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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
ΣΥΝΘΕΣΗ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ Cu(I) ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ 

ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΤΟΥΣ ΔΡΑΣΗΣ ENANTI ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ 
ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΙ PAF 

 
ΞΕΝΙΚΟΥ ΚΥΡΙΑΚΗ 

 
 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η σύνθεση και ο χαρακτηρισμός 

των συμπλόκων [Cu(pq) 2 ]BF4 και [Cu(pqCl) 2 ]BF4 που μελετήθηκαν με 

φασματοσκοπία NMR, F.T-IR, UV-Vis και CV. Τα σύμπλοκα μελετήθηκαν ως 

προς την αλληλεπίδρασή τους με DNA από θύμο αδένα βοοειδούς με 

φασματοσκοπία UV—Vis, κυκλικό διχρωισμό, ιξωδομετρία, φθορισμό, κυκλική 

βολταμμετρία και ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης. Όλα τα πειράματα 

αλληλεπίδρασης με C.T.-DNA πραγματοποιήθηκαν σε pH=7 (tris-HCl buffer). 

Τέλος, μελετήθηκε η δράση των συμπλόκων [Cu(pq) 2 ]BF4, [Cu(pqCl) 2 ]BF4 και 

[Cu(dmp) 2 ]BF4 ως πιθανών αναστολέων του παράγοντα ενεργοποίησης των 

αιμοπεταλίων του αίματος (PAF) καθώς και η βιολογική δράση του 

[Cu(pq) 2 ]BF4 έναντι καρκινικών κυττάρων προστάτη και εγκεφάλου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Θεματική περίοδος: Σύνθεση διιμινικών συμπλόκων και αλληλεπίδρασή τους 

με DNA και βιολογικά πειράματα ως προς PAF και καρκινικά κύτταρα 

προστάτη και εγκεφάλου. 

Λέξεις κλειδιά: Διιμινικά σύμπλοκα, Χαλκός (Ι), DNA, PAF, καρκινικά κύτταρα 
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ABSTRACT 
 

SYNTHESIS OF Cu(I) COMPLEXES AND STUDY OF THE 
BIOLOGICAL ACTIVITY TOWARDS CANCER CELLS AND PAF 

 
XENIKOU KYRIAKI 

 
In this thesis we carried out the synthesis and characterization of 

[Cu(pq) 2 ]BF4 and [Cu(pqCl)2]BF4 complexes using spectrophotometric 

methods like NMR, F.T-IR, UV-Vis and CV. The complexes were studied in 

their interaction with calf thymus DNA (C.T.-DNA). The interaction was 

studied with UV-Vis spectrometry, Circular Dichroism, Viscometry, 

luminescence studies, Cyclic Voltammetry and agaroze gel electrophoresis. 

All experiments were carried out at pH=7 (tris HCl buffer). In addition, we 

studied the activity of [Cu(pq) 2 ]BF4, [Cu(pqCl)2]BF4 and [Cu(dmp) 2 ]BF4 as 

potential inhibitors towards Platelet Activating Factor (PAF) as well as the 

biological effect of [Cu(pq) 2 ]BF4  towards brain and prostate cancer cells.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

SUBJECT AREA: Synthesis of diimine complexes and biological activity towards 

PAF and brain, prostate cancer cells. 

KEYWORDS: Diimine complexes, Copper(Ι), DNA Platelet Activating Factor 

(PAF), cancer cells 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ-ΣΚΟΠΟΣ 

Τα τελευταία χρόνια έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

μελέτη συμπλόκων μετάλλων μετάπτωσης που προσδένονται στο DNA και 

μπορούν να δράσουν ως ανιχνευτές DNA, χημειοθεραπευτικοί παράγοντες, 

ακόμα και ως πιθανά αντικαρκινικά φάρμακα. Τα σύμπλοκα αυτά μπορούν να 

ενωθούν με το DNA, τόσο με ομοιοπολική, όσο και με μη ομοιοπολική 

σύνδεση. Η μη ομοιοπολική σύνδεση πραγματοποιείται μέσω παρεμβολής 

(intercalation), με σύνδεση στις αύλακες του DNA (groove-binding) και με 

εξωτερική ηλεκτροστατική σύνδεση. Σύμπλοκα με υποκαταστάτες α-διιμίνες 

και παράγωγά τους όπως η  φαινανθρολίνες, πυριδίνες, κινοξαλίνες κλπ 

μελετώνται λόγω της επίπεδης αρωματικής φύσης των δακτυλίων τους και 

επομένως της ικανότητάς τους να διεισδύουν στις βάσεις του DNA και να 

αλληλεπιδρούν μ’αυτό, όπως και για τις αντικαρκινικές ιδιότητες που 

ενδεχομένως να εμφανίζουν σύμπλοκα με διιμινικούς υποκαταστάτες. Οι 

μοναδικές φυσικοχημικές ιδιότητες των συμπλόκων αυτών έχουν βοηθήσει 

στην ανάπτυξη αυτή. Επιπλέον, μερικά από αυτά τα σύμπλοκα προκαλούν 

οξειδωτική διάσπαση του DNA μέσω ακτινοβόλησης με ορατό φως, 

προκαλώντας το ενδιαφέρον εξαιτίας της πιθανής χρήσης τους στη 

φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου (PDT).  

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη της αλληλεπίδρασης 

συμπλόκων του Cu(I) με α-διιμινικούς υποκαταστάτες (όπως η 2-(2’-

πυριδιλ)κινοξαλίνη, pq) με φυσικό DNA, από θύμο αδένα βοοειδούς (C.T-

DNA) και η διαπίστωση του είδους της αλληλεπίδρασης αυτής καθώς και η 

πιθανή ανασταλτική τους δράση ως προς τον παράγοντα ενεργοποίησης των 

αιμοπεταλίων (PAF) καθώς και την πιθανή κυτταροστατική τους δράση έναντι 

καρκινικών κυττάρων. 

 Η αλληλεπίδραση μελετάται με φασματοσκοπία UV-Vis, κυκλικό 

διχρωισμό (CD), ιξωδομετρία, κυκλική βολταμμετρία (CV), φθορισμό και 

ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης. Τα πειράματα αλληλεπίδρασης 

συμπλόκου με C.T.-DNA πραγματοποιούνται συνήθως σε pH = 7 (ρύθμιση με 

υδατικό διάλυμα tris-HCl). 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρατηρείται τις τελευταίες δεκατίες σχετικά με τη 

μελέτη της δράσης των ανόργανων ενώσεων, ιδιαίτερα ως αντικαρκινικών 

παραγόντων. Η επιστημονική κοινότητα έχει αντιμετωπίσει δυσκολίες στην 

αξιοποίηση των βαρέων κυρίως μετάλλων στον τομέα της έρευνας. Ήταν 

δύσκολο να πιστέψουν ότι τα μέταλλα αυτά σε ένα διαφορετικό περιβάλλον 

υποκαταστατών θα είχαν τόσο διαφορετική συμπεριφορά και θα μπορούσαν 

να χρησιμοποιηθούν αποτελεσματικά ως θεραπευτικά μέσα και να 

αλληλεπιδρούν τόσο έντονα με το DNA. 

Τα τελευταία χρόνια μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη της 

αλληλεπίδρασης των μεταλλικών συμπλόκων που συνδέονται στο DNA και 

μπορούν να δράσουν ως πιθανά φάρμακα κατά του καρκίνου και κατά άλλων 

ασθενειών. Τα σύμπλοκα αυτά ενώνονται με το DNA είτε μέσω ομοιοπολικών 

όπως χαρακτηριστικά το cisplatin είτε μέσω μη ομοιοπολικών 

αλληλεπιδράσεων μέσω παρεμβολής, ηλεκτροστατικής αλληλεπίδρασης, 

συναρμογής στην αύλακα. Σημαντική είναι και η προσφορά των συμπλόκων 

αυτών στη φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου όπου συγκεκριμένοι 

υποκαταστάτες χρησιμοποιούνται ως φωτοευαισθητοποιητές όπως οι 

φθαλοκυανίνες και οι πορφυρίνες. Η τεχνική της φωτοδυναμικής θεραπείας 

δεν απαιτεί χειρουργική επέμβαση στον ασθενή και βασίζεται στην επίδραση 

τριών παραγόντων: του φωτός, μιας φωτοευαίσθητης ουσίας και οξυγόνου. Οι 

παράγοντες αυτοί ωστόσο λειτουργώντας ανεξάρτητα δεν προκαλούν 

κάποιου τύπου αλλοίωση στα καρκινικά ή υγιή κύτταρα. Μπορούν όμως αφού 

δράσουν συνεργιστικά να προκαλέσουν τη νέκρωση των καρκινικών ιστών και 

όγκων. ]3,1[   

Επιπλέον, οι υποκαταστάτες που επιλέγουμε να συνθέσουμε και να 

χρησιμοποιήσουμε παρουσιάζουν μια πληθώρα ιδιοτήτων εκ των οποίων η 

φαρμακευτική και βιολογική δράση παρουσιάζουν σημαντικό ενδιαφέρον. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΔΟΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΑΙ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΤΟΥ DNA 
 

1.1 Δομές του DNA 

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 

με μοναδική δομή που αποτελείται από πολλά μόρια συνδεδεμένα σε μακρές 

αλυσίδες.  
Οι κύριες βάσεις των νουκλεϊκών οξέων φαίνονται στο Σχήμα 1.1. 

Αποτελούνται από δύο βάσεις πουρινών την αδενίνη (Α) και τη γουανίνη (G) 

και τρεις βάσεις πυριμιδινών, την κυτοσίνη (C), τη θυμίνη (T) μόνο για το 

DNA) και την ουρακίκλη ((U) μόνο για το 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). ]1[   

Το DNA είναι ένα πολυμερές που απαρτίζεται από δεoξυριβονουκλεïκά 

οξέα. Τα νουκλεïκά οξέα είναι βιοπολυμερή που αποτελούνται από 

νουκλεοτίδια, τα οποία ενώνονται μεταξύ τους σχηματίζοντας μακριές 

αλυσίδες. Ένα νουκλεοτίδιο αποτελείται από μια αζωτούχο βάση, ένα 

σάκχαρο και μια ή περισσότερες φωσφορικές ομάδες. Το σάκχαρο που 

συμμετέχει στο DNA είναι η β-D-2-δεοξυριβόζη. Το συνθετικό δεοξυ 

προσδιορίζει ότι αυτό το σάκχαρο έχει αντικατεστημένο το ένα υδροξύλιο του 

2' άτομο άνθρακα της ριβόζης από υδρογόνο . ]31[ −  
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Σχήμα 1.1: Δομή Αδενίνης(Α), Γουανίνης(G), Κυτοσίνης(C), Θυμίνης(Τ). 
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Η κάθε αλυσίδα DNA έχει πολικότητα. Το ένα άκρο της αλυσίδας έχει 

μια φωσφορική ομάδα στο 5΄-άνθρακα της ριβόζης και το άλλο μια 

υδροξυλομάδα στο 3’-άνθρακα της ριβόζης που δεν είναι συνδεδεμένη σε 

άλλο νουκλεοτίδιο. Κατά σύμβαση, ο συμβολισμός ACG δηλώνει ότι στο ένα 

μη συνδεδεμένο άκρο η φωσφορική ομάδα στο 5΄-άνθρακα της ριβόζης είναι 

της δεοξυ-αδενοσίνης ενώ στο άλλο μη συνδεδεμένο άκρο η υδροξυλομάδα 

στο 3΄- άνθρακα της ριβόζης είναι της δεοξυ-γουανοσίνης. Επομένως, η 

αλληλουχία των βάσεων (κατόπιν συμφωνίας) αναγράφεται προς την 

κατεύθυνση 5΄→3΄.  

Οι πρώτες σαφείς ενδείξεις ότι το DNA αποτελεί το φορέα της γενετικής 

πληροφορίας και της κληρονομικότητας έδωσαν με πειράματα οι J.D.Watson 

και F.H.Crick το 1952. Η αποκρυπτογράφηση της δομής και ιδιαίτερα της 

συμπληρωματικότητας των βάσεων έγινε την περίοδο 1950-1953 από την 

ομάδα του Ε.Chargaff. Το 1953,οι Watson και Crick σε συνεργασία με τους 

M.H.F. Wilkinson και R.E.Franklin διατύπωσαν την «υπόθεση» της δομής 

τόσο για την αποκωδικοποίηση του DNA όσο και για την υλοποίηση των 

πληροφοριών που περιέχει. Αυτό που ο Crick ονόμασε «κεντρικό δόγμα της 

μοριακής γενετικής» λέει ότι η λειτουργία του DNA σχετίζεται με την 

αποθήκευση μιας γενετικής πληροφορίας και τη μεταφορά της στο RNA, 

δηλαδή ότι η γενετική πληροφορία ρέει μονόδρομα από το DNA στο RNA. Η 

λειτουργία του RNA σχετίζεται με την ανάγνωση, την αποκωδικοποίηση και τη 

χρήση της πληροφορίας που λήφθηκε από το DNA με σκοπό τη σύνθεση 

πρωτεϊνών. Αποκωδικοποιώντας το σωστό τμήμα DNA την κατάλληλη στιγμή 

και στο σωστό μέρος, ένας οργανισμός μπορεί να χρησιμοποιήσει γενετικές 

πληροφορίες προκειμένου να συνθέσει τις πολλές χιλιάδες πρωτεΐνες που 

απαιτούνται για την πραγματοποίηση των βιοχημικών του διεργασιών 

(Αντιγραφή-Μεταγραφή-Μετάφραση). Από πολλούς η ανακάλυψη της διπλής 

έλικας του DNA θεωρείται ως η μεγαλύτερη βιολογική ανακάλυψη του 20ού 

αιώνα. Για τη συνεισφορά τους στη μελέτη της δομής του DNA, οι Watson και 

Crick μοιράστηκαν το 1962 το βραβείο Νόμπελ με τον Μ.Wilkinson, ο οποίος 

εργάστηκε προς την ίδια κατεύθυνση. ]31[ −  

  Η αποκωδικοποίηση του DNA, η αποσαφήνιση δηλαδή του τρόπου με 

τον οποίο η δομή του DNA καθορίζει συγκεκριμένες γενετικές επιλογές, 
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επέτρεψε στους επιστήμονες να κατανοήσουν καλύτερα τη γενετική της ζωής 

και την κληρονομικότητα ορισμένων χαρακτηριστικών και νόσων. Επειδή το 

DNA είναι διαφορετικό για κάθε άνθρωπο, έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι 

βασιζόμενες στην ταυτοποίηση του DNA και βρίσκουν εφαρμογή στην 

Ιατροδικαστική και στην Εγκληματολογία καθώς επίσης και στην 

αποσαφήνιση οικογενειακών σχέσεων μεταξύ ατόμων. Τα τελευταία χρόνια 

γίνεται πιο εντατική η χρήση του DNA και στις μελέτες της ιστορίας και της 

ανθρωπολογίας. 

 

Α) Η πρωτοταγής δομή του DNA ]41[ −  

Kατά βάση ο όρος πρωτοταγής δομή αναφέρεται στη διαμόρφωση και 

την αλληλουχία των δεοξυ-ριβονουκλεοτιδίων στη δίκλωνη αλυσίδα του DNA, 

που ουσιαστικά πρόκειται για τη διαδοχή των αζωτούχων βάσεων αφού το 

σάκχαρο και η φωσφορική ομάδα παραμένουν σταθερά κατά μήκος του 

μορίου. Οι βάσεις πουρίνης και πυριμιδίνης βρίσκονται στο εσωτερικό της 

έλικας, ενώ οι φωσφορικές ομάδες και τα μόρια της δεοξυριβόζης βρίσκονται 

στο εξωτερικό της. Η αδενίνη (Α) συζευγνύεται με τη θυμίνη (Τ) και η γουανίνη 

(G) με την κυτοσίνη (C) και λέγονται συμπληρωματικές βάσεις ή ζεύγη 

βάσεων. Το ζεύγος βάσεων A-T συνδέεται με δύο δεσμούς υδρογόνου, ενώ 

το ζεύγος G-C με τρεις. 

Μεταξύ των σακχάρων των δεοξυριβονουκλεοτιδίων δημιουργούνται 

φωσφοδιεστερικές γέφυρες. Ειδικότερα, το 3΄-υδροξύλιο του σακχάρου ενός 

δεοξυ-ριβονουκλεοτιδίου ενώνεται με το 5΄-υδροξύλιο του επόμενου 

σακχάρου με φωσφοδιεστερικό δεσμό. ]41[ −  

 

Β) Η δευτεροταγής και τριτοταγής δομή του DNA 

  Οι Watson και Crick το 1953 πρότειναν το μοντέλο της διπλής έλικας 

του DNA. Η δομή αυτή καταδεικνύει άμεσα πώς αποθηκεύονται και 

αντιγράφονται οι γενετικές πληροφορίες. Τα κυριότερα χαρακτηριστικά του 

μοντέλου της διπλής έλικας είναι: ]31[  
1. Δύο ελικοειδείς πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες που εκτείνονται προς 
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αντίθετες κατευθύνσεις και στρέφονται γύρω από έναν κοινό άξονα 

σχηματίζοντας μια δεξιόστροφη διπλή έλικα. 

2. Οι πουρινικές και οι πυριμιδινικές βάσεις (υδρόφοβες) βρίσκονται στο 

εσωτερικό της έλικας, ενώ οι φωσφορικές ομάδες και τα μόρια της 

δεοξυριβόζης βρίσκονται στο εξωτερικό μέρος της έλικας (υδρόφιλα τμήματα) 

Το επίπεδο των βάσεων είναι κάθετο προς τον άξονα της έλικας και το 

επίπεδο των σακχάρων είναι σχεδόν κάθετο σε αυτό των βάσεων ]5[  

3. Η αδενίνη (Α) συζευγνύεται με τη θυμίνη (Τ) και η γουανίνη (G) με την 

κυτοσίνη (C) 

Το ζεύγος βάσεων Α-Τ συνδέεται με δύο δεσμούς υδρογόνου ενώ το ζεύγος  

G-C με τρείς τέτοιους δεσμούς. 

4. Η διάμετρος της έλικας είναι 20Å, όπως προέκυψε από μετρήσεις με 

περίθλαση ακτίνων Χ και οι διαδοχικές βάσεις απέχουν η μία από την άλλη 

3,4Å ενώ η μεταξύ τους γωνία στροφής είναι 36 μοίρες. Συνεπώς, η 

ελικοειδής δομή επαναλαμβάνεται κάθε δέκα ζεύγη βάσεων σε κάθε αλυσίδα, 

δηλαδή έχει βήμα έλικας 34Å. 

Το πιο σημαντικό στη δομή της διπλής έλικας είναι η εξειδίκευση των 

βάσεων. Οι Watson και Crick συμπέραναν ότι η αδενίνη πρέπει να 

συζευγνύεται πάντα με τη θυμίνη όπως και η κυτοσίνη με τη γουανίνη, κυρίως 

λόγω της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου καθώς και λόγω 

συγκεκριμένων στερεοχημικών απαιτήσεων που προκύπτουν από την 

ελικοειδή διευθέτηση του κορμού των νουκλεοτιδίων. Και αυτό επειδή η 

απόσταση ενός ζεύγους πουρίνης-πυριμιδίνης είναι ιδανική σε σχέση με το 

χώρο που υπάρχει μεταξύ δύο πουρινών ή μεταξύ δύο πυριμιδινών, καθώς 

δεν ευνοείται ο σχηματισμός δεσμών υδρογόνου στις περιπτώσεις αυτές. 

Έτσι, καθίσταται σαφές ότι λόγοι στερεοχημικοί επιβάλλουν αποκλειστικά και 

μόνο τη σύζευξη μιας πυριμιδίνης με μία πουρίνη. Η δέσμευση των ζευγών 

βάσεων καθορίζεται και από την απαίτηση σχηματισμού δεσμών υδρογόνου. 

Τα άτομα του υδρογόνου τόσο στις πουρίνες όσο και στις πυριμιδίνες έχουν 

καθορισμένες θέσεις. Η αδενίνη δεν θα μπορούσε να δεσμευτεί με την 

κυτοσίνη επειδή έτσι θα υπήρχαν δύο υδρογόνα σε μία θέση δέσμευσης και 

κανένα στην άλλη. Αντίστοιχα, για τον ίδιο λόγο η γουανίνη δε μπορεί να 

δεσμευτεί με θυμίνη. Έτσι, η αδενίνη συνδέεται με δύο ισχυρούς δεσμούς 
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υδρογόνου με τη θυμίνη ενώ η γουανίνη με τρεις με την κυτοσίνη. Οι δύο 

κλώνοι της διπλής έλικας του DNA δεν είναι ταυτόσημοι, αλλά 

συμπληρωματικοί. Όταν στον ένα κλώνο υπάρχει μια βάση Α, στον άλλο 

κλώνο υπάρχει μια βάση Τ και αντίστοιχα όταν στον ένα κλώνο υπάρχει C 

στον άλλο κλώνο υπάρχει G. Η συμπληρωματική σύζευξη των βάσεων 

ερμηνεύει το γεγονός ότι οι Α και Τ απαντούν πάντοτε σε ίσες αναλογίες, 

όπως επίσης συμβαίνει και με τις C και G. Το ανθρώπινο DNA για 

παράδειγμα περιέχει 30% περίπου αδενίνη και θυμίνη και 20% περίπου 

γουανίνη και κυτοσίνη. ]5[  

     Οι δύο κλώνοι της διπλής έλικας περιελίσσονται έτσι ώστε να 

σχηματίζονται οι λεγόμενες «αύλακες» (grooves) του DNA. Η μεγάλη (major) 

αύλακα που έχει πλάτος 12Å και η μικρή (minor) αύλακα με πλάτος 6 Å 

(Σχήμα 1.2). Είναι ενδιαφέρον ότι πολλές επίπεδες πολυκυκλικές αρωματικές 

ενώσεις έχουν την ικανότητα να υπεισέρχονται ανάμεσα στους κλώνους μέσα 

σε κάποια αύλακα και να παρεμβάλλονται (intercalation) ανάμεσα στα ζεύγη 

βάσεων. Πολλές καρκινογόνες ενώσεις ή ενώσεις που προλαμβάνουν την 

εκδήλωση καρκίνου θεωρείται ότι δρουν με παρεμβολή στο DNA κατ’ αυτόν 

τον τρόπο.   
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Σχήμα 1.2 Η μεγάλη και μικρή αύλακα του DNA 

 

Η δομή που πρότειναν οι Watson και Crick και περιγράφηκε είναι 

γνωστή ως Β-DNA και είναι η επικρατέστερη πιο σταθερή δομή σε 

φυσιολογικές συνθήκες (υψηλό ποσοστό υδάτωσης >85% και μέτρια 

συγκέντρωση ηλεκτρολυτών) ]30[ . 

 Πιστεύεται ότι in vivo τo DNA μπoρεί vα αλλάζει διαμόρφωση στo 

χώρo πράγμα πoλύ σημαvτικό στηv έκφραση τωv γovιδίωv. Από µελέτες σε 

συvθετικά DNA φαίvεται ότι µερικά τµήµατα τoυ DNA µπoρεί vα παίρvoυv τηv 

Α-µoρφή (µε 11 βάσεις σε κάθε στρoφή της έλικας πoλύ σηµαvτική στις 

περιπτώσεις πoυ έvας κλώvoς τoυ DNA συζεύγvυται µε RNA, όπως στo 
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σχηµατισµό τωv τµηµάτωv Okazaki. Αvαφέρovται oι µoρφές C µε 7,9-9,6 και 

D µε 8 βάσεις αvά στρoφή έλικας. Η μορφή C παρουσιάζει μία απόκλιση 6ο 

από την κάθετο στον άξονα της έλικας και μια ελαφρά στροφή των βάσεων. 

Είναι στην πραγματικότητα μια διαφοροποίηση της Β μορφής. ]28[  

Διαφοροποιήσεις υπάρχουν και για την Α όπως και την Β μορφή, έτσι αυτές 

αντιπροσωπεύουν δομικές οικογένειες μάλλον παρά «μοναδικές εφικτές 

διαμορφώσεις» της διπλής έλικας.  

Και στους δύο αυτούς τύπους του DNA, την Α και τη Β μορφή, η ομάδα 

του σακχάρου και της βάσεως βρίσκονται σε αντίθετες πλευρές του 

γλυκοσιδικού δεσμού, σε διαμόρφωση anti δηλαδή. Έτσι ελαχιστοποιείται η 

άπωση μεταξύ της βάσεως και του σακχάρου. Ωστόσο, παρουσία υψηλών 

συγκεντρώσεων κατιόντων, μερικά νουκλεοτίδια λαμβάνουν την syn 

διαμόρφωση, όπου και το σάκχαρο και η βάση βρίσκονται στην ίδια πλευρά 

του γλυκοσιδικού δεσμού. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, μια τελείως 

διαφορετική μορφή του DNA μπορεί να παρουσιαστεί. Σε ένα τμήμα από 

εναλλασσόμενα GC νουκλεοτίδια, η πιο πιθανή διαμόρφωση του 

γλυκοσιδικού δεσμού σε κάθε G είναι syn, ενώ σε κάθε C είναι anti. Συνεπώς 

η αλυσίδα εμφανίζει σχήμα zig zag καθώς έχουμε εναλλαγή των syn και anti 

διαμορφώσεων[26].  

 Η μορφή αυτή είναι αριστερόστρoφη, (Z-µoρφή) και έχει βρεθεί και 

αυτή σε φυσικό DNA. Το Ζ-DNA έχει βρεθεί σε ίνες και φιλμ συνθετικού DNA, 

σε υπερσπειρωμένα πλασμίδια, σε χρωμοσώματα και σε κύτταρα[27].  

 Η αριστερόστρoφη (Z-µoρφή) δηµιoυργείται σε περιoχές τoυ DNA µε 

εvαλλασσόµεvες βάσεις G και C. Επειδή η µoρφή αυτή µπoρεί vα 

αvαγvωρίζεται από πρωτεΐvες (πρoκαλεί τη δηµιoυργία αvτισωµάτωv) 

πιστεύεται ότι έχει σπoυδαίo βιoλoγικό ρόλo. ]25[   

Επιπλέον, η D-διαμόρφωση του DNA μελετήθηκε για πρώτη φορά σε 

ίνες poly(dA-dT).poly(dA-dT). Συναντάται συνήθως σε ίνες συνθετικού DNA 

κάτω από συνθήκες πολύ χαμηλής υγρασίας, εμφανίζει μικρή μοριακή 

διάμετρο, κι έτσι η απόσταση των μορίων από κέντρο σε κέντρο είναι 17Å, 

απόσταση μικρότερη κατά 2Å από αυτή που συναντάται στο B-DNA και 

περισσότερο από 3Å μικρότερη από εκείνη του A-DNA. ]29[  
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Η Α-DNA, μορφή που αναφέρθηκε προέκυψε από αποτελέσματα 

μελετών σκέδασης ακτίνων Χ σε αφυδατωμένες ίνες DNA και εμφανίζεται 

όταν η σχετική υγρασία μειώνεται σε λιγότερο από 75%. Το Α-DNA, όπως και 

το Β-DNA, είναι δεξιόστροφη διπλή έλικα αποτελούμενη από 

αντιπαράλληλους κλώνους που συγκρατούνται μεταξύ τους με ζεύγη βάσεων 

Watson-Crick. Η έλικα του Α-DNA είναι ευρύτερη και κοντύτερη από την έλικα 

του B-DNA και τα ζεύγη βάσεών της είναι κεκλιμένα και όχι κάθετα στον άξονα 

της έλικας. Στη Β-μορφή η μικρή αύλακα είναι στενή ενώ η μεγάλη ευρεία. 

Πολλές δομικές διαφορές μεταξύ του Β-DNA και του Α-DNA προκύπτουν από 

τη διαφορετική πτύχωση των μονάδων της ριβόζης. Στο Α-DNA το άτομο C-3΄ 

βρίσκεται έξω από το επίπεδο που σχηματίζεται από τα άλλα τέσσερα άτομα 

του δακτυλίου της φουρανόζης (C-3’-endo διαμόρφωση). Στο Β-DNA το άτομο 

C-2’ βρίσκεται έξω από το επίπεδο (C-2’-endo στερεοδιάταξη). Οι 

φωσφορικές και άλλες ομάδες στην έλικα του Α-DNA δεσμεύουν λιγότερα 

μόρια Η 2 Ο από ό,τι στο Β-DNA. Επομένως, η αφυδάτωση ευνοεί τη μορφή Α. 

Η έλικα του Α-DNA δεν περιορίζεται σε αφυδατωμένα μόρια DNA. ]32[  

Περιοχές δίκλωνου RNA και τουλάχιστον μερικά υβρίδια RNA-DNA 

παίρνουν μια μορφή διπλής έλικας παρόμοια με εκείνη του Α-DNA. Η θέση 

της 2’-υδροξυλικής ομάδας της ριβόζης εμποδίζει το RNA να πάρει την 

κλασσική μορφή της έλικας τύπου Β-DNA κατά Watson-Crick, λόγω 

στερεοχημικής παρεμπόδισης. Το άτομο οξυγόνου της 2΄υδροξυλομάδας θα 

ερχόταν πολύ κοντά στα τρία άτομα οξυγόνου της παρακείμενης φωσφορικής 

ομάδας και σε ένα άτομο της επόμενης βάσης. Αντίθετα, σε μια έλικα τύπου 

Α-DNA το άτομο οξυγόνου της 2΄υδροξυλομάδας προβάλλει προς τα έξω, 

μακριά από τα άλλα άτομα οξυγόνου. Η ανάλυση μεμονωμένων κρυστάλλων 

ολιγομερών μορίων DNA με ακτίνες Χ έγινε δυνατή μετά την ανάπτυξη 

τεχνικών για τη σύνθεση μεγάλων ποσοτήτων θραυσμάτων DNA με 

συγκεκριμένη αλληλουχία βάσεων. Η ανάλυση αυτή με διακριτική ικανότητα 

στο επίπεδο του ατόμου αποκάλυψε ότι το DNA παρουσιάζει πολύ 

μεγαλύτερη μεταβλητότητα και ποικιλία από ό,τι είχε ως τότε προβλεφθεί. 

Η ανάλυση ενός κρυσταλλωμένου δωδεκαμερούς μορίου DNA με 

ακτίνες Χ από τον Richard Dickerson και τους συνεργάτες του έδειξε ότι η 

συνολική δομή του μοιάζει πολύ με τη μορφή Β της διπλής έλικας των Watson 
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και Crick. Όμως, το δωδεκαμερές διαφέρει από το πρότυπο μοντέλο στο ότι 

δεν είναι ομοιόμορφο, αλλά παρουσιάζει μεγάλες τοπικές αποκλίσεις από τη 

μέση δομή. Το πρότυπο μόριο των Watson και Crick έχει 10 ζεύγη βάσεων 

ανά πλήρη στροφή (Σχήμα 1.3), και έτσι ένα ζεύγος βάσεων σχετίζεται με το 

επόμενο κατά μήκος της αλυσίδας με μια στροφή 36ο . Στο δωδεκαμερές του 

Dickerson οι γωνίες περιστροφής κυμαίνονται από 28ο (λιγότερο περιελιγμένο 

μόριο) μέχρι και 42ο (περισσότερο περιελιγμένο μόριο).  

Επίσης, οι δύο βάσεις πολλών ζευγών βάσεων δεν ευρίσκονται στο 

ίδιο επίπεδο, αλλά τα επίπεδά τους βρίσκονται υπό γωνία. Αυτή η απόκλιση 

από την εξιδανικευμένη δομή, η οποία ονομάζεται συστροφή προωστήρα 

(propeller twist) ενδυναμώνει το πακετάρισμα των βάσεων κατά μήκος του 

κλώνου. Αυτές και άλλες τοπικές παραλλαγές της διπλής έλικας εξαρτώνται 

από την αλληλουχία των βάσεων. Μια πρωτεΐνη που πλησιάζει προς μια 

ειδική αλληλουχία-στόχο στο DNA μπορεί να ανιχνεύει την παρουσία αυτής 

της ειδική αλληλουχία από το αποτέλεσμα που η αλληλουχία αυτή επιφέρει 

στο σχήμα της έλικας (Σχήμα 1.3) ]30[  

 

 
 

Σχήμα 1.3 Σκελετικό τμήμα της δομής της διπλής έλικας του DNA. H δομή επαναλαμβάνεται 

κάθε 3.4nm (34 Αngstrom) και αντιστοιχεί σε 10 ζεύγη βάσεων της κάθε αλυσίδας. 

 

Όπως είδαμε, το DNA είναι επίσης δυνατό να εμφανίζει και μία τρίτη 

μορφή, τη Ζ-μορφή. Χαρακτηριστικό είναι ότι όταν το DNA παίρνει μια 

αριστερόστροφη ελικοειδή δομή δεν αποτελεί απλώς το κατοπτρικό είδωλο 
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της Β- ή της Α μορφής της διπλής έλικας. Η Z-μορφή της έλικας είναι πιο 

επιμήκης και λεπτή με 12 ζεύγη βάσεων σε κάθε στροφή και με βήμα έλικας 

περίπου στα 45Å. Η μεγάλη αύλακα στο Z-DNA είναι στενή και εξαιρετικά 

βαθειά ενώ η μικρή είναι ευρεία και αβαθής. Στην Α μορφή παρατηρήθηκε 

πως η μεγάλη αύλακα είναι στενή και πολύ βαθιά, ενώ η μικρή πολύ πλατιά 

και ρηχή και στην πιο συνήθη μορφή, τη B, η μεγάλη αύλακα είναι πλατιά και 

αρκετά βαθιά ενώ η μικρή στενή και εξίσου βαθιά. Στη Z-δομή το σάκχαρο και 

ο Ν-γλυκοζιτικός δεσμός λαμβάνουν διαμορφώσεις που εναλλάσσονται 

ανάμεσα στη C2’-endo και C3’-endo και σε syn και anti αντίστοιχα, με 

συνέπεια η βασική μονάδα επανάληψης για τη Z-μορφή της διπλής έλικας να 

είναι δύο ζεύγη βάσεων και όχι ένα όπως στη B- ή στην Α-μορφή. Οι 

εναλλασσόμενες αυτές διαμορφώσεις σε συνδυασμό με την περιστροφή 180ο  

των βάσεων γύρω από το γλυκοζιτικό δεσμό οδηγεί τελικά στην 

αριστερόστροφη δομή της έλικας όπου οι φωσφορικές ομάδες στο σκελετό 

του μορίου σχηματίζουν μια γραμμή zig-zag. Για το λόγο αυτό ονόμασαν τη 

νέα αυτή μορφή Z-DNA. ]34,33[  

Τη μορφή του Z-DNA παίρνουν κοντά ολιγονουκλεοτίδια τα οποία 

έχουν αλληλουχία εναλλασσόμενων πυριμιδινών και πουρινών. Απαιτούνται 

υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων για την ελαχιστοποίηση των ηλεκτροστατικών 

απώσεων μεταξύ των φωσφορικών ομάδων του σκελετού του μορίου, τα 

οποία βρίσκονται πλησιέστερα το ένα στο άλλο από ό,τι στο Α-και στο Β-DNA. 

Επιπλέον, η μεθυλίωση στον C5’ της κυτοσίνης όπως και αρνητικές γωνίες 

στρέψης στο υπερελικωμένο DNA φαίνεται να συμβάλλουν στο σχηματισμό 

της μορφής αυτής. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, το περισσότερο DNA 

εμφανίζεται με τη μορφή Β. Αν και ο βιολογικός ρόλος του Z-DNA δεν έχει 

διερευνηθεί πλήρως, η ύπαρξή του αποδεικνύει ότι το DNA είναι ένα ευέλικτο 

δυναμικό μόριο. ]54[ −   

1.2 Μέταλλα και αλληλεπιδράσεις με το DNA. ]12[  

Η τρισδιάστατη δομή των συμπλόκων τα καθιστά πολύ ελκυστικά για τα 

νουκλεϊκά οξέα. Αυτά τα συγκροτήματα είναι σε θέση ν’ αναγνωρίζουν ένα 

συμπληρωματικό σχήμα στις διάφορες θέσεις δέσμευσης του DNA, γεγονός 

που οδηγεί σε μια αυτό-συναρμολόγηση. Καθώς τα νουκλεϊκά οξέα είναι 
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χειρικά, η χειρομορφία στο σχεδιασμό ενός συμπλόκου μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί επωφελώς για να καταστεί η αλληλεπίδραση 

εναντιοεκλεκτική. Διαφοροποιώντας το μεταλλικό κέντρο, είναι δυνατόν ν’ 

αλλάξει η γεωμετρία του συμπλόκου (επίπεδη τετραγωνική, τετραεδρική, 

οκταεδρική) και επίσης να τροποποιηθούν οι φωτοφυσικές ιδιότητες. Αλλαγές 

στους χηλικούς υποκαταστάτες  μπορεί να τροποποιήσουν τις φωτοφυσικές 

ιδιότητές[8,10], και την αλληλεπίδραση με τα νουκλεϊκά οξέα. Δεν είναι τυχαίο το 

γεγονός ότι πολλοί βιοχημικοί που μελετούν την αλληλεπίδραση των 

νουκλεϊνικών οξέων με μεταλλοσύμπλοκα θεωρούν τη χημεία των 

συμπλόκων σχετικά απλή συγκριτικά με την πολυπλοκότητα του DNA (κυρίως 

λόγω της διαφοράς μεγέθους). Βέβαια, υπάρχουν και πολλοί ανόργανοι 

χημικοί που υποστηρίζουν πως το DNA αποτελεί απλώς έναν πολύ μεγάλο 

οργανικό υποκαταστάτη. Ωστόσο, στην πραγματικότητα τόσο τα νουκλεϊνικά 

οξέα όσο και τα σύμπλοκα ιόντα εμφανίζουν αξιοσημείωτη πολυπλοκότητα 

σχετικά με τις αλληλεπιδράσεις τους. ]12[   

Χαρακτηριστικά, από μελέτες έχει διαπιστωθεί πως μικρού μεγέθους 

σύμπλοκα που συνδέονται και αλληλεπιδρούν με το DNA σε συγκεκριμένα 

σημεία και θέσεις πρόσδεσης παίζουν καθοριστικό ρόλο στο πώς σε μοριακό 

επίπεδο εκφράζεται η γενετική πληροφορία. Βαθύτερη κατανόηση στον τρόπο 

στόχευσης του DNA με μεγάλη εξειδίκευση δεν οδηγεί μόνο σε καινούργιες και 

πρωτοποριακές χημειοθεραπευτικές μεθόδους, αλλά και σε ευρύτερη 

ικανότητα, για τους χημικούς, να ερευνήσουν περισσότερο το DNA και να 

αναπτύξουν υψηλής ευαισθησίας διαγνωστικούς παράγοντες. 

Οι παρεμβολείς (intercalators) στο DNA, που μπορούν και 

αναστέλλουν τη σύνθεση νουκλεϊκών οξέων in vivo , γεγονός που τους 

καθιστά μεταλλαξιογόνους παράγοντες, αντιβιοτικά, αντιβακτηριακά και 

αντικαρκινικά φάρμακα.[35] είναι μικρές μοριακές δομές που διαθέτουν 

αρωματική λειτουργικότητα βάσει της οποίας μπορούν να εισέρχονται και να 

παρεμβάλλονται μεταξύ των ζευγών βάσεων του DNA. Ο Lippard και οι 

συνεργάτες του αρχικά διαπίστωσαν πως τα τετραγωνικής διαμόρφωσης 

σύμπλοκα του Pt ΙΙ ]3936[ −  που περιέχουν αρωματικό ετεροκυκλικό δακτύλιο 

μπορούν να συνδεθούν στο DNA μέσω παρεμβολής. Η μελέτη, ωστόσο, έχει 

επεκταθεί και στη λειτουργία των οκταεδρικών συμπλόκων, των οποίων η 
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εφαρμογή ως μεταλλοπαρεμβολέων έχει επιτρέψει τη στόχευση ειδικών 

σημείων του DNA ταιριάζοντας το σχήμα, τη συμμετρία και τις λειτουργίες των 

μεταλλικών συμπλόκων σε εκείνες του DNA στόχου. Εκμεταλλευόμενοι 

ακόμη, τις φωτοφυσικές και φωτοχημικές ιδιότητες των μεταλλοπαρεμβολέων 

έχουν αναπτυχθεί αρκετές ευαίσθητες φασματοσκοπικές μέθοδοι που 

σχετίζονται με την εκλεκτικότητα της αλληλεπίδρασής τους με το DNA ]37[ . 

Ενώσεις DNA-συμπλόκου σχηματίζονται και διασπώνται ως 

αποτέλεσμα αντιδράσεων ανταλλαγής υποκαταστατών, στις οποίες οι 

ευκίνητοι υποκαταστάτες αποχωρούν ενώ οι αδρανείς παραμένουν 

δεσμευμένοι. Ανιόντα όπως το ΝΟ 3
−  και το ClO 4

−  δεν έχουν την τάση να 

δημιουργούν σύμπλοκα με μεταλλικά ιόντα ακόμη και σε υψηλές 

συγκεντρώσεις. Ωστόσο, ανιόντα όπως τα Cl − , τα CH3COO −  και τα PO4
2- 

δημιουργούν σταθερότερους δεσμούς και συμπλέκονται αποτελεσματικότερα 

με τα περισσότερα ιόντα των στοιχείων μετάπτωσης. Μάλιστα, το DNA 

αποτελεί τον κυριότερο στόχο για τα μεταλλικά σύμπλοκα που εμφανίζουν 

αντικαρκινική δράση. Ο τρόπος δράσης είναι απλός αλλά ο μηχανισμός είναι 

αρκετά περίπλοκος. Το μεταλλικό ιόν συμπλέκεται με το DNA του καρκινικού 

κυττάρου, αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό του και το οδηγεί στο θάνατο. 

Όταν το σύμπλοκο (προφάρμακο) εισέλθει στον οργανισμό υφίσταται μια 

σειρά διεργασιών που περιλαμβάνουν υδρόλυση, διαμεμβρανική μεταφορά, 

προσέγγιση του μορίου στόχου (DNA) και σχηματισμό των ενεργών 

ενδιαμέσων [cis-RnM(H20) 3 ] +m (όπου R υποκαταστάτης) που αντιδρούν 

απευθείας με το DNA ]12[ . 

 Τα αντικαρκινικά μεταλλικά σύμπλοκα είναι πολλές φορές 

ηλεκτρονιόφιλα (οξέα κατά Lewis) και πιθανώς αντιδρούν με αρκετά 

ενδοκυτταρικά συστατικά (μόρια, ιόντα όπως Cl − , OH −  και το H2O, αμινοξέα, 

πρωτεΐνες, μεταλλοπρωτεΐνες, τρανσφερρίνες και το ΑTP). Ωστόσο, μόνο η 

σύμπλεξη με το DNA, η οποία οδηγεί και στον κυτταρικό θάνατο αποτελεί την 

πιο σημαντική και αποτελεσματική αλληλεπίδραση. 

Το μόριο του DNA αποτελεί κατά βάση ένα δίπολο μόριο, του οποίου η 

επιφάνεια είναι ένας αρνητικά φορτισμένος σκελετός σακχάρου-φωσφορικής 

ομάδας, ενώ το εσωτερικό της διπλής έλικας αποτελείται από στοιβαγμένες 
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υδρόφοβες αζωτούχες βάσεις. Για να εμφανίσει το σύμπλοκο-φάρμακο τη 

δράση του, ενδεχομένως στην αρχή να αλληλεπιδρά με τις ομάδες των 

φωσφορικών και στη συνέχεια, λόγω της τοπικής ίσως αποέλιξης της διπλής 

έλικας, οι υδρόφοβοι υποκαταστάτες του συμπλόκου έλκονται από υδρόφοβες 

περιοχές του μακρομορίου. Τα άτομα του αζώτου των βάσεων καθίστανται 

έτσι πιο εκτεθειμένα, το ιόν του μεταλλικού συμπλόκου εισβάλλει στο 

εσωτερικό της έλικας και συμπλέκεται με τις βάσεις, όπως συμβαίνει με 

αρκετά σύμπλοκα του Re και Ru. ]41,40[   

 Ερευνητικά αποτελέσματα έχουν δείξει πως η σχέση δομής-

δραστικότητας επηρεάζει σημαντικά την αποτελεσματικότητα της δράσης του 

φαρμάκου, καθώς η κατάλληλη ταχύτητα υδρόλυσης, ο σχηματισμός 

ενδιαμέσων συμπλόκων, όπως προαναφέρθηκε της μορφής [cis-

RnM(H2O) 2 ] +m  και η αποτελεσματική σύμπλεξη τόσο με τα άτομα αζώτου 

των βάσεων όσο και με τα φωσφορικά αποτελούν τα βασικότερα κριτήρια για 

τη δράση των φαρμάκων αυτών. Η συσχέτιση της μοριακής δομής και του 

τρόπου δράσης των συμπλόκων έδωσαν τη δυνατότητα να προταθούν 

ορισμένα κριτήρια προκειμένου να εκτιμηθεί η δραστικότητα των συμπλόκων 

και η ικανότητα σύμπλεξης με το DNA. Έτσι, εκτιμάται πως το μόριο του 

φαρμάκου πρέπει να διαθέτει τόσο υδρόφοβες όσο και υδρόφιλες ομάδες, 

ενώ ο συντελεστής κατανομής πρέπει να είναι κατάλληλος και οι υδρόφοβες 

ομάδες δεν πρέπει να είναι πολύ ογκώδεις, κυρίως για στερεοχημικούς 

λόγους. ]37[  

Επίσης, η κατάλληλη ταχύτητα υδρόλυσης και η δημιουργία 

ενδιάμεσων συμπλόκων που να διαθέτουν τουλάχιστον δύο μόρια νερού σε 

cis θέση μεταξύ τους, αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την 

αποτελεσματικότητα των συμπλόκων. Τα μεταλλικά ιόντα πρέπει κατά 

περίπτωση να ανήκουν καταλλήλως σε μαλακά ή σκληρά οξέα καθώς επίσης 

να διαθέτουν τροχιακά σθένους τέτοια που να μπορούν να σχηματίζουν 

ομοιοπολικούς δεσμούς με τα άζωτα των βάσεων κι όχι απλά να έχουν 

ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με τα άτομα του οξυγόνου των 

φωσφορικών. Ένα τελευταίο κριτήριο αποτελεί το να διαθέτουν και 

αριστερόστροφη συμμετρία τα χειραλικά μόρια-σύμπλοκα, προκειμένου να 

μπορούν να σχηματίσουν μια συμπληρωματική δομή με το δεξιόστροφο 
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DNA. ]42[   

 Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν τα αποτελέσματα των  

πρώτων ερευνών σχετικά με την αλληλεπίδραση των οκταεδρικών 

μεταλλοσυμπλόκων με το DNA η οποία περιλαμβάνει τη χρήση συμπλόκων 

τα οποία είχαν χημικώς χαρακτηριστεί σε πολλά αλλά γενικά πλαίσια, ενώ 

προηγουμένως είχαν μελετηθεί και άλλες φυσικοχημικές τους ιδιότητες. ]44,43[   

 

1.2.1 ΟΜΟΙΟΠΟΛΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕ ΤΟ DNA 
Πάρα πολλά μέταλλα από τα στοιχεία μετάπτωσης αλληλεπιδρούν με 

τις αζωτούχες βάσεις του DNA. Τα ιόντα αυτών μπορούν και προκαλούν 

ομοιοπολική τροποποίηση της δομής του νουκλεïκού οξέος, λόγω κάποιας 

αλκυλίωσης ή αντίδρασης. Οργανικά μόρια είναι γνωστό ότι προκαλούν 

βιολογικές και δομικές τροποποιήσεις του DΝΑ, τα οποία είναι συνήθως 

εκλεκτικά ως προς την ακολουθία των βάσεων. Τέτοια μόρια έχουν 

θεραπευτικές ιδιότητες. Αντικαρκινικά φάρμακα που συνδέονται ομοιοπολικά 

με το DΝΑ, όπως η ανθραμυκίνη (anthramycin), (αντιβιοτικό μέλος της 

οικογένειας των πυρρολο[1,4]βενζοδιαζεπινών με σημαντική αντικαρκινική 

δράση), η μιτομυκίνη (mitomycin) ]46,45[ , η αφλατοξίνη (aflatoxin B1), είναι 

συνήθως οργανικά μόρια που συνδέονται με συγκεκριμένο και εξειδικευμένο 

τρόπο στην εκάστοτε αζωτούχο βάση του DNA. Χαρακτηριστικό παράδειγμα 

αποτελεί το ευρέως γνωστό cisplatin, ]47[  [PtCl2(NH3)2]), το οποίο συνδέεται 

ομοιοπολικώς συγκεκριμένα στο Ν7 της γουανίνης. Η πυρηνόφιλη προσβολή 

του Ν2 της γουανίνης στον C11 της ιμινικής ομάδας του φαρμάκου οδηγεί στο 

σχηματισμό του παραγώγου (Σχήμα 1.4 και 1.5). Η προσβολή αυτή γίνεται 

από τη μικρή αύλακα του DNA όπου η στερεοχημεία της προσβολής και ο 

προσανατολισμός του φαρμάκου εξαρτώνται τόσο από την ακολουθία των 

νουκλεοτιδίων όσο και από το ίδιο το μόριο του φαρμάκου. 

Στην περίπτωση αυτή, παρατηρείται τοπικό ξετύλιγμα της έλικας και λυγίζει ο 

σκελετός του DΝΑ γύρω από την περιοχή της μεγάλης αύλακας. Τα μόρια 

αυτά δημιουργούν ένα δραστικό ηλεκτρονιόφιλο σύστημα, όπου αλκυλιώνει τα 

πυρηνόφιλα άτομα αζώτου των βάσεων του DΝΑ. ]51,50,49[   
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Σχήμα 1.4: Τρόπος σύνδεσης του cis και trans-platin στο N7 της G του DNA 

 

 

 
 

Σχήμα 1.5: Ομοιοπολική αλληλεπίδραση του cis-platin με το DNA 

 

1.2.2 ΜΗ ΟΜΟΙΟΠΟΛΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕ ΤΟ DNA  
 
1.2.2.1 Παρεμβολή ( intercalation) 

Κατά τη διαδικασία της παρεμβολής ένα επίπεδο πολυκυκλικό 

συνήθως ετεροάτομο εισέρχεται και παρεμβάλλεται ανάμεσα στα ζεύγη 

βάσεων του DNA προκαλώντας αρχικά μια εκτεταμένη αποέλιξη και μια 

δυσκαμψία στη διπλή έλικα. Αυτός ο τρόπος σύνδεσης προτάθηκε πρώτη 

φορά από τον Leonard Lerman το 1961 για να εξηγήσει την ισχυρή σχέση 

μεταξύ του DNA και της ακριδίνης ( ετεροκυκλική αρωματική ένωση).[52]  

αποτέλεσμα της απομάκρυνσης των ζευγών βάσεων αλλά και της 

επιμήκυνσης του σκελετού σακχάρου-φωσφορικού, δημιουργώντας μια 
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κοιλότητα, προκειμένου να δεχθεί το μόριο-παρεμβολέα (intercalator). Στη 

συνέχεια, το μη πολικό επίπεδο - αρωματικό συνήθως -σύστημα του 

παρεμβολέα τοποθετείται παράλληλα προς τα επίπεδα των ζευγών βάσεων 

σε μια απόσταση 3.4 Å από την καθεμία, μια τοποθέτηση που βοηθάει το 

«στοίβαγμα» των π- τροχιακών των βάσεων και του μορίου-παρεμβολέα 

οπότε και προκύπτουν αλληλεπιδράσεις διπόλου-διπόλου. Έτσι δημιουργείται 

μια δομική επικάλυψη μεταξύ των βάσεων και του μορίου που παρεμβάλλεται 

καθιστώντας περισσότερο άκαμπτο το μόριο του συμπλόκου ενώ το επίπεδο 

αρωματικό σύστημα του μορίου προσανατολίζεται κάθετα ως προς τον άξονα 

της διπλής έλικας. Αφού το μόριο έχει εισέλθει στη διπλή έλικα, μία σειρά από 

μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις λαμβάνουν χώρα. Οι αλληλεπιδράσεις 

αυτές μπορεί να περιλαμβάνουν τη δημιουργία δεσμών υδρογόνου ανάμεσα 

στον παρεμβολέα και το DNA, αλληλεπιδράσεις Van der Waals, ειδικές, 

ηλεκτροστατικής φύσεως αλληλεπιδράσεις. Ένα πλήθος δυνάμεων που 

οφείλονται κυρίως στο «στοίβαγμα» των αρωματικών βάσεων, οι οποίες 

συμβάλλουν και στην περαιτέρω θερμική σταθεροποίηση της δομής. ]54,53[  

Η παρεμβολή, πολλές φορές, προκαλεί διαφοροποιήσεις στη διπλή 

έλικα του πολυμερούς, προκειμένου να επέλθει αυτή η απαιτούμενη 

σταθεροποίηση του μορίου ανάμεσα στα στοιβαγμένα ζεύγη βάσεων. Αυτές οι 

αλλαγές οδηγούν σε διαφορετική υδροδυναμική συμπεριφορά του 

πολυμερούς όπως η μεταβολή του ιξώδους και η αλλαγή της 

ηλεκτροφορητικής ευκινησίας.  

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αλληλεπίδρασης με το DNA μέσω 

παρεμβολής αποτελεί το βρωμίδιο του αιθιδίου (Εthidium bromide) ]55[  (Σχήμα 

1.6), όπως και τα προφλαβίνη (proflavin), ]55,35[  νταουνομυκίνη (daunomycin) 

δοξορουβικίνη (doxorubicin) και θαλιδομίδη (thalidomide). 

 
 

Σχήμα 1.6: :Αλληλεπίδραση της ένωσης Εthidium bromide με DNA μέσω παρεμβολής. 
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1.2.2.2. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και συναρμογή 
στις αύλακες (groove-binding) 

Ένας άλλος μη ομοιοπολικός τρόπος αλληλεπίδρασης είναι η 

δέσμευση στη μεγάλη ή μικρή αύλακα της Β-διαμόρφωσης του DNA (groove-

binding). Τα σύμπλοκα σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με τις βάσεις, 

συνήθως με το N3 της αδενίνης και το O2 της θυμίνης που οφείλεται στις 

δυνάμεις Van der Waals που αναπτύσσονται μεταξύ του υποκαταστάτη και 

της αύλακας, αφού οι περιοχές A/T είναι στενότερες από τις G/C αλλά και 

εξαιτίας της στερικής παρεμπόδισης από την C2 αμινομάδα της βάσης της 

γουανίνης. Συνήθως, τα πρωτεϊνικά μόρια μεγάλου μοριακού βάρους 

δεσμεύονται στη 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, νετροψίνη (netropsin), ντισταμυκίνη( 

distamycin) και ανθραμυκίνη (anthramycin) (Σχήμα 1.7). Τα φάρμακα της 

κατηγορίας αυτής φέρουν συνήθως θετικό φορτίο και η αντίδραση είναι 

εκλεκτική ως προς την ακολουθία των βάσεων του DNA. ]57,56[   

Τα ετεροάτομα των βάσεων και οι αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές 

ομάδες συμμετέχουν στο σχηματισμό δεσμών υδρογόνου, αλληλεπιδράσεων 

Van der Waals και υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων. Να σημειώσουμε πως οι 

φωσφορικές ομάδες της αλυσίδας αντιδρούν ηλεκτροστατικά με κατιόντα, 

όπως Mg2+, με αποτέλεσμα να σταθεροποιούν τη δομή της διπλής έλικας του 

μακρομορίου. ]58[  

Στις περιπτώσεις αυτές λόγω των αντίθετων φορτίων που φέρουν οι 

ομάδες των συμπλόκων και του DNA η συναρμογή είναι ηλεκτροστατικής 

φύσης και εξαρτάται από τις ιοντικές δυνάμεις που αναπτύσσονται μεταξύ 

αυτών των αντίθετων φορτίων.  
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Σχήμα 1.7: :Αλληλεπίδραση του φαρμάκου νετροψίνη (netropsin) με DNA μέσω 

συναρμογής στη μικρή αύλακα. . 

 

Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί και συνδυασμός τρόπων αλληλεπίδρασης 

με το DNA, όπως για παράδειγμα παρεμβολής και αλκυλίωσης. Οι 

αλτρομυκίνες (αντιβιοτικά/αντικαρκινικά) αποτελούν χαρακτηριστικούς 

εκπροσώπους του συγκεκριμένου τρόπου αλληλεπίδρασης. Χαρακτηριστικά, 

τα μόρια των πλουραμυκινών κάνουν παρεμβολή μέσω των αυλάκων του 

DNA ενώ το εποξείδιο έχει την ικανότητα να αλκυλιώνει το Ν7 της γουανίνης 

στη μεγάλη αύλακα. 

Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός πως από πρόσφατα πειράματα 

βρέθηκε πως τα δεξιόστροφα Δ-ισομερή μεταλλοσύμπλοκα προτιμούν την 

παρεμβολή με τη δεξιόστροφη διπλή έλικα του DNA, ενώ παρουσιάστηκε και 

μια μικρότερη προτίμηση για τα Λ-ισομερή τα οποία φαίνεται πως 

αλληλεπιδρούν μ’ έναν συμπληρωματικό τρόπο στη δεξιόστροφη αύλακα. Κι 

ενώ οι αλληλεπιδράσεις σύμπλεξης των μεταλλοσυμπλόκων αυτών 

βρίσκονταν σε εξέλιξη σε ερευνητικό επίπεδο, ξεκίνησαν παράλληλα 

πειράματα για τις εναντιομερικές προτιμήσεις και παραγώγων συμπλόκων. Η 

χειρόμορφη διάκριση αυτού του είδους εξαρτάται καθαρά και από την ορθή 

«αντιστοιχία-ταίριασμα» της συμμετρίας του μεταλλοσυμπλόκου με εκείνη της 

διπλής έλικας. Μελέτες με τέτοια απλά σύμπλοκα παρείχαν μία στοιχειώδη 

βάση για να αντιληφθούμε πώς τα οκταεδρικά σύμπλοκα αλληλεπιδρούν μη-

ομοιοπολικά με το DNA και πώς οι ιδιότητες των μεταλλοσυμπλόκων- κυρίως 

τα φωτοφυσικά και οξειδοαναγωγικά χαρακτηριστικά τους- μπορούν να 

φανούν χρήσιμα στην ανάπτυξη νέων τεχνικών για το DNA. Εν τούτοις, η 
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χημική συγγένεια αυτών των συμπλόκων με το DNA δεν ήταν ιδιαίτερα 

εντυπωσιακή και ο συνδυασμός των τρόπων σύνδεσης που βασίζονταν στην 

αλληλουχία και τη θερμοκρασία αποδείχθηκαν σε ορισμένες περιπτώσεις 

προβληματικοί. ]59[  

Έτσι, προκειμένου να επιτευχθούν αυτοί οι τρόποι σύνδεσης και 

αλληλεπίδρασης με το DNA, οι ιδιότητες χημικής συγγένειας και σύνδεσης με 

τα ειδικά σημεία του πρέπει να αυξηθούν σημαντικά. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΤΟΥ ΧΑΛΚΟΥ ΜΕ α-ΔΙΙΜΙΝΙΚΟΥΣ  

ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΕΣ 
 

2.1 Ιδιότητες χαλκού (Cu) 

Το χημικό στοιχείο χαλκός ανήκει στην πρώτη σειρά των μετάλλων 
μετάπτωσης και είναι ένα μέταλλο με ατομικό αριθμό 79 και ατομικό βάρος 
63,546.  Έχει θερμοκρασία τήξης 1083 0C και θερμοκρασία βρασμού 2567 0C. 
.  Το σύμβολό του είναι Cu. Ο χαλκός είναι μέταλλο κόκκινο, με ισχυρή 
μεταλλική λάμψη, πυκνότητα 8,94, δύστηκτο κι όχι πολύ σκληρό. Είναι 
φθηνός ως υλικό όχι ιδιαίτερα τοξικός, καλός αγωγός της θερμότητας και του 
ηλεκτρισμού - ιδιότητες που τον κάνουν ένα από τα σπουδαιότερα μέταλλα 
για τον άνθρωπο. Ο χαλκός εμφανίζει δύο αριθμούς οξείδωσης (+1 και +2). 
Ανευρίσκεται στο κρέας, στα καρύδια, τα οστρακόδερμα, τα λαχανικά και 
στους σπόρους (άλευρα ολικής άλεσης). 

Έχει δύο σταθερά ισότοπα 63Cu και 65Cu. Είναι σχετικά αδρανές 
στοιχείο. Το οξυγόνο και ο ξερός αέρας δεν τον προσβάλλουν στη 
συνηθισμένη θερμοκρασία. Αν εκτεθεί στον υγρό αέρα, καλύπτεται από 
στρώμα πράσινου χρώματος, από βασικό ανθρακικό χαλκό. Μπρούτζινα 
αγάλματα και χάλκινα μαγειρικά σκεύη εάν εκτεθούν στον αέρα πρασινίζουν. 
Ενώνεται με το θείο και τα αλογόνα και γενικά αντιδρά με όλα τα αμέταλλα, 
εκτός από το άζωτο και τον άνθρακα. Το νιτρικό οξύ και το πυκνό θερμό 
θειικό οξύ προσβάλλουν το χαλκό, ενώ το υδροχλωρικό οξύ και το αραιό 
θειικό δεν έχουν καμία επίδραση. Τα οργανικά οξέα επιδρούν στο χαλκό και 
σχηματίζουν δηλητηριώδεις ενώσεις (γενικά οι ενώσεις του χαλκού είναι 
δηλητηριώδεις). 

Για την εξαγωγή χαλκού από ορυκτά του εφαρμόζονται ειδικές μέθοδοι, 

ανάλογα με την πρώτη ύλη και την περιεκτικότητά της σε χαλκό. Αν το ορυκτό 

είναι οξείδιο, ανάγεται από άνθρακα και εάν είναι ανθρακικό, πυρώνεται και 

μετατρέπεται σε οξείδιο, που, στη συνέχεια, ανάγεται. Κυριότερα ορυκτά του 

χαλκού είναι ο χαλκοπυρίτης (Cu2O), ο χαλκοσίνης, ο βορνίτης, ο κυπρίτης, ο 

μαλαχίτης και ο αζουρίτης. 
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Αποτελεί απαραίτητο ιχνοστοιχείο, τόσο στον ανθρώπινο οργανισμό, 

στα ζώα όσο και στα φυτά. Ανευρίσκεται σε ποικιλία ενζύμων, όπως την 

υπεροξειδάση του κυτοχρώματος C και την υπεροξειδισμουτάση. Ορισμένα 

μαλάκια και αρθρόποδα έχουν ως μεταφορική ουσία των αναπνευστικών 

αερίων την αιμοκυανίνη (αντί της αιμοσφαιρίνης), η οποία περιέχει χαλκό. Στα 

ανώτερα ζώα έχει διαπιστωθεί ότι η παρουσία χαλκού διευκολύνει την 

απορρόφηση σιδήρου από τον οργανισμό. H υπερβολική απόθεση χαλκού 

στους ιστούς προκαλεί τη Νόσο του Wilson, ενώ χρόνια έλλειψη χαλκού 

προκαλεί δυσλειτουργία στην σύνθεση ντοπαμίνης, με συνέπεια την εμφάνιση 

κατάθλιψης, στην σύνθεση μελανίνης από τα δερματικά κύτταρα καθώς και 

δυσλειτουργίες στον μεταβολισμό των λιπών και των τριακυλογλυκερολών.  

 Παίζει βασικό ρόλο στην εγκεφαλική δραστηριότητα στο νευρικό και 

καρδιαγγειακό σύστημα, στη μεταφορά του οξυγόνου ενώ λειτουργεί και ως 

αντιοξειδωτικός παράγοντας  για τα κύτταρα. Δυναμώνει τα οστά και ενισχύει 

τη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήματος. ]13[   

Τα μέταλλα αποτελούν βασικό συστατικό των πρωτεϊνών και η πορεία 

της εξέλιξης έχει δείξει ότι τα βιολογικά συστήματα αξιοποιούν σε τεράστιο 

βαθμό τις ιδιότητες των μεταλλικών ιόντων που σχετίζονται με τις βιολογικές 

διαδικασίες.  Τα κριτήρια βάσει των οποίων η φύση επιλέγει ποιά μέταλλα των 

στοιχείων μετάπτωσης θα χρησιμοποιήσει στα βιολογικά συστήματα είναι 

ιδιαίτερα ενδιαφέροντα. Σε αυτά συγκαταλέγονται ο σίδηρος, ο χαλκός και ο 

ψευδάργυρος. Ένα από τα βασικά κριτήρια επιλογής φαίνεται να είναι η 

σχετική αφθονία των στοιχειών στη γη. Ένας δεύτερος βασικός παράγοντας 

συνδέεται με το γεγονός ότι τα ενεργά κέντρα των μεταλλοπρωτεϊνών 

αποτελούνται από κινητικά ασταθείς και θερμοδυναμικά σταθερές μονάδες ως 

επί το πλείστον. Η κινητική αυτή αστάθεια διευκολύνει την ταχεία 

συναρμολόγηση ή αποσυναρμολόγηση των μεταλλικών κέντρων όπως και τη 

σχέση μεταξύ των διαφόρων υποστρωμάτων. 

 Όλα τα παραπάνω κριτήρια πληρούνται από το χαλκό ο οποίος ήδη 

από τα πρώτα στάδια της εξέλιξης ήταν παρών στους ζώντες οργανισμούς, 

αποτελώντας ένα από τα πιο βασικά συστατικά των πρωτεϊνών μεταφέροντας 

οξυγόνο και ηλεκτρόνια. O χαλκός μεταπίπτει στον ανθρώπινο ή ζωικό 

οργανισμό μεταξύ των μορφών του μονοσθενούς χαλκού (Cu+1) και του 
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δισθενούς χαλκού (Cu+2) (στην τελευταία μορφή υπάρχει πλειοψηφία). Ο 

χαλκός έχει τη δυνατότητα να παίρνει και να δίνει εύκολα ηλεκτρόνια και αυτό 

εξηγεί και το σημαντικό ρόλο του στις αντιδράσεις οξειδοαναγωγής και στη 

δέσμευση ελευθέρων ριζών. 

 

2.2 Φωτοφυσικές ιδιότητες των συμπλόκων του χαλκού (Cu)  
Το κλειδί της ποικιλομορφίας ανάμεσα στο Cu(I) και στο Cu(II) είναι 

σίγουρα αποτέλεσμα της διαφορετικής γεωμετρικής προτίμησης που 

διαθέτουν. Ο Cu(I) προτιμά τετραεδρική γεωμετρία ενώ ο Cu(II) την κλασσική 

επίπεδη τετραγωνική στην πλειοψηφία των συστημάτων του ή σε μερικά 

βιολογικά συστήματα την επίπεδη τριγωνική. Στις μεταλλοπρωτεΐνες όπου 

πραγματοποιείται ηλεκτρονιακή μεταφορά ο χαλκός παρίσταται σε διάφορα 

περιβάλλοντα συντονισμού. Ένας τετραεδρικής διαμόρφωσης υποκαταστάτης 

σταθεροποιεί συνήθως το Cu(Ι) σε σχέση με το Cu(II) μειώνοντας το δυναμικό 

αναγωγής Cu(II)/Cu(I) ενώ μεγάλα δυναμικά αναγωγής προκύπτουν από την 

παραμόρφωση σε τριγωνικό επίπεδο (Σχήμα 2.1). Γενικά η θερμοδυναμική 

σταθερότητα ενός μεταλλικού κέντρου σε βιολογικό περιβάλλον δεν 

καθορίζεται μόνο από τις συμφυείς προτιμήσεις του μετάλλου για μία 

συγκεκριμένη οξειδωτική κατάσταση, τη δοτική ικανότητα του υποκαταστάτη 

και τη γεωμετρία συντονισμού που προτιμάται αλλά και από την ικανότητα του 

πολυμερούς να ελέγχει μέσω της τρισδιάστατης δομής, τη στερεοχημεία και τη 

διαθεσιμότητα για συντονισμό. ]23[  

 
 

 
Σχήμα 2.1: Τετραεδρική γεωμετρία τυπική των συμπλόκων του Cu(Ι) 
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Διάφορα σύμπλοκα του Cu(I) (d10 συστήματα) έχουν μελετηθεί τα 

τελευταία χρόνια. Χαρακτηριστικά, στο σύμπλοκο του μονοσθενούς χαλκού με 

φαινανθρολίνη ως διιμινικό υποκαταστάτη έχουμε MLCT μεταφορά με 

απορρόφηση στην περιοχή του ορατού δίνοντας φωσφορισμό σε χρόνους 

νανο μέχρι και μικροδευτερόλεπτα Μια MLCT μετάπτωση παρατηρείται στο 

ορατό (η μέγιστη απορρόφηση κυμαίνεται από 440 έως 460 nm ) για 

σύμπλοκα που περιέχουν υποκαταστάτες με χαμηλά μη συμπληρωμένα π- 

τροχικά όπως παράγωγα της 2,2΄- διπυριδίνης ]23,50[  

Εκπομπή παρατηρείται σε διχλωρομεθάνιο ή χλωροφόρμιο (το λmax 

κυμαίνεται από 670 έως 750 nm) με μια πολύ μικρή κβαντική απόδοση 

φωταύγειας Φem=2·10-4,[61,62] και με χρόνους ζωής από 10 έως 100 ns. Η 

φωταύγεια προέρχεται από τουλάχιστον δύο θερμικά ισορροπημένες 

διεγερμένες καταστάσεις (που διαχωρίζονται περίπου στα 1800 cm-1). Η 

χαμηλότερη ενέργεια των δύο αυτών διεγερμένων καταστάσεων αντιστοιχεί σε 

μια τριπλή κατάσταση που σχετίζεται με τη διαμόρφωση d9π.*
]63,62[
 

Παρατηρείται ‘σβέση’ φωταύγειας με βασικούς διαλύτες η οποία 

συμβαίνει μέσω σχηματισμού ενός ηλεκτρονιακά διεγερμένου συμπλόκου που 

ευνοείται από την αλλαγή της γεωμετρίας από Cu(I) σε Cu(II). Στη διεγερμένη 

κατάσταση το κέντρο του χαλκού θεωρείται ως Cu(II). Παρά το γεγονός ότι 

αμέσως μετά τη διέγερση η γεωμετρία του συντονισμού αντιστοιχεί στη 

βασική κατάσταση του συστήματος Cu(I) (ψευδοτετραεδρική), 

μετασχηματίζεται ταχύτατα στη γεωμετρία που είναι χαρακτηριστική του Cu(II) 

με αριθμό συντονισμού 5 ή 6. ]23[  

Η συμπεριφορά του Cu(I) όσον αφορά τις θέσεις ένταξης συνδέεται 

άμεσα με την ηλεκτρονιακή διαμόρφωση. Τα πλήρως συμπληρωμένα d 10  

τροχιακά οδηγούν σε ένα συμμετρικό εντοπισμό του ηλεκτρονιακού φορτίου. 

Η κατάσταση αυτή προτιμάει την τετραεδρική γεωμετρία για τη παράταξη των 

υποκαταστατών γύρω απ’ το μεταλλικό κέντρο προκειμένου να απέχουν 

αρκετά οι θέσεις μεταξύ τους έτσι ώστε να ελαχιστοποιούνται οι 

ηλεκτροστατικές απώσεις. Τα σύμπλοκα του Cu(II) -d 9  διαμόρφωση 

εμφανίζουν σχετικά έντονες κορυφές απορρόφησης στην περιοχή του ορατού 

(vis). Οι πιο χαμηλές εκτείνονται στο εγγύς υπέρυθρο (near IR), πάνω από τα 

800nm για το ιόν του Cu(II) και απενεργοποιούνται μέσω γρήγορων 
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διαδικασιών που δεν απαιτούν τη χρήση ακτινοβολίας. Το γεγονός ότι οι 

χαμηλότερες ηλεκτρονικές καταστάσεις των συμπλόκων του Cu(II) διαρκούν 

πάρα πολύ λίγο τις καθιστά λιγότερο ενδιαφέρουσες προς μελέτη σε σχέση με 

τα σύμπλοκα του Cu(I) από άποψη φωτοφυσικών ιδιοτήτων. ]23[   

Τα σύμπλοκα του Cu(I) χαρακτηρίζονται από μία ποικιλία 

ηλεκτρονιακών επιπέδων εκπομπής ενώ τα θετικά φορτισμένα σύμπλοκα του 

Cu(I) εμφανίζουν μόνο φθορισμό που οφείλεται κυρίως σε MLCT 

μεταπτώσεις, εφόσον τα κενά π τροχιακά είναι εύκολα «προσβάσιμα» στους 

υποκαταστάτες. Τέτοιου τύπου MLCT μεταπτώσεις, εκμεταλλευόμενες το 

χαμηλό δυναμικό του Cu(I), εμφανίζονται και σε άλλες ομάδες συμπλόκων 

όπως χαρακτηριστικά σύμπλοκα με μέταλλα ηλεκτρονιακής διαμόρφωσης d 6  

όπως Ru(II)-διπυριδίνες και σύμπλοκα με Ir(III)-φαινυλοπυριδίνη. 

 Οι MLCT  ηλεκτρονιακές μεταπτώσεις στα συστήματα αυτά είναι  

φυσιολογικά πιο έντονες από τις τις αντίστοιχες MC μεταπτώσεις αφού δεν 

υπόκεινται στις ίδιες απαγορεύσεις λόγω συμμετρίας των τροχιακών. 

Επομένως, οι MLCT απορροφήσεις εμφανίζουν σχετικά μεγαλύτερους 

συντελεστές μοριακής απόσβεσης. Όσον αφορά την εκπομπή όταν οι  MLCT 

μεταπτώσεις των διεγερμένων καταστάσεων βρίσκονται χαμηλότερα 

χαρακτηρίζονται γενικά από μεγάλους χρόνους ζωής και ενδεχομένως να 

εμφανίζεται έντονος φθορισμός εκτός από εξαιρέσεις. Τις τελευταίες δεκαετίες, 

σύμπλοκα που εμφανίζουν μεγάλης διάρκειας  MLCT διηγερμένες  

καταστάσεις έχουν μελετηθεί εκτενώς τόσο για καλύτερη κατανόηση 

θεμελιωδών φαινομένων όσο και για ενδεχόμενες εφαρμογές στη συλλογή και 

μετατροπή του ηλιακού φωτός. Μελέτες για σύμπλοκα των Ru(II), Os(II) και 

Ir(III) έχουν προσελκύσει το ενδιαφέρον, ωστόσο η χημεία του Cu(I) και οι 

φωτοφυσικές του ιδιότητες καθιστούν τα σύμπλοκά του ενδιαφέροντα πεδία 

μελέτης. ]23[   

Επιπλέον, ενδιαφέρον παρουσιάζουν και οι μελέτες για  

παραμαγνητικά διμερή του μονοσθενούς χαλκού με αφορμή το απέραντο 

πεδίο μελέτης των διμερών και πολυπυρηνικών ενώσεων του δισθενούς 

χαλκού. Η d 10  διαμόρφωση του μονοσθενούς χαλκού δεν συνάδει με τη 

συμπεριφορά του δισθενούς με d 9  ηλεκτρονιακή διαμόρφωση. Η μελέτη της 

σύνθεσης και του χαρακτηρισμού συμπλόκων αυτού του τύπου έδειξαν ότι 
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πρόκειται για δραστικά ανιοντικά σύμπλοκα διπυρινικών α-διιμικών ή α-

ιμινοκετονικών υποκαταστατών. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα α-διιμινικού 

υποκαταστάτη με υψηλό έλλειμμα ηλεκτρονίων αποτελεί η 3,6-δις(2-πυριδο)-

1,2,4,5-τετραζίνη (bptz). ]18[  Αντίδραση αυτού του υποκαταστάτη με 2 

ισοδύναμα από τα [Cu(PPh3) 4 ] + [BF 4 ] − ]13[  Cu(BF 4 ) 2 /Cu/1,2-

δις(διφαινυλοφωσφινο)αιθάνιο (διφως) ή Cu(BF 4 ) 2 /Cu/1,5-

κυκλοοκταδιένιο(cod) προκύπτουν αποδόσεις διπυρινικών Cu(I) έντασης (ε> 

10000), μεγάλου μήκους κύματος MLCT κορυφών απορρόφησης στα 13890, 

12580 και 19050 cm 1− , αντίστοιχα. Αυτά τα διαμαγνητικά σύμπλοκα οφείλουν 

τις μεγάλου μήκους απορροφήσεις σε ένα χαμηλό π * τροχιακό του bptz 

υποκαταστάτη. Στην πραγματικότητα, λαμβάνει χώρα ηλεκτροχημική 

αναγωγή σε θετικά δυναμικά, μελετώντας την ηλεκτροχημική συμπεριφορά 

του συστήματος με ηλεκρόδιο καλομέλανος (SCE). 

Οι ηλεκτροχημικές όπως και χημικές αναγωγές ενός ηλεκτρονίου (πχ 

μέταλλο του Zn) οδηγούν στο σχηματισμό παραμαγνητικών διμερών του 

μονοσθενούς χαλκού με το δραστικό ανιοντικό υποκαταστάτη bptz. Απόδειξη 

αυτής της διεργασίας αποτελούν τόσο η ανάλυση όσο και τα φασματοσκοπικά 

δεδομένα που προκύπτουν από βιβλιογραφικά δεδομένα ]18[   

 

2.3 Αλληλεπίδραση συμπλόκων του χαλκού με DNA 
 
2.3.1 Ιδιότητες των συμπλόκων Cu με το DNA 

Πειράματα που έχουν πραγματοποιηθεί με σύμπλοκα του χαλκού με  

α-διιμινικούς υποκαταστάτες όπως η φαινανθρολίνη ]64[  απέδειξαν ότι η 

υποκατάσταση σε α-θέση των χηλικών αζώτων των υποκαταστατών 

επηρεάζει την ηλεκτροχημική συμπεριφορά των ενώσεων. Πράγματι, αυτά τα 

σύμπλοκα εξαιτίας των περιορισμών που προέρχονται από τους 

υποκαταστάτες, αναγκάζονται να υιοθετήσουν μια τετραεδρική γεωμετρία 

χαρακτηριστική του Cu(I) η οποία εμποδίζει την επίπεδη τετράγωνη 

χαρακτηριστική δομή του Cu(IΙ). Συνεπώς, όρθο υποκατεστημένα με 

φαινανθρολίνη σύμπλοκα οξειδώνονται λιγότερο εύκολα από τα αντίστοιχα μη 

υποκατεστημένα: (Cu(phen)2+/1+=+0.08. V/SCE και Cu(dmp)2
2+/1+=+0.58, . 
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V/SCE, Cu(TAP)2
2+/1+=+0.76 V/SCE και Cu(dmTAp)2

2+/1+=+0.97 V/SCE). [66]. 

Αυτές οι αναγωγικές ιδιότητες είναι ιδιαίτερα σημαντικές για την αντίδραση 

των συμπλόκων αυτών με νουκλεοτίδια.[17] Η νουκλεοτιδική δραστηριότητα 

αυτών των συμπλόκων είναι αποτέλεσμα της σύνδεσης των τετραεδρικών 

αυτών ειδών με το DNA αλλά και από την ικανότητα τους να προκαλέσουν 

οξειδοαναγωγικές διεργασίες. Όρθο- υποκατεστημένα σύμπλοκα του Cu(I) με 

φαινανθρολίνη για παράδειγμα, συνδέονται με την διπλή έλικα, αλλά δεν 

έχουν καμία δραστηριότητα νουκλεάσης, λόγω της σταθερότητάς τους στην 

οξείδωση. Πράγματι, αυτοί οι υποκαταστάτες περιορίζουν τα σύμπλοκα σε μια 

τετραεδρική γεωμετρία χαρακτηριστικό του Cu(I) και εμποδίζουν την επίτευξη 

ενός αριθμού συντονισμού των 5 ή 6, χαρακτηριστικό του Cu(II). Ο 

μηχανισμός της νουκλεοτιδικής δραστηριότητας δεν είναι ακόμα 

αποσαφηνισμένος, περιλαμβάνει ένα τύπο μη-ομοιοπολικού δεσμού του 

συμπλόκου με το DNA και απαιτεί υπεροξείδιο του υδρογόνου για να 

οξειδώσει το σύμπλοκο του χαλκού στην επιφάνεια της έλικας και να παρέχει 

τα είδη που είναι υπεύθυνα για τη διάσπαση. Η σειρά με την οποία 

διασπώνται εξαρτάται από τις συγκεκριμένες θέσεις δέσμευσης του 

τετραεδρικού συμπλόκου του Cu στην μικρή αύλακα. 

 

2.3.2 Τρόποι αλληλεπίδρασης συμπλόκων Cu με το DNA ]67[  

Μελέτες και πειράματα που πραγματοποιήθηκαν από το ΜcMillin ]65[ και 

την ομάδα του για σύμπλοκα του χαλκού με διαφορετικές 2,9-διμέθυλο-1,10 

φαινανθρολίνες, δομικά ανάλογες με την 1,10 φαινανθρολίνη παρουσία DNA 

οι κορυφές απορρόφησης των Cu(dmp)2
+, Cu(dmpp)2

+ όπου dmpp = 2,9-

dimethyl-4-phenyl-1,10-phenanthroline) και Cu(bcp)2
+ όπου bcp-

bathocuproine= 2,9-dimethy1-4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline εμφανίζουν 

βαθοχρωμικότητα και υποχρωμικότητα γεγονός που δείχνει δέσμευση στο 

DNA. Σπουδαίες είναι οι επιπτώσεις του DNA για τις φωτοφυσικές ιδιότητες 

του Cu(bcp)2
+, που περιέχει δύο φαίνυλο ομάδες στις θέσεις 4 και 7. ]68,64[  

Γι’ αυτό το σύμπλοκο, η ένταση της φωταύγειας είναι ελάχιστα 

ανιχνεύσιμη σε περίπτωση απουσίας DNA, ενώ παρουσία του έχουμε έντονη 

αύξηση. Ομοίως, η διάρκεια ζωής της διεγερμένης κατάστασης, από περίπου 

2 ns σε πυρηνόφιλο διαλύτη, αυξάνει περίπου 30 φορές παρουσία DNA. Αυτά 
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τα δεδομένα δείχνουν ότι η δέσμευση του Cu(bcp)2
+ με το DNA συνεπάγεται 

την αποτελεσματική προστασία του συμπλόκου από το περιβάλλον του 

διαλύτη. Τ’ αποτελέσματα της απορρόφησης και της εκπομπής δείχνουν ότι 

το Cu(bcp)2
+ αλληλεπιδρά με το DNA με δυο διαφορετικούς τρόπους. 

Επιπλέον πειράματα που πραγματοποιήθηκαν με πολυηλεκτρολύτες 

παρουσία του συμπλόκου αυξάνουν σημαντικά την εκπομπή του ενώ σε  

υψηλούς λόγους R=[DNA]/[Cu] η ένταση της φωταύγειας αυξάνεται και εν 

συνεχεία μειώνεται ώσπου φτάνει σ’ ένα πλατώ και αποδίδεται στο ότι το 

Cu(bcp)2
+ συνδέεται με το DNA. ]69[  

Ωστόσο τα αποτελέσματα δεν είναι ικανοποιητικά για το Cu(dmp)2
+ και 

κάτω από διαφορετικές συνθήκες ο Veal και Rill δεν παρατήρησαν καμία 

αλλαγή απορρόφησης γι’ αυτό το σύμπλοκο. Στη συνέχεια νέα πειράματα 

έδειξαν ότι το παραπάνω σύμπλοκο ενώνεται με το DNA και συγκεκριμένα 

παρουσία βρωμιδίου του αιθιδίου δείχνουν ότι δεσμεύεται ανταγωνιστικά.[37] 

Από την άλλη πλευρά, το DNA δεν έχει καμία σημαντική επίδραση στην 

ένταση της φωταύγειας του Cu(dmp)2
+

]110[
* η οποία εξακολουθεί να ‘σβήνει’ 

έντονα από το διαλύτη. Αυτό δείχνει ότι το σύμπλοκο σε αλληλεπίδραση με το 

DNA είναι ακόμα αρκετά προσιτό στην υδατική φάση γεγονός που 

υποδηλώνει ένα εξωτερικό τρόπο σύνδεσης με το DNA και όχι μέσω 

παρεμβολής. Αυτό το μοντέλο υποστηρίζει επίσης ότι το δεσμευμένο 

σύμπλοκο δεν έχει καμία επίδραση όσον αφορά το σχετικό ιξώδες του DNA 

κατά τη μελέτη της τεχνικής της ιξωδομετρίας. ]70[  

Όσο όμως αυξάνουμε το μέγεθος του υποκαταστάτη με επιπλέον 

φαινυλομάδες παρατηρείται μεγαλύτερη επίδραση του DNA στις φωτοφυσικές 

ιδιότητες των συμπλόκων του χαλκού με αισθητή αύξηση της φωταύγειας του 

συμπλόκου παρουσία DNA. Επίσης, και ο χρόνος ζωής της διεγερμένης 

κατάστασης αυξάνεται παρουσία DNA συγκριτικά με το σύμπλοκο μόνο στο 

διαλύτη και άρα η δέσμευση του συμπλόκου με το DNA βοηθάει στην 

προστασία του συμπλόκου από το διαλύτη. Τελικά βρέθηκε ότι το 

συγκεκριμένο σύμπλοκο αλληλεπιδρά με δύο τρόπους με το DNA ανάλογα τη 

συγκέντρωση. Η γεωμετρία του συμπλόκου προστατεύει το σύμπλοκο από το 

διαλύτη ‘σβέσης’, εμποδίζει την περιστροφή ανεξάρτητα από την διπλή έλικα 

και προκαλεί έντονη υποχρωμικότητα.  Μετρήσεις ιξώδους φαίνεται να 
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αντιβαίνουν στην κλασσική παρεμβολή ενώ από φασματοσκοπικά δεδομένα 

και μετρήσεις έχει προταθεί κάποιος τρόπος παρεμβολής. Παρατηρήθηκαν, 

έτσι, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες μεγάλες αυξήσεις του ιξώδους, οι 

οποίες συνήθως παρατηρούνται μόνο με DNA πλούσιο σε ζεύγη βάσεων 

αδενίνης, θυμίνης γιατί είναι σχετικά ευέλικτο λόγω της παρουσίας μόνο δυο 

δεσμών υδρογόνου ανάμεσα στα ζεύγη βάσεων. ]70[  

Αξίζει να σημειωθούν τα αποτελέσματα από τις μελέτες για το 

ομοληπτικό του μονοσθενούς χαλκού με διπυριδοφαιναζίνη (dppz) για 

υποκαταστάτη το [Cu(dppz) 2]BF4
]16[ . H μελέτη της αλληλεπίδρασής του με το 

DNA έγινε με τις τεχνικές της τιτλοδότησης, ιξωδομετρίας και 

ηλεκτροφόρησης. Μέσω της τιτλοδότησης βρέθηκε η Κb, σταθερά σύνδεσης 

να ισούται με (5.1±0.4)×10 4 M 1−  χρησιμοποιώντας την απορρόφηση στα 275 

nm, από όπου βρέθηκε ότι το σύμπλοκο παρεμβάλλεται μερικώς στο DNA 

μέσω ενός από τους dppz δακτυλίους , προκαλώντας υποχρωμισμό περίπου 

25% στα 275 nm και 28% στα 361 και 378 nm, μία μετατόπιση στο ερυθρό 

των 4 και 6 nm με μέγιστο στα 361 nm και 378 nm, αντιστοίχως και μια 

μετατόπιση προς το μπλε των 4 nm για το σήμα στα 275 nm και ένα 

ισοσβεστικό σημείο στα 386 nm. Η σταθερά σύνδεσης που βρέθηκε είναι 

συγκρίσιμη με εκείνη που συναντάμε στα [Cu(phen)2] + ]19[  και [Ru(phen)3] +2 . 

Ωστόσο, ανάλογα ευρήματα μέσω επεξεργασίας των αποτελεσμάτων για το 

[Cu(dppz)2]BF4 είναι ανεπαρκή για να αποδείξουν παρεμβολή γι αυτό και 

κατέστη απαραίτητη η μελέτη  μέσω υδροδυναμικών τεχνικών όπως η 

ιξωδομετρία. Τα αποτελέσματα από τις  μελέτες της ιξωδομετρίας έδειξαν πως 

το ιξώδες αυξάνεται με την αύξηση της αναλογίας [συμπλόκου]/[DNA] και 

μάλιστα με παρόμοιο τρόπο που έχει βρεθεί για το [Ru(bpy)2(dppz)] +2  που 

συμπεριφέρεται ως κλασσικός παρεμβολέας. Η αύξηση αυτή που 

παρατηρείται στο ιξώδες αποδίδεται στη μεγιστοποίηση του διαχωρισμού 

ανάμεσα στις αζωτούχες βάσεις του DNA οι οποίες απομακρύνονται μεταξύ 

τους προκειμένου να διευκολύνουν το μόριο-παρεμβολέα. Επιπλέον, 

πραγματοποιήθηκαν και μελέτες σχετικά με ενδεχόμενη ομοιοπολική σύνδεση 

με το DNA απ’όπου βρέθηκε πως η ποσότητα του χαλκού που συνδέθηκε στο 

DNA ήταν πολύ χαμηλή, περίπου 10 nmol Cu/ mg DNA. Αυτό έδειξε ότι δεν 

προκύπτει ομοιοπολικός τρόπος αλληλεπίδρασης μεταξύ τους. Πειράματα 
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ηλεκτροφόρησης του συμπλόκου, διαλυμένο σε DMSO, με το πλασμίδιο 

PUC119 (350μΜ) έδειξαν και τη δυνατότητα διάσπασης του DNA από το 

σύμπλοκο αυτό στο οποίο διαπιστώθηκε και δραστηριότητα νουκλεάσης. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν πως η μορφή Ι (form I) του πλασμιδίου μειώνεται 

σταδιακά με αυξανόμενη συγκέντρωση του συμπλόκου ενώ η μορφή ΙΙ (form 

II) αυξάνεται. ]16[  

Όσον αφορά τη δραστηριότητα νουκλεάσης του [Cu(phen)2] +  βρέθηκε 

πως συνδέεται στη μικρή αύλακα του DNA και προκαλεί οξειδωτική διάσπαση 

στο DNA και τροποποιεί το δίκλωνο DNA παρουσία Η2Ο2.. και αναγωγικών 

παραγόντων. 
Το σύμπλοκο αυτό βρέθηκε να διασπά το Α-DNA λιγότερο 

αποτελεσματικά από το Β-DNA, πιθανότατα λόγω των λιγότερων ευνοϊκών 

θέσεων μεταξύ του συμπλόκου και της διευρημένης μικρής αύλακας της Α-

μορφής της διπλής έλικας. Όταν το σύμπλοκο ήρθε σε αλληλεπίδραση με το 

Ζ-DNA, μια διαμόρφωση στην οποία το DNA έχει μικρή ή δεν έχει καμία μικρή 

αύλακα, το Ζ-DNA δεν διασπάται καθόλου. ]113[   

Επίσης, το Pt(II)(pq)(bdt) με κινοξαλινικό υποκαταστάτη μελετήθηκε ως 

προς DNA και βρέθηκε ότι παρεμβάλλεται και συνδέεται και μέσω 

συναρμογής στην αύλακα. ]105[   

Μερικά σύμπλοκα του χαλκού στα οποία έχει μελετηθεί και ο τρόπος 

αλληλεπίδρασής τους με το DNA φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. (Πίνακας 

2.1) 
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Πίνακας 2.1: Σύμπλοκα του Cu(Ι) και τρόπος αλληλεπίδρασης με το DNA 

 

Σύμπλοκο Δομή Τρόπος σύνδεσης 

στο  

DNA  

Αναφορά 

[Cu(phen) 2]+ 

 

Συναρμογή στη 

μικρή αύλακα 

( minor-groove 

binding) 

44 

[Cu(dmp)2]
+ 

 

Εξωτερικός τρόπος 

σύνδεσης 

43 

[Cu(dmpp)2]
+ 

 

Εξωτερικός τρόπος 

σύνδεσης 

43 

[Cu(dppz)2]BF4 

 

Παρεμβολή 43 

 
 
2.3.3  Σύμπλοκα Cu και υποκαταστάτες 

Όπως, έχει αναφερθεί και παραπάνω δεν είναι  λίγες οι περιπτώσεις 

όπου παρατηρείται διαφοροποίηση και παραμόρφωση της τετραεδρικής 

γεωμετρίας των συμπλόκων του Cu(I). 

Σύνθεση α-διιμινικών συμπλόκων του Cu με υποκαταστάτες όπως οι 

κινοξαλίνες, υποκατεστημένες ή μη, διπυριδοφαιναζίνη, φαινανθρολίνες κ.α 

έχουν πραγματοποιηθεί στα πλάισια μελέτης διαφόρων ιδιοτήτων των 

συμπλόκων αυτών. 
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Για παράδειγμα, το [Cu(phen)2] [ClO4] που phen = 1,10-phenanthroline 

συντέθηκε και μελετήθηκε κρυσταλλογραφικά, με κρυσταλλογραφία ακτίνων 

X, και βάσει αυτών αποσαφηνίστηκε η δομή του. Τα αποτελέσματα των 

δεδομένων της δομής του έδειξαν να συμφωνούν με τη στοιχειομετρία και τη 

χημική συγγένεια του υπό μελέτη συμπλόκου. ]19[   

 Επίσης, η σύνθεση του συμπλόκου [Cu(dppz)2]BF4 
]16[
 

πραγματοποιήθηκε υπό N2 χρησιμοποιώντας τεχνική Schlenck. Όλοι οι 

διαλύτες καθαρίζονται πριν από τη χρήση. Οι ουσίες [Cu(CH3CN)4]BF4 και ο 

υποκαταστάτης της αντίδρασης dppz χρησιμοποιήθηκαν σε στοιχειομετρική 

αναλογία 1:2. Ζυγίζονται 94mg (0,32 mmol) dppz και αφού διαλύονται σε 

διχλωρομεθάνιο (15ml) προστίθενται αργά σ’ ένα διάλυμα [Cu(CH3CN)4]BF4 

(0,15 mmol, 50 mg) σε διχλωρομεθάνιο (10ml). Το αρχικό διάλυμα πήρε ένα 

σκούρο πορτοκαλί χρώμα Το μίγμα αναδεύεται για 1 h σε θερμοκρασία 

δωματίου. Το μίγμα μεταφέρεται σε μια σφαιρική φιάλη με εξάνιο (150 ml) και 

δημιουργήθηκε ένα γκρι στερεό, Τέλος, το στερεό διηθείται και εκπλύνεται με 

αιθανόλη και εξάνιο και ξηραίνεται υπό κενό. Απόδοση: 88% 

Η σύνθεση και ο χαρακτηρισμός του συμπλόκου πραγματοποιήθηκαν 

με φασματοσκοπία 1 H-NMR, FT-IR, UV-Vis και MS φασματοσκοπία.  

Να σημειώσουμε ότι το starting του Cu που χρησιμοποιείται, 

[Cu(CH3CN)4]BF4
]107[  προτιμάται λόγω του ότι οι ομάδες των ακετινιτριλίων 

αποχωρούν εύκολα, προστατεύουν το χαλκό από την οξείδωση σε δισθενή 

και δε δίνουν εύκολα διμερή όπως άλλα αρχικά. Τα αντισταθμιστικά ιόντα 

μπορεί να είναι ClO 4
− , PF 6

−  ή και BF 4
−  αναλόγως το οξύ από το οποίο 

ξεκινάμε. 

Επιπλέον, ένα άλλο χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το 

[Cu(pq) 2 ]PF6
]20[  όπου το ιόν του Cu(I) είναι τοποθετημένο σε έναν 

‘διπλωμένο’ άξονα και το περιβάλλον συναρμογής του είναι 

ψευδοτετραεδρικό.  

H σύνθεση του παραπάνω συμπλόκου πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια 

της σύνθεσης του συμπλόκου [Cu2OMe)-(O2CMe)2(pq) 2 ]PF6
]20[
  όταν αφού 

δημιουργήθηκαν πράσινοι κρύσταλλοι αυτού του συμπλόκου σε μεγάλη 

απόδοση ως κύριο προϊόν έπεσαν και διαχωρίστηκαν κρύσταλλοι και από το 
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παραπροϊόν, [Cu(pq)2]PF6 σε μικρή απόδοση (10%) περίπου ως αποτέλεσμα 

μίας περίπλοκης οξειδοαναγωγικής αντίδρασης του [Cu2(OMe)-(O2CMe)(H2 

O) 2 ] με pq, NaOH και Βu 4
n NPF6 σε MeOH/MeCN. Πρέπει να σημειωθεί ότι 

οι συνθέσεις των ομοληπτικών συμπλόκων του χαλκού γενικά είναι πιο 

σταθερές. Τα ετεροληπτικά σύμπλοκα συντίθεται συγκριτικά πιο δύσκολα και 

σε μικρότερη απόδοση από τα αντίστοιχα ομοληπτικά. Συνήθως όταν οι 

υποκαταστάτες δεν είναι αρκετά ογκώδεις έχουν την τάση να διασπώνται στα 

αντίστοιχα ομοληπτικά τους. Συνεπώς η σχετική διαφορά στα μοριακά βάρη 

των υποκαταστατών ενδεχομένως να βοηθούσε στην αύξηση της 

σταθερότητας του ετεροληπτικού έναντι των αντίστοιχων ομοληπτικών και να 

μπορούσε να σχηματιστεί ίσως σε μεγαλύτερο ποσοστό. 

Υποκαταστάτες όπως η φαινανθρολίνη και παράγωγά της, η 

διπυριδοφαιναζίνη, κινοξαλίνη, διπυριδίνη κ.ά είναι σχεδόν επίπεδοι. 

 Σύμπλοκα με υποκαταστάτες dppz μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 

ενώσεις εκπομπής ηλεκτροφωταύγειας σε οργανικές συσκευές εκπομπής 

φωτός και ως υποστρώματα για τη σύνθεση πολυμερών. Ο υποκαταστάτης 

αυτός χρησιμοποιείται ευρέως στη σύθεση αυτών των συμπλόκων ως ένας 

καλός διιμινικός υποκαταστάτης, διότι έχει τέτοια δομή που επιτρέπει τη 

σύνδεση του συμπλόκου στο DNA μέσω παρεμβολής, επιτρέποντας έτσι στη 

διεγερμένη κατάσταση του συμπλόκου να επιδείξει το φαινόμενο του 

μοριακού διακόπτη φωτός ‘light switch effect’. Αυτό διασφαλίζει μια πιο 

ξεκάθαρη φωτοφυσική συμπεριφορά του συμπλόκου, καθώς δεν υπάρχουν 

και άλλες MLCT διεγερμένες καταστάσεις σε κοντινά ενεργειακά επίπεδα 

μεταξύ του. Αυτά τα σύμπλοκα είναι πολλά υποσχόμενα για τη θεραπεία 

καρκινικών όγκων και χρησιμοποιούνται ως φάρμακα στη φωτοδυναμική 

θεραπεία του καρκίνου. ]7[  

Ακόμη, στο αντίστοιχο σύμπλοκο του μονοσθενούς χαλκού με 

φαινανθρολίνη ως διιμινικό υποκαταστάτη έχουμε MLCT μεταφορά με 

απορρόφηση στην περιοχή του ορατού δίνοντας φωσφορισμό σε επίπεδα 

νανο μέχρι και μικροδευτερολέπτων ]14[ .  

Οι κινοξαλίνες αποτελούν από τους πιο ενδιαφέροντες ως προς τις 

ιδιότητες που διαθέτουν, α-διιμινικούς υποκαταστάτες για τα σύμπλοκα αυτά. 

Γι αυτό και χρησιμοποιούνται στις συνθέσεις ευρέως. Ο σκελετός της 
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κινοξαλίνης αποτελείται απο δύο συμπυκνωμένους αρωματικούς δακτυλίους, 

ένα βενζολικό και ένα πυραζινικό (Σχήμα:2.2). Στην κινοξαλίνη υπάρχουν δύο 

άτομα αζώτου σε para- θέσεις μεταξύ τους που θυμίζουν από ηλεκτρονικής 

απόψεως το άτομο αζώτου στην πυριδίνη. Εκεί, ένα μόνο p ηλεκτρόνιο του 

αζώτου συμμετέχει στο αρωματικό νέφος του δακτυλίου, ενώ απομένει ένα 

<<ελεύθερο>> ζεύγος ηλεκτρονίων που βρίσκεται στο επίπεδο του βενζολικού 

δακτυλίου. 

 
 

Σχήμα 2.2: Δομή κινοξαλίνης. 

 

Οι κινοξαλίνες και τα παράγωγά τους εμφανίζουν μια ποικιλία από 

δραστηριότητες από αντιβακτηριακή, αντιική, αντικαρκινική, αντιμυκητιακή  

δράση, ιδιότητες που τις καθιστούν σημαντικούς υποκαταστάτες στα 

σύμπλοκα.  

Διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο ως βασικός σκελετός για το σχεδιασμό 

ενός μεγάλου αριθμού αντιβιοτικών ενώ συγχρόνως βρίσκουν εφαρμογές ως 

χρωμοφόρα, ως οργανικοί ημιαγωγοί, ως δραστικά ηλεκτρο-φωταυγή υλικά, 

ως δομικά στοιχεία για τη σύνθεση υποδοχέων, ως φορείς διάσπασης του 

DNA χρησιμεύοντας και ως υπομονάδες για την μοριακή αναγνώριση. ]71[  

Τα Cu(L-tyr)(dpq)(H2O)](ClO4), [VO(L)(dpq)](ClO4), [Ru(bpy)2(dpq)] 2+ 
 

είναι μόνο μερικά από τα σύμπλοκα με υποκαταστάτες κινοξαλινικά 

παράγωγα που αλληλεπιδρούν με το DNA μέσω παρεμβολής ενώ σύμπλοκα 

όπως τα [Cu(FcCH2N(CH2Py)2(dpq)](ClO4)2 και [Cu(L-ala)(dpq)(H2O)](ClO4) 

αλληλεπιδρούν με το DNA μέσω συναρμογής στην αύλακα του βιομορίου. ]71[  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΚΑΙ ΦΩΤΟΔΥΝΑΜΙΚΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ  
ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

 

3.1. Φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου (PDT) 
Η φωτοδυναμική θεραπεία είναι μια αρκετά πρόσφατη μέθοδος πολλά 

υποσχόμενη για τη θεραπεία κυρίως καρκινικών όγκων. Δεν απαιτεί 

χειρουργική επέμβαση στον ασθενή-σημαντικό πλεονέκτημα- και βασίζεται 

στην επίδραση τριών παραγόντων: του φωτός, μιας φωτοευαίσθητης ουσίας 

και οξυγόνου. Οι παράγοντες αυτοί ωστόσο λειτουργώντας ανεξάρτητα δεν 

προκαλούν κάποιου τύπου αλλοίωση στα καρκινικά ή υγιή κύτταρα. Μπορούν 

όμως αφού δράσουν συνεργιστικά να προκαλέσουν τη νέκρωση των 

καρκινικών ιστών και όγκων. ]7,6[    

Η φωτοδυναμική θεραπεία μπορεί να θεωρηθεί ως μία διαδικασία 

πέντε σταδίων. Αρχικά η φωτοευαίσθητη ουσία - ένα εξωγενές χρωμοφόρο – 

χορηγείται στον ασθενή είτε συστηματικά είτε τοπικά (επάλειψη ή μικροέγχυση 

στον όγκο) και αφού περάσει κατάλληλο χρονικό διάστημα (2-96 ώρες, 

αναλόγως) ο φωτοευαισθητοποιητής συγκρατείται από τους καρκινικούς 

ιστούς και ακτινοβολείται με ακτινοβολία ορισμένου μήκους κύματος.  

Η ενεργοποίηση αυτή του φωτοευαισθητοποιητή συνεπάγεται και την 

έναρξη μιας σειράς φωτοχημικών αντιδράσεων. Τα κυτταροτοξικά προϊόντα 

των αντιδράσεων αυτών όμως προκαλούν αλλοίωση στα συστατικά και τις 

λειτουργίες των καρκινικών κυττάρων με άμεση συνέπεια την καταστροφή και 

νέκρωση του τοπικού αγγειακού συστήματος άρα και των μη υγιών ιστών. ]8[   

Τη σπουδαιότητα της τεχνικής την αντιλαμβανόμαστε αν 

αναλογιστούμε πως στην περίπτωση θεραπείας του καρκίνου του πνεύμονα 

πρώιμου σταδίου μετά την έγχυση μιας ειδικής φωτοευαίσθητης χρωστικής  

στον οργανισμό οι γιατροί εισάγουν μια οπτική ίνα που εκπέμπει ακτίνες 

λέιζερ μέσω του λαιμού έως ότου φθάσει στο σημείο του πνεύμονα που 

εμφανίζει βλάβη. Όταν η οπτική ίνα φθάσει στο κατάλληλο σημείο 

εκπέμπονται οι ακτίνες και η ειδική χρωστική εκλύει 1O2  που καταστρέφει τον 

όγκο. Η παρέμβαση δεν απαιτεί μεγάλο χρόνο ανάρρωσης και ο ασθενής 
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μπορεί να επιστρέψει στο σπίτι του μέσα σε λίγες ημέρες.  
 

3.2 Μηχανισμοί φωτοδυναμικών αντιδράσεων θεραπείας του  
καρκίνου 

 Ως φωτοχημικές αντιδράσεις μπορούν να οριστούν οι αλληλουχίες των 

διεργασιών που συμβαίνουν όταν το μόριο του φωτοευαισθητοποιητή 

απορροφήσει φωτεινή ενέργεια και τη μεταφέρει στα μόρια του περιβάλλοντος 

του που δεν έχουν την δυνατότητα να απορροφήσουν την ενέργεια αυτή. Το 

αρχικό στάδιο της αντίδρασης είναι η απορρόφηση ενός πρωτονίου από τον 

φωτοευαισθητοποιητή που τον οδηγεί σε μια διεγερμένη τριπλή (triplet) 

κατάσταση. Υπάρχουν δυο εναλλακτικοί μηχανισμοί αλληλεπίδρασης με τα 

περιβάλλοντα μόρια που αναφέρονται ως αντιδράσεις τύπου Ι και τύπου ΙΙ. 
 

 
 

Σχήμα 3.1. Διάγραμμα μηχανισμών τύπου Ι και τύπου ΙΙ. 
 

 3.2.1 Αντιδράσεις τύπου Ι 

Στις αντιδράσεις τύπου Ι (Σχήμα 3.1) η διεγερμένη τριπλή κατάσταση 

του φωτοευαισθητοποιητή (3P*) αντιδρά απευθείας με το υπόστρωμα (S) και 

οδηγεί στο σχηματισμό ελεύθερων ριζών όπως φαίνεται στις παρακάτω 

αντιδράσεις: 
3P*+ S→ P·-+S·+ 
3P* + S→ P·++ S·- 

Τόσο η διεγερμένη τριπλή κατάσταση του φωτοευαισθητοποιητή όσο 

και το υπόστρωμα μπορούν να δράσουν ως δότες υδρογόνου: 
3PS + S → P· + SH· 
3P* + SH → PH· + S· 
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Τα προϊόντα αυτά μπορούν να συμμετέχουν σε διάφορα είδη 

αντιδράσεων. Για παράδειγμα, παρουσία του οξυγόνου τα προϊόντα αυτά 

δημιουργούν νέες πορείες οξειδωτικών αντιδράσεων:  

a) Οδηγούν στο σχηματισμό υδρο- υπεροξειδικών παραγώγων: 

S* + O2 → SOΟ 

SOO· + SH → S·+ SOOH 

b) Οδηγούν στο σχηματισμό super οξειδίων: 

S·- + O2 → S + O2
·- 

P·- + O2 → P + O2
·- 

 

Το υπερυπεροξείδιο που σχηματίζεται δεν είναι ιδιαίτερα ενεργό στα 

βιολογικά συστήματα και δεν προξενεί μεγάλη οξειδωτική βλάβη όταν όμως 

αντιδράσει με τον εαυτό του (αυτοοξειδοαναγωγή) παράγει υπεροξείδιο του 

υδρογόνου και οξυγόνο το οποίο καταλύεται από το ένζυμο υπεροξειδική 

δισμουτάση (superoxide dismutase): 

O2
·- + O2

·- +2H+→ O2 + H2O2 

 

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου, H2O2 , είναι σημαντικό για τα βιολογικά 

συστήματα γιατί μπορεί να περάσει εύκολα από τις κυτταρικές μεμβράνες και 

δεν μπορεί να παρεμποδιστεί από το κύτταρο. Το υπεροξείδιο είναι αναγκαίο 

για τη λειτουργία πολλών ενζύμων και συνεπώς απαιτείται και για την υγεία. 

 Το υπερυπεροξείδιο είναι επίσης σημαντικό στην παραγωγή υψηλής 

δραστικότητας ριζών υδροξυλίου. Στη διαδικασία αυτή το O2
·- συμπεριφέρεται 

ως αναγωγικό μέσο. Αυτό συμβαίνει επειδή το O2
·- δίνει ένα ηλεκτρόνιο για να 

μειώσει τα ιόντα των μετάλλων που ενεργούν ως καταλύτης στη μετατροπή 

του υδρογόνου σε H2O2 και ρίζα υδροξυλίου. Αυτή η αντίδραση λέγεται Fenton 

Reaction και ανακαλύφθηκε 100 χρόνια πριν. Είναι σημαντικό για τα βιολογικά 

συστήματα γιατί τα περισσότερα κύτταρα έχουν χαλκό, σίδηρο ή άλλα 

μέταλλα που μπορούν να λειτουργήσουν καταλυτικά σ’ αυτή την αντίδραση. Ο 

Fe2+ στη συνέχεια καταλύει το σπάσιμο του δεσμού οξυγόνο-οξυγόνο του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου για να παράγει μια ρίζα υδροξυλίου (OH· ) και 

ένα ανιόν υδροξυλίου OH-
]6[
 

 



 56

 

Οι αντιδράσεις που πραγματοποιούνται είναι: 
  O2

·- + 2H+ → H2O2 

O2
·- + H2O2→ O2 + OH- + OH· 

O2
·- + Fe3+ → O2 + Fe2+ 

H2O2 + Fe2+ → OH- + OH· + Fe3+ 

 

 
 

Σχήμα 3.2. Σχηματικό διάγραμμα για την απεικόνιση της μοριακής αλληλεπίδρασης και 

διάχυσης. ]11[  

 

3.2.2 Αντιδράσεις τύπου ΙΙ 

Στις αντιδράσεις τύπου ΙΙ (Σχήμα 3.3) το διεγερμένο μόριο του 

φωτοευαισθητοποιητή μεταφέρει την ενέργειά του στο μοριακό οξυγόνο και 

παράγεται η λεγόμενη απλή (διεγερμένη) κατάσταση (1Δ) του οξυγόνου 

ιδιαιτέρως ενεργή που μπορεί να ενεργοποιήσει περαιτέρω αντιδράσεις όπως 

στις αντιδράσεις τύπου Ι: 

 

P →1P*→ 3P + O2 → P + 1O2 
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Σχήμα 3.3: Διάγραμμα Jablonski 

 

Τόσο από τις αντιδράσεις τύπου Ι όσο και από τις αντιδράσεις τύπου ΙΙ 

προκύπτουν εξαιρετικά δραστικά προϊόντα με πολύ μικρό χρόνο ζωής. 

(Σχήμα 3.2). Επομένως,  η καταστροφή που προκαλείται από αυτά τα είδη 

είναι τοπική και πιο συγκεκριμένα καταστρέφονται κυτταρικοί στόχοι που 

βρίσκονται πολύ κοντά στη θέση στην οποία βρισκόταν το μόριο του 

φωτοευαισθητοποιητή πριν από την ενεργοποίησή του. [6-11]  

 

3.3 Σύμπλοκα του χαλκού στη φωτοδυναμική θεραπεία 
Αρχικά, η φωτοευαισθητοποιός ουσία μεταπηδά συνήθως από μια 

απλή θεμελιώδη κατάσταση σε μια απλή διεγερμένη. Εν συνεχεία, μέσω του 

μιας ενδοσυστημικής μετάβασης (intersystem crossing), μεταβαίνει σε μια 

τριπλή διεγερμένη κατάσταση, με μεγαλύτερο χρόνο ζωής. Συνήθως, οι 

ουσίες που υπάρχουν στους ιστούς σε τριπλή θεμελιώδη κατάσταση είναι 

λίγες και μια απ’αυτές είναι το οξυγόνο στη θεμελιώδη του κατάσταση όπως 

έχει αναφερθεί. Όταν ένα μόριο οξυγόνου βρίσκεται κοντά σε ένα μόριο της 

φωτοευαίσθητης ουσίας, έχουμε συνήθως μεταφορά ενέργειας, με 

αποτέλεσμα η φωτοευαίσθητη ουσία ν’αποδιεγερθεί στη θεμελιώδη της 

κατάσταση και το μόριο του οξυγόνου να διεγερθεί στην απλή (singlet) 
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κατάσταση. Το οξυγόνο στην κατάσταση αυτή είναι χημικά δραστικό και 

αντιδρά πολύ γρήγορα με τυχόν βιομόρια που βρίσκονται κοντά του. Λόγω 

της αλληλουχίας αυτής των αντιδράσεων επέρχεται τελικά ο θάνατος των 

καρκινικών κυττάρων. 

Τρία σύμπλοκα που έχουν μελετηθεί για τη φωτοδυναμική θεραπεία 

του καρκίνου είναι σύμπλοκα τύπου [Cu(ph-tpy)(L)](ClO)4, του χαλκού με 

διιμινικούς υποκαταστάτες L όπως η 1,10 φαινανθρολίνη, η 

διπυριδοφαιναζίνη και η διπυριδοκινοξαλίνη σε συνδυασμό με την ph-tpy :(4΄-

phenyl)-2,2΄:6΄,2΄΄-terpyridine, όπως φαίνεται και στο Σχήμα 3.4. ]108[  

 

 
 

Σχήμα 3.4: Δομές συμπλόκων 

 

Όπως έχουμε δει παραπάνω, υπάρχουν συγκεκριμένοι λόγοι που 

επιλέγονται οι υποκαταστάτες αυτοί! Είναι οργανικά επίπεδα μόρια τα οποία 

χάρις στην αντικαρκινική δράση του χαλκού με τον οποίο συνδέονται έχουν τη 

δυνατότητα να αλληλεπιδρούν με το DNA και να συνδέονται σ’ αυτό. Με 

διαδικασίες όπως η τιτλοδότηση, η θερμική μετουσίωση (προσδιορισμός 

σημείου τήξης Τm), κυκλικός διχρωισμός, ιξωδομετρία και κυκλική 

βολταμμετρία πραγματοποιήθηκε ο προσδιορισμός του τρόπου 

αλληλεπίδρασης των συμπλόκων με το DNA. Οι διάφοροι τρόποι σύνδεσης 

ενός συμπλόκου με το DNA ομοιοπολικά ή μη, είτε με σύνδεση στο Ν7 της 

γουανίνης (συνήθης τρόπος) είτε μέσω παρεμβολής (intercalation), ή 

ηλεκτροστατικώς με σύνδεση στις αύλακες του DNA (groove binding) κ.ά 

εξαρτώνται από τη φύση του συμπλόκου, τη συγγένεια του μετάλλου και των 

υποκαταστατών με το DNA τις ιδιότητες αυτών καθώς και πώς αυτές 

μεταβάλλονται όταν συνδεθούν με το βιομόριο. Συγκεκριμένα για τα 

παραπάνω σύμπλοκα αυτά βρέθηκε ότι συνδέονται παρεμβολικά στο DNA 
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και από τις σταθερές σύνδεσης (Κb) των συμπλόκων με το DNA 

διαπιστώνουμε ότι παρεμβάλλεται καλύτερα στο DNA το σύμπλοκο με το 

dppz για L υποκαταστάτη ακολουθεί το σύμπλοκο στο οποίο έχει συμπλεχθεί 

το dpq και τέλος το σύμπλοκο με τη φαινανθρολίνη (phen). Συνεπώς, η χρήση 

αυτών των συμπλόκων και άλλων όμοιών τους με παρόμοιες ιδιότητες στη 

φωτοδυναμική θεραπεία του καρκίνου χρίζει περαιτέρω μελέτης. ]12[  

 Επιπλέον, έχει μελετηθεί και η επίδραση των πορφυρινών για τη PDT. 

Η οξειδωτική διάσπαση του DNA με ορατό φώς έχει αποκτήσει μεγάλη 

σημασία όμως επειδή οι πορφυρίνες παρουσιάζουν φωτοευαισθησία στο 

δέρμα και ηπατοτοξικότητα γίνεται προσπάθεια ν’ ανακαλυφθούν μη 

πορφυρινικές ενώσεις ικανές να διασπάσουν το DNA με τη χρήση κατάλληλης 

ακτινοβολίας. Ωστόσο, είναι σαφής η βελτίωση της φωτοδυναμικής θεραπείας 

με τις πορφυρινες, γιατί μετατοπίζονται οι κορυφές απορρόφησης σε 

μεγαλύτερα μήκη κύματος, δηλαδή στην ιδανική για την PDT περιοχή 650-

800nm και παρατηρείται αυξημένη παραγωγή ενεργών ειδών οξυγόνου και 
1O2  λόγω της προσθήκης βαρέων μετάλλων. Η διάσπαση του DNA 

(cleavage) μελετήθηκε με πλασμίδιο SC PUC 19 με ακτινοβόληση για 2 ώρες 

με μικτό laser Ar-Kr στην περιοχή των 647 και 458 nm. Απουσία φωτός δεν 

παρατηρήθηκε κανένα αποτέλεσμα. Ελεύθεροι οι υποκαταστάτες είναι 

ανενεργοί στα συγκεκριμένα μήκη κύματος. Για να διασπαστεί το DNA εκτός 

από το φως είναι απαραίτητη και η παρουσία του 1Ο 2  (μέσω μηχανισμού 

τύπου ΙΙ με τη μεταφορά ενέργειας από την τριπλή κατάσταση του 

ενεργοποιημένου συμπλόκου στην τριπλή κατάσταση του 1Ο 2  ή μέσω 

σχηματισμού ενεργών ριζών OH). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι πιο γρήγορα 

διασπάται το σύμπλοκο με dppz ως L υποκαταστάτη ακολουθεί με το dpq και 

στο τέλος με τη φαινανθρολίνη. Μία ακόμη σειρά πειραμάτων που  

πραγματοποιήθηκαν είναι τα κυτταροτοξικά, στο σύμπλοκο με το dppz και με 

τη φαινανθρολίνη (phen) με 3 ώρες επώασης και ακτινοβόλησης στο ορατό. 

Το σύμπλοκο με τη phen δεν παρουσίασε καμία αλλαγή στο σκοτάδι και μετά 

την ακτινοβόληση. Ωστόσο, για το σύμπλοκο με το dppz είχαμε σημαντικά 

αποτελέσματα με τιμές IC50 κοντά στα 12 στο σκοτάδι και κοντά στα 3 μετά 

την ακτινοβόληση αποτελέσματα που αποδεικνύουν μείωση της βιωσιμότητας 

των κυττάρων. 
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Η φωτοδυναμική θεραπεία αποτελεί ένα από τα αρκετά υποσχόμενα 

όπλα κατά του καρκίνου ειδικά όταν βρίσκεται σε πρώιμα στάδια. Αποτελεί μία 

εναλλακτική προσέγγιση στην τοπική και εστιασμένη καταστροφή καρκινικών 

όγκων. Η χρήση της στη θεραπεία του καρκίνου έχει αρκετά πλεονεκτήματα 

σε σχέση με τις συμβατικές τεχνικές όπως η χειρουργική, η χημειοθεραπεία. 

Απαιτεί πρακτικά την έγχυση του φαρμάκου χωρίς τη παραμονή του 

ασθενούς στο νοσοκομείο. Ωστόσο, η μικρή διεισδυτικότητα του φωτός στους 

ιστούς η έλλειψη απόδοσης και λειτουργικότητας σε περίπτωση μη 

οξυγόνωσης του όγκου όπως και η δερματική φωτοευαισθησία λόγω του ότι ο 

ασθενής μετά το πέρας της θεραπείας δεν θα πρέπει να εκτίθεται για ένα 

χρονικό διάστημα στο ηλιακό φως. ]7[  

Η PDT αποτελεί μια μέθοδο επιλεκτικής τοξικότητας αφού το φάρμακο 

δεν έχει σημαντικές βιολογικές επιδράσεις στον οργανισμό πριν την εφαρμογή 

φωτός. Ο κύριος στόχος της ανάπτυξης ενός φαρμάκου κατάλληλου για τη 

φωτοδυναμική θεραπεία βασίζεται στην καταπολέμηση του όγκου. Ωστόσο τα 

φάρμακα αυτά δεν απευθύνονται σ’ ένα συγκεκριμένο ένζυμο ή υποδοχείς. Σε 

μια πρόσφατη έρευνα σχετικά με τη δομή των φαρμάκων αυτών 

συμπεραίνουν ότι δεν υπάρχει ειδική θέση στην οποία δεσμεύεται ο 

φωτοευαισθητοποιητής. Μια άλλη έρευνα εξετάζει παράγοντες που μπορεί να 

ελέγχουν τη συγκεκριμένη επιλεκτικότητα. Οι περισσότεροι 

φωτοευαισθητοποιητές οδηγούν σε φωτοχημικές αντιδράσεις τύπου ΙΙ και το 

οξυγόνο στην απλή κατάσταση να έχει την πιο σημαντική επίδραση στη 

φωτοδυναμική θεραπεία. Λόγω του γεγονότος ότι η διάδοση του μήκους 

κύματος του οξυγόνου στην απλή κατάσταση είναι μικρή ~ 30 nm, ο 

ενδοκυτταρικός εντοπισμός του φωτοευαισθητοποιητή καθορίζει το αρχικό 

σημείο της βλάβης.  

Η ενέργεια που απαιτείται για την αποτελεσματική παραγωγή του 

οξυγόνου η οποία αντιστοιχεί σε τριπλή κατάσταση φωτοευαισθητοποιητή με 

μήκη κύματος περίπου 850 nm, αντιστοιχεί σε ανώτατο όριο για μήκος 

κύματος ακτινοβολίας στη PDT. ]8[  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗΣ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ, PAF 

 

4.1 Ιστορικά στοιχεία και δομή του PAF 
Ο παράγοντας ενεργοποίησης αιμοπεταλίων (Platelet Activating 

Factor, PAF) αποτελεί λιποειδική ένωση που ανήκει στην τάξη των 

φωσφολιποειδών. Η ονομασία της ένωσης κατά IUPAC ως 1-Ο-αλκυλο-2-

ακετυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφο-χολίνη προσδιορίζει δομικά την ένωση ως ένα 

γλυκεριναιθερικό ανάλογο της φωσφατιδυλοχολίνης. Στην πρώτη θέση του 

γλυκερινικού σκελετού συνδέεται μέσω αιθερικού δεσμού μια ανθρακική 

αλυσίδα το μήκος της οποίας μπορεί να ποικίλει, συνήθως η αλυσίδα 

αποτελείται από 16 (10%) ή 18 (90%) άτομα άνθρακα. Στην δεύτερη θέση του 

σκελετού βρίσκεται εστεροποιημένο ένα οξικό οξύ. Χάρη στο μικρό μήκος της 

ανθρακικής αλυσίδας αυξάνεται η πολικότητα και η διαλυτότητα του PAF στα 

υδατικά συστήματα και εκδηλώνεται η βιολογική του δράση. Στην τρίτη θέση 

του γλυκερινικού σκελετού υπάρχει η ομάδα της φωσφορυλοχολίνης 

(Σχήμα:4.1). 

 

 
Σχήμα 4.1: Δομή PAF. 

 

Ο PAF είναι ο ισχυρότερος λιποειδικός μεσολαβητής της φλεγμονής και 

εμπλέκεται σε πολλές παθοφυσιολογικές καταστάσεις. Προκαλεί συσσώρευση 

των αιμοπεταλίων και εμπλέκεται σε όλες τις φλεγμονώδεις παθήσεις. 

Επιπλέον, συμμετέχει στους μηχανισμούς της αιμόστασης. Πρόσφατα έχει 

δοθεί ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην συνεργιστική δράση του cisplatin και 

αναστολέων του PAF στην αντικαρκινική δράση. Συγκεκριμένα, η 

αντικαρκινική δράση του cisplatin βελτιώνεται δραματικά παρουσία 
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αναστολέων του PAF, θεωρώντας ότι στο μικροπεριβάλλον του καρκινικού 

όγκου εκλύεται PAF ]72[  και η αναστολή της δράσης του βελτιώνει την 

αντικαρκινική δράση του cisplatin. ]73[   

Ενδείξεις για την ύπαρξη αυτού του μορίου υπήρχαν από το 1966, όταν 

οι Barbaro και Zvaifler παρατήρησαν ενεργοποίηση και συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων με ταυτόχρονη έκκριση ισταμίνης από αυτά μετά από επίδραση 

αντιγόνου σε λευκοκύτταρα (λευκά αιμοσφαίρια) που βρίσκονται στο 

μικροπεριβάλλον των αιμοπεταλίων. Το 1970 ο Henson απέδειξε ότι η 

επίδραση ειδικού αντιγόνου σε λευκοκύτταρα ζώου ευαισθητοποιημένου στο 

αντιγόνο αυτό, προκαλεί την ελευθέρωση ενός διαλυτού παράγοντα, που 

προκαλεί έκκριση ισταμίνης από τα αιμοπετάλια. Το 1971 οι Siraganian και 
Olser έδειξαν ότι ο παράγοντας αυτός δεν ελευθερώνεται από όλους τους 

τύπους λευκοκυττάρων, αλλά μόνο από τα βασεόφιλα (περίπου το 1% των 

λευκοκυττάρων).Το 1972 οι Benveniste, Henson και Cochrane ονόμασαν τον 

παράγοντα αυτό (με άγνωστη χημική δομή) παράγοντα ενεργοποίησης 
των αιμοπεταλίων (Platelet-Activating Factor, PAF). Το 1977 οι Henson και 

Pinckard ]75,74[  απέδειξαν ότι ο PAF προκαλεί υπερευαισθησία άμεσου τύπου 

(τύπος Ι κατά Coombs and Gell ) μέσω της παρατήρησης ότι τα επίπεδα του 

PAF στο αίμα αυξάνουν κατά την IgE-αναφυλαξία, που αποτελεί μία μορφή 

υπερευαισθησίας άμεσου τύπου (τύπος Ι.) Με τον τρόπο αυτό αποδείχθηκε 

ουσιαστικά ότι κατά τη δεύτερη είσοδο αντιγόνου σε οργανισμό 

ευαισθητοποιημένο σε αυτό το αντιγόνο, συμβαίνουν εκτός από τις επωφελείς 

για τον οργανισμό δράσεις και "άλλα-έργα" (εξ ου και "αλλεργία" από τον 

Pirquet) κατά τα οποία τα βασεόφιλα, όταν γεφυρωθούν τα αντισώματα που 

υπάρχουν στην επιφάνειά τους με το ειδικό αντιγόνο, εκκρίνουν PAF, ισταμίνη 

και άλλες ενώσεις που δρουν στο σημείο βιοσύνθεσής τους (αυτακοειδή). 

Διατυπώθηκε, μάλιστα, η άποψη ότι πρώτα εκλύεται ο PAF, ο οποίος στη 

συνέχεια προκαλεί την έκκριση της ισταμίνης και των άλλων αυτακοειδών. Για 

πολλά χρόνια υπήρχε μια σύγχυση για το αν τα παραπάνω συστατικά 

εκκρίνονται ταυτόχρονα ή διαδοχικά και κυρίως αν πρώτα εκκρίνεται η 

ισταμίνη και στη συνέχεια αυτή προκαλεί την έκκριση των άλλων. Το θέμα 

αυτό αν και δεν έχει γίνει αποδεκτό από όλους, φαίνεται να έχει διαλευκανθεί. 
]75,74[  
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Το 1977 αποδείχθηκε ότι ο PAF εκκρίνεται κατά την τοπική αντίδραση 

Arthus και τον Οκτώβριο του 1979 πραγματοποιείται η διαλεύκανση της 

δομής του από τους Demopoulos, Pinckard και Hanahan ]109[  οι οποίοι τον 

συνέθεσαν εργαστηριακά και ταυτοποίησαν το φυσικό PAF (Σχήμα 4.2) μετά 

από συλλογή ποσότητάς του από βιοσύνθεσή του από βασεόφιλα κουνελιού. 

Τον ίδιο χρόνο επιβεβαιώθηκε η δομή του και από δημοσιεύσεις των 

Benveniste και Snyder. Από τις μελέτες αυτές θεωρήθηκε ότι ο PAF είναι μια 

ένωση που μπορούσε να προκαλέσει ενεργοποίηση (συσσώρευση) των 

αιμοπεταλίων μέσω μιας διαφορετικής οδού και άγνωστης έως τότε. Οι άλλες 

δύο γνωστοί μέχρι τότε οδοί συσσώρευσης ήταν του αδενοσινοδιφωσφορικού 

οξέος (ADP) και του αραχιδονικού οξέος. 

  

Σχήμα 4.2: Μόριο του PAF 

Ο PAF συντίθεται από πληθώρα κυττάρων σε παθολογικές και 

φυσιολογικές συνθήκες. Η σύνθεση του PAF διαπιστώθηκε αρχικά σε κύτταρα 

θηλαστικών που συμμετέχουν σε φλεγμονώδεις διεργασίες και σε αλλεργικές 

αντιδράσεις, όπως τα έμμορφα συστατικά του αίματος: αιμοπετάλια, 

ουδετερόφιλα, μονοκύτταρα/μακροφάγα, βασεόφιλα, ηωσινόφιλα, 

μαστοκύτταρα, λεμφοκύτταρα κ.α. Στη συνέχεια διαπιστώθηκε ότι τα κύτταρα 

των περισσότερων ιστών είναι ικανά να βιοσυνθέτουν PAF σε φυσιολογικές 

καταστάσεις αλλά και μετά από διέγερση. Τα τελευταία χρόνια έχει 

διαπιστωθεί η παρουσία του PAF και σε φυτικά κύτταρα, σε κατώτερους 

οργανισμούς και σε μονοκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Τέλος, 

πολλοί προκαρυωτικοί οργανισμοί ( Escherichia coli, Staphylococcus ayreus) 



 64

μπορούν να συνθέσουν PAF μετά από χορήγηση lyso-PAF, που αποτελεί 

πρόδρομη ένωση του PAF.[21,76,77,78] 

 
4.2 Σύνθεση του PAF και αναλόγων του 

Αξίζει να αναφερθεί πως σπουδαίο ρόλο για τη βιολογική δράση του 

PAF διαδραματίζει η ακετυλομάδα της sn-2 θέσης του σκελετού της 

γλυκερόλης, καθώς η απομάκρυνσή της οδηγεί σε απώλεια της βιολογικής 

δραστικότητας ]109[  Επιπλέον, στην ίδια δημοσίευση επιβεβαιώνεται η δομή 

του PAF μέσω της ημισυνθετικής παρασκευής του και με πρόδρομη ένωση το 

λιποειδές 1-Ο-αλκυλο-2-ακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφο-χολίνη, ένα 

γλυκεριναιθερικό ανάλογο της φωσφατιδυλο-χολίνης, συστατικό των 

μεμβρανών των κυττάρων της καρδιάς του βοός. Η πορεία περιλαμβάνει  

ήπια αλκαλική υδρόλυση οπότε απομακρύνεται το λιπαρό οξύ R'COOH της 

sn-2 θέσης της πρόδρομης και σχηματίζεται η αντίστοιχη λυσο-

γλυκεριναιθερική φωσφατιδυλοχολίνη. Στη συνέχεια ακολουθεί ακετυλίωση με 

οξικό ανυδρίτη του ελεύθερου υδροξυλίου που οδηγεί στο επιθυμητό προϊόν 

του PAF. 'Ετσι, αποφεύγεται η πολύ δύσκολη ολική χημική σύνθεση ενός sn-

γλυκερο-3-φωσφο-λιποειδούς. Η μέθοδος αυτή λόγω των πλεονεκτημάτων 

της χρησιμοποιείται και για την εμπορική παρασκευή του PAF από πολλές 

εταιρείες (SIGMA, SUPELCO).  
Εδώ θα πρέπει να τονισθεί ότι ο PAF διαθέτει ένα ασύμμετρο άτομο άνθρακα 

(ο C2 της γλυκερόλης) και από τις δύο εναντιομερείς μορφές μόνο η L-μορφή 

είναι η βιολογικώς δραστική, ενώ η D-μορφή δεν παρουσιάζει καμία βιολογική 

δράση. Ο συνθετικά παρασκευασμένος PAF έχει όλες τις χημικές και 

βιολογικές ιδιότητες του PAF φυσικής προέλευσης. Σημειώνεται ότι  

συντέθηκαν διάφορα ανάλογα με 2, 3 και 4 άτομα άνθρακα στην sn-2 θέση και 

αιθερικό ή εστερικό δεσμό στην sn-1. 

H βιοσύνθεση του PAF μπορεί να γίνει μέσω δύο πορειών ]84,83[ : (α) 

κλασσική de novo πορεία βιοσύνθεσης των γλυκεριναιθερικών αναλόγων, 

ξεκινώντας από φωσφοδιυδροξυακετόνη (DHAP) και (β) πορεία αναδόμησης 

(remodeling) ξεκινώντας από το γλυκεριναιθερικό ανάλογο της 

φωσφατιδυλοχολίνης (GEPC) το οποίο τροποποιείται με απακυλίωση και στη 

συνέχεια με ακετυλίωση. Ο οργανισμός χρησιμοποιεί και τις δύο πορείες για 
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τη βιοσύνθεση του PAF. Η de novo συμβάλλει κυρίως στη βιοσύνθεση του 

PAF για τη διατήρηση των βασικών του επιπέδων κάτω από φυσιολογικές 

καταστάσεις, ενώ η πορεία αναδόμησης εμπλέκεται περισσότερο στη 

βιοσύνθεση PAF κατά τη διάρκεια φλεγμονώδους απόκρισης. 

(α) Κατά την πορεία της de novo βιοσύνθεσης ]84,83[  η DHAP 

μετατρέπεται σε 1-αλκυλο-2-λυσο-sn-γλυκερυλο-3-φωσφορικό οξύ. 

Πρόδρομη ένωση της αιθερικά ενωμένης αλειφατικής αλυσίδας είναι μία 

λιπαρή αλκοόλη. Έπειτα, λαμβάνει χώρα ακετυλίωση στη θέση 2 του 

γλυκερινικού σκελετού του 1-αλκυλο-ακετυλο-sn-γλυκερυλο-3-φωσφορικού 

οξέος με τη βοήθεια του ενζύμου ακετυλοτρανσφεράση του ακετυλο-CoA.  

Ακολουθεί φωσφορόλυση στη θέση 3 του γλυκερινικού σκελετού με τη 

δράση του ενζύμου φωσφοϋδρολάση του 1-αλκυλο-ακετυλο-sn-γλυκερυλο-3-

φωσφορικού οξέος. Τέλος, με τη βοήθεια του ενζύμου 

φωσφοχολινοτρανσφεράση του PAF (PAF-CPT) μεταφέρεται η ομάδα της 

φωσφοχολίνης στη θέση 3. Η ενεργοποίηση της PAF-CPT είναι το 

καθοριστικό στάδιο της πορείας αυτής. Κρίσιμο βοηθητικό ένζυμο, που 

συνεισφέρει ένα υπόστρωμα για την PAF-CPT στην σύνθεση του PAF, είναι η 

κυτιδυλοτρανσφεράση η οποία σχηματίζει την CDP-χολίνη. Έτσι, η παρουσία 

για παράδειγμα ελαϊκού οξέος που διεγείρει την κυτιδυλοτρανσφεράση 

προκαλεί μια σημαντική (10 φορές υψηλότερη) αύξηση στην βιοσύνθεση του 

PAF σε ασκητικά κύτταρα Ehrlich, μη διαφοροποιημένα HL-60 κύτταρα και σε 

αιμοπετάλια κουνελιού. Η προσθήκη CDP-χολίνης σε, καθιστάμενα διαπερατά 

από την επίδραση σαπονίνης, αιμοπετάλια κουνελιού αυξάνει σημαντικά την 

ταχύτητα μετατροπής των αλκυλοακετυλογλυκερολών σε PAF. H PAF-CPT 

δεν επηρεάζεται από την θρομβίνη ή από το ιονοφόρο ασβεστίου Α23187, 

ενώ τα Ca2+ αναστέλλουν τόσο την PAF-CPT όσο και τα υπόλοιπα ένζυμα της 

de novo πορείας. Επιπλέον, οι νευροδιαβιβαστές ακετυλοχολίνη και 

ντοπαμίνη, καθώς και οι ενεργοποιητές της πρωτεϊνικής κινάσης C(PKC) PMA 

και OAG διεγείρουν την PAF-CPT, ενώ δεν επηρεάζουν τα βιοσυνθετικά 

ένζυμα της πορείας αναδόμησης. Με τον τρόπο αυτό ολοκληρώνεται η de 

novo βιοσύνθεση του PAF. ]84,83[  

Όλα τα ένζυμα της de novo βιοσύνθεσης του PAF εντοπίζονται στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο (ΕΔ). Ο PAF που παράγεται μέσω αυτής της πορείας 
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μεταφέρεται στην κυτταρική μεμβράνη για να προστατευτεί από τη δράση της 

ακετυλοϋδρολάσης. Ο PAF παραμένει στην κυτταρική μεμβράνη και μόνο 

μετά από κατάλληλα κυτταρικά μηνύματα απελευθερώνεται στον 

εξωκυτταρικό χώρο. 

(β) Η remodeling βιοσύνθεση του PAF από αλκυλο-ακυλο-GEPC με 

διαδοχικές δράσεις της PLA2 και της ακετυλοτρανσφεράσης του PAF (Lyso-

PAF-AT) αποτελεί το ήμισυ του κύκλου απακυλίωσης-επανακετυλίωσης του 

PAF. Η δράση των ενζύμων που λαμβάνουν μέρος στην πορεία αυτή απαιτεί 

την παρουσία Ca2+. H βιοσυνθετική αυτή πορεία εξαρτάται από τη διέγερση 

του κυττάρου (σε καταστάσεις οξείας φλεγμονής). ]80,79[  

Το γλυκεριναιθερικό ανάλογο της φωσφατιδυλοχολίνης, το οποίο στη 

δεύτερη θέση του γλυκερινικού σκελετού έχει μία μεγάλου μήκους λιπαρή 

αλυσίδα, αποτελεί την πρόδρομη ένωση της πορείας αυτής. Με διέγερση του 

κυττάρου η φωσφολιπάση Α2 (PLA2), που βρίσκεται στην κυτταρική 

μεμβράνη, ενεργοποιείται και απακυλιώνει την  αλκυλο-ακυλο-GEPC 

μετατρέποντάς την σε 1-Ο-αλκυλο-2-λυσο-γλυκερυλο-3-φωσφορυλοχολίνη 

(λυσο-PAF). Στη συνέχεια, η Lyso-PAF-AT, η οποία βρίσκεται επίσης στην 

κυτταρική μεμβράνη, μεταφέρει την ακετυλομάδα ενεργοποιημένη ως 

ακετυλο-CoA στον λυσο-PAF. Το στάδιο αυτό ρυθμίζει και την ταχύτητα της 

βιοσύνθεσης. Πρέπει να επισημανθεί ότι το αραχιδονικό οξύ (ΑΑ) είναι ένα 

από τα κυριότερα λιπαρά οξέα που βρίσκονται εστεροποιημένα στη θέση 2 

του γλυκερινικού σκελετού της αλκυλο-ακυλο-GEPC κατά τον κύκλο 

απακυλίωσης-επανακετυλίωσης. Έτσι, η αλκυλο-ακυλο-GEPC είναι 

πρόδρομη ένωση για το σχηματισμό του PAF και ταυτόχρονα σπουδαία πηγή 

για το αραχιδονικό οξύ και τους μεταβολίτες του. Η δράση της φωσφολιπάσης 

Α2 και κατά συνέπεια και η βιοσύνθεση του PAF εξαρτάται από την παρουσία 

Ca2+, αυξάνεται παρουσία ζυμοζάνης και ιονοφόρου Α23187 (το οποίο 

προκαλεί αύξηση του κυτταροπλασματικού Ca2+), ενώ αναστέλλεται από 

ειδικούς αναστολείς της PLA2 , όπως μεπακρίνη, βρωμοφαινακυλο-βρωμίδιο, 

ουσία 874 CB, από ειδικούς αναστολείς των καναλιών ασβεστίου όπως 

βεραπαμίλη και νιφεδιπίνη και τέλος από ουσίες που δεσμεύουν το ασβέστιο, 

όπως EDTA και EGTA.  
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Με την κατάλληλη διέγερση του κυττάρου ο λυσο-PAF που παράγεται 

καθώς ενεργοποιείται η PLA2 μπορεί να ακυλιωθεί με μία ακυλοτρανσφεράση 

ή να ακετυλιωθεί με την Lyso-PAF-AT, η οποία αποτελεί το ένζυμο-κλειδί της  

remodeling βιοσυνθετικής πορείας του PAF. Η δράση της Lyso-PAF-AT 

αυξάνει όταν τα κύτταρα ενεργοποιηθούν με το ιονοφόρο Α23187, τη 

ζυμοζάνη, τη θρομβίνη ή με τον ηωσινοφιλικό παράγοντα της αναφυλαξίας, 

την ουσία του συμπληρώματος C5a και τη φορμυλο-μεθειονυλο-λευκυλο-

φαινυλαλανίνη (FMLP). Για την δραστικότητάς της απαραίτητη είναι η 

παρουσία Ca2+ και Mg2+, ενώ αναστολή προκαλούν το EDTA και EGTA, 

καθώς και το βρωμοφαινακυλοβρωμίδιο και το 

διισοπροπυλοφθοροφωσφορικό οξύ. Οι διάφορες μεταβολές στη 

δραστικότητα της Lyso-PAF-AT συνοδεύονται από αντίστοιχες μεταβολές 

στην ποσότητα του PAF που απελευθερώνεται στον εξωκυτταρικό χώρο.[79-

84].  

4.3 Σχέση δομής- δραστικότητας. 

Διαπιστώθηκε ότι τα εστερικά ανάλογα του PAF είχαν βιολογική 

δραστικότητα μικρότερη κατά τρεις τάξεις μεγέθους από τα αντίστοιχα 

αιθερικά ανάλογα. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι η αντικατάσταση του οξικού 

οξέος στην sn-2 θέση του σκελετού γλυκερόλης, με οξέα με ανθρακική 

αλυσίδα μεγαλύτερη των 4 ατόμων άνθρακα στερούσε στην ένωση τη 

βιολογική της δράση. Έχουν συντεθεί πολλές ενώσεις με παραπλήσια δομή 

με αυτή του PAF και έχει εξετασθεί η βιολογική τους δραστικότητα σε σχέση 

με τον PAF. Τα συμπεράσματα στα οποία έχουν καταλήξει είναι τα εξής:  

1) Η 1-Ο-αλκυλομάδα, που περιέχει μια μακριά ανθρακική αλυσίδα, 

εμφανίζει τη μεγαλύτερη δραστικότητα. Αντικατάσταση του αιθερικού δεσμού 

με θειοαιθερικό ή εστερικό οδηγεί σε λιγότερο δραστικό μόριο. Επίσης, το 

μήκος της αλυσίδας παίζει ρόλο στη δραστικότητα του μορίου, αφού η 

αλυσίδα με τα 16 άτομα C παρουσιάζει μεγαλύτερη δραστικότητα από την 

αντίστοιχη με 18. 

2) Απομάκρυνση της ακετυλομάδας, της δεύτερης θέσης του 

γλυκερινικού σκελετού του PAF, οδηγεί στο βιολογικώς ανενεργό μόριο lyso-

PAF, αντίδραση που καταλύεται από την ακετυλοϋδρολάση του PAF (PAF-

AH). 
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3) Αντικατάσταση της ακετυλομάδας με μεγαλύτερη ανθρακική αλυσίδα 

καταλήγει σε μόρια με λιγότερη δραστικότητα, σύμφωνα με την ακόλουθη 

σειρά βιολογικής δραστικότητας των υποκαταστατών: ακετυλομάδα > 

προπιονυλομάδα > βουτυρυλομάδα > ακεταμίδιο > εξανοϋλομάδα. 

4) Δεν εμφανίζει δραστικότητα το μόριο του PAF όταν αντί για εστερικό 

δεσμό στη δεύτερη θέση έχει αιθερικό, αναπτύσσοντας, όμως, αντικαρκινική 

δράση. 

5) Αφαίρεση των μεθυλομάδων από τη χολίνη του πολικού μορίου του 

PAF, όπως προκύπτει από την αντικατάσταση της χολίνης με N,N-

διμεθυλαιθανολαμίνη, με Ν-μονομεθυλαιθανολαμίνη και με αιθανολαμίνη, 

μειώνει τη δραστικότητα του μορίου.   

Με περαιτέρω πειράματα που πραγματοποιήθηκαν στον PAF φυσικής 

προέλευσης αποδείχτηκε η ύπαρξη αιθερικού δεσμού με ανθρακική αλυσίδα 

16 και 18 ατόμων άνθρακα, οξικού οξέος, φωσφορικής ομάδας και χολίνης. Η 

όλη διεργασία γινόταν παράλληλα και στον PAF φυσικής προέλευσης, αλλά 

και σε μοριακά ανάλογα του συνθετικού PAF και τα αποτελέσματα 

συγκρίνονταν για επιβεβαίωση. Το μοριακό βάρος του PAF φυσικής 

προέλευσης προσδιορίστηκε από τη μάζα του μοριακού ιόντος (mass ion 

number), που λήφθηκε από φυσικό PAF και από τα διάφορα μοριακά 

ανάλογα του συνθετικού PAF με την καλύτερη τότε διαθέσιμη τεχνική, τη 

φασματοσκοπίας μαζών εκρόφησης μέσω πεδίου (field desorption mass 

spectrometry). Με τον τρόπο αυτό αποδείχτηκε -πέρα από κάθε αμφιβολία- 

ότι ο φυσικής προέλευσης PAF ήταν μίγμα ενώσεων με ανθρακική αλυσίδα 16 

και 18 ατόμων άνθρακα στην sn-1 θέση του σκελετού της γλυκερόλης, οξικό 

οξύ στην sn-2 θέση και φωσφο-χολίνη στην sn-3 θέση. ]8985,77,76[ −  

4.4 Αποικοδόμηση του PAF. 

Η αποικοδόμηση του PAF στα κύτταρα και στο κυτταρικό περιβάλλον 

περιλαμβάνει την απομάκρυνση της ακετυλομάδας με τη δράση της 

ακετυλοϋδρολάσης προς σχηματισμό λυσο-PAF. Στη συνέχεια, ο βιολογικά 

αδρανής λυσο-PAF είτε ακυλιώνεται με τη δράση της ακυλοτρανσφεράσης 

είτε διασπάται σύμφωνα με την κλασική πορεία αποικοδόμησης των 

γλυκεριναιθέρων προς γλυκεριναιθερικό ανάλογο μονογλυκεριδίου και εν 

συνεχεία προς γλυκερίνη και αλδεΰδη. Η πορεία απενεργοποίησης του PAF 
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και η μετατροπή του στο γλυκεριναιθερικό ανάλογο της φωσφατιδυλοχολίνης 

αποτελεί το δεύτερο ήμισυ του κύκλου απακυλίωσης-επανακετυλίωσης. Σε 

αντίθεση, όμως, με την πορεία βιοσύνθεσής του η πορεία αποικοδόμησης δεν 

εξαρτάται από τη διέγερση του κυττάρου. Βασικό ρόλο στην πορεία 

απενεργοποίησης του PAF παίζει η PAF-ακετυλοϋδρολάση (PAF-AH), η 

οποία καταλύει την υδρόλυση του εστερικού δεσμού στην sn-2 θέση του PAF 

αλλά και των σχετικών προφλεγμονωδών φωσφολιποειδών μετριάζοντας με 

τον τρόπο αυτό τη βιοδραστικότητά τους. Η PAF-AH έχει ευρύ φάσμα 

υποστρωμάτων και εντοπίζεται τόσο στον ενδοκυτταρικό χώρο (4 

ενδοκυτταρικά ισοένζυμα) όσο και στον εξωκυτταρικό χώρο. Το ένζυμο που 

υπάρχει στο πλάσμα /ορό του αίματος συνηθίζεται τελευταία να λέγεται 

λιποπρωτεϊνική φωσφολιπάση Α2 (LpPLA2). Η PAF-AH ανήκει στην κατηγορία 

των φωσφολιπασών Α2 της ομάδας VI. Οι PLA2s είναι συνήθως ένζυμα 

υπεύθυνα για την έναρξη μεταγωγής σήματος και ρυθμίζονται από την 

κατάσταση ενεργοποίησης του κυττάρου ελέγχοντας  και ρυθμίζοντας τον 

τερματισμό ενός μηνύματος. ]10190[ −  

 

4.5 Ανίχνευση και προσδιορισμός του PAF. 
Λόγω της ισχυρής βιολογικής δράσης του PAF, υπάρχει σε ελάχιστες 

συγκεντρώσεις στο αίμα (pM έως nM) γεγονός που καθιστά εξαιρετικά 

δύσκολη τη χημική του ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό του. Γι αυτό 

έχουν αναπτυχθεί βιολογικές μέθοδοι ανίχνευσης και προσδιορισμού του, που 

κυρίως βασίζονται στην ιδιότητά του να προκαλεί συσσώρευση σε 

αιμοπετάλια που παρακολουθείται φωτομετρικά. Για να είναι όμως αξιόπιστα 

τα αποτελέσματα της βιολογικής δοκιμασίας απαιτείται πολύ καλός χημικός 

διαχωρισμός του από τις άλλες ενώσεις με χρωματογραφικές μεθόδους.  

Συσσωρευματόμετρο (aggregometer): Είναι ένα τροποποιημένο 

φωτόμετρο, με κυψελίδα χωρητικότητας 0,5 ή 0,25 mL, θερμοστατούμενη 

στους 37ºC και αναδευόμενη από μικρό μαγνητικό αναδευτήρα στις 1200 rpm. 

Τυπική διαδικασία μέτρησης: Αρχικά προστίθεται το εναιώρημα των 

αιμοπεταλίων σε πλάσμα αίματος ("πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια") ή σε 

κατάλληλο διάλυμα ("πλυμένα αιμοπετάλια"). Στη φάση αυτή διέρχεται κάποιο 

ποσοστό της φωτεινής δέσμης και η διαπερατότητα αυτή καταγράφεται με τη 
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μορφή σταθερής ταλάντωσης καμπύλης σε διάγραμμα % διαπερατότητας ως 

προς τον χρόνο. 'Οταν στη συνέχεια προστεθεί ο συσσωρευτικός 

παράγοντας, τότε κατά το πρώτο στάδιο της συσσώρευσης όπου επέρχεται 

αλλαγή σχήματος και διόγκωση των αιμοπεταλίων, η διαπερατότητα μειώνεται 

και το καταγραφικό δίνει καμπύλη μικρότερης ταλάντωσης που κινείται προς 

τα κάτω. Στη συνέχεια, κατά το δεύτερο στάδιο της συσσώρευσης όπου 

σχηματίζονται θρόμβοι από συσσωρευμένα αιμοπετάλια, η διαπερατότητα 

αυξάνεται και το καταγραφικό δίνει καμπύλη που κινείται προς τα άνω, με 

συνεχώς μεγαλύτερη ταλάντωση (θόρυβο), ανάλογα με το μέγεθος των 

σχηματιζόμενων θρόμβων. Αν η συγκέντρωση του συσσωρευτικού μέσου δεν 

είναι πολύ μεγάλη, ακολουθεί και τρίτο στάδιο κατά το οποίο επέρχεται 

αποσυσσώρευση των αιμοπεταλίων και επαναφορά τους στην αρχική τους 

κατάσταση, οπότε η καμπύλη στο καταγραφικό κινείται προς τα κάτω με 

συνεχώς μικρότερη ταλάντωση και καταλήγει στην αρχική της μορφή και 

περίπου στο αρχικό επίπεδο της % διαπερατότητας. Η τυπική μέτρηση 

διαρκεί από 3 έως 6 min. ]102[   

4.6 Μόρια αναστολείς του PAF. 

Σήμερα, γνωρίζουμε αρκετά μόρια αναστολείς του PAF που συνδέονται 

με τον υποδοχέα του PAF. Έχουμε τους ειδικούς και μη ειδικούς αναστολείς. 

Οι τελευταίοι επιδρούν στα επίπεδα του ενδοκυτταρικού ασβεστίου είτε άμεσα 

απενεργοποιώντας τα κανάλια ασβεστίου και αναστέλλοντας την καλμδουλίνη 

είτε έμμεσα αλλάζοντας τα επίπεδα cAMP και cGMP. Έχει αποδειχθεί ότι 

πολλοί αναστολείς του PAF αναστέλλουν κάποια σημαντικά ένζυμα στις 

βιοσυνθετικές πορείες του PAF ή ενεργοποιούν το ένζυμο-κλειδί της 

αποδόμησης του PAF. Υπάρχουν δύο τύπου ειδικοί αναστολείς. Οι φυσικοί 

αναστολείς, όπου υπάγεται για παράδειγμα το ΒΝ52021, ένα γκινγκολίδιο, ο 

καλύτερος (έως σήμερα) φυσικός αναστολέας του PAF και κάποια πολικά 

λιποειδή των μεσογειακών τροφίμων και οι συνθετικοί αναστολείς όπου ανήκει 

το CV-3988, ένα δομικό ανάλογο του PAF και η φουμαρική ρουπαταδίνη, το 

πρώτο και μοναδικό φάρμακο-αναστολέας του PAF, που έχει 

κυκλοφορήσει. ]102,78[  
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KΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΠΕIΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 
 
5.1 Αντιδραστήρια-Αρχικές ουσίες-Διαλύτες 

Οι πρώτες ύλες που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση του 

υποκαταστάτη και του συμπλόκου αγοράστηκαν από τις εταιρίες Sigma-

Aldrich, Merck και Norma. Χρησιμοποιήθηκε φυσικό DNA (ίνες) από θύμο 

αδένα βοοειδούς, που αγοράστηκε από την εταιρία Sigma (ως Na+-άλας). Οι 

διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν διχλωρομεθάνιο (CH 2 Cl 2 ) για το 

σύμπλοκο, NaCl/H2O για το διάλυμα του DNA και H2O για το ρυθμιστικό 

διάλυμα. Για την παρασκευή του ρυθμιστικού διαλύματος χρησιμοποιήθηκαν 

K2HPO4·3H2O και NaH2PO4·H2O, που αγοράστηκαν από την εταιρία 

Farmitalia Carlo Erba.  

Το νερό ήταν απεσταγμένο ή προερχόμενο από τη συσκευή Milli-Q του 

εργαστηρίου της Χημείας Περιβάλλοντος. 

Οι δευτεριωμένοι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν για τα δείγματα για 

το NMR αγοράστηκαν από τις Aldrich, Merck και Alfa καθαρότητας 99,90/0 και 

τα ρυθμιστικά διαλύματα για ρύθμιση του pH-μέτρου για τα βιολογικά 

πειράματα είναι: 

 Διαλύματα Tyrodes-Gelatin pH 6,5 (Tg pH 6,5), Tyrodes-Gelatin-EGTA 

pH 6,5 (Tg-EGTA pH 6,5): Σε 80 mL νερό προστίθενται 10 mL 

Tyrodes 10x stock. Χρησιμοποιώντας μαγνητικό αναδευτήρα κατά τη 

διάρκεια της προσθήκης, προστίθενται 2,5 mL ζελατίνης 10% 

(λιωμένης στο σημείο βρασμού). Κατόπιν προστίθενται 5 mL 

διαλύματος NaHCO3 (0,2030 g NaHCO3 σε 10 mL H2O) που πρέπει 

να χρησιμοποιείται αμέσως μετά την προσθήκη του Η2Ο στο 

NaHCO3. Συμπληρώνεται ο όγκος στα 100 mL με νερό και χωρίζεται 

σε δύο τμήματα των 50 mL. Στο ένα από τα δύο προστίθενται 25 μL 

0,2 Μ EGTA. Ρυθμίζεται το pH και των δύο κλασμάτων στο 6,46 με 1 

Ν HCl. Αμέσως γεμίζονται σωλήνες των 16 mL μέχρι επάνω (χωρίς 

φυσαλίδες αέρα) και σκεπάζονται με parafilm. Φυλάσσονται σε 

θερμοκρασία δωματίου. 
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 Διάλυμα Tyrodes ασβεστίου pH 7,2 (Tg-Ca pH 7,2): Σε 5 mL Tyrodes 

10x stock προστίθενται 40 mL νερό. Χρησιμοποιώντας μαγνητικό 

αναδευτήρα προστίθενται 1,25 mL 10% ζελατίνη. Στη συνέχεια 

προστίθεται 0,5 mL 100x CaCl2 stock. Κατόπιν προστίθενται 2,5 mL 

διαλύματος NaHCO3. Συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τα 50 mL με νερό 

και ρυθμίζεται το pH στο 7,16 με 1N HCl. Διατηρείται στους 37 οC σε 

ερμητικά κλειστούς σωλήνες. 

 

5.2 Όργανα-Μικροσυσκευές 

• Φασματοφωτόμετρο υπεριώδους-ορατού Cary 300 E (Varian) 

συνδεδεμένο με Η/Υ και κυκλοφορητή ύδατος στο θερμοστατούμενο 

πολλαπλό υποδοχέα κυψελίδων.  

• Φασματοφωτόμετρο κυκλικού διχρωισμού (διχρωγράφος) Jasco J-815 

CD συνδεδεμένο με Η/Υ (ΕΚΕΦΕ Δημόκριτος).  

• Φθορισμόμετρο Jasco FF-7 . 

• Ιξωδόμετρο CT 72/P SI Analytics 

• Varian Unity Plus N.M.R. 300 MHz.  

• Θερμοστάτης NESLAB RTE-101.  

• Denver Instrument Model 220 pH-conductivity meter. 

• Φασματοφωτόμετρο υπερύθρου FT-IR. 

• Λάμπα Ξένου 1000 W Oriel, 68820, Universal Power Supply.  

• Ψηφιακός αναλυτικός ζυγός Kern 770, ακρίβειας 5ου δεκαδικού ψηφίου.  

• Κυψελίδες από χαλαζία οπτικής διαδρομής 1.000 cm και 0.500 cm.  

• Σωληνάκια NMR διαμέτρου 5mm. 

• Πλακίδια ΤLC 

• Aggregometer (CHRONO-LOG corporation). 

• pH-μετρο (Orion model 410A). 

• Υδρόλουτρο Julabo 37 οC. 

• Φυγόκεντρος επιτραπέζια Heraeus Labofuge 400R. 

• Γυάλινες πλάκες διαστάσεων 20x20 cm και 20x10 cm. 

• Κυκλοαναδευτήρας. 

• Θερμοστατούμενο υδρόλουτρο 
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• Πλαστικά φιαλίδια αποθήκευσης, eppendοrf.  

Για τα βιολογικά πειράματα χρησιμοποιήθηκαν τα εξής αντιδραστήρια και 

μικροσυσκευές: 

• Οργανικοί διαλύτες (οξικό οξύ, μεθανόλη, χλωροφόρμιο) 

• Προσροφητικό υλικό : πηκτή SiO2 (Silica Gel G 60) 

• Γυάλινες πλάκες διαστάσεων 20x20 cm και 20x10 cm 

• Ψυχόμενη φυγόκεντρος Heraeus Labofuge 400R 

• Γυάλινοι θάλαμοι ανάπτυξης διαστάσεων 25x25x10 cm και 11x2,5 cm 

• Απεσταγμένο νερό  

• Διάλυμα 10x Tyrodes stock: Σε 1 L περιέχονται 80 g NaCl, 1,95 g KCl, 

2,13 g MgCl2•6H2O, 10 g γλυκόζη 

• Διάλυμα 100x CaCl2 stock: Ποσότητα 1,911 g CaCl2 σε 100 mL H2O 

• Διάλυμα 0,2 Μ EGTA stock: Ποσότητα 0,76 g EGTA /10 mL H2O. 

Ρυθμίζεται το pH του διαλύματος στα 7,5 με 5 Μ NaOH. 

• Διάλυμα ζελατίνης 10% σε νερό 

• Αντιδραστήριο ACD: Σε 1000 mL H2O περιέχονται 13,65 g κιτρικό οξύ, 

25 g κιτρικό νάτριο και 20 g δεξτρόζη. Φυλάσσεται στους 4 οC 

• Ξυλόλιο, αιθανόλη και απεσταγμένο νερό. 

• Διάλυμα εργασίας αλβουμίνης βοδινού ορού (BSA, working) 2,5 mg 

/mL φυσιολογικού ορού: Από 10 mL φυσιολογικού ορού αφαιρούνται 

250 μL και προστίθενται 250 μL BSA stock. 

• Πρότυπο διάλυμα PAF 

• Ficoll-Paque (Pharmacia). 
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5.3 Παρασκευή διαλυμάτων 
Αρχικά, παρασκευάζεται διάλυμα DNA με διάλυση ινών φυσικού DNA 

από θύμο αδένα βοοειδούς (C.T.-DNA), περίπου 5mg σε 10mL NaCl 0,1M, 

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 258nm, που είναι 6600 Μ-1cm-1. Η 

συγκέντρωση είναι της τάξης των  ~1·10-3Μ. Η αραίωση μέρους από το πυκνό 

διάλυμα με μεγάλη ιοντική ισχύ γίνεται με NaCl 0,1M, οπότε προκύπτει 

διάλυμα της τάξης των ~1·10-4Μ. Το πυκνό διάλυμα (stock) μπορεί να 

παραμείνει στο ψυγείο μέχρι 7 ημέρες και ελέγχεται με φασματοσκοπία 

ηλεκτρονικής απορρόφησης πριν ξαναχρησιμοποιηθεί. 

Το κάθε διάλυμα διαφορετικού λόγου παρασκευάζεται ως εξής: σε 1mL 

διαλύματος αραιού DNA (~1·10-4Μ) προστίθεται ανάλογη ποσότητα 

διαλύματος συμπλόκου (σε μεθανόλη) συγκέντρωσης  ~1·10-4Μ, ώστε να 

σχηματιστεί το διάλυμα του επιθυμητού λόγου r. Με προσθήκη κατάλληλης 

ποσότητας ρυθμιστικού διαλύματος (tris-HCl) Ph=7 παρασκευάζονται 

διαλύματα συνολικού όγκου 3 mL, με συγκέντρωση ως προς DNA ίση με 1·10-

5Μ. Να σημειωθεί ότι κάθε φορά φροντίζουμε, η αναλογία μεθανόλης/ νερού 

να είναι πάντοτε σταθερή, δηλαδή κάθε διάλυμα να περιέχει την ίδια 

ποσότητα μεθανόλης. Παρασκευάζονται διαλύματα με γραμμομοριακές 

αναλογίες 
DNA][
[Cu]r = ) r = 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5. Τα διαλύματα θερμοστατούνται 

σε θερμοστάτη στους 25οC και μετρώνται 24 ώρες μετά την παρασκευή τους. 

Για την κυκλική βολταμετρία χρησιμοποιείται διπλάσια ποσότητα DNA ως 

προς το σύμπλοκο με συνολικό όγκο διαλύματος κάθε φορά 5ml και λόγους 

R=[DNA]/[complex] R= 0, 1, 2. 

Το ρυθμιστικό διάλυμα παρασκευάζεται ως εξής: διαλύονται 3,02g (25mmol) 

από το tris-HCl (HOCH 2 ) 3 CNH 2 σε 1L H 2 O. Το pH του διαλύματος 

προσαρμόζεται συνήθως περίπου στο 7 (ουδέτερο περιβάλλον). Τέλος, 

ζυγίζουμε κατάλληλη ποσότητα NaOH για να έχουμε 20% NaOH.  
 

 



 76

Αναλυτική πορεία βιολογικών πειραμάτων 

1.  Απομόνωση πλυμένων αιμοπεταλίων από αίμα κουνελιού 

•  Το αίμα των κουνελιών συλλέγεται από την κεντρική αρτηρία του 

αυτιού και προστίθεται σε πλαστικό σωλήνα των 50 mL που περιέχει 7 mL 

ACD ως αντιπηκτικό. Ακολουθεί ήπια ανάδευση με αναστροφή. 

•  Οι σωλήνες φυγοκεντρούνται για 13 m στους 25 οC σε 630 xg. Κατά τη 

διάρκεια της φυγοκέντρισης μεταφέρουμε 2 mL Ficoll Paque σε πλαστικούς 

σωλήνες των 14 mL. Όταν τελειώσει η φυγοκέντριση αναρροφώνται τα 2/3 

του υπερκείμενου (πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια PRP) από κάθε σωλήνα 

και συγκεντρώνονται σε άλλο πλαστικό σωλήνα. Στη συνέχεια το πλάσμα 

τοποθετείται στους πλαστικούς σωλήνες των 14 mL που περιέχουν Ficoll-

Paque (9 mL PRP σε 2 mL Ficoll-Paque) και φυγοκεντρούνται για 21 m στους 

25 οC σε 1418 xg. 

•  Μετά τη φυγοκέντριση τα αιμοπετάλια εμφανίζονται σαν στοιβάδα 

μεταξύ του πλάσματος και του Ficoll-Paque. Τα τελευταία απορρίπτονται με  

προσοχή ώστε να μείνει μόνο η μεσοστοιβάδα των αιμοπεταλίων.   

• Στους σωλήνες αυτούς προστίθεται διάλυμα Tg-EGTA pH 6,5, 

αναδιασπείρεται ήπια η στοιβάδα των αιμοπεταλίων και συγκεντρώνονται τα 

διαλύματα σε καθαρό πλαστικό σωλήνα. Από εκεί μεταφέρονται σε 

πλαστικούς σωλήνες που περιέχουν 2 mL Ficoll-Paque (8 mL αιμοπεταλίων 

σε κάθε σωλήνα) και φυγοκεντρούνται για 15 m στους 25 οC σε 1418 xg. Μετά 

τη φυγοκέντριση απορρίπτεται το υπερκείμενο και το Ficoll-Paque όπως 

αναφέρεται παραπάνω. 

• Στη συνέχεια προστίθενται 6 mL Tg pH 6,5 σε κάθε σωλήνα. Τα 

αιμοπετάλια αναδιασπείρονται και φυγοκεντρούνται για 15 m στους 25 οC σε 

1418 xg. Αποχύνεται το υπερκείμενο χωρίς να μείνει καμία σταγόνα και το 

ίζημα αναδιασπείρεται με 1 mL Tg pH 6,5. 

• Ενώνονται όλα τα εναιωρήματα αιμοπεταλίων σε πλαστικό σωλήνα. 

Από αυτόν παραλαμβάνονται 10 μL τα οποία τοποθετούνται σε πλαστική 

κυψελίδα μαζί με 990 μL Tg pH 6,5 και φωτομετρούνται στα 530 nm. Με βάση 

πρότυπη καμπύλη της οπτικής απορρόφησης συναρτήσει του αριθμού 
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αιμοπεταλίων υπολογίζεται ο αριθμός των αιμοπεταλίων και ετοιμάζεται 

εναιώρημα αιμοπεταλίων σε Tg pH 6,5 που να περιέχει 1,25•109 αιμοπετάλια 

/mL. 

2. Συσσώρευση πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού 

• Στις ειδικές κυψελίδες του συσσωρευματομέτρου (aggregometer) 

προστίθενται 50 μL από το αιώρημα των αιμοπεταλίων και 200 μL διαλύματος 

Tg-Ca. Ακολουθεί επώαση για 10 m σε 37 οC.  

• Στη συνέχεια η κυψελίδα μαζί με μικρό μαγνητικό αναδευτήρα 

τοποθετούνται στην ειδική θερμοστατούμενη θέση του συσσωρευματομέτρου 

και προστίθενται σε κάθε κυψελίδα διάφορες συγκεντρώσεις PAF 

διαλυτοποιημένου σε BSA 2,5 mg/mL και καταγράφεται η καμπύλη της 

συσσώρευσης. Σαν 100% συσσώρευση ορίζεται εκείνη η συγκέντρωση PAF 

που προκαλεί τη μέγιστη αντιστρεπτή συσσώρευση αιμοπεταλίων ενώ η τιμή 

IC50 αντιστοιχεί σε εκείνη τη συγκέντρωση PAF που προκαλεί 50% 

συσσώρευση στα αιμοπετάλια.  

 

5.4 Πειραματικές τεχνικές  
 

5.4.1 Τιτλοδότηση UV-Vis 
Τα πειράματα τιτλοδότησης πραγματοποιήθηκαν σε 

φασματοφωτόμετρο υπεριώδους-ορατού Cary 300 E της Varian συνδεδεμένο 

με Η/Υ, στην περιοχή 900-200 nm σε μία σειρά διαλυμάτων σταθερής 

συγκέντρωσης συμπλόκου και μεταβαλλόμενης συγκέντρωσης DNA, 

R=[DNA]/[complex] όπου [complex]=σταθερή. Παρασκευάστηκαν διαλύματα 

διαφορετικών λόγων 
[Cu]

[DNA] R =  με ανάμιξη 0,3 mL διαλύματος συμπλόκου 

συγκέντρωσης ίση με 1·10-4 M, κατάλληλης ποσότητας διαλύματος DNA 

1,41·10-3 M και ρυθμιστικού διαλύματος tris-HCl, ώστε τελικά να προκύψουν 

διαλύματα συνολικού όγκου 3 mL με pH=7. Τα τελικά διαλύματα που 

προέκυψαν είχαν συγκέντρωση συμπλόκου του Cu = 1·10-5 M και [DNA] = 

5·10-6 M έως 4·10-4 M (ανάλογα με το λόγο R). Τα διαλύματα αφέθηκαν προς 

επώαση για 24 ώρες στους 25 oC. Τα φάσματα ελήφθησαν σε σταθερή 
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θερμοκρασία 25 oC, με κυψελίδα οπτικής διαδρομής d =1 cm. Οι λόγοι που 

μετρήθηκαν ήταν R = 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 40. 

Για κάθε λόγο R, ως σύστημα αναφοράς (baseline) χρησιμοποιήθηκε 

το αντίστοιχο με το λόγο διάλυμα, που δεν περιείχε καθόλου σύμπλοκο και 

είχε την ίδια ακριβώς ποσότητα DNA, μεθανόλης και ρυθμιστικού διαλύματος. 

Και αυτά τα διαλύματα παρέμειναν προς επώαση 24 h στους 25 oC. Η χρήση 

διαλυμάτων DNA ως baseline μας επιτρέπει να παρατηρήσουμε τις αλλαγές 

στο φάσμα απορρόφησης, που οφείλονται αποκλειστικά στο σύμπλοκο, όταν 

αυτό αλληλεπιδρά με το DNA.   

 

5.4.2. Φάσματα κυκλικού διχρωισμού (CD) 

Τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού ελήφθησαν σε διχρωγράφο Jasco J-

815 CD συνδεδεμένο με Η/Υ (ΕΚΕΦΕ Δημόκριτος) στην περιοχή 220-340 nm 

με βήμα 0.2 nm και ροή N2 υπό πίεση 10 barr. Τα φάσματα λαμβάνονται όταν 

το pH των διαλυμάτων είναι σε τιμή 7 και οι λόγοι r που υπολογίζονται είναι  

r=[complex)/[DNA]. 

Τα διαλύματα του DNA προετοιμάστηκαν με τον ίδιο ακριβώς τρόπο 

που αναφέρεται παραπάνω, συγκέντρωση ως προς DNA ίση με 5·10-5Μ, με 

λόγους  r=0 (free DNA), 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 και συνολικό όγκο διαλυμάτων 

6mL. Ο διαλύτης (baseline) ήταν ρυθμιστικό διάλυμα tris-HCl (pH = 7), NaCl 

0,1M και CH3OH. Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν 24 ώρες μετά την  

επώαση. 

Οι βάσεις από μόνες τους έχουν ένα επίπεδο συμμετρίας, και έτσι δεν 

είναι πραγματικά οπτικά ενεργές. Ωστόσο, η δεοξυριβόζη στο DNA και η 

ριβόζη στο RNA είναι τα σάκχαρα και σε αντίθεση με τις βάσεις μόνες τους 

είναι ασύμμετρα, και δεδομένου ότι οι βάσεις είναι συνδεμένες με τον C1΄ 

άνθρακα αυτών των σακχάρων, το σάκχαρο μπορεί να δώσει το φαινόμενο 

του κυκλικού διχρωισμού στις ταινίες απορρόφησης των χρωμοφόρων 

βάσεων. 

Ο κυκλικός διχρωισμός των νουκλεϊκών οξέων εξαρτάται κυρίως από 

τη γεωμετρία στοίβαξης των βάσεων. Ο συνδυασμός των υδρόφοβων 

επιπέδων (αρωματικό π-σύστημα βάσεων και των υδρόφιλων άκρων των 

βάσεων (ομάδες NH, NH2 και CO) αναγκάζουν τις βάσεις να στοιβαχτούν και 
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ωθούν το μακρομόριο να υιοθετήσει ελικοειδή δομή. Η χειραλικότητα και οι 

οπτικοί αντίποδες που προκαλούνται στις ελικοειδείς δομές από τα 

ασύμμετρα σάκχαρα δίνουν στο μόριο συνολικά μια έξοχη ασυμμετρία. Οι 

ηλεκτρονικές μεταπτώσεις των χρωμοφόρων είναι πλέον σε άμεση γειτνίαση 

και μπορούν να αλληλεπιδράσουν, δίνοντας έτσι ισχυρά διχρωικά σήματα.[24] 

 

5.4.3. Ιξωδομετρία 

Οι μετρήσεις του ιξώδους πραγματοποιήθηκαν σε θερμοστατούμενο 

ιξωδόμετρο στους 25oC± 0,1oC. Όλα τα διαλύματα είχαν την ίδια 

συγκέντρωση DNA ίση με 2·10-5Μ και συνολικό όγκο 5mL. Μετρήσεις 

πραγματοποιήθηκαν για  τους λόγους r, r=0 (free DNA), 0.05, 0.2, 0.5 που 

αναφέρονται παραπάνω και έγιναν 24h μετά την παρασκευή των διαλυμάτων. 

Ο διαλύτης (τυφλό διάλυμα) ήταν ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl (pH =7), NaCl 

0,1M και CH3OH. Για τον έλεγχο της επαναληψιμότητας των αποτελεσμάτων 

έγιναν τουλάχιστον τρεις μετρήσεις για κάθε λόγο r, οι οποίες δεν έπρεπε να 

διαφέρουν μεταξύ τους περισσότερο από 0,5 s και o τελικός χρόνος ελήφθη 

ως ο μέσος όρος αυτών.  

 

5.4.4. Κυκλική βολταμμετρία (CV) 

Η βολταμμετρία χρησιμοποιείται κυρίως από ανόργανους χημικούς, 

φυσικοχημικούς και βιοχημικούς όπως και για εργασίες μη αναλυτικού 

χαρακτήρα. Οι θεμελιώδεις μελέτες οξειδοαναγωγικών διεργασιών σε διάφορα 

μέσα,τα φαινόμενα προσρόφησης σε επιφάνειες και οι μηχανισμοί μεταφοράς 

ηλεκτρονίων σε χημικώς τροποποιημένες επιφάνειες ηλεκτροδίων, είναι 

ορισμένοι από τους τομείς που ευρέως εφαρμόζεται η βολταμμετρία. 

 Συγκεκριμένα, στην τεχνική της κυκλικής βολταμμετρίας (cyclic 

voltammetry, CV) καταγράφεται το ρεύμα το οποίο διαρρέει ένα μικρό στατικό 

ηλεκτρόδιο σε ακίνητο διάλυμα, όταν στο ηλεκτρόδιο επιβάλλεται μια 

τριγωνική κυματομορφή δυναμικού. 

Σε ένα κυκλικό βολταμμογράφημα σημαντικές παράμετροι είναι το 

δυναμικό καθοδικής κορυφής Εpc το δυναμικό ανοδικής κορυφής Epa, το 
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ρεύμα καθοδικής κορυφής ipc, και το ρεύμα ανοδικής κορυφής ipa. (pc:peak 

cathodic, pa:peak anodic) . 

Η κυκλική βολταμμετρία χρησιμοποιείται κυρίως ως ένα εργαλείο για 

θεμελιώδεις και διαγνωστικές μελέτες, το οποίο παρέχει ποιοτικές 

πληροφορίες σχετικά με τις ηλεκτροχημικές διεργασίες κάτω από διάφορες 

συνθήκες. Δε χρησιμοποιείται για ποσοτικές αναλύσεις ρουτίνας, αποτελεί 

όμως ένα σημαντικό εργαλείο για τη μελέτη μηχανισμών και ταχυτήτων 

οξειδοαναγωγικών διεργασιών ειδικά σε οργανικά και οργανομεταλλικά 

συστήματα. Αποτελεί την πρώτη τεχνική που επιλέγεται για την ηλεκτροχημική 

διερεύνηση ενός συστήματος, ενώ συμβάλλει στην εύρεση ενδιαμέσων 

ενώσεων σε διάφορες οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις. 

5.4.5. Φασματοσκοπία εκπομπής- Φθορισμός 

Τα φάσματα εκπομπής ελήφθησαν σε φθορισμόμετρο Jasco FF-7 και  

 τα διαλύματα παρασκευάστηκαν με το ίδιο ακριβώς τρόπο και τις ίδιες 

ακριβώς συνθήκες που αναφέρονται στην τιτλοδότηση UV/Vis και ελήφθησαν 

φάσματα εκπομπής για τους λόγους R = 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 

40. 

 

5.4.6 Ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης[111,114] 
  Για τα πειράματα της ηλεκτροφόρησης, υπερελικωμένο πλασμιδιακό 

DNA pBR322 (150 ng) αναμιγνύεται με διαφορετικές συγκεντρώσεις των υπό 

μελέτη συμπλόκων σε ρυθμιστικό διάλυμα 50mΜ tris-HCl και 18mM NaCl, 

pH=7.2. Τα δείγματα αφέθηκαν προς επώαση για 24h στους 25οC, στο 

σκοτάδι. Την επομένη, στα δείγματα προστέθηκε χρωστική (0.09% 

bromophenol blue, 60% glycerol and 60mM EDTA) και ηλεκτροφορήθηκαν σε 

1% w/v πηκτής αγαρόζης για 1h υπό σταθερή τάση 100V, σε loading buffer 

TBE (89 mM Tris base, 89 mM Boric acid, 2mM EDTA, pH=8.0). Ακολουθεί 

χρώση με βρωμίδιο του αιθιδίου( τελική συγκέντρωση, 0.5 μg/mL).  

Προκειμένου να διαπιστωθεί η φωτο-προκαλούμενη δίασπαση του 

DNA, τα ίδια δείγματα ακτινοβολήθηκαν για 2 ώρες σε μήκος κύματος 

μεγαλύτερο από 335 nm με λάμπα Xe 1000 W (Oriel, mod 68820, Universal 

Arc. Lamp).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 
ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ TΩΝ  

ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ [Cu(pq) 2]BF4 ΚΑΙ [Cu(pqCl) 2]BF4 

6.1 Σύνθεση του υποκαταστάτη 2-(2’-πυριδιλ)κινοξαλίνη, (pq) 
και του 6-χλωρο2-(2’-πυριδιλ)κινοξαλίνη, (pqCl). 

Σύνθεση του pq: ]103[  Σε ένα διάλυμα 1,2-φαινυλενοδιαμίνης (2.16 g, 

20.0 mmol) και χλωρομυρμηγκικού μεθυλεστέρα (0.4 ml, 5.20 mmol) σε 

διαλύτη ισοπροπανόλη (30 ml) προσθέτουμε 2-ακετυλοπυριδίνη (4.5 ml, 40.1 

mmol). Το προκύπτον διάλυμα θερμαίνεται στους 500C για 48h. Η φιάλη της 

αντίδρασης φυλάσσεται στους -50C για ένα 24ωρο και κατόπιν συλλέγονται  

με διήθηση υπό κενό οι λευκοί κρύσταλλοι που έχουν σχηματιστεί και 

ξηραίνονται σε κενό. Πραγματοποιείται ανακρυστάλλωση από ισοπροπανόλη. 

Η έκπλυση του προϊόντος με αιθέρα αποφεύγεται διότι διαλύει το pq. 

Απόδοση 40%  

Σύνθεση του pqCl: ]104[  Σε περίπου 15ml διαλύτη ισοπροπανόλη 

προσθέτουμε 210mg, (1,47 mmol) 4-χλωρο-1,2-φαινυλενοδιαμίνης και 0,0292 

ml (29,2μl) χλωρομυρμηγκικού μεθυλεστέρα. Έπειτα προσθέτουμε 2,95 mmol 

2-ακετυλοπυριδίνη (0,35ml, 330μl). Το προκύπτον διάλυμα θερμαίνεται στους 

50-600C για 48h. Η φιάλη της αντίδρασης φυλάσσεται στους -50C για ένα 

ολόκληρο βράδυ και εν συνεχεία καταβυθίζεται με αιθέρα. Το οργανικό στερεό 

που προκύπτει, αφού συμπυκνωθεί, προκειμένου να καθαριστεί, πρέπει να 

περαστεί από στήλη χρωματογραφίας όπως προέκυψε από διαδικασία TLC 

(thin layer chromatography). Πραγματοποιείται ανακρυστάλλωση από 

ισοπροπανόλη. 

Η πορεία της σύνθεσης γενικά περιλαμβάνει μια συμπύκνωση Schiff 

ανάμεσα στην 2-ακετυλο-πυριδίνη και στο 1,2-διάμινο-βενζόλιο που 

ακολουθείται από μια διενική προσθήκη όπου δημιουργείται δεσμός ανάμεσα 

στα δύο άτομα άνθρακα που ανήκαν στο ακύλιο της 2-ακέτυλο-πυριδίνης, ενώ 

απομακρύνονται οι μεθυλομάδες και ο ένας πυριδινικός δακτύλιος. Η 

αντικατάσταση της μιας μεθυλομάδας από ένα άτομο H, είναι μια πρώτη 

ένδειξη ότι δημιουργούνται ελεύθερες ρίζες στα πλαίσια της προσθήκης. Η 

αντίδραση γίνεται παρουσία καταλυτικής ποσότητας χλωρομυρμηγκικού 
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μεθυλεστέρα και διαλύτη ισοπροπανόλη (περίπου 30-40ml) με θέρμανση 

στους 50-600C μέσα σε χρονικό διάστημα δύο-τριών 24ώρων.  

6.2. Χαρακτηρισμός του υποκαταστάτη 2-(2’-
πυριδιλ)κινοξαλίνη, (pq) και του 6-χλωρο2-(2’-
πυριδιλ)κινοξαλίνη, (pqCl). ]104,103[  

Η ταυτοποίηση του υποκαταστάτη pq έγινε με φασματοσκοπία NMR, 

FT-IR και UV-Vis. Στο σχήμα 6.1 το φάσμα του pq σε δευτεριωμένο 

χλωροφόρμιο CDCl3 και στο 6.2 τη δομή του. Στο μόριο της 2-(2’-

πυριδιλ)κινοξαλίνης υπάρχουν 9 χημικώς διακριτά υδρογόνα.  

Ωστόσο, στο φάσμα 1H-NMR παρατηρούμε 7 κορυφές (πίνακας  6.1) 

καθώς υπάρχουν δύο ζεύγη πρωτονίων που συντονίζονται σε παρόμοιες 

συχνότητες απαρτίζοντας δύο συγκροτήματα πολλαπλών κορυφών. Η απλή 

κορυφή η οποία συντονίζεται στο χαμηλότερο πεδίο (περίπου στα 10 ppm) 

αποδίδεται άμεσα στο πρωτόνιο H3 το οποίο δεν συζεύγνυνται με κανένα 

άλλο.  

 H ταυτοποίηση της 6-χλωρο2-(2’-πυριδιλ)κινοξαλίνης έγινε με NMR σε  

δευτεριωμένο χλωροφόρμιο CDCl 3 (Σχήμα 6.3). Το μόριο της 6-χλωρο2-(2’-

πυριδιλ)κινοξαλίνης είναι όμοιο με αυτό του pq, με τη διαφορά ότι έχει 

αντικατασταθεί ένα άτομο Η από ένα άτομο Cl στη θέση 8α. Yπάρχουν 8 

χημικώς διακριτά υδρογόνα (Πίνακας  6.1). 
 

 
Σχήμα 6.1: 1H NMR φάσμα του pq σε διαλύτη CDCl3 
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Σχήμα 6.2: Δομή του pq.(C13H9N3) 

 

 
Πίνακας 6.1: Χημικές μετατοπίσεις στο φάσμα 1H NMR του υποκαταστάτη 2-

(2’- πυριδιλ)κινοξαλίνη και του pqCl σε διαλύτη CDCl3 

 

Πρωτόνιο δ pq Πρωτόνιο δ pqCl 

H3a 10.02s H3a 10.01 

Η7α, Η10α 8.27mt Η7α 8.84 

Η8α, Η9α 7.85mt Η10α 8.62 

Η16α 8.65d Η9α 8.17 

Η15α 7.95mt Η16α 8.12 

Η14α 7.45mt Η15α 7,99 

Η13α 8.85d Η14α 7.76 

  Η13α 7.50 
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Σχήμα 6.3: 1H NMR φάσμα του pqCl σε διαλύτη CDCl3. 

 

Επιπλέον, για το χαρακτηρισμό του υποκαταστάτη πήραμε και το 

φάσμα UV-Vis σε διαλύτη μεθανόλη (Σχήμα 6.4). Παρατηρούμε κορυφές στα 

209 nm, 251 nm, 274 sh nm και στα 333 nm. Οι κορυφές αποδίδονται σε 

μεταπτώσεις π→π* των αρωματικών δακτυλίων. 
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Σχήμα 6.4: Φάσμα UV-Vis του υποκαταστάτη pq σε CH3OH 

 

Επίσης, προκειμένου να δούμε τις δονήσεις τάσεως και δεσμών των 

αρωματικών δακτυλίων του υποκαταστάτη πήραμε το FT-IR σε KBr. Όπως 

φαίνεται και στο σχήμα 6.5 οι κορυφές στα 3040 cm-1, στα ~1580 cm-1 και στα 
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1060 cm-1 αντιστοιχούν σε τάση C-H, τάση C-C και κάμψη C-H εντός 

επιπέδου σε αρωματικούς δακτυλίους. Γενικά, η περιοχή από τα 1612 cm-1 

έως τα 410 cm-1 απαρτίζεται από κορυφές δόνησης C-C (1612-1476 cm-1), 

δόνησης C-N (1551 cm-1, 1478-1493 cm-1 και 1273 cm-1), κάμψεις εντός και 

εκτός επιπέδου, με ίδια ή αντίθετη φορά των δεσμών C-C-H, H-C-N και C-C-C 

(1447-746 cm-1). 
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Σχήμα 6.5: Φάσμα FT-IR του pq σε δισκίο KBr. 

 
6.3 Σύνθεση και χαρακτηρισμός του [Cu(CH3CN)4]BF4 ]107[  

Σ’ ένα μαγνητικά αναδευόμενο διάλυμα των 0,7g (0,0049mol) του 

οξειδίου του Cu(Ι) σε 15 ml ακετονιτριλίου προστίθενται 2,55 ml 60-650/0 HBF4 

σε τμήματα των 0,5 ml. Στη συνέχεια το διάλυμα αναδεύεται για 3 λεπτά και 

διηθείται από ένα ζεστό και μέτριας διαπερατότητας ηθμό για ν’ 

απομακρυνθούν μικρές ποσότητες του αδιάλυτου μαύρου στερεού (ο ηθμός 

εκπλένεται με μια μικρή ποσότητα ακετονιτριλίου για να διαλυθεί το λευκό 

στερεό [Cu(CH3CN)4]BF4 που έχει κρυσταλλώσει πριν τη διήθηση). Το 

γαλάζιο διάλυμα ψύχεται στους -200C για αρκετές ώρες. Το λευκό 

μικροκρυσταλλικό στερεό που σχηματίζεται συλλέγεται με διήθηση και 

εκπλύνεται με διαιθυλαιθέρα και αμέσως επαναδιαλυτοποιείται σε 20 ml 

ακετονιτριλίου. Στη συνέχεια διηθείται από πτυχωτό ηθμό για να 

απομακρυνθούν τα Cu2+ που έχουν παραμείνει αδιάλυτα. Στο διήθημα 

προστίθενται 18 ml διαιθυλαιθέρα και το μίγμα ψύχεται στους -200C για 
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αρκετές ώρες. Τέλος, πραγματοποιείται μια δεύτερη ανακρυστάλλωση 

χρησιμοποιώντας 15 ml ακετονιτριλίου και 15 ml διαιθυλαιθέρα. Το λευκό 

ίζημα συλλέγεται και φυλάσσεται υπό αδρανείς συνθήκες (Ar) ή (N 2 ) και 

χρησιμοποιείται ως starting στις συνθέσεις των συμπλόκων το Cu(I) με 

τεχνική Schlenk με ιδιαίτερη προσοχή προκειμένου να αποφευχθεί η εύκολη 

οξείδωσή του σε Cu(II). 

Η ταυτοποίηση του [Cu(CH3CN)4]BF4  πραγματοποιήθηκε με 

φασματοσκοπία IR σε Nujol, (Σχήμα 6.6), προκειμένου να αποδοθούν οι 

κορυφές στο CH3CN και στα [BF4]-. 
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Σχήμα 6.6: Φάσμα IR του [Cu(CH3CN)4]BF4 σε Nujol 

 

6.4 Σύνθεση και χαρακτηρισμός του συμπλόκου [Cu(pq)2] BF4 

Η παρακάτω σύνθεση πραγματοποιήθηκε υπό N2 χρησιμοποιώντας 

τεχνική Schlenck. Όλοι οι διαλύτες καθαρίζονται πριν από τη χρήση. Οι ουσίες  

[Cu(CH3CN)4]BF4 και ο υποκαταστάτης της αντίδρασης pq χρησιμοποιήθηκαν 

σε στοιχειομετρική αναλογία 1:2. Ζυγίζονται 62,17mg (0,30 mmol) pq και αφού 

διαλύονται σε διχλωρομεθάνιο (30ml) προστίθενται αργά σ’ ένα διάλυμα 

[Cu(CH3CN)4]BF4 (0,15 mmol, 47,18 mg) σε διχλωρομεθάνιο (20ml). Το μίγμα 

αναδεύεται για 1,5h σε θερμοκρασία δωματίου. Το διάλυμα μεταφέρεται σε 

μια σφαιρική φιάλη με εξάνιο (30ml) και σχηματίζεται ένα μωβ στερεό. Τέλος, 

το στερεό διηθείται και εκπλύνεται με αιθέρα. Παραλαμβάνονται 67,63mg 

στερεού συμπλόκου. Απόδοση: 80,140/0. 
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Ο χαρακτηρισμός και η ταυτοποίηση του συμπλόκου [Cu(pq)2]BF4 έγινε 

με φασματοσκοπία H-NMR, IR, CV και UV-Vis.  

Στο παρακάτω σχήμα, σχήμα 6.7, αποδίδεται το FT-IR του συμπλόκου 

σε δισκίο KBr. Η κορυφή κοντά στα 3450 cm-1 αντιστοιχεί σε δονήσεις τάσης 

του C-H ενώ η κορυφή κοντά στα 1559 και 1654 cm-1  προκύπτουν από τις 

δονήσεις τάσης των C═C και C═N των αρωματικών δακτυλίων. Η κορυφή στα 

1084 cm-1 αντιστοιχεί στο BF4. 
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Σχήμα 6.7: Φάσμα FT-IR του [Cu(pq)2]BF4 σε δισκίο KBr 

 

Στο Σχήμα 6.8 δίνεται το φάσμα ορατού υπεριώδους του [Cu(pq) 2]BF4 

σε διαλύτη μεθανόλη. Παρατηρούμε τρεις κύριες κορυφές στα 520, 338 και 

στα 254 nm και ώμους κοντά στα 274 και 280 nm. Oι κορυφές χαμηλής 

ενέργειας αποδίδονται σε MLCT dπ→π* μεταπτώσεις, ενώ οι κορυφές υψηλής 

ενέργειας αποδίδονται σε IL π→π* μεταπτώσεις. 

 



 88

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

A

λ(nm)

 
Σχήμα 6.8: Φάσμα UV-Vis του [Cu(pq) 2] BF4 σε ΜeOH 

 

  Επιπλέον, στο παρακάτω σχήμα, Σχήμα 6.9, δίνεται και το UV-

Vis φάσμα του συμπλόκου σε Η2Ο όπου παρουσιάζει κάποια διαλυτότητα. 

Και εδώ διακρίνουμε τις τρεις κύριες κορυφές στα 530, 347 και 253 nm, 

αντιστοίχως με το προηγούμενο φάσμα. Από τις απορροφήσεις του 

συμπλόκου για τα συγκεκριμένα μήκη κύματος και με δεδομένο ότι η 

συγκέντρωση του συμπλόκου που μετρήσαμε την απορρόφηση ήταν 

c=1*10 4−  M, από το νόμο του Lambert-Beer A=εbc όπου ε=συντελεστής 

μοριακής απορροφητικότητας, b=1cm και Α=απορρόφηση. Επομένως, οι 

συντελεστές μοριακής απορρόφησης ε για τις κορυφές του φάσματος UV-Vis 

υπολογίστηκαν για τη μεν κορυφή στα 530 nm, ε~1493M 1− cm 1− , για εκείνη 

στα 347 nm, ε~7.000M 1− cm 1−  και για εκείνη στα 253nm ε~12.100M 1− cm 1− . 
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Σχήμα 6.9: Φάσμα UV-Vis του [Cu(pq)2]BF4 σε H2O 

 

 

Στο Σχήμα 6.10 φαίνεται το φάσμα 1 H-NMR του συμπλόκου 

[Cu(pq)2]BF4 σε διαλύτη δευτεριωμένο ακετονιτρίλιο, (CD3CN) και στο Σχήμα 

6.11 η δομή του. 

 

7.27.47.67.88.08.28.48.68.89.09.29.49.69.810.010.210.4
f1 (ppm)

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

 
 

Σχήμα 6.10 1H NMR φάσμα του [Cu(pq)2]BF4 σε διαλύτη CD3CN. 
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Σχήμα 6.11  Δομή του [Cu(pq)2]
+  

 

Στον Πίνακα 6.2 βλέπουμε τις χημικές μετατοπίσεις των ατόμων Η  του 

συμπλόκου σε CD3CN., στο Σχήμα 6.12 το ΝΜR του σε CDCl3 και στον 

Πίνακα 6.3 τις μετατοπίσεις του σε CDCl3. 

 

 
Πίνακας 6.2: Χημικές μετατοπίσεις στο φάσμα 1H NMR του [Cu(pq)2]BF4 σε διαλύτη CD3CN 

 

Πρωτόνιο δ (χημική μετατόπιση) 

H3a 9.96s 

Η7a, Η10α 8.72mt 

Η8α, Η9α 8.20mt 

H16a 8.04d 

                             H15a 7.88mt 

H14a 7.65mt 

H13a 7.76d 
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Σχήμα 6.12: 1H NMR φάσμα του [Cu(pq) 2] BF4 σε διαλύτη CDCl3 

 
 
Πίνακας 6.3: Χημικές μετατοπίσεις στο φάσμα 1H NMR του [Cu(pq) 2] BF4 σε διαλύτη CDCl3 

 

Πρωτόνιο δ(χημική μετατόπιση) 

H3a 9.96s 

H13a 8.80d 

H16a 8.53d 

Η7α, Η10α 8.29mt 

                       Η8α, Η9α 7.78mt 

                       Η14α, Η15α 7.60mt 

 

Τέλος, στο Σχήμα 6.13 δίνεται το κυκλικό βολταμμογράφημα του 

συμπλόκου σε διαλύτη μεθανόλη σε συγκέντρωση 1·10-3M με ταχύτητα 

σάρωσης 100mV/s. Ωστόσο, μελετήθηκαν τα αντίστοιχα βολταμμογραφήματα 

και σε άλλες ταχύτητες σάρωσης, των 150, 100, 80 και 40 mV/s προκειμένου 

να μελετήσουμε και να διαπιστώσουμε την ύπαρξη ή μη αντιστρεπτότητας 

των αντιδράσεων. Παρατηρούμε ότι δεν υπάρχει αντιστρεπτότητα στις 

αντιδράσεις, δεν εμφανίζονται ζεύγη οξειδώσεων και αναγωγών όπου 

υπάρχουν και επομένως δεν μπορούν να εφαρμοστούν τα κριτήρια και οι 



 92

προϋποθέσεις αντιστρεπτότητας. Αυτό το συμπεραίνουμε καλύτερα και από 

τα κυκλικά βολταμμογραφήματα στις διαφορετικές ταχύτητες σάρωσης που 

υποδεικνύουν είτε ότι τα κύματα περιγράφουν διαφορετικά αλλά εξαρτώμενα 

φαινόμενα ή ότι οφείλονται σε διαφορετικές πορείες. Έτσι, παρατηρείται 

κάποια αλλαγή και στη μορφή των βολταμμογραφημάτων από την ταχύτητα 

στα 150mV/s μέχρι και στα 40mV/s (Σχήμα 6.15). Πρέπει να τονίσουμε ότι 

από τη μορφή των βολταμμογραφημάτων προκύπτει το συμπέρασμα ότι δεν 

ελέγχονται όλες οι αντιδράσεις από διάχυση (diffusion) εδώ αλλά υπάρχουν 

και επιφανειακές επιδράσεις που ενδεχομένως να οφείλονται στα ηλεκτρόδια. 

Έτσι, μπορούμε να αναφέρουμε τα δυναμικά ανόδου και καθόδου που 

παρατηρούνται. Πιο συγκεκριμένα έχουμε Εpc=-1,39, -1,09 και -1,61 V και 

Εpα=-0,04, -0,34, -0,99, -1,24 V. 
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 Σχήμα 6.13: Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου του Cu(I) με ηλεκτρόδιο άνθρακα 

με ταχύτητα σάρωσης 100mV/s. 
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Σχήμα 6.14: Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου του Cu(I) με ηλεκτρόδιο άνθρακα  

 

 

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

I(μ
Α

)n
or

m
al

iz
ed

E(V vs fc)

150 mV/s
100 mV/s

 80 mV/s
 40 mV/s

 
Σχήμα 6.15: Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου του Cu(I) με ηλεκτρόδιο άνθρακα 

(κανονικοποίηση) 

 

Τέλος, στο Σχήμα 6.16 φαίνονται τα φάσματα εκπομπής του 

συμπλόκου σε συγκέντρωση 1·10 5− Μ και λexc=520 nm σε τέσσερις 

διαφορετικούς διαλύτες, CH2Cl2, MeOH, MeCN και DMF.Βλέπουμε κορυφές 

στα 565, 616, 653, 716, 784 nm. Παρατηρούμε πως όσο αυξάνεται η 

πολικότητα στο διάλυμα σε διαλύτες όπως το DMF και το MeCN ο φθορισμός 
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μειώνεται. Επιπλέον, στο σχήμα 6.17 φαίνονται τα φάσματα εκπομπής με 

λexc=520nm και διέγερσης με λemm=653nm για το σύμπλοκο σε DMF. 
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Σχήμα 6.16: Φάσματα εκπομπής του συμπλόκου του Cu(Ι), c= 1·10 5− Μ, σε διαφορετικούς 

διαλύτες 
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Σχήμα 6.17: Φάσματα εκπομπής και διέγερσης του συμπλόκου του Cu(Ι), c= 1·10 5− Μ, σε 

DMF. 

 

6.5 Σύνθεση και χαρακτηρισμός του συμπλόκου 

[Cu(pqCl) 2 ]BF4 

Για τη σύνθεση και αυτού του συμπλόκου χρησιμοποήθηκε ως αρχική 

ένωση για το Cu(I) το [Cu(CH3CN)4]BF4, όπως έχει συντεθεί και ταυτοποιηθεί 

παραπάνω. Και η παρακάτω σύνθεση πραγματοποιήθηκε υπό N2 

χρησιμοποιώντας τεχνική Schlenck. Όλοι οι διαλύτες καθαρίζονται πριν από 

τη χρήση. Οι ουσίες [Cu(CH3CN)4]BF4 και ο υποκαταστάτης της αντίδρασης 
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pqCl χρησιμοποιήθηκαν σε στοιχειομετρική αναλογία 1:2. Ζυγίζονται 55,97mg 

(0,23 mmol) pqCl και αφού διαλύονται σε διχλωρομεθάνιο (10ml) 

προστίθενται αργά σ’ ένα διάλυμα [Cu(CH3CN)4]BF4 (0,089 mmol, 28mg) σε 

διχλωρομεθάνιο (10ml). Το μίγμα αναδεύεται για 1,5h σε θερμοκρασία 

δωματίου. Το διάλυμα μεταφέρεται σε μια σφαιρική φιάλη με εξάνιο (30ml), 

δημιουργείται ένα στερεό, πραγματοποιείται συμπύκνωση και κατόπιν 

ξανακαταβυθίζουμε το στερεό με αιθέρα το οποίο φυλάσσεται στους -100C για 

24h, προκειμένου να παραληφθεί μεγαλύτερη ποσότητα από το επιθυμητό 

προϊόν. Την επομένη έχει σχηματιστεί ένα μωβ στερεό τελικά το οποίο και 

παραλαμβάνουμε με διήθηση υπό κενό. Τέλος, το στερεό εκπλύνεται με 

αιθέρα και ξηραίνεται στο κενό. Παραλαμβάνονται ~19 mg στερεού 

συμπλόκου. Απόδοση: 70,120/0. 

Ο χαρακτηρισμός και η ταυτοποίηση του συμπλόκου [Cu(pqCl) 2 ]BF4 

έγινε με φασματοσκοπία UV-Vis, IR, CV και Η-ΝΜR το οποίο φαίνεται στο 

Σχήμα 6.18 και η δομή του στο 6.19.  

Όπως βλέπουμε από το H-NMR σε CDCl3 τα πρωτόνια αποδίδονται με 

τον ίδιο τρόπο, όπως στο [Cu(pq) 2 ]BF4 όπως χαρακτηρίστηκε παραπάνω με 

ένα πρωτόνιο λιγότερο βέβαια στη θέση 8α του σχήματος 6.11, όπου έχει 

αντικατασταθεί από ένα άτομο χλωρίου. 

 
 

Σχήμα 6.181H NMR φάσμα του [Cu(pqCl) 2]BF4 σε διαλύτη CDCl3 
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Σχήμα 6.19 Δομή του [Cu(pqCl) 2]BF4 

 

Στο Σχήμα 6.20 δίνεται το φάσμα ορατού υπεριώδους του [Cu(pqCl) 

2]BF4 σε διαλύτη μεθανόλη. Παρατηρούμε τρεις κύριες κορυφές στα 523, 345 

και στα 255 nm και έναν μικρό διακριτό ώμο κοντά στα 275 nm. Oι κορυφές 

χαμηλής ενέργειας (στα 523nm) αποδίδονται σε MLCT dπ→π* μεταπτώσεις, 

ενώ οι κορυφές υψηλής ενέργειας αποδίδονται σε IL π→π* μεταπτώσεις 
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Σχήμα 6.20: Φάσμα UV-Vis του [Cu(pqCl) 2]BF4 c=1*10 4−  M σε CH3OH. 

 

Από τις απορροφήσεις του συμπλόκου για τα συγκεκριμένα μήκη 

κύματος και με δεδομένο ότι η συγκέντρωση του συμπλόκου που μετρήσαμε 

την απορρόφηση ήταν c=1*10 4−  M, από το νόμο του Lambert-Beer A=εbc 

όπου ε=συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας, b=1cm και 

Α=απορρόφηση. Επομένως, οι συντελεστές μοριακής απορρόφησης ε για τις 

κορυφές του φάσματος UV-Vis υπολογίστηκαν για τη μεν κορυφή στα 523nm, 
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ε~1500M 1− cm 1− , για εκείνη στα 345 nm, ε~10.800M 1− cm 1−  και για εκείνη στα 

255nm ε~20.100M 1− cm 1− . 
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Σχήμα 6.21: Φάσμα FT-IR του [Cu(pqCl)2]BF4 σε δισκίο KBr  

 

Στο Σχήμα 6.21, αποδίδεται το FT-IR του συμπλόκου σε δισκίο KBr. Η 

κορυφή κοντά στα 3500 cm-1 αντιστοιχεί σε δονήσεις τάσης του C-H ενώ η 

κορυφή κοντά στα 1556 και 1650 cm-1  προκύπτουν από τις δονήσεις τάσης 

των C═C όπως και των C═N των αρωματικών δακτυλίων. Η κορυφή κοντά 

1085 cm-1 αντιστοιχεί στο BF4. 
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Σχήμα 6.22: Φάσματα διέγερσης και εκπομπής του συμπλόκου, c= 1·10 5− Μ, σε ΜeOH με 

λexc=520nm και λemm=615nm 
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Σχήμα 6.23:Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου [Cu(pqCl) 2]BF4 με ηλεκτρόδιο 

άνθρακα με ταχύτητα σάρωσης 100mV/s. 

 

Στο Σχήμα 6.23 δίνεται το κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου 

σε διαλύτη μεθανόλη σε συγκέντρωση 5·10-4 M με ταχύτητα σάρωσης 

100mV/s. Παρατηρούμε πως δεν υπάρχει αντιστρεπτότητα στις αντιδράσεις, 

δεν εμφανίζονται ζεύγη οξειδώσεων και αναγωγών όπου υπάρχουν και 

επομένως δεν μπορούν να εφαρμοστούν τα κριτήρια και οι προϋποθέσεις 

αντιστρεπτότητας.  

Μπορούμε, ωστόσο, να αναφέρουμε τα δυναμικά ανόδου και καθόδου 

που φαίνονται στο παραπάνω σχήμα. Πιο συγκεκριμένα έχουμε Εpc=0,80, 

0,20, -1,26 V και Εpα= 0,63, 0,20 και -1,26 V. 

Τέλος, αξίζει να αναφέρουμε πως πραγματοποιήθηκαν αρκετές 

προσπάθειες για τη σύνθεση και άλλων συμπλόκων Cu(I) με α-διιμινικούς 

υποκαταστάτες κυρίως ετεροληπτικών με 1,10-φαινανθρολίνη-5,6-διόνη 

(phendione) και 2’-(2’-πυριδιλ)κινοξαλίνη (pq) και με 1,10-φαινανθρολίνη-5,6-

διόνη και διπυριδοφαιναζίνη (dppz). Λόγω, όμως, του ότι δεν υπήρχε η 

απαραίτητη στερεοχημική παρεμπόδιση για να υπάρχει μεγαλύτερη 

σταθερότητα, δεν κατέστη δυνατή η σύνθεσή τους.  

Επιπλέον, προσπαθήσαμε να συνθέσουμε και το ετεροληπτικό του 

Cu(I) με pq και dmp(2,9-διμέθυλο-1,10-φαινανθρολίνη). Ωστόσο, λόγω και 

πάλι μικρής στερεοχημικής παρεμπόδισης και πολύ μικρής διαφοράς στα 

μοριακά τους βάρη, πιθανότα σχηματίστηκαν κατά την αντίδραση τα δύο 

αντίστοιχα ομοληπτικά, [Cu(pq)2]BF4 και Cu(dmp)2]BF4 αντί του ετεροληπτικού 
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[Cu(dmp)(pq)]BF4 Γενικά σε παρόμοιες συνθέσεις όταν δεν υπάρχει 

κατάλληλη παρεμπόδιση και δε χρησιμοποιούνται ογκώδεις υποκαταστάτες, 

υπάρχει η τάση να προκύπτουν τα περισσότερα σταθερά ομοληπτικά έναντι 

των ετεροληπτικών ενώσεων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

Μέθοδοι παρακολούθησης της αλληλεπίδρασης των 
συμπλόκων ενώσεων με DNA. 

 

Οι κυριότερες τεχνικές που χρησιμοποιήσαμε για να 

παρακολουθήσουμε τις αλληλεπιδράσεις του συμπλόκου με φυσικό DNA είναι 

η φασματοσκοπία υπεριώδους (UV-Vis), η ιξωδομετρία, η φασματοσκοπία 

κυκλικού διχρωισμού (CD), η κυκλική βολταμετρία (CV), ο φθορισμός 

(luminescence) και η ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης. 

 

7.1 Τιτλοδότηση UV-Vis 

 Η τιτλοδότηση UV-Vis αποτελεί μια απ΄τις σημαντικότερες τεχνικές 

παρακολούθησης των αλληλεπιδράσεων του συμπλόκου με DNA. Βάσει 

βιβλιογραφίας τα σύμπλοκα που παρεμβάλλονται στο DNA  εμφανίζουν 

υποχρωμισμό με red shift, δηλαδή μείωση της απορρόφησης με σταδιακή 

αύξηση της συγκέντρωσης του DNA όσο περνάμε σε μεγαλύτερους λόγους 

R=[DNA]/[complex] συνοδευόμενη από αύξηση του μήκους κύματος. Αυτό 

οφείλεται στην αλληλεπίδραση στοιβάγματος ανάμεσα σε ένα αρωματικό 

χρωμοφόρο υποκαταστάτη και τα ζεύγη βάσεων του DNA.  

Στο Σχήμα 7.1 φαίνονται τα φάσματα απορρόφησης του συμπλόκου 

του [Cu(pq)2]BF4 παρουσία και απουσία C.T-DNA, έχοντας πάντα σταθερή τη 

συγκέντρωση του συμπλόκου και αλλάζοντας μόνο αυτή του DNA. 
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Σχήμα 7.1: Φάσμα τιτλοδότησης του συμπλόκου με .DNA. Συγκέντρωση Cu(pq)2]BF4  

c=1 10-5  Μ και [DNA]=0,5 10-5-4 10-4Μ 

 

Από το φάσμα της τιτλοδότησης παρατηρούμε γενικά μια τάση για αύξηση της 

απορρόφησης καθώς αυξάνεται η ποσότητα του DNA.   

Συγκεκριμένα, παρατηρούμε στα 331nm ότι υπάρχει υπερχρωμισμός καθώς 

αυξάνεται η απορρόφηση και μειώνεται το μήκος κύματος γενικά. Έχουμε 

μετατόπιση προς το μπλε (blue shift) , μία μείωση του λmax περίπου 4 

nm,από 334 έως και 329nm., όπως φαίνεται στο φάσμα. Τα αποτελέσματα 

αυτά καταδεικνύουν εξωτερική αλληλεπίδραση του συμπλόκου με το DNA 

περισσότερο, με συναρμογή στην αύλακα (groove binding) ενώ διακρίνουμε 

ισοσβεστικό σημείο στα 331nm. 

Βλέπουμε για R=0 μια απορρόφηση 0,167 η οποία μέχρι και για R=1 

αυξάνεται σταδιακά. Για R=8 μέχρι και R=15 υπάρχει μια σχετική 

σταθεροποίηση με μία αύξηση για R=40 

Ο προσδιορισμός της σταθεράς σύνδεσης (Κb) του συμπλόκου με το 

φυσικό DNA από θύμο αδένα βοειδούς γίνεται με τη βοήθεια της εξίσωσης: 

[DNA]/(εa-εf)= [DNA]/(εb-εf)+1/Kb] (εb-εf) 

Όπου [DNA]: η συγκέντρωση του DNA σε κάθε λόγο R. 

εa: συντελεστής μοριακής απορρόφησης σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος 

του κάθε διαλύματος λόγου R, 

εb: συντελεστής μοριακής απορρόφησης του δεσμευμένου με το DNA 

συμπλόκου, 
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εf: συντελεστής μοριακής απορρόφησης του ελεύθερου (μη δεσμευμένου) 

συμπλόκου. 

Από την παραπάνω σχέση παρατηρείται ότι ο λόγος [DNA]/(εa-εf) είναι 

γραμμική συνάρτηση της [DNA], και η σταθερά kb υπολογίζεται από την 

τεταγμένη στον άξονα y. Η εύρεση της σταθεράς σύνδεσης του συμπλόκου 

Cu(pq)2]BF4 επιτυγχάνεται μελετώντας αλλαγές της απορρόφησης της 

κορυφής στα 331 nm. Το διάγραμμα μεταβολής του λόγου [DNA]/(εa-εf) 

συναρτήσει της [DNA] δίνεται στο παρακάτω σχήμα. Η σταθερά σύνδεσης 

που υπολογίζεται μ’ αυτό τον τρόπο βρέθηκε ίση με Κb=1,25±(0,1)*105 M-1 

στα 331 nm. Η τιμή αυτή της σταθεράς σύνδεσης έρχεται σε συμφωνία με 

βιβλιογραφικά δεδομένα. Ακολουθεί το διάγραμμα της καμπύλης μεταβολής 

του λόγου [DNA]/(εa-εf) σε συνάρτηση της συγκέντρωσης [DNA] για την 

κορυφή στα 331 nm. 
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Σχήμα 7.2: Φάσμα καμπύλης μεταβολής του λόγου [DNA]/(εa-εf) σε συνάρτηση της 

συγκέντρωσης [DNA] για την κορυφή στα 331 nm ( Κb=1,25*105). 

 

Στο Σχήμα 7.3 φαίνονται τα φάσματα απορρόφησης του συμπλόκου 

του [Cu(pqCl)2]BF4 παρουσία και απουσία C.T-DNA, έχοντας πάντα 

σταθερήτη συγκέντρωση του συμπλόκου και αλλάζοντας μόνο αυτή του DNA.  
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Σχήμα 7.3: Φάσμα τιτλοδότησης του συμπλόκου με C.T.-DNA. Συγκέντρωση [Cu(pqCl)2]=1 

10-5  Μ και [DNA]=0,5 10-5-4 10-4Μ 

 

Παρατηρούμε, αρχικά, ότι με την αύξηση της συγκέντρωσης του DNA, 

έχουμε και αύξηση της απορρόφησης μέχρι και τον λόγο R=4. Όμως, με 

περαιτέρω αύξηση της [DNA] (δηλαδή μεγαλύτερους λόγους), τελικά η 

απορρόφηση αρχίζει και μειώνεται για τους λόγους R=8 και R=10, όπως και 

για τους R=20 και R=40. Πιθανότατα, το σύμπλοκο συνδέεται στο DNA με 

εξωτερική αλληλεπίδραση, μέσω συναρμογής στην αύλακα (groove binding). 

 Η εύρεση της σταθεράς σύνδεσης του συμπλόκου [Cu(pqCl)2]BF4 

επιτυγχάνεται μελετώντας αλλαγές της απορρόφησης της κορυφής στα 338 

nm. Η σταθερά σύνδεσης που υπολογίζεται μ’ αυτό τον τρόπο βρέθηκε ίση με 

Κb=0,78*105 M-1 στα 338 nm (Σχήμα 7.4).Η τιμή αυτή της σταθεράς σύνδεσης 

έρχεται σε συμφωνία με βιβλιογραφικά δεδομένα. 
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Σχήμα 7.4: Καμπύλη μεταβολής του λόγου [DNA]/(εa-εf) σε συνάρτηση της συγκέντρωσης 

[DNA] για την κορυφή στα 338 nm (Κb=0,78*105 M-1). 

7.2 Ιξωδομετρία 

Οι οπτικές φωτοφυσικές μελέτες παρέχουν χρήσιμες, αλλά όχι 

επαρκείς ενδείξεις για να επαληθεύσουμε τον τρόπο σύνδεσης του DNA με 

άλλα μόρια ή ιόντα. 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 μας δείχνει την ύπαρξη αλληλεπίδρασης, αλλά και το είδος 

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, εφόσον αυτά παρεμβάλλονται μεταξύ των βάσεων 

της διπλής έλικας, αυξάνουν το ιξώδες 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. ]117115[ −  

Οι μετρήσεις τους ιξώδους πραγματοποιήθηκαν σε θερμοστατούμενο 

ιξωδόμετρο στους 25 oC± 0,1oC. Τα τελικά διαλύματα είχαν συγκέντρωση ως 

προς DNA ίση με 2·10-5 M και με προσθήκη, κάθε φορά ανάλογης ποσότητας 

διαλύματος συμπλόκου, σχηματίστηκαν διαλύματα των επιθυμητών λόγων r. 

Τα διαλύματα του DNA απουσία και παρουσία συμπλόκου παρέμειναν 

προηγουμένως για επώαση για 24h.  
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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, οι οποίες δεν έπρεπε να διαφέρουν μεταξύ 

τους περισσότερο από 0,5s, και τελικός χρόνος ελήφθη ως ο μέσος όρος. Η 

μεταβολή 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 με NaCl), αντίστοιχα. Στο Σχήμα 7.5 παριστάνεται η μεταβολή 

(n/n0)1/3 συναρτήσει του λόγου r=[Cu]/[DNA] για τα δύο σύμπλοκα σε 24h. 
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Σχήμα 7.5: Η μεταβολή του L/L0=(n/n0)1/3 σε συνάρτηση του λόγου r για το Cu(pq)2]BF4 

(μαύρη γραμμή) και για το Cu(pqCl)2]BF4 (κόκκινη γραμμή) μετά από 24h. 
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Από το παραπάνω Σχήμα παρατηρούμε πως με σταδιακή σύξηση της 

συγκέντρωσης των συμπλόκων το σχετικό ιξώδες μειώνεται. Το ιξώδες του 

ελεύθερου DNA είναι 1,00 και παρατηρείται σταδιακή μείωσή του με αύξηση 

του συμπλόκου κάθε φορά γεγονός που υποδηλώνει αλληλεπίδραση στο CT-

DNA μέσω συναρμογής στην αύλακα. Να σημειωθεί ότι μόρια που 

δεσμεύονται  στις αύλακες του DNA προκαλούν κάμψη της έλικας, μειώνοντας 

το μήκος της, επομένως και το ιξώδες.  

7.3 Κυκλική Βολταμετρία (CV) 

Η παρεμβολή ενός συμπλόκου στο DNA, ως τρόπος αλληλεπίδρασης 

συνήθως γίνεται αντιληπτή  όταν ένα τουλάχιστον από τα δυναμικά 

παρουσιάζει μετά την προσθήκη του διαλύματος DNA μετατόπιση προς 

θετικότερες τιμές. Αντίθετα, η μετατόπιση προς αρνητικότερα δυναμικά 

υποδεικνύει ότι το σύμπλοκο αλληλεπιδρά μέσω εξωτερικών ηλεκτροστατικών 

δυνάμεων. Στην περίπτωση που κάποιο από τα δυναμικά μετατοπιστεί θετικά 

και κάποιο άλλο μετατοπισθεί προς αρνητικότερες τιμές, τότε το σύμπλοκο 

φαίνεται να αλληλεπιδρά με το CT-DNA και με τους δύο τρόπους. Πρέπει 

επίσης να σημειωθεί ότι όσο μεγαλύτερη είναι κατά απόλυτη τιμή η μεταβολή 

του δυναμικού, τόσο ισχυρότερη είναι και η αλληλεπίδραση του συμπλόκου με 

το DNA. 

Στο Σχήμα 7.6 φαίνονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα του 

συμπλόκου [Cu(pq)2]BF4 με C.T.-DNA μετά από 24h με c συμπλόκου 1 

10 3− Μ. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Σχήμα 7.6: Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου [Cu(pq)2]BF4 με ρυθμιστικό (μαύρη 

γραμμή) και DNA (κόκκινη γραμμή) με R=[DNA]/[complex]=2 με ηλεκτρόδιο άνθρακα. 

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

-60

-40

-20

0

20

40

I(μ
Α

)

E (V)

   2
   2 + DNA



 107

Παρατηρούμε ότι όταν R=0 δηλαδή χωρίς DNA έχουμε ανοδικά 

ρεύματα του συμπλόκου του Cu(I) στα 26,08, 16,03 και 10,15 μΑ και καθοδικά 

στα -50,49 και -6,25 μΑ κυρίως. Όταν έχουμε λόγο R=2 δηλαδή τη διπλάσια 

ποσότητα DNA από το σύμπλοκο έχουμε κορυφές σε πιο χαμηλές τιμές 

ρεύματος. Τα ανοδικά ρεύματα έχουν μετατοπιστεί αντίστοιχα στα 16,18, 

14,21 και 9,99 μΑ ενώ τα καθοδικά ρεύματα στα -53,14 και -6,92 μΑ. 

 Ωστόσο, όσον αφορά τα δυναμικά έχουμε μετατόπιση προς 

περισσότερο αρνητικές τιμές δυναμικών παρουσία DNA. Επομένως, 

μπορούμε να συμπεράνουμε και βάσει των βιβλιογραφικών δεδομένων πως 

πιθανότατα το σύμπλοκο αλληλεπιδρά ηλεκτροστατικώς, μέσω groove-

binding με το DNA όπως είχαμε συμπεράνει και από την τιτλοδότηση UV-Vis. 
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Σχήμα 7.7: Κυκλικά βολταμμογραφήματα του συμπλόκου του [Cu(pq) 2]BF4 μετά από 

ακτινοβόληση με DNA με ηλεκτρόδιο άνθρακα. 

 

Στο Σχήμα 7.7 δίνονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα του 

[Cu(pq)2]BF4 τριών διαφορετικών λόγων R=[DNA]/[complex]. Έχουμε για R=0 

(μαύρο), για R=1(πράσινο) και για διπλάσια τιμή DNA-συμπλόκου R=2 

(κόκκινο). Δεν παρατηρείται ωστόσο κάποια σημαντική αλλαγή. 

Στο Σχήμα 7.8 φαίνονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα του 

συμπλόκου [Cu(pqCl)2]BF4 με C.T.-DNA μετά από 24h σε συγκέντρωση 1 

10 4− Μ και ταχύτητα σάρωσης 80mV/s. 
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Σχήμα 7.8: Κυκλικό βολταμμογράφημα του συμπλόκου [Cu(pqCl)2]BF4 με ρυθμιστικό (μαύρη 

γραμμή) και DNA (κόκκινη γραμμή) με R=[DNA]/[complex]=2 με ηλεκτρόδιο άνθρακα. 

 

Παρατηρούμε πως έχουμε και εδώ μετατόπιση προς περισσότερο 

αρνητικές τιμές δυναμικών παρουσία DNA, ενώ παρατηρούμε πως έχουμε και 

μετατόπιση προς αρκετά χαμηλότερες τιμές ρεύματος παρουσία DNA. 

Επομένως, μπορούμε να συμπεράνουμε πως πιθανότατα το σύμπλοκο 

αλληλεπιδρά ηλεκτροστατικώς, μέσω groove-binding. 

 

7.4. Κυκλικός Διχρωισμός (CD) 
Tα φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του 

[Cu(pq)2]BF4 και του [Cu(pqCl)2]BF4 με C.T.-DNA ελήφθησαν σε διαλύματα με 

ρυθμιστικό διάλυμα tris-ΗCl με pH=7 και ιοντική ισχύ 0,1 M NaCl κρατώντας 

σταθερή την ποσότητα του DNA και αυξάνοντας σταδιακά την ποσότητα των 

συμπλόκων, r=[Cu]/[DNA], συγκέντρωσης 5·10 5− Μ διαλυμένο σε MeOH 

συνολικού όγκου 6ml. Ο διαλύτης χρησιμοποιήθηκε και ως γραμμή βάσης 

(baseline) για τα φάσματα αυτά. Τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού 

μετρήθηκαν 24h μετά την παρασκευή των διαλυμάτων, ώστε να ολοκληρωθεί 

η αλληλεπίδραση του συμπλόκου με το DNA.  

Στο Σχήμα 7.9 φαίνονται τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού της 

αλληλεπίδρασης του C.T.-DNA με το σύμπλοκο [Cu(pq)2]BF4 σε τέσσερις 

λόγους r= 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, καθώς και το φάσμα του ελεύθερου C.T.-DNA 

ενώ στο Σχήμα 7.10 παρουσιάζονται τα φάσματα CD για το [Cu(pqCl)2]BF4.
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Σχήμα 7.9: Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του συμπλόκου του 

[Cu(pq) 2 ]BF 4  c=5 10 5− M με το C.T.-DNA 

 

Το φάσμα κυκλικού διχρωισμού είναι συντηρητικό με μορφή διπλέτας 

(doublet) και εμφανίζει μία αρνητική κορυφή περίπου στα 240 nm και μία 

θετική κορυφή περίπου στα 270 nm, χαρακτηριστικό της Β-διαμόρφωσης της 

έλικας του DNA. Εξετάζοντας τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού δεν 

παρατηρούμε καμία ουσιαστική αλλαγή στο μήκος κύματος των κορυφών, για 

όλους τους λόγους r. Ο πρώτος λόγος r=0 (free DNA) εμφανίζει θετική 

κορυφή κοντά στα 275 nm και αρνητική κορυφή κοντά στα 245 nm. 

Παρατηρούμε μία μικρή μείωση του Δε~1 Μ-1cm-1 στις θετικές κορυφές από 

r=0.05 προς το μεγαλύτερο r=0.5 όπου έχουμε προσθέσει τη μεγαλύτερη 

ποσότητα συμπλόκου, η μεγαλύτερη μεταβολή που παρατηρείται στα 

φάσματα. Επίσης, από r=0 σε r=0,05 έχουμε μία αλλαγή στην αρνητκή 

κορυφή από -5,1 σε -4,1 Μ-1cm-1 . Για το λόγο r= 0.05 στα 243 nm η αρνητική 

κορυφή εμφανίζεται στα -4,1 Μ-1cm-1 και η θετική κορυφή για 277 nm, στα 

+4,2 Μ-1cm-1 περίπου. Για το λόγο r= 0.1 παρατηρείται στα -4,8 η αρνητική και 

στα +3,2 η θετική. Για r=0,2 έχουμε αρνητική στα -4,1 Μ-1cm-1 και θετική στα 

+3,5 Μ-1cm-1, περίπου ενώ για r=0,5 έχουμε αρνητική στα -5,9 Μ-1cm-1 και 

θετική στα +2,9 Μ-1cm-1. Γενικά σε όλους τους λόγους r δεν παρατηρούμε 

καμία σπουδαία μετατόπιση όσον αφορά το μήκος κύματος και από τον ένα 

λόγο στον άλλο όχι κάποια ιδιαίτερη μεταβολή στην απορρόφηση. 
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Στον Πίνακα 7.1 παρουσιάζονται τα δεδομένα των φασμάτων κυκλικού 

διχρωισμού του C.T.-DNA μετά την επίδραση του συμπλόκου [Cu(pq) 2 ]BF 4  

στους λόγους r= 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 μετά το πέρας 24h σε pH=7.  

 
Πίνακας 7.1. Δεδομένα φασμάτων κυκλικού διχρωισμού του C.T.-DNA μετά την επίδραση 

του συμπλόκου [Cu(pq)2]BF4 μετά από 24h. 

 
24 h 

λ (nm) Δε (Μ-1cm-1) 

r = 0 
245 -5,1 

275 +2,5 

r = 0.05 
243 -4,1 

277 (280) +4,2 

r = 0.1 
240 (245) -4,8 

280(278) +3,2  

r = 0.2 
240 (245) -4.1 (-3,8) 

280 (270) + 3,5 

r = 0.5 
240 (245) -5,9 (-5,1) 

269(280) +2,9 (+3,1) 

 

 

Η αλληλεπίδραση του συμπλόκου με το C.T.-DNA φαίνεται να είναι 

μέσω ηλεκτροστατικών έλξεων χωρίς να μεταβάλει τη Β-διαμόρφωση του 

DNA στις συγκεκριμένες συνθήκες, αφού δεν παρατηρείται καμία ουσιαστική 

διαφορά στα φάσματα κυκλικού διχρωισμού σε σχέση με εκείνο του 

ελεύθερου DNA.  

Κάτι ανάλογο συμβαίνει και στην περίπτωση του συμπλόκου 

[Cu(pqCl)2]BF4 όπως φαίνεται στο Σχήμα 7.10. Έχουμε μια αρνητική κορυφή 

περίπου στα 240 nm και μία θετική κορυφή περίπου στα 275 nm, 

χαρακτηριστικό της Β-διαμόρφωσης της έλικας του DNA. (Πίνακας 7.2) 
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Σχήμα 7.10: Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της αλληλεπίδρασης του συμπλόκου του 

[Cu(pqCl)2]BF4 , c=5 10 5− M με το C.T.-DNA 

 

 
Πίνακας 7.2. Δεδομένα φασμάτων κυκλικού διχρωισμού του C.T.-DNA μετά την επίδραση 

του [Cu(pqCl)2]BF4 μετά από 24h. 

 

 
24 h 

λ (nm) Δε (Μ-1cm-1) 

r = 0 
245 -3,7 

278 +1,69 

r = 0.05 
244 -3,97 

277  +1,34 

r = 0.2 
245 -3,56 

280(278) +1,65  

r = 0.5 
245 (243) -3,61 

280 (277) + 1,73 

 
7.5 Φασματοσκοπία εκπομπής των συμπλόκων παρουσία 
DNA 

Η φασματοσκοπία εκπομπής αποτελεί άλλη μία σημαντική ένδειξη της 

αλληλεπίδρασης των συμπλόκων [Cu(pq)2]BF4 και [Cu(pqCl)2]BF4 με το DNA. 

Παρουσία DNA το περιβάλλον καθίσταται λίγο περισσότερο πολικό. Όλα τα 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα tris-HCl σε pH=7 για 
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τους λόγους R = 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 40. Τα φάσματα εκπομπής 

των διαλυμάτων αυτών παρουσία και απουσία DNA φαίνονται στα Σχήματα 

7.11 και 7.12, αντίστοιχα. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Σχήμα 7.11 Φάσματα εκπομπής του [Cu(pq)2]BF4 σε υδατικό διάλυμα tris-HCl παρουσία και 

απουσία DNA, για τους λόγους R = 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 40.  σε λδιεγ=520 nm 

 

Από το Σχήμα 7.11 παρατηρούμε ότι το σύμπλοκο [Cu(pq)2]BF4 

συγκέντρωσης 10μΜ (1·10 5− Μ) σε υδατικό διάλυμα tris-HCl εμφανίζει 

φθορισμό, μετά από διέγερση σε μήκος κύματος 520 nm, με μέγιστο στα 783 

nm. Στη συνέχεια, με προσθήκη DNA, παρατηρείται σχετική μείωση της 

έντασης φθορισμού. Η αυξανόμενη ποσότητα του  DNA φαίνεται να προκαλεί 

μείωση της έντασης του φθορισμού. Η ταινία που εμφανίζεται στο φθορισμό 

με μέγιστο λmax=783 nm, οφείλεται στην απορρόφηση στα 520 nm του 

φάσματος UV-Vis του [Cu(pq)2]BF4  

Επιπλέον, και στο Σχήμα 7.12 για το σύμπλοκο [Cu(pqCl)2]BF4 

παρατηρείται μείωση του φθορισμού με σταδιακή αύξηση του DNA, όσο 

περνάμε σε μεγαλύτερους λόγους R. Η ταινία που εμφανίζεται στο φθορισμό 

με μέγιστο λmax=792 nm, οφείλεται στην απορρόφηση στα 525 nm στο 

φάσμα UV-Vis. 

  Η διαδικασία αυτή της απόσβεσης του φθορισμού σε μεγαλύτερες 

ποσότητες DNA θα μπορούσε ίσως να αποδοθεί σε μία επαγόμενη διαδικασία 

ηλεκτρονιακής μεταφοράς ενδεχομένως από κάποια βάση του DNA στη 

διεγερμένη κατάσταση των συμπλόκων του Cu. Από τη βιβλιογραφία 

γνωρίζουμε ότι τα κατιονικά σύμπλοκα του Cu(I) εμφανίζουν φθορισμό από 

MLCT μεταφορά αφού τα άδεια π- τροχιακά είναι διαθέσιμα για τους 

υποκαταστάτες.  

700 720 740 760 780 800 820 840

4

8

12

16

20
+DNA

In
te

ns
ity

λ (nm)



 113

700 720 740 760 780 800 820 840

4

8

12

In
te

ns
ity

λ(nm)

 R0
 R1
 R2
 R3
 R4
 R6
 R8
 R10
 R15
 R20
 R40

 
Σχήμα 7.12 Φάσματα εκπομπής του συμπλόκου [Cu(pqCl)2]BF4 σε υδατικό διάλυμα  tris-HCl 

παρουσία και απουσία DNA, για τους λόγους R = 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 40. σε 

λδιεγ=525 nm 

7.6 Ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης των συμπλόκων 
[Cu(pq)2]BF4 και [Cu(pqCl)2]BF4 με DNA  

Οι μικρές διαφορές μεταξύ συγγενών μορίων DNA μπορούν εύκολα να 

ανιχνευθούν, γιατί τα περιοριστικά τμήματά τους διαχωρίζονται και 

εμφανίζονται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή. Το ουσιαστικό χαρακτηριστικό 

αυτών των πηκτών είναι η μεγάλη διαχωριστική τους ικανότητα. Σε ορισμένα 

είδη πηκτής μπορούν να διαχωριστούν τμήματα DNA που διαφέρουν σε 

μήκος ακόμα και κατά ένα μόνο νουκλεοτίδιο. Τα μικρά τμήματα DNA 

μετακινούνται εύκολα δια μέσου της πηκτής, ενώ τα μεγάλα μένουν στην 

κορυφή κοντά στο σημείο εκκίνησης. Οι ζώνες του DNA στην πηκτή μπορούν 

εύκολα να φανούν, όταν η πηκτή βάφεται με βρωμιούχο αιθίδιο, το οποίο όταν 

είναι δεσμευμένο σε διπλοελικωμένο DNA και υπό την επίδραση υπεριώδους 

ακτινοβολίας, φθορίζει.[1]  

Για να διαπιστωθεί αν τα σύμπλοκα προκαλούν οξειδωτική διάσπαση 

του DNA, κάτω από την επίδραση ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας, έγιναν 

πειράματα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης, Tα κομμάτια DNA είναι 

αρνητικά φορτισμένα και κινούνται προς το θετικό ηλεκτρόδιο με ταχύτητα 

που εξαρτάται από το μέγεθός τους. (τα μεγαλύτερα βραδύτερα). 

Πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση πλασμιδίου pBR322, παρουσία 

συμπλόκου σε διάφορες συγκεντρώσεις, τόσο υπό την επίδραση ακτινοβολίας 

με μήκος κύματος μεγαλύτερο από 335 nm για 2 h, όσο και χωρίς αυτήν. Το 
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πλασμίδιο εμφανίζεται με τρεις μορφές (forms). Η form I, υπερελικωμένη 

(supercoiled) μορφή, η form II (nicked/open) μορφή και η form III, το γραμμικό 

(linear) DNA. ]16[  

 Τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης για τα δύο σύμπλοκα φαίνονται 

στο Σχήμα 7.13. Από το σχήμα παρατηρούμε ότι για το [Cu(pq)2]BF4, (πάνω) 

όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του συμπλόκου από τα 10 μΜ στα 100 μΜ 

(lane 2-lane 4) έχουμε αύξηση της form II (nicked) του πλασμιδίου. 

Επομένως, αρχικά προκαλείται οξειδωτική διάσπαση του DNA χωρίς την 

επίδραση ακτινοβολίας, γεγονός που συμφωνεί με τα βιβλιογραφικά δεδομένα 

για σύμπλοκα του Cu(I). ]111[  Όταν ακτινοβοληθούν τα δείγματα (lane 5-lane 7) 

έχουμε και πάλι διάσπαση του DNA, φωτοδιάσπαση, και στη μεγαλύτερη 

συγκέντρωση των 100 μΜ, παρατηρούμε και το γραμμικό (linear) DNA, τη 

form III. 

Κάτι ανάλογο παρατηρούμε και για το σύμπλοκο [Cu(pqCl)2]BF4. 

(κάτω) Όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του συμπλόκου παρατηρείται 

διάσπαση του DNA (lane 2-lane 4) και μετά την ακτινοβόληση έχουμε 

φωτοδιάσπαση, ενώ στη μεγαλύτερη συγκέντρωση παρατηρείται και η form III 

(linear) του DNA ενώ δεν διακρίνεται πλέον η form I του πλασμιδίου 

(supercoiled DNA). 
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Σχήμα 7.13. Ανίχνευση των προϊόντων αλληλεπίδρασης του πλασμιδίου pBR322 με τα 

σύμπλοκα [Cu(pq)2]BF4,(πάνω) και [Cu(pqCl)2]BF4 (κάτω) πριν την ακτινοβόληση (lanes 2-4) 

και μετά την ακτινοβόληση (lanes 5-7) (1): ελεύθερο DNA, (2): [σύμπλοκο]=10μΜ (3): 
[σύμπλοκο]=50μΜ (4): [σύμπλοκο]=100μΜ (5): [σύμπλοκο]=10μΜ μετά από ακτινοβόληση σε 

λακτ > 335 nm, για 2h. (6) [σύμπλοκο]=50μΜ μετά από ακτινοβόληση (7) [σύμπλοκο]=100μΜ 

μετά από ακτινοβόληση 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8 
Αποτελέσματα κυτταροτοξικών πειράματων 

 
Τα κυτταροτοξικά πειράματα του συμπλόκου [Cu(pq)2]BF4 

πραγματοποιήθηκαν σε δύο σειρές καρκινικών κυττάρων: α) PC3 (καρκινικά 

κύτταρα προστάτη) και β) Τ98G (καρκινικά κύτταρα εγκεφάλου, 

γλοιοβλαστώματος). 

 

In vitro βιολογικές μελέτες 

Αρχικά, τα καρκινικά κύτταρα παρέμειναν σε υψηλής συγκέντρωσης 

διάλυμα γλυκόζης DMEM-medium με L-γλουταμίνη και 10% ορό FBS (foetal 

bovine serum) με πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη ως συντηρητικά (100 UI/100 

mg ανά mL, σε 5% CO2 incubator στους 37 0 C. 

 

Μέτρηση κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ ]106[  

Και οι δύο κυτταρικές σειρές, PC3 και T98G καλλιεργήθηκαν σε πλάκες  

με 96 ‘πηγαδάκια’ (wells) σε μία πυκνότητα των 6000 κυττάρων ανά 100 μL 

ανά πηγαδάκι και επωάστηκαν για 24h, προκειμένου να ΄κολλήσουν΄ στον 

πάτο. Την επομένη της καλλιέργειας τα κύτταρα που είχαν αναπτυχθεί με 

εκθετικό ρυθμό επωάζονται σε έξι διαφορετικές συγκεντρώσεις του 

συμπλόκου του Cu(I): 1, 10, 25, 50, 100, 250 μΜ, αφού απομακρυνθεί το 

παλιό θρεπτικό υλικό και προσθέσουμε 100 μL της υπό μελέτη ενώσεως. Σε 

12 πηγαδάκια όπου δεν προστέθηκε ποσότητα συμπλόκου, χρησιμοποιήθηκε  

πρότυπο αναφοράς. Μετά από 72h επώαση αφαιρείται το D-MEM medium 

και γίνεται προσθήκη 100 μL διαλύματος MTT, (Sigma), σε κάθε πηγαδάκι και 

αφήνονται κατόπιν για επώαση 4h.  

Εν συνεχεία το ΜΤΤ διάλυμα αφαιρείται και προστίθεται ισοπροπανόλη 

σε κάθε ένα από τα πηγαδάκια που χρησιμοποιήθηκαν για τα κύτταρα 

προκειμένου να σταματήσει η διάσπαση του τετραζολικού δακτυλίου από τα 

ένζυμα αφυδρογονάσες που μετατρέπουν το ΜΤΤ σε αδιάλυτους μωβ 

κρυστάλλους φορμαζίνης στα ζωντανά κύτταρα. Οι πλάκες κατόπιν 

αναδεύονται σε θερμοκρασία δωματίου για περίπου 15-20min, προς διάλυση 

των μωβ κρυστάλλων φορμαζίνης ενώ η ένταση αυτών και των παραγώγων 
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εκτιμάται μετρώντας την κάθε απορρόφηση (OD-optical density) σε αναλυτή 

ELISA (540/620 nm). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως: μέσος όρος της OD 

των διαφόρων επαναλήψεων, 100/OD του control, σχεδιάστηκαν ως προς την 

αντίστοιχη συγκέντρωση συμπλόκου σε ένα ημι-λογαριθμικό γράφημα και το 

IC50 προσδιορίσθηκε από τη καμπύλη δόσης-απόκρισης (Σχήμα 8.2).  

Οι τιμές IC50, ορίζονται ως οι συγκεντρώσεις των συμπλόκων που 

μπορούν να προκαλέσουν αναστολή της ανάπτυξης καρκινικών όγκων κατά 

50% και για το συγκεκριμένο σύμπλοκο βρέθηκαν για τη μεν κυτταρική σειρά 

των PC3, IC50=44,99 (±10,73) μΜ και για τη σειρά των Τ98G IC50=22,64 

(±6,8) μΜ 

Επίσης, υπολογίστηκαν και οι αντίστοιχες τιμές IC50 για το cisplatin για 

συγκριτική παράθεση: T98G: 6,45 (±1,64) μΜ, PC3: 2,19 (±0,11) μΜ, όπως 

φαίνεται στον παρακάτω Πίνακα (Πίνακας 9.1) 

  

Συμπεράσματα-σχολιασμός 

Η δοκιμασία ΜΤΤ είναι μια χρωματομετρική δοκιμασία με τη βοήθεια 

της οποίας μπορούμε να  μελετάμε την κυτταροτοξικότητα των κυττάρων, 

όπου το άλας του τετραζολιου, ΜΤΤ (3-(4,5-διμεθυλθειαζολ-2-υλο)-2,5-

διφαινυλτετραζόλιοβρωμίδιο, ανάγεται προς μωβ φορμαζάνη στα ζωντανά 

κύτταρα, δίνοντας πορφυρό χρώμα (Σχήμα 8.1). Αυτές οι ανιχνεύσεις 

στηρίζονται στην κυτταρική μεταβολική δραστικότητα μέσω ΝΑD(P)H όταν το 

κύτταρο αναπνέει. Η σχηματιζόμενη ποσότητα φορμαζάνης είναι ανάλογη με 

το ποσοστό βιωσιμότητας των κυττάρων, επομένως λίγη ποσότητα 

φορμαζάνης συνεπάγεται χαμηλή βιωσιμότητα των κυττάρων και άρα 

μεγαλύτερη θνησιμότητα. 

Είναι προφανές ότι όσο μικρότερη η τιμή του IC50 έχουμε μεγαλύτερη 

θνησιμότητα των κυττάρων και μεγαλύτερη κυτταροτοξικότητα.  

Επομένως, από το παρακάτω σχήμα (Σχήμα 8.2), συμπεραίνουμε πως 

για τα σύμπλοκά μας προκύπτει μια μέτρια κυτταροτοξικότητα. Παρατηρούμε 

πως το Cu(pq) 2 ]BF4 εμφανίζει 20 φορές μεγαλύτερη τιμή IC50 από την 

αντίστοιχη του cisplatin για τα PC3 καρκινικά κύτταρα, ενώ μόλις 3,5 φορές 

μεγαλύτερη τιμή IC50 έναντι του cisplatin για τα T98G καρκινικά κύτταρα. 
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Συνεπώς, συμπεραίνουμε, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 9.1, πως τα 

αποτελέσματα IC50 του υπό μελέτη συμπλόκου είναι καλύτερα για τα Τ98G 

συγκριτικά με αυτά των PC3 και άρα μεγαλύτερη κυτταροτοξικότητα! 

 
Σχήμα 8.1: Αναγωγή του ΜΤΤ σε φορμαζάνη στα ζωντανά κύτταρα. 
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Σχήμα 8.2: Καμπύλες εύρεσης των IC50 του Cu(pq) 2 ]BF4 για τις κυτταρικές σειρές PC3 και 

T98G, με τη βοήθεια της ΜΤΤ μεθόδου. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9 

9.1. Αποτελέσματα βιολογικών πειραμάτων ως προς 
τον PAF 

Οι τιμές του Πίνακα 9.1 δείχνουν ότι τα σύμπλοκα αναστέλλουν τη 

δράση του PAF σε WRPs. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, παρόμοια 

αποτελέσματα παρατηρούνται σε κλασικά αντιφλεγμονώδη φάρμακα και 

καλούς αναστολείς του PAF. Να σημειώσουμε ότι οι καλύτεροι αναστολείς του 

PAF είναι της τάξης του 10-8 Μ. Αυτή η αναστολή, δηλαδή η παρεμπόδιση της 

μετάδοσης του σήματος, μπορεί να οφείλεται στο ότι τα σύμπλοκα συνδέονται 

πάνω στον υποδοχέα εμποδίζοντας την σύνδεση του PAF (ειδική πρόσδεση 

στον υποδοχέα του PAF) ή στο ότι συνδέονται κοντά στο σημείο πρόσδεσης 

του PAF προκαλώντας στερεοχημική παρεμπόδιση (μη ειδικοί αναστολείς). 

Μεταξύ των συμπλόκων που μελετήθηκαν ισχυρότερος αναστολέας είναι το 

σύμπλοκο .[Cu(dmp)2]BF4. 

.Όπως φαίνεται και στον παρακάτω Πίνακα (Πίνακας 9.1), για το 

σύμπλοκο  [Cu(pq)2]BF4 η τιμή του IC50 (Μ) βρέθηκε 8,61*10-7 Μ ενώ η 

αντίστοιχη του [Cu(dmp)2]BF4 βρέθηκε 2,90*10-7 Μ και του Cu(pqCl)2]BF4 

3,095*10-7 Μ. Αν συγκρίνουμε τις τιμές αυτές συμπεραίνουμε πως το 

Cu(dmp) 2 ]BF4, όπου dmp=2,9-διμέθυλο1,10-φαινανθρολίνη και το 

[Cu(pqCl)2]BF4 είναι πιο ισχυροί αναστολείς του PAF σε σχέση με το . 

[Cu(pq)2]BF4.  

Παρόμοια πειράματα έγιναν και ως προς τη θρομβίνη, χωρίς ωστόσο 

να παρατηρηθεί κάποια ανασταλτική δράση των συμπλόκων.  

Στην πραγματικότητα όμως, λόγω των πειραματικών σφαλμάτων που 

υπάρχουν στα βιολογικά πειράματα, το καθοριστικό μέγεθος είναι τάξη 

μεγέθους (10-7), οπότε πρακτικά όλα έχουν την ίδια ικανότητα αναστολής του 

PAF. Αξίζει να σημειωθεί ότι την ίδια ανασταλτική ικανότητα παρουσιάζει και 

το cisplatin ]112[  
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Πίνακας 9.1: Τιμές IC50(μΜ)(±SD)μΜ των συμπλόκων [Cu(pq)2]BF4 Cu(pqCl) 2]BF4 και του 

cisplatin σε κυτταρικές σειρές PC3, Τ98G και ως προς PAF (WRPS:πλυμένα αιμοπετάλια 

κουνελιού) 

 

Σύμπλοκο 

 
Αλληλεπίδραση 

με φυσικό DNA 
PC3 

 
Τ98G 

 
PAF 

[Cu(pq)2]BF4 1,25x105 44,99·(±10,73) 22,64 (±6,8) 8,61* 10-7 

Cu(pqCl) 2]BF4  0,78x105 - - 3,095*10-7 

cisplatin - 2,19 (±0,11) 6,45 (±1,64) 5,50*10-7 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε σύνθεση και 

χαρακτηρισμός των συμπλόκων του Cu(Ι), [Cu(pq)2]BF4  και του 

[Cu(pqCl)2]BF4 με φασματοσκοπία NMR, FT-IR, Uv-Vis και CV. Το μεν 

[Cu(pq)2]BF4  συνετέθηκε με διαφορετικό τρόπο από εκείνον που έχει 

πραγματοποιηθεί, ]20[  ενώ το σύμπλοκο [Cu(pqCl)2]BF4 παρασκευάστηκε για 

πρώτη φορά. 

Επίσης συνετέθηκε το σύμπλοκο Cu(dmp) 2 ]BF4 για το οποίο 

υπάρχουν στην βιβλιογραφία δεδομένα για την δράση με το DNA αλλά δεν 

υπάρχουν κυταρροτοξικές μελέτες καθώς και μελέτες για τη δράση του έναντι 

του PAF. 

Όλα τα προαναφερθέντα σύμπλοκα μελετήθηκαν κατά την 

αλληλεπίδραση τους με φυσικό DNA από θύμο αδένα βοειδούς. Η 

αλληλεπίδραση μελετάται με φασματοσκοπία ορατού-υπεριώδους, με 

φθορισμό, με φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού, ιξωδομετρία, κυκλική 

βολταμμετρία και ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης. Τα αποτελέσματα 

δείχνουν για τα σύμπλοκα [Cu(pq)2]BF4, και [Cu(pqCl)2]BF4 πως 

αλληλεπιδρούν με το CT-DNA μέσω συναρμογής στην αύλακα, προκαλώντας 

διάσπαση του DNA. Η σταθερά σύνδεσης προσδιορίστηκε σε 1,25x105 Μ-1 

στα 331nm για το πρώτο, ενώ σε 0,78x105 Μ-1 στα 338nm για το δεύτερο. 

Διαπιστώθηκε επίσης πως τα σύμπλοκα διασπούν το DNA, γεγονός που 

συμφωνεί με τα βιβλιογραφικά δεδομένα. 

 Τα βιολογικά πειράματα για την κυτταροτοξική δράση των συμπλόκων 

σε δύο καρκινικές σειρές, αυτές των Τ98G και PC3, μας οδηγούν στο 

συμπέρασμα πως υπάρχει μέτρια κυτταροτοξικότητα. Παρατηρούμε πως το 

[Cu(pq)2]BF4  εμφανίζει 20 φορές μεγαλύτερη τιμή IC50 από την αντίστοιχη του 

cisplatin για τα PC3 καρκινικά κύτταρα, ενώ μόλις 3,5 φορές μεγαλύτερη τιμή 

IC50 έναντι του cisplatin για τα T98G καρκινικά κύτταρα. 

Συνεπώς, τα αποτελέσματα IC50 των συμπλόκων μας είναι καλύτερα 

για τα Τ98G συγκριτικά με αυτά των PC3 και άρα εκεί προκύπτει μεγαλύτερη 

κυτταροτοξικότητα! 
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Τα βιολογικά πειράματα για PAF στα σύμπλοκα του χαλκού, , 

[Cu(pq)2]BF4, [Cu(pqCl)2]BF4 και [Cu(dmp)2]BF4, όπως διαπιστώθηκε 

προκαλούν αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων.  

Συμπερασματικά τα ανωτέρω σύμπλοκα συγκρινόμενα με το cisplatin 

παρουσιάζουν ανάλογη ικανότητα συναρμογής στην αύλακα, περιορισμένη 

κυτταροτοξική δράση και αντίστοιχη ικανότητα αναστολής του PAF. 

Απώτερος σκοπός των μελετών μας είναι να επιτύχουμε την 

παρασκευή συμπλόκου με αντίστοιχη δραστικότητα του cisplatin σε ικανότητα 

συναρμογής στην αύλακα και κυτταροτοξική δράση, που συγχρόνως να είναι 

και ισχυρότατος αναστολέας του PAF της τάξεως του 2 10-8, όπως είναι ο 

αναστολέας που παρουσίασε συνεργιστική δράση με το cisplatin. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 
 

ΞΕΝΟΓΛΩΣΣΟΣ ΟΡΟΣ ΜΕΤΑΦΡΑΣΜΕΝΟΣ ΟΡΟΣ 

intraligand-charge-transfer-transition μετάπτωση μεταφοράς φορτίου 
ανάμεσα σε δύο υποκαταστάτες 

metal-to-ligand-charge-

transfertransition 

μετάπτωση μεταφοράς φορτίου από 
το μέταλλο στον υποκαταστάτη 

ligand-centered-charge-

transfertransition 

μετάπτωση μεταφοράς φορτίου επί 
του υποκαταστάτη 

emission εκπομπή 

excitation διέγερση 

CV Κυκλική βολταμετρία 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ-ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ-ΑΚΡΟΝΥΜΑ 

A αδενίνη 

Abs απορρόφηση 

ATP τριφωσφωρική αδενοσίνη 

C κυτοσίνη 

CD Κυκλικός διχρωισμός 

C.T.-DNA Φυσικό δίκλωνο δεοξυριβονουκλεϊκό 

οξύ από θύμο αδένα βοειδούς 

CMP μονοφωσφορική κυτοσίνη 

phen 1,10-φαινανθρολίνη 

phendione 1,10-φαινανθρολίνη-5,6-διόνη 

dppz Διπύριδο[,2-a:2’3’-c]φαιναζίνη 

dmp 2,9-διμεθυλο-1,10-φαινανθρολίνη 

G γουανίνη 

GMP μονοφωσφορική γουανοσίνη 

IR υπέρυθρο 

MeOH μεθανόλη 

MS Φασματοσκοπία μάζας 

NMR Πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός 

pq 2-(2’-πυριδιλ)κινοξαλίνη 

RNA ριβονουκλεικό οξύ 

T θυμίνη 

U ουρακίλη 

UV-Vis Υπεριώδες- ορατό 

ε Συντελεστής μοριακής 

απορροφητικότητας 

λ Μήκος κύματος 
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