρα-4-Ν-μεθυλπυριδιλ-πορφυρίνης (H2TMPyP). Με Μ 

παριστάνεται κάποιο μεταλλικό ιόν και με Χ οι πιθανοί αξονικοί υποκαταστάτες του μεταλλικού 

κέντρου.  

 

4.5.2. Κατανοώντας τον τρόπο αλληλεπίδρασης των κατιοντικών πορφυρινών με το 

Β-DNA 

Ως υποκαταστάτες σύνδεσης με το DNA, οι πορφυρίνες μπορούν να αλληλεπιδράσουν 

με το DNA με τρεις δεσμευτικούς τρόπους:  

(i) την παρεμβολή (intercalation),  

(ii) τη δέσμευση στις αύλακες (groove binding),  

(iii) την εξωτερική σύνδεση με αυτο-στοίβαγμα (self-stacking) κατά μήκος της 

έλικας του DNA.  

Οι μελέτες έχουν δείξει ότι η παρεμβολή απαιτεί τουλάχιστον προσωρινή ύπαρξη 

επίπεδης διαμόρφωσης του μορίου της πορφυρίνης. Η δέσμευση στις αύλακες είναι τυπική 
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για πορφυρίνες με ογκώδεις περιφερειακούς υποκαταστάτες, ή αξονικούς υποκαταστάτες 

στο κεντρικό μεταλλικό ιόν. Στην περίπτωση αυτή ο δακτύλιος της πορφυρίνης 

τοποθετείται στην μικρή ή μεγάλη αύλακα του DNA, ενώ το μόριο σταθεροποιείται με 

ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των αρνητικά φορτισμένων φοσφωρικών 

ομάδων και των θετικά φορτισμένων πυριδινικών ομάδων της περιφέρειας της 

πορφυρίνης. Στο Σχήμα 4.6 παριστάνονται σχηματικά οι διάφοροι τρόποι αλληλεπίδρασης 

με το DNA.  

Ο Fiel και οι συνεργάτες του παρατήρησαν ότι η H2TMPyP δεσμεύεται με το DNA με 

πολλούς τρόπους. Για παράδειγμα, υψηλή συγκέντρωση της πορφυρίνης οδηγεί σε 

στοίβαγμα του μορίου κατά μήκος του σκελετού του DNA. Σε χαμηλότερες 

συγκεντρώσεις, και ειδικά σε περιοχές που είναι πλούσιες σε ζεύγη αδενίνης – θυμίνης, το 

μόριο της πορφυρίνης μπορεί να συνδεθεί με το DNA εξωτερικά στην αύλακα. Ο τρίτος 

τρόπος σύνδεσης είναι η παρεμβολή του μορίου ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων και κατά 

προτίμηση στην ακολουθία γουανίνη – κυτοσίνη, με σταθερά σύνδεσης γύρω στο 10
6 

Μ
-1

 

[112]. Μελέτες με NMR [113] έδειξαν, ότι η αλληλουχία των βάσεων είναι ένας πολύ 

σημαντικός παράγοντας στον προσδιορισμό του τρόπου δέσμευσης. Συγκεκριμένα, 

προτάθηκε ότι η H2TMPyP παρεμβάλλεται μόνο ανάμεσα σε 5΄-CG-3΄. Αυτό πιστεύεται 

ότι οφείλεται σε στερεοχημικές παρεμποδίσεις των μέθυλο ομάδων του πορφυρινικού 

δακτυλίου με τις θυμίνες στη μεγάλη αύλακα.  

 

 

Σχήμα 4.6. Σχηματική αναπαράσταση των διαφόρων τρόπων αλληλεπίδρασης της μεταλλοπορφυρίνης 

Cu
II

TMPyP με τη διπλή έλικα του DNA. (Αριστερά) παρεμβολή του μορίου στη διπλή έλικα του DNA, 

(κέντρο) το μόριο προσανατολίζεται στη μεγάλη αύλακα, (δεξιά) εξωτερικό στοίβαγμα της πορφυρίνης 

[59].  
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Αυτές οι στερεοχημικές επιδράσεις φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στον τρόπο 

δέσμευσης της πορφυρίνης με το DNA, καθώς οι δι-κατιοντικές πορφυρίνες, έχοντας 

λιγότερους ογκώδεις υποκαταστάτες στην περιφέρεια, φαίνεται να παρεμβάλλονται στο B-

DNA, ανεξάρτητα της σύνθεσης των βάσεων [114,115]. Γενικά, οι έρευνες καταλήγουν 

στο συμπέρασμα ότι μόνο οι πορφυρίνες που έχουν N-αλκυλιωμένες πυριδυλ- ομάδες 

παρεμβάλλονται στο DNA και μάλιστα σε περιοχές πλούσιες σε GC. Αντίθετα, 

πορφυρίνες που είναι όμοιες σε μέγεθος και σχήμα με τις προαναφερθείσες, αλλά δεν 

περιέχουν N-αλκυλιωμένες πυριδυλ- ομάδες, προτιμούν τις εξωτερικές συνδέσεις, με ή 

χωρίς αυτό-στοίβαγμα [116].  

Η εισαγωγή ενός μεταλλικού ιόντος στο κέντρο της πορφυρίνης μπορεί να αλλάξει τον 

τρόπο δέσμευσης της στο DNA εξαιτίας των αξονικών υποκαταστατών. Η ύπαρξη 

αξονικών υποκαταστατών (Σχήμα 4.5), όπως συμβαίνει στις μεταλλοπρφυρίνες του Zn(II), 

Co(III), Mn(III), Fe(III) [109],
 
διαταράσσει την επιπεδότητα του πορφυρινικού δακτυλίου, 

καθιστώντας τες, ανίκανες να δράσουν ως παρεμβολείς. Έτσι λοιπόν, προτιμάται η 

δέσμευση στις αύλακες και μάλιστα σε περιοχές πλούσιες σε ζεύγη ΑΤ.  

Αντίθετα, οι μεταλλοπρφυρίνες με Cu(II), Pt(II), ή άλλο μεταλλικό κέντρο που δεν 

απαιτούνται αξονικοί υποκαταστάτες, είναι ικανές να παρεμβάλλονται μεταξύ των ζευγών 

βάσεων. Πράγματι, με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ βρέθηκε ότι η μεταλλοπορφυρίνη 

Cu
II
TMPyP παρεμβάλλεται ανάμεσα στη C και τη G του εξαμερούς [d(CGATCG)]2 [117]. 

Οι δύο πυριδυλ δακτύλιοι βρίσκονται σε κάθε αύλακα του DNA. Οι ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των θετικά φορτισμένων Ν των πυρίδυλο ομάδων και των 

αρνητικά φορτισμένων ατόμων Ο των φωσφορικών ομάδων του DNA, υπερισχύουν των 

στερεοχημικών συγκρούσεων που συμβαίνουν μεταξύ των πυρίδυλο ομάδων και του 

φωσφορικού σκελετού.  

Βέβαια, η ύπαρξη μεταλλικού κέντρου χωρίς αξονικούς υποκαταστάτες δεν σημαίνει 

απαραίτητα και παρεμβολή του πορφυρινικού δακτυλίου στο DNA. Κάτι τέτοιο 

παρατηρήθηκε, με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, για την μεταλλοπορφυρίνη Ni
II
TMPyP, 

από τους M. Bennett et al. [118]. Τα δύο ζεύγη των πυρρολικών ομάδων έχουν στραφεί 

προς αντίθετες κατευθύνσεις, δημιουργώντας έτσι ένα σχήμα σέλας (saddle shape). Με 

αποτέλεσμα, το κέντρο της πορφυρίνης που περιέχει το ιόν νικελίου να περιορίζεται 

αναγκαστικά στην κοιλότητα της μικρής αύλακας της διπλόκλωνης αλληλουχίας 5΄-

d(CCTAGG).  
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4.5.3. Μέθοδοι διερεύνησης του τρόπου αλληλεπίδρασης  

Για την διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων που αναφέρθηκαν παραπάνω, έχουν 

αναπτυχθεί διάφορες φυσικές μέθοδοι, που παρέχουν εξαιρετικά χρήσιμες πληροφορίες. 

Όμως, η UV-Vis τεχνική προσφέρει μοναδικές γνώσεις σχετικά με την επίδραση που 

προκαλείται στο π σύστημα της πορφυρίνης. Η παρεμβολή προκαλεί σημαντική 

βαθοχρωμική μετατόπιση (red shift) στο μέγιστο της Soret band κατά 10-15 nm και 

υποχρωμισμό (hypochromism) που υπερβαίνει το 30%. Αντίθετα, οι εξωτερικές συνδέσεις 

επιφέρουν μέτρια επίδραση στην π-π* απορρόφηση με ασθενή υποχρωμισμό ή ακόμα και 

υπερχρωμισμό και μια μικρή βαθοχρωμική μετατόπιση του μεγίστου της Soret band κατά 

4-5 nm [119]. Επίσης, η εξωτερική δέσμευση επιφέρει ένα σήμα κυκλικού διχρωισμού 

(CD) με θετική ένταση στη Soret περιοχή (για δέσμευση στις αύλακες Δε ~ +35 M
−1

cm
−1

), 

ενώ η παρεμβολή προκαλεί αρνητικό CD σήμα (Δε ~ -25 M
−1

cm
−1

) [120].  

Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η παρεμβολή επιφέρει μετατόπιση σε χαμηλότερα πεδία στην 

κορυφή του φωσφόρου στο φάσμα 
31

P-NMR, αλλά και μια σημαντική αύξηση του 

σχετικού ιξώδους του μακρομορίου. Σε αντίθεση με την παρεμβολή, η δέσμευση στις 

αύλακες δεν επηρεάζει σημαντικά το σχετικό ιξώδες, και δεν επιφέρει αξιόλογες 

διαταραχές στο φάσμα 
31

P-NMR [119].  

 

Πίνακας 4.2. Χαρακτηριστικά της αλληλεπίδρασης της Cu
II

TMPyP με DNA.  

Ιδιότητα groove binding intercalation 

Μετατόπιση Soret band +4 nm +10 nm 

% υποχρωμισμός ±5 30 

CD (Soret) (M
−1

cm
−1

) Δε > 0 Δε < 0 

Σχετικό ιξώδες (η/ηο) – αύξηση 

π–π* εκπομπή ασθενής σημαντική αύξηση 

31
P-NMR μερική διεύρυνση κορυφή σε χαμηλά πεδία  

 

Στη φασματοσκοπία εκπομπής τα πράγματα δεν είναι τόσο ξεκάθαρα όσον αφορά τη 

διερεύνηση του τρόπου αλληλεπίδρασης με το DNA. Για παράδειγμα η εξωτερική 

σύνδεση της H2TMPyP σε ζεύγη Α-Τ αυξάνει την ένταση εκπομπής, συγκριτικά με την 

αδέσμευτη μορφή. Αντίθετα, η παρεμβολή σε ζεύγη βάσεων G-C προκαλεί ασθενέστερο 

φθορισμό, πιθανόν λόγω μεταφοράς ηλεκτρονίου από τη γουανίνη, τη βάση με το 

χαμηλότερο δυναμικό οξείδωσης. Η παρουσία δισθενούς χαλκού στο κέντρο της 

παραπάνω πορφυρίνης προκαλεί διαφορετική συμπεριφορά, καθώς μόνο η 
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παρεμβαλλόμενη μορφή της Cu
II
TMPyP παρουσιάζει εκπομπή. Αυτό οφείλεται στο 

γεγονός ότι ένας πολικός διαλύτης, όπως το νερό, προκαλεί απόσβεση της εκπομπής, ενώ 

η παρεμβολή προστατεύει την πορφυρίνη από την προσβολή από διαλύτη [112]. Στον 

Πίνακα 4.2 συνοψίζονται οι αλλαγές που προκαλούνται από την αλληλεπίδραση με το 

DNA με διάφορες τεχνικές.  

 

4.6. Εξωτερική σύμπλεξη μετάλλων σε πορφυρίνες και το βιολογικό τους ενδιαφέρον  

Οι εξαιρετικές φωτοφυσικές ιδιότητες των πορφυρινών, η αποτελεσματική τους χρήση 

ως φωτοευαισθητοποιητές και η συγγένεια τους με το DNA, που συζητήθηκαν παραπάνω, 

έχουν οδηγήσει τους επιστήμονες στην προσπάθεια να συνδυάσουν αυτά τα 

χαρακτηριστικά με εκείνα κάποιων μετάλλων, προκειμένου να αναπτυχθούν νέα μόρια με 

βιοιατρικές εφαρμογές. Για παράδειγμα, σύμπλοκα με παράγωγα της αιματοπορφυρίνης, 

συμπλεγμένης περιφερειακά με Pt(II), έχουν πρόσφατα αναφερθεί, με σκοπό να 

συνδυαστούν οι κυτταροτοξικές ιδιότητες του λευκοχρύσου με τη φωτοδυναμική δράση 

των πορφυρινών, και έχουν αφήσει αρκετές υποσχέσεις [121].  

Τα τελευταία χρόνια μεγάλος αριθμός συμπλόκων του Ru, Re, Pt, Os, Ir, Rh έχουν 

συμπλεχθεί στον πορφυρινικό δακτύλιο μέσω των ατόμων N των περιφερειακών πυρίδυλο 

ομάδων των πυρίδυλο-πορφυρίνων. Οι περισσότερες μελέτες περιλαμβάνουν την meso-

tetra(4-pyridyl)porphyrin (στο εξής H2TPyP). Έχει δειχθεί ότι η περιφερειακή σύμπλεξη 

μετάλλου όχι μόνο κάνει πιο ευδιάλυτη την πορφυρίνη, αλλά και δίνει στο σύστημα 

χρήσιμες λειτουργίες. Για παράδειγμα ο E. Alessio και οι συνεργάτες του, παρουσίασαν 

σύμπλοκα της H2TPyP συμπλεγμένης περιφερειακά, με ένα ή και τέσσερα τρικαρβόνυλο 

διπυριδινικά σύμπλοκα του Re(I) (Σχήμα 4.7), και συνέκρινε τις φωτοφυσικές ιδιότητες με 

εκείνες της ελεύθερης πορφυρίνης [122,123].  

Η ομάδα του K. Araki [124], παρουσίασε μια σειρά meso-phenyl-pyridyl-porphyrins 

συμπλεγμένες με μία, δύο ή και τέσσερεις [Ru(bpy)2Cl]
+
 ομάδες (Σχήμα 4.8), μελετώντας 

τες φασματοσκοπικά και ηλεκτροχημικά. Παρατηρήθηκε ότι η κβαντική απόδοση 

φθορισμού της πορφυρίνης, μειώνεται γραμμικά συναρτήσει των συμπλεγμένων 

[Ru(bpy)2Cl]
+
.  
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Σχήμα 4.7. Δομές πορφυρινικών συμπλόκων του Re(Ι) [122,123].  

 

 

Σχήμα 4.8. Δομές πορφυρινικών συμπλόκων του Ru(ΙI) [124].  

 

Μάλιστα, από την ίδια ομάδα βρέθηκε ότι το τετρα-ρουθηνικό πορφυρινικό παράγωγο 

(φαίνεται στο Σχήμα 4.8 ως [H2(TPyP)Ru4]
4+

) παράγει δραστικά είδη οξυγόνου, είτε μέσω 
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ριζών (μηχανισμός τύπου I) είτε με παραγωγή μονήρους οξυγόνου (μηχανισμός τύπου II), 

που είναι απαραίτητα για τη φωτοτοξική διαδικασία [125]. Τα κύρια προϊόντα 

φωτοοξείδωσης του νουκλεοσιδίου, 2-δεοξυ-γουανοσίνη (dGuo), ταυτοποιήθηκαν με 

HPLC και ταξινομήθηκαν βάση του μηχανισμού. Συγκεκριμένα, στον μηχανισμό τύπου Ι, 

ο διεγερμένος φωτοευαισθητοποιητής παράγει oxazolone ως τελικό προϊόν. Αρχικά 

σχηματίζεται το ριζικό ενδιάμεσο dGuo˙, μέσω μεταφοράς φορτίου, ακολουθεί απόσπαση 

Η, αποδίδοντας τελικά oxazolone, κάτι που προϋποθέτει την προσθήκη οξυγόνου. Στο 

μηχανισμό τύπου ΙΙ, η dGuo αντιδρά με το μονήρες οξυγόνο, το οποίο παράγεται με 

μεταφορά ενέργειας από τον διεγερμένο φωτοευαισθητοποιητή, και οδηγεί στο 

σχηματισμό δύο οξειδωμένων νουκλεοσιδίων (Σχήμα 4.9) [126].  

 

 

Σχήμα 4.9. Μηχανισμοί τύπου Ι και ΙΙ στο σχηματισμό προϊόντων φωτο-οξείδωσης της dGuo, 

παρουσία του συμπλόκου [H2(TPyP)Ru4]
4+

.  

 

Η σύμπλεξη Zn(II) στο κέντρο της πορφυρίνης του ανωτέρω συμπλόκου δεν αλλάζει 

μόνο το είδος της αλληλεπίδρασης με το DNA –[προτιμώνται πλέον οι εξωτερικές 

συνδέσεις (εκλεκτικές και μη) ή και σύμπλεξη του Zn(II) με τις φωσφορικές ομάδες, αντί 

της παρεμβολής του πορφυρινικού δακτυλίου στα ζεύγη βάσεων]–, αλλά και τον 

μηχανισμό φωτο-οξείδωσης του, που γίνεται πλέον μόνο μέσω μηχανισμού τύπου II [127].  
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Όπως συζητήθηκε προηγουμένως, το παράγωγο του τετρα-ρουθηνίου επιφέρει την 

ισχυρή σύνδεση με το DNA και προκαλεί τη φωτοδιάσπαση του, μετά από ακτινοβόληση. 

Επιπλέον, ένα άλλο μονο-Ru-πορφυρινικό παράγωγο, έχει την ικανότητα να συνδέεται 

στην αύλακα και να φωτοδιασπά το DNA παρουσία οξυγόνου, όμως απαιτείται φως 

υψηλής ενέργειας (UV) [128]. Στην προσπάθεια αύξησης της αποδοτικότητας των 

φωτοευαισθητοποιητών, βρέθηκε ότι τα φθοριωμένα παράγωγα πορφυρίνης αυξάνουν την 

κβαντική απόδοση της τριπλής κατάστασης και βελτιώνουν την κυτταρική πρόσληψη. 

Έτσι, ο S. Swavey με την ομάδα [129] του πρότειναν την σύμπλεξη των [Ru(bpy)2Cl]
+
 

ομάδων στην 5,15-(4-pyridyl)-10,20-(pentafluorophenyl)porphyrin (στο εξής 

[(H2DPyDPFPP)-Ru2]
2+

, Σχήμα 4.10 αριστερά) και παρατήρησαν την φωτοδιάσπαση του 

πλασμιδίου pUC18 μετά από ακτινοβόληση με ορατό φως. Η σταθερά σύνδεσης Kb είναι 

της τάξης του 10
6
 Μ

-1
, και σε συνδυασμό με την μεγάλη βαθοχρωμική μετατόπιση της 

Soret band, προτάθηκε η παρεμβολή ως τρόπος αλληλεπίδρασης με το DNA. Τα ίδια 

αποτελέσματα παρατηρούνται και για τη σύμπλεξη των [Ru(bpy)2Cl]
+
 ομάδων σε cis 

θέσεις στην meso-5-(pentafluorophenyl)-10,15,20-tris(4-pyridyl)porphyrin (στο εξής 

[(H2MPFPTPyP)-Ru2]
2+

, Σχήμα 4.10 δεξιά) [130]. Στην προσπάθεια διερεύνησης του 

μηχανισμού βρέθηκε, ότι το συγκεκριμένο σύμπλοκο προκαλεί τη φωτοδιάσπαση του 

DNA, ακόμα και απουσία οξυγόνου, υπό ατμόσφαιρα αργού, σε αντίθεση με το φαίνυλο 

υποκατεστημένο παράγωγο του ανωτέρου συμπλόκου, που απαιτείται η παρουσία 

οξυγόνου [131].  

H εισαγωγή Cu(II) στο κέντρο της ανωτέρω πορφυρίνης μειώνει σημαντικά την 

αποτελεσματικότητα του συμπλόκου στη φωτοδιάσπαση του DNA, χωρίς όμως να αλλάζει 

ο τρόπος αλληλεπίδρασης με αυτό (Kb=3.41∙10
6
 Μ

-1
) [132]. Ακόμα περισσότερο 

μειώνεται η φωτοκαταλυτική δραστικότητα στο σύμπλοκο του Ni(II), ενώ και τα δύο 

προκαλούν διάσπαση του ενός κλώνου (nicking) του υπερελικομένου κυκλικού 

πλασμιδιακού DNA (supercoiled closed circular DNA), αλλά κανένα σπάσιμο και των δύο 

κλώνων (double strand, linear DNA). Από την άλλη πλευρά η Zn(II) ρουθήνο-πορφυρίνη 

(Σχήμα 4.10 δεξιά), προκαλεί πλήρες nicking του DNA, και σπάσιμο της διπλής έλικας 

μετά από 30 min ακτινοβόλησης, παρόλο που είναι λιγότερο δραστική από την ελεύθερη 

ρουθήνο-πορφυρίνη [133].  
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Σχήμα 4.10. Δομές φθόρο-υποκατεστημένων πορφυρινικών συμπλόκων του Ru(ΙI) [129,133].  

 

Οι κυτταρικές μελέτες των ανωτέρω συμπλόκων I-IV (Σχήμα 4.10), σε επιδερμικά 

φυσιολογικά κύτταρα ινοβλαστών (normal fibroblast) και μελανώματος (melanoma), 

έδειξαν πολύ ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Συγκεκριμένα, τα σύμπλοκα νικελίου(II) 

(σύμπλοκο II) και χαλκού(II) (σύμπλοκο III), είναι μη-τοξικά και στις δύο κυτταρικές 

σειρές σε συγκεντρώσεις 5 και 10 μΜ όταν ακτινοβολούνται με λάμπα W για 60 min. Η 

ελεύθερη ματάλλου πορφυρίνη (σύμπλοκο Ι), έδειξε ότι είναι τοξική τόσο στους 

φυσιολογικούς ινοβλάστες, όσο και στο μελάνωμα, για συγκεντρώσεις 3 μΜ και 

ακτινοβόληση 30 min. Το σύμπλοκο του Zn(II) (σύμπλοκο IV), είναι μη-τοξικό στα 

φυσιολογικά κύτταρα, αλλά σκοτώνει τα κύτταρα μελανώματος, όταν ακτινοβολείται στις 

ίδιες συνθήκες και βρίσκεται σε συγκέντρωση 5 και 10 μΜ, καθιστώντας το έτσι έναν 

πολλά υποσχόμενο φωτοευαισθητοποιητή για την PDT [133].  

Με το σκεπτικό να συνδυαστούν η κυτταροτοξικότητα των αρένο συμπλόκων του 

ρουθηνίου με τις φωτοδυναμικές ιδιότητες του πορφυρινικού δακτυλίου, συντέθηκαν τα 

μονοπυρηνικά και τετραπυρηνικά αρένο-ρουθηνικά σύμπλοκα με meso-πυριδιλ-

πορφυρίνες, που φαίνονται στο Σχήμα 4.11. Όλα τα σύμπλοκα παρουσιάζουν σχετικά 

χαμηλή τοξικότητα στο σκοτάδι (IC50>10 μM) ως προς τα κύτταρα μελανώματος. Μετά 

όμως από έκθεση σε ορατό φως, μήκους κύματος 652 nm, αποκτούν υψηλή φωτο-

τοξικότητα σε συγκέντρωση 5 μΜ. Παρόμοια φωτο-τοξικότητα παρατηρήθηκε για το 

αντίστοιχο τετραπυρηνικό σύμπλοκο του Os(II), αλλά όχι και για αυτό του Rh(III) [134-

136]. Μάλιστα, τα σύμπλοκα με τις ομάδες {(pPrC6H4Me)RuCl2} συμπλεγμένες στην 

mono- ή tetra-(3-pyridyl)porphyrin, που παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη in vitro 

φωτοδυναμική δραστικότητα, έχουν δοκιμαστεί και σε in vivo πειράματα σε ποντίκια που 
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φέρουν ανθρώπινο καρκίνωμα. Με κυτταρικό εντοπισμό βρέθηκε ότι τα σύμπλοκα 

συσσωρεύονται μόνο στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων, αλλά όχι στον πυρήνα [137].  

Στον Πίνακα 4.3 συνοψίζονται, η αλληλεπίδραση με το DNA και οι κυτταρικές μελέτες 

μερικών πορφυρινικών συμπλόκων του Ru(II) που αναφέρθηκαν προηγουμένως. 

 

 

Σχήμα 4.11. Δομές αρένο-πορφυρινικών συμπλόκων του Ru(II) [136].  

 

Πίνακας 4.3. Πορφυρινικά σύμπλοκα με πιθανή εφαρμογή στη PDT. Η αλληλεπίδραση με το DNA και 

οι κυτταρικές μελέτες.  

Σύμπλοκα Περιγραφή της αλληλεπίδρασης Ref. 

[H2(TPyP)Ru4]
4+

 

 Μη ειδικές εξωτερικές αλληλεπιδράσεις (χαμηλές 

συγκεντρώσεις CT-DNA – Kb=2.5∙10
4
 M

-1
) 

 Παρεμβολή (υψηλές συγκεντρώσεις CT-DNA – 

Kb=1.5∙10
5
 M

-1
) 

 Φωτοδιάσπαση pBR322 με λir=532 nm 

 Μηχανισμός τύπου Ι και ΙΙ στην οξείδωση της dGuo 

125, 126 

[Zn(TPyP)Ru4]
4+

 

 Μη ειδικές εξωτερικές αλληλεπιδράσεις (χαμηλές 

συγκεντρώσεις CT-DNA – Kb=3.0∙10
4
 M

-1
) 

 Εξωτερικές αλληλεπιδράσεις – μερική είσοδος στην 

αύλακα (υψηλές συγκεντρώσεις CT-DNA–Kb=5.0∙10
5
 M

-1
) 

 Φωτοδιάσπαση pBR322 με λir=532 nm 

 Μηχανισμός τύπου ΙΙ στην οξείδωση της dGuo 

127 

[H2(ΜPyTPP)-  Δέσμευση στις αύλακες του CT-DNA (Kb=8,6∙10
5
 M

-1
) 128 
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Ru(pip)]
+
  Φωτοδιάσπαση pBR322 με UV ακτινοβόληση 

[(H2DPyDPFPP)-Ru2]
2+

 
 Μερική παρεμβολή στο CT-DNA (Kb=1.10∙10

5
 M

-1
) 

 Φωτοδιάσπαση του pUC18 με ορατό φως 
129 

[cis-(H2MPFPTPyP)-

Ru2]
2+

 I 

 Μερική παρεμβολή στο CT-DNA (Kb=1.40∙10
6
 M

-1
) 

 Σπάσιμο της διπλής έλικας του pUC18 με λir>400 nm τόσο 

παρουσία όσο και απουσία Ο2 

 Φωτο-τοξικό στους ινοβλάστες και στο μελάνωμα  

130, 

131, 133 

[cis-(NiMPFPTPyP)-

Ru2]
2+

 II 

 Μερική παρεμβολή στο CT-DNA (Kb=1.06∙10
6
 M

-1
) 

 Nicking του κυκλικού pUC18 με λir>400 nm 

 Μη φωτο-τοξικό στους ινοβλάστες και στο μελάνωμα  

133 

[cis-(CuMPFPTPyP)-

Ru2]
2+ 

III 

 Μερική παρεμβολή στο CT-DNA (Kb=3.41∙10
6
 M

-1
) 

 Nicking του κυκλικού pUC18 με λir>400 nm 

 Μη φωτο-τοξικό στους ινοβλάστες και στο μελάνωμα  

132, 133 

[cis-(ZnMPFPTPyP)-

Ru2]
2+ 

IV 

 Μερική παρεμβολή στο CT-DNA (Kb=2.05∙10
6
 M

-1
) 

 Σπάσιμο της διπλής έλικας του pUC18 με λir>400 nm 

 Μη φωτο-τοξικό στους ινοβλάστες  

 Φωτο-τοξικό στο μελάνωμα  

133 

αρένο-Ru
II 

σύμπλοκα  

 Μέτρια τοξικότητα στο σκοτάδι στο μελάνωμα 

 Υψηλή φωτο-τοξικότητα σε 5 μΜ στα κύτταρα 

μελανώματος (με λir=652 nm) 

 Συσσωρεύονται στο κυτταρόπλασμα 

134, 

135, 136 

 

 

 



 66 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΤΟ ΓΑΛΛΙΟ ΣΤΗΝ ΙΑΤΡΙΚΗ 

 

5.1. Εισαγωγή [138]  

Το Γάλλιο ανακαλύφθηκε το 1875 από τον Paul-Emile Lecoq de Boisbaudran, αλλά η 

ύπαρξη του είχε προβλεφθεί από τον Dmitri Mendeleev έξι χρόνια νωρίτερα, όπου άφησε 

κενή τη θέση του στον περιοδικό πίνακα. Ουσιαστικά, αυτή η ανακάλυψη έφερε τη γενική 

αποδοχή του περιοδικού πίνακα. Στην πλειοψηφία των ενώσεων του βρίσκεται στην 

οξειδωτική κατάσταση +3, και η ηλεκτρονιακή διαμόρφωση του ιόντος είναι [Ar]3d
10

.  

Το στοιχείο επιδεικνύει μεγάλη αποτελεσματικότητα στη θεραπεία διαφόρων 

ασθενειών. Η πρώτη δημοσιευμένη έρευνα για τη θεραπευτική δυνατότητα του γαλλίου 

πραγματοποιήθηκε από τους C. Levaditi et al. το 1931 [139], όπου το τρυγικό γάλλιο 

εξάλειψε πειραματικά την σύφιλη σε κουνέλια. Στις αρχές του 1950, πειράματα σε ζώα και 

ανθρώπους έδειξαν ότι το γάλλιο συγκεντρώνεται σε καρκινικούς όγκους, κάτι που τελικά 

οδήγησε τη χρήση του ραδιενεργού γαλλίου (
67

Ga, χρόνος ημιζωής περίπου 78 h) ως 

διαγνωστικό παράγοντα για ορισμένες μορφές καρκίνου, λοιμώξεων και φλεγμονωδών 

νοσημάτων [140]. Από τότε μέχρι και σήμερα έχουν γίνει πολλές έρευνες για τη 

θεραπευτική δραστικότητα του γαλλίου. Οι θεραπευτικές δράσεις μπορούν γενικά να 

κατηγοριοποιηθούν ως εξής: (α) μείωση της ταχείας οστικής απορρόφησης (bone mineral 

resorption), με ή χωρίς αυξημένα επίπεδα ασβεστίου στο πλάσμα, (β) αυτοάνοση ασθένεια 

και απόρριψη μοσχεύματος, (γ) αναστολή καρκινικού πολλαπλασιασμού και (δ) θεραπεία 

μολυσματικών νόσων.  

Το γάλλιο είναι αποτελεσματικό στην καταστολή της οστικής απορρόφησης όταν 

υπάρχουν αυξημένα επίπεδα ασβεστίου στο πλάσμα. Αυτή η δράση οδήγησε στη χρήση 

του στη θεραπεία της κακοήθους υπερασβεστιαιμίας (hypercalcemia of malignancy) και 

στη νόσο Paget των οστών. Επιπλέον, κλινικές μελέτες έχουν δείξει ιδιαίτερη 

αποτελεσματικότητα του γαλλίου έναντι της ουροδόχου κύστης και λεμφωμάτων.  

 

5.2. Χημεία υδατικών διαλυμάτων του Γαλλίου
 
[140,141]  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, το γάλλιο είναι τρισθενές (Ga
3+

, ηλεκτρονιακή 

διαμόρφωση 3d
10

). Το ιόν Ga
3+

 είναι σκληρό οξύ κατά Pearson και συνδέεται ευκολότερα 
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με ισχυρές βάσεις κατά Lewis, ειδικότερα με OH
-
. Έτσι, έχει την τάση να σχηματίζει 

χηλικές ενώσεις με το οξυγόνο και σε μικρότερο βαθμό με το άζωτο. Το ελεύθερο 

ενυδατωμένο ιόν του Ga
3+

 υδρολύεται σχεδόν πλήρως σε ουδέτερες τιμές pH 

σχηματίζοντας αδιάλυτο Ga(OH)3. Το ελεύθερο ιόν Ga
3+

 είναι οκταεδρικά συμπλεγμένο 

με έξι μόρια νερού, τα οποία αντικαθίστανται σταδιακά από υδροξυλικές ομάδες, 

παράγοντας ταυτόχρονα H3O
+
, όπως φαίνεται στις εξισώσεις 5.1-5.4, με αποτέλεσμα το 

pH να μειώνεται. Η οξύτητα υδατικού διαλύματος του Ga
3+

 οφείλεται στην ηλεκτρονιακή 

πυκνότητα του γαλλίου (Lewis acid effect), δηλ. το Ga
3+

 αφαιρεί ηλεκτρονιακή πυκνότητα 

από το δεσμευμένο άτομο οξυγόνου, με αποτέλεσμα να εξασθενεί ο δεσμός O–H του 

νερού σύμφωνα με τις χημικές εξισώσεις που ακολουθούν:  

2.6pK   ,OH]O)[Ga(OH)(HOH]O)[Ga(H 13

2

522

3

62              (5.1) 

3.3pK   ,OH]O)(H[Ga(OH)OH]O)[Ga(OH)(H 234222

2

52       (5.2) 

4.4pK   O,3HOHGa(OH)OH]O)(H[Ga(OH) 323(s)32422       (5.3) 

6.3pK   ,][Ga(OH)OHGa(OH) 44(s)3             (5.4) 

Αν το όξινο διάλυμα εξουδετερωθεί, σχεδόν όλο το γάλλιο καταβυθίζεται ως άμορφο 

αδιάλυτο Ga(OH)3. Το άμορφο Ga(OH)3 με το χρόνο μετατρέπεται στη σταθερή 

κρυσταλλική φάση GaO(OH), το οποίο είναι ελαφρώς λιγότερο διαλυτό σε ουδέτερα 

διαλύματα από το Ga(OH)3, αλλά είναι διαλυτό σε βασικά διαλύματα σχηματίζοντας 



4Ga(OH)  (gallate). Έτσι, το ελεύθερο Ga
3+

 έχει μικρή διαλυτότητα στα περισσότερα 

υδατικά διαλύματα. Σε pH 7.4 και 25 
ο
C, η συνολική διαλυτότητα του γαλλίου (σε 

ισορροπία με το κρυσταλλικό GaO(OH)) είναι περίπου 1 μM, και ουσιαστικά δεν υπάρχει 

αδέσμευτο Ga
3+

 (το 98.4% του διαλυμένου γαλλίου βρίσκεται ως 

4Ga(OH)  και το 1.6% 

σαν Ga(OH)3) [141].  

Η χημεία του γαλλίου που περιγράψαμε παραπάνω έχει σημαντικές επιπτώσεις στη 

θεραπευτική χρήση του μετάλλου. Μιας και τα διαλύματα γίνονται όξινα, είναι 

ακατάλληλη η παρεντερική χορήγηση τους με ένεση. Για να ξεπεραστούν τα παραπάνω 

προβλήματα, τα ενέσιμα διαλύματα του γαλλίου συνήθως παρασκευάζονται με κιτρικό, το 

οποίο συμπλοκοποιείται με το γάλλιο, εμποδίζοντας την υδρόλυση και βελτιώνοντας τη 

σταθερότητα.  
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5.3. Βιοχημική σύγκριση του Ga
3+

 με το Fe
3+

 [138,141] 

Η χημεία διαλυμάτων και συντονισμού του Ga
3+

 είναι κάπως παρόμοια με εκείνη του 

Al
3+

 και του In
3+

, αλλά πολύ όμοια με εκείνη του Fe
3+

. Η ομοιότητα αυτή οφείλεται στην 

ιοντική ακτίνα, την ηλεκτραρνητικότητα, το δυναμικό ιοντισμού, τον αριθμό ένταξης και 

φυσικά το φορτίο. Επομένως, το γάλλιο αναμένεται να ακολουθεί πολλά ίδια βιοχημικά 

μονοπάτια με τον τρισθενή σίδηρο, αλλά και να καταλαμβάνει τη θέση του Fe
3+

 σε 

ορισμένες πρωτεΐνες και χηλικές ενώσεις στον οργανισμό.  

Παρόλα αυτά υπάρχουν και αρκετές διαφορές, που επιτρέπουν τη θεραπευτική χρήση 

του γαλλίου και μειώνουν την τοξικότητα του. Η μεγαλύτερη διαφορά είναι ότι το Ga
3+

 

ουσιαστικά δεν ανάγεται σε φυσιολογικές συνθήκες, σε αντίθεση με το Fe
3+

 που ανάγεται 

εύκολα σε Fe
2+

. Αυτή η διαφορά σημαίνει ότι, in vivo, το Ga
3+

 δεν εισέρχεται σε μόρια 

που φέρουν Fe
2+

 όπως η αίμη, και επομένως δεν εμπλέκεται στη μεταφορά οξυγόνου, 

αλλά και δεν συμμετέχει σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις. Το τελευταίο σημαίνει ότι 

όταν το Ga
3+

 αντικαταστήσει το Fe
3+

 σε οξειδοαναγωγικά ένζυμα, αυτά γίνονται μη 

λειτουργικά, αφού δεν συμμετέχει σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις [138,141].  

Μια άλλη πολύ σημαντική διαφορά είναι ότι ο Fe
3+

 είναι ακόμα λιγότερο διαλυτός σε 

ουδέτερα υδατικά διαλύματα από το Ga
3+

. Σε pH 7.4 και 25 
ο
C, η διαλυτότητα του (σε 

ισορροπία με το FeO(OH)) είναι μόνο ~10
-18

 Μ, ενώ εκείνη του Ga
3+

 είναι 10
-6

 Μ [142]. 

Αυτή η διαφορά σημαίνει ότι πρακτικά όλη η ποσότητα του Fe
3+

 είναι δεσμευμένη σε 

πρωτεΐνες. Επομένως, η μικρή αλλά σημαντική ποσότητα του 

4Ga(OH)  που υπάρχει στο 

πλάσμα μπορεί να συμμετέχει σε βιοχημικές αντιδράσεις που δεν είναι δυνατόν να 

συμβούν με το Fe
3+

.  

Στο πλάσμα του αίματος, ο σίδηρος υπάρχει κυρίως ως Fe
3+

 δεσμευμένος στην 

τρανσφερίνη (transferrin), η οποία είναι η κυριότερη πρωτεΐνη του πλάσματος για τη 

μεταφορά του σιδήρου, και μπορεί να δεσμεύει δύο μόρια σιδήρου. Ομοίως, σχεδόν όλο 

το γάλλιο του πλάσματος βρίσκεται δεσμευμένο στη συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Αν και η 

συγγένεια της τρανσφερίνης με το Fe
3+

 είναι περίπου 400 φορές υψηλότερη από ότι με το 

Ga
3+

, η αντικατάσταση του Ga
3+

 από Fe
3+

 γίνεται πολύ αργά, όπως διαπιστώθηκε με 

μελέτες NMR [143]. Η τρανσφερίνη, ιδιαίτερα όταν είναι κορεσμένη με δύο μέταλλα, 

μπορεί να προσδεθεί στον υποδοχέα της τρανσφερίνης. Το σύμπλοκο της μεταλλο-

τρανσφερίνης και του υποδοχέα της μεταφέρεται στα κύτταρα με ενδοκύττωση, και εκεί 

απελευθερώνονται τα μέταλλα (σε pH μικρότερο από 5.5). Ο υποδοχέας αυτός εκφράζεται 

σε όλα τα κύτταρα, αλλά βρίσκεται σε πολύ υψηλότερα επίπεδα στα καρκινικά κύτταρα. 

Τα καρκινικά κύτταρα έχουν αυξημένες ανάγκες σιδήρου, καθώς πολλαπλασιάζονται πολύ 
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γρήγορα. Τα κύτταρα, αφού διαιρούνται, παράγουν ριβονουκλεοτιδική ρεδουκτάση 

(ribonucleotide reductase), ένα ένζυμο που είναι απαραίτητο για τη σύνθεση του DNA, και 

το ενεργό του κέντρο φέρει Fe
3+

.  

 

5.4. Μηχανισμός θεραπευτικής δράσης [138,141,144] 

Στις περισσότερες των περιπτώσεων, η θεραπευτική δράση του γαλλίου πηγάζει από την 

ικανότητα του να μιμείται το Fe
3+

, αλλά και από το γεγονός ότι δεν μπορεί να λάβει μέρος 

σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, σε αντίθεση με το Fe
3+

. Αυτή η μιμητική συμπεριφορά 

οδηγεί το γάλλιο σε σημεία όπου ο Fe
3+

 παραλαμβάνεται από το πλάσμα, και συναντάται 

σε καρκινικά κύτταρα, μολυσμένα κύτταρα, μακροφάγα και βακτηρία. Όταν το γάλλιο 

φτάσει σε αυτά τα σημεία θα ανταγωνιστεί το σίδηρο και θα παρεμβαίνει με την 

πρόσληψη του, το μεταβολισμό και τη δραστικότητα του.  

Όπως είδη αναφέραμε, ο σίδηρος βρίσκεται στο ενεργό κέντρο της ριβονουκλεοτιδικής 

ρεδουκτάσης, ενός ενζύμου που είναι απαραίτητο για τη σύνθεση του DNA. Το γάλλιο 

ανταγωνίζεται το σίδηρο και παρεμβαίνει στη δραστικότητα του ενζύμου αναστέλλοντας 

τη σύνθεση του DNA. Επιπλέον, το Ga
3+

 μπορεί να αντικαταστήσει το Fe
3+

 στην Μ2 

υπομανάδα της ριβονουκλεοτιδικής ρεδουκτάσης, απενεργοποιώντας το ένζυμο λόγω 

δομικών αλλαγών. Από τη στιγμή που αναστέλλεται η σύνθεση του DNA, λόγω έλλειψης 

σιδήρου, τα κύτταρα δεν πολλαπλασιάζονται και οδηγούνται στο θάνατο [145]. Όταν το 

κύτταρα εκτεθούν σε γάλλιο πεθαίνουν μέσω της απόπτωσης, η οποία είναι ο 

προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, σε αντίθεση με τους περισσότερους 

χημειοθεραπευτικούς παράγοντες, που προκαλούν τη νέκρωση του κυττάρου 

απελευθερώνοντας τοξίνες.  

Τα καρκινικά κύτταρα που εκτίθενται σε γάλλιο στερούνται σιδήρου, με αποτέλεσμα να 

υπερεκφράζεται ο υποδοχέας της τρανσφερίνης. Η αυξημένη έκφραση του υποδοχέα 

προκαλεί αυξημένη πρόσληψη της Ga-τρανσφερίνης με αποτέλεσμα την επιπλέον έλλειψη 

σιδήρου. Αυτός ο κύκλος συνεχίζεται μέχρι την απόπτωση του κυττάρου. Από την άλλη 

πλευρά, τα φυσιολογικά κύτταρα, ακόμα και αυτά που πολλαπλασιάζονται γρήγορα, 

καταναλώνουν πολύ λίγο σίδηρο (ή γάλλιο), επειδή αυτός ανακυκλώνεται σε υγιείς ιστούς. 

Σαν αποτέλεσμα, το γάλλιο δεν συσσωρεύεται σε υγιείς ιστούς και δεν τους καταστρέφει 

(κάτι που είναι γνωστό πολλές δεκαετίες τώρα με σάρωση με 
67

Ga). Επιπλέον, όπως 

αναφέραμε παραπάνω το Ga
3+

 δεν εντάσσεται στην αιμοσφαιρίνη, με αποτέλεσμα να μη 

συμμετέχει στο σχηματισμό ερυθρών αιμοσφαιρίων και να μην παρεμβαίνει στη 

φυσιολογική μεταφορά του οξυγόνου. Αυτή η ικανότητα του γαλλίου να στοχεύει τα 
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καρκινικά κύτταρα, διαφυλάσσοντας τους υγιείς ιστούς, το καθιστά ένα εξαιρετικό αντι-

πολλαπλασιαστικό (antiproliferative) παράγοντα.  

Εκτός από την αντι-πολλαπλασιαστική δραστικότητα του γαλλίου που συζητήσαμε 

παραπάνω, εμφανίζει και ισχυρή αντι-φλεγμονώδη δράση (anti-inflammatory), η οποία και 

αυτή φαίνεται να σχετίζεται με την ικανότητα του να μιμείται το Fe
3+

, αν και ο μηχανισμός 

δεν είναι πλήρως γνωστός.  

 

5.5. Ενώσεις του Γαλλίου με θεραπευτική δράση 

Μέχρι στιγμής, μόνο το νιτρικό γάλλιο (Ganite
®
) έχει εγκριθεί στις Ηνωμένες Πολιτείες 

από το 1991 για την θεραπεία του καρκίνου που σχετίζεται με την υπερασβεστιαιμία. Η 

Ga-Τρενσφερίνη και η Ga-Τρενσφερίνη-δοξορουβικίνη (gallium–transferrin–doxorubicin) 

έχουν χορηγηθεί σε ένα μικρό αριθμό ασθενών με καρκίνο. Παρόλα αυτά υπάρχουν 

πολλές δυνητικές θεραπευτικές ενώσεις του γαλλίου που βρίσκονται σε κλινική δοκιμή, 

όπως το χλωριούχο γάλλιο το gallium maltolate, το gallium 8-quinolinolate και άλλες.  

 

5.5.1. Νιτρικό γάλλιο και χλωριούχο γάλλιο  

Αρχικά, πρέπει να αναφέρουμε ότι λόγω της δημιουργίας δυσδιάλυτων προϊόντων του 

γαλλίου (όπως αναφέραμε παραπάνω), το νιτρικό γάλλιο χρησιμοποιείται με κάποιο 

χηλιοτικό παράγοντα. Το εμπορικά διαθέσιμο προϊόν Ganite
®
 περιέχει 97.8 mM νιτρικού 

γαλλίου και κιτρικό σε ουδέτερο pH, το οποίο ουσιαστικά επιτρέπει όλο το γάλλιο να είναι 

συμπλεγμένο με το κιτρικό, και μια πολύ μικρή ποσότητα να βρίσκεται σε άλλες μορφές.  

Η αντικαρκινική δραστικότητα του νιτρικού γαλλίου πρωτοαναφέρθηκε το 1971 [146], 

όπου και παρατηρήθηκε μεγαλύτερη από 90% αναστολή του καρκίνου σε αρουραίους, 

όταν χορηγήθηκε όξινο διάλυμα νιτρικού γαλλίου, χωρίς κάποιο χηλιοτικό παράγοντα. 

Παρόμοια επίδραση είχαν και τα GaCl3 και Ga(SO4)3∙18H2O. Η αντι-υπερασβεστιαιμική 

(anti-hypercalcemic) του δράση διαπιστώθηκε όταν βρέθηκε ότι το γάλλιο εναποτίθεται σε 

σκελετικούς ιστούς, και ιδιαιτέρα σε θέσεις που υπάρχει ταχεία οστική απορρόφηση, όπως 

στην επούλωση καταγμάτων [147]. Μελέτες έδειξαν ότι το γάλλιο προσροφάται στην 

επιφάνεια των οστών και αναστέλλει την οστική απορρόφηση στους οστεοκλάστες, που 

διαβρώνουν το οστό (οι οστεοκλάστες έχουν τον αντίθετο ρόλο από τους οστεοβλάστες) 

[148].  
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Κλινικές δοκιμές έχουν δείξει ότι το νιτρικό γάλλιο, εκτός από την παραπάνω ασθένεια, 

είναι αποτελεσματικό στη θεραπεία του λεμφώματος, του πολλαπλού μυελώματος, τον 

καρκίνο της ουροδόχου κύστης, καθώς επίσης και σε διάφορα άλλα είδη καρκίνου, αλλά 

και στη νόσο Paget των οστών [138,141,144]. Ωστόσο, ενδοφλεβίως, το νιτρικό γάλλιο 

είναι τοξικό για τα νεφρά, αν χορηγηθεί γρήγορα. Ως εκ τούτου, χορηγείται αργά και με 

συνεχή έγχυση για αρκετές ημέρες. Μια τυπική δόση είναι 200 με 500 mg/m
2
 ημερησίως 

με συνεχόμενες εγχύσεις για 5 ημέρες, που συνήθως επαναλαμβάνονται για αρκετές 

εβδομάδες [149]. Η νεφρική τοξικότητα φαίνεται να σχετίζεται με την παρουσία 



4Ga(OH) , το οποίο σχηματίζεται όταν το φάρμακο εισάγεται άμεσα στην κυκλοφορία του 

αίματος [150].  

Το χλωριούχο γάλλιο έδειξε αντικαρκινική δραστικότητα σε ζώα, και μάλιστα τη 

μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα την επιδεικνύει όταν ο όγκος βρίσκεται στην εκθετική 

φάση ανάπτυξης του. Επιπλέον, μελέτες σε ζώα έχουν δείξει ότι εμφανίζει ισχυρή 

εκλεκτική πρόσληψη σε καρκινικά κύτταρα όταν χορηγείται από το στόμα, και μάλιστα 

χωρίς την υψηλή νεφρική τοξικότητα που παρατηρήθηκε για το νιτρικό γάλλιο [138].  

 

5.5.2. Τα σύμπλοκα Gallium 8-quinolinolate και Gallium maltolate 

Το σύμπλοκο τρις(8-κινολινολάτο)γάλλιο(ΙΙΙ) (Gallium 8-quinolinolate - [tris(8-

quinolinolato)gallium(III)]) και το τρις(μαλτολάτο)γάλλιο(ΙΙΙ) (Gallium maltolate - [tris(3-

hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-onato)gallium(III)]), αναπτύχθηκαν από τους Bernhard 

Keppler [151] και Lawrence Bernstein [152], αντίστοιχα (Σχήμα 5.1). Τα δύο αυτά 

παράγωγα χορηγούνται δια στόματος για τη θεραπεία του καρκίνου και παρουσιάζουν 

μεγαλύτερη βιοδιαθεσιμότητα (bioavailability) από τα δύο προαναφερθέντα άλατα του 

γαλλίου. Βιοδιαθεσιμότητα είναι η ποσότητα του φαρμάκου που φτάνει στο αίμα, και για 

το gallium maltolate βρέθηκε ότι είναι τουλάχιστον 25-57% σε υγιείς ανθρώπους. In vitro 

πειράματα έχουν δείξει ότι τα δύο αυτά παράγωγα είναι περισσότερο δραστικά από το 

νιτρικό γάλλιο, σε διάφορους τύπους καρκίνου, όπως το λέμφωμα, τον καρκίνο του 

πνεύμονα ή του ύπατος [149,153].  

Ο μηχανισμός δράσης και των δύο παραγώγων φαίνεται πως σχετίζεται με την 

αναστολή της ριβονουκλεοτιδικής ρεδουκτάσης. Περεταίρω μελέτες έδειξαν ότι το 

gallium maltolate προκαλεί απόπτωση των κυττάρων περισσότερο αποδοτικά από νιτρικό 

γάλλιο. Η απόπτωση επιτυγχάνεται μέσω των μιτοχονδρίων και περιλαμβάνει την 

παραγωγή δραστικών ειδών οξυγόνου [154].  
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Και τα δύο παράγωγα έχουν περάσει επιτυχώς την φάση Ι των κλινικών δοκιμών. 

Μάλιστα, το gallium maltolate στην φάση Ι έδειξε ότι είναι πολύ ανεκτικό, ακόμα και σε 

υψηλές επαναλαμβανόμενες δόσεις, χωρίς νεφρική ή άλλη τοξικότητα. Η απουσία 

νεφρικής τοξικότητας φαίνεται να οφείλεται στο γεγονός ότι στο αίμα το συγκεκριμένο 

παράγωγο βρίσκεται σχεδόν εξολοκλήρου δεσμευμένο σε πρωτεΐνες (κυρίως στην 

τρανσφερίνη) [152], και κατ’ αυτόν τον τρόπο μεταφέρεται στα κύτταρα. Για το gallium 8-

quinolinolate η μεταφορά στα κύτταρα φαίνεται να γίνεται κυρίως μέσω του υποδοχέα της 

τρανσφερίνης [153]. Αυτή η πρωτεϊνική δέσμευση των φαρμάκων, σε αντίθεση με τα απλά 

άλατα του γαλλίου, φαίνεται να συμβάλει στη δια στόματος βιοδιαθεσιμότητα και στην 

κυτταροτοξικότητα των φαρμάκων.  

 

     

Σχήμα 5.1. Δομές του τρις(8-κινολινολάτο)γάλλιο(ΙΙΙ) (Gallium 8-quinolinolate, αριστερά) και του 

τρις(μαλτολάτο)γάλλιο(ΙΙΙ) (Gallium maltolate, δεξιά).  

 

Εκτός της αντι-πολλαπλασιαστικής δράσης του gallium 8-quinolinolate, έχει αποδειχθεί 

και η αντι-υπερασβεστιαιμική του δραστικότητα, και μάλιστα είναι παρόμοια με εκείνη 

του νιτρικού γαλλίου [155]. Επιπλέον, η χρήση του συγκεκριμένου παραγώγου σε 

συνδυασμό με θεραπεία με το cisplatin έχει δείξει πρόσθετα συνεργιστικά αποτελέσματα, 

με περισσότερο έντονη δράση σε κύτταρα που είναι λιγότερο ευαίσθητα στο φάρμακο του 

λευκοχρύσου [156].  

 

5.5.3. Άλλες ενώσεις του γαλλίου  

Πρόσφατα συντέθηκε μια σειρά συμπλόκων του Ga(III) και του Fe(III) με πέντε 

διαφορετικούς 
4
Ν-υποκατεστημένους α-N-ετεροκυκλικούς θειοημικαρβαζονικούς 

(thiosemicarbazones) υποκαταστάτες και μελετήθηκε η κυτταροτοξική τους δράση, αλλά 

και η αλληλεπίδραση τους με το ένζυμο ριβονουκλεοτιδική ρεδουκτάση (Σχήμα 5.2) 
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[157,158]. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το μέταλλο παίζει ένα πολύ σημαντικό ρόλο, με 

το Ga(III) να αυξάνει και το Fe(III) να μειώνει τη δραστικότητα των ελεύθερων 

υποκαταστατών. Αξίζει να σημειωθεί ότι οι τιμές IC50 για τους ελεύθερους υποκαταστάτες 

και για τα αντίστοιχα σύμπλοκα του Ga(III), είναι της τάξης των nΜ, σε καρκινικά 

κύτταρα ωοθηκών, μαστού και παχέος εντέρου. Η μεγαλύτερη τοξικότητα παρατηρείται 

για τον υποκαταστάτη acetylpyrazine N,N-dimethylthiosemicarbazone (εμφανίζεται ως 3 

στο Σχήμα 5.2) και για το αντίστοιχο Ga(III) σύμπλοκο (10 στο Σχήμα 5.2) όπου το IC50 

είναι 0.073 και 0.0045 nM (!!) έναντι των 41Μ κυττάρων. Οι αντίστοιχες τιμές για το 

Fe(III) σύμπλοκο (20 στο Σχήμα 5.2) και για το cisplatin είναι 149 και 390 nM, δηλαδή η 

τοξικότητα είναι τουλάχιστον τρεις τάξεις μεγέθους χαμηλότερη. Επίσης, διερευνήθηκε η 

ικανότητα αναστολής του ενζύμου ριβονουκλεοτιδική ρεδουκτάση, από τους ελεύθερους 

υποκαταστάτες και τα αντίστοιχα Fe(III) σύμπλοκα. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα 

Fe(III) σύμπλοκα παρουσιάζουν μειωμένη ανασταλτική δράση του ενζύμου σε σύγκριση 

με τους ελεύθερους υποκαταστάτες. Αυτό αποδόθηκε στην ιοντική φύση και τη μειωμένη 

λιποφιλικότητα των συμπλόκων, κάτι που οδηγεί σε χαμηλότερη κυτταρική πρόσληψη 

[158].  

 

 

Σχήμα 5.2. Δομές των 
4
Ν-υποκατεστημένων α-N-ετεροκυκλικών θειοημικαρβαζονικών 

υποκαταστατών και των αντίστοιχων συμπλόκων του Ga(III) και του Fe(III).  



 74 

Το σύμπλοκο Ga-πρωτοπορφυρίνη IX έδειξε ότι σε συγκέντρωση περίπου 1 μg/mL 

αναστέλλει την ανάπτυξη πολλών παθογόνων βακτηριών, όπως τα «θετικά κατά Gram» 

(Gram-positive) και τα «αρνητικά κατά Gram» (Gram-negative) βακτήρια και τα 

μυκοβακτήρια [159], αλλά και το παράσιτο Plasmodium falciparum που προκαλεί την 

ελονοσία [160]. Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι τόσο η πρωτοπορφυρίνη IX όσο και το 

γάλλιο από μόνα τους έχουν περίπου το ένα εκατοστό της αντι-βακτηριδιακής 

δραστικότητας του Ga-πορφυρινικού συμπλόκου.  

Ένα άλλο πορφυρινικό σύμπλοκο του γαλλίου, βρέθηκε ότι παρουσιάζει ισχυρή 

αντικαρκινική δραστικότητα, μέσω ενός μηχανισμού διαφορετικού από αυτόν που 

αναφέραμε παραπάνω, δηλαδή την στοχοποιήση του ενζύμου που σχετίζεται με την 

σύνθεση του DNA.  

 

 

Σχήμα 5.3. Δομές της αιματοπορφυρίνης και του Ga(ΙΙΙ)-παραγώγου της (ΑΤΧ-70) που 

χρησιμοποιούνται στη sonodynamic θεραπεία του καρκίνου. Το Asp υποδηλώνει ένα κατάλοιπο του 

αμινοξέος ασπαρτικό οξύ.  

 

Όπως αναφέραμε και σε προηγούμενο κεφάλαιο οι πορφυρίνες είναι φωτοχημικά 

δραστικές, και με αυτό το σκεπτικό παρασκευάστηκε αρχικά το σύμπλοκο του γαλλίου με 

ένα παράγωγο της αιματοπορφυρίνης, το 7,12-bis(1-decyloxyethyl)-2,18-

bispropionylaspartic acid 3,8,13,17-tetramethyl-porphynate gallium(III) salt (ATX-70, 

Σχήμα 5.3) [161]. Το ATX-70 βρέθηκε ότι προκαλεί τον κυτταρικό θάνατο όταν 

ενεργοποιηθεί με ακτινοβολία υπερήχων (ultrasound irradiation). Οι Umemura et al. [162] 

βρήκαν ότι το ποσοστό της καταστροφής των κυττάρων σαρκώματος S-180 βελτιώνεται 

κατά τέσσερεις φορές, όταν το παράγωγο ακτινοβοληθεί με υπέρηχους. Οι Maruyama et 

al. [163], επίσης, ανέφεραν ότι το ATX-70 σε συνδυασμό με υπερήχους προκαλεί 

κυτταρική αναστολή τόσο σε in vitro όσο in vivo πειράματα σε ποντίκια. Το ATX-70 
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χορηγήθηκε ενδοφλεβίως σε ποντίκια 24 ώρες πριν τη θεραπεία με υπερήχους 

(sonodynamic therapy). Η καταστροφή του όγκου παρατηρήθηκε μόνο μετά από 

συνδυασμό των δύο, ενώ ούτε οι υπέρηχοι από μόνοι τους ούτε το ATX-70 προκάλεσε 

κάποια κυτταρική αναστολή [164]. Παρόμοια sonodynamic αντικαρκινική δραστικότητα 

παρατηρήθηκε έναντι των ανθρώπινων κυττάρων του γαστρικού καρκίνου και της 

λευχαιμίας [165].  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ 

 

6.1. Υλικά  

Όλα τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των υποκαταστατών και 

των συμπλόκων αγοράστηκαν από τις εταιρείες Sigma-Aldrich και Alfa Aesar. Το ρήνιο 

αγοράστηκε από την Sigma-Aldrich ως πεντακαρβόνυλο χλωρορήνιο (Ι) [Re(CO)5Cl], και 

το γάλλιο ως χλωριούχο γάλλιο (GaCl3) από την Alfa Aesar. Οι διαλύτες ήταν pro analysis 

και αγοράστηκαν από τις εταιρείες Merck και Carlo Erba, και χρησιμοποιηθήκαν χωρίς 

περαιτέρω καθαρισμό. Όπου απαιτήθηκε καθαρισμός, έγινε με τυποποιημένες μεθόδους 

καθαρισμού [166].  

Για τις DNA-δεσμευτικές μελέτες χρησιμοποιήθηκε φυσικό DNA από θύμο αδένα 

βοοειδούς (calf thymus DNA, CT-DNA), που αγοράστηκε από την εταιρία Sigma Aldrich 

ως μετά νατρίου άλας. Για τα πειράματα ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιήθηκε αγαρόζη από 

την Sigma, ενώ το πλασμίδιο pBR322 αγοράστηκε ως lyophilized powder από την Sigma 

Aldrich. Για την παρασκευή των ρυθμιστικών διαλυμάτων χρησιμοποιηθήκαν 

K2HPO4∙3H2O και NaH2PO4∙H2O από την εταιρεία Farmitalia Carlo Erba, ενώ το tris-

[hydroxymethyl]-aminomethane free base (Tris Base) και το αντίστοιχο υδροχλωρικό άλας 

(Tris-HCl) αγοράστηκαν από την εταιρεία Alfa Aesar. Τα ρυθμιστικά διαλύματα 

παρασκευάστηκαν σε νερό milli Q.  

Το ΜΤΤ [3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide], που 

χρησιμοποιείται για τα πειράματα κυτταροτοξικότητας αγοράστηκε από την AppliChem. 

Όλα τα υλικά κυτταροκαλλιέργειας, που θα δούμε παρακάτω, αγοράστηκαν από την 

Biochrom.  

 

6.2. Μέθοδοι χαρακτηρισμού συμπλόκων  

Φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (NMR) 

Τα φάσματα πρωτονίου 
1
Η-NMR ελήφθησαν σε κυψελίδες (σωληνάκια) NMR 5 mm με 

δευτεριωμένους διαλύτες σε θερμοκρασία δωματίου. Η απόδοση των κορυφών έγινε με 

φασματοσκοπία NMR δύο διαστάσεων (COSY).  
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Φασματοσκοπία Ορατού – Υπεριώδους (UV-Vis) και Φασματοσκοπία Εκπομπής 

Τα φάσματα απορρόφησης ελήφθησαν σε φασματοφωτόμετρο Cary 300 E (Varian) σε 

κυψελίδα δέσμης του 1.000 cm ή του 0.500 cm σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Τα 

φάσματα φθορισμού ελήφθησαν σε φασματοφωτόμετρο Shimadzu 

Spectrofluorophotometer RF-5301PC με κυψελίδες τετραπλής διαδρομής 1.000 cm σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος.  

Φασματοσκοπία Υπερύθρου (IR) 

Τα IR φάσματα ελήφθησαν στην περιοχή από 4000 έως 400 cm
-1

 σε στερεά κατάσταση 

σε δισκία KBr σε φασματοφωτόμετρο IRAffinity-1 Shimadzu.  

Κυκλική Βολταμετρία (CV)  

Τα κυκλικά βολταμμογραφήματα ελήφθησαν με ποτενσιοστάτη τύπου AFCBP1 από την 

Pine Instrument Company. Συγκεκριμένα τα δείγματα ήταν σε συγκέντρωση 0.5 mM σε 

απεσταγμένο διμεθυλοφορμαμίδιο (DMF), με φέροντα ηλεκτρολύτη 50 mM (
n
Bu4N)PF6. 

Ως ηλεκτρόδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε Ag/AgCl, ως ηλεκτρόδιο εργασίας υαλώδης 

άνθρακας (εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά) και ως βοηθητικό ηλεκτρόδιο πλέγμα 

λευκόχρυσου. Η ταχύτητα σάρωσης κυμαίνεται από 40-100 mV/s, και οι τιμές των 

δυναμικών δίνονται ως προς φερροκένιο (Fc
+
/Fc).  

Κρυσταλλική Δομή 

Η κρυσταλλική δομή αναλύθηκε στο Εργαστήριο Βιοανόργανης Χημείας του 

Πανεπιστημίου Κρήτης, σε περιθλασίμετρο STOE IPDS-II με μονοχρωμάτορα γραφίτη 

και ακτινοβολία Mo-Kα. Η συλλογή των δεδομένων έγινε σε θερμοκρασία 293 Κ. Η δομή 

λύθηκε με άμεσες μεθόδους με το πρόγραμμα SHELXS-97 [167].  

 

6.3. Μελέτη αλληλεπίδρασης συμπλόκων με DNA (DNA binding studies) 

6.3.1. Παρασκευή διαλύματος CT-DNA  

Παρασκευάζεται διάλυμα DNA με διάλυση ινών φυσικού DNA από θύμο αδένα 

βοοειδούς (C.T.-DNA), περίπου 5mg σε 5 mL διαλύματος NaCl 0.1 M, υπό ανάδευση για 

24 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Η συγκέντρωση του πυκνού διαλύματος DNA ανά 

νουκλεοτίδιο που προκύπτει, υπολογίζεται με φασματοσκοπία απορρόφησης, αφού 

γνωρίζουμε το συντελεστή μοριακής απορρόφησης της κορυφής στα 258 nm, που είναι 

6600 Μ
-1

cm
-1

. Ο λόγος της UV απορρόφησης στα 260:280 nm είναι 1.9:1, κάτι που 

υποδηλώνει ότι το DNA είναι ελεύθερο από πρωτεΐνες [168]. Η συγκέντρωση είναι της 
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τάξης των ~1·10
-3 

Μ. Η αραίωση μέρους από το πυκνό διάλυμα με μεγάλη ιοντική ισχύ 

γίνεται με ρυθμιστικό διάλυμα, οπότε προκύπτει διάλυμα της τάξης του ~1·10
-4 

Μ. Να 

σημειωθεί ότι το πυκνό διάλυμα μπορεί να παραμείνει στο ψυγείο το πολύ για 4 ημέρες 

και πριν την επαναχρησιμοποίηση του ελέγχεται με φάσμα ηλεκτρονικής απορρόφησης.  

 

6.3.2. Παρασκευή ρυθμιστικών διαλυμάτων 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (phosphate buffer) pH = 7.0 

Το ρυθμιστικό διάλυμα παρασκευάζεται ως εξής: διαλύονται 1.7867 g K2HPO4∙3H2O σε 

100 mL H2O και 0.9073 g NaH2PO4·H2O σε 100 mL H2O. Με προσθήκη 58.7 mL του 

διαλύματος K2HPO4∙3H2O και 41.3 mL του διαλύματος NaH2PO4·H2O προκύπτουν 100 

mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών με pH = 7.0. 

Ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl (5 mM) με NaCl (50 mM), pH = 7.0 

Ζυγίζονται 0.394 g Tris-HCl (Mr=157.60) και 1.461 g NaCl και διαλύονται σε λογότερο 

από 500 mL H2O milli Q. Τέλος, το pH ρυθμίζεται με προσθήκη διαλύματος NaOH 1Μ 

στο 7.0 και συμπληρώνεται νερό μέχρι τα 500 mL. 

Ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl (50 mM) / NaCl (18 mM), pH = 7.2 

Το συγκεκριμένο ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για την αλληλεπίδραση των 

συμπλόκων με πλασμιδιακό DNA pBR322, και παρασκευάζεται ως εξής: διαλύονται 

0.788 g Tris-HCl (Mr=157.60) και 1.052 g NaCl σε 100 mL H2O milli Q, και ρυθμίζεται το 

pH στο 7.2 με την προσθήκη NaOH. 

Ρυθμιστικό διάλυμα «φόρτωσης» ΤΒΕ 10x (Tris – Borate – EDTA) 100 mL (Loading 

buffer)  

Το συγκεκριμένο ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης 

σε συγκέντρωση 1x, αφού παρέχει τους κατάλληλους ηλεκτρολύτες για τη διέλευση του 

ρεύματος. Διαλύονται 10.8 g Tris base (Mr=121.14), 5.5 g βορικού οξέος και 0.75 g 

δινάτριο EDTA (Mr=372.24) σε 100 mL νερό milli Q. Το πυκνό αυτό ρυθμιστικό διάλυμα 

έχει pH=8.3 (χωρίς ρύθμιση) και συγκέντρωση 890 mM Tris base, 890 mM βορικού 

οξέως, 20 mM EDTA. Μέρος αυτού του διαλύματος αραιώνεται 10 φορές για να προκύψει 

το επιθυμητό 1xΤΒΕ ρυθμιστικό διάλυμα, συγκέντρωσης 89 mM Tris base, 89 mM 

βορικού οξέως, 2 mM EDTA, που χρησιμοποιείται στη «φόρτωση» της συσκευής 

ηλεκτροφόρησης.  
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6.3.3. Προσδιορισμός σημείων θερμικής μετουσίωσης, Tm  

Οι μετρήσεις θερμικής μετουσίωσης έγιναν σε φασματοφωτόμετρο Cary 300 E (Varian) 

συνδεδεμένο με Η/Υ. Τα διαλύματα θερμάνθηκαν στην περιοχή 25-95 
ο
C με ρυθμό 0.5 

ο
C/min και μετρήθηκε η απορρόφηση τους στα 258 nm συναρτήσει της θερμοκρασίας. Ως 

σημείο θερμικής μετουσίωσης (Tm) ορίζεται η θερμοκρασία στην οποία τα μισά μόρια του 

δίκλωνου DNA έχουν ξετυλιχτεί. Το Tm υπολογίζεται με προσαρμογή των καμπυλών 

θερμικής μετουσίωσης σε σιγμοειδή καμπύλη, με τη βοήθεια του προγράμματος Origin 

8.0.  

Οι τιμές της απορρόφησης κάθε διαλύματος εκφράζεται ως %υπερχρωμικότητα (%hyp), 

η οποία ορίζεται ως:  

100
A

AA
%hyp

i

in 


            (6.1) 

όπου Ai η αρχική απορρόφηση της διπλής έλικας (στους 25 ºC) και An η μετρούμενη 

απορρόφηση του διαλύματος σε κάθε θερμοκρασία. Η τελική % υπερχρωμικότητα 

μετράται στους 95 ºC, όπου θεωρείται ότι έχει περατωθεί η μετουσίωση του DNA. Η 

έκφραση αυτή προτιμήθηκε, ώστε να εξισωθεί η επίδραση του εκάστοτε συμπλόκου σε 

όλες τις αναλογίες συμπλόκου/DNA, επειδή και το σύμπλοκο απορροφά κοντά στα 

258nm, δηλαδή στο μήκος κύματος που γίνεται ο προσδιορισμός του Tm.  

Οι μετρήσεις γίνονται ταυτόχρονα σε πανομοιότυπες κυψελίδες από χαλαζία οπτικής 

διαδρομής 1.000 cm, οι οποίες κλείνουν, ώστε να μην υπάρχει απώλεια διαλύματος κατά 

τη θέρμανση. Παρασκευάζονται διαλύματα με τελική συγκέντρωση DNA 2∙10
-5

 Μ (εκτός 

αν αναφέρεται διαφορετικά), και με προσθήκη κατάλληλης ποσότητας διαλύματος της υπό 

μελέτης ένωσης προκύπτουν διαλύματα γραμμομοριακής αναλογίας 
DNA][

[complex]
r  . Το pH 

των διαλυμάτων παραμένει σταθερό με την προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος. Τα 

διαλύματα αφήνονται προς επώαση 24 ώρες στους 25 
o
C και έπειτα μετρώνται. Η επώαση 

των πορφυρινικών συμπλόκων με το DNA ολοκληρώνεται σε 10 min, όπως διαπιστώθηκε 

με φασματοσκοπία UV-Vis. Τα σύμπλοκα δεν είναι διαλυτά σε υδατικό περιβάλλον και 

επομένως διαλύονται σε οργανικό διαλύτη (MeOH ή DMSO) και κατόπιν αραιώνονται με 

ρυθμιστικό διάλυμα ώστε να προκύψει η επιθυμητή συγκέντρωση. Φροντίζουμε ώστε η 

συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη να είναι σταθερή σε όλα τα διαλύματα και να μην 

ξεπερνά σε ποσοστό το 5% στο τελικό υδατικό διάλυμα.  
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6.3.4. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού (CD) 

Τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού ελήφθησαν σε διχρωγράφο Jasco J-815 CD 

συνδεδεμένο με Η/Υ (ΕΚΕΦΕ Δημόκριτος) στην περιοχή 200-400 nm με βήμα 0.2 nm και 

ροή N2 υπό πίεση 10 barr. Τα διαλύματα του DNA προετοιμάστηκαν με τον ίδιο ακριβώς 

τρόπο που αναφέρεται παραπάνω, με συγκέντρωση ως προς DNA ίση με 5·10
-5 

Μ (εκτός 

αν αναφέρεται διαφορετικά), ίδιες αναλογίες r και συνολικό όγκο διαλυμάτων 3 mL. Ο 

διαλύτης baseline ήταν το ρυθμιστικό διάλυμα και ο οργανικός διαλύτης. Τα διαλύματα 

αφέθηκαν για επώαση και μετρήθηκαν σε σταθερή θερμοκρασία 25 
ο
C.  

 

6.3.5. Ιξωδομετρία 

Οι μετρήσεις του ιξώδους πραγματοποιήθηκαν σε θερμοστατούμενο ιξωδόμετρο SI 

Analytics στους 25
 o
C 0.1 

o
C. Τα διαλύματα παρασκευάζονται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο 

όπως αναφέρθηκε στις προηγούμενες τεχνικές. Για τον έλεγχο της επαναληψιμότητας των 

αποτελεσμάτων έγιναν τουλάχιστον τρεις μετρήσεις για κάθε δείγμα, οι οποίες δεν έπρεπε 

να διαφέρουν μεταξύ τους περισσότερο από 0.4 s και o τελικός χρόνος ελήφθη ως ο μέσος 

όρος αυτών. 

Το σχετικό ιξώδες υπολογίζεται από τη σχέση: 
0

0

t

tt
n


 , όπου t ο χρόνος ροής σε s του 

κάθε διαλύματος και t0 ο χρόνος ροής του διαλυτή. Η αύξηση του μήκους της έλικας του 

DNA υπολογίστηκε από τα πειραματικά δεδομένα, σύμφωνα με τη προσεγγιστική σχέση 

[169]:  

3

1

0DNA
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1

00 tt

tt

n

n

L

L




































       (6.2) 

όπου L, L0: το πειραματικό μήκος του DNA, παρουσία και απουσία συμπλόκου, 

αντίστοιχα.  

n, n0: τα σχετικά ιξώδη (για τις συγκεντρώσεις του πειράματος θεωρούνται κατά 

προσέγγιση ίσα με το ανηγμένο ιξώδες) παρουσία και απουσία συμπλόκου, αντίστοιχα.  

t, tDNA και t0: οι χρόνοι ροής των διαλυμάτων DNA παρουσία του συμπλόκου, του 

διαλύματος DNA απουσία του συμπλόκου και του διαλύτη (ρυθμιστικό διάλυμα), 

αντίστοιχα.  
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6.3.6. Πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας (CV)  

Οι μετρήσεις αλληλεπίδρασης με DNA με πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας, 

πραγματοποιήθηκαν στον ποτενσιοστάτη που αναφέρεται παραπάνω χρησιμοποιώντας τα 

ίδια ηλεκτρόδια. Η ταχύτητα σάρωσης ήταν 100 mV/s ενώ ο φέρων ηλεκτρολύτης ήταν το 

NaCl του ρυθμιστικού διαλύματος.  

 

6.3.7. Τιτλοδότηση UV-Vis και εκπομπής (UV-Vis & Εmission Titration) 

Τα διαλύματα για την τιτλοδότηση απορρόφησης και φθορισμού παρασκευάστηκαν ως 

εξής: σταθερή συγκέντρωση συμπλόκων επωάστηκε με διάφορες συγκεντρώσεις DNA σε 

ρυθμιστικό διάλυμα και μετρήθηκε η απορρόφηση (ή ο φθορισμός) τους.  

Τα πειραματικά δεδομένα από την τιτλοδότηση UV-Vis προσαρμόζονται στην εξίσωση 

6.3, προκειμένου να υπολογιστεί η σταθερά σύνδεσης Kb.  

)ε(εK

1

)ε(ε

[DNA]

)ε(ε

[DNA]

fbbfbfa 






         (6.3) 

όπου [DNA]: η συγκέντρωση του DNA σε κάθε λόγο R,  

εa: συντελεστής μοριακής απορρόφησης σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος του κάθε 

διαλύματος (υπολογίζεται ως Aobs/[complex]), 

εb: συντελεστής μοριακής απορρόφησης του δεσμευμένου με το DNA συμπλόκου,  

εf: συντελεστής μοριακής απορρόφησης του ελεύθερου (μη δεσμευμένου) συμπλόκου. Η 

γραφική παράσταση του [DNA]/[εa - εf] συναρτήσει της [DNA] δίνει μια γραμμική ευθεία 

με κλίση 1/[εa - εf] και τομή στον άξονα των Y ίση με 1/Kb[εb - εf], αντίστοιχα. Με τη 

βοήθεια της μεθόδου ελαχίστων τετραγώνων υπολογίζεται η σταθερή σύνδεσης Kb από το 

λόγο της κλίσης προς την τομή, χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Origin 8.0.  

Η καμπύλη δέσμευσης κατασκευάζεται ως εξής. Αν η απορρόφηση του ελεύθερου μη 

δεσμευμένου συμπλόκου είναι Αf, η απορρόφηση του δεσμευμένου στο σημείο κορεσμού 

είναι Ab και Aobs είναι η παρατηρούμενη απορρόφηση του συμπλόκου σε κάθε σημείο 

τιτλοδότησης, τότε το κλάσμα (χ) του δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου δίνεται από το 

λόγο:  
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bf

obsf
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AA


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Το διάγραμμα του κλάσματος (χ) του δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου συναρτήσει του 

λόγου [DNA]/[complex], δίνει την καμπύλη κορεσμού δέσμευσης (saturation binding 

curve).  

Όμοια, για την τιτλοδότηση εκπομπής το κλάσμα (χ) υπολογίζεται από τον τύπο:  

)(

)(

fb

fobs

II

II




          (6.5) 

όπου Iobs, If, Ib είναι οι εντάσεις εκπομπής του παρατηρούμενου, του ελεύθερου και του 

δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου, αντίστοιχα.  

 

6.3.8. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζη (Agarose gel electrophoresis)  

Σημείωση: Το βρωμίδιο του αιθιδίου είναι γνωστός μεταλλαξιογόνος παράγοντας και 

απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή κατά τη χρήση των διαλυμάτων και των gel.  

Αρχικά παρασκευάζεται, πηκτή αγαρόζης (agarose gel) 1% (w/v) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα 1x TΒE. Το μείγμα θερμαίνεται μέχρι να γίνει διαυγές. Στο θερμό διάλυμα 

προστίθεται κατάλληλος όγκος βρωμιδίου του αιθιδίου ώστε να προκύψει συγκέντρωση 1 

μg/mL. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης 1x TΒE 

υπό σταθερή τάση 100 V για 50 min.  

Για τα πειράματα ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιήθηκε υπερελικωμένο (supercoiled) 

pBR322 πλασμιδιακό DNA. Εν συντομία, 100 ng pBR322 (100 ng/μL) επωάζονται με 

διάφορες συγκεντρώσεις της υπό μελέτη ένωσης σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris-HCl 

με 18 mM NaCl, pH = 7.2 (συνολικός όγκος διαλύματος 15 μL). Τα δείγματα 

ακτινοβολούνται με λάμπα Xe 1000 W (Oriel, mod 68820, Universal Arc.) και μήκος 

κύματος ακτινοβόλησης λ> 335 nm. Τα δείγματα αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης 1%, παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος (loading buffer) 1xTBE υπό σταθερή 

τάση 100 V για 50 min. Η απεικόνιση των ζωνών του DNA (staining) γίνεται με προθήκη 

βρωμιδίου του αιθιδίου στο gel (τελική συγκέντρωση 1 μg/mL). Τα gel εμφανίζονται με 

UV-Transilluminator και φωτογραφίζονται με ψηφιακή κάμερα.  

Για τις μηχανιστικές μελέτες χρησιμοποιήθηκε αζίδιο του νατρίου (NaN3) και DMSO 

και ο κατάλληλος όγκος προστίθεται στο πλασμιδιακό DNA πριν την προσθήκη των 

συμπλόκων. Τα δείγματα επωάστηκαν και ακτινοβολήθηκαν όπως σημειώθηκε παραπάνω. 

Στα πειράματα υπό αναερόβιες συνθήκες τα δείγματα απαερώθηκαν με 3 freeze-pump-

thaw κύκλους.  
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6.4. Μελέτη κυττατοξικότητας υποκαταστατών και συμπλόκων  

Σκοπός των κυτταροκαλλιεργειών είναι να διατηρηθούν τα κύτταρα βιώσιμα, μακριά 

από το φυσιολογικό οργανισμό από τον οποίο προήλθαν, και κάτω από ελεγχόμενες 

εργαστηριακές συνθήκες.  

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή ήταν: ανθρώπινα 

κύτταρα καρκίνου του μαστού MCF-7 (human breast cancer cell line), ανθρώπινα 

κύτταρα καρκίνου του προστάτη PC-3 (human prostate cancer cell line) και ανθρώπινα 

κύτταρα γλοιοβλαστώματος T98G (human glioblastoma cell line). Τα in vitro πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν στο Ινστιτούτο Πυρηνικών και Ραδιολογικών Ερευνών, Ενέργειας 

και Ασφάλειας του ΕΚΕΦΕ Δημόκριτος.  

 

6.4.1. Κυτταρικές καλλιέργειες  

Η in vitro καλλιέργεια των κυττάρων πραγματοποιείται σε ειδικές φιάλες 

κυτταροκαλλιεργειών, όπου τα κύτταρα προσκολλώνται στον πυθμένα της φιάλης, και σε 

συνθήκες που προσομοιάζουν αυτές της φυσιολογικής ανάπτυξης τους. Τα κύτταρα 

αναπτύσσονται σε επωαστικό κλίβανο στους 37 
o
C σε κορεσμένες συνθήκες υγρασίας και 

παρουσία 5% CO2. Προκειμένου να αποφευχθούν ανεπιθύμητες μολύνσεις, όλοι οι 

χειρισμοί γίνονται σε θάλαμο κάθετης νηματικής ροής, ο οποίος είναι εξοπλισμένος με 

λάμπα UV και φίλτρα αέρα ώστε να μειώνεται η πιθανότητα μόλυνσης.  

 

Υλικά Κυτταροκαλλιέργειας  

Για τις κυτταροκαλλιέργειες χρησιμοποιήθηκαν τα κάτωθι υλικά:  

Διάλυμα Πενικιλλίνης – Στρεπτομυκίνης (Penicillin / Streptomycin - Biochrom) 

Το διάλυμα περιέχει 10 μονάδες/mL πενικιλλίνης και 10 μg/mL στρεπτομυκίνης και 

προστίθεται στο θρεπτικό υλικό για την αποφυγή μικροβιακών μολύνσεων. 

Διάλυμα L-Glutamine – Biochrom 

Το διάλυμα αυτό περιέχει 200 mM L-Glutamine σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS. Το 

καλλιεργητικό υλικό εμπλουτίζεται με 1% w/w L-Gloutamine.  

Διάλυμα θρυψίνης/EDTA - Biochrom 
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Για την αποκόλληση των κυττάρων από τον πυθμένα του τρυβλίου καλλιέργειας, 

χρησιμοποιήθηκε διάλυμα θρυψίνης/EDTA 0.05% / 0.02% (w/v) σε ρυθμιστικό διάλυμα 

PBS.  

Η θρυψίνη είναι μέλος της οικογένειας των πρωτεασών. Υδρολύει πεπτιδικούς δεσμούς 

στο καρβοξυ-τελικό άκρο λυσίνης και αργινίνης. Χρησιμοποιείται ευρέως στις 

κυτταροκαλλιέργειες για την αποκόλληση των κυττάρων από τον πυθμένα των τρυβλίων 

αλλά και την ελευθέρωση των από τα συσσωματώματα. Η ενζυμική δράση της 

αναστέλλεται από συστατικά του ορού. Τα μόρια κυτταρικής προσκόλλησης εξαρτώνται 

από την παρουσία ασβεστίου. Οι κυτταρικές καλλιέργειες περιέχουν ιόντα ασβεστίου και 

μαγνησίου (Mg
2+

, Ca
2+

), τα ιόντα αυτά αναστέλλουν την δράση της θρυψίνης όπως και 

ένζυμα που περιέχονται στον ορό. Για να αποδυναμωθεί ο ρόλος των μορίων 

προσκόλλησης προστίθεται στο διάλυμα της θρυψίνης, EDTA, λόγω της ιδιότητάς του να 

κάνει χειλικά σύμπλοκα με τα δισθενή κατιόντα.  

Διάλυμα έκπλυσης PBS 

Οι εκπλύσεις των κυττάρων πραγματοποιούνται με ισοτονικό ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών – χλωριούχων PBS (Phosphate Buffered Saline). Το διάλυμα PBS έχει pH = 

7.4 και στερείται ιόντων Ca
2+

 και Mg
2+

. Για να μειωθεί η συγκέντρωση των δισθενών 

κατιόντων και των πρωτεϊνών που αναστέλλουν την δράση της θρυψίνης, κατά την 

ανακαλλιέργεια γίνονται εκπλύσεις με PBS χωρίς Ca
2+ 

/
 
Mg

2+.
 

Εμβρυικός ορός μόσχου FBS (Fetal Bovine Serum – Biochrom). 

Η απενεργοποίηση του ορού γίνεται με θέρμανση του στους 57 
ο
C για 35 min.  

Εμπλουτισμένο θρεπτικό υλικό DMEM  

Οι κυτταρικές σειρές αναπτυχθήκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM (Dulbeco’s Modified 

Eagle Medium) υψηλής περιεκτικότητας γλυκόζης, εμπλουτισμένο με 10% 

απενεργοποιημένο εμβρυικό ορό μόσχου FBS (Fetal Bovine Serum). Σε αυτό 

προστέθηκαν 1% w/w διαλύματος L-Glutamine, καθώς και 1% w/w διαλύματος 

αντιβιοτικών Penicillin – Streptomycin.  

 

Καλλιέργεια – Ανακαλλιέργεια κυττάρων  

Όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει τουλάχιστον το 80% της επιφάνειας του τρυβλίου 

πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια, μέσω της διαδικασίας της θρυψινοποίησης. Ο 
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προσδιορισμός του βαθμού κάλυψης γίνεται με παρατήρηση του τρυβλίου στο 

μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης.  

Η διαδικασία της θρυψινοποίησης γίνεται ως εξής: μεταφέρεται το τρυβλίο στο θάλαμο 

κάθετης νηματικής ροής, όπου αφαιρείται το παλιό θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα 

ξεπλένονται με 2 mL διαλύματος PBS. Με τη διαδικασία αυτή απομακρύνονται τυχόν 

εναπομείναντα ίχνη ορού FBSτα οποία περιέχουν αναστολείς της θρυψίνης. Στη συνέχεια 

αφαιρείται το διάλυμα και προστίθεται ~1,5 mL διαλύματος θρυψίνης/EDTA και τα 

κύτταρα επωάζονται στον κλίβανο για περίπου 3-5 λεπτά. Με τη διαδικασία αυτή τα 

κύτταρα ξεκολλούν από τον πυθμένα του τρυβλίου. Η πορεία αποκόλλησης των κυττάρων 

παρακολουθείται στο μικροσκόπιο. Μετά την ολοκλήρωση αποκόλλησης των κυττάρων, 

ακολουθεί προσθήκη στο κυτταρικό εναιώρημα 10 mL διαλύματος εμπλουτισμένου 

θρεπτικού υλικού DMEM. Ακολουθεί καλή ανάδευση (πιπετάρισμα), ώστε να 

αποφευχθούν τα κυτταρικά συσσωματώματα.  

 

Απόψυξη κυτταρικής σειράς  

Οι κυτταρικές σειρές που αναφέρθηκαν παραπάνω παραλαμβάνονται από συνθήκες 

βαθιάς ψύξης (θερμοκρασία υγρού αζώτου -195 
o
C) σε ειδικά σωληνάρια ψύξης 

κυττάρων. Τα σωληνάρια μεταφέρονται αμέσως από το υγρό άζωτο στους 37
o 

C για την 

απόψυξη των κυττάρων. Στο θάλαμο κάθετης νηματικής ροής, τα κύτταρα μεταφέρονται 

σε τρυβλία καλλιέργειας κυττάρων με 10 mL προθερμασμένο θρεπτικό υλικό και στη 

συνέχεια τοποθετούνται στον επωαστικό κλίβανο. Κατά την απόψυξη, το διάλυμα ψύξης 

πρέπει να αραιωθεί τουλάχιστον 10 φορές σε καλλιεργητικό υλικό για να μειωθεί η 

τοξικότητα του DMSO που περιέχει. 

 

Ψύξη κυττάρων  

Η διατήρηση κάθε κυτταρικής σειράς για μεγάλο χρονικό διάστημα γίνεται με την 

αποθήκευση της σε υγρό άζωτο. Αρχικά, τα κύτταρα που βρίσκονται σε ανάπτυξη μέσα 

στον επωαστικό κλίβανο αποκολλούνται από την φιάλη, μετά από εκπλύσεις με PBS και 

επώαση σε διάλυμα θρυψίνης/EDTA και επαναιωρούνται σε θρεπτικό υλικό. Στη 

συνέχεια, το εναιώρημα μεταφέρεται σε σωλήνα φυγοκέντρησης όπου και φυγοκεντρείται 

για 10 λεπτά με 1500 στροφές ανά λεπτό. Όταν ολοκληρωθεί η φυγοκέντρηση, αφαιρείται 

το υπερκείμενο θρεπτικό υλικό και γίνεται επαναιώρηση του ιζήματος των κυττάρων με 1 

mL διαλύματος ψύξης (10% DMSO σε εμβρυικό ορό μόσχου FBS). Τέλος, μεταφέρονται 
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σε ειδικά σωληνάρια ψύξης, τα οποία τοποθετούνται σταδιακά για 10 λεπτά στους 4 
o
C, 

για 30 λεπτά στους -30 
o
C, για 24 ώρες στους -80 

o
C και τέλος μεταφέρονται στο υγρό 

άζωτο όπου μπορούν να συντηρηθούν επ’ αόριστον.  

 

Μέτρηση κυττάρων σε εναιώρημα με αιμοκυτταρόμετρο (Μετρητής Neubauer)  

Το αιμοκυτταρόμετρο Neubauer είναι μια τροποποιημένη αντικειμενοφόρος πλάκα που 

έχει δύο κατάλληλα επεξεργασμένες, λείες επιφάνειες. Κάθε μία από αυτές έχει ένα 

τετραγωνισμένο πλέγμα το οποίο αποτελείται από 9 μεγάλα τετράγωνα με μήκος πλευράς 

1 mm και εμβαδόν 1 mm
2 

(Σχήμα 6.1A). Σε κάθε ένα από τα τέσσερα γωνιακά τετράγωνα 

περιέχονται επιπλέον διαβαθμίσεις (χωρίζονται σε 16 μικρότερα τετράγωνα), για να 

διευκολύνεται η μέτρηση των κυττάρων. Κάθε μεγάλο τετράγωνο έχει εμβαδόν 1 mm
2
, 

και όταν καλύπτεται με καλυπτρίδα, ο όγκος του κυτταρικού εναιωρήματος σε κάθε ένα 

τετράγωνο είναι 10
-4

 mL (αφού η καλυπτρίδα βρίσκεται 0.1 mm υψηλότερα από το 

επίπεδο του πλέγματος).  

 

 

Σχήμα 6.1. (A) Τετραγωνισμένο πλέγμα αντικειμενοφόρου πλάκας, (B) παρουσιάζεται σχηματικά ο 

τρόπος υπολογισμού των κυττάρων. 

 

Τοποθετείται η καλυπτρίδα στην αντικειμενοφόρο πλάκα και με την βοήθεια πιπέτας 

τοποθετούνται 10 μL από το κυτταρικό εναιώρημα στην άκρη της καλυπτρίδας. Το 

κυτταρικό εναιώρημα απλώνεται στην τετραγωνισμένη επιφάνεια με τριχοειδικά 

φαινόμενα. Τα κύτταρα που βρίσκονται μέσα στα τέσσερα ακριανά τετράγωνα, και όχι 

αυτά που βρίσκονται πάνω στις εξωτερικές γραμμές, μετρώνται στο μικροσκόπιο, και 
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υπολογίζεται ο μέσος όρος των κυττάρων (Σχήμα 6.1B). Η συγκέντρωση των κυττάρων 

στο αρχικό εναιώρημα (σε κύτταρα / mL) υπολογίζεται ως εξής:  

 

 

6.4.2. Μελέτη κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο MTT (ΜΤΤ assay)  

Γενικά  

Η αποτίμηση της κυτταροτοξικότητας των συμπλόκων έγινε με τη γνωστή μέθοδο 

ανάλυσης MTT [170], μια χρωματομετρική δοκιμασία, που βασίζεται στην ικανότητα των 

ζωντανών κυττάρων να ανάγουν το υδατοδιαλυτό κίτρινο άλας τετραζολίου (3-[4,5-

Dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) (ΜΤΤ) σε αδιάλυτα χρωματιστά 

σύμπλοκα φορμαζάνης (formazan), ενώ τα νεκρά κύτταρα δεν μπορούν. Συγκεκριμένα, ο 

δακτύλιος του τετραζολίου μεταβολίζεται στα ενεργά μιτοχόνδρια από διάφορες 

αφυδρογονάσες, λαμβάνοντας ηλεκτρόνια από το NADH και NADPH (Σχήμα 6.2). Έτσι 

το κίτρινο χρώμα του υποστρώματος μετατρέπεται σε πορφυρούς κρυστάλλους. Η 

διάλυση των κρυστάλλων σε οργανικό διαλύτη (π.χ. ισοπροπανόλη) δίνει ένα σκούρο μοβ 

χρώμα, η συγκέντρωση του οποίου μπορεί να καθοριστεί φασματοφωτομετρικά. 

Δεδομένου ότι η αναγωγή του ΜΤΤ μπορεί να συμβεί μόνο στα ενεργά μιτοχόνδρια 

(ζωντανά κύτταρα), η διαδικασία αυτή αποτελεί ένα μέτρο μέτρησης της βιωσιμότητας 

των κυττάρων.  

 

Σχήμα 6.2. Αντίδραση αναγωγής του άλατος τετραζολίου (ΜΤΤ) σε φορμαζάνη παρουσία ενζήμων. 

 

Μέθοδος  

Γίνεται σπορά κυττάρων σε επίπεδα πλακίδια κυτταροκαλλιεργειών με 96 φρεάτια 

(wells) (8x12) προσθέτοντας 100 μL από το κυτταρικό εναιώρημα με θρεπτικό υλικό 
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DMEM. Η πυκνότητα των κυττάρων είναι περίπου 4000 – 6000 κύτταρα ανά φρεάτιο. 

Ακολουθεί επώαση στον κλίβανο για μία μέρα, ώστε τα κύτταρα να προσκολληθούν στον 

πυθμένα των φρεατίων. Την επόμενη μέρα αφαιρείται το παλιό θρεπτικό υλικό και 

προστίθενται σε κάθε φρεάτιο 100 μL διαλύματος της υπό μελέτη ένωσης σε 6 

διαφορετικές συγκεντρώσεις, εις τετραπλούν (1 nΜ έως 250 μΜ, αναλογα με την υπό 

μελέτη ένωση). Αρχικά παρασκευάζεται διάλυμα της υπό μελέτη ένωσης σε DMSO και με 

κατάλληλες αραιώσεις με DMEM, προκύπτουν οι επιθυμητές συγκεντρώσεις των 

ενώσεων αυτών στο υγρό καλλιέργειας. Πρέπει να σημειωθεί ότι η τελική συγκέντρωση 

DMSO στο διάλυμα δεν πρέπει να ξεπερνά το 1% καθώς το DMSO είναι τοξικό για τα 

κύτταρα. Σε 4-8 φρεάτια προστίθενται 100 μL θρεπτικού υλικού χωρίς να προστεθεί καμιά 

ένωση, ώστε να το έχουμε ως δείγμα αναφοράς (control). Τα πλακίδια τοποθετούνται στον 

επωαστικό κλίβανο στους 37 
ο
C. Μετά από 72 ώρες επώασης αφαιρείται το θρεπτικό 

υλικό και προστίθενται σε κάθε φρεάτιο 100 μL διαλύματος MTT (1 mg/mL σε DMEM) 

και τα πλακίδια επωάζονται για 4 ώρες. Κατά τη διάρκεια της επώασης σχηματίζονται μοβ 

κρύσταλλοι φορμαζάνης που είναι ορατοί δια γυμνού οφθαλμού. Μετά το τέλος της 

επώασης αφαιρείται προσεκτικά το διάλυμα ΜΤΤ. Στο στάδιο αυτό απαιτείται ιδιαίτερη 

προσοχή, επειδή το υγρό καλλιέργειας πρέπει να απομακρυνθεί εξολοκλήρου, αφού 

απορροφά στο ορατό (μπορεί να προκαλέσει θετικό σφάλμα) και η παρουσία του να μην 

επιτρέψει στην συνέχεια την πλήρη διαλυτοποίηση του, ενώ ταυτόχρονα δεν πρέπει να 

απομακρυνθούν οι κρύσταλλοι φορμαζάνης (αρνητικό σφάλμα). Εν συνεχεία προστίθενται 

100 μL ισοπροπανόλης σε κάθε φρεάτιο, ακολουθεί καλή ανάδευση ώστε να διαλυθούν οι 

κρύσταλλοι και μετράται η απορρόφηση του διαλύματος σε κάθε φρεάτιο σε μήκος 

κύματος 540 nm με φασματοφωτόμετρο ELISA Reader. Επίσης μετράται η απορρόφηση 

στα 620 nm ως υπόβαθρο και αφαιρείται.  

Η ποσότητα της σχηματιζόμενης φορμαζάνης μπορούμε να πούμε ότι εξαρτάται από την 

αναπνευστική ικανότητα των κυττάρων παρουσία ή απουσία περισσότερο ή λιγότερο 

τοξικών παραγώγων. Επομένως, το % OD που υπολογίζεται από το λόγο της μέσης τιμής 

της οπτικής πυκνότητας κάθε διαλύματος (optical density ODi) προς τη μέση τιμή της 

οπτικής πυκνότητας του δείγματος αναφοράς (ODcontrol), σχετίζεται με την τοξικότητα.  

100*
OD

OD
Viability Cell %

control

i             (6.6) 

Κατόπιν, κατασκευάζεται η γραφική παράσταση της % ΟD συναρτήσει του λογαρίθμου 

της συγκέντρωσης (logC) και τα σημεία προσαρμόζονται σε σιγμοειδή καμπύλη (όπου 

είναι αυτό δυνατόν), με την βοήθεια του υπολογιστικού προγράμματος GraphPad Prism 5. 
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Η IC50 (σε μΜ) είναι η τιμή της συγκέντρωσης όπου παρατηρείται θνησιμότητα των 

κυττάρων σε ποσοστό 50%. Οι τιμές IC50 και τα SD προκείπτουν από τρία τουλάχιστον 

ανεξάρτητα πειράματα.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ 

ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΩΝ 

 

7.1. Ο υποκαταστάτης 2-(2΄-πυριδυλ)κινοξαλίνη, (pq)  

7.1.1. Σύνθεση του υποκαταστάτη 2-(2΄-πυριδυλ)κινοξαλίνη  

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Σε ένα διάλυμα o-φαινυλενοδιαμίνης (1.08 g, 10.0 mmol) και χλωρομυρμηγκικού 

μεθυλεστέρα (0.4 mL, 2.6 mmol) σε ισοπροπανόλη (15 mL) προστίθεται 2-

ακετυλοπυριδίνη (2.25 mL, 20 mmol). Το προκύπτον διάλυμα θερμαίνεται στους 50 με 60 

o
C για 48 h. Κατόπιν, η φιάλη ψύχεται στους -5 

o
C για ένα βράδυ, όπου και σχηματίζεται 

λευκό στερεό, το οποίο και παραλαμβάνεται με διήθηση υπό κενό. Το στερεό αυτό 

ανακρυσταλλώνεται από ισοπροπανόλη. Απόδοση 60 %.  

 

 

Σχήμα 7.1. Πορεία σύνθεσης του υποκαταστάτη 2-(2΄-πυριδυλ)κινοξαλίνη (pq). 

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης  

Ο υποκαταστάτης pq παρασκευάστηκε σύμφωνα με τη μέθοδο που παρουσιάστηκε από 

τους S. Kesselouri et al. [171]. Η πορεία σύνθεσης (Σχήμα 7.1) περιλαμβάνει μια 

συμπύκνωση Schiff ανάμεσα στην 2-ακετυλο-πυριδίνη και στην o-φαινυλενοδιαμίνη, που 

ακολουθείται από μια διενική κυκλο-προσθήκη. Στα πλαίσια της προσθήκης πρέπει να 

δημιουργούνται ελεύθερες ρίζες, κάτι που υποδηλώνει η αντικατάσταση της μιας μεθυλο 

ομάδας της πυριδίνης από υδρογόνο. Η αντίδραση πραγματοποιείται παρουσία καταλύτη 

χλωρομυρμηγκικού μεθυλεστέρα, στους 50-60 
ο
C και διαλύτη ισοπροπανόλη.  
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7.1.2. Χαρακτηρισμός του υποκαταστάτη 2-(2΄-πυριδυλ)κινοξαλίνη  

Ο υποκαταστάτης χαρακτηρίστηκε με φασματοσκοπία 
1
H-NMR σε CDCl3, IR και 

βρέθηκε σε απόλυτη συμφωνία με τη βιβλιογραφία.  

Στο Σχήμα 7.2 φαίνεται το φάσμα IR του υποκαταστάτη σε δισκίο KBr. To φάσμα είναι 

αρκετά πολύπλοκο, αλλά παρόλα αυτά υπάρχουν κάποιες χαρακτηριστικές κορυφές, όπως 

αυτές στα 626 και 408 cm
-1

 που αποδίδονται στις εντός και εκτός επιπέδου 

παραμορφώσεις του 2-πυριδινικού δακτυλίου της κινοξαλίνης. Οι κορυφές στα 3040, 1578 

και 1061 cm
-1

, αντιστοιχούν στις δονήσεις τάσης των δεσμών C-H, C-C και στην εκτός 

επιπέδου κάμψη του C-H σε αρωματικούς δακτυλίους, αντίστοιχα.  
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Σχήμα 7.2. IR φάσμα του pq σε δισκίο KBr. 

 

Στο Σχήμα 7.3 φαίνεται το φάσμα 
1
H-NMR της 2-(2΄-πυριδυλ)κινοξαλίνης σε 

δευτεριωμένο χλωροφόρμιο (CDCl3), και στον Πίνακα 7.1 συνοψίζονται οι χημικές 

μετατοπίσεις των πρωτονίων. Στο μόριο του pq υπάρχουν 9 χημικώς διακριτά υδρογόνα, 

παρ’ όλα αυτά στο φάσμα NMR παρατηρούνται μόλις 7 κορυφές. Αυτό συμβαίνει επειδή 

υπάρχουν δύο ζεύγη υδρογόνων που συντονίζονται σε παρόμοιες συχνότητες. Το 

υδρογόνο που μπορεί εύκολα να αποδοθεί είναι το Η3 που εμφανίζεται ως απλή κορυφή, 

καθώς είναι το μόνο που δεν συζεύγνυται με κανένα άλλο. Τα υπόλοιπα υδρογόνα του 

κινοξαλινικού παραγώγου έχουν αποδοθεί πλήρως με φασματοσκοπία δύο διαστάσεων 

COSY NMR [171].  
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Σχήμα 7.3. Φάσμα 
1
H-NMR του pq σε διαλύτη CDCl3, και η αρίθμηση των πρωτονίων. 

 

Πίνακας 7.1. Χημικές μετατοπίσεις του pq σε CDCl3.  

 δ (ppm)
a
 

Πρωτόνια H3 H6΄ Η3΄ Η5,8 Η4΄ Η6,7 Η5΄ 

pq 9.97s 8.79d 8.59d 8.16mt 7.91t 7.81mt 7.42t 

a
 s: απλή, d: διπλή, t: τριπλή, mt: πολλαπλή  

 

7.2. Ο υποκαταστάτης 1,10-φαινανθρόλινο-5,6-διόνη, (phendione)  

7.2.1. Σύνθεση του υποκαταστάτη 1,10-φαινανθρόλινο-5,6-διόνη  

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Ένα μείγμα 1,10-φαινανθρολίνης (1.00 g, 5.04 mmol) και KBr (5.95 g, 50.0 mmol) 

προστίθεται σε 20 mL πυκνού θειικού οξέος, το οποίο έχει προψυχθεί σε θερμοκρασία 

υγρού αζώτου. Το μείγμα αφήνεται να φτάσει σιγά-σιγά σε θερμοκρασία δωματίου και 

σχηματίζεται μια πορτοκαλί πάστα. Ακολουθεί στάγδην προσθήκη 10 mL πυκνού νιτρικού 

οξέος σε θερμοκρασία δωματίου. Το κόκκινο διάλυμα που προκύπτει θερμαίνεται στους 

90 
ο
C για 3 ώρες και αφού φτάσει σε θερμικρασία δωματίου, ρίχνεται σε 400 mL νερό. Το 

διάλυμα εξουδετερώνεται με Na2CO3 και εκχειλίζεται 4 φορές με CH2Cl2. Το κίτρινο 

εκχύλισμα ξηραίνεται με MgSO4, διηθείται και ο διαλύτης συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού 

υπό κενό. Το κίτρινο στερεό ανακρυσταλλώνεται από MeOH. Απόδοση 56 %.  
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Σχήμα 7.4. Πορεία σύνθεσης του υποκαταστάτη 1,10-φαινανθρόλινο-5,6-διόνη (phendione). 

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης 

Οι συνθήκες σύνθεσης των φαινανθρόλινο-5,6-διονών απαιτούν συνήθως δύσκολες 

αντιδράσεις και έχουν γενικά χαμηλές αποδόσεις, γι’ αυτό έχουν αναφερθεί αρκετές 

προσπάθειες σύνθεσης τους. Η περισσότερο χρησιμοποιούμενη μέθοδος είναι αυτή που 

προτάθηκε από τους M. Yamada et al. [172], που χρησιμοποιεί ένα συνδυασμό 

οξειδωτικών αντιδραστηρίων. Σε αυτή τη διαδικασία, 1,10-φαινανθρολίνη οξειδώνεται 

χρησιμοποιώντας H2SO4/HNO3/KBr, στην οποία πρώτα οξειδώνεται το βρωμίδιο προς 

Br2, διευκολύνοντας την μετατροπή που φαίνεται στο Σχήμα 7.4. Μια τροποποίηση της 

μεθόδου αυτής [173] προτείνει ότι το κρίσιμο σημείο για τη σύνθεση της διόνης είναι το 

μείγμα της διαμίνης/KBr σε πυκνό H2SO4 να έχει ψυχθεί σε θερμοκρασία υγρού αζώτου. 

Η αντίδραση απαιτεί μεγάλη προσοχή γιατί είναι πιθανό να μην παραληφθεί καθόλου το 

επιθυμητό προϊόν.  

 

7.2.2. Χαρακτηρισμός του υποκαταστάτη 1,10-φαινανθρόλινο-5,6-διόνη  

Ο υποκαταστάτης χαρακτηρίστηκε πλήρως με φασματοσκοπία 
1
H-NMR και IR. Στο 

Σχήμα 7.5 φαίνεται το IR φάσμα του υποκαταστάτη, που αν και είναι αρκετά πολύπλοκο, 

διακρίνονται κάποιες χαρακτηριστικές κορυφές αρωματικών δακτυλίων, που αντιστοιχούν 

στις δονήσεις τάσης των δεσμών C-H και C-C και την εκτός επιπέδου κάμψη του C-H. Η 

πιο χαρακτηριστική κορυφή του υποκαταστάτη εμφανίζεται στα 1687 cm
-1

 και μπορεί να 

αποδοθεί στη δόνηση τάσης του C=O.  
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Σχήμα 7.5. IR φάσμα του υποκαταστάτη 1,10-φαινανθρολίνη-5,6-διόνη. 

 

 

Σχήμα 7.6. Φάσμα 
1
H-NMR της phendione σε διαλύτη DMSO-d6, και η αρίθμηση των πρωτονίων. 

 

Η ταυτοποίηση της phendione έγινε και με φασματοσκοπία 
1
H-NMR σε DMSO-d6, 

όπως φαίνεται στο Σχήμα 7.6, ενώ οι χημικές μετατοπίσεις παρουσιάζονται στον Πίνακα 

7.2. Στο μόριο της phendione υπάρχουν 6 διακριτά πρωτόνια, τα οποία είναι ανά δύο 

χημικώς ισοδύναμα, επομένως θα συντονίζονται στις ίδιες συχνότητες. Για αυτό άλλωστε 

εμφανίζονται μόλις 3 κορυφές. Η διπλή κορυφή που εμφανίζεται σε ασθενές πεδίο μπορεί 

εύκολα να αποδοθεί στα Η1 και Η1΄, ενώ η πολλαπλή χωρίς ιδιαίτερο προβληματισμό 

αποδίδεται στα Η2,2΄, καθώς μόνο τα συγκεκριμένα πρωτόνια συζεύγνυνται με δύο 

γειτονικούς πυρήνες. Το δύο διαστάσεων φάσμα COSY NMR επιβεβαίωσε τη 

συγκεκριμένη απόδοση. Η ολοκλήρωση μας δίνει την αναλογία των πρωτονίων κάθε 

κορυφής. Όπως αναμένονταν, η αναλογία είναι 1:1:1.  
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Πίνακας 7.2. Χημικές μετατοπίσεις (σε ppm) της phendione σε DMSO-d6.  

Πρωτόνια δ (ppm) 

Η1, H1΄ 8.98d 

Η2, Η2΄ 7.66t 

Η3, Η3΄ 8.37d 

 

7.3. Ο υποκαταστάτης τετρα(4-πυριδυλ)πορφυρίνη, (Η2TPyP)  

7.3.1. Σύνθεση του υποκαταστάτη τετρα(4-πυριδυλ)πορφυρίνη  

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Σε μια σφαιρική φιάλη προστίθεται προπιονικό οξύ (35 mL) και θερμαίνεται στους 90 

o
C. Ακολουθεί πολύ αργή προσθήκη απεσταγμένης 4-πυριδυλ-καρβοξυ-αλδεύδη (1.32 

mL, 0.014 mmol) και απεσταγμένου πυρρολίου (1 mL, 0.014 mmol). Το μείγμα 

θερμαίνεται με βρασμό υπό αναρροή (reflux) για 40 min. Μετά το τέλος του βρασμού το 

μείγμα ψύχεται σε θερμοκρασία δωματίου και μεταφέρεται σε μεγαλύτερη φιάλη, όπου 

και προστίθενται ~300 mL νερού. Το pH του μείγματος φέρεται περίπου στο 3 με 

προσθήκη ένυδρου Na2CO3 και αφήνεται σε ηρεμία για να καταβυθιστεί το μωβ ίζημα. Εν 

συνεχεία, το ίζημα διηθείται και πλένεται με θερμό DMF, εως ότου το διήθημα να βγαίνει 

ένα ελαφρύ κίτρινο χρώμα. Το ίζημα ξεπλένεται με θερμό νερό αρκετές φορές και 

ξηραίνεται στους 100 
ο
C για 24 ώρες. Απόδοση 8 %, 171.7 mg.  

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης  

Η σύνθεση των meso-υποκατεστημένων πορφυρινών πραγματοποιείται αρκετά εύκολα 

από τη συμπύκνωση του πυρρολίου με την κατάλληλη αλδεύδη, όπως φαίνεται στο Σχήμα 

7.7. Για τη σύνθεση της 5,10,15,20-τετρα(4-πυριδυλ)πορφυρίνης (στο εξής θα αναφέρεται 

ως H2TPyP) η αλδεύδη που απαιτείται είναι η 4-πυριδυλ-καρβοξυ-αλδεύδη, ενώ η 

απόδοση της αντίδρασης βάση βιβλιογραφίας είναι περίπου στο 20 %.  

Στο εργαστήριο, η σύνθεση της συγκεκριμένης πορφυρίνης πραγματοποιήθηκε με μια 

τροποποίηση [174] της γνωστής βιβλιογραφικής μεθόδου συμπύκνωσης που προτάθηκε 

από τους Α. Adler et al. [175]. Οι συνθήκες περιλαμβάνουν την άμεση αντίδραση 

ισομοριακών ποσοτήτων πυρρολίου και αλδεύδης σε προπιονικό οξύ και reflux για 40 

min. Αξίζει να σημειωθεί ότι το προπιονικό οξύ δεν πρέπει να φτάσει μέχρι το σημείο 
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βρασμού του πριν την προσθήκη των αντιδραστηρίων, γιατί αν αυτά προστεθούν πολύ 

γρήγορα, η προκύπτουσα εξώθερμη αντίδραση είναι αρκετά βίαιη για να προκαλέσει 

παραπάνω βρασμό. Επιπλέον, σημαντικό ρόλο έχει βρεθεί ότι διαδραματίζει και ο χρόνος 

αντίδρασης, αφού ο παραπάνω χρόνος βρασμού στο προπιονικό οξύ δεν φέρνει βελτίωση 

της απόδοσης, αλλά στη πραγματικότητα μειώνει την καθαρότητα του προϊόντος.  

Το συγκεκριμένο προϊόν διαλύεται εξαιρετικά καλά σε όξινο περιβάλλον, εξαιτίας της 

πρωτονίωσης των αζώτων στο κέντρο της πορφυρίνης, αποδίδοντας έντονα πράσινα 

διαλύματα. Σε οργανικούς διαλύτες διαλύεται καλά μόνο σε CHCl3 και μέτρια σε CH2Cl2, 

αποκτώντας ανοιχτό ροζ χρώμα. Στους υπόλοιπους διαλύτες η πορφυρίνη είναι αδιάλυτη.  

 

 

Σχήμα 7.7. Πορεία σύνθεσης του υποκαταστάτη τετρα(4-πυριδυλ)πορφυρίνη, (H2TPyP). 

 

7.3.2. Χαρακτηρισμός του υποκαταστάτη τετρα(4-πυριδυλ)πορφυρίνη  

Το πορφυρινικό μόριο που συντέθηκε χαρακτηρίστηκε πλήρως με φασματοσκοπία IR, 

1
H-NMR και UV-Vis.  

IR Φασματοσκοπία  

Στο Σχήμα 7.8 φαίνεται το IR φάσμα της H2TPyP σε δισκίο KBr και στον Πίνακα 7.3 

συνοψίζονται οι συχνότητες των δονήσεων και η απόδοση τους. Στις ελεύθερες μετάλλου 

πορφυρίνες μια πολύ χαρακτηριστική κορυφή είναι αυτή που εμφανίζεται κοντά στα 3310 

cm
-1

 και οφείλεται στη δόνηση του δεσμού Ν-Η του πυρρολίου, η οποία προφανώς και 

απουσιάζει όταν συμπλεχθεί μέταλλο μέσα στην πορφυρίνη. Οι δονήσεις στα 1469 και 

1352 cm
-1

, είναι ασθενείς και αποδίδονται στις δονήσεις τάσης του δεσμού C=N του 

πυρρολίου. Η ισχυρή κορυφή στα 972 cm
-1

 αποδίδεται στην παραμόρφωση του δακτυλίου 

της πορφυρίνης. Οι δονήσεις στα 785 και 725 cm
-1

 οφείλονται στην εκτός επιπέδου CH 

κάμψη και στις σκελετικές δονήσεις παραμόρφωσης των πυρίδυλο ομάδων, αντίστοιχα. Οι 
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εντός επιπέδου CH παραμορφώσεις είναι πιο δύσκολο να προσδιοριστούν, αλλά πιθανόν 

να είναι κοντά στα 1060 cm
-1

.  

 

Πίνακας 7.3. Δονήσεις υπερύθρου (σε cm
-1

) της H2TPyP και η απόδοση τους σύμφωνα με τη 

βιβλιογραφία [176].  

cm
-1 a

 Αποδόσεις 

3311w Ν-Η δόνηση τάσης 

1594s C=C (pyridine) δόνηση τάσης 

1544vw C=C (pyrrole) δόνηση τάσης 

1469w C=N (pyrrole) δόνηση τάσης 

1402m pyridine skeletal τάση 

1352w C=N (pyrrole) δόνηση τάσης 

1069w  

990vw παραμόρφωση δακτυλίου προφυρίνης 

972s παραμόρφωση δακτυλίου προφυρίνης 

799s παραμόρφωση πυρρολικού δακτυλίου 

785s CH εκτός επιπέδου κάμψη (pyridine) 

725s pyridine skeletal deformation 

        a
. Εντάσεις: vw: very weak, w: weak, m: medium, s: strong  

 

3500 3000 2500 2000 1500 1000

20

40

60

80

100

%
T

cm
-1

 

Σχήμα 7.8. Φάσμα IR της H2TPyP σε δισκίο KBr. 
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1
H-NMR φασματοσκοπία  

Το NMR φάσμα της πορφυρίνης σε CDCl3 φαίνεται στο Σχήμα 7.9 και οι χημικές 

μετατοπίσεις συνοψίζονται στον Πίνακα 7.4. Η πορφυρίνη εμφανίζει μόνο 4 κορυφές στο 

NMR, όσα είναι δηλαδή και τα χημικώς μη ισοδύναμα υδρογόνα του μορίου. (Οι 

υπόλοιπες κορυφές που εμφανίζονται στο φάσμα αποδίδονται σε διαλύτες, CHCl3, 

προπιονικό οξύ, TMS). Τα περισσότερο αποπροασπισμένα είναι τα υδρογόνα H2 και H6 

της πυριδίνης και εμφανίζονται σαν διπλή κορυφή (η αρίθμηση φαίνεται στο Σχήμα 7.7). 

Αντίθετα, τα περισσότερο προασπισμένα είναι τα Ν-Η του πυρρολίου, και εμφανίζονται 

σε πολύ ισχυρά πεδία, ακόμα ισχυρότερα και από το TMS. Για την συγκεκριμένη 

πορφυρίνη εμφανίζονται στα -2.92 ppm.  

Οι κορυφές των πυρίδυλο υδρογόνων φαίνεται να μετατοπίζονται σε χαμηλότερα πεδία 

σε διαλύτη δευτεριωμένο υδροχλωρικό οξύ (DCl) (Πίνακας 7.4). Αυτό πιθανόν να 

οφείλεται στην πρωτονίωση των πυριδινικών αζώτων από το οξύ. Αυτά που επηρεάζονται 

περισσότερο από την αλλαγή του διαλύτη είναι τα 3 και 5-Η της πυριδίνης. Από 8.16 ppm 

που είναι στο CDCl3 μετατοπίζονται στα 9.32 ppm στο DCl, όπως φαίνονται στον Πίνακα 

7.4. Αντίθετα, τα β-Η του πυρρολίου μετατοπίζονται μεν προς χαμηλότερα πεδία αλλά σε 

πολύ μικρότερο βαθμό. Αυτές οι παρατηρήσεις επιβεβαιώνουν την πρωτονίωση των Ν της 

πυριδίνης από το διαλύτη. Tα Ν-Η πρωτόνια του πυρρολίου δεν εμφανίζονται [176]. Το 

εμβαδόν που περικλείει κάθε κορυφή είναι ανάλογο προς τον αριθμό των πρωτονίων που 

προκαλούν την κορυφή. Με ολοκλήρωση, βρίσκουμε ότι οι κορυφές έχουνε σχέση 4:4:4:1 

(ή 8:8:8:2), ακριβώς όπως αναμένουμε.  

 

Πίνακας 7.4. Χημικές μετατοπίσεις (ppm) της  H2TPyP σε CDCl3 και DCl. Σε παρένθεση φαίνεται ο 

αριθμός των πρωτονίων που αντιστοιχούν σε κάθε κορυφή.  

Πρωτόνια 
δ (ppm)  

CDCl3 DCl 

H2,6 πυριδίνης  9.06d (8H) 9.45d (8H) 

β-Η πυρρολίου 8.87s (8H) 9.11s (8H) 

H3,5 πυριδίνης  8.16d (8H) 9.32d (8H) 

Ν-Η πυρρολίου  -2.92s (2H)  
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Σχήμα 7.9. Φάσμα 
1
H-NMR της πορφυρίνης H2TPyP σε διαλύτη CDCl3. 

 

UV-Vis φασματοσκοπία  

Η πορφυρίνη, όπως αναφέραμε προηγουμένως, είναι διαλυτή σε χλωροφόρμιο και σε 

όξινα υδατικά διαλύματα, κάτι που μας επέτρεψε να πάρουμε φάσμα ορατού-υπεριώδους. 

Το ορατό φάσμα της H2TPyP σε CHCl3, που φαίνεται στο Σχήμα 7.10, είναι 

χαρακτηριστικό για ελεύθερες μετάλλου πορφυρίνες. Παρουσιάζει μια υψηλής έντασης 

Soret band στα 417 nm και τέσσερεις χαμηλότερης έντασης ταινίες (Q bands), κάτι που 

υποδηλώνει και την απουσία μετάλλου στο εσωτερικό της. Το χρώμα του διαλύματος είναι 

ανοιχτό ροζ. Το φάσμα της πορφυρίνης σε CH2Cl2 δεν παρουσιάζει καμία αξιοσημείωτη 

μεταβολή.  

Αντίθετα, σε διάλυμα HCl 1Μ το χρώμα είναι λαμπερό πράσινο, γεγονός που 

υποδηλώνει την πρωτονίωση των αζώτων του πυρρολίου στο κέντρο της πορφυρίνης, και 

κατ’ επέκταση την ύπαρξη δύο αντί τεσσάρων Q band (όπως και στις 

μεταλλοπορφυρίνες). Όμως σε ισχυρώς όξινα διαλύματα (pH<2.3) έχει δειχθεί ότι η 

πορφυρίνη έχει τέσσερα επιπλέον πρωτόνια στα περιφερειακά άζωτα της πορφυρίνης. Το 

pKa των εσωτερικών πρωτονίων έχει βρεθεί ότι είναι περίπου 1 [177]. Αυτή η χαμηλή τιμή 

του pK οφείλεται στο υψηλό φορτίο του μορίου που προκαλείται από την παρουσία των 

πρωτονίων της πυριδίνης. Στον Πίνακα 7.5 παρουσιάζονται τα μήκη κύματος και οι 

συντελεστές μοριακής απορροφητικότητας (ε) των φασμάτων απορρόφησης της H2TPyP 

σε διαλύτες CHCl3, CH2Cl2 και σε HCl 1Μ.  
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Πίνακας 7.5. Δεδομένα φασμάτων απορρόφησης ορατού της H2TPyP και η απόδοση τους, σε διαλύτες 

CHCl3, CH2Cl2, και HCl 1Μ. Σε παρένθεση φαίνονται οι συντελεστές μοριακής απορροφητικότητας, ε 

σε M
-1

cm
-1

.  

λmax σε nm (ε*10
-3

 σε Μ
-1

cm
-1

) 

Απόδοση 

CHCl3 CH2Cl2 HCl 1M 

417 (366) 416 (391) 447 (287) Soret band 

512 (17.6) 512 (17.0) - 

Q bands 
546 (4.9) 545 (4.4) - 

587 (5.3) 587 (5.0) 593 (12.5) 

644 (1.8) 642 (1.5) 644 (15.8) 
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Σχήμα 7.10. Κανονικοποιημένο φάσμα ορατού της H2TPyP σε CHCl3 και HCl 1M. Στο ένθετο 

φαίνονται οι Q bands σε μεγέθυνση. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8 

ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ 

 

8.1. Το συμπλόκο fac-Re(CO)3(phendione)Cl, [Re(phendione)Cl] 

8.1.1. Σύνθεση του συμπλόκου fac-Re(CO)3(phendione)Cl  

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Σε 5 mL απαερωμένου τολουολίου προστίθενται 121.1 mg (0.33 mmol) Re(CO)5Cl και 

104 mg (0.49 mmol) phendione και το μείγμα βράζεται για 4 h με βρασμό υπό αναρροή. 

Μετά το τέλος του βρασμού το μείγμα διηθείται και παραλαμβάνεται καφέ στερεό. Το 

βρώμικο στερεό καθαρίζεται με στήλη silica gel και διαλύτη έκλουσης THF. Η κύρια 

κόκκινη μπάντα συλλέγεται, απομακρύνεται το THF και γίνεται ανακρυστάλλωση με 

CH2Cl2. Μετά από προσθήκη ισοοκτανίου καταβυθίζεται καφέ στερεό. Απόδοση 74%, 

0.126 g  

 

 

Σχήμα 8.1. Γενική πορεία σχηματισμού α-διιμινικών συμπλόκων του τύπου fac-Re(CO)3(a-diimine)Cl. 

Με Ν-Ν συμβολίζεται η α-διιμίνη. 

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης  

Τα τρικαρβονυλο-χλώρο-σύμπλοκα του Re(I) με α-διιμίνες παρασκευάζονται εύκολα με 

μια απλή αντίδραση υποκατάστασης μεταξύ του εμπορικά λαμβανόμενου συμπλόκου 

[Re(CO)5Cl] και μικρής περίσσειας της επιθυμητής διιμίνης (συνήθως αναλογία 1:1.3), 

όπως φαίνεται στο Σχήμα 8.1. Η αντίδραση συνήθως πραγματοποιείται σε διαλύτη 

τολουόλιο με βρασμό υπό αναρροή και υπό Ar. Συνήθως, το τελικό σύμπλοκο είναι 

αδιάλυτο στον διαλύτη αυτό και επομένως απομονώνεται εύκολα με διήθηση χωρίς 

περαιτέρω καθαρισμό. Στη συγκεκριμένη περίπτωση το επιθυμητό προϊόν δεν βγαίνει 

καθαρό από την αντίδραση. Ανακρυσταλλώσεις από CH2Cl2, CHCl3, THF δεν απέδωσαν 

καρπούς. Έτσι λοιπόν, για τον καθαρισμό κρίνεται απαραίτητη η χρήση στήλης με 
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πληρωτικό υλικό silica gel και διαλύτη έκλουσης THF. Η απόδοση της αντίδρασης είναι 

αρκετά υψηλή.  

 

8.1.2. Χαρακτηρισμός του συμπλόκου fac-Re(CO)3(phendione)Cl  

Το σύμπλοκο fac-Re(CO)3(phendione)Cl χαρακτηρίστηκε πλήρως με φασματοσκοπία 

IR, 
1
H-NMR, UV-Vis.  

IR Φασματοσκοπία  

Η συμπλοκοποίηση του υποκαταστάτη στο μεταλλικό κέντρο επιφέρει κάποιες 

μετατοπίσεις των χαρακτηριστικών κορυφών σε σχέση με τον ελεύθερο υποκαταστάτη. Η 

χαρακτηριστική κορυφή τάσης v(C=O) στα 1687 cm
-1

 της ελεύθερης phendione έχει πλέον 

μετατοπιστεί στα 1704 cm
-1

, υποδεικνύοντας τη σύμπλεξη του υποκαταστάτη στο 

μέταλλο, και μάλιστα μέσω Ν. Σε διαφορετική περίπτωση, αν δηλαδή η σύμπλεξη γινόταν 

μέσω των Ο, δεν θα παρατηρούσαμε καθόλου τη συγκεκριμένη δόνηση τάσης [178]. Η 

περιοχή του φάσματος από 2040 έως 1890 cm
-1 

του συμπλόκου (Σχήμα 8.2) 

χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη τριών πολύ ισχυρών κορυφών. Οι κορυφές αυτές 

αντιστοιχούν στις δονήσεις τάσης των καρβονυλιών OC  , σύμφωνα με την C3ν 

συμμετρία των fac-συμπλόκων. Συγκεκριμένα, σε υψηλή συχνότητα, στα 2033 cm
-1 

βρίσκουμε την απόλυτα συμμετρική εντός επιπέδου v(CO) δόνηση (Α΄1). Οι δύο 

χαμηλότερης συχνότητας απορροφήσεις οφείλονται στην εκτός επιπέδου συμμετρική 

(Α΄2) δόνηση (1891 cm
-1

), και την ασύμμετρη (Α΄΄) δόνηση (1910 cm
-1

) των ισημερινών 

CO υποκαταστατών.  

 

NMR Φασματοσκοπία  

Στον Πίνακα 8.1 παρουσιάζονται οι χημικές μετατοπίσεις του ελεύθερου υποκαταστάτη, 

phendione, και του αντίστοιχου συμπλόκου, σε διάφορους δευτεριωμένους διαλύτες 

διαφορετικής πολικότητας, ενώ στο Σχήμα 8.3 φαίνεται το φάσμα 
1
Η-NMR του 

συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl. Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 8.1, μετά τη 

σύμπλεξη, όλα τα πρωτόνια αποπροασπίζονται, το οποίο υποδηλώνει την μεταφορά 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας από την phendione στο μεταλλικό τμήμα Re(CO)3Cl. Από την 

αλλαγή του διαλύτη τα υδρογόνα που φαίνεται να επηρεάζονται περισσότερο είναι τα 

Η1,1΄.  
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Σχήμα 8.2. IR φάσμα του συμπλόκου Re(phendione)Cl σε στερεά κατάσταση. 

 

 

Σχήμα 8.3. Φάσμα 
1
H-NMR του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl σε DMSO-d6. 

 

Πίνακας 8.1. Χημικές μετατοπίσεις του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl και του ελεύθερου 

υποκαταστάτη σε διαλύτες CDCl3, DMSO-d6, CD3CN.  

Ένωση Διαλύτης 

δ (ppm) 

H1, H1΄ H3, H3΄ H2, H2΄ 

phendione DMSO 8.98d 8.37d 7.66t 

Re(phendione)Cl 

DMSO 9.23d 8.74d 7.95t 

CD3CN 9.23d 8.68d 7.86t 

CDCl3 9.49d 8.79d 7.93t 
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UV-Vis φασματοσκοπία  

Στο Σχήμα 8.4 φαίνονται τα φάσματα ορατού υπεριώδους του συμπλόκου σε διαφόρους 

διαλύτες με διαφορετική πολικότητα. Τα φάσματα χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη δύο 

κύριων κορυφών, εκ των οποίων η χαμηλής ενέργειας (~400 nm) είναι ευρεία και χαμηλής 

έντασης, και από μια υψηλής ενέργειας που είναι στενότερη και περισσότερο έντονη στα 

320 nm. Οι κορυφή στην περιοχή του UV μοιάζει σε σχήμα και θέση με την αντίστοιχη 

του ελεύθερου υποκαταστάτη.  

Με την αλλαγή του διαλύτη δεν παρατηρείται κάποια αλλαγή στη θέση ή στην ένταση 

της κορυφής στη UV περιοχή, υποδηλώνοντας τον IL χαρακτήρα της κορυφής. Αντίθετα, 

στη χαμηλότερης ενέργειας κορυφή παρατηρείται αρνητικός διαλυτοχρωμισμός, δηλαδή 

καθώς μειώνεται η πολικότητα του διαλύτη, το μέγιστο της κορυφής μετατοπίζεται σε 

μεγαλύτερα μήκη κύματος. Συγκεκριμένα, σε διαλύτη CH2Cl2 η MLCT εμφανίζεται στα 

404 nm, ενώ σε MeOH στα 373 nm. Το σχήμα της χαμηλής έντασης κορυφής σε 

συνδυασμό με την εξάρτηση της από το διαλύτη δηλώνει τον dπ(Re)→π*(phendione) 

μεταφοράς φορτίου (MLCT) χαρακτήρα της συγκεκριμένης κορυφής. Για τα περισσότερα 

σύμπλοκα της κατηγορίας αυτής η ταινία μεταφοράς φορτίου εμφανίζεται ελαφρώς σε 

μεγαλύτερα μήκη κύματος (330-400 nm) από την IL κορυφή, όπως σχολιάσαμε και στην 

§3.3 [90,179].  

 

 

Σχήμα 8.4. Φάσματα UV-Vis του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl σε διαλύτες CH2Cl2, MeCN, 

MeOH. 
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Οι κινητικές μελέτες στους συγκεκριμένους διαλύτες έδειξαν ότι το σύμπλοκο είναι 

σταθερό στη μονάδα του χρόνου, για μεγάλο χρονικό διάστημα (ακόμα και για διάστημα 

πολλών ημερών).  

Στο Σχήμα 8.5 φαίνεται η αλλαγή στο φάσμα ορατού – υπεριώδους του συμπλόκου 

Re(phendione)Cl σε μεθανολικό ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών και pH = 7.0 (σύσταση 

10 % μεθανόλη και 90 % ρυθμιστικό διάλυμα) με την πάροδο του χρόνου. Συγκεκριμένα, 

παρατηρείται ότι η MLCT δεν επηρεάζεται αισθητά από την παρουσία του νερού σε βάθος 

χρόνου. Αντίθετα, η κορυφή στην περιοχή του UV είναι αυτή που αλλάζει και 

μετατοπίζεται ελαφρά προς μικρότερα μήκη κύματος, ενώ η εμφάνιση ενός ισοσβεστικού 

σημείου (στα 268 nm) υποδηλώνει τη δημιουργία ενός μόνο νέου είδους. Η αλλαγή αυτή 

οφείλεται στη δημιουργία ενός νέου ενυδατωμένου μορίου, εξαιτίας της ενυδάτωσης των 

καρβόνυλο ομάδων του υποκαταστάτη. Πράγματι, η ενυδάτωση των καρβονυλίων της 

phendione έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία όταν στα άζωτα είναι συμπλεγμένο κάποιο 

μεταλλικό ιόν [180,181]. Η ενυδάτωση έχει επίσης παρατηρηθεί και για τον ελεύθερο 

υποκαταστάτη, σε πολύ χαμηλές τιμές pH, όπου τα πυριδινικά Ν είναι πρωτονιωμένα. 

Αντίθετα, σε υψηλότερες τιμές pH που τα Ν δεν είναι πρωτονιομένα [180] δεν 

παρατηρείται καμία ενυδάτωση των καρβονυλο ομάδων. Στο Σχήμα 8.6 φαίνεται η 

ισορροπία για την αντίδραση ενυδάτωσης του καρβονυλίου του υποκαταστάτη. Η 

ενυδάτωση φυσικά μπορεί να συμβεί και στα δύο καρβονύλια.  

 

 

Σχήμα 8.5. Κινητική μελέτη του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl σε μεθανολικό ρυθμιστικό 

διάλυμα pH=7. 

 



 109 

 

Σχήμα 8.6. Πιθανή ισορροπία για την αντίδραση ενυδάτωσης του καρβονυλίου της phendione. 

 

8.2. Το σύμπλοκο fac-[Re(CO)3(pq)Cl], (Repq-Cl) 

8.2.1. Σύνθεση του συμπλόκου fac-Re(CO)3(pq)Cl 

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Σε 10 mL απαερωμένου τολουολίου προστίθενται 101.3 mg (0.28 mmol) Re(CO)5Cl και 

75.5 mg (0.364 mmol) pq και το μείγμα βράζεται για 4 h με βρασμό υπό αναρροή. Μετά 

το τέλος του βρασμού το μείγμα ψύχεται στο ψυγείο για ~20 min. Το προκύπτον κόκκινο 

στερεό διηθείται, εκπλένεται αρκετές φορές με κρύο τολουόλιο και αιθέρα. Απόδοση 81 

%, 92.76 mg  

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης  

Το Re(CO)3(pq)Cl παρασκευάστηκε με μια τροποποίηση της μεθόδου που αναφέρθηκε 

από τους I. Veroni el al. [182]. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε διαλύτη τολουόλιο υπό 

Ar και σε βρασμό υπό αναρροή για 4 ώρες, σύμφωνα με την αντίδραση του Σχήματος 8.1, 

όπου για α-διιμίνη έχουμε πλέον τον pq υποκαταστάτη. Το τελικό σύμπλοκο Repq-Cl έχει 

μια μικρή διαλυτότητα στο τολουόλιο, και γι’ αυτό ακολουθεί ψύξη πριν την απομόνωση 

του. Ακολουθούν αρκετές εκπλήσεις με κρύο τολουόλιο και αιθέρα για να απομακρυνθεί ο 

υποκαταστάτης που δεν αντέδρασε.  

 

8.2.2. Χαρακτηρισμός του συμπλόκου fac-Re(CO)3(pq)Cl  

Το σύμπλοκο χαρακτηρίστηκε με φασματοσκοπία IR και 
1
H-NMR και βρέθηκε σε 

απόλυτη συμφωνία με τη βιβλιογραφία [182]. Παρ’ όλα αυτά αξίζει να γίνει μια μικρή 

αναφορά στα φάσματα του συμπλόκου, προκειμένου να καταδειχθεί η πολύ ενδιαφέρουσα 

χημεία του υποκαταστάτη, αλλά κυρίως για λόγους σύγκρισης με τα δύο νέα κατιοντικά 

κινοξαλινικά σύμπλοκα, η σύνθεση των οποίων παρουσιάζεται παρακάτω.  
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IR Φασματοσκοπία 

Στο φάσμα υπερύθρου του Σχήματος 8.7 διακρίνονται πολύ έντονα οι χαρακτηριστικές 

κορυφές δόνησης v(CO) των καρβονυλίων του τμήματος Re(CO)3. Η εντός επιπέδου 

συμμετρική δόνηση τάσης (Α΄1) εμφανίζεται στα 2018 cm
-1

, ενώ η εκτός επιπέδου 

συμμετρική δόνηση και η ασύμμετρη δόνηση των ισημερινών CO υποκαταστατών, έχουν 

συγχωνευθεί και εμφανίζονται ως μία κορυφή στα 1913cm
-1

. Η μεγάλη διαφορά σε 

κυματαριθμούς της Α΄1 σε σχέση με το σύμπλοκο Re(phendione)Cl, και ο μη διαχωρισμός 

των Α΄2 και Α΄΄ κορυφών υποδεικνύουν ότι ο pq υποκαταστάτης προκαλεί σημαντική 

διατάραξη στην ηλεκτρονιακή πυκνότητα του μεταλλικού κέντρου, και συγκεκριμένα 

προκαλεί αύξηση της ηλεκτρονιακής πυκνότητας στο Re.  
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Σχήμα 8.7. IR φάσμα του συμπλόκου Re(CO)3(pq)Cl. 

 

Όπως αναφέρθηκε στο προηγούμενο κεφάλαιο (§ 7.1.2), οι εντός και εκτός επιπέδου 

παραμορφώσεις του 2-υποκατεστημένου πυριδινικού δακτυλίου παρατηρούνται στα 626 

και στα 408 cm
-1

, αντίστοιχα. Μετά τη σύμπλεξη του pq στο μέταλλο, οι συγκεκριμένες 

κορυφές παρατηρούνται μετατοπισμένες προς μεγαλύτερες συχνότητες (632 και 415 cm
-1

), 

κάτι που υποδηλώνει την σύμπλεξη του πυριδινικού N1΄ [171]. Η περιοχή από 900-1000 

cm
-1 

θεωρείται κλειδί για την εξαγωγή συμπερασμάτων ως προς την μονοδοντική και 

διδοντική γεφυρωτική σύμπλεξη του κινοξαλινικού συστήματος. Ο διαχωρισμός της 

ισχυρής κορυφής του ελεύθερου pq στα 960 cm
-1

 σε μια τριπλή θα υποδήλωνε τη 

συμμετοχή και των δύο κινοξαλινικών αζώτων στη σύμπλεξη. Η εμφάνιση μια απλής 

έντονης κορυφής στα 972 cm
-1

 υποδηλώνει την μονοδοντική σύμπλεξη του κινοξαλινικού 
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τμήματος [171]. Συμπερασματικά λοιπόν, μπορούμε να πούμε ότι ο pq υποκαταστάτης 

δρα χηλικά, με σύμπλεξη των Ν1 και Ν1΄. Κάτι τέτοιο βέβαια προϋποθέτει την cis-

διαμόρφωση του υποκαταστάτη, δηλαδή το πυριδινικό άζωτο Ν1΄ και το κινοξαλινικό 

άζωτο Ν1 να βρίσκονται στην ίδια πλευρά του δεσμού C-C που συνδέει το κινοξαλινικό 

με τον πυριδινικό δακτύλιο (Σχήμα 8.8). Να θυμίσουμε ότι ο ελεύθερος υποκαταστάτης 

βρίσκεται σε trans-διαμόρφωση. Πράγματι, κάτι τέτοιο έχει διαπιστωθεί ότι λαμβάνει 

χώρα μετά από σύμπλεξη με μέταλλα [171,182,183].  

 

 

Σχήμα 8.8. Η cis και η trans-διαμόρφωση του υποκαταστάτη pq. Φαίνεται η αρίθμηση των ατόμων 

αζώτου και άνθρακα. 

 

NMR Φασματοσκοπία  

Στο φάσμα 
1
H-NMR του συμπλόκου σε CDCl3, που φαίνεται στο Σχήμα 8.9, 

παρατηρούμε μερικά πολύ ενδιαφέροντα στοιχεία. Καταρχήν, οι κορυφές του pq 

υποκαταστάτη έχουν διαχωριστεί και διακρίνονται πλέον και τα 9 μη ισοδύναμα πρωτόνια 

του υποκαταστάτη. Επιπλέον, οι 8 κορυφές του pq έχουν μετατοπιστεί προς χαμηλότερα 

πεδία μετά τη σύμπλεξη, κάτι που υποδηλώνει την μεταφορά ηλεκτρονιακής πυκνότητας 

προς το μέταλλο. Η μεγαλύτερη μετατόπιση (προς χαμηλότερα πεδία) παρατηρείται για το 

Η6΄ (Δδ=0.49 ppm, Πίνακας 8.2), γεγονός που αποδεικνύει τη σύμπλεξη του πυριδινικού 

αζώτου Ν1΄ με το μέταλλο. Σημαντική επίσης είναι η μετατόπιση του Η8, αφού και αυτό 

βρίσκεται κοντά στη θέση σύμπλεξης. Εξίσου σημαντική όμως, είναι και η μετατόπιση σε 

χαμηλότερα πεδία του Η3΄ (Δδ=0.32 ppm), η οποία οφείλεται στο ότι το συγκεκριμένο 

πρωτόνιο βρίσκεται πλέον κοντά με το Η3 λόγω της cis-διαμόρφωσης που αποκτά ο 

υποκαταστάτης. Εντύπωση προκαλεί η προάσπιση του Η3, που πιθανόν να οφείλεται στην 

αλληλεπίδραση του με το γειτονικό πλέον Η3΄, αλλά και στην επίδραση του διαλύτη. Η 

επίδραση του διαλύτη τόσο στον ελεύθερο υποκαταστάτη όσο και στο σύμπλοκο έχει 

μελετηθεί πλήρως στο εργαστήριο μας [182] και έχει αποδειχθεί η σημαντικότητα του 

στην προάσπιση των πρωτονίων.  
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Πίνακας 8.2. Χημικές μετατοπίσεις (σε ppm) του συμπλόκου Re(CO)3(pq)Cl και του ελεύθερου 

υποκαταστάτη pq σε διαλύτη CDCl3. Η αρίθμηση των πρωτονίων φαίνεται στο Σχήμα 8.8.  

 H3 H6΄ Η3΄ Η5 Η8 Η4΄ Η6 Η7 Η5΄ 

pq 9.97s 8.79d 8.59d 8.16mt 8.16mt 7.91mt 7.81mt 7.81mt 7.42mt 

Repq-Cl 9.71s 9.28d 8.91d 8.29d 8.56d 8.22t 8.03mt 8.09mt 7.68t 

 

 

Σχήμα 8.9. 
1
Η-NMR φάσμα του συμπλόκου Re(CO)3(pq)Cl σε CDCl3. 

 

8.3. Τα σύμπλοκα fac-[Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6, (Repq-MeCN) και fac-

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6, (Repq-py)  

8.3.1. Σύνθεση των συμπλόκων fac-[Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και fac-

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 

Γενική Πορεία Σύνθεσης του [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 

100 mg του συμπλόκου Re(CO)3(pq)Cl (0.20 mmol) διαλύονται με τη βοήθεια 

θέρμανσης σε 25 mL απαερωμένου MeCN και προστίθενται 60 mg AgPF6 (0.24 mmol). 

Ακολουθεί βρασμός υπό αναρροή όλη νύχτα υπό άζωτο στο σκοτάδι. Μετά το πέρας της 

αντίδρασης το διάλυμα από κόκκινο έχει γίνει κίτρινο. Το διάλυμα αφήνεται σε 

θερμοκρασία δωματίου για 1 h, ώστε να ολοκληρωθεί η καταβύθιση του λευκού στερεού 

AgCl, οπότε και απομακρύνεται. Το διήθημα συμπυκνώνεται μέχρι ~3 mL όγκου. Μετά 

από προσθήκη αιθέρα στο διήθημα και ψύξη καταβυθίζεται κίτρινο στερεό. Απόδοση 85 

%, 107 mg.  

 

Γενική Πορεία Σύνθεσης του [Re(CO)3(pq)(py)]PF6 

Σε απεσταγμένο και απαερωμένο CHCl3 (40 mL) διαλύονται με τη βοήθεια θέρμανσης 

70 mg (0.106 mmol) του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και ακολουθεί προσθήκη 
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απεσταγμένης πυριδίνης (34 μL, 0.42 mmol). Ακολουθεί βρασμός υπό αναρροή όλη νύχτα 

υπό ατμόσφαιρα αζώτου. Το προκύπτον πορτοκαλί διάλυμα συμπυκνώνεται μέχρι ~2 mL 

όγκου και με την προσθήκη αιθέρα καταβυθίζεται στερεό. Ακολουθεί ψύξη για αρκετή 

ώρα ώστε να ολοκληρωθεί η καταβύθιση και κατόπιν παραλαμβάνεται το πορτοκαλί 

στερεό με διήθηση, το οποίο εκπλένεται με αιθέρα. Απόδοση 65 %, 48.34 mg  

 

 

Σχήμα 8.10. Πορεία σύνθεσης των συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και [Re(CO)3(pq)(py)]PF6. 

 

Σχολιασμός Μεθόδων Σύνθεσης  

Τα σύμπλοκα του τύπου fac-Re(CO)3(α-διιμίνη)L
0/+

 (όπου L: κάποιος μονοσχιδής 

υποκατστάτης, όπως ανιόν CN
-
 ή κάποιο νιτρίλιο ή κάποιο παράγωγο πυριδίνης) 

παρασκευάζονται από το αντίστοιχο χλωρο-σύμπλοκο με αντίδραση περίσσειας άλατος 

Ag
+
, προκειμένου να απομακρυνθεί το χλώριο, οπότε και σχηματίζεται λευκό στερεό 

AgCl, που είναι αδιάλυτο σε κοινούς οργανικούς διαλύτες.  

Αξίζει να σημειωθεί ότι η πρώτη αντίδραση πρέπει να πραγματοποιηθεί στο σκοτάδι με 

μικρή περίσσεια AgPF6 (αναλογία 1:1.2) γιατί ο Ag
+
 οξειδώνεται παρουσία φωτός. Η 

αντίδραση μπορεί εύκολα να παρακολουθηθεί με χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) 

και για την ολοκλήρωση της απαιτούνται τουλάχιστον 10 h. Η πορεία σύνθεσης των 

παραπάνω συμπλόκων φαίνεται στο Σχήμα 8.10.  

Το σύμπλοκο Repq-py παρασκευάζεται μετά από αντίδραση του ενδιαμέσου συμπλόκου 

Repq-MeCN με περίσσεια πυριδίνης. Αξίζει να σημειωθεί ότι απαιτείται αρκετά μεγάλη 

περίσσεια py, καθώς με μικρή περίσσεια (περίπου 1:1.2) η αντίδραση δεν προχώρησε προς 

τον σχηματισμό του επιθυμητού συμπλόκου.  

Επιπλέον, η επιλογή του διαλύτη (για τη δεύτερη αντίδραση) φαίνεται να παίζει 

σημαντικό ρόλο όχι μόνο στο σχηματισμό του προϊόντος αλλά και στην απόδοση της 

αντίδρασης. Παρ’ όλο που το Repq-MeCN έχει πολύ καλύτερη διαλυτότητα σε THF από 

ότι σε CHCl3, η παραπάνω αντίδραση (σε διαλύτη THF) οδήγησε μεν στο σχηματισμό του 
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επιθυμητού συμπλόκου, αλλά σε πολύ μικρή απόδοση. Εν ολίγοις, μετά το πέρας της 

αντίδρασης, η ανακρυστάλλωση του διαλύματος με THF/ether οδήγησε στην απομόνωση 

του αρχικού συμπλόκου Repq-MeCN. Το διήθημα που προέκυψε ανακρυσταλλώθηκε με 

CHCl3/ether για να απομονωθεί το επιθυμητό σύμπλοκο Repq-py σε απόδοση μόλις 13%.  

Να σημειωθεί ότι επιχειρήθηκε να συντεθεί το τελικό πυριδινικό σύμπλοκο απευθείας 

από το αντίστοιχο χλώρο-σύμπλοκο σε διαλύτη πυριδίνη. Το χλωρο-σύμπλοκο έχει αρκετά 

καλή διαλυτότητα στην πυριδίνη και επομένως θα μπορούσε να λειτουργήσει όχι μόνο ως 

διαλύτης, αλλά και ως υποκαταστάτης, όπως ακριβώς συνέβη και για το σύμπλοκο Repq-

MeCN. Προς απογοήτευση μας, διαπιστώσαμε ότι η απομάκρυνση του χλωρίου από την 

αξονική θέση του σύμπλοκου δεν είχε πραγματοποιηθεί. Το σχηματιζόμενο λευκό στερεό 

που απομονώθηκε δεν ήταν AgCl (όπως θα αναμέναμε), αλλά πιθανόν κάποιο σύμπλοκο 

του Ag
+
 με την πυριδίνη. Το IR φάσμα του λευκού στερεού φαίνεται να ταιριάζει αρκετά 

με εκείνα συμπλόκων [Ag-bis(pyridine)]
+
, που παρουσιάστηκαν πρόσφατα στη 

βιβλιογραφία [184]. Το στερεό αυτό διαλύεται σε CHCl3 (όπως και αυτά της 

βιβλιογραφίας), γεγονός που μας επέτρεψε να πάρουμε φάσμα NMR και UV-Vis. Με τον 

τρόπο αυτό λοιπόν επιβεβαιώθηκε ότι δεν πρόκειται για το επιθυμητό σύμπλκο Repq-py, 

αλλά για κάποιο σύμπλοκο του Ag
+
 με την πυριδινη.  

 

8.3.2. Χαρακτηρισμός των συμπλόκων fac-[Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και fac-

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 

Τα δύο νέα κατιοντικά σύμπλοκα χαρακτηρίστηκαν πλήρως με όλες τις 

φασματοσκοπικές τεχνικές, IR, NMR, UV-Vis και εκπομπής. Επιπλέον μελετήθηκε η 

ηλεκτροχημική συμπεριφορά τους, ενώ το πυριδινικό σύμπλοκο χαρακτηρίστηκε και με 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ.  

 

IR Φασματοσκοπία  

Τα φάσματα υπερύθρου των δύο συμπλόκων, παρουσιάζονται στο Σχήμα 8.11. Όπως 

πολύ αναλυτικά σχολιάσαμε προηγουμένως, έτσι και σε αυτήν την περίπτωση 

παρατηρούνται οι κορυφές δόνησης που αποδίδονται στον pq υποκαταστάτη, χωρίς 

ιδιαιτέρες διαφοροποιήσεις. Η διαφορά μεταξύ των δύο φασμάτων με το αντίστοιχο 

χλώρο-σύμπλοκο εμφανίζεται στα 838 και 559 cm
-1

, που αποδίδονται στο αντισταθμιστικό 

ιόν PF6
-
. Η συμμετρική εντός επιπέδου δόνησης τάσης v(CO) (Α΄1) εμφανίζεται στα 2030 

cm
-1

 για το MeCN-σύμπλοκο και 2039 cm
-1

 για το πυριδινικό σύμπλοκο του Re(I), 
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σημαντικά αυξημένες εν συγκρίσει με το αντίστοιχο χλώρο-σύμπλοκο. Διαπιστώνουμε 

λοιπόν ότι, η αλλαγή του αξονικού υποκαταστάτη προκαλεί σημαντικές διαταράξεις στην 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα του μεταλλικού κέντρου. Συγκεκριμένα, η παρουσία του –MeCN 

και του –py στην αξονική θέση φαίνεται να προκαλεί μείωση στην ηλεκτρονιακή 

πυκνότητα του μεταλλικού κέντρου, εξαιτίας της Re→CO π οπισθοσύνδεσης [90]. 

Επιπλέον, οι κορυφές Α΄΄ και Α΄2 είναι πλέον διαχωρισμένες. Να σημειωθεί ότι ο 

διαχωρισμός των δύο κορυφών είναι καλύτερος για το πυριδινικό σύμπλοκο Repq-py.  

 

 

Σχήμα 8.11. Φάσματα IR των συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 (επάνω) και 

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 (κάτω) σε δισκία KBr. 
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Οι ασθενής μπάντες στα 2336 και 2305 cm
-1

 του πρώτου συμπλόκου αποδίδονται στο 

συμπλεγμένο MeCN υποκαταστάτη. Όπως ήταν αναμενόμενο οι συγκεκριμένες δονήσεις 

απουσιάζουν από το Repq-py. Στον Πίνακα 8.3 συνοψίζονται κάποιες χαρακτηριστικές 

δονήσεις των τριών κινοξαλινικών συμπλόκων του Re(I) που συντέθηκαν. 

 

Πίνακας 8.3. Χαρακτηριστικές συχνότητες δόνησης των τριών διαφορετικών pq συμπλόκων. Για την 

δόνηση τάσης v(CO) εμφανίζεται και η συμμετρία τους. 

Σύμπλοκα 
Συχνότητες δόνησης (cm

-1
) 


6PF  CN  CO  

Repq-Cl - - 2018 (Α΄1), 1913 (Α΄΄, Α΄2) 

Repq-MeCN 839, 556 2336, 2305 2030 (Α΄1), 1946 (Α΄΄), 1912 (Α΄2) 

Repq-py 838, 559 - 2039 (Α΄1), 1940 (Α΄΄), 1922 (Α΄2) 

 

NMR Φασματοσκοπία  

Τα φάσματα 
1
H-NMR των δύο συμπλόκων παρουσιάζονται στο Σχήμα 8.12, ενώ οι 

χημικές μετατοπίσεις συνοψίζονται στον Πίνακα 8.4. Η απόδοση των κορυφών έγινε με 

φασματοσκοπία δύο διαστάσεων 
1
Η-

1
Η COSY NMR και τα φάσματα φαίνονται στο 

Σχήμα 8.13.  

Πάνω στη διαγώνιο του φάσματος COSY του πυριδινικού συμπλόκου (Σχήμα 8.13) 

απεικονίζονται οι κορυφές του φάσματος της μιας διάστασης. Για διευκόλυνση μας έχουμε 

αριθμήσει τις κορυφές της διαγωνίου. Μελετώντας το φάσμα, γίνεται εύκολα αντιληπτό 

ότι η κορυφή με συντεταγμένες (9.95, 9.95) δεν συζεύγνυται με καμία άλλη, επομένως 

χωρίς δεύτερη σκέψη αποδίδεται στο Η3 του pq. Η κορυφή (2) (στα 9.55 ppm) 

διασταυρώνεται με την (8) στα 8.04 ppm, η οποία με τη σειρά της διασταυρώνεται με την 

(5) στα 8.46 ppm. Λαμβάνοντας υπόψη, ότι το Η6΄ που βρίσκεται ακριβώς δίπλα στη θέση 

σύμπλεξης θα πρέπει να είναι το περισσότερο αποπροασπισμένο, μπορεί να του αποδοθεί 

η διπλή κορυφή στα 9.55 ppm. Επομένως, το Η5΄ το «βλέπουμε» στα 8.04 ppm και το Η4΄ 

στα 8.46 ppm. Το Η4΄ με τη σειρά του διασταυρώνεται όχι μόνο με το Η5΄, αλλά και με το 

Η3΄, και θα πρέπει να εμφανίζεται ως διπλή κορυφή, κάτι που παρατηρούμε δηλαδή για 

την κορυφή (4) στα 8.90 ppm. Η κορυφή (3) με συντεταγμένες (8.98, 8.98) συζεύγνυται με 

την κορυφή (6) (8.31, 8.31), και αυτή με τη σειρά της με την κορυφή (7) (8.23, 8.23). 

Βλέποντας το φάσμα της μιας διάστασης η κορυφή στα 8.98 ppm είναι διπλή ενώ οι άλλες 

δύο τριπλές. Επομένως στη κορυφή στα 8.98 ppm θα πρέπει να αντιστοιχεί είτε το Η8 είτε 
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το Η5 του κινοξαλινικού τμήματος του pq, και οι άλλες δύο στα Η6 και Η7. Βάση 

βιβλιογραφικών δεδομένων το Η8 εμφανίζεται περισσότερο αποπροασπισμένο από το Η5, 

αφού βρίσκεται πιο κοντά στη θέση σύμπλεξης. Επομένως, η κορυφή στα 8.98 ppm 

αποδίδεται στο Η8 και η κορυφή στα 8.31 ppm στο Η7. Το Η6 εμφανίζεται σαν τριπλή 

στα 8.23 ppm και το Η5 στα 8.43 ppm. Η κορυφή (10) στα 7.27 ppm συζεύγνυται με την 

(9) και την (8) στα 7.87 και 8.00 ppm, αντίστοιχα, οπότε και μπορούν να αποδοθούν στο 

ΗΑ, ΗC και HB της πυριδίνης στην αξονική θέση, που βάση βιβλιογραφίας εμφανίζονται σε 

υψηλότερα πεδία.  

 

 

 

Σχήμα 8.12. Φάσματα 
1
H-NMR των συμπλόκων Repq-MeCN (πάνω) και Repq-py (κάτω) σε διαλύτη 

CD3OD. 

 

Από τον Πίνακα 8.4 γίνεται εμφανές ότι τα πρωτόνια του pq υποκαταστάτη 

μετατοπίζονται ελαφρώς προς χαμηλότερα πεδία για το πυριδινικό σύμπλοκο. Γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η πυριδίνη προκαλεί ελαφρώς μεγαλύτερη μετατόπιση ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας προς το μεταλλικό κέντρο (επομένως και μεγαλύτερη αποπροάσπιση των 

πρωτονίων), συγκριτικά με το ακετονιτρίλιο. Αξίζει να σημειωθεί ότι, ενώ τα περισσότερα 

υδρογόνα είναι μετατοπισμένα περίπου κατά 0.10 ppm σε χαμηλότερα πεδία, το Η6΄ 

μετατοπίζεται κατά 0.23 ppm (σε διαλύτη CD3OD). Αυτό εξηγείται από το γεγονός ότι 

είναι δίπλα στη θέση σύμπλεξης, με αποτέλεσμα να επηρεάζεται περισσότερο από την 



 118 

αλλαγή του αξονικού υποκαταστάτη. Μάλιστα, όπως διαπιστώθηκε και με 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ (που θα αναλύσουμε παρακάτω) το πυριδινικό τμήμα του pq 

συνδέεται ισχυρότερα στο μέταλλο από ότι το κινοξαλινικό. Επομένως, είναι λογικό το 

πυριδινικό Η6΄ να επηρεάζεται περισσότερο από μια διαταραχή της ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας.  

 

 

Σχήμα 8.13. 
1
H-

1
H COSY NMR του συμπλόκου Repq-py σε διαλύτη CD3OD. 

 

Ακριβώς αντίθετη συμπεριφορά παρατηρείται για το Η3 και Η3΄, που προασπίζονται 

περισσότερο παρουσία πυριδίνης στην αξονική θέση. Αυτή η «ανωμαλία» εξηγείται από 

τη θέση τους στο μόριο του pq. Αξίζει να θυμίσουμε ότι αντίθετη συμπεριφορά από τα 

υπόλοιπα πρωτόνια εμφάνισαν και στο αντίστοιχο χλώρο-σύμπλοκο (Repq-Cl). Εξάλλου, 

τα πρωτόνια αυτά είναι που επηρεάζονται περισσότερο από την αλλαγή του διαλύτη, όπως 

φαίνεται στον Πίνακα 8.4, κάτι που έχει αποδειχθεί και βιβλιογραφικά [182].  
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Πίνακας 8.4. Χημικές μετατοπίσεις (σε ppm) των συμπλόκων Repq-MeCN και Repq-py. Σε παρένθεση 

φαίνεται ο αριθμός των πρωτονίων που αντιστοιχούν σε κάθε κορυφή.  

Πρωτόνια 
Repq-MeCN Repq-py 

CD3OD CD3CN CD3OD CD3CN 

H3 10.03s (1H) 9.92s (1H) 9.95s (1H) 9.74s (1H) 

H3΄ 8.98d (1H) 8.82d (1H) 8.90d (1H) 8.65d (1H) 

H4΄ 8.38t(1H) 8.38t (1H) 8.46mt (1H) 8.41mt (1H) 

H5΄ 7.89t (1H) 7.87t (1H) 8.04mt (1H) 7.93mt (1H) 

H6΄ 9.32d (1H) 9.24d (1H) 9.55d (1H) 9.42d (1H) 

H5 8.43d (1H) 8.43d (1H) 8.43mt (1H) 8.38mt (1H) 

H6 8.14mt (1H) 8.13mt (1H) 8.23t (1H) 8.19t (1H) 

H7 8.19mt (1H) 8.19mt (1H) 8.31t (1H) 8.28t (1H) 

H8 8.88d (1H) 8.74d (1H) 8.98d (1H) 8.90d (1H) 

Α - - 8.00mt (2H) 7.93mt (2H) 

Β - - 7.27t (2H) 7.18t (2H) 

C - - 7.87t (1H) 7.79t (1H) 

-CH3 1.99s (3H) * - - 

s: απλή, d: διπλή, t: τριπλή, mt: πολλαπλή. * κρύβεται από την κορυφή του διαλύτη. 

 

UV-Vis Φασματοσκοπία  

Στα φάσματα απορρόφησης των δύο κατιοντικών συμπλόκων (Σχήμα 8.14) 

παρατηρούμε την ύπαρξη υψηλής ενέργειας κορυφών με πολλούς ώμους ανάμεσα στα 240 

έως 350 nm, οι οποίες αντιστοιχούν σε π→π* αλληλεπιδράσεις του κινοξαλινικού 

τμήματος. Η ισχυρής έντασης κορυφή στα ~370 nm είναι χαρακτηριστική για σύμπλοκα 

του Re(I) με τέτοιους υποκαταστάτες και μπορεί να αποδοθεί βάση βιβλιογραφίας σε 

μετάπτωση που είναι βασισμένη στο 2-πυριδυλ-τμήμα του pq υποκαταστάτη [182]. Οι 

ταινίες αυτές δεν φαίνεται να επηρεάζονται ούτε από την αλλαγή του διαλύτη (Πίνακας 

8.5) αλλά ούτε και από την αλλαγή του αξονικού υποκαταστάτη. Το μέγιστο του μήκους 

κύματος δε μεταβάλλεται σημαντικά ακόμα και αν ο αξονικός υποκαταστάτης είναι 

κάποιο αλογονίδιο [182], ή νιτρίλιο, ή πυριδίνη, επιβεβαιώνοντας τον IL χαρακτήρα των 

συγκεκριμένων ταινιών. Το αντίθετο συμβαίνει με την χαμηλότερης ενέργειας ταινία γύρω 



 120 

στα 410 nm, που βάση βιβλιογραφίας μπορεί να αποδοθεί σε MLCT μετάπτωση. Οι 

συγκεκριμένες κορυφές και για τα δύο σύμπλοκα εμφανίζονται σαν «ώμοι», ενώ δεν 

φαίνεται να επηρεάζονται σημαντικά από την πολικότητα του διαλύτη, σε αντίθεση με το 

χλώρο-σύμπλοκο που η MLCT είναι περισσότερο δομημένη και παρουσιάζει αρνητικό 

διαλυτοχρωμισμό [182].  

 

Πίνακας 8.5. Δεδομένα φασμάτων απορρόφησης των κατιοντικών κινιξαλινικών συμπλόκων και του 

πρόδρομου χλώρο-συμπλόκου.  

Σύμπλοκα Διαλύτες 

λmax/ nm (ε∙10
-3

 / Μ
-1

cm
-1

)
a
 

IL (π→π*) MLCT 

Repq-Cl
b
 

CHCl3 352sh, 371 458 

DMF 355sh, 371 431 

Repq-MeCN 

CH2Cl2 280sh (23.5), 357sh (19.0), 370 (24.0) 405sh (5.3) 

MeOH 279sh (26.7), 357sh (20.0), 370 (24.0) 412sh (4.5) 

DMF 280sh (24.1), 356sh (18.5), 371 (23.4) 410sh (4.7) 

Repq-py 

CH2Cl2 279sh (27.4), 358sh (18.6), 372 (23.8) 412sh (5.2) 

MeOH 281sh (23.5), 356sh (18.8), 370 (23.1) 410sh (4.8) 

DMF 280sh (24.5) 355sh (18.5), 371 (23.4) 410sh (4.8) 

     
a
. sh: shoulder,  

b
. τα δεδομένα από αναφορά [182]  

 

 

Σχήμα 8.14. Φάσματα UV-Vis των συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 (δεξιά) και 

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 (αριστερά) σε CH2Cl2, DMF, MeOH. Η συγκέντρωση όλων των διαλυμάτων 

είναι 30 μΜ και η θερμοκρασία 25 
o
C. 
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Φασματοσκοπία Εκπομπής  

Τα φάσματα διέγερσης και εκπομπής των συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και 

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 φαίνονται στα Σχήματα 8.15 και 8.16. Τα φάσματα ελήφθησαν σε 

θερμοκρασία δωματίου χωρίς απαέρωση των διαλυμάτων, ενώ η συγκέντρωση των 

συμπλόκων σε όλες τις περιπτώσεις ήταν 30 μΜ. Τα φάσματα διέγερσης μοιάζουν αρκετά 

με εκείνα της απορρόφησης στη περιοχή από 360-450 nm. Διαφορά παρατηρείται για το 

πυριδινικό σύμπλοκο, που στο φάσμα διέγερσης η κορυφή χαμηλής ενέργειας είναι πλέον 

διαχωρισμένη. Να θυμίσουμε ότι στο φάσμα απορρόφησης εμφανίζεται σαν «ώμος» της 

IL κορυφής.  

 

 

Σχήμα 8.15. Φάσματα διέγερσης (μαύρη γραμμή) και εκπομπής (κόκκινη γραμμή) του συμπλόκου 

[Re(CO)3(pq)(MeCN)]
+
 σε διαλύτες CH2Cl2, DMF, MeOH. 

 

Τα φάσματα εκπομπής και των δύο κατιοντικών συμπλόκων, σε διαλύτη CH2Cl2, 

εμφανίζουν μια φαρδιά κορυφή, χωρίς δομή, με μέγιστο στα 650 και 656 nm για το 

MeCN- και το py-σύμπλοκο, αντίστοιχα. Συγκριτικά με άλλα [Re(CO)3(diimine)(L)]
+
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σύμπλοκα τα μέγιστα των κορυφών εμφανίζονται μετατοπισμένα προς το ερυθρό. Η 

συμπεριφορά αυτή όμως είναι όμοια με άλλα ουδέτερα κινοξαλινικά σύμπλοκα του Re(I) 

(αξονικός υποκαταστάτη χλώριο) [185]. Η εκπομπή βάση βιβλιογραφικών δεδομένων 

μπορεί να αποδοθεί σε dπ(Re)→π*(diimine) 
3
MLCT κατάσταση [179,186].  

 

 

Σχήμα 8.16. Φάσματα διέγερσης (μαύρη γραμμή) και εκπομπής (κόκκινη γραμμή) του συμπλόκου 

[Re(CO)3(pq)(py)]
+
 σε διαλύτες CH2Cl2, DMF, MeOH. 

 

Όπως συζητήσαμε στο θεωρητικό μέρος της διατριβής, πολλά σύμπλοκα της 

κατηγορίας αυτής εμφανίζουν διαλυτοχρωμική φωταύγεια, δηλαδή φωταύγεια άμεσα 

εξαρτώμενη από τον διαλύτη. Πράγματι, σε πολικούς διαλύτες, όπως DMF και MeOH, το 

λmax της εκπομπής του MeCN-σύμπλοκο μετατοπίζεται προς το ερυθρό κατά 12 και 13 

nm, αντίστοιχα. Αντίθετα, το py-σύμπλοκο σε DMF εμφανίζει μια περισσότερο δομημένη 

κορυφή με δύο δονητικές συνιστώσες, με λmax στα 657 και 710 nm. Η ίδια συμπεριφορά 

παρατηρείται και σε διαλύτη MeOH. Κάτι τέτοιο πιθανόν να οφείλεται στην ύπαρξη μιας 

δεύτερης τριπλής κατάστασης πολύ κοντά ενεργειακά κείμενη με την πρώτη.  
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Όμοια με άλλα σύμπλοκα της κατηγορίας αυτής, το [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και το 

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 εμφανίζουν ασθενή φωταύγεια σε πολικούς διαλύτες, όπως DMF ή 

MeOH, όπως φαίνεται ενδεικτικά στο Σχήμα 8.17. Μάλιστα η ένταση φθορισμού 

εμφανίζεται τουλάχιστον 10 φορές μειωμένη συγκριτικά με το CH2Cl2. Αυτό 

αντανακλάται πολύ καλύτερα στην κβαντική απόδοση φθορισμού των συμπλόκων, που 

φαίνονται στον Πίνακα 8.6. Οι κβαντικές αποδόσεις είναι πολύ μικρές, αλλά ανάλογες για 

σύμπλοκα της κατηγορίας αυτής. Η κβαντική απόδοση φθορισμού (quantum yield) των 

συμπλόκων υπολογίστηκε χρησιμοποιώντας ως πρότυπο ένα διάλυμα συμπλόκου 

[Ru(bpy)3]
2+

 σε H2O κορεσμένο με αέρα, με κβαντική απόδοση Φem=0.028 [187]. Η 

κβαντική απόδοση υπολογίστηκε ολοκληρώνοντας το εμβαδόν κάτω από την καμπύλη 

φωταύγειας και χρησιμοποιώντας την παρακάτω εξίσωση [179]:  

std

std

sample

sample

std

A

A

OD

OD
 
























sample  

όπου OD είναι η απορρόφηση του δείγματος (sample) και του προτύπου (std) στο μήκος 

κύματος διέγερσης, και Α είναι το εμβαδόν κάτω από το φάσμα εκπομπής.  

 

Πίνακας 8.6. Μέγιστα μήκη κύματος φασμάτων εκπομπής, και η κβαντική απόδοση φθορισμού, των 

κατιοντικών κινοξαλινικών συμπλόκων του Re(I). Η διέγερση έγινε στην MLCT κορυφή του εκάστοτε 

συμπλόκου.  

Σύμπλοκα  Διαλύτες  λem / nm Φem 

Repq-MeCN 

CH2Cl2 650 0.001 

MeOH 663 0.0002 

DMF 662 0.0002 

Repq-py 

CH2Cl2 656 0.002 

MeOH 658, 705 0.0001 

DMF 657, 710 0.0002 
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Σχήμα 8.17. Φάσματα εκπομπής του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]
+
 (30 μΜ) σε CH2Cl2, DMF, MeOH. 

Φαίνεται χαρακτηριστικά η πολύ ασθενής φωταύγεια του συμπλόκου σε πολικούς εν συγκρίσει με 

άπολους διαλύτες. 

 

Ηλεκτροχημικά δεδομένα συμπλόκων  

Η ηλεκτροχημική συμπεριφορά των συμπλόκων μελετήθηκε με κυκλική βολταμμετρία 

(CV) σε απεσταγμένο DMF χρησιμοποιώντας ως ηλεκτρόδιο εργασίας υαλώδη άνθρακα 

(glassy carbon). Τα δείγματα είχαν συγκέντρωση συμπλόκου 0.5 mM και φέροντα 

ηλεκτρολύτη (
n
Bu4N)PF6 50 mM. Τα δείγματα απαερώθηκαν με διαβίβαση Ν2 για 5 min 

πριν τη μέτρηση. Τα ηλεκτροχημικά δεδομένα συνοψίζονται στον Πίνακα 8.7 και 

αναφέρονται ως προς το ζεύγος Fc
+
/Fc.  

Στα Σχήματα 8.18 και 8.19 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα των υπό 

μελέτη συμπλόκων. Και για τα δύο σύμπλοκα παρατηρούμε μία πρώτη αναγωγή αρκετά 

εύκολη. Το αναγωγικό αυτό κύμα είναι ημι-αντιστρεπτό και αποδίδεται στην ενός 

ηλεκτρονίου αναγωγή του συμπλεγμένου υποκαταστάτη, όπως φαίνεται στην ισορροπία 

(8.1). Για το MeCN-σύμπλοκο παρατηρείται στα -1.028 V (ΔΕ = Ep,a-Ep,c = 114 mV, 

ip,c/ip,a=0.62), ενώ για το δεύτερο στα -0.985 V (ΔΕ = 99 mV, ip,c/ip,a=0.54).  

  ])Re()[(])Re()[( 33 LCOpqeLCOpq        (8.1) 

Ένα άλλο, επίσης ημι-αντιστρεπτό κύμα εμφανίζεται σε περισσότερο αρνητικά 

δυναμικά. Στο Repq-MeCN εμφανίζεται στα -1.866 V, με ΔΕ=245 mV και ip,c/ip,a=0.84, 

ενώ για το πυριδινικό σύμπλοκο στα -1.888 V, με ΔΕ=209 mV και ip,c/ip,a=0.89. Και αυτό 

το κύμα οφείλεται σε μια δεύτερη αναγωγή του υποκαταστάτη pq
-
/pq

2-
, εντοπισμένη στο 

πυριδυλο-τμήμα του συμπλεγμένου υποκαταστάτη. Αυτό ενισχύεται από το γεγονός ότι 

κανένα από τα δύο ηλεκτροχημικά κύματα δεν επηρεάζονται σημαντικά από την αλλαγή 
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του αξονικού υποκαταστάτη. Επομένως δεν θα μπορούσε να αποδοθεί στην αναγωγή του 

μετάλλου ή ακόμα στην αναγωγή του αξονικού υποκαταστάτη. Αυτό το φαινόμενο, αλλά 

και το πως μπορούν να ελεγχθούν οι ιδιότητες αλλάζοντας την υποκατάσταση στην 6 θέση 

του μορίου του pq, έχει μελετηθεί εκτεταμένα από το εργαστήριο μας [182].  
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Σχήμα 8.18. Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6, σε DMF και 

ταχύτητα σάρωσης 100 mV/s. 
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Σχήμα 8.19. Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]PF6, σε DMF και ταχύτητα 

σάρωσης 100 mV/s. 

 

Αντίθετα, στην αναγωγή του μεταλλικού κέντρου, Re(I)/Re(0), μπορεί να αποδοθεί το 

μη αντιστρεπτό κύμα που εμφανίζεται στο CV του πρώτου συμπλόκου στα -1.286 V και 
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για του δευτέρου στα -1.431 V. Κάτι τέτοιο έρχεται σε συμφωνία με δεδομένα που έχουν 

είδη αναφερθεί στη βιβλιογραφία [188]. Όπως ήταν αναμενόμενο, η αναγωγή αυτή 

επηρεάζεται από τη διαφορετική σύμπλεξη του αξονικού υποκαταστάτη. Το πρώτο 

σύμπλοκο, έχοντας χαμηλότερη ηλεκτρονιακή πυκνότητα στο κέντρο του Re από το 

πυριδινικό παράγωγο, εμφανίζει ευκολότερη Re(I)/Re(0) αναγωγή (λιγότερο αρνητικό 

δυναμικό).  

Μια ηλεκτροχημικά μη αντιστρεπτή κορυφή εμφανίζεται στα 0.679 V και 0.595 V για 

το MeCN- και py-σύμπλοκο, αντίστοιχα, η οποία βάση βιβλιογραφικών δεδομένων 

αποδίδεται στην οξείδωση του Re(I)→Re(II) [188]. Η καλύτερη π δεκτική ικανότητα της 

ομάδας του ακετονιτριλίου καθιστά το συγκεκριμένο σύμπλοκο περισσότερο δύσκολο 

στην οξείδωση, όπως μαρτυρά η περισσότερο θετική τιμή του πρώτου συμπλόκου.  

 

Πίνακας 8.7. Ηλεκτροχημικά δεδομένα για τα σύμπλοκα [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και 

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 σε DMF.  

Σύμπλοκα  Ered (V) Eox (V) 

Repq-MeCN -1.028
a
 1.286

b
 -1.866

a
  0.679

b
 

Repq-py -0.985
a
 -1.431

b
 -1.888

a
 -1.593

b
 0.595

b
 

a
. οι κορυφές είναι ηλεκτροχημικά ημι-αντιστρεπτές και οι τιμές εμφανίζονται ως 

Ε1/2=(Εp,a+Ep,c)/2 

b
. οι κορυφές είναι ηλεκτροχημικά μη-αντιστρεπτές και οι τιμές παρουσιάζονται ως το δυναμικό 

κορυφής. 

 

Κρυσταλλική δομή του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]PF6 

Μονοκρύσταλλοι του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]PF6 κατάλληλοι για περίθλαση 

ακτίνων Χ αναπτύχθηκαν από αέρια διάχυση αιθέρα σε διάλυμα ακετόνης. Το σύμπλοκο 

κρυσταλλώνει σε ένα μονοκλινές σύστημα P21/C, και στον Πίνακα 8.8 συνοψίζονται οι 

κρυσταλλογραφικές παράμετροι. Το διάγραμμα ORTEP και επιλεγμένα μήκη δεσμού και 

γωνίες δίνονται στο Σχήμα 8.20 και τον Πίνακα 8.9, αντίστοιχα. Πρέπει να σημειωθεί ότι 

η αρίθμηση των ατόμων του συμπλόκου ακολουθεί το σύστημα του κρυσταλλογράφου, 

και είναι διαφορετική από την αρίθμηση των ατόμων υδρογόνου που ακολουθήθηκε 

προηγουμένως για τα NMR δεδομένα.  

Η γεωμετρία του μεταλλικού κέντρου είναι οκταεδρική με τις τρεις καρβόνυλο ομάδες 

να συντονίζονται σε facial τρόπο. Ο pq υποκαταστάτης δρα διδοντικά χηλικά, υιοθετώντας 
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cis-διαμόρφωση, σε συμφωνία με έναν μεγάλο αριθμό pq συμπλόκων με διάφορα μέταλλα 

[182,183,189,190]. Το ισημερινό επίπεδο αποτελείται από τον pq υποκαταστάτη και από 

τις δύο καρβόνυλο ομάδες, C(20)–Ο(2) και C(21)–Ο(3). Το αξονικό επίπεδο, που 

αποτελείται από τον πυριδυνικό υποκαταστάτη και το C19 είναι σχεδόν κάθετο στο 

ισημερινό, με τη δίεδρη να είναι 86.03
ο
 (Σχήμα 8.21). Τα μήκη των δεσμών του ρηνίου με 

τα καρβονύλια δεν παρουσιάζουν καμία σημαντική διαφοροποίηση συγκριτικά με 

παρόμοια σύμπλοκα του τύπου αυτού [43,44]. Καμία ιδιαίτερη διαφοροποίηση δεν 

παρατηρείται και για το δεσμό Re(1)–N(1) (2.219Å) του αξονικού υποκαταστάτη, 

συγκριτικά με άλλα πυριδινικά σύμπλοκα, όπου ο δεσμός είναι περίπου 2.21 Å.  

 

 

Σχήμα 8.20. Το ORTEP διάγραμμα του συμπλόκου fac-[Re(CO)3(pq)(py)]PF6. 

 

Η γωνία N(2)–Re(1)–N(3) στο σύμπλοκο βρέθηκε ότι είναι 75.5
ο
, αρκετά μικρότερη 

από 90
ο
, γεγονός που πηγάζει από την μικρή γωνία χηλίωσης των κινοξαλινικών 

παραγώγων. Η γωνία αυτή είναι ίδια για σύμπλοκα αυτού του τύπου με dppz, dppn 

υποκαταστάτη [43,44]. Ο δεσμός Re–N(3) είναι κατά 0.11 Å μεγαλύτερος από τον Re–

N(2), κάτι που υποδηλώνει την ισχυρότερη δέσμευση του μετάλλου με το πυριδινικό παρά 

με το κινιξαλινικό τμήμα του pq υποκαταστάτη. Μάλιστα, στην περίπτωση του 

συμπλόκου που μελετάμε, ο δεσμός αυτός είναι αρκετά μεγαλύτερος (2.274Å) συγκριτικά 

με το σύμπλοκο του pq με το Pd(II) (2.062) [183]. Κάτι τέτοιο έχει παρατηρηθεί για πολλά 

ακόμα σύμπλοκα του συγκεκριμένου υποκαταστάτη [189,190]. Αυτό πιθανόν να οφείλεται 



 128 

σε στερεοχημική παρεμπόδιση που προκαλείται από το φαινυλικό τμήμα της κινοξαλίνης, 

ή ακόμα και στη διαφορά της δοτικής ισχύος των αντίστοιχων ατόμων αζώτου. Παρόλα 

αυτά και οι δύο δεσμοί βρίσκονται μέσα στα πλαίσια των μηκών δεσμών Re–N (από 2.16-

2.22 Å) που συναντάμε στη βιβλιογραφία για διαφορετικούς πολυπυριδινικούς 

υποκαταστάτες [43,44].  

Από το Σχήμα 8.21 παρατηρούμε ότι το Re βρίσκεται ουσιαστικά στο ίδιο επίπεδο με το 

ισημερινό (βρίσκεται υψηλότερα μόνο κατά 0.012 Å) που ορίζει ο σκελετός του pq 

υποκαταστάτη. Επιπλέον μια σημαντική παρατήρηση είναι ότι ο pq υποκαταστάτης 

διατηρεί την επιπεδότητα του μέσα στο σύμπλοκο. Το αντίθετο έχει παρατηρηθεί όταν το 

pq είναι υποκατεστημένο στην 6 θέση του κινοξαλινικού τμήματος, με κάποια –CH3 ή –

COOH ομάδα [182,185]. Συγκεκριμένα βρέθηκε ότι το πυρίδιλο με το κινοξαλινικό τμήμα 

της διιμίνης σχηματίζει γωνία 17.62
ο
 [185].  

 

 

Σχήμα 8.21. Πλάγια άποψη του συμπλόκου fac-[Re(CO)3(pq)(py)]PF6, όπου διακρίνεται η επιπεδότητα 

του pq υποκαταστάτη και η δίεδρη γωνία του αξονικού ως προς το ισημερινό επίπεδο. 
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Πίνακας 8.8. Κρυσταλλικά δεδομένα για το σύμπλοκο fac-[Re(CO)3(pq)(py)]PF6. 

εμπειρικός τύπος  C21 H14 F6 N4 O3 P Re 

μοριακό βάρος  701.53 

θερμοκρασία  293(2) K 

μήκος κύματος  0.71073 Å 

κρυσταλλικό σύστημα  monoclinic, P 21/C 

διαστάσεις μοναδιαίας κυψελίδας  

a = 10.727 (2) Å  α = 90
o
 

b = 13.140 (3) Å  β = 121,53 (2)
o
 

c = 19.392 (5) Å  γ = 90
o
 

όγκος  2329.8 (9) Å
3
 

Z, υπολογιζόμενη πυκνότητα  4, 2.000 Mg/m
3
 

συντελεστής απορρόφησης  5.364 mm
-1

 

F(000) 1344 

μέγεθος κρυστάλλου  0.50 x 0.40 x 0.20 mm
3
  

θ περιοχή για συλλογή δεδομένων  1.98 to 26.76
o
 

δείκτες περιορισμού (limiting 

indices) 

-13 ≤ h ≤ 13 

-16 ≤ k ≤ 16 

-24 ≤ l ≤ 24 

ανακλάσεις που συλλέγονται/ 

μοναδική 
24807 / 4831 [R(int) = 0.0864] 

πληρώτητα (completeness) σε  θ = 

26.76 
97.3 % 

max. and min. transmission 0.4134 and 0.1745 

μέθοσδος βελτίωσης  full-matrix least-squares on F
2
 

δεδομένα/περιορισμοί/παράμετροι  4831 / 102 / 272 

goodness-of-fit on F
2
 1.140 

τελικού δείκτες R [I>2σ(I)] R1 = 0.0620, wR2 = 0.1167 

δείκτες R (όλα τα δεδομένα) R1 = 0.1029, wR2 = 0.1265 

largest diff. peak and hole 0.971 and -1.678 e Å
-3
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Πίνακας 8.9. Επιλεγμένα μήκη δεσμού (Å) και γωνίες δεσμού (deg) για το σύμπλοκο fac-

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6. 

Μήκη Δεσμών  

Re(1)–C(21) 1.885(14) Re(1)–N(3) 2.274(4) 

Re(1)–C(20) 1.901(13) C(10)–C(11) 1.394(7) 

Re(1)–C(19) 1.914(13) C(19)–O(1) 1.154(14) 

Re(1)–N(1) 2.219(5) C(20)–O(2) 1.162(14) 

Re(1)–N(2) 2.162(5) C(21)–O(3) 1.176(15) 

Γωνίες Δεσμών  

N(1)–Re(1)–C(19) 177.6(4) N(3)–Re(1)–C(19) 91.4(4) 

N(1)–Re(1)–C(20) 91.9(4) N(3)–Re(1)–C(20) 172.0(4) 

N(1)–Re(1)–C(21) 94.5(4) N(3)–Re(1)–C(21) 104.0(5) 

N(1)–Re(1)–N(2) 83.5(3) C(19)–Re(1)–C(20) 88.5(5) 

N(1)–Re(1)–N(3) 87.9(2) C(19)–Re(1)–C(21) 87.9(5) 

N(2)–Re(1)–N(3) 75.5(2) C(20)–Re(1)–C(21) 84.0(6) 

N(2)–Re(1)–C(19) 94.0(4) O(1)–C(19)–Re(1) 178.1(11) 

N(2)–Re(1)–C(20) 96.5(4) O(2)–C(20)–Re(1) 179.1(12) 

N(2)–Re(1)–C(21) 178.0(4) O(3)–C(21)–Re(1) 177.9(13) 

 

8.4. Το τετρα-ρηνικό pq πορφυρινικό σύμπλοκο {H2TPyP[Re(CO)3(pq)]4}∙4PF6, 

(H2TPyP-4Re)  

8.4.1. Σύνθεση του ποφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re 

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Σε ένα αιώρημα H2TPyP (22.94 mg, 0.0365 mmol) σε μείγμα διαλυτών 

διχλωρομεθανίου:ακετόνης (1:1) προστίθεται 104.1 mg Repq-MeCN (0.157 mmol) και το 

μείγμα θερμαίνεται υπό αναρροή για 6 ώρες υπό ατμόσφαιρα Ν2. Μετά το τέλος του 

βρασμού το μείγμα αφήνεται να φτάσει σε θερμοκρασία δωματίου και διηθείται για να 

απομακρυνθεί η πορφυρίνη που δεν αντέδρασε. Το διήθημα συμπυκνώνεται μέχρι να 

μείνουν ~3 mL όγκου. Μετά από προσθήκη διαιθυλ-αιθέρα καταβυθίζεται καφέ στερεό το 

οποίο διηθείται υπό κενό. Το στερεό αυτό δεν είναι αρκετά καθαρό. Για επιπλέον 
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καθαρισμό το στερεό ανακρυσταλλώνεται από νιτρομεθάνιο (CH3NO2) και με τη βοήθεια 

αιθέρα καταβυθίζεται καφέ στερεό, το οποίο παραλαμβάνεται με διήθηση υπό κενό μετά 

από ψύξη. Απόδοση 20%, 16.2 mg.  

 

 

Σχήμα 8.22. Πορεία σύνθεσης του τετρα-ρηνικού pq πορφυρινικού συμπλόκου (H2TPyP-4Re). 

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης  

Γενικά, για την άμεση σύμπλεξη ενός μεταλλικού κέντρου στα περιφερειακά άζωτα της 

meso-τετρα-πυριδυλ-πορφυρίνης, έχουν αναπτυχθεί δύο μέθοδοι. Η πρώτη μέθοδος, που 

αναπτύχθηκε από τον K. Araki και τους συνεργάτες του [191], χρησιμοποιεί ως διαλύτη 

παγόμορφο οξικό οξύ, για να περιγράψει την σύμπλεξη των [Ru(bpy)2Cl]
+
 ομάδων στην 

H2TPyP. Η δεύτερη, και πιο πρόσφατη, αναπτύχθηκε από τον E. Alessio [122], για να 

περιγράψει την σύμπλεξη [Re(CO)3(bpy)]
+
 στην H2TPyP. Στη μέθοδο αυτή 

χρησιμοποιούνται οργανικοί διαλύτες, ενώ σαν πρόδρομο μόριο χρησιμοποιήθηκε το 

[Re(CO)3(bpy)(dmso-O)]
+
. Στην περίπτωση μας, χρησιμοποιήθηκε ως διαλύτης μείγμα 

διχλωρομεθανίου:ακετόνης και σαν πρόδρομο το [Re(CO)3(pq)(MeCN)]
+
. Η πορεία 

σύνθεσης του τέτρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.22.  

Ο συνδυασμός διαλυτών επιλέχθηκε προκειμένου να διαλυθεί η πορφυρίνη (με τη 

βοήθεια θέρμανσης) στο CH2Cl2 και να προχωρήσει η αντίδραση, αλλά και να μπορεί 

εύκολα να απομονωθεί η ποσότητα που δεν αντέδρασε μετά από ψύξη (σε αυτό βοηθάει η 

προσθήκη ακετόνης). Πράγματι, σε θερμοκρασία δωματίου η πορφυρίνη δεν διαλύεται 

στο μείγμα διαλυτών που επιλέξαμε, ενώ το σύμπλοκο είναι διαλυτό σε αυτό, και έτσι 
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απομονώθηκε εύκολα. Η προσθήκη αιθέρα στο διήθημα οδήγησε στη καταβύθιση του 

επιθυμητού συμπλόκου, αλλά και σε μια μικρή ποσότητα του πρόδρομου μορίου Repq-

MeCN. Η προσπάθεια καθορισμού του προϊόντος με στήλη (τόσο σε silica gel όσο και σε 

alumina) ήταν αδύνατη καθώς το επιθυμητό σύμπλοκο δεν προχωρούσε από τη γραμμή 

βάσης (RF=0). Η ανακρυστάλλωση με CH3NO2 οδήγησε τελικά στην απομόνωση του 

επιθυμητού συμπλόκου.  

Το νέο αυτό σύμπλοκο έχει καλή διαλυτότητα σε πολικούς οργανικούς διαλύτες όπως 

MeOH, acetone, DMF, είναι αρκετά διαλυτό σε CH2Cl2, αλλά δεν διαλύεται σε CHCl3. 

Παρουσία υδατικού διαλύματος, και σε υψηλές συγκεντρώσεις, το σύμπλοκο κάνει 

συσσωματώματα (aggregation), και καταβυθίζεται. Αυτό περιόρισε σε ένα σημαντικό 

βαθμό τις μελέτες αλληλεπίδρασης με το DNA, και πολύ περισσότερο τα in vitro 

πειράματα, όπως θα δούμε στα επόμενα κεφάλαια.  

 

8.4.2. Χαρακτηρισμός του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re 

IR Φασματοσκοπία  

Στο Σχήμα 8.23 φαίνεται το IR φάσμα του τετρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου σε 

δισκίο KBr. Οι πλέον χαρακτηριστικές κορυφές είναι αυτές που οφείλονται στις δονήσεις 

τάσης των καρβόνυλο ομάδων των μονάδων του Re(I) αλλά και των αντισταθμιστικών 

ιόντων 
-PF6  του πορφυρινικού παραγώγου. Οι δονήσεις ν(CO) παρατηρούνται στα 2035, 

1939 και 1923 cm
-1

. Συγκρίνοντας τις συχνότητες αυτές με τις αντίστοιχες του μονομερούς 

συμπλόκου Repq-py (Πίνακας 8.3), θα παρατηρήσουμε ότι είναι πολύ κοντά μεταξύ τους. 

Προφανώς κάτι τέτοιο δεν είναι παράλογο, αφού το χημικό περιβάλλον γύρω από την 

ομάδα Re(CO)3 είναι σε γενικές γραμμές ίδιο. Επομένως η μείωση της ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας στο τμήμα Re(CO)3 είναι παρόμοια, με αποτέλεσμα οι κορυφές ν(CO) να 

εμφανίζονται ενεργειακά πολύ κοντά.  

Στην ελεύθερη πορφυρίνη η δόνηση τάσης C=C των πυριδινικών δακτυλίων 

εμφανίζεται στη συχνότητα 1594 cm
-1

. Η αντίστοιχη για το πορφυρινικό σύμπλοκο 

παρατηρείται στα 1612 cm
-1

, εμφανώς μετατοπισμένη, προφανώς λόγω της άμεσης 

σύμπλεξης των ομάδων του Re(I). Οι δονήσεις παραμόρφωσης του πυρρολικού δακτυλίου 

εμφανίζονται στα 798 cm
-1

, χωρίς όμως να μετατοπίζεται αισθητά, όπως άλλωστε 

αναμέναμε.  
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Σχήμα 8.23. IR φάσμα του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re σε δισκίο KBr. 

 

NMR φασματοσκοπία  

Στο Σχήμα 8.24 φαίνεται το φάσμα 
1
H-NMR του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-

4Re σε δευτεριομένη acetone-d6, ενώ στον Πίνακα 8.10 συνοψίζονται οι χημικές 

μετατοπίσεις. Οι συντονισμοί της πορφυρίνης και του υποκαταστάτη pq αποδόθηκαν με τη 

βοήθεια 
1
H-

1
H COSY NMR, και το φάσμα παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.25. Στο φάσμα του 

πορφυρινικού παραγώγου εμφανίζονται οι χαρακτηριστικές κορυφές του pq. Γίνεται 

αμέσως εμφανές ότι τα τέσσερα μεταλλικά τμήματα είναι ισοδύναμα, εξαιτίας της 

ελεύθερης περιστροφής του δεσμού Re–N(py). Η διπλή κορυφή στα 8.10 ppm αποδίδεται 

αναμφίβολα στα πρωτόνια της πυριδίνης py3,5, ενώ τα πρωτόνια που βρίσκονται 

πλησιέστερα στο συμπλεγμένο άτομο Ν της py εμφανίζονται στα 8.71 ppm. Σε γενικές 

γραμμές, η σύμπλεξη ενός πυριδινικού τμήματος στο μεταλλικό κέντρο επιφέρει 

μετατόπιση των πρωτονίων σε χαμηλότερα πεδία, όπως άλλωστε παρατηρήσαμε να 

συμβαίνει με το σύμπλοκο [Re(CO)3(pq)(py)]
+
. Αντίθετα, στο συγκεκριμένο πορφυρινικό 

παράγωγο παρατηρείται μετατόπιση των Η2,6 σε υψηλότερα πεδία συγκριτικά με την 

ελεύθερη πορφυρίνη, κάτι που έχει παρατηρηθεί και για άλλα ανάλογα πορφυρινικά 

σύμπλοκα με Re [123] ή Ru [124]. Αυτό συμβαίνει εξαιτίας της θωράκισης που 

προκαλείται από τον pq υποκαταστάτη. Τα πρωτόνια των εσωτερικών αζώτων της 

πορφυρίνης εμφαζίζονται στα -3.45 ppm.  
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Σχήμα 8.24. Φάσματα 
1
H-NMR του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re σε Acetone-d6.  

 

 

Σχήμα 8.25. 
1
H-

1
H COSY NMR του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re σε Acetone-d6. 
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Πίνακας 8.10. Χημικές μετατοπίσεις (σε ppm) του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re. Σε 

παρένθεση φαίνεται ο αριθμός των πρωτονίων που αντιστοιχούν σε κάθε κορυφή. Η αρίθμηση των 

πρωτονίων είναι ίδια με αυτή που ακολουθήθηκε παραπάνω.  

Πρωτόνια  δ (ppm) 

H3 10.33s (4H) 

H3΄ 9.33d (4H) 

H4΄ 8.69mt (4H) 

H5΄ 8.26mt (4H) 

H6΄ 9.86d (4H) 

H5 8.48mt (4H) 

H6 8.31mt (4H) 

H7 8.48mt (4H) 

H8 9.17d (4H) 

py2,6 8.71mt (8H) 

py3,5 8.10d (8H) 

β-Η 8.59s (8H) 

N-H πυρρολιου -3.45s (2H) 

         s: απλή, d: διπλή, mt: πολλαπλή. 

 

UV-Vis φασματοσκοπία  

Στο Σχήμα 8.26 φαίνεται το φάσμα απορρόφησης του H2TPyP-4Re σε διαλύτες CH2Cl2, 

MeOH και acetone. Η ορατή περιοχή των φασμάτων κυριαρχείται από τα χαρακτηριστικά 

του πορφυρινικού συστατικού, εμφανίζοντας τέσσερεις Q bands στην περιοχή από 500 

έως 650 nm, και μια πολύ μεγάλης έντασης Soret band κοντά στα 420 nm. Στη UV 

περιοχή απορροφούν οι μονάδες του Re(I). Η Re(I)→pq MLCT μετάπτωση είναι 

κρυμμένη από την Soret band της πορφυρίνης, ενώ IL(pq) μετάπτωση εμφανίζεται στα 

370 nm με έναν «ώμο» στα 356 nm. Στον Πίνακα 8.11 συνοψίζονται τα μέγιστα μήκη 

κύματος και οι συντελεστές μοριακής απορροφητικότητας της ελεύθερης πορφυρίνης και 

του τετρα-ρηνικού παραγώγου. Συγκρίνοντας τις απορροφήσεις που οφείλονται στο 

πορφυρινικό συστατικό με τις αντίστοιχες της ελεύθερης πορφυρίνης, είναι εμφανής η 

μετατόπιση όλων των κορυφών προς το κόκκινο (red shift). Συγκεκριμένα, σε διαλύτη 

CH2Cl2, οι Q bands μετατοπίζονται κατά 5 nm και η Soret κατά 9 nm, ενώ η ένταση της 
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τελευταίας εμφανίζεται αρκετά μειωμένη σε σχέση την ελεύθερη πορφυρίνη. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι, με αύξηση της πολικότητας του διαλύτη παρατηρείται μετατόπιση των 

συγκεκριμένων κορυφών προς την μπλε περιοχή του φάσματος (blue shift), κατά 5 nm για 

τη Soret και 3 nm για τις Q bands.  

 

Πίνακας 8.11. UV-Vis φασματοσκοπικά δεδομένα της πορφυρίνης H2TPyP, και του αντίστοιχου 

πορφυρινικού παραγώγου το Re(I) (H2TPyP-4Re) και η απόδοση τους, σε διαλύτες CH2Cl2, MeOH και 

acetone. Σε παρένθεση φαίνονται οι συντελεστές μοριακής απορροφητικότητας, ε σε M
-1

cm
-1

.  

λmax σε nm (ε∙10
-3

 σε Μ
-1

cm
-1

)  

Απόδοση H2TPyP H2TPyP-4Re 

CH2Cl2 CH2Cl2 MeOH Acetone 

- 372 (103) 370 (83.0) 370 (89.0) IL (pq) 

416 (391) 425 (257) 420 (224) 420 (237) Soret band  

512 (17.0) 517 (17.0) 514 (13.6) 514 (14.9) 

Q bands  

545 (4.4) 553 (7.8) 549 (5.7) 548 (6.3) 

587 (5.0) 591 (5.8) 588 (4.3) 588 (5.1) 

642 (1.5) 647 (2.6) 645 (1.5) 644 (2.4) 
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Σχήμα 8.26. UV-Vis φάσματα του πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re (5 μΜ) σε διαλύτες CH2Cl2, 

MeOH και acetone. Στο ένθετο φαίνονται οι Q band της πορφυρίνης σε μεγέθυνση. 
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Το φάσμα του μεταλλικού τμήματος του H2TPyP-4Re (Σχήμα 8.26), είναι παρόμοιο με 

το φάσμα απορρόφησης του μονομερούς συμπλόκου Repq-py (Σχήμα 8.14). Μια πολύ 

ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι ότι ο συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας της 

π→π*(pq) του τετρα-ρηνικού πορφυρινικού παραγώγου είναι περίπου τετραπλάσιος από 

τον αντίστοιχο του μονομερούς συμπλόκου (Πίνακας 8.5).  

 

Φασματοσκοπία εκπομπής  

Η φθορίζουσα συμπεριφορά του ρηνιο-πορφυρινικού παραγώγου μελετήθηκε 

συγκριτικά με την ελεύθερη πορφυρίνη, σε διαφορετικά μήκη κύματος διέγερσης και σε 

διαφορετικούς διαλύτες. Η H2TPyP, με διέγερση στη Soret band, φθορίζει παρουσιάζοντας 

εκπομπή στα 649 και 712 nm σε διαλύτη διχλωρομεθάνιο (Σχήμα 8.27). Η εκπομπή αυτή 

παρατηρείται από την χαμηλότερη απλή διεγερμένη κατάσταση (S1→S0) και μπορεί να 

αποδοθεί στις Q(0,0) και Q(1,0) μεταπτώσεις. Η ίδια εκπομπή παρατηρείται ακόμα και αν 

διεγείρουμε στις Q bands της πορφυρίνης (λex=512 nm).  
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Σχήμα 8.27. Φάσμα εκπομπής της H2TPyP (κόκκινη γραμμή) και του H2TPyP-4Re (μαύρη γραμμή). 

Τα φάσματα ελήφθησαν στις ίδιες ακριβώς συνθήκες, σε CH2Cl2 και μήκος κύματος διέγερσης λex = 

415 nm. Η συγκέντρωση των δύο παραγώγων ήταν 0.1 μΜ. 

 

Όταν η ομάδα [Re(CO)3(pq)]
+
 συμπλέκεται περιφερειακά στις πυριδυλ-ομάδες της 

πορφυρίνης παρατηρείται σημαντική μείωση του φθορισμού, αλλά το φάσμα εκπομπής 

διατηρεί τα χαρακτηριστικά του πορφυρινικού δακτυλίου, όπως φαίνεται στο Σχήμα 8.27. 
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Παρατηρείται μόνο μια μικρή βαθοχρωμική μετατόπιση του μέγιστου μήκους κύματος 

κατά 4 nm, όπως φαίνεται στον Πίνακα 8.12. H ίδια συμπεριφορά παρατηρείται ακόμα και 

με διέγερση στις Q bands (λex=512 nm), η παρατηρούμενη φωταύγεια, όμως, είναι 

χαμηλότερης έντασης. Ως εκ τούτου, η φωταύγεια αναμένεται να επικεντρώνεται γύρω 

από τη χαμηλότερη διεγερμένη απλή κατάσταση της πορφυρίνης, και όχι στη χαμηλότερη 

διεγερμένη τριπλή κατάσταση της ομάδας [Re(CO)3(pq)(py)]
+
. Η ομάδα αυτή, όπως 

συζητήσαμε προηγουμένως, παρουσιάζει εκπομπή στα 656 nm σε διαλύτη CH2Cl2, αλλά 

δεν μπορούμε να την παρατηρήσουμε λόγω της πολύ μικρής κβαντικής απόδοσης της 

(Πίνακας 8.6).  

Ανάλογη συμπεριφορά έχει παρατηρηθεί τόσο μετά από τη σύμπλεξη ομάδων 

[Ru(bpy)2Cl]
+
, όσο και [Re(CO)3(bpy)]

+
, και μάλιστα βρέθηκε ότι η κβαντική απόδοση 

φθορισμού μειώνεται όσο αυξάνονται οι ομάδες μεταλλικών κέντρων στην περιφέρεια της 

πορφυρίνης [122-124]. Αυτό οφείλεται στην ενισχυμένη ενδοσυστηματική διασταύρωση 

της πορφυρινικής μονάδας, λόγω του heavy-atom effect που προέρχεται από τον πυρήνα 

του μετάλλου [122].  

Το φάσμα διέγερσης του πορφυρινικού παραγώγου H2TPyP-4Re, φαίνεται με μαύρη 

γραμμή στο Σχήμα 8.28. Εκ πρώτης όψεως, μοιάζει αρκετά με το φάσμα απορρόφησης 

του H2TPyP-4Re σε διαλύτη CH2Cl2, εμφανίζοντας τις Soret και Q bands μετατοπισμένες 

προς χαμηλότερα μήκη κύματος. Στη UV περιοχή του φάσματος διέγερσης του H2TPyP-

4Re, η μπάντα του μεταλλικού τμήματος, εμφανίζεται σαν ουρά γύρω στα 365 nm, και 

έχει εμφανώς μειωμένη ένταση. Αυτό πιθανώς να οφείλεται στο ότι οι διεγερμένες 

μονάδες του Re(I) καλύπτονται από την φθορίζουσα κατάσταση του πορφυρινικού 

τμήματος [122].  

Προκειμένου να διαπιστωθούν οι επιπτώσεις της πολικότητας του διαλύτη στην 

εκπομπή του H2TPyP-4Re, πραγματοποιήθηκαν τα ίδια πειράματα σε MeOH (Σχήμα 8.28, 

Πίνακας 8.12). Τα αποτελέσματα έδειξαν σαφώς ότι, για το παραπάνω σύμπλοκο, οι 

ιδιότητες εκπομπής δεν επηρεάζονται αισθητά από την πολικότητα του διαλύτη, σε 

αντίθεση με ότι παρατηρήσαμε για το μονομερές σύμπλοκο [Re(CO)3(pq)(py)]
+
.  
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Σχήμα 8.28. Φάσματα διέγερσης (μαύρη γραμμή) και εκπομπής (κόκκινη γραμμή) του συμπλόκου 

H2TPyP-4Re (0.1 μΜ) σε διαλύτες CH2Cl2 (πάνω) και MeOH (κάτω). 

 

Πίνακας 8.12. Δεδομένα φασμάτων εκπομπής της ελεύθερης πορφυρίνης (H2TPyP), του μονομερούς 

συμπλόκου (Repq-py), και του τετρα-ρηνικού πορφυρινικού παραγώγου H2TPyP-4Re.  

Ενώσεις   Διαλύτες  λem / nm 

H2TPyP CH2Cl2 649, 712 

Repq-py 
CH2Cl2 656 

MeOH 658 

H2TPyP-4Re 
CH2Cl2 653, 716 

MeOH 650, 713 
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8.5. Το χλωρο-γάλλιο(ΙΙΙ) πυρφυρινάτο σύμπλοκο, [(TPyP)GaCl] 

8.5.1 Σύνθεση του χλωρο-γάλλιο(ΙΙΙ) πυρφυρινάτο συμπλόκου 

Γενική Πορεία Σύνθεσης  

Σε 60 mL παγόμορφου οξικού οξέος (glacial acetic acid) προστίθενται 117 mg (0.18 

mmol) H2TPyP, 55 mg (0.28 mmol) GaCl3 και 103.4 mg (1.26 mmol) άνυδρου οξικού 

νατρίου. Το μείγμα βράζεται υπό αναρροή και υπό ανάδευση (~130 
o
C) όλη νύχτα. Την 

επόμενη μέρα το μείγμα ψύχεται στους 0 
o
C για μια ώρα και σχηματίζεται ένα βαθύ μωβ 

μικροκρυσταλλικό στερεό, το οποίο παραλαμβάνεται με διήθηση και ανακρυσταλλώνεται 

από ακετόνη και καταβυθίζεται με εξάνιο. Το τελικό προϊόν ξηραίνεται στους 120 
o
C για 

μια ημέρα. Απόδοση 42%, 54.6 mg.  

 

Σχολιασμός Μεθόδου Σύνθεσης  

Για τη σύνθεση πορφυρινικών συμπλόκων του Ga(III) έχουν αναπτυχθεί τρεις γενικές 

μέθοδοι. Η πρώτη χρησιμοποιεί Ga(acac)2 σε φαινόλη [192], ενώ η δεύτερη 

NH4Ga(SO4)2∙12H2O σε οξικό οξύ [193]. Η τρίτη, και πιο διαδεδομένη, είναι αυτή που 

αναπτύχθηκε από τους A. Coutsolelos et al. [194] και χρησιμοποιεί GaCl3 σε οξικό οξύ. 

Από τη συγκεκριμένη αντίδραση παράγονται οι αντίστοιχες χλωρο-γάλλιο(ΙΙΙ) 

πορφυρίνες, σε αποδόσεις που κυμαίνονται από 70 έως 90%. Από το μείγμα αντίδρασης 

παράγεται και ένα μικρό ποσοστό (~3.5%) της ασετάτο-πορφυρίνης, (TPP)Ga(OAc), που 

μπορεί να απομονωθεί από το διήθημα με εκχύλιση.  

 

 

Σχήμα 8.29. Πορεία σύνθεσης του χλωρο-Ga(III) πορφυρινάτο συμπλόκου (TPyP)GaCl. 

 

Ακολουθώντας λοιπόν, την πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 8.29 συντέθηκε ένα νέο 

Ga(III) πορφυρινάτο σύμπλοκο. Η πορεία της αντίδρασης μπορεί εύκολα να 
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παρακολουθηθεί με φασματοσκοπία ορατού, μέσω της εξαφάνισης των Q ταινιών της 

ελεύθερης πορφυρίνης. Το νέο αυτό σύμπλοκο διαλύεται καλά σε πολικούς διαλύτες, όπως 

MeOH, DMSO, DMF, acetone, με τη μέγιστη διαλυτότητα να παρατηρείται στην MeOH. 

Σε αντίθεση με την ελεύθερη πορφυρίνη, το σύμπλοκο δεν διαλύεται σε CHCl3. Σε όξινα 

διαλύματα η μεταλλοπορφυρίνη διαλύεται ελαφρώς, λόγω της πρωτονίωσης των 

περιφερειακών αζώτων. Το χρώμα του διαλύματος είναι μωβ (όπως και στη μεθανόλη) σε 

αντίθεση με την ελεύθερη πορφυρίνη που σε οξύ δίνει έντονο πράσινο χρώμα.  

 

8.5.2. Χαρακτηρισμός του χλωρο-γάλλιο(ΙΙΙ) πυρφυρινάτο συμπλόκου 

Το σύμπλοκο αυτό χαρακτηρίστηκε πλήρως με φασματοσκοπικές μεθόδους όπως IR, 

NMR, MS, UV-Vis και εκπομπής.  

IR Φασματοσκοπία  

Το IR φάσμα του (TPyP)GaCl σε δισκίο KBr παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.30 και οι 

κυριότερες κορυφές δόνησης παρατίθενται στον Πίνακα 8.13. Η ασθενής δόνηση τάσης 

του δεσμού Ν-Η της ελεύθερης Η2TPyP απουσιάζει, εξαιτίας της αντικατάστασης των 

όξινων υδρογόνων του πυρρολίου από το μεταλλικό ιόν. Οι κορυφές στα 1597 και 1539 

cm
-1

 αποδίδονται στις C=C δονήσεις τάσης των πυρίδυλο ομάδων και του πυρρολίου, 

αντίστοιχα. Οι κορυφές αυτές δεν επηρεάζονται αισθητά από την παρουσία μετάλλου στο 

εσωτερικό της πορφυρίνης. Στα 1350 cm
-1

 απορροφά η CN τάση του πυρρολικού 

δακτυλίου, ενώ στα 802 cm
-1

 η εκτός επιπέδου κάμψη του πυριδινικού δακτυλίου.  
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Σχήμα 8.30. Το IR φάσμα της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl σε δισκίο KBr. 
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Μια άλλη χαρακτηριστική κορυφή του φάσματος υπερύθρου του γαλλιο-πορφυρινάτο 

συμπλόκου είναι αυτή στα 1012 cm
-1

 που αποδίδεται στη δόνηση παραμόρφωσης του 

πορφυρινικού δακτυλίου. Για την ελεύθερη μετάλλου πορφυρίνη η κορυφή αυτή 

εμφανίζεται στα 972 cm
-1

. Η ακριβής θέση της συγκεκριμένης κορυφής σχετίζεται άμεσα 

με τη φύση του μετάλλου και με την ισχύ των δεσμών μετάλλου-αζώτου της 

μεταλλοπορφυρίνης. Συγκριτικά, με άλλες μεταλλοπορφυρίνες της Η2TPyP, η αντίστοιχη 

του Ga(III) βρέθηκε να εμφανίζει αυξημένη σταθερότητα, με τη σειρά να είναι 

Ga
III

(1012)>Ni
II
(1010)>Co

II
(1000)>Zn

II
(997) [195]. Η σειρά σταθερότητας των M(TPyP) 

(όπου Μ κάποιο μεταλλικό ιόν) πιθανόν να επηρεάζεται από διαμοριακές 

αλληλεπιδράσεις. Οι αξονικοί υποκαταστάτες θα μπορούσαν επίσης, να επηρεάσουν τη 

φύση του δεσμού μετάλλου πορρφυρίνης.  

Δυστυχώς όμως, αυτή η τεχνική δεν μας βοηθάει να «δούμε» καθαρά τον αξονικό 

υποκαταστάτη του Cl. Η δόνηση τάσης του δεσμού Ga-Cl, σύμφωνα με βιβλιογραφικά 

δεδομένα [194], παρατηρείται στα 330-370 cm
-1

. Παρ’ όλα αυτά, μπορούμε να 

αποκλείσουμε τη σύμπλεξη κάποιου ασετάτο ή υδρόξο υποκαταστάτη, που είναι και οι 

πλέον πιθανοί που προκύπτουν από την αντίδραση. Συγκεκριμένα, η τάση ν(ΟΗ) θα 

εμφανιζόταν σαν μια οξεία κορυφή στα 3580-3640 cm
-1

 [196]. Στην περίπτωση του –OAc 

αξονικού υποκαταστάτη θα παρατηρούσαμε την τάση νas(C=O) περίπου στα 1665 cm
-1

 και 

την νs(C-O) στα 1270-1290 cm
-1

. Αν και στο Σχήμα 8.30 εμφανίζεται μια ισχυρή κορυφή 

στα 1632 cm
-1

, εντούτοις η περιοχή του φάσματος στα 1240-1340 cm
-1

 είναι εντελώς 

καθαρή.  

 

Πίνακας 8.13. Χαρακτηριστικές δονήσεις (σε cm
-1

) της ελεύθερης πορφυρίνης (H2TPyP) και της 

Ga(III) μεταλλοπορφυρίνης.  

H2TPyP (TPyP)GaCl Απόδοση 

3311 - Ν-Η δόνηση τάσης 

1594 1597 pyridine skeletal str 

1544 1539 C=C (pyrrole) δόνηση τάσης 

1352 1352 C=N (pyrrole) δόνηση τάσης 

972 1012 παραμόρφωση δακτυλίου προφυρίνης 

785 802 CH εκτός επιπέδου κάμψη (pyridine) 
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NMR φασματοσκοπία  

Τα φάσματα πρωτονίου NMR της μεταλλοπορφυρίνης σε διαλύτες MeOD και DMSO 

φαίνονται στο Σχήμα 8.31, ενώ στον Πίνακα 8.14 συνοψίζονται οι χημικές μετατοπίσεις 

των πρωτονίων. Η απόδοση των κορυφών έγινε με φασματοσκοπία δύο διαστάσεων 

COSY, και το φάσμα φαίνεται στο Σχήμα 8.32.  

 

 

 

Σχήμα 8.31. Φάσματα 
1
Η-NMR της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl σε MeOD-d4 (πάνω) και DMSO-

d6 (κάτω). 

 

Λόγω του γεγονότος ότι δεν υπάρχει κάποιος κοινός διαλύτης που να διαλύει την 

ελεύθερη πορφυρίνη και την αντίστοιχη του Ga(III), δεν μπορεί να γίνει ακριβής σύγκριση 

των δεδομένων NMR για την μεταλλοποφυρίνη με την ελεύθερη μετάλλου. Εντούτοις, με 

μια πρώτη ματιά γίνεται εύκολα αντιληπτό ότι η κορυφή των Ν-Η του πυρρολίου στα 

αρνητικά ppm απουσιάζει, κάτι που υποδηλώνει την σύμπλεξη του γαλλίου στο κέντρο 

της πορφυρίνης. Κατά τα άλλα, στην αρωματική περιοχή παρατηρούμε τα πρωτόνια που 

αντιστοιχούν στα Η2,6 και Η3,5 της πυριδίνης και τα β-Η του πυρρολίου. Ενδιαφέρον 

προκαλεί η σημαντική αποπροάσπιση των β-υδρογόνων του πυρρολίου συγκριτικά με τα 

υδρογόνα του πυριδινικού δακτυλίου, αφού εμφανίζονται πλέον σε χαμηλότερα πεδία από 

τα Η2,6 (Σχήμα 8.31, πάνω). Αυτό βέβαια δεν πρέπει να μας προκαλεί εντύπωση, αφού 

βρίσκονται πολύ κοντά στη θέση σύμπλεξης. Η αλλαγή του διαλύτη σε DMSO προκαλεί 

χαμηλότερη αποπροάσπιση όλων των πρωτονίων, και όχι καλό διαχωρισμό των κορυφών 

β-Η με τα Η2,6 (Σχήμα 8.31, κάτω).  
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Από τα φάσματα NMR μπορούμε να επιβεβαιώσουμε ότι δεν έχει συμπλεχθεί αξονικά 

στο μέταλλο κάποιος -OAc ή -OH υποκαταστάτης, τα πρωτόνια των οποίων θα 

εμφανιζόταν στο NMR. Από βιβλιογραφικά δεδομένα για ανάλογες μεταλλοπορφυρίνες 

του Ga(III) θα αναμένονταν κορυφές σε πολύ ισχυρά πεδία (αρνητικές τιμές ppm) [196].  

 

Πίνακας 8.14. Χημικές μετατοπίσεις (σε ppm) της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl σε MeOD-d4 και 

DMSO-d6. Σε παρένθεση φαίνεται ο αριθμός των πρωτονίων που αντιστοιχούν σε κάθε κορυφή.  

Πρωτόνια 

δ (ppm)  

MeOD DMSO 

H2,6 πυριδίνης  9.13d (8H) 9.09d (8H) 

β-Η πυρρολίου 9.32s (8H) 9.13s (8H) 

H3,5 πυριδίνης  8.46d (8H) 8.27d (8H) 

 

 

Σχήμα 8.32. 
1
Η-

1
Η COSY NMR της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl σε DMSO-d6. 

 

Φασματοσκοπία μάζας  

Τα φάσματα μάζας της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl ελήφθησαν σε Mass 

Spectrometer TSQ 7000 Finnigan MAT, και σε διαλύτη μεθανόλη, στο Εθνικό Ίδρυμα 

Ερευνών. Τα φάσματα MS της πορφυρίνης του γαλλίου(ΙΙΙ) παρουσιάζονται στο Σχήμα 

8.33 (θετικός ιονισμός) και 8.34 (αρνητικός ιονισμός), και στον Πίνακα 8.15 συνοψίζονται 

οι κυριότερες κορυφές και η απόδοση τους σε θραύσματα. Στο θετικό ιονισμό η κορυφή 
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με τη μεγαλύτερη αφθονία αντιστοιχεί στο θραύσμα [M-Cl]
+
. Το ιόν Μ˙+

 δεν 

παρατηρείται. Στον αρνητικό ιονισμό η κορυφή με τη μεγαλύτερη αφθονία εμφανίζεται 

στα 757.07 και αποδίδεται στο ιόν [M+Cl]
-
, όπου η μεταλλοπορφυρίνη έχει ένα επιπλέον 

άτομο χλωρίου.  

 

 

Σχήμα 8.33. Φάσμα μάζας της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl, μετά από θετικό ιονισμό. 

 

 

 

Σχήμα 8.34. Φάσμα μάζας της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl, μετά από αρνητικό ιονισμό. 

 

Από της παραπάνω τρεις τεχνικές που αναφέραμε δεν μπορούμε να προβλέψουμε με 

απόλυτη βεβαιότητα τον αξονικό υποκαταστάτη. Παρόλα αυτά από το NMR αλλά και από 

το MS με αρνητικό ιονισμό, μπορούμε να προτείνουμε τη σύμπλεξη ενός ατόμου χλωρίου 

στο μέταλλο. Βάση βιβλιογραφικών δεδομένων [192-194,196,197] οι μεταλλοπορφυρίνες 
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του γαλλίου(ΙΙΙ) είναι πενταενταγμένες, σχηματίζοντας δηλαδή τέσσερις δεσμούς με τα 

άζωτα της πορφυρίνης και ένα δεσμό με τον αξονικό υποκαταστάτη. Μόνο στην 

περίπτωση που ο αξονικός υποκαταστάτης είναι το Η2Ο, το Ga(III) έχει αριθμό ένταξης 6. 

Στην περίπτωση αυτή η μεταλλοπορφυρίνη είναι θετικά φορτισμένη, ενώ σε όλες τις 

υπόλοιπες είναι ουδέτερη [197]. Επομένως η πιθανότερη δομή της πορφυρίνης του 

γαλλίου(ΙΙΙ) είναι αυτή που προτείνεται στο Σχήμα 8.29.  

 

Πίνακας 8.15. Δεδομένα φάσματος μάζας της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl. Σε παρένθεση φαίνεται 

η % σχετική αφθονία.  

 Θετικός ιονισμός Αρνητικός ιονισμός 

Ιόντα [M-Cl]
+
 [M-Cl+1]

+
 [M-Cl+2]

+
 [M+Cl]

-
 [M+Cl-2]

-
 [M+Cl+1]

-
 [M+Cl+2]

-
 

m/z 
685.14 

(100) 

686.14 

(45) 

687.14 

(76) 

757.07 

(100) 

755.08 

(76) 

758.08 

(40) 

759.07 

(40) 

 

UV-Vis φασματοσκοπία  

Το φάσμα απορρόφησης της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl, που φαίνεται στο Σχήμα 

8.35, παρουσιάζει συμπεριφορά «κανονικής» πορφυρίνης. Συγκεκριμένα, εμφανίζεται μια 

ισχυρής έντασης Soret band [Β(0.0)] στα 419 nm και μια μικρότερης έντασης [Β(1.0)] σε 

χαμηλότερο μήκος κύματος. Ο διαχωρισμός της Soret band σε δύο δεν είναι κάτι 

πρωτόγνωρο για μεταλλοπορφυρίνες [194-196]. Στην ορατή περιοχή παρατηρούνται δύο 

Q bands στα 553 και 592 nm, και μια επιπλέον ταινία [Β(2.0)] στα 515 nm. Οι 

παρατηρούμενες μετατοπίσεις στις μεταπτώσεις ενέργειας και στις σχετικές εντάσεις των 

Q ταινιών εξαρτώνται από το φορτίο και την πολωσιμότητα του αξονικού υποκαταστάτη 

και σχετίζονται με τις αλλαγές στην ηλεκτρονιακή πυκνότητα του πορφυρινικού 

δακτυλίου [194].  

Όπως παρατηρούμε από τον Πίνακα 8.16, η αλλαγή του διαλύτη δεν επηρεάζει αισθητά 

τα μέγιστα των κορυφών του φάσματος απορρόφησης. Παρατηρείται μόνο μια μικρή 

αύξηση στους συντελεστές μοριακής απορροφητικότητας των κορυφών.  
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Σχήμα 8.35. Φάσματα UV-Vis της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl (5 μΜ) σε MeOH (μαύρη γραμμή) 

και DMSO (κόκκινη γραμμή). Στο ένθετο φαίνονται οι Q bands σε μεγέθυνση. 

 

Πίνακας 8.16. UV-Vis φασματοσκοπικά δεδομένα της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl και η απόδοση 

τους, σε διαλύτες MeOD και DMSO. Σε παρένθεση φαίνονται οι συντελεστές μοριακής 

απορροφητικότητας, ε σε M
-1

cm
-1

.  

λmax σε nm (ε∙10
-3

 σε Μ
-1

cm
-1

)   

MeOH DMSO Απόδοση 

321 (15.5) 323 (11.3) N band 

399 (26.5) 399 (27.1) Soret [B(1,0)] 

419 (355) 420 (408) Soret [B(0,0)] 

515 (1.8) 513 (1.9) Q(2,0) 

553 (13.6) 551 (14.0) Q(1,0) 

592 (2.8) 589 (3.1) Q(0,0) 

 

Φασματοσκοπία εκπομπής  

Στο Σχήμα 8.36 φαίνεται το φάσμα διέγερσης και εκπομπής της μεταλλοπορφυρίνης 

(TPyP)GaCl σε διαλύτη MeOH. Τα φάσματα ελήφθησαν σε κορεσμένα με αέρα 

διαλύματα και σε θερμοκρασία δωματίου. Το φάσμα διέγερσης δεν παρουσιάζει καμία 

αξιόλογη διαφορά με το φάσμα απορρόφησης της μεταλλοπορφυρίνης.  

Το φάσμα εκπομπής είναι χαρακτηριστικό για πορφυρίνες και εμφανίζει δύο κορυφές 

στα 598 και 653 nm, μετά από διέγερση στη Soret band (λex=419 nm). Η ίδια 
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συμπλεριφορά παρατηρείται και μετά από διέγερση στις Q bands της μεταλλοπορφυρίνης 

(λex=553 nm). Σύμφωνα με όσα συζητήσαμε στο κεφάλαιο 4, η μετάπτωση αυτή πρέπει να 

έχει χαρακτήρα π→π*, επειδή το Ga(III) είναι d10 μέταλλο.  
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Σχήμα 8.36. Φάσμα διέγερσης (μαύρη γραμμή) και εκπομπής (κόκκινη γραμμή) της 

μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl (1 μΜ) σε διαλύτη MeOH. 

 

Αν και μια σύγκριση των φασμάτων εκπομπής της μεταλλοπορφυρίνης και της 

ελεύθερης μετάλλου δεν είναι απόλυτα ασφαλής, λόγω του μη κοινού διαλύτη, εντούτοις 

μπορούμε να ισχυριστούμε ότι η παρουσία του Ga(III) στο κέντρο της αυξάνει σε ενέργεια 

τις κορυφές εκπομπής (μικρότερο μήκος κύματος). Αυτό συνεπάγεται ότι η εκπέμπουσα 

διεγερμένη κατάσταση βρίσκεται ενεργειακά υψηλότερα από την αντίστοιχη της H2TPyP.  

Αξίζει να σημειωθεί ότι για αρκετές μεταλλοπορφυρίνες [96], αλλά και για την 

γάλλιο(III) πορφυρίνη (TPP)GaCl [198] παρατηρείται εκπομπή από κάποια ανώτερη 

διεγερμένη κατάσταση (για παράδειγμα από την S2) και όχι από την S1 που παρατηρείται 

για την ελεύθερη πορφυρίνη H2TPyP.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9 

DNA-ΔΕΣΜΕΥΤΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ 

 

9.1. Αλληλεπίδραση του συμπλόκου Re(CO)3Cl[dppz-3,6(COOEt)2] με DNA 

9.1.1. Το σύμπλοκο Re(CO)3Cl[dppz-3,6(COOEt)2] 

Το σύμπλοκο Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] (όπου dppz-3,6-(COOEt)2: διπυριδο[3,2-

a:2΄,3΄-c]φαιναζινο-3,6-διαιθυλεστέρας) [στο εξής θα αναφέρεται ως Re(dppz-ester)Cl] 

συντέθηκε και χαρακτηρίσθηκε πλήρως από την Δρ. Ειρήνη Βερώνη στα πλαίσια της 

διδακτορικής της διατριβής [185].  

 

 

Σχήμα 9.1. Δομή του συμπλόκου Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] και η πλάγια άποψη της 

κρυσταλλικής δομής. Διακρίνεται η επιπεδότητα του υποκαταστάτη και η κλίση του αξονικού ως προς 

το ισημερινό επίπεδο. 

 

Προτού περάσουμε, όμως, στη μελέτη αλληλεπίδρασης του με το DNA, αξίζει να γίνει 

μια μικρή αναφορά στην κρυσταλλική δομή του συμπλόκου και κυρίως στην διαμόρφωση 

του υποκαταστάτη. Όπως αναφέραμε στο θεωρητικό μέρος της εργασίας, ο 

υποκαταστάτης είναι αυτός που θα κρίνει ως ένα μεγάλο βαθμό τον τρόπο δέσμευσης στο 

DNA. Άποψη της κρυσταλλικής δομής του συμπλόκου φαίνεται στο Σχήμα 9.1. Το άτομο 

του ρηνίου(Ι) υιοθετεί μια διαταραγμένη οκταεδρική γεωμετρία με τις τρεις καρβόνυλο 

ομάδες σε fac διευθέτηση, χωρίς όμως να παρατηρούνται σημαντικές αλλαγές στις 

αποστάσεις των δεσμών και των γωνιών με παρόμοια α-διιμινικά σύμπλοκα του Re(I). 

Από το Σχήμα 9.1 γίνεται ξεκάθαρο ότι ο υποκαταστάτης dppz-3,6-(COOEt)2 διατηρεί την 

επιπεδότητα του μέσα στο σύμπλοκο, και ορίζει το ισημερινό επίπεδο. Το τελευταίο 
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σχηματίζει δίεδρη γωνία ~25
ο
 με το αξονικό επίπεδο. Το μεταλλικό κέντρο βρίσκεται 

0.564 Å υψηλότερα από το ισημερινό επίπεδο, ενώ οι δύο εστερομάδες βρίσκονται επάνω 

και κάτω από το επίπεδο αυτό [185]. Η επιπεδότητα του υποκαταστάτη, το καθιστά 

αυτομάτως ως έναν καλό υποψήφιο για να δράσει ως παρεμβολέας στα ζεύγη βάσεων του 

DNA.  

 

9.1.2. Πειράματα θερμικής μετουσίωσης, Tm  

Η διπλή έλικα του φυσικού DNA (στη συγκεκριμένη μελέτη από θύμο αδένα 

βοοειδούς), η οποία σαγκρατείται με δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των συμπληρωματικών 

βάσεων, αυξανομένης της θερμοκρασίας αρχίζει να ξεδιπλώνεται και να διαχωρίζεται 

στους συμπληρωματικούς κλώνους. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να εμφανίζεται 

υπερχρωμικότητα (hyperchromicity) των διαλυμάτων του, δηλαδή αύξηση της 

απορρόφησης της κορυφής στα 258 nm, σχετικά απότομα πάνω από μια ορισμένη 

θερμοκρασία. Το μέσο της απότομης κλίσης της καμπύλης απορρόφησης συναρτήσει της 

θερμοκρασίας ονομάζεται «σημείο τήξεως» Tm. Το Tm υπολογίζεται με προσαρμογή των 

καμπυλών σε σιγμοειδή καμπύλη, με τη βοήθεια του προγράμματος Origin 8.0.  

Μέσω αυτής της τεχνικής επιχειρείται η μελέτη της επίδρασης του συμπλόκου στη 

σταθερότητα του C.T.-DNA σε πανομοιότυπα διαλύματα διαφόρων γραμμομοριακών 

αναλογιών. Τα διαλύματα παρασκευάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφωρικών pH=7.0 

και σταθερής ιοντικής ισχύος NaCl 5∙10
-3

 M. Οι τιμές της απορρόφησης των διαλυμάτων 

εκφράζονται ως %υπερχρωμικότητα (%hyp), η οποία ορίζεται ως:  

100
A

AA
%hyp

i

in 


 , 

όπου Ai η αρχική απορρόφηση στους 25 ºC και An η μετρούμενη σε κάθε θερμοκρασία 

απορρόφηση των διαλυμάτων. Η τελική % υπερχρωμικότητα μετράται στους 95 ºC, όπου 

θεωρείται ότι έχει περατωθεί η μετουσίωση του DNA. Η έκφραση αυτή προτιμήθηκε, 

ώστε να εξισωθούν οι επιδράσεις του συμπλόκου σε όλες τις αναλογίες συμπλόκου/DNA, 

επειδή και το σύμπλοκο απορροφά κοντά στα 258nm, δηλαδή στο μήκος κύματος που 

γίνεται ο προσδιορισμός του Tm.  

Αξίζει να σημειωθεί ότι έγινε και τυφλό πείραμα Tm διαλύματος συμπλόκου χωρίς την 

παρουσία DNA στις ίδιες συνθήκες και δεν παρατηρήθηκε καμία αξιόλογη μεταβολή στην 

απορρόφηση του, άρα η παρατηρούμενη μεταβολή οφείλεται αποκλειστικά στη 

μετουσίωση του δίκλωνου DNA.  
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Τα διαλύματα που μετρήθηκαν είχαν γραμμομοριακές αναλογίες (
DNA][

[complex]
r  ) r= 0, 

0.022, 0.055, 0.11, 0.22 με τη συγκέντρωση του C.T.-DNA να είναι σε όλα τα διαλύματα 

ίση με 1.5∙10
-5

 M. Σε όλα τα διαλύματα, είχαμε φροντίσει η αναλογία μεθανόλης/ νερού 

να είναι σταθερή. Τα διαλύματα αυτά αφέθηκαν για επώαση 24h πριν τη μέτρηση τους για 

την ολοκλήρωση της αντίδρασης. Στο Σχήμα 9.2 φαίνονται οι καμπύλες θερμικής 

μετουσίωσης της αλληλεπίδρασης του συμπλόκου Re(dppz-ester) με το C.T.-DNA, ενώ 

στον Πίνακα 9.1 συνοψίζονται τα σημεία μετουσίωσης, όπως αυτά υπολογίστηκαν μέσω 

του κατάλληλου υπολογιστικού προγράμματος. Επιπλέον, ο προσδιορισμός των σημείων 

τήξεως μπορεί να γίνει λαμβάνοντας την πρώτη παράγωγο των καμπυλών μετουσίωσης 

(d(%hyp)/dT), ώστε να καθοριστεί το Tm στο μέγιστο των καμπύλων της παραγώγου, οι 

οποίες αντιστοιχούν στο μέσον της απότομης κλίσης της καμπύλης.  
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Σχήμα 9.2. Καμπύλες θερμικής μετουσίωσης της αλληλεπίδρασης του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl με 

το DNA. 

 

Η παρουσία του συμπλόκου του Re(Ι) φαίνεται να επιφέρει πολύ μικρή μείωση του 

σημείου τήξεως, Tm, στο C.T.-DNA για όλους τους λόγους r, εκτός του r = 0.22, που 

πρακτικά δεν αλλάζει. Ταυτόχρονα, για όλους τους λόγους παρατηρείται αύξηση της 

υπερχρωμικότητας, από 18.44% που είναι για το ελεύθερο C.T.-DNA φτάνει στο 28.0% 

για το λόγο r=0.055.  

Συμπερασματικά, μπορούμε να πούμε ότι, τουλάχιστον υπό αυτές τις πειραματικές 

συνθήκες, το σύμπλοκο δεν επηρεάζει σημαντικά την σταθερότητα της διπλής έλικας. Σε 

καμία περίπτωση όμως αυτό δεν σημαίνει ότι δεν αλληλεπιδρά καθόλου με το DNA.  
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Πίνακας 9.1. Δεδομένα θερμικής μετουσίωσης και κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του 

συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl με το DNA.  

 Θερμική Μετουσίωση Κυκλικός Διχρωισμός 

 Tm (
o
C) ΔTm  %hyp λ (nm) Δε (M

-1
cm

-1
) 

r=0 82.68 (±0.41) 0 18.44 
240 -1.24 

270 +1.14 

r=0.022 81.82 (±0.50) -0.86 16.36 
241 -1.54 

271 (282) +1.46 

r=0.055 82.06 (±0.24) -0.62 28.04 
242 -1.24 

280 (270) +1.42  

r=0.11 81.32 (±0.26) -1.36 21.03 
241 -1.32 

270 (281) +1.44  

r=0.22 82.74 (±0.41) +0.06 17.05 
240 -0.90 

268 (280) +1.38  

        a
. ΔTm = Tm – TmDNA  

 

9.1.3. Πειράματα κυκλικού διχρωισμού (CD) 

Το CD του φυσικού CT-DNA είναι συντηρητικό, δίνοντας μια αρνητική κορυφή στα 

~246 nm, και μια θετική στα ~278 nm, με σημείο αλλαγής της κλίσης στα 258 nm, που 

αντιστοιχεί στο μέγιστο της κορυφής στο φάσμα ηλεκτρονικής απορρόφησης στη UV 

περιοχή. Τόσο η μορφή του φάσματος CD του DNA όσο και η ένταση και η θέση της κάθε 

ταινίας είναι ευαίσθητες κατά την αλληλεπίδραση, παρουσιάζοντας μεταβολές που είναι 

χαρακτηριστικές του τρόπου αλληλεπίδρασης.  

Στο Σχήμα 9.3 φαίνεται το φάσμα κυκλικού διχρωισμού του DNA αυξανομένης της 

συγκέντρωσης του συμπλόκου, ενώ στον Πίνακα 8.1 συνοψίζονται οι αλλαγές στην 

ένταση και το μήκος κύματος των κορυφών του DNA παρουσία του συμπλόκου. Γενικά 

δεν παρατηρείται καμία σημαντική αλλαγή ούτε στην ελλειπτικότητα, αλλά ούτε και στα 

μέγιστα μήκη κύματος των κορυφών. Γίνεται εύκολα σαφές λοιπόν, ότι η Β-διαμόρφωση 

του DNA δεν αλλάζει παρουσία του συμπλόκου, κάτω από τις συγκεκριμένες 

πειραματικές συνθήκες.  
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Σχήμα 9.3. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του C.T.-DNA με το σύμπλοκο 

Re(dppz-ester)Cl. 

 

9.1.4. Τιτλοδότηση ορατού-υπεριώδους (UV-Vis titration) 

Η εφαρμογή της φασματοσκοπίας ηλεκτρονικής απορρόφησης στη μελέτη 

αλληλεπίδρασης μορίων με το DNA είναι μία από τις πιο χρήσιμες τεχνικές. Οποιαδήποτε 

μεταβολή στην απορρόφηση και στο μέγιστο μήκος κύματος αποτελεί ένδειξη 

αλληλεπίδρασης. Συγκεκριμένα, μείωση της απορρόφησης (υποχρωμία), προκαλείται 

εξαιτίας της ισχυρής αλληλεπίδρασης στοιβάγματος ανάμεσα σε ένα αρωματικό 

χρωμοφόρο υποκαταστάτη και τα ζεύγη βάσεων του DNA. Επίσης, η μετατόπιση της 

θέσης του λmax προς μεγαλύτερα μήκη κύματος, βαθυχρωμία ή ερυθρή μετατόπιση (red 

shift), υποδηλώνει σταθεροποίηση της διπλής έλικας. Αντίθετα, μετατόπιση προς 

μικρότερα μήκη κύματος, υψιχρωμία ή κυανή μετατόπιση (blue shift), δείχνει 

αποσταθεροποίηση της έλικας του DNA. Η ερυθρή μετατόπιση σε συνδυασμό με 

υποχρωμία υποδηλώνει παρεμβολή της ένωσης στα ζεύγη βάσεων, ενώ υπερχρωμία 

υποδηλώνει πιθανότατα εξωτερική συναρμογή ή δέσμευση στην αύλακα του DNA [199].  

Στο Σχήμα 9.4 φαίνονται τα φάσματα απορρόφησης του συμπλόκου παρουσία και 

απουσία C.T.-DNA, έχοντας πάντα σταθερή τη συγκέντρωση του συμπλόκου (10 μΜ) και 

αλλάζοντας μόνο αυτή του DNA. Καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του DNA 

παρατηρείται μείωση της IL απορρόφησης στα 276 nm που φτάνει έως και 40%, με 

ταυτόχρονη μετατόπιση του μεγίστου μήκους κύματος προς το ερυθρό κατά 7 nm. Ο ώμος 

της MLCT μετάπτωσης στα 345 nm, παρουσιάζει υποχρωμισμό έως και 36.5% και 5 nm 

βαθοχρωμική μετατόπιση, κάτω από τις ίδιες πειραματικές συνθήκες. Ο συνδυασμός 

υποχρωμισμού με βαθυχρωμία δείχνει σαφή παρεμβολή του επίπεδου αρωματικού 

υποκαταστάτη του συμπλόκου στα ζεύγη βάσεων.  
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Ο ποσοτικός υπολογισμός της ισχύος της σύνδεσης γίνεται χρησιμοποιώντας την 

παρακάτω εξίσωση:  

)ε(εkε(ε

[DNA]

ε(ε

[DNA]

fbbfbfa 







1

))
 

όπου [DNA] είναι η συγκέντρωση του DNA, εa είναι ο συντελεστής μοριακής 

απορρόφησης σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος και υπολογίζεται ως Α/[complex], εb 

είναι ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης του δεσμευμένου με το DNA συμπλόκου, εf 

είναι ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης του ελεύθερου (μη δεσμευμένου) συμπλόκου, 

ενώ Kb είναι η σταθερά σύνδεσης της ένωσης με το DNA.  

Από την παραπάνω σχέση παρατηρείται ότι ο λόγος 
)fa ε(ε

[DNA]


 είναι γραμμική 

συνάρτηση της [DNA], και η σταθερά Κb υπολογίζεται από το λόγο της τεταγμένης στον 

άξονα των y προς την κλίση της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων. Το διάγραμμα της 

μεταβολής του λόγου [DNA]/(εa-εf) συναρτήσει της συγκέντρωσης [DNA] δίνεται στο 

Σχήμα 9.5. Μελετώντας της αλλαγές της IL απορρόφησης, η σταθερά σύνδεσης Kb 

βρέθηκε ίση με 1.34(±0.51)∙10
5
 M

-1
.  
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Σχήμα 9.4. Αλλαγές φασμάτων απορρόφησης του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl (10 μΜ) με αυξανόμενη 

συγκέντρωση CT-DNA (5-180 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών pH=7.0. 

 

Με μια γρήγορη ματιά στη βιβλιογραφία, θα διαπιστώσει κανείς ότι η σταθερά αυτή 

είναι μια τάξη μεγέθους μικρότερη από τα αντίστοιχα dppz σύμπλοκα του Ru(II). Αυτό 

προφανώς οφείλεται στο +2 φορτίο των συμπλόκων του ρουθηνίου, ενώ το υπό μελέτη 
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σύμπλοκο του ρηνίου είναι ουδέτερο. Το θετικό φορτίο αυξάνει τις ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις με το φωσφορικό σκελετό του DNA, αυξάνοντας και κατ’ επέκταση τη 

σταθερά σύνδεσης. Σε σχέση με ανάλογα Re(I) σύμπλοκα η σταθερά σύνδεσης είναι της 

ίδιας τάξης μεγέθους. Προφανώς, η δέσμευση του υπό μελέτη συμπλόκου είναι 

ισχυρότερη από ανάλογα σύνδεσης στην αύλακα σύμπλοκα της βιβλιογραφίας [53], 

επιβεβαιώνοντας τον παρεμβολικό τρόπο δέσμευσης του. Εντούτοις, η σταθερά δέσμευσης 

του Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] εμφανίζεται ελαφρώς μειωμένη συγκριτικά με 

περεμβολείς Re(I)-dppz σύμπλοκα της βιβλιογραφίας [42-44,51]. Η παρατήρηση αυτή 

φαίνεται να είναι φυσική συνέπεια της υποκατάστασης στην 3 και 6 θέση του dppz 

υποκαταστάτη. Η στερεοχημική παρεμπόδιση των εστερικών ομάδων φαίνεται να παίζει 

σημαντικό ρόλο στη δεσμευτική ισχύ του συμπλόκου.  
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Σχήμα 9.5. Καμπύλη μεταβολής του λόγου 10
8
*[DNA]/(εa-εf) συναρτήσει της συγκέντρωσης [DNA]*10

5
 

της τιτλοδότησης του Re(dppz-ester)Cl με DNA. 

 

9.1.5. Τιτλοδότηση εκπομπής (Emission titration)  

Όπως αναφέρθηκε στο θεωρητικό μέρος, πολλά σύμπλοκα με dppz υποκαταστάτη, σε 

υδατικά διαλύματα παρουσιάζουν αμελητέο φθορισμό. Παρουσία, όμως, DNA έχει 

παρατηρηθεί ότι η ένταση φθορισμού αυξάνεται, λόγω της παρεμβολής του dppz 

υποκαταστάτη ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων του DNA, με αποτέλεσμα το περιβάλλον γύρω 

από τον υποκαταστάτη να γίνεται λιγότερο πολικό. Τα σύμπλοκα αυτά καλούνται 

μοριακοί διακόπτες φωτός. Αυτή η ιδιότητα των συμπλόκων, σε συνδυασμό με την ισχυρή 

δεσμευτική τους ικανότητα, καθιστούν αυτά τα σύμπλοκα σημαντικούς μοριακούς 

ανιχνευτές για το DNA. Επομένως, η φασματοσκοπία εκπομπής είναι μια ακόμα 
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σημαντική ένδειξη της ύπαρξης αλληλεπίδρασης, και μπορεί να παρέχει πληροφορίες όχι 

μόνο για τη δεσμευτική ισχύ, αλλά και πολλά ακόμα χρήσιμα συμπεράσματα. Εδώ όμως 

πρέπει να τονιστεί ότι η αύξηση της εκπομπής δεν σημαίνει αναγκαστικά την παρεμβολή 

του υποκαταστάτη. Πρόσφατα, βρέθηκε ότι δεν απαιτείται η παρεμβολή στα ζεύγη 

βάσεων για να συμπεριφερθεί ένα σύμπλοκο ως μοριακός διακόπτης φωτός [200].  

Τα πειράματα τιτλοδότησης εκπομπής πραγματοποιήθηκαν σε πανομοιότυπα διαλύματα 

με την τιτλοδότηση ορατού. Τα δείγματα παρασκευάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών και αφέθηκαν προς επώαση 24 h. Τα φάσματα εκπομπής των διαλυμάτων 

αυτών παρουσία και απουσία DNA φαίνονται στο Σχήμα 9.6. Μετά από διέγερση σε 

μήκος κύματος 350 nm, το σύμπλοκο παρουσιάζει αμελητέο φθορισμό, με μέγιστο στα 

425 nm. Όμως, μετά από προσθήκη DNA παρατηρείται σημαντική αύξηση της 

φωταύγειας. Παρόλα αυτά, από τα πειραματικά δεδομένα δεν προέκυψε η κατάλληλη 

καμπύλη ώστε να προσδιοριστεί με αξιοπιστία η σταθερά σύνδεσης.  
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Σχήμα 9.6. Φάσματα εκπομπής του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl (15 μΜ, λex=350 nm) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα φωσφορικών σε διάφορες συγκεντρώσεις DNA. Το βέλος δείχνει την αύξηση της έντασης 

αυξανομένης της συγκέντρωσης του DNA. 

 

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι το σύμπλοκο Re(dppz-ester)Cl επιδεικνύει 

συμπεριφορά μοριακού διακόπτη φωτός. Ο μηχανισμός του φαινόμενου έχει μελετηθεί 

λεπτομερέστατα για το σύμπλοκο [Re(CO)3(4-methypyridine)(dppz)]
+
 [42] 

αποκαλύπτοντας ότι η εκπομπή του δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου προέρχεται από 
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μια τριπλή ενδομοριακή κατάσταση, βασισμένη στον dppz υποκαταστάτη (
3
ILdppz). Η 

διαφορά των φωτοφυσικών ιδιοτήτων του συγκεκριμένου συμπλόκου με τα ανάλογα 

Ru(II)-dppz οφείλεται στο γεγονός ότι η dπ(Μ)→π*(dppz) 
3
MLCT βρίσκεται σε 

υψηλότερη ενέργεια στο σύμπλοκο του Re(I), με αποτέλεσμα να κυριαρχεί η 
3
ILdppz. Κατά 

συνέπεια, ένας παρόμοιος μηχανισμός μπορεί να υποτεθεί ότι ισχύει και στην περίπτωση 

μας.  

 

9.1.6. Πειράματα ιξωδομετρίας (Viscosity measurements) 

Οι οπτικές φωτοφυσικές μελέτες παρέχουν χρήσιμες, αλλά όχι επαρκείς ενδείξεις για να 

επαληθεύσουμε τον τρόπο σύνδεσης του DNA με χημικές ενώσεις. Η κατεξοχήν 

υδροδυναμική μέθοδος για τη διερεύνηση αυτών των αλληλεπιδράσεων είναι η 

ιξωδομετρία, επειδή είναι πολύ ευαίσθητη στη μεταβολή της δομής και του μήκους των 

αλυσίδων του μακρομορίου και θεωρείται η πλέον αδιάσειστη απόδειξη, όχι μόνο της 

ύπαρξης αλληλεπίδρασης, αλλά και του είδους της. Είναι δυνατόν, μάλιστα, με μετρήσεις 

του ιξώδους να διαγνωστεί το είδος της αλληλεπίδρασης, όπως π.χ. παρεμβολή 

(intercalation), δέσμευση στις αύλακες κ.α. Ειδικότερα, παρατηρείται ότι κλασσικά μόρια 

παρεμβολείς, όπως το βρωμίδιο του αιθιδίου, αυξάνουν το μήκος της έλικας, αφού τα 

ζεύγη βάσεων διαχωρίζονται για να φιλοξενηθεί το μόριο παρεμβολέας, όπως είδαμε στην 

§1.3.1, με συνέπεια να αυξάνεται το ιξώδες του διαλύματος του DNA. Αντίθετα, υπό τις 

ίδιες συνθήκες, μόρια που δεσμεύονται αποκλειστικά στις αύλακες του DNA προκαλούν 

κάμψη ή/και περιστροφή της έλικας του DNA, μειώνοντας το δραστικό μήκος της και 

κατά συνέπεια και το ιξώδες του μορίου.  

Οι μετρήσεις τους ιξώδους πραγματοποιήθηκαν σε θερμοστατούμενο ιξωδόμετρο στους 

25
 o

C  0.1
o
C, αυξάνοντας την ποσότητα του συμπλόκου και κρατώντας σταθερή αυτή του 

DNA. Τα τελικά διαλύματα είχαν συγκέντρωση ως προς DNA ίση με 15 μM και με 

προσθήκη, κάθε φορά ανάλογης ποσότητας διαλύματος συμπλόκου, σχηματίστηκαν 

διαλύματα των επιθυμητών λόγων r=[complex]/[DNA].  

Το σχετικό ιξώδες υπολογίζεται από τη σχέση:  

0

0

t

tt
n


 , 

όπου t ο χρόνος ροής σε s του κάθε διαλύματος και t0 ο χρόνος ροής του διαλυτή. Για τον 

έλεγχο της επαναληψημότητας των αποτελεσμάτων έγιναν τρεις μετρήσεις για κάθε λόγο, 
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οι οποίες δεν έπρεπε να διαφέρουν μεταξύ τους περισσότερο από 0,5s, και τελικός χρόνος 

ελήφθη ως ο μέσος όρος.  

Η αύξηση του μήκους της έλικας του DNA υπολογίστηκε από τα πειραματικά 

δεδομένα, σύμφωνα με τη προσεγγιστική σχέση:  
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όπου L, L0 το πειραματικό μήκος του σαν «κουβάρι» DNA, παρουσία και απουσία 

συμπλόκου, αντίστοιχα, n, n0 τα σχετικά ιξώδη (για τις συγκεντρώσεις του πειράματος 

θεωρούνται κατά προσέγγιση ίσα με το ανηγμένο ιξώδες) παρουσία και απουσία 

συμπλόκου, αντίστοιχα, t, tDNA και t0 είναι οι χρόνοι ροής των διαλυμάτων DNA παρουσία 

του συμπλόκου, του διαλύματος DNA απουσία του συμπλόκου και του διαλύτη 

(ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με NaCl), αντίστοιχα.  
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Σχήμα 9.7. Επίδραση αυξανομένων ποσοτήτων του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl στο σχετικό ιξώδες 

του CT-DNA (15 μΜ). 

 

Στο Σχήμα 9.7 παριστάνεται η μεταβολή του 
3
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
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 συναρτήσει του λόγου 

DNA][

[complex]
r  . Από αυτό το σχήμα είναι εμφανής η αύξηση του σχετικού ιξώδους του 

DNA από 1 σε 1.28 για σχετικά μικρούς λόγους r (r≤0.11), ενώ στη συνέχεια αυτό 

μειώνεται στο 1.08 για το λόγο 0.25. Η παρατηρούμενη αρχική αύξηση είναι της ίδιας 

έκτασης με το γνωστό παρεμβολέα βρωμίδιο του αιθιδίου, γεγονός που υποδηλώνει την 

κλασσική παρεμβολή (classical intercalation) του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl στα ζεύγη 
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βάσεων. Αντίθετα, σε μεγάλες συγκεντρώσεις (r=0.25) η παρατηρούμενη μείωση πιθανόν 

να οφείλεται στο γεγονός ότι το σύμπλοκο συνδέεται μερικώς (partial intercalation) ή και 

με μη-κλασσική παρεμβολή (non classical intercalation) στο DNA. Πιθανόν να 

αναπτύσσονται ηλεκτροστατικές δυνάμεις μεταξύ των εστερομάδων του υποκαταστάτη 

(που βρίσκονται εξωτερικά) και των φωσφορικών ομάδων της διπλής έλικας, και το 

φαινόμενο αυτό να συμβαίνει «ανταγωνιστικά» με την παρεμβολή, αφού το σχετικό 

ιξώδες είναι πάλι μεγαλύτερο από 1.00, που είναι το ιξώδες του ελεύθερου DNA.  

Η ενσωμάτωση λοιπόν, των –COOEt ομάδων στον dppz υποκαταστάτη και η 

διαταραγμένη οκταεδρική γεωμετρία του συμπλόκου προκαλούν στερεοχημικές 

παρεμποδίσεις, όταν το σύμπλοκο του ρηνίου αλληλεπιδρά με το DNA. Αυτές οι 

στερεοχημικές παρεμποδίσεις φαίνεται να είναι πιο σημαντικές σε μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις του συμπλόκου. Ως εκ τούτου, η υπό μελέτη ένωση μπορεί να 

παρεμβάλλεται λιγότερο βαθιά και σφιχτά στα ζεύγη βάσεων από ανάλογους κλασσικούς 

παρεμβολείς όπως, το fac-[Re(CO)3(4-methypyridine)(dppz)]
+
 ή το [Ru(bpy)2(dppz)]

2+
 

[17].  

 

9.1.7. Πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας (CV experiments) 

Η ηλεκτροχημική διερεύνηση της αλληλεπίδρασης του DNA με σύμπλοκα μπορεί να 

προσφέρει ένα χρήσιμο συμπλήρωμα σε άλλες φασματοσκοπικές μεθόδους, και 

πληροφορίες για το μηχανισμού αλληλεπίδρασης. Αρχικά, καταγράφονται τα κυκλικά 

βολταμμογραφήματα διαλύματος του συμπλόκου παρουσία και απουσία DNA και 

υπολογίζονται τα δυναμικά. Οποιαδήποτε μεταβολή του CV λαμβάνει χώρα μετά την 

προσθήκη DNA αποτελεί ένδειξη αλληλεπίδρασης. Γενικά, έχει δειχθεί ότι η παρεμβολή 

επιφέρει μετατόπιση των δυναμικών σε θετικότερες τιμές, ενώ η ηλεκτροστατική 

αλληλεπίδραση προς αρνητικότερες τιμές [199]. Πρέπει επίσης να σημειωθεί ότι όσο 

μεγαλύτερη είναι κατά απόλυτη τιμή η μεταβολή, τόσο ισχυρότερη είναι και η 

αλληλεπίδραση του συμπλόκου.  

Στο Σχήμα 9.8 φαίνονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα του συμπλόκου (85 μΜ) πριν 

και μετά την προσθήκη DNA (170 μΜ), σε 1:3 DMF/phosphate buffer. Για τα CV ως 

ηλεκτρόδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε Ag/AgCl, ως ηλεκτρόδιο εργασίας λευκοχρύσου 

και ως βοηθητικό ηλεκτρόδιο σύρμα λευκοχρύσου, και η ταχύτητα σάρωσης ήταν 100 

mV/s. Η ένταση του ρεύματος του μη αντιστρεπτού δυναμικού στα -0.98 V μειώνεται 

σημαντικά, ενώ ταυτόχρονα, το δυναμικό μετατοπίζεται προς θετικότερες τιμές κατά 45 

mV. Αυτό προτείνει την ύπαρξη αλληλεπίδρασης ανάμεσα στο σύμπλοκο και το DNA, και 
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μάλιστα μέσω παρεμβολής του επίπεδου dppz-3,6-COOEt υποκαταστάτη, κάτι που 

επιβεβαιώνει τις ανωτέρω ενδείξεις. Αξίζει να σημειωθεί ότι το φυσικό DNA δεν ανάγεται 

στο ηλεκτρόδιο λευκοχρύσου, επειδή η σταθερότητα της διπλής έλικας καθιστά τις βάσεις 

απρόσιτες στο ηλεκτρόδιο [201]. Συνεπώς, η παρατηρούμενη μείωση του ρεύματος μπορεί 

να αποδοθεί τόσο στην παρεμβολή του συμπλόκου ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων του DNA, 

όσο και στην ύπαρξη ενός μείγματος ισορροπίας ελεύθερου και δεσμευμένου στο DNA 

συμπλόκου με την επιφάνεια του ηλεκτροδίου [202].  
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Σχήμα 9.8. CV του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl απουσία (μαύρη γραμμή) και παρουσία CT-DNA 

(κόκκινη γραμμή). 

 

9.1.8. Μελέτη Διάσπασης του DNA (DNA cleavage studies)  

Η αντίδραση διάσπασης του DNA μπορεί εύκολα να μελετηθεί με ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή, αφού παρατηρείται αλλαγή στην κινητικότητα των διαφόρων μορφών του 

πλασμιδιακού DNA. Συγκεκριμένα, όταν κυκλικό υπερελικωμένο πλασμιδιακό DNA 

(supercoiled plasmid DNA) ηλεκτροφορηθεί μετακινείται σχετικά γρήγορα, 

παρατηρώντας μόνο την άθικτη υπερελικωμένη μορφή του (Form I). Εάν συμβεί σπάσιμο 

στον έναν κλώνο (nicking), τότε το DNA αποελικώνεται, αποδίδοντας την χαλαρή ή 

ανοιχτή κυκλική μορφή (relaxed or open circular, Form II), που κινείται πιο αργά. Αν 

σπάσουν και οι δύο κλώνοι, παρατηρείται η γραμμική μορφή (linear, Form III) που 

μεταναστεύει ανάμεσα στην Form I και II.  

Έτσι λοιπόν, προκειμένου να διαπιστωθεί η φωτοεπαγόμενη διάσπαση του DNA, το 

πλασμιδιακό pBR322 DNA (100 ng) επωάστηκε με διάφορες συγκεντρώσεις του υπό 

μελέτη σύμπλοκου, σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl (50 mM)/NaCl (18 mM), pH = 7.2. 
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Τα δείγματα ακτινοβολήθηκαν για 2 ώρες με ακτινοβολία μήκους κύματος λ>335 nm, 

ώστε να «κόψουμε» την UV-B ακτινοβολία που θα κατέστρεφε έτσι και αλλιώς το DNA. 

Ως δείγμα αναφοράς (control) χρησιμοποιήθηκε πλασμιδιακό pBR322 DNA και εκτέθηκε 

στις ίδιες ακριβώς συνθήκες όπως όλα τα δείγματα. Στο Σχήμα 9.9 φαίνεται το 

ηλεκτοφόρημα του πλασμιδιακού pBR322. Όπως αναμενόταν, καμία DNA-διάσπαση δεν 

παρατηρήθηκε στο δείγμα αναφοράς, όπου το σύμπλοκο απουσιάζει (lane 1). Καμία όμως 

διάσπαση δεν ανιχνεύθηκε ούτε παρουσία του συμπλόκου, τόσο σε συνθήκες σκότους 

(lane 2), όσο και μετά από ακτινοβόληση (lane 3-6), ακόμα και σε πολύ υψηλές 

συγκεντρώσεις του παραγώγου (200 μΜ, lane 6). Έτσι, γίνεται σαφές ότι το σύμπλοκο 

Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] δεν μπορεί να προκαλέσει καμία διάσπαση του 

πλασμιδιακού pBR322 DNA, ούτε χωρίς, αλλά ούτε και με ακτινοβόληση.  

 

 

Σχήμα 9.9. Διάγραμμα ηλεκτροφόρησης του pBR322 DNA (100 ng) με διάφορες συγκεντρώσεις του 

συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl σε ρυθμιστικό Tris-HCl/NaCl, pH = 7.2 και λir>335 nm. Lane 1: DNA 

control, Lane 2: DNA+200 μΜ συμπλόκου στο σκοτάδι, Lane 3-6: DNA+σύμπλοκο σε 10, 50, 100, 200 

μΜ, αντίστοιχα, μετά από ακτινοβόληση. 

 

Στο σημείο αυτό αξίζει να αναφέρουμε ότι ο χρόνος ζωής της διεγερμένης κατάστασης 

του συμπλόκου Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] σε θερμοκρασία δωματίου και σε διαλύτη 

MeCN βρέθηκε ~5 ns [185], που είναι πολύ μικρότερος από τον αντίστοιχο του 

[Re(CO)3(4-methylpyridine)(dppz)]
+
 στον ίδιο διαλύτη [42]. Σε υδατικά διαλύματα, ο 

χρόνος ζωής και η κβαντική απόδοση φθορισμού είναι ακόμα χαμηλότερα. Αν και, όπως 

διαπιστώσαμε προηγουμένως, το σύμπλοκο δεσμευμένο στο DNA παρουσιάζει 

εντονότερη φωταύγεια, εντούτοις αυτό δεν είναι αρκετό για να προκαλέσει 

αποτελεσματική φωτοδιάσπαση του DNA. Να σημειωθεί ότι ο χρόνος ζωής της 

διεγερμένης κατάστασης του δεσμευμένου με το DNA συμπλόκου [Re(CO)3(4-

methypyridine)(dppz)]
+ 

είναι 0.97 μs [42], πολύ μεγαλύτερος, δηλαδή, από του υπό μελέτη 

συμπλόκου. Έτσι λοιπόν μπορούμε να υποθέσουμε ότι η ανικανότητα φωτοδιάσπασης του 

DNA πιθανόν να οφείλεται στο μικρό χρόνο ζωής και την χαμηλή οξειδωτική ικανότητα 

της διεγερμένης κατάστασης του συμπλόκου.  
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9.1.9. Συζήτηση  

Όπως αναλύσαμε παραπάνω όλες οι πειραματικές τεχνικές συγκλίνουν στο ότι το 

σύμπλοκο Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] συνδέεται ισχυρά με το DNA, με σταθερά 

σύνδεσης 1.34∙10
5
 M

-1
, χωρίς όμως να μεταβάλει τη Β-διαμόρφωση του DNA, όπως 

διαπιστώθηκε με πειράματα κυκλικού διχρωισμού. Συγκεκριμένα, ο μηχανισμός 

αλληλεπίδρασης είναι παρεμβολικής φύσεως, χωρίς όμως να παραμένει το ίδιο είδος 

παρεμβολής σε όλη την έκταση των συγκεντρώσεων, κάτι που προτείνει το πείραμα της 

ιξωδομετρίας, και επιβεβαιώνει η τιμή της σταθεράς σύνδεσης. Η κλασική παρεμβολή που 

επικρατεί σε χαμηλές συγκεντρώσεις του συμπλόκου, φαίνεται να λειτουργεί 

ανταγωνιστικά με ένα είδος μη κλασσικής ή μερικής παρεμβολής, σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις του παραγώγου. Η υποκατάσταση του dppz με δύο εστερομάδες στην 3 και 

6 θέση είναι ο λόγος της που παρατηρείται η αλλαγή αυτή. Η διαταραγμένη οκταεδρική 

γεωμετρία του συμπλόκου και οι ογκώδεις εστερομάδες προκαλούν στερεοχημική 

παρεμπόδιση, η οποία είναι εντονότερη σε υψηλές συγκεντρώσεις, εμποδίζοντας την 

βαθιά και σφιχτή παρεμβολή του επίπεδου υποκαταστάτη. Αυτή η παρατήρηση ενισχύεται 

από τη χαμηλότερη τιμή της σταθεράς σύνδεσης του συγκεκριμένου συμπλόκου 

αναλογικά με Re(I)-dppz σύμπλοκα, που ο υποκαταστάτης δεν έχει τροποποιηθεί. Τα 

δεδομένα αυτά, υποδεικνύουν ότι το μέγεθος και η τροποποίηση του υποκαταστάτη έχει 

σημαντική επίδραση στην ισχύ της δέσμευσης στο DNA, και η κατάλληλη επιλογή του 

υποκαταστάτη θα οδηγήσει στην υψηλότερη συγγένεια με το DNA.  

Παρά την ελαφρώς μειωμένη συγγένεια του παραπάνω συμπλόκου, μπορεί να 

λειτουργήσει ως μοριακός διακόπτης φωτός, ανάλογα με τα συγγενικά dppz σύμπλοκα. Ο 

μηχανισμός φαίνεται να είναι ίδιος με αυτόν που προτάθηκε για το σύμπλοκο [Re(CO)3(4-

methypyridine)(dppz)]
+
 [42] όπου η φωταυγάζουσα 

3
ILdppz κατάσταση επικρατεί στο 

άπολο περιβάλλον του DNA. Αντίθετα σε πολικό περιβάλλον (χωρίς DNA) η 
3
ILdppz 

απενεργοποιείται μέσω εσωτερικής μετατροπής στην σκοτεινή 
3
MLCT κατάσταση.  

Αν και το σύμπλοκο συνδέεται αρκετά ισχυρά με το DNA και μπορεί να συμπεριφερθεί 

σαν μοριακός διακόπτης φωτός, εντούτοις είναι δύσκολο να προκαλέσει την άμεση φωτο-

διάσπαση του DNA, πιθανώς λόγω του μικρού χρόνου ζωής και την χαμηλή οξειδωτική 

ικανότητα της διεγερμένης κατάστασης του.  

Επομένως, η ενσωμάτωση των δύο εστερομάδων στον dppz υποκαταστάτη φαίνεται να 

επηρεάζει σημαντικά όχι μόνο την δεσμευτική ισχύ με το DNA, αλλά και τις φωτοφυσικές 

ιδιότητες του συμπλόκου, και κατά συνέπεια και την φωτο-διασπαστική του ικανότητα.  
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9.2. Αλληλεπίδραση του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl με DNA 

9.2.1. Πειράματα θερμικής μετουσίωσης, Tm  

Η επίδραση του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl στη σταθερότητα της διπλής έλικας 

του DNA μελετήθηκε με τον ίδιο ακριβώς τρόπο που αναφέρθηκε προηγουμένως για το 

σύμπλοκο Re(dppz-ester)Cl, δηλαδή σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με pH=7.0. Τα 

διαλύματα που παρασκευάστηκαν είχαν γραμμομοριακή αναλογία r=0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 

και επωάστηκαν για 24 h ώστε να ισορροπήσει το σύστημα. Στο Σχήμα 9.10 φαίνονται οι 

καμπύλες θερμικής μετουσίωσης του DNA από θύμο αδένα βοοειδούς παρουσία του 

συμπλόκου Re(phendione)Cl, και στον Πίνακα 9.2 παρουσιάζονται συγκεντρωτικά τα 

δεδομένα των πειραμάτων Tm. Οι τιμές στον άξονα των y εμφανίζονται σαν 

%υπερχρωμικότητα, όπως είδαμε προηγουμένως. Και σε αυτήν την περίπτωση τα σημεία 

Tm βρέθηκαν βάση υπολογιστικού προγράμματος.  
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Σχήμα 9.10. Καμπύλες θερμικής μετουσίωσης της αλληλεπίδρασης του συμπλόκου Re(phendione)Cl 

με το DNA. 

 

Συγκεκριμένα, τα πειράματα θερμικής μετουσίωσης έδειξαν ότι το σύμπλοκο προκαλεί 

μόνο μια μικρή αποσταθεροποίηση από 1 έως 3 
o
C για όλους τους λόγους. Ειδικότερα, για 

το λόγο r=0.5 παρατηρείται μετατόπιση κατά -2.9 
o
C με ταυτόχρονη μείωση της 

υπερχωμικότητας (τελική τιμή 19%). Η υπερχρωμικότητα για το ελεύθερο DNA βρέθηκε 

27.6%, ενώ παρουσία του συμπλόκου παρατηρείται μια συνεχόμενη μείωση.  

Τα αποτελέσματα προτείνουν μια εξωτερικής φύσης αλληλεπίδραση του συμπλόκου με 

το DNA. Μόρια μη κλασσικοί παρεμβολείς παρουσιάζουν ανάλογη συμπεριφορά 
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[74,203,204], ενώ παρεμβολικοί υποκαταστάτες όπως το βρωμιούχο αιθίδιο προκαλούν 

σημαντική σταθεροποίηση της διπλής έλικας [205].  

 

Πίνακας 9.2. Δεδομένα θερμικής μετουσίωσης και κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του 

συμπλόκου Re(phendione)Cl με το DNA.  

 Θερμική Μετουσίωση Κυκλικός Διχρωισμός 

 Tm (
o
C) ΔTm  %hyp λ (nm) Δε (M

-1
cm

-1
) 

r=0 82.05 (±0.26) 0 27.6 
278 1.82 

246 -1.86 

r=0.05 80.43 (±0.10) -1.62 27.8 
278 1.82 

245 -1.97 

r=0.1 80.33 (±0.55) -1.72 27.0 
278 1.70 

247 -1.50 

r=0.2 81.29 (±0.39) -0.76 19.0 
279 1.55 

246 -1.97 

r=0.5 79.13 (±0.36) -2.92 19.0 
278 1.73 

245 1.93 

 

9.2.2. Πειράματα κυκλικού διχρωισμού (CD) 

Προκειμένου να διαπιστωθεί αν το σύμπλοκο αλλάζει την Β-δομή του DNA 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα κυκλικού διχρωισμού. Παρασκευάστηκαν λοιπόν, οι ίδιοι 

ακριβώς λόγοι r με προηγουμένως σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών.  

Μετά από προσθήκη του συμπλόκου του Re(I) δεν παρατηρήθηκε καμία σημαντική 

διαφοροποίηση ούτε στην ελλειπτικότητα των ταινιών αλλά ούτε και στην θέση τους, 

όπως φαίνεται στο Σχήμα 9.11. Πιο συγκεκριμένα, παρατηρείται μόνο μια μικρή αλλαγή 

της ελλειπτικότητας της θετικής κορυφής στα 278 nm (το Δε μειώνεται από 1.82 σε 1.55 

55 M
-1

cm
-1

) για το λόγο r=0.2, όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στον Πίνακα 9.2. Παρόλα 

αυτά καμία αλλαγή δεν παρατηρήθηκε στο μήκος κύματος των δύο ταινιών. Τα 

αποτελέσματα προτείνουν ότι το σύμπλοκο δεν μπορεί να αλλάξει τη B-δομή του DNA, 

και αυτό είναι μια πρώτη ένδειξη ότι ο τρόπος δέσμευσης δεν είναι παρεμβολικής φύσεως, 

σε συμφωνία με τα πειράματα θερμικής μετουσίωσης.  
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Σχήμα 9.11. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του C.T.-DNA με το σύμπλοκο 

Re(phendione)Cl. 

 

9.2.3. Πειράματα ιξωδομετρίας (Viscosity measurements) 

Οι πρώτες ενδείξεις για τον τρόπο αλληλεπίδρασης του συμπλόκου με το DNA 

προτείνουν εξωτερική συναρμογή. Η επιβεβαίωση της παραπάνω παρατήρησης έρχεται 

από τις μετρήσεις ιξωδομετρίας που πραγματοποιήσαμε σε πανομοιότυπα με τα 

προηγούμενα διαλύματα, και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Σχήμα 9.12. Από το 

σχήμα αυτό είναι εμφανής η μείωση του σχετικού ιξώδους του διαλύματος του DNA με 

την παρουσία του συμπλόκου (έως και 0.92 για το λόγο r=0.1). Η περαιτέρω αύξηση της 

συγκέντρωσης του συμπλόκου πρακτικά δεν αλλάζει το σχετικό ιξώδες, κάτι που 

υποδηλώνει ότι ο τρόπος αλληλεπίδρασης δεν αλλάζει με τη συγκέντρωση του 

συμπλόκου. Η μείωση του ιξώδους οφείλεται στην μείωση του μήκους του DNA, που 

προκαλείται από την κάμψη της διπλής έλικας παρουσία του συμπλόκου, αποκαλύπτοντας 

ότι η συγκεκριμένη ένωση αλληλεπιδρά εξωτερικά και πιθανόν με την αύλακα του DNA. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι, ανάλογη μείωση του ιξώδους παρατηρήθηκε και για το the Δ 

ισομερές του [Ru(phen)3]
2+

, που συναρμόζεται στην αύλακα [24].  
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Σχήμα 9.12. Επίδραση αυξανομένων ποσοτήτων του συμπλόκου Re(phendione)Cl στο σχετικό ιξώδες 

του CT-DNA (100 μΜ). 

 

9.2.4. Πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας (CV experiments) 

Τα προηγούμενα πειράματα φανερώνουν μια εξωτερικής φύσεως αλληλεπίδραση με το 

DNA, χωρίς να παρατηρείται κάποια δοσο-εξαρτώμενη αλληλεπίδραση (όπως προτείνεται 

από τα πειράματα ιξωδομετρίας). Επομένως, για να το πείραμα κυκλικής βολταμμετρίας 

επιλέξαμε να δοκιμάσουμε έναν και μόνο λόγο, ώστε να διαπιστωθεί ο μηχανισμός 

αλληλεπίδρασης. Μιας και στο Tm παρατηρείται η μεγαλύτερη αποσταθεροποίηση της 

διπλής έλικας στο r=0.5 θεωρήσαμε ότι αυτός είναι ο πλέον κατάλληλος για μελετήσουμε 

τις διαφορές. Έτσι, στο Σχήμα 9.13 φαίνεται το CV του συμπλόκου (100 μΜ) απουσία και 

παρουσία DNA (200 μΜ). Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε κυψελίδα που επιτρέπει 

τη διαβίβαση Ν2 στο διάλυμα, με ηλεκτρόδια εργασίας λευκόχρυσο και ταχύτητα σάρωσης 

100 mV/s. Το NaCl  του ρυθμιστικού διαλύματος χρησίμευσε και ως φέροντας 

ηλεκτρολύτης.  

Μετά από την προσθήκη DNA, καμία νέα οξειδοαναγωγική κορυφή δεν παρατηρείται. 

Αντίθετα, οι εντάσεις του ρεύματος εμφανίζονται ελαφρώς μειωμένες, επιβεβαιώνοντας 

την ύπαρξη αλληλεπίδρασης μεταξύ του συμπλόκου και του DNA. Από το Σχήμα 9.13 

παρατηρούμε ότι παρουσία του DNA, το καθοδικό δυναμικό εμφανίζει αρνητική 

μετατόπιση έως τα -313 mV (με paE = -44 mV, όπου f
pa

b
papa EEE  , και b

paE , f
paE  είναι 

τα καθοδικά δυναμικά του δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου και του ελεύθερου 

συμπλόκου, αντίστοιχα). Στο ανοδικό δυναμικό δεν εμφανίζεται καμία μετατόπιση. Η 

μετατόπιση του δυναμικού αναγωγής σε περισσότερο αρνητικές τιμές υποδηλώνει την 

εξωτερική αλληλεπίδραση του συμπλόκου με το DNA, κάτι που έρχεται σε απόλυτη 

συμφωνία με τα προηγούμενα πειραματικά αποτελέσματα.  
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Σχήμα 9.13. CV του συμπλόκου Re(phendione)Cl απουσία (μαύρη γραμμή) και παρουσία CT-DNA 

(κόκκινη γραμμή). 

 

9.2.5. Τιτλοδότηση UV-Vis και Εκπομπής  

Η τιτλοδότηση απορρόφησης είναι μια πολύ χρήσιμη μέθοδος προκειμένου όχι μόνο να 

διαπιστωθεί το είδος της αλληλεπίδρασης αλλά και να υπολογιστεί ποσοτικά η δεσμευτική 

ισχύς. Για τα πειράματα αυτά διατηρούμε σταθερή τη συγκέντρωση του συμπλόκου, 

αντίθετα με ότι είδαμε στα προηγούμενα πειράματα. Εν συντομία, η συγκέντρωση του 

συμπλόκου ήταν 20 μΜ σε μεθανολικό ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με pH=7.0 και η 

θερμοκρασία σταθερή στους 25 
o
C. Στο σύμπλοκο προσθέσαμε διάφορες ποσότητες DNA, 

από 5 μέχρι 400 μΜ, και καταγράφτηκαν τα φάσματα απορρόφησης, που φαίνονται στο 

Σχήμα 9.14.  

Κατά την προσθήκη DNA παρατηρείται μείωση της απορρόφησης (υποχρωμισμός) της 

κορυφής στα 310 nm, έως και 30%, αλλά καμία απολύτως μετατόπιση του μέγιστου 

μήκους κύματος δεν εμφανίζεται. Παρά τον παρατηρούμενο υποχρωμισμό, το σύμπλοκο 

δεν αλληλεπιδρά μέσω παρεμβολής στα ζεύγη βάσεων, όπως προτείνει η μηδενική 

μετατόπιση του μήκους κύματος. Να υπενθυμίσουμε ότι το Re(dppz-ester)Cl που 

παρεμβάλλεται στα ζεύγη βάσεων εμφάνισε ανάλογο % υποχρωμισμό, αλλά και 

σημαντική μετατόπιση του μήκους κύματος προς το ερυθρό. Επομένως, μπορούμε να 

ισχυριστούμε ότι το σύμπλοκο Re(phendione)Cl δρα μέσω συναρμογής στην αύλακα και 

όχι μέσω παρεμβολής, επιβεβαιώνοντας τα προηγούμενα αποτελέσματα.  

Η σταθερά σύνδεσης του συμπλόκου στο DNA υπολογίστηκε με τη βοήθεια της 

εξίσωσης (6.3), μελετώντας τις αλλαγές της απορρόφησης στα 310 nm και βρέθηκε ίση με 
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7.95(±1.89)∙10
4
 M

-1
 (ένθετο Σχήματος 9.14). Η τιμή αυτή έρχεται σε απόλυτη συμφωνία 

με βιβλιογραφικά δεδομένα.  

 

250 300 350 400 450 500

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

+DNA

0 10 20 30 40 50

0

5

10

15

20

25

 

 

-[
D

N
A

]/
(ε a

-ε
f)*

1
08

 (
M

2
c

m
)

[DNA]*10
5
 (M)

 

 

A
b

s
o

rb
a

n
c
e

Wavelength (nm)
 

Σχήμα 9.14. Αλλαγές φασμάτων απορρόφησης του συμπλόκου Re(phendione)Cl (20 μΜ) με 

αυξανόμενη συγκέντρωση CT-DNA σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών. Το ένθετο δείχνει τη 

γραφική παράσταση –10
8
*[DNA]/ (εa-εf) vs. [DNA]*10

5
 και τη γραμμική προσαρμογή για την 

τιτλοδότηση απορρόφησης. 
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Σχήμα 9.15. Τιτλοδότηση εκπομπής του συμπλόκου Re(phendione)Cl με DNA. Οι εντάσεις Ι (παρουσία 

DNA) και Ι0 (απουσία DNA) αφορούν την κορυφή στα 442 nm. 

 

Το σύμπλοκο Re(phendione)Cl εμφανίζει ασθενή φθορισμό σε ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών. Όμως, η δέσμευση του συμπλόκου στο DNA δεν οδήγησε σε κάποια 

σημαντική αλλαγή στην ένταση της εκπομπής. Συνεπώς, η φασματοσκοπία εκπομπής δεν 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την μελέτη των δεσμευτικών ιδιοτήτων του συμπλόκου στο 
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DNA. Στο Σχήμα 9.15 φαίνονται οι καμπύλες τιτλοδότησης του συμπλόκου με DNA για 

την κορυφή εκπομπής στα 442 nm.  

 

9.2.6. Μελέτη Διάσπασης του DNA (DNA cleavage studies)  

Προκειμένου να μελετηθεί η ικανότητα φωτο-διάσπασης του DNA παρουσία του 

συμπλόκου Re(phendione)Cl πραγματοποιήθηκαν πειράματα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

αγαρόζη. Εν συντομία, 150 ng πλασμιδιακού pBR322 DNA επωάζονται με διάφορες 

συγκεντρώσεις συμπλόκου, σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl/NaCl, pH=7.2. Τα δείγματα 

ακτινοβολήθηκαν με λir>335 nm για 2 ώρες υπό αερόβιες συνθήκες.  

Τα αποτελέσματα (Σχήμα 9.16) δείχνουν ότι το σύμπλοκο Re(phendione)Cl προκαλεί 

σπάσιμο του ενός κλώνου του υπερελικωμένου pBR322 (Form I) σε ανοιχτή nicked μορφή 

(Form II). Το πλασμίδιο απουσία συμπλόκου (lane 1) δεν παρουσίασε καμιά διάσπαση 

μετά από ακτινοβόληση. Όμως, αυξανομένης της συγκέντρωσης του συμπλόκου (lanes 2-

4) το ποσοστό του Form II αυξάνει βαθμιαία, ενώ αυτό του Form I ελαττώνεται σταδιακά. 

Το σύμπλοκο ακόμα και σε συγκέντρωση 100 μΜ δεν παρουσιάζει καμία διασπαστική 

ικανότητα υπό συνθήκες σκότους (lane 5).  

 

 

Σχήμα 9.16. Διάγραμμα ηλεκτροφόρησης του pBR322 DNA (150 ng) με διάφορες συγκεντρώσεις του 

συμπλόκου Re(phendione)Cl σε ρυθμιστικό Tris-HCl/NaCl, pH = 7.2 και λir>335 nm. Lane 1: DNA 

control, Lane 2-4: DNA+σύμπλοκο σε 10, 50, 100 μΜ, αντίστοιχα, παρουσία Ο2, Lane 5: DNA+100 μΜ 

συμπλόκου στο σκοτάδι, Lane 6: DNA+100 μΜ συμπλόκου+DMSO (0.9 M), Lane 7: DNA+100 μΜ 

συμπλόκου υπό αργό. 

 

9.2.7. Μηχανιστικές μελέτες (Mechanistic studies)  

Προκειμένου να βρεθεί ο μηχανισμός διάσπασης του πλασμιδίου pBR322 από το 

συμπλόκου Re(phendione)Cl, πραγματοποιήθηκαν οι πρωταρχικές μηχανιστικές μελέτες 

που αναφέρονται παρακάτω. Για να διαπιστωθεί η συμμετοχή του οξυγόνου στο 

μηχανισμό, το πλασμίδιο επωάστηκε υπό αναερόβιες συνθήκες με 100 μΜ του συμπλόκου 
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και κατόπιν ακτινοβολήθηκε για 2 h. Στο πείραμα αυτό, το δείγμα υποβλήθηκε σε τρεις 

διαδοχικούς freeze-pump-thaw κύκλους και επωάστηκε για 24 h υπό ατμόσφαιρα αργού. 

Τα αποτελέσματα (Σχήμα 9.16, lane 7) έδειξαν ότι τόσο παρουσία (lane 4) όσο και 

απουσία οξυγόνου (lane 7) το σύμπλοκο διασπά το πλασμιδιακό pBR322. Αν και υπό 

αναερόβιες συνθήκες παρατηρείται μια μικρή αναστολή στης διάσπασης (όπως φανερώνει 

η μικρότερη ένταση του Form II και η μεγαλύτερη του Form I), μπορούμε να πούμε ότι σε 

γενικές γραμμές το μοριακό οξυγόνο δεν εμπλέκεται στο μηχανισμό διάσπασης ή πιο 

σωστά εμπλέκεται σε ένα μικρό ποσοστό.  

Για να διαπιστωθεί η κρισιμότητα τις ρίζας υδροξυλίου (ενός άλλου πολύ δραστικού 

μορίου) στο μηχανισμό διάσπασης, το πλασμίδιο επωάστηκε με 100 μΜ συμπλόκου 

παρουσία μεγάλης περίσσειας DMSO, ενός γνωστού OH˙ scavenger [206]. Όπως φαίνεται 

από το Σχήμα 9.16, lane 6, δεν παρατηρήθηκε καμία αναστολή στη δραστικότητα 

διάσπασης του συμπλόκου, υποδεικνύοντας ότι ούτε η ρίζα OH˙ εμπεριέχεται στη φωτο-

επαγόμενη διάσπαση.  

 

9.2.8. Συζήτηση  

Πριν ξεκινήσουμε τη συζήτηση των πειραματικών αποτελεσμάτων, κρίνεται σκόπιμο να 

υπενθυμίσουμε ότι το Re(CO)3(phendione)Cl παρουσία υδατικού διαλύματος βρίσκεται σε 

ισορροπία με την ενυδατωμένη μορφή Re(phendione)Cl*Η2Ο (Σχήμα 8.6). Επομένως, η 

αλληλεπίδραση του συμπλόκου με το DNA, που θα αναφερθούμε, αφορά το μείγμα 

ισορροπίας μεταξύ της ενυδατωμένης και μη μορφής του συμπλόκου. Η ενυδατωμένη 

μορφή πιθανόν να είναι υπεύθυνη για την φωτο-διάσπαση, όπως θα δούμε παρακάτω.  

Μελετώντας τις καμπύλες θερμικής μετουσίωσης διαπιστώνουμε ότι παρατηρείται μια 

μικρή αποσταθεροποίηση της διπλής έλικας του DNA ανάλογα με τη γραμμομοριακή 

αναλογία. Συγκρίνοντας αυτή τη συμπεριφορά με ανάλογα σύμπλοκα στη βιβλιογραφία, 

μπορούμε να προτείνουνε ότι η αλληλεπίδραση του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl 

δεν είναι παρεμβολικής φύσεως. Πράγματι, κάτι τέτοιο επιβεβαιώνουν όλες οι τεχνικές 

που μελετήθηκαν, όπως το CV η ιξωδομετρία και η τιτλοδότηση. Αναλυτικότερα, η 

ιξωδομετρία προτείνει ότι το σύμπλοκο δεσμεύεται πιθανότατα στην αύλακα του DNA, 

προκαλώντας κάμψη της διπλής έλικας, ανάλογη του συναρμογέα στην αύλακα 

συμπλόκου [Ru(phen)3]
2+

 [24]. Παρόλα αυτά η Β-διαμόρφωση τουDNA δεν 

διαταράσσεται σημαντικά, όπως έδειξαν τα πειράματα κυκλικού διχρωισμού. Πρόσφατα, 

βρέθηκε ότι για το σύμπλοκο [Co(phendione)2Cl2]
+
, που συνδέεται ομοιοπολικά με το Ν7 



 171 

της γουανίνης, ο phendione υποκαταστάτης εντάσσεται στην μεγάλη αύλακα χωρίς να 

διαταράσσει την έλικα του Β-DNA [207].  

Η σταθερά του συμπλόκου Re(phendione)Cl βρέθηκε 7.95∙10
4
 M

-1
, περίπου 1.7 φορές 

μικρότερη αυτής του dppz συμπλόκου, που μελετήσαμε παραπάνω. Η τιμή αυτή ενισχύει 

τη συναρμογή στην αύλακα, μιας και ο αυτός τρόπος αλληλεπίδρασης είναι ασθενέστερος 

από την παρεμβολή.  

Πειράματα ηλεκτροφόρησης απέδειξαν ότι το σύμπλοκο Re(phendione)Cl προάγει την 

φωτο-διάσπαση του πλασμιδιακού DNA, μέσω ενός μηχανισμού που δεν περιλαμβάνει 

ούτε την άμεση συμμετοχή του οξυγόνου ούτε των υδροξυλικών ριζών OH˙. Ο 

μηχανισμός διάσπασης, πιθανόν να είναι αποτέλεσμα της άμεσης οξείδωσης της γουανίνης 

από το διεγερμένο σύμπλοκο, όπως ακριβώς αναλύσαμε στο θεωρητικό μέρος, να 

συμβαίνει για το σύμπλοκο [Re(CO)3(dppz)(py)]
+
 [44]. Εναλλακτικά, ένας άλλος πιθανός 

μηχανισμός να γίνεται μέσω ταυτόχρονης μεταφοράς ηλεκτρονίου-πρωτονίου (proton-

coupled electron transfer). Στην περίπτωση αυτή η αποπρωτονιωμένη μορφή του 

διεγερμένου συμπλόκου Re(phendione)Cl*Η2Ο
*
 μπορεί να προκαλέσει απόσπαση 

υδρογόνου από το σάκχαρο, οδηγώντας τελικά σε αντιδράσεις διάσπασης. Έτσι λοιπόν, 

μπορεί να προταθεί ένας μηχανισμός παρόμοιος με αυτόν που δημοσιεύθηκε πολύ 

πρόσφατα από τους S. A. Poteet et al. [181] για το σύμπλοκο [Ru(phen)2(phendione)]
2+

.  

 

9.3. Αλληλεπίδραση των συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και 

[Re(CO)3(pq)(py)]PF6 με DNA  

9.3.1. Πειράματα θερμικής μετουσίωσης, Tm  

Η σταθερότητα της διπλής έλικας του DNA παρουσία των συμπλόκων 

[Re(CO)3(pq)(MeCN)]PF6 και [Re(CO)3(pq)(py)]PF6 μελετάται μετρώντας τις αλλαγές της 

κορφυφής στα 258 nm συναρτήσει της θερμοκρασίας. Το DNA αυξανομένης της 

θερμοκρασίας εμφανίζει μεγάλο υπερχρωμισμό. Αντίθετα, τα σύμπλοκα δεν εμφανίζουν 

ουσιαστικά καμία αλλαγή με την αύξησης της θερμοκρασίας, όπως διαπιστώθηκε με 

φασματοσκοπία UV-Vis. Επομένως, οι αλλαγές της απορρόφησης οφείλονται 

αποκλειστικά στην αλληλεπίδραση του DNA με τα σύμπλοκα. Για τις ανάγκες του 

πειράματος αυτού παρασκευάστηκαν διαλύματα των εξής γραμμομοριακών αναλογιών 

r=[complex]/[DNA]=0, 0.05, 0.1, σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl (5 mM) με NaCl (50 

mM) και pH = 7.0. Όλα τα διαλύματα είχαν σταθερή συγκέντρωση ως προς DNA ίση με 

20 μΜ και μεταβαλλόμενη αυτή των συμπλόκων. Όπως και στα δύο προηγούμενα 
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σύμπλοκα του Re(I), ο χρόνος επώασης που απαιτείται είναι τουλάχιστον 24 h, όπως 

διαπιστώθηκε με φασματοσκοπία UV-Vis.  

 

Πίνακας 9.3. Δεδομένα πειραμάτων θερμικής μετουσίωσης (Tm) της αλληλεπίδρασης των συμπλόκων 

Repq-MeCN και Repq-py με το DNA.  

  Repq-MeCN Repq-py 

r=0 

Tm 76.55 (±0.17) 76.55 (±0.17) 

ΔTm 0 0 

% hyp 16.17 16.17 

r=0.05 

Tm 75.32 (±0.12) 76.16 (±0.20) 

ΔTm -1.23 -0.39 

% hyp 19.92 13.01 

r=0.1 

Tm 76.47 (±0.24) 76.93 (±0.19) 

ΔTm -0.08 +0.38 

% hyp 15.46 8.41 

 

 

Σχήμα 9.17. Καμπύλες θερμικής μετουσίωσης της αλληλεπίδρασης των συμπλόκων Repq-MeCN 

(αριστερά) και Repq-py (δεξιά) με το DNA. 

 

Οι καμπύλες θερμικής μετουσίωσης παρουσιάζονται στο Σχήμα 9.17, και στον Πίνακα 

9.3 συνοψίζονται τα πειραματικά αποτελέσματα. Από τον Πίνακα 8.3 γίνεται αμέσως 

εμφανές ότι κανένα από τα δύο σύμπλοκα δεν επηρεάζει τη σταθερότητα της διπλής 

έλικας του DNA (οι παρατηρούμενες αλλαγές είναι μέσα στα πλαίσια του πειραματικού 

σφάλματος). Αντίθετα, αλλαγές παρατηρούνται στην % υπερχωμικότητα, κυρίως για το 

σύμπλοκο [Re(CO)3(pq)(py)]PF6, όπου εμφανίζεται σημαντικά μειωμένη, ακόμα και σε 
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πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις (r=0.05). Μάλιστα, για τον λόγο 0.1 η % hyp φτάνει στο 

μισό. Αντίθετη συμπεριφορά παρουσιάζει το σύμπλοκο που εμφανίζει ελαφρώς αυξημένη 

% hyp.  

 

9.3.2. Πειράματα κυκλικού διχρωισμού (CD)  

Προκειμένου να διαπιστωθεί η επίδραση των συμπλόκων στη Β-διαμόρφωση του DNA 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα κυκλικού διχρωισμού όπως αναφέρεται παρακάτω. Εν 

συντομία, τα δείγματα είχαν συγκέντρωση ως προς CT-DNA 50 μΜ, ενώ εκείνη των 

συμπλόκων κυμαινόταν από 2.5 έως 25 μΜ και τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε 

σταθερό pH=7.0 με τη χρήση ρυθμιστικού διαλύματος Tris-HCl/NaCl.  

Τα CD φάσματα των δειγμάτων που μετρήθηκαν φαίνονται στο Σχήμα 9.18, όπου για 

όλους τους λόγους παρατηρείται το συντηρητικό φάσμα της διαμόρφωσης της Β-έλικας 

του DNA. Πιο συγκεκριμένα, για το MeCN-σύμπλοκο του Re(I) παρατηρείται μια μικρή 

μείωση στην ένταση της θετικής κορυφής (το Δε από 2.53 για το ελεύθερο DNA μειώνεται 

στα 2.21 Μ
-1

cm
-1

), με την αρνητική να παραμένει ουσιαστικά αμετάβλητη. Το μήκος 

κύματος δεν μεταβάλλεται, παρά μόνο στο λόγο r=0.5 όπου η θετική κορυφή 

μετατοπίζεται κατά 1 nm προς μεγαλύτερα μήκη κύματος. Ανάλογη μετατόπιση 

παρατηρήθηκε και για την αρνητική κορυφή, αλλά προς μικρότερα μήκη κύματος.  

 

Πίνακας 9.4. Δεδομένα πειραμάτων κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης των συμπλόκων Repq-

MeCN και Repq-py με το DNA. 

 Repq-MeCN Repq-py 

 λ (nm) Δε (M
-1

cm
-1

) λ (nm) Δε (M
-1

cm
-1

) 

r=0 
277 2.53 277 2.53 

246 -3.73 246 -3.73 

r=0.05 
276 2.21 277 2.05 

246 -3.82 246 -3.82 

r=0.2 
277 2.28 277 2.27 

246 -3.81 247 -3.49 

r=0.5 
278 2.25 278 2.67 

245 -3.38 245 -3.73 
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Σχήμα 9.18. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του C.T.-DNA με τα σύμπλοκα 

Repq-MeCN (πάνω) και Repq-py (κάτω). 

 

Ομοίως, για το πυριδινικό σύμπλοκο του Re(I) παρατηρείται ανάλογη μετατόπιση της 

θέσης των κορυφών με εκείνη που σχολιάσαμε παραπάνω, και μόνο για το λόγο r=0.5. Η 

μείωση της ελλειπτικότητας της θετικής κορυφής για το λόγο r=0.05 είναι ελαφρώς 

μεγαλύτερη συγκριτικά με το πρώτο σύμπλοκο. Στον Πίνακα 9.4 συνοψίζονται τα Δε και 

τα μήκη κύματος των κορυφών και των δύο κατιοντικών συμπλόκων.  

 

9.3.3. Τιτλοδότηση UV-Vis και Εκπομπής  

Από τα έως τώρα δεδομένα δεν έχουμε λάβει σαφείς ενδείξεις για το ειδος της 

αλληλεπίδρασης των σύμπλοκων με το DNA. Η τιτλοδότηση απορρόφησης λοιπόν είναι 

μια τεχνική που θα μπορούσαμε να συλλέξουμε ασφαλείς πληροφορίες για τη δεσμευτική 

τους ικανότητα, μελετώντας τις αλλαγές στο φάσμα απορρόφησης των συμπλόκων, 

αυξάνοντας το DNA.  
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Σχήμα 9.19. Αλλαγές φασμάτων απορρόφησης του συμπλόκου Repq-MeCN (30 μΜ) αυξανομένης της 

συγκέντρωση του DNA σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl. Το ένθετο δείχνει τη γραφική παράσταση -

10
8
*[DNA]/ (εa-εf) vs [DNA]*10

5
 και τη γραμμική προσαρμογή για την τιτλοδότηση απορρόφησης. 

 

Στα Σχήματα 9.19 και 9.20 φαίνονται, αντίστοιχα, τα φάσματα απορρόφησης των 

συμπλόκων Repq-MeCN και Repq-py, σε Tris-HCl/NaCl buffer αυξανομένης της 

συγκέντρωσης του DNA. Είναι ξεκάθαρο ότι κατά την προσθήκη του DNA, και τα δύο 

σύμπλοκα εμφανίζουν αύξηση απορρόφησης τόσο στην ενδομοριακή IL όσο και στη 

MLCT κατάσταση, αλλά καμία απολύτως αλλαγή στο μήκος κύματος των συγκεκριμένων 

κορυφών. Ο υπερχρωμισμός της ενδομοριακής κορυφής φτάνει στο 21.7 % και στο 30.4 % 

για το –MeCN και –py σύμπλοκο, αντίστοιχα, υποδηλώνοντας την ελαφρώς ισχυρότερη 

σύνδεση του Repq-py στο DNA. Να σημειωθεί ότι περαιτέρω αύξηση της ποσότητας του 

DNA δεν επιφέρει επιπλέον μείωση της IL απορρόφησης, γεγονός που δείχνει τον 

κορεσμό τον θέσεων δέσμευσης του DNA από τα σύμπλοκα. Στο Σχήμα 8.21 φαίνονται οι 

καμπύλες κορεσμού του Repq-MeCN και Repq-py συμπλόκου. Η καμπύλη αυτή στην 

ουσία είναι το διάγραμμα του κλάσματος του δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου 

συναρτήσει του λόγου [DNA]/[complex]. Το κλάσμα του δεσμευμένου συμπλόκου 

υπολογίζεται από τον τύπο 
)(

)(

bf

obsf

AA

AA




, όπου Af και Αb είναι οι απορροφήσεις του 

ελεύθερου και του δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου, αντίστοιχα, και Αobs η 

παρατηρούμενη απορρόφηση του συμπλόκου σε κάθε σημείο τιτλοδότησης. Το σημείο 

κορεσμού εμφανίζεται σε λόγο [DNA]/[complex] ίσο με 3 και 4 για το –MeCN και –py 

σύμπλοκο, αντίστοιχα.  
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Η μηδενική μετατόπιση του μήκους κύματος και ο υπερχρωμισμός των κορυφών 

προτείνουν ότι η αλληλεπίδραση των δύο συμπλόκων δεν είναι παρεμβολικής φύσεως, 

αλλά πιθανόν να γίνεται με συναρμογή στην αύλακα.  

Η ποσοτική ανάλυση της δεσμευτικής ισχύος των δύο συμπλόκων έγινε με 

παρακολούθηση των αλλαγών απορρόφησης της IL κορυφής του εκάστοτε συμπλόκου. 

Με τη βοήθεια της εξίσωσης (5.3) η σταθερά σύνδεσης Kb υπολογίστηκε από το λόγο της 

κλίσης της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων προς την τεταγμένη επί την αρχή του 

διαγράμματος [DNA]/(εa-εf) vs DNA (ένθετα Σχημάτων 9.19 και 9.20). Η Kb για το 

σύμπλοκο Repq-MeCN προσδιορίστηκε 6.21(±1.75)∙10
4
 M

-1
 και για το Repq-py 

9.89(±1.88)∙10
4
 M

-1
. Η σταθερά σύνδεσης του δευτέρου συμπλόκου είναι περίπου 1.5 

φορές μεγαλύτερη από την αντίστοιχη του πρώτου, όπως φάνηκε εξαρχής και από την % 

αύξηση του υπερχρωμισμού. Το γεγονός αυτό πιθανόν να υποδηλώνει ότι για το δεύτερο 

σύμπλοκο μπορεί να υπάρχει και κάποιο άλλο είδος αλληλεπίδρασης με το DNA.  
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Σχήμα 9.20. Αλλαγές φασμάτων απορρόφησης του συμπλόκου Repq-py (20 μΜ) αυξανομένης της 

συγκέντρωση του DNA σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl. Το ένθετο δείχνει τη γραφική παράσταση -

10
8
*[DNA]/ (εa-εf) vs [DNA]*10

5
 και τη γραμμική προσαρμογή για την τιτλοδότηση απορρόφησης. 

 

Στο σημείο αυτό αξίζει να σημειώσουμε ότι, το ακετονιτρίλιο θεωρείται ευκίνητος (ή 

ασταθής) υποκαταστάτης. Έτσι λοιπόν μπορούμε να υποθέσουμε ότι το αντίστοιχο 

σύμπλοκο θα μπορούσε να συμπλεχθεί μέσω του αζώτου των βάσεων του DNA. Το 

γεγονός όμως ότι η σταθερά σύνδεσης του –MeCN συμπλόκου δεν είναι μεγαλύτερη από 

τη Kb συμπλόκων που στερούνται τέτοιου είδους υποκαταστάτη (όπως του –py 
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συμπλόκου που μελετάμε αλλά και αντίστοιχων στη βιβλιογραφία [42-44,51]), αποκλείει 

κάθε τέτοιου είδους αλληλεπίδραση.  
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Σχήμα 9.21. Καμπύλη δέσμευσης τιτλοδότησης UV-Vis των συμπλόκων Repq-MeCN (κόκκινη 

γραμμή) και Repq-py (μαύρη γραμμή) που παριστάνει τον κορεσμό δέσμευσης. 

 

Η φωταύγεια και των δύο συμπλόκων σε υδατικό διάλυμα είναι αμελητέα. Η δέσμευση 

τους στο DNA δεν οδήγησε σε καμία σημαντική αλλαγή στην ένταση της εκπομπής 

(Σχήμα 9.22), σε αντίθεση με τα παραδοσιακά συστήματα διακοπτών φωτός, κάτι που 

αποκλείει την τιτλοδότηση εκπομπής στη μελέτη αλληλεπίδρασης των συμπλόκων με το 

DNA.  
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Σχήμα 9.22. Τιτλοδότηση εκπομπής των συμπλόκων Repq-MeCN (▲) και Repq-py (■) με το DNA. Οι 

εντάσεις Ι (παρουσία DNA) και Ι0 (απουσία DNA) αφορούν την κορυφή 655 και 660 nm, αντίστοιχα. 
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9.3.4. Πειράματα ιξωδομετρίας (Viscosity measurements)  

Οι πρώτες ενδείξεις από την τιτλοδότηση UV-Vis των συμπλόκων δείχνουν μια 

εξωτερικού είδους σύνδεση με το DNA, με το πυριδινικό σύμπλοκο να παρουσιάζει, 

πιθανότατα, περισσότερους από έναν τρόπο δέσμευσης. Η ιξωδομετρία είναι ίσως η 

λιγότερο αμφιλεγόμενη και αρκετά ασφαλής μέθοδος για την εξακρίβωση του τρόπου 

σύνδεσης.  

Στο Σχήμα 9.23 φαίνεται η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων των υπό μελέτη 

συμπλόκων (από 0.4 έως 10 μΜ) στο σχετικό ιξώδες του DNA (20 μΜ). Είναι προφανές 

ότι το σύμπλοκο Repq-MeCN δεν προκαλεί σημαντικές αλλαγές στο ιξώδες του DNA, (η 

αρχική μείωση του ιξώδους στο 0.98 είναι αμελητέα), κάτι που υποδηλώνει τη δέσμευση 

του μεταλλικού παραγώγου στην αύλακα.  

Αντίθετα, το πυριδινικό σύμπλοκο παρουσιάζει διαφορετική συμπεριφορά. Αρχικά, και 

σε πολύ μικρούς λόγους ([complex]/[DNA]=0.02, 0.05), το σύμπλοκο Repq-py εμφανίζει 

αύξηση του σχετικού ιξώδους έως και 1.10, κάτι που προτείνει την μερική παρεμβολή του 

συγκεκριμένου συμπλόκου στα ζεύγη βάσεων. Η περαιτέρω αύξηση της συγκέντρωσης 

(έως και r=0.5) του παραγώγου οδηγεί στη μείωση του σχετικού ιξώδους του DNA, στα 

επίπεδα τιμών του Repq-MeCN, δηλώνοντας τον ίδιο τρόπο δέσμευσης των δύο 

σύμπλοκων (τουλάχιστον σε αυτήν την περιοχή των συγκεντρώσεων).  
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Σχήμα 9.23. Επίδραση αυξανομένων ποσοτήτων των συμπλόκων Repq-MeCN (κόκκινη γραμμή) και 

Repq-py (μαύρη γραμμή) στο σχετικό ιξώδες του DNA. 
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9.3.5. Πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας (CV experiments)  

Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη ενός είδους παρεμβολής του Repq-py στο DNA 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας. Τα πειράματα έγιναν σε 

ηλεκτρόδιο υαλώδους άνθρακα, με ταχύτητα σάρωσης 100 mV/s, και φέροντα 

ηλεκτρολύτη 50 mΜ NaCl. Τα CV των συμπλόκων συγκέντρωσης 100 μΜ σε 1:3 

DMF:ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl φαίνονται στα Σχήματα 9.24 και 9.25. Μετά την 

προσθήκη DNA (200 μΜ) στα διαλύματα των συμπλόκων, καμία νέα οξειδοαναγωγική 

κορυφή δεν παρατηρείται, αλλά οι εντάσεις των ρευμάτων εμφανίζουν σημαντικές 

αλλαγές. Στον Πίνακα 9.5 φαίνονται τα δυναμικά των συμπλόκων και οι μετατοπίσεις 

μετά την προσθήκη DNA.  

Στην περίπτωση του συμπλόκου Repq-MeCN (Σχήμα 9.24) όλα τα καθοδικά δυναμικά 

έχουν μετατοπιστεί προς περισσότερο αρνητικές τιμές (η πρώτη αναγωγή εμφανίζει ΔEpa 

= -24 mV). Το ανοδικό δυναμικό δεν εμφανίζει κάποια αξιόλογη αλλαγή. Τα 

αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν την δέσμευση του συμπλόκου στην αύλακα του DNA, 

σε συμφωνία με τα προηγούμενα αποτελέσματα.  

 

-1,5 -1,0 -0,5

-20

-10

0

10
Repq-MeCN

 

 

I 
(μ

A
)

E (V vs Fc
+
/Fc)

   absence of DNA

   presence of DNA

 

Σχήμα 9.24. CV του συμπλόκου Repq-MeCN απουσία (μαύρη γραμμή) και παρουσία (κόκκινη 

γραμμή) DNA. 

 

Η ηλεκτροχημική συμπεριφορά του Repq-py (Σχήμα 9.25) παρουσία DNA είναι κάπως 

διαφορετική. Συγκεκριμένα, και σε αυτήν την περίπτωση όλα τα καθοδικά δυναμικά 

εμφανίζονται αρνητικά μετατοπισμένα, με την πρώτη αναγωγή να μετατοπίζεται κατά 

ΔEpa = -44 mV και τη δεύτερη κατά ΔEpa = -101 mV. Αντίθετα, το ανοδικό δυναμικό Epc 
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μετατοπίζεται σε θετικότερες τιμές (ΔEpc = +39 mV), όπως απαιτεί η παρεμβολή. Η 

αντίθετη συμπεριφορά των δυναμικών υποδηλώνει την ύπαρξη δύο διαφορετικών τρόπων 

αλληλεπίδρασης. Συνεπώς μπορούμε να συμπεράνουμε ότι το σύμπλοκο Repq-py 

αλληλεπιδρά με το DNA και με τους δύο τρόπους, όπως έδειξε και το πείραμα 

ιξωδομετρίας. Αξίζει να σημειώσουμε ότι, όσο μεγαλύτερη είναι κατά απόλυτη τιμή η 

μεταβολή του δυναμικού, τόσο ισχυρότερη είναι και η αλληλεπίδραση του συμπλόκου με 

το DNA. Πράγματι, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 8.5, το πυριδινικό σύμπλοκο 

εμφανίζει μεγαλύτερη μεταβολή από το –MeCN παράγωγο, επιβεβαιώνοντας την 

ισχυρότερη συγγένεια δέσμευσης του, όπως έδειξε και η σταθερά σύνδεσης.  

 

Πίνακας 9.5. Ανοδικά και καθοδικά δυναμικά (σε mV) των συμπλόκων και η μετατόπιση των 

δυναμικών απουσία και παρουσία DNA.  
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Σχήμα 9.25. CV του συμπλόκου Repq-py απουσία (μαύρη γραμμή) και παρουσία (κόκκινη γραμμή) 

DNA. 
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9.3.6. Μελέτη Διάσπασης του DNA (DNA cleavage studies)  

Η ικανότητα των δύο νέων κατιοντικών συμπλόκων του Re(I) να διασπούν το DNA 

μετά από ακτινοβόληση παρακολουθείται μέσω ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζη, 

μελετώντας την κινητικότητα του πλασμιδιακού pBR322 DNA. Έτσι λοιπόν, το 

υπερελικομένο pBR322 DNA επωάζεται, υπό αερόβιες συνθήκες, με διαφορές 

συγκεντρώσεις των υπό μελέτη ενώσεων για 24 h και κατόπιν ακτινοβολείται για 2 h με 

μήκος κύματος λ>335 nm. Οι μπάντες του DNA εμφανίζονται με τη βοήθεια βρωμιδίου 

του αιθιδίου και φωτογραφίζονται. Τα ηλεκτροφορήματα παρουσία των συμπλόκων Repq-

MeCN και Repq-py παρουσιάζονται στα Σχήματα 9.26 και 9.27, αντίστοιχα.  

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι και τα δύο σύμπλοκα προάγουν την φωτο-διάσπαση του 

υπερελικομένου πλασμιδιακού pBR322 DNA. Το ελεύθερο πλασμίδιο δεν παρουσίασε 

καμία διάσπαση υπό τις ίδιες πειραματικές συνθήκες. Επιπλέον, καμία απολύτως 

διάσπαση δεν παρατηρήθηκε όταν τα δείγματα επωάστηκαν στο σκοτάδι, όπως φαίνεται 

στα lane 2 των Σχημάτων 9.26 και 9.27. Σε συγκέντρωση συμπλόκων 10 μΜ 

παρατηρήσαμε μόνο ίχνη διάσπασης της υπερελικομένης μορφής του πλασμιδίου. Όμως, 

αυξανομένης της συγκέντρωσης και των δύο συμπλόκων, το ποσοστό της μορφής Ι του 

πλασμιδιακού pBR322 DNA μειώνεται βαθμιαία, ενώ αυτό της ανοιχτής κυκλικής 

(nicked) μορφής ΙΙ εμφανίζεται (lane 3-6 σχημάτων). Μάλιστα, τα σύμπλοκα σε 

συγκέντρωση 150 μΜ προκαλούν πλήρη μετατροπή του υπερελικομένου DNA στη nicked 

μορφή (lane 6), ενώ εμφανίζονται και ίχνη της γραμμικής μορφής (linear, Form III).  

 

 

Σχήμα 9.26. Διάγραμμα ηλεκτροφόρησης του pBR322 DNA (100 ng) με διάφορες συγκεντρώσεις του 

συμπλόκου Repq-MeCN σε ρυθμιστικό Tris-HCl/NaCl, pH = 7.2 και λir>335 nm. Lane 1: DNA control, 

Lane 2: DNA+150 μΜ συμπλόκου στο σκοτάδι, Lane 3-6: DNA+σύμπλοκο σε 20, 50, 100, 150 μΜ, 

αντίστοιχα. 
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Σχήμα 9.27. Διάγραμμα ηλεκτροφόρησης του pBR322 DNA (100 ng) με διάφορες συγκεντρώσεις του 

συμπλόκου Repq-py σε ρυθμιστικό Tris-HCl/NaCl, pH = 7.2 και λir>335 nm. Lane 1: DNA control, 

Lane 2: DNA+150 μΜ συμπλόκου στο σκοτάδι, Lane 3-6: DNA+σύμπλοκο σε 20, 50, 100, 150 μΜ, 

αντίστοιχα. 

 

Παρατηρώντας τις εντάσεις των ζωνών του DNA, θα διαπιστώσουμε ότι δεν υπάρχει 

κάποια σημαντική διαφορά στην φωτο-διασπαστική ικανότητα των δύο συμπλόκων. 

Συγκρίνοντας όμως την ένταση της Form I (lane 5 σχημάτων) θα δούμε ότι είναι λίγο 

ασθενέστερη για το πυριδινικό σύμπλοκο, ενώ αυτή της Form IΙ λίγο ισχυρότερη, 

υποδεικνύοντας μια ελαφρώς μεγαλύτερη αποδοτικότητα στη διάσπαση. Αυτό πιθανόν να 

οφείλεται στη ισχυρότερη συγγένεια δέσμευσης του –py συμπλόκου, που σχολιάσαμε 

προηγουμένως.  

 

9.3.7. Μηχανιστικές μελέτες (Mechanistic studies)  

Σε μια προσπάθεια να κατανοήσουμε τη μηχανιστική οδό των αντιδράσεων φωτο-

διάσπασης, πραγματοποιήθηκαν αντιδράσεις DNA διάσπασης παρουσία διαφόρων 

παραγόντων αναστολής των δραστικών ειδών οξυγόνου (ROS scavengers), και τα 

αποτελέσματα φαίνονται στα Σχήματα 9.28 και 9.29. Τα δείγματα υπό αναερόβιες 

συνθήκες υποβλήθηκαν σε τρεις συνεχόμενους freeze−pump−thaw κύκλους και 

επωάστηκαν κλεισμένα υπό ατμόσφαιρα Ar. Από τα Σχήματα 9.28 και 9.29 (lane 3) 

παρατηρούμε σημαντική αναστολή της αντίδρασης διάσπασης υπό αναερόβιες συνθήκες, 

γεγονός που φανερώνει την κρισιμότητα του μοριακού οξυγόνου στην πορεία της 

διάσπασης του DNA.  

Οι αντιδράσεις διάσπασης που περιλαμβάνουν μοριακό οξυγόνο μπορούν να 

προχωρήσουν μέσω δύο κύριων μηχανισμών. Στον πρώτο, η διεγερμένη κατάσταση του 

συμπλόκου μπορεί να μεταφέρει ενέργεια στο μοριακό οξυγόνο, παράγοντας το πολύ 

δραστικό οξυγόνο στην απλή του κατάσταση (singlet oxygen, 
1
O2), μέσω του μηχανισμού 

τύπου ΙΙ. Εναλλακτικά, το μοριακό οξυγόνο μπορεί να αναχθεί από τη διεγερμένη 
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κατάσταση του συμπλόκου με μεταφορά ηλεκτρονίου, παράγοντας δραστικές ρίζες 

υδροξυλίου (ή και συγγενικές) [98].  

 

 

Σχήμα 9.28. Φωτο-διάσπαση του pBR322 DNA από 150 μΜ του συμπλόκου Repq-MeCN παρουσία 

διαφόρων αναστολέων. Lane 1: DNA control, Lane 2: DNA επωασμένο με 150 μΜ συμπλόκου, Lane 3: 

DNA επωασμένο με συμπλόκο υπό Ar, Lane 4: DNA επωασμένο με συμπλόκο + 4 mM NaN3, Lane 5: 

DNA επωασμένο με συμπλόκο + 500 mM DMSO. 

 

 

Σχήμα 9.29. Φωτο-διάσπαση του pBR322 DNA από 150 μΜ του συμπλόκου Repq-py παρουσία 

διαφόρων αναστολέων. Lane 1: DNA control, Lane 2: DNA επωασμένο με 150 μΜ συμπλόκου, Lane 3: 

DNA επωασμένο με συμπλόκο υπό Ar, Lane 4: DNA επωασμένο με συμπλόκο + 4 mM NaN3, Lane 5: 

DNA επωασμένο με συμπλόκο + 500 mM DMSO. 

 

Έτσι, ως αποροφητής απλού οξυγόνου (singlet oxygen scavenger) χρησιμοποιήθηκε 

NaN3 [206,208] σε συγκέντρωση 4 mΜ και προστέθηκε στο pBR322 πριν την προσθήκη 

των συμπλόκων. Τα αποτελέσματα (lane 4) έδειξαν ότι παρουσία NaN3 προκαλείται 

σημαντική αναστολή της απόδοσης διάσπασης, προτείνοντας την κρίσιμη συμμετοχή του 

1
O2 στο μηχανισμό. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκαν μελέτες παρουσία αναστολέα ριζών 

υδροξυλίου (hydroxyl radical scavenger), όπως το DMSO [206], και παρατηρήθηκε 

μερική αναστολή της αντίδρασης φωτο-διάσπασης (lane 5). Το γεγονός αυτό φανερώνει 

ότι και το OH˙ εμπλέκεται στο μηχανισμό, αλλά σε μικρότερο βαθμό από το 
1
O2. Αξίζει 

να σημειωθεί ότι δεν φαίνεται να υπάρχει καμία διαφορά στο μηχανισμό διάσπασης του 

DNA που προκαλείται από τα δύο σύμπλοκα.  
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9.3.8. Συζήτηση  

Τα δύο νέα σύμπλοκα που συντέθηκαν αλληλεπιδρούν ισχυρά με το DNA με σταθερές 

σύνδεσης ανάλογες με αυτές που παρατηρούνται στη βιβλιογραφία [42-44,51]. Όπως 

παρατηρήθηκε και για τα προηγούμενα σύμπλοκα που μελετήσαμε, έτσι και αυτά με pq ως 

υποκαταστάτη, δεν επηρεάζουν σημαντικά την θερμική σταθερότητα του DNA. Ακόμα 

και το γεγονός ότι τα δύο pq-σύμπλοκα είναι θετικά φορτισμένα (ενώ τα προηγούμενα 

είναι ουδέτερα) δεν φαίνεται να προκαλεί κάποια αξιοσημείωτη διαφοροποίηση στο Tm 

του DNA.  

Συγκρίνοντας τα δύο κατιοντικά σύμπλοκα μεταξύ τους θα διαπιστώσουμε μια μικρή 

διαφοροποίηση στον τρόπο δέσμευσης τους με το DNA, που οφείλεται στο διαφορετικό 

αξονικό υποκαταστάτη. Συγκεκριμένα, το MeCN-σύμπλοκο συνδέεται στην αύλακα του 

DNA με σταθερά σύνδεσης 6.21∙10
4
 M

-1
. Όλα τα πειραματικά αποτελέσματα και κυρίως η 

ιξωδομετρία, η κυκλική βολταμμετρία, και η τιτλοδότηση ορατού, συμφωνούν στην 

πρόταση αυτή.  

Αντίθετα, το πυριδινικό σύμπλοκο συνδέεται ελαφρώς ισχυρότερα με το DNA 

(Kb=9.89∙10
4
 M

-1
), με έναν περισσότερο πολύπλοκο τρόπο, που περιλαμβάνει δέσμευση 

στην αύλακα και πιθανή μερική παρεμβολή. Τα πειράματα κυκλικής βολταμμετρίας 

φανερώνουν χαρακτηριστικά αυτόν το διπλό τρόπο αλληλεπίδρασης, αφού παρουσιάζουν 

αντίθετες μετατοπίσεις τα δυναμικά τους παρουσία του βιοπολυμερούς. Ακόμα και το 

γεγονός της ισχυρότερης συγγένειας δέσμευσης (~1.5 φορά) με το DNA ενισχύει αυτήν 

την παρατήρηση. Αξίζει να σημειωθεί ότι, η ισχυρότερη δέσμευση του py-συμπλόκου 

συγκριτικά με το –MeCN, επιβεβαιώνεται και από το μεγαλύτερο ποσοστό του 

παρατηρούμενου υπερχρωμισμού, αλλά πολύ περισσότερο από την μεγαλύτερη κατά 

απόλυτη τιμή μετατόπιση των ανοδικών δυναμικών του πυριδινικού παραγώγου.  

Στο σημείο αυτό πρέπει να γίνει μια μικρή αναφορά στη κρυσταλλική δομή του 

συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]PF6, ώστε να γίνει κατανοητή η ύπαρξη της μερικής 

παρεμβολής. Όπως λοιπόν αναφέρθηκε στο κεφ. 8.3.2, ο pq υποκαταστάτης υιοθετεί μια 

επίπεδη διαμόρφωση, με το μεταλλικό κέντρο να βρίσκεται στο ίδιο επίπεδου που ορίζει ο 

υποκαταστάτης. Επιπλέον, ο πυριδινικός υποκαταστάτης είναι σχεδόν κάθετος στο 

ισημερινό επίπεδο. Ως εκ τούτου, η δομή του συγκεκριμένου συμπλόκου βοηθάει να 

λειτουργήσει η ένωση ως πιθανός παρεμβολέας στα ζεύγη βάσεων. Βέβαια το μόριο του 

pq δεν είναι τόσο εκτεταμένος αρωματικός υποκαταστάτης όσο για παράδειγμα το dppz, 

με αποτέλεσμα να εισέρχεται στο DNA λιγότερο βαθιά και ισχυρά, από τα κλασσικά dppz 

παρεμβολικά σύμπλοκα. Η έλλειψη εκτεταμένης αρωματικότητας στο μόριο του pq έχει 
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ως συνέπεια να επικρατεί η δέσμευση στις αύλακες, με επακόλουθο τη μικρότερη DNA-

συγγένεια δέσμευσης συγκριτικά με το Re(CO)3(dppz-ester)Cl που μελετήσαμε αλλά και 

με ανάλογα σύμπλοκα της βιβλιογραφίας [42-44,51].  

Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι και τα δύο σύμπλοκα μπορούν να προκαλέσουν διάσπαση 

του πλασμιδιακού DNA μετά από ακτινοβόληση με UV-A ακτινοβολία. Η απόδοση του 

πυριδινικού συμπλόκου είναι ελαφρώς μεγαλύτερη, προφανώς λόγω της ισχυρότερης 

δέσμευσης στο DNA. Οι μηχανιστικές μελέτες με αναστολείς δραστικών ειδών οξυγόνου 

απέδειξαν την κρισιμότητα του 
1
O2 στην αντίδραση διάσπασης, αφού τα σύμπλοκα είναι 

μη δραστικά υπό αργό ή υπό την παρουσία αναστολέα του 
1
O2 (NaN3). Στην μηχανιστική 

οδό, βρέθηκε ότι πιθανόν να εμπεριέχεται και η ρίζα υδροξυλίου, σε μικρότερο όμως 

βαθμό από το 
1
O2. Συμπερασματικά, μπορούμε να προτείνουμε ότι τα δύο διεγερμένα 

σύμπλοκα δρουν σαν ευαισθητοποιητές του μοριακού οξυγόνου παράγοντας με μεταφορά 

ενέργειας 
1
O2, και με μεταφορά ηλεκτρονίου ρίζες υδροξυλίου. Η πρώτη διαδικασία όμως 

φαίνεται να είναι πιο αποδοτική. Παρόμοια συμπεριφορά παρατηρήθηκε για το σύμπλοκο 

[Re(dppn)(CO)3(py)][O3SCF3] [44], αλλά και για αλλά διιμινικά σύμπλοκα του Ru(II) 

[208,209] και του Cu(II) [210].  

 

9.4. Αλληλεπίδραση του συμπλόκου {H2TPyP[Re(CO)3(pq)]4}∙4PF6 με DNA  

9.4.1. Πειράματα θερμικής μετουσίωσης, Tm  

Η επίδραση του νέου αυτού συμπλόκου στη σταθερότητα της διπλής έλικας του DNA, 

μελετάται μέσω του υπολογισμού της θερμοκρασίας μετουσίωσης (Tm) του DNA απουσία 

και παρουσία της υπό μελέτης ένωσης. Τα δείγματα παρασκευάστηκαν σε ρυθμιστικό 

διάλυμα Tris-HCl/NaCl (pH = 7.0), με σταθερή συγκέντρωση ως προς DNA ίση με 20 μΜ 

και μεταβαλλόμενη αυτή του συμπλόκου (1 μΜ και 2 μΜ). Με τη βοήθεια 

φασματοσκοπίας UV-Vis διαπιστώθηκε ότι το νέο πορφυρινικό παράγωγο χρειάζεται 

μόλις 10 min για επέλθει ισορροπία, αντίθετα με ότι είχαμε διαπιστώσει για τα 

προηγούμενα διιμινικά σύμπλοκα του Re(I). Η καμπύλες θερμικής μετουσίωσης για 

διάφορες συγκεντρώσεις συμπλόκου φαίνονται στο Σχήμα 9.30 και τα αποτελέσματα 

συνοψίζονται στον Πίνακα 9.6. Από τις καμπύλες θερμικής μετουσίωσης παρατηρούμε 

σταθεροποίηση τις διπλής έλικας του DNA αυξανομένης της συγκέντωσης του 

συμπλόκου, έως και 6.8 
o
C για το λόγο r=0.1. Εντυπωσιακή είναι επίσης η αλλαγή της 

παρατηρούμενης υπερχρωμικότητας, που μειώνεται έως και 50% της αρχικής.  
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Σχήμα 9.30. Καμπύλες θερμικής μετουσίωσης της αλληλεπίδρασης του συμπλόκου H2TPyP-4Re με το 

DNA. 

 

Πίνακας 9.6. Δεδομένα θερμικής μετουσίωσης και κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του 

πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re με το DNA.  

 Θερμική Μετουσίωση Κυκλικός Διχρωισμός 

 Tm (
o
C) ΔTm  %hyp λ (nm) Δε (M

-1
cm

-1
) 

r=0 73.31 (±0.31) 0 22.5 
277 3.35 

246 -3.22 

r=0.05 76.95 (±0.24) +3.64 17.1 
277 3.26 

246 -3.19 

r=0.1 80.11 (±0.64) +6.8 11.7 
277 4.23 

246 -5.06 

r=0.25    
277 2.53 

246 -3.64 

 

Στο σημείο αυτό αξίζει να θυμηθούμε ότι το μονομερές σύμπλοκο Repq-py δεν 

επηρεάζει τη θερμική σταθερότητα του DNA, ενώ το νέο τέτρα-ρηνικό προρφυρινικό 

παράγωγο προκαλεί σημαντική σταθερότητα της διπλής έλικας έως και ~7 
o
C. Η 

διαφορετική αυτή συμπεριφορά πιθανόν να οφείλεται στο υψηλό θετικό φορτίου του 

πορφυρινικού συμπλόκου. Κάτι άλλο που είναι άξιο σχολιασμού είναι το ποσοστό 

μείωσης της υπερχρωμικότητας. Τόσο για το πορφυρινικό παράγωγο, όσο και για το 

μονομερές πυριδινικό σύμπλοκο εμφανίζεται μείωση της %hyp έως και ~50 % (Πίνακες 

8.3 και 8.6) για την ίδια γραμμομοριακή αναλογία [complex]/[DNA] (r=0.1). Αυτό, 
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πιθανόν να σημαίνει ότι οι τέσσερις μονάδες [Re(CO)3(pq)]
+
 του πορφυρινικού 

συμπλόκου να προσανατολίζονται στην αύλακα του DNA με έναν ανάλογο τρόπο που 

προσανατολίζεται και το μονομερές σύμπλοκο.  

 

9.4.2. Πειράματα κυκλικού διχρωισμού (CD) 

Ο κυκλικός διχρωσμός είναι μια σημαντική τεχνική προκειμένου να ανιχνευθούν 

αλλαγές που συμβαίνουν στη διαμόρφωση του Β-DNA. Στις πορφυρίνες, η τεχνική αυτή 

είναι από τις πρώτες φασματοσκοπικές μεθόδους που χρησιμοποιούνται για να 

προσδιοριστεί ο μηχανισμός δέσμευσης. Όπως αναφέραμε στο θεωρητικό μέρος οι 

κατιοντικές υδατοδιαλυτές πορφυρίνες εμφανίζουν επαγόμενο σήμα CD (induced CD) 

στην περιοχή της Soret, μετά από τη δέσμευση τους στο DNA. Συγκεκριμένα, το θετικό 

ICD οφείλεται στη δέσμευση στην αύλακα, ενώ το αρνητικό ICD στην παρεμβολή.  
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Σχήμα 9.31. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του C.T.-DNA με το σύμπλοκο 

H2TPyP-4Re. 

 

Έτσι, κρίθηκε σκόπιμο να μελετηθεί ο τρόπος αλληλεπίδρασης του πορφυρινικού 

συμπλόκου με τη βοήθεια αυτής της τεχνικής. Αρχικά, παρασκευάστηκαν διαλύματα με 

σταθερή συγκέντρωση DNA (50 μΜ) (όπως αναφέραμε και προηγουμένως), ώστε να 

μελετηθεί η επίδραση του συμπλόκου στη διαμόρφωση του Β-DNA, και μετρήθηκε το CD 

στην περιοχή 200-400 nm, προκειμένου να «δούμε» το συντηρητικό φάσμα της Β-δομής. 

Τα φάσματα CD παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων της ένωσης μας (από 2.5 έως 12.5 

μΜ) φαίνονται στο Σχήμα 9.31 και τα αποτελέσματα συνοψίζονται στον Πίνακα 8.6. 
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Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 8.6, το σύμπλοκο δεν επιφέρει καμία αλλαγή στο μήκος 

κύματος της θετικής ή της αρνητικής κορυφής του DNA, σε καμία από τις δοκιμασθείσες 

συγκεντρώσεις. Αντίθετα, μια αρκετά σημαντική αλλαγή παρατηρείται στην ένταση τους. 

Πιο αναλυτικά, στη χαμηλότερη συγκέντρωση (r=0.05) δεν εμφανίζεται κάποια 

αξιοσημείωτη αλλαγή, ενώ στον λόγο r=0.1 έχουμε αύξηση της θετικής κορυφής (Δε από 

3.35 M
-1

cm
-1

 για το ελεύθερο DNA στα 4.23 M
-1

cm
-1

) και σημαντική μείωση της 

αρνητικής κορυφής (από -3.22 στα -5.06 M
-1

cm
-1

). Για το λόγο r=0.25 παρατηρείται 

αλλαγή στη συμπεριφορά, όσον αφορά τουλάχιστον την ελλειπτικότητα της θετικής 

κορυφής που εμφανίζεται αρκετά μειωμένη. Βέβαια, τα φάσματα CD του DNA παρουσία 

του συμπλόκου παραμένουν συντηρητικά, δηλαδή όσο είναι το εμβαδόν της θετικής 

κορυφής τόσο είναι περίπου και της αρνητικής. Τα αποτελέσματα αυτά προτείνουν ότι το 

σύμπλοκο αλληλεπιδρά ισχυρά με το DNA χωρίς όμως προκαλεί κάποια αλλαγή στη 

διαμόρφωση του.  

Προκειμένου να μελετηθεί η περιοχή στη Soret band και το πιθανό επαγόμενο σήμα 

CD, μετρήθηκαν τα φάσματα στην περιοχή 300-500 nm, κρατώντας σταθερή αυτή την 

φορά τη συγκέντρωση του συμπλόκου (10 μΜ). Μετρήθηκε το φάσμα CD του συμπλόκου 

σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl και κατόπιν τιτλοδοτείται με DNA (από 1 έως 50 μΜ). 

Δυστυχώς, όμως δεν παρατηρήθηκε κάποιο επαγόμενο σήμα, αυξανομένης της 

συγκέντρωσης του νουκλεϊκού οξέος, όποτε η τεχνική αυτή δεν δίνει κάποιο ασφαλές 

συμπέρασμα σχετικά με τον τρόπο αλληλεπίδρασης.  

 

9.4.3. Τιτλοδότηση UV-Vis και Εκπομπής  

Αφού με τις παραπάνω τεχνικές, και κυρίως με τον κυκλικό διχρωισμό αδυνατούμε να 

προσδιορίσουμε με ακρίβεια τον τρόπο δέσμευσης του συμπλόκου με το DNA, η αμέσως 

πιο χρήσιμη τεχνική είναι αυτή της τιτλοδότησης UV-Vis. Η τεχνική αυτή μπορεί να 

προσφέρει σημαντικές πληροφορίες όχι μόνο για τον τρόπο αλλά και για την ισχύ της 

δέσμευσης, μελετώντας τις μεταβολές της Soret band παρουσία DNA. Συνήθως, η 

παρεμβολή των υδατοδιαλυτών πορφυρινών επιφέρει υποχρωμισμό μεγαλύτερο από 30 % 

και βαθοχρωμική μετατόπιση κατά 10 με 15 nm. Αντίθετα, οι εξωτερικές συνδέσεις 

επιφέρουν μέτρια επίδραση στην π-π* απορρόφηση, ενώ μετατόπιση της Soret band προς 

το ερυθρό δεν είναι μεγαλύτερη από 5 nm.  
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Σχήμα 9.32. Αλλαγές φασμάτων απορρόφησης του τετρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-

4Re (5 μΜ) αυξανομένης της συγκέντρωση του DNA σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl. Το ένθετο 

δείχνει τη γραφική παράσταση -10
10

*[DNA]/ (εa-εf) vs [DNA]*10
6
 και τη γραμμική προσαρμογή για την 

τιτλοδότηση απορρόφησης. 

 

Έτσι, το πορφυρινικό σύμπλοκο σταθερής συγκέντρωσης 5 μΜ σε μεθανολικό 

ρυθμιστικό δίαλυμα Tris-HCl, τιτλοδοτείται με διάλυμα DNA, και τα αποτελέσματα 

φαίνονται στο Σχήμα 9.32. Τόσο η Soret band (426 nm) όσο και η π-π* μετάπτωση που 

αποδίδεται στο pq (372 nm) εμφανίζονται μειωμένες σε ένταση μετά από προσθήκη 

αυξανομένων ποσοτήτων DNA. Ο παρατηρούμενος υποχρωμισμός φτάνει έως και 23.6% 

για τη Soret και 15% για την ILpq. Αντίθετα, οι Q bands του πορφυρινικού δακτυλίου 

εμφανίζουν υπερχρωμισμό έως και 25%. Η Soret band εμφανίζει μια μικρή μετατόπιση 

του μεγίστου μήκους κύματος προς το ερυθρό κατά 2 nm, ενώ τόσο η ILpq όσο και οι Q 

ταινίες δεν εμφανίζουν καμία απολύτως μεταβολή. Επιπλέον, παρατηρείται ένα 

ισοσβεστικό σημείο στα 445 nm, ενδεικτικό της ύπαρξης ισορροπίας μεταξύ δύο ειδών 

στο διάλυμα, και πιθανόν να οφείλεται στην ισορροπία του ελεύθερου και του 

δεσμευμένου στο DNA συμπλόκου. Όπως και στο μονομερές σύμπλοκο του Re(I), έτσι 

και σε αυτή την περίπτωση έχουμε την εμφάνιση σημείου κορεσμού στο λόγο 

[DNA]/[complex]=4, όπως φαίνεται στο Σχήμα 9.33.  

Η σταθερά ισορροπίας, που υπολογίστηκε με τον τρόπο που αναφέρθηκε και 

προηγουμένως, βρέθηκε ίση με 1.50(±0.13)∙10
6
 Μ

-1
, μελετώντας τις αλλαγές στη Soret 

band (ένθετο Σχήματος 9.32). Αν και η σταθερά σύνδεσης είναι πολύ μεγάλη και είναι 

ενδεικτική της παρεμβολής, εντούτοις παρατηρήθηκε μετατόπιση της Soret band μόνο 
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κατά 2 nm και υποχρωμισμός μόνο κατά 23.6 %. Αυτές οι μικρές αλλαγές έρχονται σε 

αντίθεση με την παρεμβολή. Βέβαια, πρέπει να αναφέρουμε ότι η σταθερά σύνδεσης δεν 

είναι ασυνήθιστα μεγάλη για πορφυρίνες που συμπλέκονται περιφερειακά με μεταλλικά 

κέντρα [130,132,133,211].  

Επομένως, μπορεί να προταθεί ότι το πορφυρινικό παράγωγο συνδέεται με το DNA με 

εξωτερικής φύσεως αλληλεπιδράσεις, και πιθανότατα με την αύλακα, όπως υποδεικνύει η 

ερυθρή μετατόπιση της Soret band.  
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Σχήμα 9.33. Καμπύλη δέσμευσης τιτλοδότησης UV-Vis του συμπλόκου H2TPyP-4Re, που παριστάνει 

τον κορεσμό δέσμευσης. 

 

Με ανάλογο τρόπο πραγματοποιήθηκε η τιτλοδότηση φθορισμού του πορφυρινικού 

παραγώγου με CT-DNA και τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 9.34. Το σύμπλοκο (5 

μΜ) σε μεθανολικό ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl και pH=7.0 εμφανίζει ισχυρό φθορισμό, 

χαρακτηριστικό του πορφυρινικού δακτυλίου (όπως άλλωστε σχολιάσαμε στην § 8.4.2) με 

μέγιστα στα 657 και 718 nm. Αυξανομένης της συγκέντρωσης του DNA παρατηρείται 

αύξηση της έντασης έως και 35%, χωρίς όμως να μετατοπίζεται το μέγιστο της κορυφής 

φθορισμού. Στο ένθετο του Σχήματος 9.34 φαίνεται η καμπύλη κορεσμού της 

τιτλοδότησης εκπομπής. Όπως ήταν αναμενόμενο, ο κορεσμός δέσμευσης εμφανίζεται στο 

λόγο [DNA]/[complex]=4, στο ίδιο σημείο δηλαδή που βρέθηκε και από την τιτλοδότηση 

απορρόφησης. Το κλάσμα του δεσμευμένου συμπλόκου υπολογίζεται με ανάλογο τρόπο 

με την τιτλοδότηση απορρόφησης, και δίνεται από τον τύπο (6.5).  
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Σχήμα 9.34. Αλλαγές φασμάτων εκπομπής του τετρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re 

(5 μΜ) αυξανομένης της συγκέντρωση του DNA. Το ένθετο δείχνει την καμπύλη κορεσμού. 

 

9.4.4. Πειράματα ιξωδομετρίας (Viscosity measurements)  

Έχοντας μια πρώτη ένδειξη του τρόπου αλληλεπίδρασης του τετρα-ρηνικού 

πορφυρινικού συμπλόκου με το DNA, μπορούμε να πραγματοποιήσουμε πειράματα 

ιξωδομετρίας, με σκοπό να επαληθεύσουμε τα παραπάνω ευρήματα.  
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Σχήμα 9.35. Επίδραση αυξανομένων ποσοτήτων του συμπλόκου H2TPyP-4Re στο σχετικό ιξώδες του 

DNA. 

 

Έτσι λοιπόν, το DNA από θύμο αδένα βοοειδούς (20 μΜ) επωάστηκε για 10 min με 

διάφορες συγκεντρώσεις (από 1 έως 10 μΜ) του πορφυρινικού παραγώγου, και κατόπιν 

μετρήθηκε ο χρόνος ροής κάθε διαλύματος σε θερμοκρασία 25 
o
C. Με τη βοήθεια της 
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εξίσωσης (6.2) υπολογίστηκε το σχετικό ιξώδες και τα αποτελέσματα φαίνονται στο 

Σχήμα 9.35. Παρατηρούμε λοιπόν ότι, το σχετικό ιξώδες του αρχικού διαλύματος 

(ελεύθερο DNA) δεν αλλάζει σημαντικά παρουσία του συμπλόκου, γεγονός που 

υποδηλώνει εξωτερική συναρμογή, αφού το μήκος του DNA μένει ανεπηρέαστο. Αυτό 

έρχεται σε συμφωνία και την τιτλοδότηση ορατού, που αναφέρθηκε παραπάνω.  

 

9.4.5. Μελέτη Διάσπασης του DNA (DNA cleavage studies)  

Υδατικά διαλύματα του κυκλικού πλασμιδιακού pBR322 DNA επωάστηκαν και 

ακτινοβολήθηκαν για 45 min με διάφορες συγκεντρώσεις του πορφυρινικού παραγώγου. 

Τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν προκειμένου να προσδιοριστεί η ικανότητα της υπό 

μελέτη ένωσης να φωτο-διασπά το DNA. Το Σχήμα 9.36 απεικονίζει το πείραμα της 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή, όπου στη lane 1 φαίνεται το κυκλικό υπερελικομένο 

πλασμίδιο pBR322 απουσία του πορφυρινικού συμπλόκου. Από το παρακάτω σχήμα 

παρατηρούμε ότι το πορφυρινικό παράγωγο του ρηνίου(Ι) προκαλεί απόσβεση του 

φθορισμού του βρωμιδίου του αιθιδίου, κάνοντας έτσι αδύνατο τον προσδιορισμό της 

θέσης του DNA πάνω στο gel (lane 3-5). Σε συγκέντρωση 15 μΜ (lane 3), η απόσβεση του 

φθορισμού είναι μικρότερη και παρατηρείται μια αμυδρή ζώνη DNA, και αποδίδεται στη 

μορφή ΙΙ του πλασμιδίου pBR322. Με κάθε επιφύλαξη, θα μπορούσαμε να πούμε ότι σε 

αυτή τη συγκέντρωση το πορφυρινικό σύμπλοκο προκαλεί διάσπαση του ενός κλώνου του 

πλασμιδιακού pBR322 DNA. Η διάσπαση αυτή γίνεται περισσότερο εμφανής στη 

συγκέντρωση 10 μΜ του συμπλόκου (lane 2), όπου η απόσβεση είναι ακόμα μικρότερη 

και οι ζώνες του DNA είναι πλέον εμφανείς.  

 

 

Σχήμα 9.36. Διάγραμμα ηλεκτροφόρησης του pBR322 DNA (100 ng) με διάφορες συγκεντρώσεις του 

τετρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-4Re σε ρυθμιστικό Tris-HCl/NaCl, pH = 7.2 και 

λir>335 nm. Lane 1: DNA control, Lane 2-5: DNA+σύμπλοκο σε 10, 15, 20, 50 μΜ, αντίστοιχα. 

 

Το πρόβλημα που περιγράψαμε παραπάνω δεν μας επέτρεψε να προσδιορίσουμε με 

ασφάλεια τα δραστικά είδη οξυγόνου που εμπλέκονται στο μηχανισμό φωτο-διάσπασης. 
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Ακόμα και στις περιπτώσεις που οι ζώνες ήταν εμφανείς η ένταση τους ήταν αρκετά 

μειωμένη. Οποιαδήποτε πρόβλεψη λοιπόν είναι εξαιρετικά επισφαλής, αφού δεν μπορούμε 

να γνωρίζουμε εάν η μειωμένη ένταση οφείλεται στην παρουσία του αναστολέα, ή είναι 

προϊόν της απόσβεσης του φθορισμού του αιθιδίου.  

 

9.4.6. Συζήτηση  

Προκειμένου να βελτιωθεί η φωτο-διασπαστική ικανότητα των τρικαρβόνυλο 

συμπλόκων του Re(I), αποφασιστηκέ να συμπλεχθεί το μεταλλικό κέντρο στα 

περιφερειακά άζωτα της τετρα-πυριδυλ-πορφυρίνης. Επιλέχθηκε να συμπλεχθεί η ομάδα 

[Re(CO)3pq]
+
 λόγω της ισχυρής κυτταροτοξικής δράσης που έχουν τα pq σύμπλοκα (θα 

αναφερθούμε στο επόμενο κεφάλαιο), και σε συνδυασμό με την φωτοδυναμική δράση των 

πορφυρινών, υποθέτουμε το νέο τετρα-ρηνικό πορφυρινικό παράγωγο H2TPyP-4Re να 

είναι χρήσιμο στην φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου.  

Η μελέτη αλληλεπίδρασης με το DNA έδειξε ότι, το νέο αυτό σύμπλοκο αλληλεπιδρά 

πολύ ισχυρά με τις αύλακες του βιοπολυμερούς. Η σταθερά σύνδεσης που υπολογίστηκε 

με τη μέθοδο της τιτλοδότησης απορρόφησης βρέθηκε ίση με 1.50∙10
6
 Μ

-1
, και είναι της 

ίδιας τάξης μεγέθους με ανάλογα ρουθηνικά πορφυρινικά σύμπλοκα της βιβλιογραφίας 

[130,132,133,211].  

Η σταθερά σύνδεσης του συμπλόκου είναι τουλάχιστον μια τάξη μεγέθους μεγαλύτερη, 

συγκριτικά με ότι παρατηρήσαμε προηγουμένως για τα διιμινικά σύμπλοκα του Re(I). Μια 

προφανής εξήγηση θα πρότεινε ότι αυτό οφείλεται στην παρεμβολή του πορφυρινικού 

δακτυλίου στα ζεύγη βάσεων του DNA. Πράγματι, ο πορφυρινικός δακτύλιος διατηρεί την 

επιπεδότητα του, σύμφωνα με κρυσταλλογραφικά βιβλιογραφικά δεδομένα για το τετρα-

ρηνικό διπυριδινικό πορφυρινικό παράγωγο [fac-{Re(CO)3(bpy)}4(TPyP)](CF3SO3)4 

[123]. Ως εκ τούτου το σύμπλοκο θα μπορούσε να είναι ένας πιθανός παρεμβολέας για το 

DNA. Εντούτοις, τα πειραματικά αποτελέσματα αποκλείουν τον παρεμβολικό τρόπο 

σύνδεσης, όπως προτείνει ο αμελητέα αλλαγή του ιξώδους και ο μέτριος υποχρωμισμός 

της Soret band.  

Επιπλέον, οι ογκώδεις ομάδες του ρηνίου φαίνεται να εμποδίζουν την παρεμβολή του 

δακτυλίου στα ζεύγη βάσεων του νουκλεϊκού οξέος, λόγω στερεοχημικών παρεμποδίσεων. 

Οι στερεοχημικές παρεμποδίσεις, διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στο τρόπο 

αλληλεπίδρασης των κατιοντικών υδατοδιαλυτών πορφυρινών, όπως συζητήσαμε στο κεφ. 

4.5.2. Έτσι, η επικρατέστερη αλληλεπίδραση πρέπει να είναι εξωτερικής φύσεως, με τις 
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[Re(CO)3(pq)]
+
 ομάδες να προσεγγίζουν την αύλακα του DNA. Αυτό θα οδηγούσε το 

κέντρο του πορφυρινικού δακτυλίου να εισαχθεί μερικώς στις αύλακες του DNA, δίνοντας 

αφορμή για υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις, όπως αντανακλάται από το παρατηρούμενο 

υποχρωμισμό της Soret band. Συνεπώς, η υψηλή δεσμευτική ισχύς του πορυρινικού 

παραγώγου οφείλεται πιθανότατα στο υψηλό θετικό φορτίο της ένωσης (+4) κάτι που 

κάνει τις εξωτερικές ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με τις αρνητικά φορτισμένες 

ομάδες οξυγόνου του φοσφωρικού σκελετού του DNA, πολύ ισχυρές [127].  

Από την τεχνική της κυκλικής βολταμμετρίας δεν μπορέσαμε να πάρουμε αξιόπιστα 

αποτελέσματα καθώς το σύμπλοκο σε υψηλές συγκεντρώσεις και παρουσία υδατικού 

διαλύματος καταβυθίζεται. Σε συγκέντρωση 10 μΜ που χρησιμοποιήθηκε για το πείραμα 

του CV, το σήμα ήταν πολύ ασθενές και τα συμπεράσματα μη ασφαλή. Αυτός ίσως είναι 

και ο λόγος που δεν παρατηρήσαμε επαγόμενο σήμα κυκλικού διχρωισμού, αφού τα 

σήματα αυτά γενικά είναι πολύ ασθενή.  

Η μελέτη της φωτο-διασπαστικής ικανότητας του πορφυρινικού παραγώγου έγινε με 

πειράματα ηλεκτρόφορησης. Δυστυχώς, ο φθορισμός του βρωμιδίου του αιθιδίου 

αποσβένεται παρουσία του πορφυρινικού συμπλόκου, κάνοντας αδύνατο τον εντοπισμό 

των ζωνών του DNA στο gel. Στη συγκέντρωση 10 μΜ που η απόσβεση είναι μικρότερη, 

το σύμπλοκο προκαλεί διάσπαση του πλασμιδιακού DNA. Τα προβλήματα της απόσβεσης 

δεν μας επέτρεψαν να προσδιορίσουμε με ακρίβεια τα δραστικά είδη οξυγόνου που 

εμπλέκονται στο μηχανισμό.  

 

9.5. Αλληλεπίδραση της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl με DNA  

9.5.1. Πειράματα θερμικής μετουσίωσης, Tm  

Τα πειράματα θερμικής μετουσίωσης του DNA παρουσία της μεταλλοπορφυρίνης του 

γαλλίου(ΙΙΙ) πραγματοποιήθηκαν μελετώντας τις αλλαγές της απορρόφησης στα 258 nm 

συναρτήσει της θερμοκρασίας. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα 

Tris-HCl με pH=7.0. Τα δείγματα που μετρήθηκαν είχαν λόγους r=[complex]/[DNA]=0, 

0.05, 0.1 0.25 και προέκυψαν με κατάλληλη προσθήκη διαλύματος μεταλλοπορφυρίνης σε 

MeOH. Το DNA σε κάθε δείγμα είχε συγκέντρωση  20 μΜ. Οι καμπύλες που προκύπτουν 

(φαίνονται στο Σχήμα 9.37) έχουν σιγμοειδή μορφή, και με την κατάλληλη προσαρμογή 

σε υπολογιστικό πρόγραμμα υπολογίζεται το σημείο θερμικής μετουσίωσης Tm. Τα 

αποτελέσματα συνοψίζονται στον Πίνακα 9.7.  
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Σχήμα 9.37. Καμπύλες θερμικής μετουσίωσης της αλληλεπίδρασης της μεταλλοπορφυρίνης 

(TPyP)GaCl με το DNA. 

 

Πίνακας 9.7. Δεδομένα θερμικής μετουσίωσης και κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης της 

μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl με το DNA.  

 Θερμική Μετουσίωση Κυκλικός Διχρωισμός 

 Tm (
o
C) ΔTm  %hyp λ (nm) Δε (M

-1
cm

-1
) 

r=0 74.97 (±0.37) 0 17.8 
277 3.35 

246 -3.22 

r=0.05 74.85 (±0.27) -0.12 16.2 
277 3.28 

246 -3.21 

r=0.1 72.83 (±0.26) -2.14 20.7 
277 3.04 

245 -3.76 

r=0.25 70.99 (±0.22) -3.98 21.1 
277 2.46 

245 -4.55 

 

Όπως διαπιστώνουμε, η παρουσία της μεταλλοπορφυρίνης προκαλεί αποσταθεροποίηση 

της διπλής έλικας του DNA, αναλογικά με την αύξηση της συγκέντρωσης της. Η 

μεταβολή του Tm, αλλά και της % υπερχρωμικότητας για το λόγο 0.05 είναι αμελητέα 

(μέσα στα πλαίσια του στατιστικού λάθους). Αντίθετα, η μεγαλύτερη μεταβολή 

παρατηρείται για τη γραμμομοριακή αναλογία 0.25 και είναι -3.98 
o
C, ενώ έχουμε και 

μικρή αύξηση της % hyp (από 17.8% για το ελεύθερο DNA φτάνει στο 21.1%).  
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9.5.2. Πειράματα κυκλικού διχρωισμού (CD) 

Όπως έχουμε είδη συζητήσει, οι καντιοντικές πορφυρίνες και μεταλλοπορφυρίνες 

δίνουν επαγόμενο σήμα κυκλικού διχρωισμού στη Soret περιοχή, ανάλογα με τον 

μηχανισμό δέσμευσης τους στο νουκλεϊκό οξύ. Οι περισσότερο μελετημένες πορφυρίνες 

στη βιβλιογραφία είναι αυτές που έχουν μεθυλιομενά τα περιφερειακά άζωτα της τετρα-

πυριδιλοπορφυρίνης, κάτι που τις κάνει υδατοδιαλυτές. Η δομική ομοιότητα της υπό 

μελέτη μεταλλοπορφυρίνης μας με τις υδατοδιαλυτές, την καθιστά ενδιαφέρουσα στην 

μελέτη αλληλεπίδρασης και φωτο-επαγόμενης διάσπασης του DNA. Η σύμπλεξη του 

Ga(III) στην τετρα-πυριδυλοπορφυρίνη, βελτίωσε κατά πολύ τη διαλυτότητα της 

ελεύθερης πορφυρίνης κάτι που μας επιτρέπει να την μελετήσουμε.  
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Σχήμα 9.38. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του C.T.-DNA με την 

μεταλλοπορφυρίνη (TPyP)GaCl. Τα βέλη δείχνουν τη σταδιακή μετατόπιση του φάσματος. 

 

Η περιοχή της διπλέτας του DNA μελετάται διαφορετικά από την Soret περιοχή. Αρχικά 

λοιπόν, παρασκευάζονται διαλύματα DNA (50 μΜ) κατά τον ίδιο τρόπο που αναφέρθηκαν 

και για τα πειράματα θερμικής μετουσίωσης. Εν συνεχεία καταγράφεται το φάσμα CD από 

200-400 nm, απουσία και παρουσία της μεταλλοπορφυρίνης. Τα φάσματα φαίνονται στο 

Σχήμα 9.38, ενώ στον Πίνακα 9.7 καταγράφονται τα δεδομένα των φασμάτων αυτών. 

Όπως παρατηρούμε το σύμπλοκο σε χαμηλές συγκεντρώσεις (r=0.05) δεν επιφέρει καμιά 

ουσιαστική διαφορά στο διπλή κορυφή του Β-δομής του DNA. Κάτι ανάλογο είχαμε 

παρατηρήσει και από τα πειράματα Tm. Με επιπλέον αύξηση της συγκέντρωσης της 

ένωσης μας, παρατηρούμε μείωση τόσο της θετικής όσο και της αρνητικής κορυφής. Η 

μεγαλύτερη μεταβολή της ελλειπτικότητας παρατηρείται για το λόγο r=0.25, που φτάνει 
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στα -4.55 και +2.46 Μ
-1

cm
-1

 (από -3.22 και 3.35 Μ
-1

cm
-1 

για το ελεύθερο DNA). 

Επιπλέον, παρατηρείται και μια πολύ μικρή μετατόπιση προς το υπεριώδες κατά 1 nm για 

την αρνητική κορυφή. Ενδιαφέρον επίσης προκαλεί και το σημείο αλλαγής του φάσματος 

κυκλικού διχρωισμού του DNA. Από 258 nm που είναι για το ελεύθερο DNA (στο μέγιστο 

της κορυφής UV) μετατοπίζεται σταδιακά προς μεγαλύτερα μήκη κύματος. Μάλιστα, η 

μετατόπιση φτάνει έως και 2 nm για το λόγο r=0.25.  

Συμπερασματικά, παρατηρούμε ότι αυξανομένης της συγκέντρωσης της 

μεταλλοπορφυρίνης το CD φάσμα γίνεται σταδιακά μη συντηρητικό, αφού πλέον το 

εμβαδόν της αρνητικής κορυφής είναι σημαντικά μεγαλύτερο από αυτό της θετικής. Η 

παρατήρηση αυτή σε συνδυασμό με την σταδιακή μετατόπιση του σημείου αλλαγής τους 

φάσματος, υποδηλώνει την B→C μετάπτωση του DNA.  

Στο σημείο αυτό αξίζει να κάνουμε μια μικρή αναφορά για τη C μορφή του DNA. Το 

CD φάσμα του C-DNA έχει μια αρνητική κορυφή, όπου το σχήμα, η θέση και το μέγεθος 

είναι παρόμοια με εκείνα της Β μορφής, αλλά η θετική κορυφή πρακτικά απουσιάζει. Η C 

διαμόρφωση έχει παρατηρηθεί ότι λαμβάνει χώρα σταδιακά με προσθήκη μεθανόλης (από 

25 έως 90 %) σε ίνες DNA και ιοντική ισχύς 0.1 Μ [212]. Η μετάπτωση από την Β στη C 

διαμόρφωση λαμβάνει χώρα σταδιακά, σε αντίθεση με την Β→Α που γίνεται σχετικά 

απότομα σε ένα στενό εύρος συγκεντρώσεων αιθανόλης (από 65 έως 78 % v/v) [213].  

Φυσικά πρέπει να τονιστεί ότι στο πείραμα μας, η συγκέντρωση της μεθανόλης σε όλα 

τα διαλύματα είναι ίδια και μόλις 4%, ενώ η ιονική ισχύς ήταν 50 mM. Επομένως, 

οποιαδήποτε μετάπτωση οφείλεται αποκλειστικά στην αλληλεπίδραση της 

μεταλλοπορφυρίνης με το DNA.  

Η Soret περιοχή στα πειράματα κυκλικού διχρωισμού μελετήθηκε διατηρώντας σταθερή 

την συγκέντρωση του συμπλόκου (10 μΜ) και προσθέτοντας DNA, κατά τον ίδιο τρόπου 

με το τετρα-ρηνικό πορφυρινικό σύμπλοκο. Και σε αυτήν την περίπτωση δεν 

παρατηρήθηκε κάποιο επαγόμενο σήμα αυξανομένης της συγκέντρωσης του DNA.  

 

9.5.3. Τιτλοδότηση UV-Vis και Εκπομπής  

Η πλέον χρήσιμη τεχνική μετά τον κυκλικό διχρωισμό για την μελέτη αλληλεπίδρασης 

πορφυρινών είναι η τιτλοδότηση ορατού-υπεριώδους. Τα πειράματα αυτά 

πραγματοποιήθηκαν στους 25 
o
C σε μεθανολικό ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl pH=7.0. Σε 

σταθερή συγκέντρωση μεταλλοπορφυρίνης (5 μΜ) προστίθεται όγκος διαλύματος DNA 
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και μετράται το φάσμα UV-Vis. Πριν από κάθε μέτρηση το σύστημα αφέθηκε προς 

επώαση για 3 min.  

Μετά από προσθήκη CT- DNA η Soret band εμφανίζει έντονο υποχρωμισμό (έως 30%), 

αλλά καμία μετατόπιση του μήκους κύματος, όπως παρουσιάζεται στο Σχήμα 9.39. Η 

εμφάνιση ενός ισοσβεστικού σημείου στα 425 nm υποδηλώνει την ύπαρξη ενός μόνο 

αλληλεπιδρώντος συμπλόκου. Στο Σχήμα 9.40 φαίνεται ο κορεσμός του DNA από την 

μεταλλοπορφυρίνη. Ο έντονος υποχρωμισμός σε συνδυασμό με την μηδενική αλλαγή στο 

μέγιστο της Soret κορυφής προτείνει την εξωτερική σύνδεση με αυτό-στοίβαγμα (self-

stacking) της μεταλλοπορφυρίνης.  

Μελετώντας τις αλλαγές της Soret band, η σταθερά σύνδεσης υπολογίστηκε ίση με 

4.26(±2.67)∙10
4
 Μ

-1
 (ένθετο Σχήματος 9.39). Η τιμή αυτή είναι αρκετά χαμηλή, κάτι που 

αναμένουμε λόγω της εξωτερικής σύνδεσης με αυτο-στοίβαγμα.  
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Σχήμα 9.39. Αλλαγές φασμάτων απορρόφησης της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl (5 μΜ) 

αυξανομένης της συγκέντρωση του DNA σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl. Το ένθετο δείχνει τη 

γραφική παράσταση -10
10

*[DNA]/ (εa-εf) vs [DNA]*10
6
 και τη γραμμική προσαρμογή για την 

τιτλοδότηση απορρόφησης. 

Η μεταλλοπορφυρίνη (5 μΜ) εμφανίζει έντονο φθορισμό σε μεθανολικό ρυθμιστικό 

διάλυμα με μέγιστο στα 594 και 647 nm. Αυξανομένης της ποσότητας του DNA 

παρατηρείται αύξηση της έντασης της εκπομπής και μηδενική μετατόπιση του μεγίστου 

των κορυφών, όπως φαίνεται στο Σχήμα 9.41. Από τα δεδομένα της τιτλοδότησης 
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φθορισμού δεν προέκυψε η κατάλληλη καμπύλη για τον αξιόπιστο υπολογισμό της 

σταθεράς δέσμευσης με το DNA.  
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Σχήμα 9.40. Καμπύλη δέσμευσης τιτλοδότησης UV-Vis της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl, που 

παριστάνει τον κορεσμό δέσμευσης. 
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Σχήμα 9.41. Αλλαγές φασμάτων εκπομπής της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl (5 μΜ) αυξανομένης 

της συγκέντρωση του DNA. 

 

9.5.4. Πειράματα ιξωδομετρίας (Viscosity measurements)  

Τα πειράματα ιξωδομετρίας πραγματοποιήθηκαν στους 25 
o
C σε μεθανολικό ρυθμιστικό 

διάλυμα Tris-HCl, σε διαλύματα που παρασκευάστηκαν όπως αναφέρθηκε στις τεχνικές 

Tm και CD, δηλαδή με σταθερή συγκέντρωση ως προς DNA 20μΜ και λόγους r=0, 0.05, 

0.1, 0.25, 0.50. Τα αποτελέσματα, που φαίνονται στο Σχήμα 9.42, δείχνουν σαφή αύξηση 

του ιξώδους του DNA από 1 σε 1.19, που είναι ίδια για όλους τους λόγους.  
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Η αύξηση αυτή δεν πρέπει να μας παραπλανά και να την αποδόσουμε στη παρεμβολή 

του πορφυρινικού δακτυλίου στα ζεύγη βάσεων του DNA. Η παρεμβολή μπορεί εύκολα 

να αποκλειστεί λόγω της ύπαρξης του αξονικού υποκαταστάτη Cl, που είναι 

συμπλεγμένος στο μέταλλο. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα ο δακτύλιος να χάνει την 

επιπεδότητα του, κάτι που αυτομάτως αποκλείει την παρεμβολή. Άλλωστε, οι 

κρασταλλογραφικές δομές της τετρα-φαινυλοπορφυρίνης του γαλλίου(ΙΙΙ) με διάφορους 

αξονικούς υποκαταστάτες έδειξαν ότι το μεταλλικό κέντρο βρίσκεται υψηλότερα από το 

επίπεδο της πορφυρίνης έως και 0.530 Å [194,197]. Εξάλλου, όπως έχουμε ήδη αναφέρει 

στο θεωρητικό μέρος, πορφυρίνες μετάλλων που έχουν αξονικούς υποκαταστάτες δεν 

μπορούν δεσμευθούν μέσω παρεμβολής.  
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Σχήμα 9.42. Επίδραση αυξανομένων ποσοτήτων της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl στο σχετικό 

ιξώδες του DNA. 

 

9.5.5. Μελέτη Διάσπασης του DNA (DNA cleavage studies)  

Όπως έχουμε ήδη αναφέρει οι πορφυρίνες είναι εξαιρετικά φωτο-δραστικά μόρια και 

μπορούν να προκαλέσουν πολύ ενδιαφέρουσες φωτοχημικές αντιδράσεις. Ίσως, η 

σημαντικότερη εφαρμογή τους να είναι η χρήση τους ως φωτοευαισθητοποιητές στη 

φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου.  

Για να διαπιστωθεί λοιπόν η φωτο-δραστικότητα της υπό μελέτη μεταλλοπορφυρίνης, 

μελετήθηκε η κινητικότητα του υπερελικομένου κυκλικού πλασμιδιακού pBR322 DNA, 

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων της ένωσης μας, με πειράματα ηλεκτροφόρησης σε 

πηκτή αγαρόζη. Έτσι λοιπόν, το pBR322 DNA επωάζεται με διάφορες συγκεντρώσεις της 

γάλλιο(ΙΙΙ) πορφυρίνης σε αερόβιες συνθήκες, και ακτινοβολείται για 30 min με 
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ακτινοβολία μήκους κύματος >335 nm. Οι μπάντες του DNA πάνω στο gel εμφανίζονται 

με βρωμιούχο αιθίδιο, και τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 9.43.  

Από το Σχήμα 9.43 (lane 6) παρατηρούμε ότι η πορφυρίνη του γαλλίου(ΙΙΙ) δεν 

προκαλεί καμία απολύτως διάσπαση του διπλόκλωνου υπερελικομένου πλασμιδιακού 

pBR322 DNA σε συνθήκες σκότους. Όμως υπό την επίδραση UV-A ακτινοβολίας για 30 

min, παρατηρούμε την εμφάνιση της μορφής ΙΙ του πλασμιδίου και τη σταδιακή μείωση 

της έντασης της μορφής Ι (lane 2-5). Μάλιστα, σε συγκέντρωση 10 μΜ (lane 4) 

παρατηρούνται και ίχνη της γραμμικής μορφής ΙΙΙ του πλασμιδιακού pBR322 DNA. Η 

γραμμική μορφή του πλασμιδίου γίνεται έντονα εμφανής σε συγκέντρωση 20 μΜ (lane 5) 

του πορφυρινικού παραγώγου, ενώ η μορφή Ι έχει εξαφανιστεί τελείως. Έτσι λοιπόν, σε 

συγκεντρώσεις 2 μΜ (lane 2) και 5 μΜ (lane 3) το σύμπλοκο προκαλεί διάσπαση του ενός 

κλώνου (nicking) του πλασμιδιακού DNA, ενώ σε συγκέντρωση 20 μΜ παρατηρείται 

πλήρες nicking του DNA (αφού η υπερελικομένη μορφή I έχει εξαφανιστεί) αλλά και 

σπάσιμο της διπλής έλικας (double strand break) του pBR322 DNA.  

 

 

Σχήμα 9.43. Διάγραμμα ηλεκτροφόρησης του pBR322 DNA (100 ng) με διάφορες συγκεντρώσεις της 

μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl σε ρυθμιστικό Tris-HCl/NaCl, pH = 7.2 και λir>335 nm. Lane 1: 

DNA control, Lane 2-5: DNA+σύμπλοκο σε 2, 5, 10, 20 μΜ, αντίστοιχα, Lane 6: DNA+20 μΜ 

συμπλόκου στο σκοτάδι. 

 

9.5.6. Μηχανιστικές μελέτες (Mechanistic studies)  

Σε μια προσπάθεια εύρεσης των δραστικών ειδών οξυγόνου που εμπλέκονται στο 

μηχανισμό φωτο-επαγόμενης διάσπασης του DNA, πραγματοποιήθηκαν τα εξής 

πειράματα. Το υπερελικομένο κυκλικό πλασμιδιακό pBR322 DNA επωάστηκε με την 

Ga(III) μεταλλοπορφυρίνη παρουσία ROS αναστολέων και ακτινοβολήθηκε υπό τις ίδιες 

ακριβώς συνθήκες που πραγματοποιήθηκαν και τα παραπάνω πειράματα. Τα 

αποτελέσματα, που φαίνονται στο Σχήμα 9.44, δείχνουν ότι παρουσία του γνωστού 

αναστολέα ριζών υδροξειλίου, DMSO (lane 3), δεν παρατηρείται καμία απολύτως 

αναστολή στην ικανότητα διάσπασης του κλώνου του DNA από την μεταλλοπορφυρίνη. 
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Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η υδροξυλική ρίζα OH˙ δεν εμπλέκεται με κανένα τρόπο 

στο μηχανισμό διάσπασης. Αντίθετα, παρουσία NaN3 (lane 4), ενός γνωστού αναστολέα 

μονήρους οξυγόνου, παρατηρείται αισθητή μείωση της διασπαστικής ικανότητας του 

συμπλόκου, κάτι που υποδηλώνει την κρισιμότητα του 
1
O2 στη μηχανιστική οδό.  

 

 

Σχήμα 9.44. Φωτο-διάσπαση του pBR322 DNA από 20 μΜ της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl 

παρουσία διαφόρων αναστολέων. Lane 1: DNA control, Lane 2: DNA επωασμένο με 20 μΜ 

συμπλόκου, Lane 3: DNA επωασμένο με συμπλόκο + 500 mM DMSO, Lane 4: DNA επωασμένο με 

συμπλόκο + 4 mM NaN3. 

 

9.5.7. Συζήτηση  

Η εξαιρετική φωτοδυναμική δράση των πορφυρινών σε συνδυασμό με το έντονο 

βιολογικό ενδιαφέρον του Ga(III), μας ώθησε να συνθέσουμε ένα νέο γάλλιο-πορφυρινάτο 

σύμπλοκο. Η παρουσία του μετάλλου στο κέντρο του πορφυρινικού δακτυλίου βελτιώνει 

την διαλυτότητα της πορφυρίνης, διευκολύνοντας έτσι την μελέτη αλληλεπίδρασης με το 

DNA.  

Η μεταλλοπορφυρίνη του γαλλίου(ΙΙΙ), βρέθηκε ότι συνδέεται στο DNA με εξωτερικής 

φύσεως αλληλεπιδράσεις, που περιλαμβάνουν αυτό-στοίβαγμα του ενός πορφυρινικού 

δακτυλίου με έναν άλλο. Αυτό το είδος της αλληλεπίδρασης είναι χαρακτηριστικό για 

πορφυρινικά μόρια [109,112,214]. Αυτό το συμπέρασμα προτείνεται από το έντονο 

υποχρωμισμό της Soret band σε συνδυασμό με την μηδενική αλλαγή του μήκους κύματος, 

αλλά και από την χαμηλή σταθερά σύνδεσης της υπό μελέτη μεταλλοπορφυρίνης, 

συγκριτικά με τις υδατοδιαλυτές πορφυρίνες [109]. Το ένα ισοσβεστικό σημείο που 

παρατηρήθηκε στην τιτλοδότηση UV-Vis υποδηλώνει την ύπαρξη ενός μόνο είδους 

αλληλεπίδρασης. Από τα πειράματα κυκλικού διχρωισμού, αν και δεν παρατηρήθηκε 

κάποιο επαγόμενο σήμα που θα επιβεβαίωνε την παραπάνω πρόταση, φαίνεται να 

προκαλείται μια B→C μετάπτωση της διαμόρφωσης του DNA παρουσία της Ga(III) 

πορφυρίνης.  
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Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι πολύ σημαντικό ρόλο στη δεσμευτική 

ικανότητα των πορφυρινικών παραγώγων με το DNA διαδραματίζει το φορτίο των 

περιφερειακών ατόμων αζώτου της πυριδυλοπορφυρίνης H2TPyP, είτε αυτό προέρχεται 

από την περιφερειακή σύμπλεξη μετάλλων (όπως το πορφυρινικό παράγωγο που 

σχολιάσαμε στην § 8.4), είτε μέσω της Ν-αλκυλίωσης [109], κάτι που μετατρέπει την 

H2TPyP σε υδατοδιαλυτή. Και στις δύο περιπτώσεις η συγγένεια δέσμευσης με το DNA 

είναι σημαντικά μεγαλύτερη από την υπό μελέτη πορφυρίνη, ενώ στην περίπτωση των 

υδατοδιαλυτών πορφυρινών έχει αποδειχθεί και η εκλεκτικότητα ως προς τα ζεύγη 

βάσεων [109].  

Όπως αποδείχθηκε με πειράματα ηλεκτροφόρησης η Ga(III) πορφυρίνη προκαλεί 

αποδοτική φωτο-διάσπαση της διπλής έλικας του DNA. Αυτή η εξαιρετική ικανότητα της 

μεταλλοπορφυρίνης παρατηρήθηκε ακόμα και σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις (2 μΜ), 

αλλά και πολύ λιγότερο χρόνο ακτινοβόλησης, συγκριτικά με τις ενώσεις που 

μελετήθηκαν προηγουμένως, αποδεικνύοντας την εξαιρετική φωτο-δραστικότητα των 

πορφυρινών. Η αποδόμηση του DNA φαίνεται να συμβαίνει μέσω μηχανισμού τύπου ΙΙ, 

όπως προτείνεται από την συμμετοχή του μονήρους οξυγόνου στη πορεία διάσπασης, 

επιβεβαιώνοντας την ικανότητα των πορφυρινικών παραγώγων να παράγουν μονήρες 

οξυγόνο [215]. Έχει βρεθεί, ότι οι κατιοντικές πορφυρίνες που παρεμβάλλονται στα ζεύγη 

βάσεων του DNA προστατεύονται από το διαλυμένο οξυγόνο, με αποτέλεσμα την 

χαμηλότερη κβαντική απόδοση 
1
O2, συγκριτικά με τις εξωτερικά δεσμευμένες πορφυρίνες 

[216,217]. Επομένως, η εξωτερική, μέσω στοιβάγματος, σύνδεση της μεταλλοπορφυρίνης 

του γαλλίου(ΙΙΙ) με το DNA και η σχετικά χαμηλή σταθερά δέσμευσης, δεν φαίνεται να 

αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα στη φωτο-διασπαστική ικανότητα της, το αντίθετο 

μάλιστα.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10 

In Vitro ΚΥΤΤΑΡΟΤΟΞΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ  

 

10.1. Εισαγωγή 

Η αποτίμηση της κυτταροτοξικότητας των υποκαταστατών και των συμπλόκων που 

συντέθηκαν, έγινε με τη γνωστή μέθοδο ανάλυσης MTT [170,218]. Για τον προσδιορισμό 

της τιμής IC50κατασκευάζεται γραφική παράσταση της % βιωσιμότητας των κυττάρων 

(εξίσωση 6.6) συναρτήσει του λογαρίθμου της συγκέντρωσης, και με προσαρμογή των 

δεδομένων σε σιγμοειδή καμπύλη υπολογίζεται η τιμή IC50. Η τιμή αυτή είναι η 

συγκέντρωση (σε μΜ) στην οποία παρατηρείται θνησιμότητα των κυττάρων σε ποσοστό 

50%, και εκφράζει το μέτρο της κυτταροτοξικότητας μιας ένωσης. Είναι προφανές λοιπόν, 

ότι όσο χαμηλότερη είναι η τιμή IC50 τόσο τοξικότερο θεωρείται ένα παράγωγο. Για τον 

υπολογισμό της τιμής IC50 με σιγμοειδή προσαρμογή είναι απαραίτητη η ύπαρξη δύο 

πλατό (όπου στο πάνω έχουμε 100% βιωσιμότητα και στο κάτω περίπου 0% βιωσιμότητα 

κυττάρων) και μιας ενδιάμεσης γραμμικής περιοχής (όπου δίνει την τιμή 50% της 

βιωσιμότητας). Στις περιπτώσεις των παραγώγων που δεν επιτυγχάνεται το κάτω πλατό 

(λόγο κακής διαλυτότητας του παραγώγου και χαμηλής τοξικότητας) είναι αδύνατος ο 

προσδιορισμός της IC50 με ακρίβεια. Στην περίπτωση αυτή δίνεται προσεγγιστικά η τιμή 

όπου το παράγωγο προκαλεί αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού κατά 50% 

[219].  

Όλα τα παράγωγα δοκιμάστηκαν σε τρεις ανθρώπινες καρκινικές σειρές, την MCF-7 

(breast cancer), PC-3 (prostate cancer) και T98G (glioblastoma) και συγκρίνονται με το 

γνωστό αντικαρκινικό φάρμακο cisplatin (positive control). Η κάθε κυτταρική σειρά 

επωάστηκε για 72 h με ένα εύρος συγκεντρώσεων (από 0.01 έως 250 μΜ) και 

προσδιορίζεται το ποσοστό της κυτταρικής βιωσιμότητας σε κάθε συγκέντρωση. Κάθε 

σημείο της γραφικής παράστασης (όπως αυτή που απεικονίζεται στο Σχήμα 10.1) 

εμφανίζεται ως η μέση τιμή ± την τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. Οι 

τιμές IC50 όλων των παραγώγων που μελετήθηκαν συνοψίζονται στον Πίνακα 10.1. 
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Πίνακας 10.1. Κυττατοτοξικές μελέτες των δοκιμασθέντων ενώσεων έναντι των καρκινικών 

κυτταρικών σειρών T98G, PC3 και MCF-7. Οι τιμές IC50 (σε μΜ) παριστάνονται ως μέση τιμή ± 

τυπική απόκλιση.  

Ενώσεις 

IC50 ± S.D. (μΜ) 

T98G PC3 MCF-7 

phendione 4.91 ± 2.06 3.01 ± 1.72 2.45 ± 0.71 

dppz 6.39 ± 0.69 3.64 ± 2.04 7.08 ± 1.26 

dppz-ester ~50
a
 ~50

a
 ~50

a
 

pq ~200
a
 ~200

a
 ~200

a
 

Re(CO)5Cl ~200
a
 ~200

a
 ~200

a
 

Re(phendione)Cl ~60
a
 ~60

a
 ~50

a
 

Re(dppz-ester)Cl ~50
a
 ~60

a
 ~50

a
 

Repq-Cl 18.57 ± 3.98 15.67 ± 2.79 11.52 ± 2.76 

Repq-MeCN 28.97 ± 6.98 22.10 ± 6.99 22.04 ± 7.88 

Repq-py ~100
a
 34.12 ± 6.30 33.36 ± 7.39 

H2TPyP-4Re *
b 

*
b 

*
b 

(TPyP)GaCl ~70
a
 21.79 ± 6.22 19.14 ± 5.80 

cisplatin 6.45 ± 1.64 2.19 ± 0.11 11.06 ± 2.49 

a
 Συγκέντρωση που απαιτείται για την αναστολή της O.D. κατά περίπου 50%. Δεν προσδιορίσθηκε 

ακριβής τιμή IC50.  

b
 Η O.D. είναι μεγαλύτερη από 90% στη συγκέντρωση των 10 μΜ.  

 

10.2. Κυτταροτοξική μελέτη των συμπλόκων Re(CO)3(phendione)Cl, 

Re(CO)3Cl[dppz-3,6-(COOEt)2] και των αντίστοιχων υποκαταστατών  

Όπως αναφέρθηκε στο υποκεφάλαιο 2.6, ο υποκαταστάστης phendione παρουσιάζει 

ισχυρή αντικαρκινική δράση τόσο ελεύθερος όσο και συμπλεγμένος σε κάποιο μεταλλικό 

κέντρο για τον λόγο αυτό επιλέχθηκε και συμπλοκοποιήθηκε. Προσδιορίστηκε η 

κυτταροτοξική δράση του αντίστοιχου Re(I) συμπλόκου, του πρόδρομου μορίου 

Re(CO)5Cl και του υποκαταστάτη phendione, έναντι των παραπάνω κυτταρικών σειρών 

και συγκρίθηκαν με εκείνες του cisplatin (Σχήμα 10.1). Οι καμπύλες της % OD 

συναρτήσει του λογαρίθμου της συγκέντρωσης του κάθε παραγώγου φαίνονται στα 

Σχήματα 10.1 και 10.2, ενώ οι τιμές IC50 συνοψίζονται στον Πίνακα 10.1.  
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Σχήμα 10.1. Καμπύλες δόσης-απόκρισης του cisplatin έναντι των κυτταρικών σειρών T98G (μαύρο 

χρώμα), PC3 (κόκκινο χρώμα) και MCF-7 (μπλε χρώμα). 
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Σχήμα 10.2. Καμπύλες δόσης-απόκρισης των υποκαταστάτων phendione (αριστερά) και dppz (δεξιά) 

έναντι των κυτταρικών σειρών T98G, PC3 και MCF-7. 

 

Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 10.1 ο ελεύθερος υποκαταστάτης είναι εξαιρετικά 

τοξικός έναντι των κυτταρικών σειρών T98G (IC50=4.91 μΜ), PC3 (IC50=3.01 μΜ) και 

MCF-7 (IC50=2.45 μΜ), και μάλιστα περισσότερο και από το cisplatin. Τα αποτελέσματα 

αυτά επιβεβαιώνουν προηγούμενα δημοσιευμένα αποτελέσματα που αναφέρουν την 

ισχυρή τοξικότητα του εν λόγο υποκαταστάτη έναντι διαφόρων άλλων κυτταρικών σειρών 

[68-70]. Σε αυτό το σημείο πρέπει να αναφέρουμε ότι οι τιμές IC50 ως προς τις 

συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές δεν έχουν αναφερθεί ξανά στη βιβλιογραφία, και 

επιβεβαιώνουν τη μη-εκλεκτική τοξικότητα του φαινανθρολινικού παραγώγου.  

Η οριακή διαλυτότητα σε συνδυασμό με την χαμηλή τοξικότητα του αντίστοιχου 

συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl δεν μας επέτρεψε τον προσδιορισμό της τιμής IC50, 

αφού δεν μπορέσαμε να φτάσουμε σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις (ώστε να μπορεί να 
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σχηματιστεί το κάτω plateau της σιγμοειδούς καμπύλης). Στο σημείο αυτό πρέπει να 

θυμίσουμε ότι η συγκέντρωση του DMSO στο τελικό διάλυμα δεν μπορεί να ξεπερνά το 

1% (σε υψηλότερα ποσοστά το DMSO είναι τοξικό για τα κύτταρα). Όπως φαίνεται από 

το Σχήμα 10.3 το συγκεκριμένο σύμπλοκο δεν είναι δραστικό σε συγκέντρωση 10 μΜ. 

Όμως, σε συγκέντρωση 50 μΜ του συμπλόκου η % βιωσιμότητα των κυττάρων μειώνεται 

εν συγκρίσει με το control σε ποσοστό τουλάχιστον 45%, 40% και 27% για τα MCF-7, 

T98G και PC3 κύτταρα, αντίστοιχα. Αξίζει να σημειωθεί ότι το πρόδρομο μόριο 

Re(CO)5Cl προκαλεί, σε ποσοστό περίπου 50% μείωση της οπτικής πυκνότητας, μόνο 

στην πολύ υψηλή συγκέντρωση των 200 μΜ (Σχήμα 10.4). 
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Σχήμα 10.3. Επίδραση της συγκέντρωσης 10 μΜ (πάνω) και 50 μΜ (κάτω) των παραγώγων 

Re(phendione)Cl, Re(dppz-ester)Cl και dppz-ester στην % οπτική πυκνότητα MCF-7, PC3 και T98G. 

Ο αριθμός μέσα στις μπάρες δείχνει το % ποσοστό των ζωντανών κυττάρων παρουσία της υπό μελέτη 

ένωσης. 

 

Όμοια με το Re(phendione)Cl, το σύμπλοκο Re(CO)3(dppz-ester)Cl εμφανίζει μέτρια 

κυτταροτοξική δράση και σε συνδυασμό με την οριακή διαλυτότητα του σε DMSO, ήταν 

αδύνατος ο προσδιορισμός της IC50. Από το Σχήμα 10.3 παρατηρούμε ότι και το Re(dppz-

ester)Cl σύμπλοκο είναι μη δραστικό στη συγκέντρωση των 10 μΜ, ενώ στη συγκέντρωση 
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των 50 μΜ η OD μειώθηκε περίπου κατά 50%. Ο ελεύθερος υποκαταστάτης dppz-ester 

εμφανίζει όμοια τοξικότητα με το αντίστοιχο σύμπλοκο (Σχήμα 10.3). Αντίθετα, ο μη 

υποκατεστημένος dppz υποκαταστάτης επιδεικνύει ισχυρή τοξικότητα (Σχήμα 10.2), 

παρόμοια με του cisplatin, όπως φαίνεται στον Πίνακα 10.1. Εξίσου ισχυρή τοξικότητα 

εμφανίζει ο dppz υποκαταστάτης και σε άλλες καρκινικές σειρές, όπως τον καρκίνο του 

παχέος εντέρου (colon cancer – WIDR και HT-29 cells), του πνεύμονα (lung cancer – 

H266 cells) ή του νεφρού (renal cancer – A498 cells), όπως αναφέρθηκε πρόσφατα στη 

βιβλιογραφία [67,220].  
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Σχήμα 10.4. Καμπύλες δόσης-απόκρισης του Re(CO)5Cl, έναντι των T98G, PC3 και MCF-7 κυττάρων. 

 

Το dppz έχει περίπου την ίδια τοξικότητα με το παράγωγο phendione, σε όλες τις 

δικιμαστείσες κυτταρικές σειρές. Το παράγωγο που προκείπτει από την περαιτέρω 

τροποποίηση του εκτεταμένου επίπεδου αρωματικού υποκαταστάτη με δύο εστερομάδες 

(dppz-ester) έχει συγκριτικά με το παράγωγο phendione πολύ μικρή τοξικότητα. Οι 

συμπλοκοποιημένοι υποκαταστέτες με Re(I) έχουν μικρότερη τοξικότητα. Σύμφωνα με 

προσφάτως δημοσιευμένα αποτελέσματα, σημαντική μείωση παρατηρήθηκε ακόμα και 

όταν οι phendione και dppz υποκαταστάτες συμπλέκονται στον Pt(II) [67].  

 

10.3. Κυτταροτοξική μελέτη του υποκαταστάτη pq και των αντίστοιχων Re(I) 

συμπλόκων  

Ο κινοξαλινικός δακτύλιος απαντάται σε ένα μεγάλο αριθμό φυσικών ενώσεων όπως 

στη ροβοφλαβίνη (riboflavin – Βιταμίνη B2), στα φλαβοένζυμα (flavoenzymes) και άλλα. 

Επιπλέον, κινοξαλινικά παράγωγα έχουν έντονη βιολογική δράση, και χρησιμοποιούνται 

σαν αντιβακτηριακοί, αντιικοί, αντικαρκινικοί και αντιμυκητιακοί παράγοντες [221-223]. 
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Μάλιστα, η αντιβιοτική τους δράση φαίνεται να είναι αποτέλεσμα της παρεμβολής στο 

DNA. Επιπλέον, αλογονο-υποκατεστημένοι κινοξαλινικοί δακτύλιοι είναι ανάμεσα στους 

πιο δραστικούς αντικαρκινικούς φορείς, σε ευρύ φάσμα μορφών καρκίνου [224]. Μελέτες 

έχουν δείξει ότι ακόμα και μια μικρή υποκατάσταση στον κινοξαλινικό δακτύλιο μπορεί 

να επιφέρει σημαντικές αλλαγές τόσο in vitro όσο και in vivo. 

Το πυριδυλ-υποκατεστημένο κινοξαλινικό παράγωγο (pq), αν και είναι γνωστό από το 

1993 και έχει συμπλεχθεί σε ένα πολύ μεγάλο αριθμό μετάλλων, εντούτοις η βιολογική 

του δράση δεν έχει ακόμα μελετηθεί. Στην παρούσα διατριβή γίνεται μια πρώτη 

προσπάθεια να μελετηθεί η in vitro τοξικότητα τόσο του ελεύθερου υποκαταστάτη, όσο 

και συμπλόκων του με ρήνιο(Ι), σε διαφορετικές καρκινικές σειρές.  

Έτσι λοιπόν, χρησιμοποιώντας την ΜΤΤ μέθοδο, μελετήθηκε η κυτταροτοξική 

δραστικότητα του ελεύθερου υποκαταστάτη και των αντίστοιχων συμπλόκων του Re(I), 

έναντι τριών καρκινικών σειρών, T98G, PC3 και MCF-7. Για λόγους σύγκρισης 

μελετήθηκε και το σύμπλοκο Re(CO)3(pq)Cl, που χρησιμοποιήθηκε σαν πρόδρομο μόριο 

για την σύνθεση των δύο κατιοντικών συμπλόκων. Οι τιμές IC50 συνοψίζονται στον 

Πίνακα 10.1 και οι καμπύλες δόσης-απόκρισης φαίνονται στα Σχήματα 10.5-10.7. Από τα 

παραπάνω αποτελέσματα γίνεται αμέσως εμφανές ότι, ο pq υποκαταστάτης παρουσιάζει, 

συγκριτικά με το cisplatin και τους άλλους υποκαταστάτες, αμελητέα κυτταροτοξική 

επίδραση και στις τρεις κυτταρικές σειρές που μελετήθηκε, προκαλώντας περίπου 50% 

μείωση της OD στη μεγαλύτερη συγκέντρωση 200 μΜ.  

Αντίθετα, όταν ο υποκαταστάτης συμπλεχθεί στο ρήνιο παρατηρείται σημαντική 

αύξηση της τοξικότητας, και των τριών συμπλόκων με τους διαφορετικούς αξονικούς 

υποκαταστάτες. Το ουδέτερο χλωρο-σύμπλοκο (Repq-Cl) έχει τιμές IC50 συγκρίσιμες με 

εκείνες του cisplatin, και μάλιστα για τα καρκινικά κύτταρα του μαστού (MCF-7) η 

τοξικότητα βρέθηκε ίδια με εκείνη του αντικαρκινικού φαρμάκου. Συγκεκριμένα, οι τιμές 

IC50 είναι 18.57, 15.67 και 11.52 μΜ έναντι των T98G, PC3 και MCF-7 κυττάρων, 

αντίστοιχα. Στο μόριο που προκύπτει αντικαθιστώντας το χλώριο από την αξονική θέση με 

MeCN, παρατηρείται μείωση της τοξικότητας κατά περίπου 1.5-φορά για τα T98G 

(IC50=28.97 μΜ) και PC3 (IC50=22.10 μΜ) κύτταρα και κατά ~2-φορές για τα MCF-7 

(IC50=22.04 μΜ). Παρόλα αυτά, και αυτό το σύμπλοκο είναι περισσότερο τοξικό έναντι 

της MCF-7 κυτταρικής σειράς, με τιμή IC50 περίπου 2-φορές μεγαλύτερη από του 

cisplatin. Το πυριδινικό σύμπλοκο είναι ακόμα λιγότερο τοξικό από τα δύο προηγούμενα. 

Οι τιμές IC50 έναντι των MCF-7 (33.59 μΜ) και PC3 (34.12 μΜ) κυττάρων είναι 

παρόμοιες μεταξύ τους. Εντύπωση όμως προκαλεί το γεγονός ότι το σύμπλοκο είναι μη 
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τοξικό έναντι των T98G κυττάρων, με το IC50 να είναι περίπου 100 μΜ. Αυτό πιθανόν να 

υποδηλώνει διαφοροποιημένη συμπεριφορά του συγκεκριμένου παραγώγου σε κάποιες 

κυτταρικές σειρές, που μπορεί να οφείλεται σε παράγοντες όπως το pH της καλλιέργειας, 

στην κυτταρική πρόσληψη κλπ.  

Η πολύ μεγάλη διαφορά στην τοξικότητα του ελεύθερου υποκαταστάτη και στα 

αντίστοιχα σύμπλοκα, μπορεί να σχετίζεται με το γεγονός ότι σε διάλυμα ο pq βρίσκεται 

σε cis-διαμόρφωση (Σχήμα 8.8), ενώ όπως έχει αποδειχθεί με κρυσταλλογραφία ακτίνων-

Χ, ο υποκαταστάτης αποκτά επίπεδη διαμόρφωση μετά από τη σύμπλεξη του με το 

ρήνιο(Ι). Η επίπεδη διαμόρφωση πιθανόν να δίνει τη δυνατότητα για μια πιο ισχυρή 

δέσμευση με το DNA, βελτιώνοντας έτσι τη δραστικότητα των συμπλόκων.  

Η μελέτη των τριών pq συμπλόκων φανερώνει την κρισιμότητα τόσο του αξονικού 

υποκαταστάτη, όσο και του φορτίου του συμπλόκου στο κυτταρικό περιβάλλον. Να 

θυμίσουμε ότι το ουδέτερο –χλωρο –pq σύμπλοκο είναι περισσότερο τοξικό από τα 

κατιοντικά –pq σύμπλοκα. Βέβαια ο μηχανισμός δράσης δεν είναι γνωστός. Περεταίρω 

πειράματα σταθερότητας στο πλάσμα, σε υπερκείμενα καλλιεργειών ή πειράματα 

κυτταρικής πρόσληψης και εντοπισμού θα βοηθούσαν στην κατανόηση της επίδρασης του 

αξονικού υποκαταστάτη και του φορτίου του συμπλόκου.  
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Σχήμα 10.5 Καμπύλες δόσης-απόκρισης του pq υποκαταστάτη, έναντι των T98G, PC3 και MCF-7 

κυττάρων. 
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Σχήμα 10.6. Καμπύλες δόσης-απόκρισης του συμπλόκου Re(CO)3(pq)Cl (Repq-Cl) έναντι των 

κυτταρικών σειρών T98G, PC3 και MCF-7. 
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Σχήμα 10.7. Καμπύλες δόσης-απόκρισης των κατιοντικών συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(MeCN)]
+
 (Repq-

MeCN) (αριστερά) και [Re(CO)3(pq)(py)]
+
 (Repq-py) (δεξιά) έναντι των κυτταρικών σειρών T98G, 

PC3 και MCF-7. 
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10.4. Κυτταροτοξική μελέτη του τετρα-ρηνικού πορφυρινικού συμπλόκου H2TPyP-

4Re  

Ο σχηματισμός συσσωματωμάτων (aggregation) του πορφυρινικού παραγώγου σε 

υδατικά διαλύματα, που συζητήσαμε σε προηγούμενο κεφάλαιο, περιόρισε πολύ την 

δυνατότητα κυτταροτοξικής μελέτης του συμπλόκου. Σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 

10 μΜ το σύμπλοκο καταβυθιζόταν, χρωματίζοντας τα plates που έγινε το πείραμα. Αυτό 

εμπόδισε την ακριβή μέτρηση της απορρόφησης του διαλύματος των κρυστάλλων 

φορμαζάνης. Στη συγκέντρωση των 10 μΜ το πορφυρινικό παράγωγο δεν προκαλεί 

κάποια αξιοσημείωτη αναστολή στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Συγκεκριμένα, για όλες 

τις κυτταρικές σειρές η κυτταρική βιωσιμότητα είναι περίπου 90 % παρουσία 10 μΜ του 

παραγώγου.  

 

10.5. Κυτταροτοξική μελέτη της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl 

Η τοξικότητα του συγκεκριμένου παραγώγου εκτιμήθηκε με τη βοήθεια της ΜΤΤ 

μεθόδου έναντι των T98G, PC3 και MCF-7 καρκινικών κυττάρων. Οι καμπύλες δόσης 

απόκρισης της Ga(III) πορφυρίνης φαίνονται στο Σχήμα 10.8 και οι τιμές IC50 που 

υπολογίστηκαν με προσαρμογή των δεδομένων σε σιγμοειδή καμπύλη συνοψίζονται στον 

Πίνακα 10.1. Η μεταλλοπορφυρίνη επιδεικνύει αρκετά ισχυρή τοξική δράση έναντι των 

MCF-7 και PC3 κυττάρων με τιμές IC50 ίσες με 19.14 και 21.79 μΜ, ενώ η 

κυτταροτοξικότητα της είναι μειωμένη έναντι τις κυτταρικής σειράς T98G (IC50>50μΜ). 

Η περιορισμένη διαλυτότητα δεν επιτρέπει τον ακριβή προσδιορισμό της τιμής IC50 για τα 

T98G κύτταρα.  
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Σχήμα 10.8. Καμπύλες δόσης-απόκρισης της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl έναντι των κυτταρικών 

σειρών T98G, PC3 και MCF-7. 
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Μια σύγκριση της ουδέτερης μεταλλοπορφυρίνης με τις κατιοντικές υδιατοδιαλυτές 

πορφυρίνες (TMPyP) και μεταλλοπορφυρίνες (TMPyP∙Μ) θα ήταν πολύ χρήσιμη, ώστε να 

διαπιστωθεί η κρισιμότητα του φορτίου στην τοξικότητα των πορφυρινών. Έτσι λοιπόν, με 

μια πρώτη ματιά διαπιστώνουμε ότι η υπό μελέτη ουδέτερη μεταλλοπορφυρίνη 

(TPyP)GaCl, είναι περισσότερο τοξική από τις υδατοδιαλυτές που έχουν μελετηθεί στη 

βιβλιογραφία [111]. Συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι η TMPyP αλλά και οι αντίστοιχες 

μεταλλοπορφυρίνες του Pt(ΙΙ), Cu(II) και In(ΙΙΙ), είναι μη τοξικές τόσο σε καρκινικά όσο 

και σε φυσιολογικά κύτταρα, με τις τιμές IC50 για την υδατοδιαλυτή πορφυρίνη του In(III) 

(που βρίσκεται στην ίδια ομάδα με το Ga) να είναι μεγαλύτερες από 100 και 200 μΜ για 

τα MCF-7 και PC3 κύτταρα, αντίστοιχα. Επιπλέον, ενδεικτικό της μειωμένης τοξικότητας 

των κατιοντικών πορφυρινών είναι ότι τα κύτταρα επωάστηκαν με το εκάστοτε παράγωγο 

για 7-10 ημέρες [111],
 
σε αντίθεση με το δικό μας πείραμα που η επώαση διήρκησε μόλις 

3 ημέρες. Βέβαια, οι κατιοντικές πορφυρίνες που αναφέραμε [111], προκαλούν 

ικανοποιητική αναστολή της τελομεράσης (ενός ενζύμου που εκφράζεται στο 85% των 

καρκινικών όγκων, αλλά όχι στους φυσιολογικούς ιστούς), και σε συνδυασμό με τη μη 

τοξικότητα τους, καθίστανται πολύ ενδιαφέρουσες στην θεραπεία του καρκίνου μέσω 

αναστολής της τελομεράσης, μια νέα θεραπευτική προσέγγιση κατά της ασθένειας 

[225,226].  

 

Κυτταρική Πρόσληψη  

Όπως συζητήσαμε στην § 8.5.2 το σύμπλοκο του Ga(III) φθορίζει, οπότε βλέποντας τον 

φθορισμό του, μπορούμε να διαπιστώσουμε αν η μεταλλοπορφυρίνη διαπερνά την 

κυτταρική μεμβράνη και εισέρχεται στον ενδοκυττάριο χώρο ή συσωρεύεται εξωτερικά 

της μεμβράνης. Πραγματοποιήθηκαν, λοιπόν, πειράματα μικροσκοπίας φθορισμού με την 

(TPyP)GaCl σε PC3 κύτταρα. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα επωάζονται στους 37 
ο
C για 24 h 

σε διάλυμα συμπλόκου σε θρεπτικό υλικό συγκέντρωσης 25 μΜ. Στη συνέχεια αφαιρείται 

το θρεπτικό υλικό ξεπλένονται τα κύτταρα με PBS και μονιμοποιούνται ή όχι με την 

προσθήκη παγωμένης MeOH. Τα πρώτα αποτελέσματα (Σχήμα 10.9) δείχνουν πράσινο 

φθορισμό, ο οποίος δεν κατανέμεται ομοιόμορφα μέσα και σε όλο το κύτταρο, αλλά 

εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα.  
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Σχήμα 10.9. Εικόνες μικροσκοπίας φθορισμού PC3 κυττάρων επωασμένων για 24h (A) απουσία της 

μεταλλοπορφυρίνης και (B) παρουσία 25 μΜ της μεταλλοπορφυρίνης (TPyP)GaCl. 

 

 

 

A B 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 11  

ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΔΡΑΣΗ ΕΝΑΝΤΙ ΤΟΥ PAF 

 

11.1. Εισαγωγή  

Μέχρι στιγμής, έχουν γίνει αρκετές μελέτες όσον αφορά τον κυτταρικό εντοπισμό και 

τις κυτταροτοξικές ιδιότητες των τρικαρβόνυλο συμπλόκων του Re(I) [18,227,228], αλλά 

πολύ λίγα είναι γνωστά για την αντι-φλεγμονώδη και αντι-θρομβωτική επίδραση τέτοιων 

συμπλόκων. Μάλιστα, σε κακοήθεις καταστάσεις καρκίνου, όπου συμβαίνει αγγειογένεση 

και μεταστατική διαδικασία, παράγονται έντονα αρκετοί φλεγμονώδεις μεσολαβητές, 

όπως η θρομβίνη, όπως ο παράγοντας ενεργοποίησης αιμοπεταλίων (Platelet Activating 

Factor, PAF) και εμπλέκεται το φαινόμενο της θρόμβωσης. Μελέτες έχουν δείξει ότι ο 

PAF εκφράζεται σε καρκινικά και ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα, ενώ η παρουσία 

του στο μικροκαρκινικό περιβάλλον επάγει διαδικασίες που οδηγούν στην αύξηση του 

μιτωτικού πολλαπλασιασμού αλλά και στη μεταστατική αγγειογένεση των κυττάρων 

[229,230].  

Πρόσφατα διερευνάται η μείωση της καρκινικής ανάπτυξης και της αγγειογένεσης, με 

την μελέτη της επίδρασης διαφόρων παραγόντων που αναστέλλουν την δράση ή/και 

μειώνουν τα επίπεδα του PAF στα κύτταρα με πολύ ενδιαφέρουσα αποτελέσματα [229]. 

Επιπλέον, η κατεργασία κυττάρων μελανώματος με το αντικαρκινικό φάρμακο cisplatin 

οδήγησε σε υπερ-έκφραση του υποδοχέα του PAF και στη συσσώρευση του. Παρουσία 

εξωγενούς PAF, τα κύτταρα μελανώματος ήταν πολύ ανθεκτικά στον κυτταρικό θάνατο 

που προκαλείται από το cisplatin. Αντίθετα, η θεραπεία των κυττάρων με cisplatin σε 

συνδυασμό με το γνωστό αναστολέα WEB2086 του υποδοχέα του PAF, οδήγησε σε 

σημαντική μείωση της ανάπτυξης του όγκου, τόσο in vitro όσο και in vivo [229,231]. Έτσι 

λοιπόν, στη θεραπεία κατά του καρκίνου θα ήταν πολύ ενδιαφέρουσα η σύνθεση νέων 

ενώσεων με ταυτόχρονη αντικαρκινική και αντι-PAF δράση.  

Η αναστολή της δράσης του PAF μπορεί να γίνει με ενώσεις που επιδρούν στον 

υποδοχέα του PAF. Η μείωση των επιπέδων του PAF μπορεί να γίνει είτε μέσω αναστολής 

των βιοσυνθετικών ενζύμων του PAF, όπως η PAF-CPT (χολινοφωσφοτρανσφεράση του 

PAF) και η Lyso-PAF-AT (ακετυλοτρανσφεράση του PAF), είτε μέσω ενεργοποίησης του 

αποικοδομητικού ενζύμου του PAF, PAF-ΑΗ (PAF-ακετυλοϋδρολάση) [232].  
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11.2. Επίδραση αναστολής των συμπλόκων στη συσσώρευση αιμοπεταλίων που 

προκαλείται από τον PAF  

Σε αυτήν την προσπάθεια λοιπόν, νέα σύμπλοκα του Re(I) εξετάζονται ως προς την in 

vitro βιολογική τους δράση έναντι του PAF. Τα τρικαρβόνυλο σύμπλοκα Re(dppz-ester)Cl 

και Re(phendione)Cl, καθώς και οι ελεύθεροι υποκαταστάτες, μελετήθηκαν ως προς τη 

ικανότητα τους στην αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων που προκαλείται από 

τον PAF και συγκρίνονται με την αντίστοιχη δράση του cisplatin. Όλες οι ενώσεις 

μελετήθηκαν ως προς την αναστολή του PAF σε WRPs (πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού), 

και η επίδραση τους εκφράζεται ως IC50. Η τιμή αυτή αναφέρεται στη συγκέντρωση 

δείγματος που αναστέλλει κατά 50% τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων που προκαλείται 

από συγκεκριμένη ποσότητα PAF (2.5∙10
-11

 Μ, τελική συγκέντρωση στην κυψελίδα). 

Επομένως χαμηλότερη τιμή IC50 συνεπάγεται ισχυρότερη αναστολή για μια δεδομένη 

συγκέντρωση της ένωσης.  

Οι τιμές IC50 των ενώσεων έναντι της συσσώρευσης αιμοπεταλίων από τον PAF 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 11.1. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι οι ελεύθεροι 

υποκαταστάτες παρουσιάζουν μέτρια ανασταλτική δραστικότητα έναντι του PAF. 

Επιπλέον, η τροποποίηση του dppz υποκαταστάτη με δύο εστερομάδες βελτιώνει την 

ανασταλτική του δράση, αντίθετα με ότι είχαμε παρατηρήσει από τα κυτταροτοξικά 

πειράματα (§ 10.2).  

 

Πίνακας 11.1. Αναστολή του PAF σε WRPs για τις υπό μελέτη ενώσεις. Οι τιμές IC50 (μΜ) 

παριστάνονται ως μέση τιμή ± τυπική απόκλιση.  

Ενώσεις  IC50 (±S.D.) 

phendione 0.925 (±0.13) 

dppz 4.15 (±0.043) 

dppz-ester 1.87 (±0.17) 

Re(CO)5Cl 0.170 (±0.09) 

Re(phendione)Cl 0.862 (±0.15) 

Re(dppz-ester)Cl 0.468 (±0.034) 

cisplatin  0.55 (±0.22) 

 



 217 

Η συμπλοκοποίηση των υποκαταστατών phendione και dppz-ester στο μεταλλικό 

κέντρο του Re(I) αυξάνει τη ανασταλτική τους δράση έναντι του PAF. Μάλιστα, το 

σύμπλοκο Re(dppz-ester)Cl παρουσιάζει έως και 4-φορές μεγαλύτερη δραστικότητα σε 

σχέση με τον ελεύθερο υποκαταστάτη, με τις τιμές IC50 να είναι 0.468 μΜ και 1.87 μΜ, 

αντίστοιχα. Το συγκεκριμένο σύμπλοκο εμφανίζει καλύτερη αντι-PAF δράση τόσο από το 

σύμπλοκο Re(phendione)Cl όσο και από το cisplatin. Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι 

το πρόδρομο μόριο Re(CO)5Cl είναι καλύτερος αναστολέας του PAF και από τους 

ελεύθερους υποκαταστάτες αλλά και από τα σύμπλοκα, έχοντας τιμή IC50=0.17 μΜ, 

ελαφρώς χαμηλότερη από τους γνωστούς αναστολείς του PAF, BN52021 και WEB2086.   

 

11.3. Επίδραση των συμπλόκων στη δραστικότητα των βασικών μεταβολικών 

ενζύμων του PAF 

Προκειμένου να προσδιοριστεί η πιθανή αλληλεπίδραση των υπό μελέτη ενώσεων με το 

μεταβολισμό του PAF, μελετήθηκε η in vitro επίδραση αυτών των ενώσεων στη 

δραστικότητα των βασικών μεταβολικών ενζύμων του PAF, lyso-PAF-AT και PAF-CPT. 

Όσον αφορά τον καταβολισμό του PAF, το βασικό ένζυμο είναι η PAF-AH, με την 

ισόμορφη του στο πλάσμα γνωστή και ως Lp-PLA2 [232].  

 

Το σύμπλοκο Re(CO)5Cl  

Τα αποτελέσματα της επίδρασης στα βασικά μεταβολικά ένζυμα του PAF, 

παρουσιάζονται στα Σχήματα 11.1 και 11.2. Από το Σχήμα 11.1 γίνεται εμφανές ότι το 

πρόδρομο σύμπλοκο Re(CO)5Cl επιδρά στη βιοσύνθεση του PAF, εμφανίζοντας ισχυρή 

αναστολή της δραστικότητας της PAF-CPT (Σχήμα 11.1). Από το Σχήμα 11.2 φαίνεται ότι 

η συγκεκριμένη ένωση δεν μεταβάλλει σημαντικά τη δραστικότητα της Lp-PLA2.  
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Σχήμα 11.1. Επίδραση του συμπλόκου Re(CO)5Cl στην ειδική δραστικότητα της PAF-CPT (♦) και 

lyso-PAF-AT (■).  
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Σχήμα 11.2. Επίδραση του συμπλόκου Re(CO)5Cl στην ειδική δραστικότητα της Lp-PLA2. 

 

Το σύμπλοκο Re(phendione)Cl 

Στα Σχήματα 11.3 και 11.4 φαίνονται τα αποτελέσματα της δραστικότητας του 

συμπλόκου Re(phendione)Cl στα βασικά μεταβολικά ένζυμα του PAF, PAF-CPT και lyso-

PAF-AT, καθώς επίσης και στο κύριο καταβολικό ένζυμο Lp-PLA2, αντίστοιχα. Από το 

Σχήμα 11.3 παρατηρείται μια τάση μείωσης της δραστικότητας της PAF-CPT παρουσία 

του συμπλόκου. Αντίθετα, το παράγωγο δεν επιδρά ουσιαστικά στη δραστικότητα του 

ενζύμου lyso-PAF-AT, όπως γίνεται σαφές από το Σχήμα 11.3. Από το Σχήμα 11.4 

φαίνεται ότι αυξάνεται ελαφρώς η δραστικότητα του καταβολικού ενζύμου Lp-PLA2.  
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Σχήμα 11.3. Επίδραση του συμπλόκου Re(phendione)Cl στην ειδική δραστικότητα της PAF-CPT (♦) 

και lyso-PAF-AT (■).  
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Σχήμα 11.4. Επίδραση του συμπλόκου Re(phendione)Cl στην ειδική δραστικότητα της Lp-PLA2. 

 

Το σύμπλοκο Re(dppz-ester)Cl  

Από το Σχήμα 11.5 παρατηρούμε ότι το dppz παράγωγο παρουσιάζει μια δοσο-

εξαρτώμενη επίδραση στο ένζυμο PAF-CPT εμφανίζοντας μια τάση μείωσης, ενώ μειώνει 

σημαντικά την δραστικότητα της lyso-PAF-AT, όπως φαίνεται στο Σχήμα 11.6. Επιπλέον, 

τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το σύμπλοκο Re(dppz-ester)Cl δεν μεταβάλει τη 

δραστικότητα του κύριου καταβολικού ενζύμου του PAF, Lp-PLA2 (Σχήμα 11.7).  

 

Re(phendione)Cl
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Σχήμα 11.5. Επίδραση του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl στην ειδική δραστικότητα της PAF-CPT. 
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Σχήμα 11.6. Επίδραση του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl στην ειδική δραστικότητα της lyso-PAF-AT. 
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Σχήμα 11.7. Επίδραση του συμπλόκου Re(dppz-ester)Cl στην ειδική δραστικότητα Lp-PLA2. 

 

Η ανασταλτική δράση των παραπάνω συμπλόκων στη βιοσύνθεση του PAF, σε 

συνδυασμό με την ισχυρή αντι-PAF επίδραση στα αιμοπετάλια, καθιστά τις ενώσεις αυτές 

ως δυνητικούς αντι-φλεγμονώδεις παράγοντες. Λαμβάνοντας υπόψη ότι ο PAF είναι ένας 
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βασικός μεσολαβητής σε φλεγμονώδη κακοήθη καρκινικά κύτταρα, η ικανότητα των υπό 

μελέτη συμπλόκων να επηρεάζουν και να αλληλεπιδρούν άμεσα τόσο με τον PAF όσο και 

με τα βασικά βιοσυνθετικά του ένζυμα, παρέχουν μια νέα προοπτική στην αντι-καρκινική 

χρήση αυτών των ενώσεων.  
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Η παρούσα διατριβή είχε ως στόχο τη σύνθεση νέων συμπλόκων ενώσεων που να 

μπορούν να αλληλεπιδρούν με το DNA, σε μια προσπάθεια εύρεσης νέων πιθανών 

χημειοθεραπευτικών παραγόντων, αλλά και αποτελεσματικών φωτοευαισθητοποιητών στη 

φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου. Στην προσπάθεια αυτή, συντέθηκε μια σειρά νέων 

συμπλόκων του Re(I) και του Ga(III) και μελετήθηκε πλήρως η αλληλεπίδραση τους με το 

DNA, η in vitro αντικαρκινική δραστικότητα καθώς και η in vitro βιολογική τους δράση 

έναντι του παράγοντα ενεργοποίησης αιμοπεταλίων.  

Η σύνθεση και η φασματοσκοπική μελέτη των συμπλόκων [Re(CO)3(pq)(L)]
+
 (όπου 

L=MeCN, py) οδήγησε σε χρήσιμα συμπεράσματα. Συγκεκριμένα, η κρυσταλλογραφική 

μελέτη του συμπλόκου [Re(CO)3(pq)(py)]PF6 καταδεικνύει την επιπεδότητα του pq 

υποκαταστάτη, με το μόριο της πυριδίνης να βρίσκεται σχεδόν κάθετα σε αυτό το επίπεδο. 

Τα δύο νέα κατιοντικά σύμπλοκα δεν εμφανίζουν διαλυτοχρωμισμό, σε αντίθεση με τα 

ουδέτερα σύμπλοκα [Re(CO)3(pq)Cl] και [Re(CO)3(phendione)Cl]. Τα δύο pq σύμπλοκα 

εκπέμπουν φωταύγεια μετατοπισμένη σε μεγαλύτερα μήκη κύματος συγκριτικά με 

παρόμοια διιμινικά σύμπλοκα του τύπου αυτού, και άμεσα εξαρτώμενη από τη φύση του 

διαλύτη, με τη κβαντική απόδοση φθορισμού να μειώνεται αυξανομένης της πολικότητας 

του διαλύτη. Η φωταύγεια του πορφυρινικού συμπλόκου {H2TPyP[Re(CO)3(pq)]4}∙4PF6 

βρέθηκε ότι έχει χαρακτήρα πορφυρίνης και ως εκ τούτου δεν επηρεάζεται από τον 

διαλύτη, εν αντιθέσει με το μονομερές σύμπλοκο.  

Τα σύμπλοκα του τύπου fac-[Re(CO)3(a-diimine)L]
0/+

 (όπου όταν α-διιμίνη=phendione, 

L=Cl και όταν α-διιμίνη=pq, L=MeCN ή py) δεσμεύονται ισχυρά στην αύλακα του DNA. 

Παρά την ισχυρή συγγένειά τους με το νουκλεϊκό οξύ δεν μπορούν να λειτουργήσουν ως 

μοριακοί διακόπτες φωτός, αφού η φωταύγεια δεν μεταβάλλεται παρουσία DNA. 

Αντίθετα, το dppz(COOEt)2-σύμπλοκο που παρεμβάλλεται στα ζεύγη βάσεων δρα ως 

μοριακός διακόπτης, λόγω του άπολου περιβάλλοντος του DNA. Στο τετρα-ρηνικό 

πορφυρινικό παράγωγο οι θετικά φορτισμένες ομάδες του Re(I) προσεγγίζουν την αύλακα 

του DNA, σταθεροποιώντας τη δομή DNA-σύμπλοκο λόγω ηλεκτροστατικών 

αλληλεπιδράσεων.  

Παρουσία υδατικού διαλύματος, στο σύμπλοκο [Re(CO)3(phendione)Cl] 

πραγματοποιείται ενυδάτωση του καρβονυλίου του φαινανθρολινικού υποκαταστάτη. Η 

ενυδάτωση αυτή φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στη διάσπαση του ενός κλώνου του 
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DNA μετά από ακτινοβόληση. Τα δύο κατιοντικά pq-σύμπλοκα προκαλούν 

φωτοδιάσπαση του DNA, μέσω ενός μηχανισμού που περιλαμβάνει το σχηματισμό 

δραστικών ειδών οξυγόνου. Η διαδικασία μεταφοράς ενέργειας από τα διεγερμένα 

σύμπλοκα στο μοριακό οξυγόνο προς σχηματισμό μονήρους οξυγόνου είναι πιο αποδοτική 

από τη μεταφορά ηλεκτρονίου προς σχηματισμό δραστικών ριζών. Το σύμπλοκο 

[Re(CO)3[dppz(COOEt)2]Cl] αν και επιδεικνύει επίδραση μοριακού διακόπτη και 

εμφανίζει μεγαλύτερη συγγένεια με το DNA, εντούτοις δεν μπορεί να προκαλέσει την 

άμεση φωτοδιάσπαση του. Αυτό οφείλεται στο μικρό χρόνο ζωής και τη χαμηλή 

οξειδωτική ικανότητα της διεγερμένης κατάστασης. Το τετρα-ρηνικό πορφυρινικό 

παράγωγο είναι περισσότερο φωτο-δραστικό από τα μονομερή σύμπλοκα του Re(I). Η 

μεταλλοπορφυρίνη του Ga(III), αν και εμφανίζει μειωμένη συγγένεια με το DNA, είναι 

εξαιρετικά φωτο-δραστική ακόμα και σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις, παράγοντας 

μονήρες οξυγόνο.  

Τα παραπάνω αποτελέσματα σε συνδυασμό με τα πειράματα αλληλεπίδρασης 

υποδεικνύουν ότι στη φωτο-επαγομένη οξείδωση του DNA τον κρισιμότερο ρόλο 

διαδραματίζει η δραστικότητα της διεγερμένης κατάστασης, ενώ η δεσμευτική συγγένεια 

με το νουκλεϊκό οξύ έχει ένα βοηθητικό κυρίως ρόλο.  

Τα in vitro πειράματα έδειξαν ότι ο phendione υποκαταστάτης είναι εξαιρετικά τοξικός 

έναντι των καρκινικών σειρών T98G, PC3, MCF-7, ενώ η σύμπλεξη του στο Re(I) οδηγεί 

σε σημαντική απώλεια της τοξικότητας του. Το αποτέλεσμα αυτό δεν είναι αποθαρρυντικό 

στη χρήση του συμπλόκου Re(CO)3(phendione)Cl ως φωτοευαισθητοποιητή στη 

φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου. Ο pq υποκαταστάτης, αν και είναι μη τοξικός 

ακόμα και σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις, τα αντίστοιχα σύμπλοκα του Re(I) εμφανίζουν 

κυτταροτοξικότητα ελαφρώς χαμηλότερη από του cisplatin. Επιπλέον, τα αποτελέσματα 

αποκαλύπτουν τον κρίσιμο ρόλο του αξονικού υποκαταστάτη, τόσο στην 

κυτταροτοξικότητα όσο στον τρόπο δέσμευσης τους με το DNA. Η γαλλιο(ΙΙΙ) πορφυρίνη 

βρέθηκε ότι διαχέεται μέσα στο κύτταρο και εμφανίζει σημαντική τοξικότητα.  

Η σύμπλεξη των υποκαταστατών phendione και dppz-ester στο τρικαρβόνυλο κέντρο 

Re(I) έχει αντίθετα αποτελέσματα στην αναστολή έναντι του PAF, με το πρόδρομο 

σύμπλοκο [Re(CO)5Cl] να είναι καλύτερος αναστολέας από το Re(dppz-ester)Cl και αυτό 

με τη σειρά του από το Re(phendione)Cl, αλλά και τους ελεύθερους υποκαταστάτες. Η μη 

τοξικότητα των συμπλόκων [Re(CO)3(phendione)Cl] και [Re(CO)3[dppz(COOEt)2]Cl] σε 

συνδυασμό με την ισχυρή αντι-PAF επίδραση τους και την ικανότητα τους να 
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αναστέλλουν τα βιοσυνθετικά ένζυμα του PAF, θα μπορούσε να οδηγήσει στη χρήση τους 

ως αντικαρκινικοί παράγοντες με αντι-φλεγμονώδη δράση.  
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ – ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ – ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 

 

A  Αδενίνη  

A498  human renal cancer (καρκίνος νεφρού ανθρώπινης προέλευσης)  

appt  2-amino-4-phenylamino-6-(2-pyridyl)-1,3,5-triazine 

ATP  τριφωσφορική αδενοσίνη 

ATX-70 7,12-bis(1-decyloxyethyl)-2,18-bispropionylaspartic acid 3,8,13,17-

tetramethyl-porphynate gallium(III) salt  

bpy  2,2΄-διπυριδίνη 

C  Κυτοσίνη 

C.T.-DNA Calf Thymus DNA (DNA από θύμο αδένα βοοειδούς)  

CD  Circular Dichroism (Κυκλικός Διχρωισμός) 

cisplatin cis-diamminedichloroplatinum(II) (cis-Pt(NH)3Cl2) 

COSY  correlation spectroscopy  

CV  Cyclic Voltammerty (Κυκλική Βολταμμετρία) 

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle Medium (Θρεπτικό υλικό) 

DMF   διμεθυλοφορμαμίδιο 

DMSO  διμεθυλοσουλφοξείδιο  

DNA  Δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ  

dppn   βενζο[i]διπυριδο[3,2-a:2΄3΄-c]φαιναζίνη 

dppz   dipyrido[3,2-a:2’,3’-c]phenazine 

dppz-ester  διπυριδο[3,2-a:2΄,3΄-c]φαιναζινο-3,6-διαιθυλεστέρας 

dpq   dipyrido[3,2-d:2’,3’-f ]quinoxaline 

dpqp   pyrazino[2’,3’:5,6]pyrazino-[2,3-f][1,10]phenanthroline 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

EtOH   αιθανόλη  

FBS   Fetal Bovine Serum (εμβρυικός ορός μόσχου) 

G   Γουανίνη 

H266  human lung cancer (καρκίνος του πνεύμονα ανθρώπινης προέλευσης) 

H2TMPyP  meso-τέτρα-4-Ν-μεθυλπυριδιλ-πορφυρίνη 

H2TPyP  meso-τέτρα-4-πυριδιλ-πορφυρίνη 

HaCaT human keratinocyte (κερατινοκύτταρα ανθρώπινης προέλευσης) 

hat   1,4,5,8,9,12-hexaazatriphenylene 

HeLa  human cervix epithelial carcinoma (επιθηλιακός ιστός καρκίνου της μήτρας 

ανθρώπινης προέλευσης)  
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HOMO  Highest Occupied Molecular Orbital (υψηλότερο κατειλημμένο μοριακό 

τροχιακό) 

HT-29 human colon adenocarcinoma (καρκίνος παχέος εντέρου ανθρώπινης 

προέλευσης)  

IL   Intraligand (ενδομοριακή μετάπτωση)  

IR  Infrared (Υπέρυθρη φασματοσκοπία) 

LLCT   Ligand to Ligand Charge Transfer 

Lp-PLA2 Lipoprotein-associated phospholipase A2 

LUMO  Lowest Unoccupied Molecular Orbital (χαμηλότερο μη κατειλημμένο 

μοριακό τροχιακό)  

MCF-7  human breast cancer (καρκίνος μαστού ανθρώπινης προέλευσης) 

MeCN  Ακετονιτρίλιο  

MeOH  Μεθανόλη  

MLCT  Metal to Ligand Charge Transfer  

MTT   3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 

NMR   Nuclear Magnetic Resonance – πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός 

PAF  Platelet Activating Factor (Παράγοντας Ενεργοποίησης Αιμοπεταλίων)  

PAF-AH PAF-acetylhydrolase (ακετυλοϋδρολάση του PAF)  

PAF-AT PAF-acetyletransferase (ακετυλοτρανσφεράση του PAF) 

PAF-CPT PAF-cholinephosphotransferase (χολινοφωσφοτρανσφεράση του PAF)  

pBR322 πλασμιδιακό DNA 4363 ζευγών βάσεων απομονωμένο από Escherichia 

coli  

PBS  Phosphate Buffered Saline (Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών)  

PC-3  human prostate cancer (καρκίνος προστάτη ανθρώπινης προέλευσης) 

PDT   Photodynamic Therapy (Φωτοδυναμική Θεραπεία) 

phehat  1,10-phenanthroline[5,6-b]-1,4,5,8,9,12-hexaazatriphenylene 

phen   1,10-φαινανθρολίνη 

phendione  1,10-φαινανθρολίνη-5,6-διόνη 

phi   9,10-phenanthrenequinone 

pq   2-(2΄-πυριδυλ)κινοξαλίνη 

py   πυριδίνη  

RNA   Ριβονουκλεϊκό οξύ  

T   Θυμίνη  

T98G  human glioblastoma (καρκινικά κύτταρα γλοιοβλαστώματος ανθρώπινης 

προέλευσης)  
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tap   1,4,5,8-tetra-aza-phenanthrene 

terpy    2,2΄,2΄΄-terpyridine 

THF   τετραυδροφουράνιο  

tpm   tris(1-pyrazoyl)methane 

TPP   meso-τετρα-(φαινυλ)πορφυρίνη 

Tris    tris-[hydroxymethyl]-aminomethane 

U   ουρακίλη 

UV-Vis  Ultra Violent-Visible (Φασματοσκοπία υπεριώδους- ορατού) 

WIDR  colon cancer (καρκίνος παχέος εντέρου) 

WRPs  Washed rabbit platelets (πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού)  

ε   συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας, σε M
-1

cm
-1

  

λ   μήκος κύματος  
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