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ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ: ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1. Ιστορική Αναδοουή

Το 1964 ο Αμερικανός Βιοφυσικός Β3γπθΜ Ρο5Θπ6θγ9 και οι 
συνεργάτες του, ενώ χρησιμοποιούσαν αδρανή ηλεκτρόδια 
λευκοχρύσου για να εφαρμόσουν ένα ηλεκτρικό πεδίο σ’ένα θάλαμο 
ανάπτυξης βακτηριδίων Ε.οόΙί, με σκοπό να μελετήσουν την επίδραση 
του πεδίου στην ανάπτυξή τους, παρατήρησαν έκπληκτοι το εξής 

φαινόμενο: Διακόπηκε η αναπαραγωγή (κυτταρική διαίρεση) των 
βακτηριδίων, ενώ αντίθετα αυτά άρχισαν να μεγαλώνουν σε μέγεθος 
(μέχρι και 300 φορές του φυσιολογικού τους μεγέθους) σχηματίζοντας 
μακρές κυτταρικές ίνες [1 ].

Η παρατήρηση αυτή βρέθηκε τελικά ότι οφειλόταν στην παρουσία 

άμινο-χλωρο-συμπλόκων των Ρί(ΙΙ) και Ρί(ΐν), που παράγονταν λόγω 

ηλεκτρόλυσης σε ποσότητες της τάξης των 10 ρρηη από τα ηλεκτρόδια 

λευκοχρύσου και το άλας ΝΗ4ΟΙ, το οποίο περιεχόταν στο ρυθμιστικό 
διάλυμα των παραπάνω πειραμάτων [2,3].

Περαιτέρω μελέτες έδειξαν ότι μια από τις ενώσεις αυτές ήταν η 

σύμπλοκη ένωση θ 8-Ρί(ΝΗ3)2θ ΐ2 (οίδ-ΡΡΡ ή οϊδρίθίίη), μια κλασσική 
σύμπλοκη ένωση, η σύνθεση και η δομή της οποίας ήταν γνωστές για 

παραπάνω από έναν αιώνα [4α,β]. Αντίθετα, το ί^ηδ-ισομερές βρέθηκε 
να μην παρουσιάζει ανάλογη δράση (Σχήμα 1) [3].

α β

Σχήμα 1: Τα οΐδ- (α) και ίτοηδ- (β) ισομερή του (ΝΗ3)2ΡΐΟΙ2.
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Το 1978 ο Ρο3θηβθΓ9 παρουσιάζει κάποια ανάλογα του οΐδ-ϋΟΡ που 

παρουσιάζουν επίσης αντικαρκινική δράση [13], (Σχήμα 2).

Σχήμα 2: Ανάλογα του οίδ-ϋϋΡ με αντικαρκινική δράση.

Μερικά άλλα ανάλογα του οίδ-ϋϋΡ που παρουσιάζουν αξιόλογη 
αντικαρκινική δράση και βρίσκονται προς το παρόν στο στάδιο κλινικών 
δοκιμών (εκτός από το ΟβΓόορΙβίΐη) παρουσιάζονται στο Σχήμα 3. Από 
αυτά, το μόνο που κυκλοφορεί ευρέως στην αγορά είναι το ανάλογο οίδ- 
[(ΝΗ3)2Ρί(ΟΒΟΑ)] , όπου ΟΒϋΑ = το ανιόν του 1,1-δι-καρβοξυλο- 
κυκλοβουτανίου ή θ 3Γ&ορΐ3ίίη ή Ρ3Γ3ρΐ3ίίη, το οποίο είναι λιγότερο 

τοξικό από το οίδρίΒίΐη [14α]. Πρόσφατα βρέθηκαν και ΪΓ3Πδ σύμπλοκα 

του Ρί(ΙΙ) με αντικαρκινική δράση [14β,γ]
Σήμερα το οϊδρΐ3ίίη χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με άλλα 

φάρμακα που προαναφέρθηκαν ή σε συνδυασμό με ακτινοθεραπεία 
[15,16] στη θεραπεία του καρκίνου των όρχεων, των ωοθηκών, της 

κύστεως, καθώς και στη θεραπεία όγκων της κεφαλής και του λαιμού. 

Παρόλα αυτά δεν έχει σχεδόν κανένα αποτέλεσμα σε πιο συνηθισμένα 
είδη καρκίνου, όπως ο καρκίνος του πνεύμονα ή του γαστρεντερικού 

συστήματος [17].
Έρευνες για την ανακάλυψη νέων συμπλοκών ενώσεων του 

λευκοχρύσου ή άλλων μεταλλικών ιόντων με την ίδια ή μεγαλύτερη και 

σε ευρύτερο φάσμα δραστικότητα από αυτή του οίδρΐ3ΐϊη καθώς και με 

μικρότερη τοξικότητα, συνεχίζονται εντατικά από πολλές ερευνητικές 

ομάδες στις μέρες μας. Επίσης αν και μετά 30 χρόνια από την 
ανακάλυψη της αντικαρκινικής δράσης του φαρμάκου, οι ερευνητές 
συνεχίζουν να εστιάζουν στη μελέτη του μηχανισμού δράσης του

Ρί
X

\ X ΜοΝΗ2 ΕίΝΗ2 ιΡγΝΗ2

Χ= ΟΓ, Βγ ,-Ο Ο Ο Ο Ο Ο -



5

Και τα δύο σύμπλοκα του Ρί(ΙΙ), οϊδ- και ΪΓ3Π3-ΡΡΡ είναι μικρά, 
ουδέτερα μόρια που διατηρούν τη δομή τους όταν εισέρχονται στο 

πλάσμα του αίματος, όπου η συγκέντρωση των ιόντων χλωρίου είναι 
περίπου 100 ιτιΜ. Καθώς όμως περνούν στο κυττόπλασμα των 
κυττάρων, όπου η συγκέντρωση των ιόντων χλωρίου μειώνεται στα 4 
ιτιΜ, τα σύμπλοκα υδρολύονται (Σχήματα 4, 5). Έχει υπολογιστεί ότι οι 
σχετικές αναλογίες των προϊόντων υδρόλυσης του οίδρίθΐίη στα 

κύτταρα είναι: 0.46 [Ρί(ΝΗ3)2(Η20)2]2+ : 3.63 [Ρί(ΝΗ3)2(0Η)2] : 2.90 
[Ρί(ΝΗ3)2(Η20)(0Η)]+ : 1.0 [Ρί(ΝΗ3)2(Η20)(ΟΙ)]+ : 1.0 [Ρί(ΝΗ3)2(ΟΗ)(ΟΙ)] 

: 0.915 [ΡΙ(ΝΗ3)2ΟΙ2] [18,19].

1.2. Πιθανός υηνανισικχ δοάση<: του οίδ-ΡΡΡ

το υπόλοιπο πολύ αργά.

Σχήμα 4: Σχηματική παράσταση της κυκλοφορίας του οίδρίθΐίη μέσα 
στον οργανισμό.
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ανάπτυξη στα βακτήρια, β) λυσογένεια, γ) καρκινογένεση, δ) 
αδρανοποίηση των ιών και ε) απενεργοποίηση των βακτηριοφάγων που 

περιέχουν ϋΝΑ και μεταφέρουν ϋΝΑ [21,22].
Επίσης το αδ-ϋΟΡ παρουσιάζει τις εξής βιοχημικές ιδιότητες που 

ενισχύουν το παραπάνω συμπέρασμα: α) εκλεκτική αναστολή της 

σύνθεσης του ϋΝΑ και όχι της σύνθεσης του ΚΝΑ ή της 
πρωτεϊνοσύνθεσης, β) αδρανοποίηση του υποστρώματος του ενζύμου 
ϋΝΑ-πολυμεράση, γ) εκλεκτική σύνδεση με το ϋΝΑ, δ) διαφορετικά 
σύμπλοκα του λευκοχρύσου συνδέονται με παρόμοιο τρόπο με το οίδ- 
ϋϋΡ  και ε) συσχέτιση μεταξύ της αντικαρκινικής δραστικότητας και της 

αναστολής της ανάπτυξης των βακτηριδίων [2 1 ,22].

Μελέτες σχετικές με την αλληλεπίδραση Ρΐ-ϋΝΑ [23-28] 
οδήγησαν στα εξής συμπεράσματα: Η συμπλοκοποίηση των προϊόντων 
υδρόλυσης του λευκοχρύσου με το ϋΝΑ πραγματοποιείται σε δύο 
βήματα, με σημαντική εκλεκτικότητα ως προς την ακολουθία βάσεων 
του ϋΝΑ. Το πρώτο βήμα αφορά στο σχηματισμό μονοδοντικών 

προϊόντων προσθήκης, κυρίως στη θέση Ν7 μιας γουανίνης ή αδενίνης. 

Στη συνέχεια, τα μονοδοντικά αυτά προϊόντα αντιδρούν περαιτέρω προς 
σχηματισμό διδοντικών προϊόντων, κυρίως στη θέση Ν7 μιας γειτονικής 
γουανίνης και σε μικρότερη έκταση, μιας γειτονικής αδενίνης. Αν οι 

συμπλοκοποιημένες νουκλεοβάσεις ανήκουν στον ίδιο κλώνο ϋΝΑ, 
σχηματίζεται ένας ενδοκλωνικά διασταυρούμενος δεσμός (ΕΔΔ, 

ΙηΐΓ35ίΓ3ηο1 ΟοδδϋηΚ). Αν ο λευκόχρυσος συνδέεται με δυο βάσεις σε 

διαφορετικούς κλώνους του ϋΝΑ, τότε σχηματίζεται ένας διακλωνικά 
διασταυρούμενος δεσμός (ΔΔΔ, ΙπΐβΓδίΓ3πε1 ΟΐΌδδΙίπΚ). Τέλος, υπάρχει 
και η περίπτωση σχηματισμού διασταυρούμενων δεσμών τύπου ϋΝΑ- 

Ρί-πρωτεϊνης (Σχήμα 6).
Η σχετική ποσότητα κάθε προϊόντος προσθήκης υπολογίστηκε 

αρχικά ΐη νίίΐΌ, επιδρώντας οΐδρΐ3ίΐη σε ϋΝΑ και στη συνέχεια 
αποικοδομώντας το ϋΝΑ ενζυματικά σε νουκλεοτίδια με ϋΝάση I και 
νουκλεάση Ρ1. Τα προϊόντα διαχωρίστηκαν χρωματογραφικά και
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Όλα αυτά τα στοιχεία οδηγούν σε σοβαρές υποθέσεις για τη 
σημασία των Ρί-ϋΝΑ προϊόντων προσθήκης γενικά και ειδικότερα των 

ά(θρθ) και ά(ΑρΟ) ενδοκλωνικά διασταυρούμενων δεσμών, ως 

καθοριστικών παραγόντων για τις ανπκαρκινικές ιδιότητες του οϊδρίθίΐη.

Σχήμα 6: Διάφοροι τρόποι σύνδεσης του ϋΝΑ με οϊδ-ϋΟΡ ή/και με 
πρωτεΐνες.

Το οίδ-ΩΟΡ αντιδρά επίσης με τις πρωτεΐνες του πλάσματος, και 

μάλιστα περίπου το 50% του φαρμάκου δεσμεύεται εκεί μια ώρα μετά τη 

χορήγησή του [33]. Κύρια θέση δέσμευσης του φαρμάκου είναι το θείο 
της γλουταθειόνης (05Η) [34-36] ή η σουλφυδρυλομάδα της κυστεϊνης 
(Ογδ). Αυτή η δέσμευση συσχετίστηκε με τη μεγαλύτερη
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άλλους τύπους βλάβης του ϋΝΑ. Ο δεσμός αυτών των πρωτεϊνών 

μπορεί να αποτελεί στοιχείο για τη μοριακή εξήγηση της αντικαρκινικής 
δράσης του οΐδρίθΐίη, αφού η προστασία των 1,2 ενδοκλωνικά 

διασταυρούμενων συμπλοκών από τις ϋΚΡδ, με αποτέλεσμα τη μη 
αναγνώρισή τους από τα κυτταρικά επιδιορθωτικά ένζυμα, θα είχε σαν 
αποτέλεσμα τη διατήρηση της παραμόρφωσης του ϋΝΑ και την 
εμτϊόδιση της αντιγραφής του.

Η πρόοδος που έχει γίνει τα τελευταία είκοσι χρόνια στην 
κατανόηση του μηχανισμού αντικαρκινικής και τοξικής δράσης του 
οϊδρίβΐϊη είναι μεγάλη, αλλά ακόμα απέχουμε πολύ από το να 
διευκρινίσουμε πλήρως το μηχανισμό αυτό. Η ερευνητική προσπάθεια 
συνεχίζεται και στα πλαίσια αυτής εντάσσεται και η παρούσα εργασία.

2. ΤΡΙΑΔΙΚΑ ΣΥΜΠΛΟΚΑ Ρά(ΙΙ) ΚΑΙ Ρί(ΙΙ) ΜΕ ΑΜΙΝΟΞΕΑ-ΠΕΠΤΙΔΙΑ 

ΚΑΙ ΝΟΥΚΛΕΟΒΑΣΕΙΣ-ΝΟΥΚΛΕΟΖΙΤΕΣ-ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΑ.

Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ νουκλεϊνικών οξέων, πρωτεϊνών και 

μεταλλικών ιόντων παίζουν σημαντικό ρόλο στη μοριακή βιολογία [46- 

50]. Η έκφραση της γενετικής πληροφορίας ελέγχεται κυρίως μέσω της 
αλληλεπίδρασης ρυθμιστικών πρωτεϊνών με ΟΝΑ. Μεγάλος αριθμός 

συμπλοκών πρωτεϊνης-μεταλλικού ιόντος συμμετέχει στη διαμόρφωση 

στο χώρο (ρ3θΙ<ίη9), στην επιδιόρθωση, στον ανασυνδυασμό και στην 
αναπαραγωγή του ΟΝΑ. Τέτοια σύμπλοκα πραγματοποιούν επίσης 

σημαντικές λειτουργίες στον τεμαχισμό, στην αποθήκευση και στη 
μεταφορά του ΚΝΑ.

Ανάλογα με τη θέση του δεσμού του μετάλλου, τα τριαδικά 

σύμπλοκα μεταλλικό ιόν-νουκλεϊνικό οξύ-πρωτεϊνη μπορούν να 

ταξινομηθούν σε τρεις τύπους (Σχήμα 7) [51]: Αλληλεπίδραση μεταξύ 

ενός συμπλόκου μετάλλου-πρωτεϊνης και ενός νουκλεϊνικού οξέος ή 

νουκλεοτιδίου μπορεί να οδηγήσει στο σχηματισμό τριαδικού 

συμπλόκου τύπου I. Μεταλλικά ιόντα μπορούν επίσης να ενωθούν με
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των α- και β-φωσφορικών ομάδων του ΑΏΡ και με τέσσερα μόρια 

νερού. Η φωσφορική ομάδα σχηματίζει δεσμό υδρογόνου με το τμήμα 

Ηίδ122. Η βάση της αδενίνης συνδέεται με το ένζυμο μόνο, όχι πολικά.
Σύμπλοκα τύπου III σχηματίζονται σε πολλά πρωτεολυτικά 

τμήματα της πολυμεράσης I του ϋΝΑ των βακτηρίων Ε.οοΙί, με άΤΜΡ 
και δισθενή μεταλλικά ιόντα, τα οποία ενώνονται συγχρόνως με τις 
φωσφορικές ομάδες και τα αμινοξέα των τμημάτων πρωτεΐνης [54].

Στα σύμπλοκα τύπου II και III τα μεταλλικά ιόντα αλληλεπιδρούν 
μόνο με τις φωσφορικές ομάδες των νουκλεοτιδίων. Οι βάσεις δεν 

συμμετέχουν στο μεταλλικό δεσμό. Όμως, αρκετά μεταλλικά ιόντα όπως 
Μπ(ΙΙ), Οο(ΙΙ), Ου(ΙΙ) και Ζπ(ΙΙ) μπορούν να σχηματίσουν ομοιοπολικούς 
δεσμούς με τα άτομα αζώτου των βάσεων, όπως και με τις φωσφορικές 

ομάδες [55]. Επίσης, κάποια μεταλλικά ιόντα όπως τα Μη(ΙΙ) [56] και 

Ζη(ΙΙ) [57] ενώνονται με τα εξωκυκλικά άτομα οξυγόνου των βάσεων. 
Τέλος, μερικά μέταλλα μεταπτώσεως όπως το ρουθήνιο [58], το όσμιο 
[59] και ο υδράργυρος [60] μπορούν να αλληλεπιδράσουν με τα άτομα 
άνθρακα που συμμετέχουν στους διπλούς δεσμούς των δακτυλίων της 
θυμίνης, της ουρακίλης και της κυτοσίνης.

Η τεράστια πολυπλοκότητα των βιολογικών συστημάτων ϋΝΑ- 

μετάλλου-πρωτεϊνών οδήγησε σε προσπάθειες σχεδιασμού και μελέτης 
μικρότερων συμπλοκών ενώσεων ως μοντέλων των συστημάτων 

αυτών. Σε αυτές τις σύμπλοκες ενώσεις-μοντέλα, οι υποτιθέμενες θέσεις 
δεσμού του μετάλλου αντιπροσωπεύονται από αμινοξέα ή μικρά 
πεπτίδια και νουκλεοβάσεις-νουκλεοζίτες-νουκλεοτίδια. Παρά το γεγονός 

βέβαια, ότι το κύριο κίνητρο για τη μελέτη των συστημάτων αυτών ήταν 

η ανάγκη να βγάλουμε συμπεράσματα σχετικά με τους τρόπους ένταξης 

του μεταλλικού ιόντος, σε μερικές περιπτώσεις ήρθαν στο φως 

ενδιαφέροντα στοιχεία που αφορούσαν τη δομή και τη δραστικότητα των 

μοντέλων αυτών. Έτσι, στα μικτά σύμπλοκα, εκτός από τη γεωμετρία 

ένταξης και τις θέσεις δεσμού, ανιχνεύτηκαν και μελετήθηκαν μη 

ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υποκαταστατών γύρω από
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Ο ΚοζΙοννδΚΐ, το 1977 μελέτησε με φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ την 

αντίδραση μεταξύ του δυαδικού συμπλόκου Ρά(ΙΙ)-<3 ΙγογΙ-Ι_-3δρ3ΐ1 ίο 
Αοίά, αδενοσίνης και ΑΤΡ [67]. Στο αρχικό δυαδικό σύμπλοκο, το 

διπεπτίδιο δρα σαν τριδοντικός υποκαταστάτης σε περιοχή ρΗ από 4 
ως 13, μέσω της τελικής αμινομάδας, του πεπτιδικού αζώτου και της 
καρβοξυλικής ομάδας. Η αντίδραση αυτού του συμπλόκου με αδενοσίνη 
εξαρτάται από το ρΗ. Σε περιοχές ρΗ από 4 ως 7, στο διάλυμα 

ανιχνεύονται τριών ειδών προϊόντα: δύο μονομερή στα οποία το Ρά(ΙΙ) 

συμπλέκεται με το νουκλεοζίτη μέσω Ν1 (ΡοΙ-Ν1) και Ν7 (Ρς!-Ν7) 

αντίστοιχα και ένα διμερές, όπου δύο μόρια Ρά(ΙΙ)-διπεπτιδίου 
συμπλέκονται με ένα μόριο αδενοσίνης, μέσω του αζώτου Ν1 το πρώτο 
και του Ν7 το δεύτερο. Από τα δύο μονομερή πιο σταθερό είναι το Ρό- 

Ν1 , το οποίο συνεχίζει να υπάρχει ακόμα και σε ρΗ=11. Στα διαλύματα 
που περιέχουν ΑΤΡ και σε αναλογία συμπλόκου Ρύ(Ι1)-διπετΓτιδίου: ΑΤΡ 

2:1, ανάλογα με το ρΗ, ανιχνεύονται διαφορετικά προϊόντα. Σε ρΗ=5-7 
υπάρχει μόνο το διμερές προϊόν Ρά-Ν1+Ρά-Ν7. Σε ρΗ>7, ανιχνεύονται 
επίσης τα μονομερή σύμπλοκα Ρά-Ν1 και Ρά-Ν7, με σταθερότερο το 
πρώτο. Σε διαλύματα διαφορετικής ποσοτικής σύστασης, ανιχνεύονται 
τα ίδια σύμπλοκα, αλλά σε διαφορετικές αναλογίες.

Συνεχίζοντας τις μελέτες του σε τριαδικά συστήματα, ο ΚοζΙοννδΚί 

μελέτησε την αλληλεπίδραση μεταξύ του δυαδικού συμπλόκου ΟΙγ-ΤγΓ- 
Ρά(ΙΙ) και ΑΤΡ-ΑΟΡ, με τη βοήθεα φασματοσκοπίας 1Η-ΝΜΡ και 130- 
ΝΜΚ [68]. Το διπεπτίδιο και σε αυτή την περίπτωση δρα ως τριδοντικός 

υποκαταστάτης. Τα προϊόντα που ανιχνεύτηκαν στο διάλυμα ήταν δύο: 

ένα μονομερές σε ρΗ>6, όπου το Ρά(ΙΙ) συμπλέκεται μέσω του αζώτου 

Ν1 της βάσης του ΑΤΡ (ή ΑϋΡ) και ένα διμερές σύμπλοκο, Ρς1-Ν1+ΡοΙ- 

Ν7, το οποίο σχηματίζεται σε μεγαλύτερη αναλογία και είναι και το πιο 
σταθερό, ακόμα και σε διάλυμα μοριακής αναλογίας ΟΙγ-ΤγΓ-Ρά(ΙΙ) προς 

νουκλεοτίδιο 1:1. Μονομερές σύμπλοκο τύπου Ρύ-Ν7 δεν ανιχνεύτηκε.

2.1. Τριαδικά σύυπλοκα παλλαδίου
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έδωσε ως προϊόντα σύμπλοκα του τύπου {Ρά(ρΓθ)(ΝυοΙ)ΟΙ}, στα οποία 
οι νουκλεοζίτες δρούν ως μονοδοντικοί υποκαταστάτες μέσω του 
αζώτου Ν7. Η αδενοσίνη (Αάο) αντιδρά διαφορετικά, δίνοντας μόνο 
διπυρηνικά σύμπλοκα του τύπου {ΟΙ(ΡΓθ)Ρο1ΑϋοΡ€ΐ(ΡΓθ)ΟΙ}, όπου η 
αδενοσίνη συνδέει δύο άτομα Ρά μέσω των αζώτων Ν7 και Ν1. Τέλος, 

η αντίδραση με κυτιδίνη (Ογοί) δίνει το μονομερές σύμπλοκο 

ΡοΙ(ΡΓθ)(Ογά)ΟΙ, όπου η Ογοί συνδέεται μέσω του αζώτου Ν3 [70].

Σε διάλυμα 9,Υ9,ΥΟΕ*·ρςΚ·0·£γίί(:,*ηΘ> σε αναλογία 1:1:2, 
φασματοσκοπική (1Η-,130-ΝΜΡ) μελέτη έδειξε πως στο σχηματιζόμενο 
σύμπλοκο το διπεπτίδιο είναι διδοντικά συμπλοκοποιημένο με το 

μέταλλο, μέσω της αμινομάδας και του αμιδικού αζώτου και δυο μόρια 
νουκλεοζίτη συμπλέκονται με το Ρά(ΙΙ) μέσω του αζώτου Ν3. Ανάλογη 
είναι και η συμπλοκοποίηση στο σύστημα Α5ρ-ΡοΙ(Ι1)-ΟγΜιηθ, όπου το 
αμινοξύ συμπλέκεται χηλικά με το μέταλλο, μέσω της αμινομάδας και 
της καρβοξυλομάδας του και η κυτιδίνη μέσω του αζώτου Ν3, σε ρΗ <7. 

Στο σύστημα αυτό οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις συσσώρευσης είναι 

πιο ισχυρές σε αλκαλικό περιβάλλον, με αποτέλεσμα η πιο σταθερή 

δομή, στην οποία το σύμπλοκο είναι “επίπεδο” επικρατεί σε μεγάλες 

τιμές ρΗ [71].
Το σύμπλοκο ΟΙγ-ΤγΓ-ΡοΙ(ΙΙ)-ΟγΙΐοϋηθ μελετήθηκε με 

φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ [71] και η δομή του λύθηκε με τεχνικές 

περίθλασης ακτίνων-Χ [72]. Το διπεπτίδιο ενώνεται με το μέταλλο 

τριδοντικά, μέσω της τελικής αμινομάδας, του αμιδικού αζώτου και της 

καρβοξυλομάδας του, ενώ η κυτιδίνη συμπλοκοποιείται μέσω του 
αζώτου Ν3 του πυριμιδινικού δακτυλίου. Η κρυσταλλική δομή του 
συμπλόκου έδειξε ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 

αρωματικού δακτυλίου της τυροσίνης, της κυτιδίνης και του 

φουρανοζικού οξυγόνου (0(4')...0γ<±..Τγι·), με μια μάλλον εκτεταμένη 

συσσώρευση μεταξύ των δακτυλίων της κυτιδίνης και της τυροσίνης 

(Σχήμα 8). Η διαμόρφωση του σακχάρου του νουκλεοζίτη βρέθηκε να
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θέσεις έχουν καταληφθεί από τα τριδοντικά πεπτίδια. Και στα τρία αυτά 
τριαδικά σύμπλοκα η αναλογία του μονομερούς Ρά-Ν7 προς το 

μονομερές Ρά-Ν1 είναι περίπου 1:3. Στην περίπτωση όμως των 
αρωματικών αμινοξέων (ΤγΓ, ΡΗθ) παρατηρείται μια χημική μετατόπιση 
των πρωτονίων της πουρίνης (του Η8 όταν αυτή ενώνεται μέσω του Ν7 
και του Η2 όταν αυτή ενώνεται μέσω του Ν1), ενώ αντίθετα τα πρωτόνια 
του διπεπτιδίου παραμένουν- ανεπηρέαστα. Ανάλογες ήταν οι 
παρατηρήσεις σε τριαδικά συστήματα μεταξύ των συμπλοκών του Ρύ(ΙΙ) 

με τα διπεπτίδια ΟΙγ-ΡΙίΘ και ΟΙγ-ΤγΓ και τους νουκλεοζίτες/νουκλεοτίδια 
ινοσίνη, ΙΜΡ και ΘΜΡ [75]. Εξηγώντας τις παρατηρήσεις αυτές, 
προτάθηκε ένα μοντέλο, στο οποίο η αρωματική αλυσίδα του 
διπεπτιδίου βρίσκεται πάνω από το μέταλλο, σχεδόν παράλληλη με το 
τετραγωνικό επίπεδο του συμπλόκου και ο νουκλεοζίτης βρίσκεται 

κάθετα προς αυτό.
Ισχυρές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του ιμιδαζολικού δακτυλίου και 

του δακτυλίου της πουρίνης παρατηρήθηκαν και στην περίπτωση 
μικτών συμπλοκών μεταξύ του συμπλόκου (<3ΙγΗΐδΙ_γδ)-ΡοΙ(ΙΙ) και 5'-ΙΜΡ 
ή 5'-ΟΜΡ [76]. Στα σύμπλοκα αυτά το νουκλεοτίδιο ενώνεται με το 
Ρά(ΙΙ) μέσω του αζώτου Ν7, με 1:2 στοιχειομετρία. Ενδιαφέρον είναι ότι 

στα δυο τριαδικά σύμπλοκα οι χημικές μετατοπίσεις των πρωτονίων Η8 

και Η1' (οι οποίες οφείλονται σε δυο αντίθετα φαινόμενα: στην 
αλληλεπίδραση των αρωματικών δακτυλίων (υρίίθΐά δΝίί) και στην 
αλληλεπίδραση της βάσης με το μέταλλο (οΐοννηίίθίοΐ δΜϊίί)) 
παρατηρούνται σε αντίθετες κατευθύνσεις. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί 

στο συμπέρασμα ότι στο σύμπλοκο με 5'-ΙΜΡ ο δακτύλιος της πουρίνης 

βρίσκεται σε σχεδόν κάθετη θέση σε σχέση με το ιμιδαζολικό επίπεδο 

(3ηίΐδί3θΙ<ίη9 θίίθοί), ενώ στο σύμπλοκο με 5'-ΟΜΡ, ο αρωματικός 
δακτύλιος είναι σχεδόν παράλληλος με το επίπεδο του συμπλόκου 

(5ί3θΚΐη9 θίίθοί).
Ο Χατζηλιάδης και η ομάδα του συνέθεσαν τριαδικά σύμπλοκα 

του τύπου ίΐΈη3-[Ρ<3(ο1ίρβρίϊοΙθ)2(ηυοΙ)2]Χ2 με τους νουκλεοζίτες (ηυοΙ),
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σύμπλοκο του Ρά(ΙΙ) με το διπεπτίδιο συνδέεται με τις τέσσερις βάσεις 

κατά προτίμηση με την ακόλουθη σειρά: Ηθ91Ι3-Ν7 « Γπογί-Ν3 »  γπ3ο!θ- 

Ν1 > γώ3οΙθ-Ν7 > ΓηυΓ3-Ν3 . Το σύμπλοκο με την ητιογί χαρακτηρίστηκε 

κρυσταλλογραψικά (Σχήμα 10). Το διπεπτίδιο ς ίγ -^ ΐδ  δΡα ω£ 
τριδοντικός υποκαταστάτης και εντάσσεται με το Ρό(ΙΙ) μέσω του 
αποπρωτονιωμένου αμιδικού αζώτου, της αμινομάδας και του αζώτου 

Ν3 του ιμιδαζολίου της ιστιδίνης. Το επίπεδο της βάσης σχηματίζει 

γωνία 83.1° με το επίπεδο του τετραγωνικού συμπλόκου.

Η Ο Ο  Ο Η Ο Η Ν Ο Ο Η ^ Ο ^ Ν — ρ <1----- Ν Η ^ Η ^ Ο Ο Ν Η Ο Η Ο Ο Ο Η

(3) Ρ Ν ΝΗ2

ορβηβά

(δ)

Σχήμα 9: (α) “Κλειστός” και (β) “Ανοικτός” τύπος ισομερούς του 

συμπλόκου ΐΓ3η3-Γ(αυο)?Ρά(€ΐιρΘρϋ€ΐθ)2ΐΟΐ2
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μεθανολικά διαλύματα [82]. Τα προϊόντα ήταν του τύπου οίδ- 
[Ρί(ϊηο)2(3ΓΠ3θ)]ΟΙ, τα οποία στη συνέχεια με επίδραση ΗΟΙ παρείχαν 
σύμπλοκα του τύπου θ 8-[ΡΙ(ίηο)2(3Γη3θΗ)ΟΙ]ΟΙ. Στα συστήματα αυτά ο 

νουκλεοζίτης συμπλοκοποιείται μέσω του αζώτου Ν7, ενώ τα αμινοξέα 
συμπλοκοποιούνται χηλικά μέσω αμινομάδας και καρβοξυλομάδας, 
στην πρώτη σειρά και μονοδοντικά μέσω μόνο της αμινομάδας στη 
δεύτερη σειρά συμπλοκών. Τα φάσματα 1Η-ΝΜΚ έδειξαν ότι τα 
πρωτόνια Η8 και Η2 της βάσης μετατοπίζονται προς υψηλότερες τιμές 

πεδίου στα τριαδικά σύμπλοκα σε σχέση με τα δυαδικά και τα πρωτόνια 
των αμινοξέων παρουσιάζουν πολύ μικρή μετατόπιση σε χαμηλότερες 
τιμές πεδίου ως προς αυτά των ελεύθερων αμινοξέων και σε 
υψηλότερες τιμές πεδίου ως προς αυτά των δυαδικών συμπλοκών, 
γεγονός που αποδεικνύει την ύπαρξη υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων 

των υποκαταστατών. Και στις δύο σειρές συμπλοκών το τμήμα του 
σακχάρου του νουκλεοζίτη παρουσιάζει αυξημένη 3Ε=03'-βηοΙο-3ηίΐ 

διαμόρφωση σε σχέση με τον ελεύθερο υποκαταστάτη.
Υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις υποκαταστατών παρατηρήθηκαν και 

στα τριαδικά σύμπλοκα του τύπου ΐΓ3η5-[(9υο)2Ρΐ(3ΓΤΊ3θΗ2]Οΐ2, όπου 
3ΐΎΐ30=0Ιγ0ίηθ, Ι_-3 ΐ3ηϊηθ, 1 -ν3ϋηθ και ί-ίδοίβυοΐπθ, στα οποία ο 

νουκλεοζίτης συνδέεται με το μέταλλο με το άζωτο Ν7 και τα αμινοξέα 

συνδέονται μονοδοντικά, μέσω της αμινομάδας τους [83]. Αυτές ήταν 

πιο ισχυρές κοντά στα σημεία δεσμού, αντίθετα με ό,τι παρατηρήθηκε 
για τα οίδ ανάλογα. Το ποσοστό της βπίί διαμόρφωσης του σακχάρου 
παρουσιάστηκε ιδιαίτερα αυξημένο σε σχέση με αυτό στα δυαδικά ή στα 

ο»5 συστήματα, γεγονός που σχετίστηκε με την αυξημένη τοξικότητα του 

ΪΓ3Π5-ΡΡΡ συγκριτικά με το άδ-ΡΡΡ.
Τριαδικά συστήματα του Ρί(ΙΙ) με τα αμινοξέα (3Πΐ3θ), 9ΐγοίηβ, I-  

3 Ι3ΓΉΠΘ, Ι_-2-3Γπϊποΐ3υίγπο 3θΐο1, Ι-νθΗηβ και 1-ηοΓν3Πηθ και τις 
νουκλεοβάσεις (ηυοΙ), 1-μεθυλοκυτοσίνη και 9-μεθυλογουανίνη, του 

τύπου αδ-[(ΝΗ3)2Ρί(ηυοΙ)(3ΐτΐ3θ)]Νθ3, απομονώθηκαν σε στερεά φάση 

και μελετήθηκαν με φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ [84]. Οι νουκλεοβάσεις
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Σχήμα 12: Κρυσταλλική δομή του μορίου του συμπλόκου 1Γ3Π5- 
[(ΟΗ3ΝΗ2)2Ρ1:(1-Μθ0)(9ΐν-Ν)]Ν03.2Η20.

Τα ανάλογα ίτβηδ-ισομερή του τύπου ίτΒΓίδ- 
[(ΝΗ3)2Ρΐ(ηυοΙ)(3ητΐ3θ)]Ν0 3, με ηυοΙ τις παραπάνω νουκλεοβάσεις και 
3ΓΠ30 τα παραπάνω αμινοξέα, παρασκευάστηκαν και μελετήθηκαν με 
σκοπό τη σύγκριση με τα αντίστοιχα οίδ-ισομερή [86,87]. Βρέθηκε ότι οι 
αλληλεπιδράσεις υποκαταστατών είναι κατά πολύ ασθενέστερες από 

αυτές στα οίδ-ισομερή και είναι περισσότερο πιθανό να είναι διαμοριακές 

παρά ενδομοριακές. Αυτό ήταν αναμενόμενο λόγω της θέσης των δύο 

υποκαταστατών στα δύο ισομερή.
Το παραπάνω συμπέρασμα επιβεβαιώθηκε ύστερα από τη 

σύνθεση και μελέτη τριαδικών συμπλοκών του Ρί(ΙΙ) των τύπων: οίδ- και 

ίτ3ηδ-[(ΝΗ3)2Ρί(9-ΜβΟ)(ο1ίρθρΐίοΐΘ)]Υ, όπου ςϋρβρίϊοΐθ = 9,Υ9,Υ» 
9ΐγ-23&3, 9·γην3 ΐ και 9ΐγηΙθυ [88]. Η βάση συνδέεται μέσω του Ν7, ενώ 
τα διπεπτίδια'συνδέονται μονοδοντικά μέσω της τελικής αμινομάδας της 
γλυκίνης. Και σε αυτά τα συστήματα οι αλληλεπιδράσεις 
υποκαταστατών είναι ασθενέστερες (και μάλλον διαμοριακές) στα ίΓ3Πδ- 

ισομερή από ό,τι στα οίδ-ισομερή.
Προσπάθειες παρασκευής τριαδικών συμπλοκών σύμφωνα με το 

σχήμα:
ο ί3 -[ (Ν Η 3)2Ρ ί(3 ΐτ ΐ3 θ )]Ν θ 3 + η υ ο ΐ6 θ ΐ3 3 δ θ -^ α ίδ -[(Ν Η 3 )2Ρ Ι(ηυοΐΘ θΐ3 35 θ)(3 ηη3θ)]Ν θ3 ,

όπου ηυοΙ = 9-ΜθΟ, 9-ΜθΑ και 3ΓΠ30 = αμινοξέα συνδεόμενα χηλικά με
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ισομερές με τα μονονουκλεοτίδια και τα ιμιδαζολικά σύμπλοκα αντιδρούν 

ταχύτερα από τα ιστιδινικά. Επίσης, επιπλέον μελέτες στην κινητική 
αντιδράσεων των παραπάνω αμινοξέων με τα σύμπλοκα οίδ- και ΐτοηδ- 

[Ρί(ΝΗ3)2(Ουο-Ν7)ΟΙ]+, έδειξαν ότι ο σχηματισμός τριαδικού συμπλόκου 
με το 1 -μεθυλιμιδαζόλιο πραγματοποιείται πιο αργά από ό,τι στο 
προηγούμενο σύστημα, ενώ τα Να προστατευμένα αμινοξέα ιστιδίνη και 
μεθειονίνη αντιδρούν ακόμα πιο αργά και οδηγούν στο σχηματισμό 
μίγματος προϊόντων. Τα συμπεράσματα αυτά οδήγησαν στην υπόθεση 

ότι ο πιο γρήγορος μηχανισμός σχηματισμού διασταυρούμενων δεσμών 
ΐη νϋίο και ίη νίνο ίσως, πρέπει να είναι αυτός κατά τον οποίο ο Ρΐ(ΙΙ) 
συνδέεται πρώτα με το αμινοξύ και στη συνέχεια με το νουκλεοτίδιο.

Η τελευταία κρυσταλλική δομή τριαδικού συμπλόκου του Ρΐ(ΙΙ) 

που δημοσιεύτηκε μέχρι σήμερα είναι του αβ-[(ΝΗ^)?Ρί(α1νΗ-Ν)(1-Μθυ- 

Ν3)]0Ι04.Η20  (Σχήμα 13) [93]. Ο νουκλεοζίτης συνδέεται με το μέταλλο 

μέσω του αζώτου Ν3, ενώ η γλυκίνη μέσω της αμινομάδας της. Το 
σύμπλοκο έχει επίπεδη τετραγωνική γεωμετρία και το επίπεδο της 
νουκλεοβάσης βρίσκεται σε γωνία 76.1° σε σχέση με το επίπεδο 
συναρμογής του Ρί(ΙΙ). Η δομή σταθεροποιείται με τον εκτεταμένο 

σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταξύ των δύο μορίων αμμωνίας του 

συμπλόκου του Ρΐ, της αμινομάδας και της καρβοξυλομάδας του 
αμινοξέος, των εξωκυκλικών ατόμων οξυγόνου της νουκλεοβάσης, των 
μορίων νερού και των υπερχλωρικών ατόμων οξυγόνου. Διαμοριακές 

αλληλεπιδράσεις συσσώρευσης (δί3θΚΐη9 ϊπίΘΓδοίίοπδ) παρατηρούνται 

μεταξύ των μορίων του συμπλόκου, οι οποίες ενισχύονται μέσω των 

δεσμών υδρογόνου.
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17). Η μεγάλη αύλακα είναι αυτή η οποία μεταφέρει το μήνυμα της 
αλληλουχίας των βάσεων του ϋΝΑ και θεωρείται η κύρια θέση 

αναγνώρισης από τις πρωτεΐνες [95].
Το 1979 ο Α. Η.-ϋ. ΧΛ/3Π9 και οι συνεργάτες του μελέτησαν την 

κρυσταλλική δομή του εξανουκλεοτιδίου ΟΟΟΟΟΟ [96] και λίγους μήνες 

αργότερα ο Η. Κ. ϋΓθνν προσδιόρισε τη δομή του τετραμερούς ΟΟΟΟ 
[97]. Και τα δύο μόρια βρέθηκε να μην ανήκουν σε καμιά από τις δύο 
μορφές Α-ϋΝΑ ή Β-ϋΝΑ. Αντίθετα, ήταν αριστερόστροφες έλικες, με μια 

ραχοκοκκαλιά τύπου ζικ-ζακ. Η μορφή αυτή του ϋΝΑ ονομάστηκε Ζ- 

ϋΝΑ.
Οι επόμενες κρυσταλλικές δομές πολυνουκλεοτιδίων έδωσαν 

μορφές Α- και Β-ϋΝΑ: Η δομή των δωδεκαμερών ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ) 
και ά(ΟΟΟΤΟΤΑΟΑΟΟΟ) και του οκταμερούς οΙ(ΟΟΟΤΑΟΟΟ) έδειξε ότι 
αυτά ανήκουν στη μορφή Β-ϋΝΑ [98,99], ενώ αυτή των ολιγομερών 

6(0 0 0 0 ), ό(ΟΟΟΟΟΟΟΟ) και ϋ(ΟΟΤΑΤΑΟΟ) [100] έδειξε ότι 
αντιπροσωπεύουν τη μορφή Α-ϋΝΑ.

Τα τελευταία χρόνια η ανάπτυξη αποδοτικών και γρήγορων 
μεθόδων σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδίων [10 1 ] μας έδωσε τη δυνατότητα 

να σχεδιάσουμε και να παρασκευάσουμε μια μεγάλη ποικιλία αυτών με 

μεγάλη καθαρότητα και να μελετήσουμε την επίδρασή τους με διάφορα 
μεταλλικά ιόντα.
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Σχήμα 16: Οι Α-ϋΝΑ και Β-ϋΝΑ έλικες.

ΙΏΙΠΟΓ^τοονε

ΓΠΣ̂ΟΓ
&ΓΟΟΥΟ

Σχήμα 17: Η μεγάλη και η μικρή αύλακα των ζευγών βάσεων.
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μετατοπίζονται σε χαμηλότερες τιμές ρΗ, λόγω της πλατινίωσης. 
Μετρήσεις με μεταβαλλόμενη θερμοκρασία μας δίνουν πολύτιμες 

πληροφορίες σχετικά με δια- και ενδο-μοριακές αλληλεπιδράσεις 

(συσσώρευσης και συσχέτισης ζεύγους βάσεων). Οι σταθερές σύζευξης 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να καθορίσουμε τη διαμόρφωση του 

δακτυλίου του σακχάρου και δεδομένα ΝΟΕ και χρόνων αποδιέγερσης 
Τ1 μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον υπολογισμό των 
διαμορφώσεων γύρω από το γλυκοζιτικό δεσμό.

3.1.1. Φασυατοσκοπία συσχέτισης δύο διαστάσεων (2Ρ-ΟοιτΘΐ3ϋοη 

3 ρθοίτοδοορν. 003Υ).

Οι ταυτοποιήσεις των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων 1Η 

για κάθε νουκλεοτίδιο βασίζονται στις αμοιβαίες συζεύξεις (ϋ), οι οποίες 

πραγματοποιούνται μέσω των χημικών δεσμών. Σε ένα δύο διαστάσεων 

φάσμα συσχέτισης (003Υ, Ρ0Ρ-003Υ), οι συζεύξεις αυτές δηλώνονται 
σαν ζεύγη από σήματα, τα οποία βρίσκονται συμμετρικά ως προς τη 
διαγώνιο του φάσματος [103-106]. Η μελέτη του δικτύου των σημάτων 
αυτών οδηγεί στην ταυτοποίηση των συχνοτήτων συντονισμού των 

πρωτονίων που ανήκουν σε κάθε σάκχαρο δεοξυριβόζης. Το μέγεθος 

των σταθερών ϋ-σύζευξης μεταξύ των πρωτονίων του σακχάρου 

εξαρτάται από την κατάλληλη δίεδρη γωνία, και συνεπώς από τη 
διαμόρφωση του πενταμελούς δακτυλίου. Έτσι, μέσω των εξισώσεων 
Κ3ΓρΙυδ [107], οι σταθερές σύζευξης ϋ μπορούν να μας δώσουν 
πολύτιμες πληροφορίες σχετικά με τη μορφολογία του ΡΝΑ και με κάθε 

είδους τοπικές μεταβολές στη διαμόρφωσή του.

3.1.2. Φασυατοσκοπία δύο διαστάσεων ΝΟΕ (ΝΟΕ3Υ)

Η τεχνική αυτή μας βοηθάει ώστε να συσχετίσουμε κάθε 

πρωτόνιο ριβόζης και νουκλεοβάσης με το νουκλεοτίδιο του ΡΝΑ-
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3.1.3. Ανταλλασσόυενα πρωτόνια

Τα πρωτόνια των ιμινομάδων των βάσεων, τα οποία συμμετέχουν 
στους δεσμούς υδρογόνου ν\/3ί5οη-ΟποΙ< παρατηρούνται εύκολα στην 
περιοχή 15-12 ρριτι σε φάσματα 1Η-ΝΜΚ σε Η20  [114]. Τα σήματα 
συντονισμού των πρωτονίων των αμινομάδων των βάσεων βρίσκονται 
σε μεγαλύτερες τιμές πεδίου (υρίΐβΐά) από τα αντίστοιχα των ιμινο- 
πρωτονίων, συνήθως στην περιοχή 8.5-5.5 ρρηι. Υπάρχουν βέβαια 
σαφείς διαφορές μεταξύ των αμινομάδων της κυτοσίνης, της γουανίνης 
και της αδενίνης: και τα δύο σήματα συντονισμού των πρωτονίων των 

αμινομάδων των κυτοσινών παρατηρούνται σε συνήθη θερμοκρασία, 
ενώ μόνο ένα σήμα δίνουν τα δυο πρωτόνια των αμινομάδων των 
γουανινών. Αντίθετα, τα σήματα των πρωτονίων των αμινομάδων των 
αδενινών ανιχνεύονται μόνο σε χαμηλές θερμοκρασίες, λόγω της 
γρήγορης ανταλλαγής τους με το νερό.

Σχήμα 18: Η περιοχή Η6/Η8-Η17Η5 του φάσματος ΝΟΕ5Υ, στους 310 
Κ του δωδεκαμερούς ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)2: (3) Χωρίς ΗςΚΙΙ), (β) με 28 
πίΜ Η9(0ΐ04)2· Οι συνδέσεις της ακολουθίας σημειώνονται με μια 
συνεχόμενη γραμμή.
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του ϋΝΑ σε επίπεδα φυσιολογικής περιεκτικότητας σε πυρήνες 130 
[120] και σε πυρήνες 15Ν [113,121,122]. Μεγάλο εύρος δυνατοτήτων 

υπάρχει για τον 100% σε περιεκτικότητα πυρήνα 31Ρ του ϋΝΑ 
[123,124]"

3.1.5. Άλλε<: υέθοδοι (ϋν. ΟΡ. αβί θΙθοϊιόρΙίογθ3Ι5. Χ-Γ3ν)

Στην στερεά φάση η κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ είναι η καλύτερη 

μέθοδος, που χρησιμοποιείται για τη μελέτη των θέσεων δεσμού και τον 
καθορισμό της δομής συμπλοκών μετάλλων-συστατικών ΡΝΑ. Οι δομές 

συμπλοκών του οΐδ-Ρί με δι- και τρι-νουκλεοτίδια έχουν μελετηθεί με 
αυτή τη μέθοδο [125,126]. Η δυσκολία όμως να πάρουμε κρυστάλλους 
Ρί/ϋΝΑ και το πλεονέκτημα της μελέτης βιολογικών ενεργών μορίων, 
ευνοεί τις προσπάθειες για μελέτες σε διάλυμα.

Σε διάλυμα, διάφορες μέθοδοι χρησιμοποιούνται για τη μελέτη 
αλληλεπιδράσεων μεταλλικών ιόντων-ϋΝΑ, εκτός από τις τεχνικές ΝΜΚ. 

Οι μελέτες κινητικότητας ηλεκτροφόρησης πηκτής δείχνουν ότι το 

οϊδρΙθίίη προκαλεί παραμορφώσεις (ΚϊηΚδ, βθηοϋηςι, υηννίηάΐηςι) στο 
ϋΝΑ [127,129]. Η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού (Οϋ) συμβάλλει 

στη διάκριση μεταξύ διαφόρων διαμορφομερών του ϋΝΑ, π.χ. Β, Α ή Ζ- 

ϋΝΑ [129,130]. Η φασματοσκοπία υπεριώδους (ϋν) χρησιμοποιείται για 
τη μελέτη της συμπεριφοράς τήξης και αποσύνθεσης του ϋΝΑ και των 
συμπλοκών μετάλλου-ϋΝΑ [131,132]. Όμως, οι φασματοσκοπικές 
τεχνικές Οϋ'και υν  δεν παρέχουν πληροφορίες σε ατομικό επίπεδο 

σχετικά με τις θέσεις δεσμού. ΓΓ αυτό, η φασματοσκοπία ΝΜΡ, 

συνδυασμένη με υπολογισμούς μοριακής δυναμικής, είναι η πιο χρήσιμη 

μέθοδος για τον καθορισμό της δομής μικρού και μεσαίου μεγέθους 

βιομορίων σε διάλυμα.
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αποτέλεσμα το δινουκλεοτίδιο να γίνεται αριστερόστροφο, όπως 
επιβεβαιώθηκε και από το φάσμα κυκλικού διχρωισμού. Φαίνεται ότι ο 
σχηματισμός χηλικού συμπλόκου μεταξύ μιας γουανίνης και της 
γειτονικής της κυτοσίνης μπορεί να συμβεί μόνο σε αριστερόστροφα 
τμήματα ενός πολυνουκλεοτιδίου. Στην αντίδραση με ΑρΟ παρατηρείται 
επίσης μεγαλύτερη προτίμηση σχηματισμού δεσμού με την κυτοσίνη. Το 

συμπέρασμα αυτό έρχεται σε αντίθεση με προηγούμενη μελέτη της 
αντίδρασης μεταξύ οίδ-ϋΟΡ και ΟρΟ, όπου η κυτοσίνη δε συμμετείχε σε 
δεσμό με τον Ρί(ΙΙ) [135].

Μια ακόμη μελέτη που αφορά στην αντίδραση των ΟρΟ και 
οΐ(ρθρθ) με το αδ-ΟϋΡ ή το εφυδατωμένο παράγωγό του οίδ- 
[Ρί(ΝΗ3)2(Η20 )2](Ν03)2 σε αναλογία 1:1 και σε ρΗ=4, έδειξε ότι το 

προϊόν που σχηματίζεται είναι το χηλικό ΟΝ3-ΟΝ7, το οποίο υπάρχει σε 

δύο ισομερείς μορφές, 0 (3ηίί)-0 (3ηίί) και 0 (δγη)-0 (3πΐί). Οι μορφές 
αυτές είναι στην ουσία ισομερή διαμόρφωσης γύρω από το δεσμό Ρί-Ν3 
και γύρω από τους γλυκοζιτικούς δεσμούς της κυτιδίνης και 
αντιπροσωπεύουν αριστερόστροφες και δεξιόστροφες διευθετήσεις 

ψευδοέλικας αντίστοιχα. Στο σύμπλοκο ΟρΟοϊδ-Ρί, η ριβόζη της 

κυτιδίνης έχει διαμόρφωση κυρίως Ν (03'-θποΙο), ενώ η ριβόζη της 

γουανοσίνης διαμόρφωση δ (02'-θπ(3ο). Στο σύμπλοκο ά(ρΟρΟ) οίδ-Ρΐ, 

οι διαμορφώσεις των 5'- και 3'- σακχάρων είναι αντίστοιχα Ν και δ 
[136].

Τα συμπεράσματα αυτά τα σχετικά με την αλληλεπίδραση του 

ΟρΟ με οϊδ-Ρί(Ι) επιβεβαιώθηκαν και από τη φασματοσκοπική μελέτη 

της αντίδρασης των δίνουκλεοτιδίων ΟρΟ, ά(θρθ) και ά(ρθρθ) με οίδ- 

[Ρί(ΝΗ3)2(Η20 )2](Ν03)2, σε αναλογία 1:1 [137]. Σε όλες τις περιπτώσεις 

σχηματίζεται ένα μόνο προϊόν, στο οποίο το μέταλλο συνδέεται χηλικά 
Ν(7)-Ν(7) με τις βάσεις, οι οποίες έχουν διαμόρφωση 3πίί-3πΐΐ. Τέτοιου 

είδους συμπλοκοποίηση και σε αυτή την περίπτωση φαίνεται να γίνεται 

ύστερα από τοπική παραμόρφωση του ΡΝΑ.
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προϊόντος Ρί-ΑρΟ στο πλατινιωμένο ϋΝΑ, μελετήθηκε η αντίδραση 
μεταξύ των ριβοδινουκλεοτιδίων ι*(ΑρΟ) και τ(ΟρΑ) με το οίδρΐ3ίίη ή το 
εφυδατωμένο παράγωγό του, σε αναλογία 1:1 και σε ρΗ=5.5, με 

τεχνικές φασματοσκοπίας ατομικής απορρόφησης, Οϋ και 1Η-ΝΜΚ
[140]. Το ΑρΟ δίνει μόνο ένα προϊόν (95%), το ΑΝ7-ΟΝ7 χηλικό, με 3ηίϊ- 
3 πίί διαμόρφωση βάσεων, ενώ το ΟρΑ δίνει τέσσερα ισομερή προϊόντα: 
το χηλικό ΟΝ7-ΑΝ1 (32%) και τρία ΟΝ7-ΑΝ7 χηλικά, με διαμορφώσεις 
βάσεων ΟδγηΑδγη (5%), 03ΠίίΑ3ηίί (42%) και ΟβηΙϊΑδγπ (21%). Και τα 
δύο δίνουκλεοτίδια αντιδρούν αρχικά με το αδ-[ΡΙ(ΝΗ3)2(Η20 )2](Ν0 3) για 
να δώσουν ένα ενδιάμεσο προϊόν με σύνδεση μέσω του αζώτου ΟΝ7 

(πρώτο βήμα) και στη συνέχεια σχηματίζεται το τελικό χηλικό σύμπλοκο 
(δεύτερο βήμα). Κινητικές μελέτες έδειξαν ότι στο πρώτο βήμα το ΑρΟ 
αντιδρά με ταχύτητα διπλάσια του ΟρΑ, ενώ για το δεύτερο βήμα το 
ΑρΟ αντιδρά τρεις φορές πιο αργά από το ΟρΑ. Για το πρώτο βήμα, 

αυτό αποδίδεται στη σταθεροποίηση που επιφέρει ο δεσμός υδρογόνου 

ή η επίδραση φορτίων μεταξύ του θετικά φορτισμένου πλατινιωμένου 
τμήματος και της αρνητικά φορτισμένης 5'-φωσφοδιεστερικής ομάδας, 
με αποτέλεσμα να ευνοείται η πλατινίωση στη θέση Ν7 της 3'-πουρίνης. 
Για το δεύτερο βήμα, του σχηματισμού του χηλικού, στο δεσμό 

υδρογόνου στο ενδιάμεσο προϊόν μεταξύ της φωσφοδιεστερικής 

γέφυρας και μιας αμμωνίας ή ενός μορίου νερού του συμπλόκου του 
λευκοχρύσου. Η τελευταία αυτή αλληλεπίδραση εμποδίζει την 
περιστροφή της γουανίνης και ευνοεί τη συσσώρευση των βάσεων, με 
αποτέλεσμα"το σχηματισμό μόνο του χηλικού ΑΝ7-ΟΝ7 3πίί-3πίΐ 
προϊόντος.

Η αντίδραση υποκατεστημένων αναλογών του αδρΐ3ίΐπ με τ(ΑρΟ) 

έχει σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός ή δύο ΑΝ7-ΟΝ7 προϊόντων 

προσθήκης, ανάλογα με τη συμμετρία των ενώσεων του λευκοχρύσου

[141]. Οι σχηματιζόμενες δομές, οι οποίες διαφέρουν λίγο από αυτή του 
οϊδρΐ3ίίη, μελετήθηκαν με φασματοσκοπία ΝΜΚ και Οϋ. Οι διαφορετικοί 
υποκαταστάτες έχουν σημαντική επίδραση στην ταχύτητα της
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διπυρηνικά σύμπλοκα του λευκοχρύσου έχουν ενδιαφέρον γιατί 
παρουσιάζουν υψηλή δραστικότητα εναντίον καρκινικών κυτάρων 
ανθεκτικών στο οίδρΙβίίη, τόσο ίπ νίίΐΌ όσο και ίπ νίνο [144]. Η ταχύτητα 
του πρώτου βήματος της αντίδρασης, της αρχικής σύνδεσης δηλαδή με 
την 5 '-0 ή την 3'-0, είναι μεγάλη, ενώ αυτή ελαττώνεται στο δεύτερο 

βήμα, στο σχηματισμό δηλαδή του δακτυλίου του μακροχηλικού 
συμπλόκου, μέσω των αζώτων Ν7(1) και Ν7(2). Σύμπλοκα με μακριά 
διαμινική αλυσίδα αντιδρούν πιο γρήγορα προς σχηματισμό χηλικού. Η 
κύρια διαφορά μεταξύ του προϊόντος προσθήκης του διπυρηνικού 
συμπλόκου και του προϊόντος προσθήκης του οίδ-ΟϋΡ, είναι ότι στο 
πρώτο ο προσανατολισμός γύρω από το γλυκοζιτικό δεσμό είναι δγη 

για την 0(2), ενώ για την 0(1) παραμένει 3Πίί. Επίσης το ποσοστό της Ν 
διαμόρφωσης για τις βάσεις αυξάνει σε σχέση με το μη πλατινιωμένο 
ΡΝΑ. Τα διπυρηνικά σύμπλοκα του λευκοχρύσου προκαλούν μια 
“ευλύγιστη” παραμόρφωση στο ϋΝΑ σε αντίθεση με την “άκαμπτη” 
παραμόρφωση κατευθυνόμενη προς την μεγάλη αύλακα που προκαλεί 

το οΐδ-ΟϋΡ. Ίσως η διαφορετική δραστικότητα των διπυρηνικών 

συμπλοκών σε σχέση με αυτή του αδ-ϋΟΡ να οφείλεται στην 

διαφορετική αναγνώριση των παραπάνω παραμορφώσεων από τις 
πρωτεΐνες επιδιόρθωσης.

3.2.2. Τοινουκλεοτίδια

Κατά τη δεκαετία του '80 και αργότερα ο Κθθάρ και οι 

συνεργάτες του δημοσίευσαν αρκετές μελέτες σχετικές με την 

αλληλεπίδραση οίδρίθΐίη με τρινουκλεοτίδια. Η αντίδραση του οίδρίθίϊη 

με το τρινουκλεοτίδιο ά(θρθρθ) οδηγεί στο σχηματισμό του χηλικού 

προϊόντος εϊδ-Ρί(ΝΗ3)2{ά(ΟρΟρΟ)}, όπου ο λευκόχρυσος συνδέεται με 

τα άζωτα Ν7 των δύο γουανινών (1) και (3) [145]. Φασματοσκοπική
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περίθλασης ακτίνων-Χ [126]. Στην πραγματικότητα αυτό είναι το 
μεγαλύτερο ολιγονουκλεοτίδιο που κρυσταλλώθηκε μέχρι σήμερα σε 
σύμπλοκο του με το οίβρΙβίίη.

Σχήμα 20: Κρυσταλλική δομή του μορίου του συμπλόκου οίβ- 
[(ΝΗ3)2Ρί{ο1(ΟρΟρΟ)-Ν7(2),Ν7(3)}].

Στην αντίδραση μεταξύ του τρινουκλεοτιδίου ϋ(ΟρΤρΟ) και των 

δύο ισομερών οίδ- και ϋ£Π8-Ρί(ΝΗ3)2ΟΙ, το κύριο προϊόν ήταν το χηλικό 
ΟΝ7(1)-<3Ν7(3), αφού το 1Η-ΝΜΡ φάσμα του προϊόντος έδειχνε 
μετατόπιση των πρωτονίων Η8 των γουανινών σε χαμηλότερες τιμές 

πεδίου καθώς και μη πρωτονίωση του αζώτου Ν7, με μεταβολή του ρΗ 

[149]. Κινητικές μελέτες στην αντίδραση του οίδ-ισομερούς με το ίδιο 

τρινουκλεοτίδιο έδειξαν ότι το μέταλλο αρχικά αντιδρά σχεδόν 
αποκλειστικά με το (3Ν7(3) και στη συνέχεια με το ΘΝ7(1), 

σχηματίζοντας το χηλικό δακτύλιο [150]. (Μια ακόμα κινητική μελέτη 

στην αντίδραση του εφυδατωμένου οίδ-[ΡΙ(ΝΗ3)2(Η20)2]2+, έδειξε ότι αν 

και οι δύο γουανίνες παρουσιάζουν την ίδια δραστικότητα στη 

δημιουργία μονοδοντικού ενδιάμεσου προϊόντος, ο σχηματισμός χηλικού 

ευνοείται κινητικά για το ενδιάμεσο με την 3'-γουανίνη [151]). Η 

ενδιάμεση βάση της θυμίνης Τ(2) δε συμμετέχει στη συσσώρευση των
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3'-αδενίνης ελαττώνονται κατά την πλατινίωση, ενώ οι αλληλεπιδράσεις 
συσσώρευσης μεταξύ της γ ο υ α ν ίν η ς  και της 5'-αδενίνης παραμένουν 

ανεπηρέαστες. Επίσης η πλατινίωση προκαλεί αλλαγή στη διαμόρφωση 
και των τριών μονονουκλεοτιδίων, από 80-100% δ η διαμόρφωσή τους 
γίνεται 50% Ν/δ. Η αλλαγή αυτή στη διαμόρφωση των σακχάρων 
φαίνεται να είναι η αιτία για τον πιο εύκολο σχηματισμό του δεσμού του 
λευκοχρύσου με το 5'-άκρο του μορίου, με αποτέλεσμα τον τελικό 
σχηματισμό του ΑΟ χηλικού και όχι του ΘΑ. Στη στερεά φάση οι 
ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις είναι περιορισμένες. Μόνο ασθενείς 
δεσμοί υδρογόνου παρατηρούνται μεταξύ μιας αμμωνίας και ενός 
φωσφορικού οξυγόνου ή του ατόμου 06 της γουανίνης. Οι διαμοριακές 
αλληλεπιδράσεις είναι πιο ισχυρές, με αποτέλεσμα να υπάρχουν 
σημαντικές διαφορές μεταξύ των μοριακών δομών και διαμορφώσεων 
μεταξύ στερεάς φάσης και δαλύματος.

Τα προϊόντα της αντίδρασης του οίδρίβίίη με το τρινουκλεοτίδιο 

ά(θρθρθ), όπως ανιχνεύτηκαν με φασματοσκοπία ΝΜΚ, ήταν δύο: ένα 
κύριο προϊόν του τύπου ^ -Ρ ί(Ν Η 3)2[οΙ(ΟρΟρΟ)-Ν7(1),Ν7(2)] και ένα σε 
πολύ μικρότερη αναλογία, του τύπου αδ-ΡΙ(ΝΗ3)2[οΙ(ΟρΟρΟ)- 
Ν7(2),Ν7(3)]. Δεν βρέθηκαν ενδείξεις για σχηματισμό του ΟΝΟ 

προϊόντος [156]. Όπως και σε άλλες μελέτες [29] επιβεβαιώθηκε και στη 
συγκεκριμένη, η προτίμηση του οίδρίθίΐη για ακολουθίες ΟΟ.

3.2.3. Ολινονουκλεοτίδια

Πολλές προσπάθειες έχουν γίνει από ερευνητικές ομάδες σε όλο 

τον κόσμο να διευκρινιστεί ο μηχανισμός σύνδεσης του οιβρίβΐίη με το 

ϋΝΑ, μελετώντας την αντίδραση του φαρμάκου με 

ολιγο/πολυνουκλεοτίδια [25,27,157,158]. Η συνηθισμένη διαδικασία 
αποτελείται από πλατινίωση του μονόκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου, 
διαχωρισμό των διαφορετικών προϊόντων με υγρή χρωματογραφία 

ΗΡΙΟ, και στη συνέχεια σύζευξη (3ηηθ3ΐίη9) του συμπλόκου με το μη
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ήταν η παρατήρηση του ϋρρθΓά και της ομάδας του, κατά την αντίδραση 
του οίδρΙβίίη με το αυτοσυμπληρωματικό εξανουκλεοτίδιο ο)(ΑΟΟΟΟΤ)2 

όπου ακόμα και υπό συνθήκες ευνοϊκές για την ύπαρξη διπλής έλικας το 

σχηματιζόμενο <3(2)Ν7-(3(3)Ν7 χηλικό προϊόν είναι μονόκλωνο [162]. 
Αντίθετα ο ΟήοΙίθΓά και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι ένα ά(θρθ) 
πλατινιωμένο ολιγονουκλεοτίδιο μπορεί να σχηματίσει διπλή έλικα με το 
συμπληρωματικό κλώνο [163]. Ως παράδειγμα χρησιμοποίησαν το 
οκτανουκλεοτίδιο ά(0ΑΤ00(Β(30), το οποίο δίνει με το οΐδρίθίίη το 

σύμπλοκο οίδ-[Ρΐ(ΝΗ3)2̂ (ΟΑΤΟΟΟΟΟ)-Ν7(6),Ν7(7)] και το οποίο στη 
συνέχεια σχηματίζει διπλή έλικα με το συμπληρωματικό κλώνο 
ά(ΟΟΟΟΟΑΤΟΘΟ). Η θερμοκρασία τήξης της έλικας είναι 30° και 
υπάρχουν οχτώ ίμινο-πρωτόνια που συμμετέχουν σε δεσμούς 
υδρογόνου μεταξύ των δύο κλώνων και τα οποία παρατηρούνται στο 
φάσμα της ένωσης σε νερό.

Ο σχηματισμός 1,2 και 1,3 ενδοκλωνικά διασταυρούμενων 
δεσμών επιβεβαιώθηκε κατά την αντίδραση του οΐδρίθίίη με τα 
ολιγονουκλεοτίδια ά(θρθρθρθ), ά(θρθρθ), ά(ρθρθρθρθ), 
ά(ρΘρΟρΟρΟ) και ϋ(ρθρθρθρθ) [164] και κατά την αντίδραση του 
[Ρ1(ο1ίΘη)ΟΙ]ΟΙ με τα ά(ΟρΟρΟρΘ) και ς|(ΟρΟρ(3). Τα προϊόντα των 

αντιδράσεων μελετήθηκαν με φασματοσκοπία ΝΜΚ συναρτήσει του ρΗ, 
κυκλικό διχρωϊσμό (Οϋ) και ανάλυση λευκοχρύσου. Όλα τα προϊόντα 
της αντίδρασης του αδρίβίίη ήταν χηλικά, μέσω των αζώτων Ν7 δύο 

γουανινών του ίδιου ολιγονουκλεοτιδίου: ά(Ορ<3)· οίδΡί ή 

ά(ΟρϋρΟ)·οίδΡΙ, γεγονός που επιβεβαιώθηκε και από τη μετατόπιση 

των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων Η8 σε μικρότερες τιμές 

πεδίου. Στα 1,3 χηλικά, η ενδιάμεση κυτιδίνη δε συμμετέχει σε δεσμό και 

βρίσκεται εκτός της διευθέτησης συσσώρευσης των βάσεων, με 
αποτέλεσμα την παρατήρηση στο φάσμα ΝΜΡ μετατόπισης των 
πρωτονίων Η6 και Η5 σε μικρότερες τιμές πεδίου. Στην περίπτωση του 

[ΡΙ(ο]ίΘη)ΟΙ]ΟΙ σχηματίζονται δύο προϊόντα προσθήκης : αυτό με ένα 

άτομο ΡΙ ανά μόριο και αυτό με δύο άτομα ΡΙ ανά μόριο. Το φάσμα
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ζεύγους Ο-Ο. Η θερμοκρασία τήξης της έλικας ελαττώνεται κατά 26°0. Η 
παραμόρφωση αυτή είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτή που προκαλεί το 

οΐδρίβΐΐη, όταν συνδέεται με δύο γειτονικές βάσεις γουανίνης, γεγονός 

που υπογραμμίζει τη σπουδαιότητα αυτού του είδους δεσμού που δεν 
απαντά συχνά στο ΟΝ Α [167].

Με ανάλογο τρόπο σχηματίζεται και το χηλικό σύμπλοκο διπλής 

έλικας οΪ8-[Ρί(ΝΗ3)2{ο1(ΟΟΟΟΟΑΤΟΟΟ)-Ν7(4),Ν7(5)}]-€ΐ(ΟΟΟΑΤΟΟΟΟ 
Ο), για το οποίο υπολογίστηκε σχετικά υψηλή θερμοκρασία τήξης 
(Τιπ=4900) σε σχέση με τη μη πλατινιωμένη διπλή έλικα (Τηι=5800) 
[168]. Προηγούμενα δεδομένα 20 ΝΟΕδΥ έδειξαν ότι το χηλικό έχει 
τυπική δομή “κεφαλή-προς-κεφαλή (ήθθά-ίο-ΐΊθθοΙ) με 0(5')03'-βηο1ο και 
0(3')02'-Θηάο διαμόρφωση [169]. Η πλατινιωμένη διπλή έλικα είναι 

τύπου Β-ϋΝΑ και ο σχηματισμός του χηλικού δεν επηρεάζει τα ζεύγη 

βάσεων στο 3'-άκρο ως προς τον πλατινιωμένο κλώνο. Παρόλα αυτά, η 
συσσώρευση μερικών βάσεων επηρεάζεται και η τοπική παραμόρφωση 
της έλικας (ΚίηΚθεΙ δίΓυοΙυΓβ) διευκολύνει την ανταλλαγή των πρωτονίων 
Ν1-Η των δύο συναρμοσμένων γουανινών με μόρια νερού.

Τα 31Ρ και 1Η-ΝΜΡ φάσματα του ά(ΤΟΟΤ) μελετήθηκαν κατά το 

σχηματισμό προϊόντων προσθήκης με σύμπλοκα του τύπου ο|δ-ΡίΑ2ΟΙ2, 
όπου Α2=θπ (αιθυλενοδιαμίνη), (ΝΗ3)2, (ΜθΝΗ2)2, Ιπ (1,3- 
προπανοδιαμίνη), Μθ2Ιπ (2,2-διμεθυλ-1,3-προπανοδιαμίνη) και Ν,Ν- 
Μθ2θπ (Ν,Ν-διμεθυλαιθυλενοδιαμίνη) [170]. Επιπλέον, περιορισμένες 
φασματοσκοπικές μελέτες πραγματοποιήθηκαν και για τα 

ολιγονουκλεότίδια ά(ΤΤΟΟ), ά(ΟΟΤΤ) και ό(ρΟΟΤΤ). Σε όλους τους 

συνδυασμούς που μελετήθηκαν παρατηρήθηκε μια μετατόπιση του 31Ρ 

σήματος σε μικρότερες τιμές πεδίου. Σε όλες τις περιπτώσες το προϊόν 

ήταν το ΟΝ7-ΟΝ7 χηλικό και για το ά(ΤΟΟΤ)Ρί(θη), μελέτη 20 ΝΟΕ, 

έδειξε ότι α) η 5 '-0  έχει διαμόρφωση Ν (03'-θηάο) και μάλιστα 3π1ί, ενώ 
οι άλλες βάσεις διατηρούν την 3-τύπου διαμόρφωση, β) οι δύο 

γουανίνες έχουν διευθέτηση κεφαλή-προς-κεφαλή, γ) οι βάσεις 3'-0 και 

3'-Τ έχουν διευθέτηση συσσώρευσης μεταξύ τους και δ) η διευθέτηση
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παραπάνω πειράματα συνδυασμένα με φασματοσκοπία 1Η- και 195ΡΙ- 
ΝΜΚ, μετρήσεις υν  και πειράματα ηλεκτροφόρησης, οδήγησαν στην 
πρόταση του μοντέλου I (Σχήμα 21) για το προϊόν προσθήκης του 
λευκοχρύσου με το μονόκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο.

ΜμΜ I

Σχήμα 21: Προτεινόμενο μοντέλο του προϊόντος αλληλεπίδρασης οϊδ- 
ϋϋΡ με το ολιγονουκλεοτίδιο ά(ΤΟΤΟΟΟΤΟΤΟ).

Η αντίδραση μεταξύ του συμπλόκου [ΡίΟΙ(ΝΗ3)3]ΟΙ και του 
εννεανουκλεοτιδίου οΙ(ΤΟΤΟΟΤΟΤΟ) οδηγεί στο σχηματισμό του. 
μονοδοντικού προϊόντος προσθήκης, μέσω του αζώτου Ν7 της 
γουανίνης. Κατά την προσθήκη του συμπληρωματικού κλώνου 

σχηματίζεται το προϊόν της διπλής έλικας, όπως φαίνεται από την 

ύπαρξη των σημάτων των ίμινο-πρωτονίων στο ΝΜΚ φάσμα σε Η20, σε 
χαμηλές θερμοκρασίες. Φασματοσκοπία 1Η- και 31Ρ-ΝΜΚ, Οϋ και υν, 
χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της δομής του προϊόντος και για τη 

σύγκρισή του με το χηλικό παράγωγο του διδοντικού αβρίθίΐη [131]. Αν 

και η μονοδοντική ένταξη του μετάλλου προκαλεί μια τοπική 
παραμόρφωση στη δομή της έλικας, καθώς και μείωση της 

θερμοκρασίας τήξης της, σύμφωνα και με προηγούμενες παρατηρήσεις 

[129], αναλόγως με τις αλλαγές που επιφέρει το αδρΙθίίη, δεν προκαλεί 
στροφή (ΚίηΚ) της έλικας, δομικό χαρακτηριστικό που απαντά σε 

αλληλεπιδράσεις του ϋΝΑ με σύμπλοκα λευκοχρύσου αντικαρκινικής „ 

δράσης [166]. Ίσως αυτός είναι ένας από τους λόγους, στους οποίους 

οφείλεται η μη αντικαρκινική δράση των μονοδοντικών συμπλοκών του 

λευκοχρύσου.
Ο ϋρρβΓά και οι συνεργάτες του μελέτησαν αντιδράσεις του 

ανενεργού ΐΓ3Π5-Ρί(ΝΗ3)20 ΐ2 Με διάφορα ολιγονουκλεοτίδιο
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Σχήμα 22: Σχηματική παράσταση του μορίου του ίΓ3ηδ-[Ρί(ΝΗ3)2 
{<3(Αρ<3ρΟρΟρΟρΤ)-Ν7-Α(1),Ν7-<3(3)}].

Πολύ ενδιαφέρουσα είναι η εφαρμογή μεθόδων ετεροπυρηνικής 
130 -1Η ΝΜΡ συσχέτισης, πολυκβαντικής (ΗΜΩΟ) και πολυδεσμικής 

(ΗΜΒΟ) στο σύστημα μ(Τ<3ΘΤ)-Ν7,Ν7]-Ρί(βη) [178] (Σχήμα 23). 

Παρατηρήθηκαν ενδομοριακές ετεροπυρηνικές συζεύξεις μεταξύ των 
πρωτονίων Η1' και των ατόμων άνθρακα 02 και 06 πυριμιδινικών 
βάσεων και μεταξύ του πρωτονίου Η6 και των ανθράκων 01 ' της 
δεοξυριβόζης, αν και συζεύξεις που παρατηρούνται στο μη 

πλατινιωμένο ολιγονουκλεοτίδιο, λείπουν από το φάσμα του 
πλατινιωμένου, ενδεικτικό της δομικής παραμόρφωσης του συστήματος. 
Η μέθοδος δείχνει να είναι χρήσιμη για τη διευκρίνηση των θέσεων 
πλατινίωσης. Επίσης, η μετατόπιση του σήματος του πυρήνα 03 ' της 
γουνοσίνης <32 σε μεγαλύτερες τιμές πεδίου κατά 6.6 ρρη δείχνει μια 

μεταβολή της διαμόρφωσης του σακχάρου της από δ σε Ν.

Μια ακόμη εφαρμογή της φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού 

συντονισμού στη μελέτη της αντίδρασης του οΐδρίβίίη με 

ολιγονουκλεοτίδια εφαρμόστηκε πρόσφατα στο σύστημα οΐδρΐ3ίίη- 
ά(ΑΟΑΤΟΟΤΑΟΑ) και οΐδρΐ3ίίη-ά(ΑΟΑΤΟΟΤΑΟΑ).€ΐ(ΤΟΑΟΟΑΤΟΤ) 

[179]. Φασματοσκοπία 2ϋ [1Η, 15Ν] Η5Ω0 χρησιμοποίηθηκε με σκοπό 

την έρευνα του μηχανισμού πλατινίωσης του ϋΝΑ, σε διαλύματα μικρής
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τρεις από αυτές συνδέονται με το μέταλλο, με σειρά αυξανόμενης 

συγγένειας 010< 04<016 (Σχήμα 24). Η εκλεκτικότητα αυτή σχετίζεται 
με την ελευθερία στο χώρο των γουανινών και την ευκολία με την οποία 

μπορούν να κινηθούν ελαφρά προς τη μεγάλη αύλακα της έλικας. Ένας 
ακόμη σταθεροποιητικός παράγοντας φαίνεται ότι είναι η δυνατότητα 
σχηματισμού δεσμού υδρογόνου μεταξύ πιθανόν ενός μορίου νερού 

ενταγμένου στο λευκόχρυσο και ενός ατόμου 06 της ίδιας γουανίνης, με 
την οποία συνδέεται ο λευκόχρυσος. Αυτό προτάθηκε ως βάση της 

διαφοράς δραστικότητας μεταξύ των οίδ και 1γ3Π3 ισομερών.
Η παρακολούθηση της αντίδρασης του αδ-ϋϋΡ με τα 

αυτοσυμπληρωματικά τετρανουκλεοτίδια ο1(0 0 0 0 )2 και ά(0000)2 

πραγματοποίηθηκε με μεθόδους ενζυματικής αποικοδόμησης [181]. 
Χρησιμοποιήθηκαν οι φωσφοδιεστεράσες νϋΡ  και δΡϋ, καθώς και μια 
αλκαλική φωσφατάση και τα προϊόντα της αποικοδόμησης 
διαχωρίστηκαν με χρωματογραφία ΗΡΙΟ. Επιβεβαιώθηκε και σε αυτή 
την περίπτωση η εκλεκτικότητα της δράσης του οίδ-ϋΟΡ, το οποίο 
βρέθηκε να συνδέεται με τα άζωτα Ν7 των δύο γειτονικών γουανινών.

Υπολογισμοί μοριακής μηχανικής των 1,2 χηλικών προϊόντων 

προσθήκης που σχηματίζονται μεταξύ του οίδ-ϋϋΡ και δύο 
διαφορετικών δίκλωνων ολιγονουκλεοτιδίων, ο!(0 0 0 0 0 0 0 0 )2 και 

οΙ(ΤΟΤΟΟΟΤΟΤΟ)2 έδωσαν τα εξής συμπεράσματα: 1) Η 5'- 
συνδεδεμένη γουανίνη γέρνει εκτός της συσσώρευσης των βάσεων, 

καταστρέφοντας έτσι έναν από τους άμινο-δεσμούς υδρογόνου που 
συμμετέχουν στο ζεύγος βάσεων 00  και ή αδυνατίζει τον ίμινο-δεσμό 

υδρογόνου (στο Α-ϋΝΑ) ή σχηματίζει έναν αδύναμο δεσμό μεταξύ των 

ιμινικών υδρογόνων Η1 και δύο Ν3 ατόμων των απέναντι βάσεων (στο 

Β-ϋΝΑ), 2) Υπάρχει ένας δεσμός υδρογόνου μεταξύ της αμμωνίας του 
συμπλόκου του λευκοχρύσου και της 5'-φωσφορικής ομάδας της 

μονάδας ςΐ(ρθρθ) και στους δύο τύπους του ϋΝΑ. Αυτός ο δεσμός 

υδρογόνου κλείνει έναν δακτύλιο, στον οποίο το 5'-σάκχαρο βρίσκεται 

σε διαμόρφωση 02'-θγίο1ο, 03'-θχο ή σε διαμόρφωση 03'-θηοίο, 02
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παραπάνω μοντέλο έδειξαν ότι οι γουανοσίνες 0(4) και 0(5) έχουν 

διαμορφώσεις 8ηίί και δγη αντίστοιχα. Η 0(5) είναι κάθετη στο επίπεδο 

ένταξης, ενώ η 0(4) βρίσκεται σχεδόν πάνω στο επίπεδο αυτό, με 
αποτέλεσμα οι δύο πενταμελείς δακτύλιοι των που ρινών να βρίσκονται 
πολύ κοντά μεταξύ τους (0(5)Η8-0(4)Η(8) < 3 Α, σε σχέση με τη 

συνηθισμένη απόσταση των 3.4 Α). Αν και συνήθως στις πλατινιωμένες 

διπλές έλικες η διαμόρφωση των 5Ό ρ03 ' είναι 3ηίί-3ηίί, ίιβ3θί-Ιο-ΐΊθ3ά, 
στο συγκεκριμένο μοντέλο η διαμόρφωση είναι 3ηίϊ-δγη, ήθ3θΙ-ίο-5ϊο1θ 
(Σχήμα 27) [185]. Η ασυνήθιστη αυτή διαμόρφωση της πλατινιωμένης 
διπλής έλικας δημιουργείται με σκοπό την εξισορρόπηση των δομικών 
απαιτήσεων του ϋΝΑ και του Ρί και είναι πιθανό να σχετίζεται με την 
αντικαρκινική δράση του φαρμάκου.

ΝΗ-

0  =  Ρ —  Ο ----------- Η ------- Ν ------ Ρ*

<
Ν7

Ν9

° · \  ^0 3 * ,ΛΖ' | 
04*----^Ο Ι^ -^— ΟΓ

' Ό 3 *>*I
—  ♦ = 0°

Ν7
/
\

Υ ^ Ν Η
I δυοηίη» 5

Ό2'

* Φ = Ι8 0 β

Σχήμα 25: Σχηματική παράσταση του σχηματισμού δακτυλίου με τη 
συμμετοχή ενός δεσμού υδρογόνου. Η διακοπτόμενη γραμμή 
παριστάνει 0(2 ')-θπο!ο, 0(3')-θχο διαμόρφωση, ενώ η συνεχόμενη 
παριστάνει 0(3')-θηςΙο, 0(2>βχο διαμόρφωση.
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στραμμένου συμπληρωματικού κλώνου. Τέλος, οι γουανοσίνες 0*(4) ι 

0*(5) βρέθηκε να έχουν διαμόρφωση Ν,βπΙι και δ,3Πίϊ αντίστοιχα.

Η δομή του προϊόντος προσθήκης οίδ-Ρί-0(6)Τ(7)0(8) στο 

δίκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο ά(0(1)Τ(2)0(3)Τ(4)Α(5)0(6)Τ(7)0(8) 
0(9)Τ(10)0(11 )Α(12)0(13)) ά(0(26)Τ(25)0(24)Α(23)0(22)0(21)
Α(20)0(19)Τ(18)Α(17)0(16)Α(15)0(14)), μελετήθηκε με φασματοσκοπία 
1ϋ 1Η, 31Ρ ΝΜΚ, Ν0Ε8Υ, ΗΜΟΟ, 005Υ  και στη συνέχεια με 

υπολογισμούς μοριακής δυναμικής [128]. Οι παραμορφώσεις που 

προκαλεί η πλατινίωση ήταν τοπικές και περιορίζονταν στην περιοχή 
οί8-Ρΐ-0(6).0(21) και Τ7.Α20, ενώ το τμήμα Ο5-Ρϊ-0(8).0(19) σχημάτιζε 
κανονικά δεσμό υδρογόνου. Η παραμόρφωση περιοριζόταν στο 5'- 
τμήμα του πλατινιωμένου κλώνου. Σήμα ΝΟΕ μεταξύ του 0(6)Η8 και 

του 0(6)Η3' έδειξε την παρουσία διαμόρφωσης 100% τύπου Ν για το 

δακτύλιο του σακχάρου της 5'γουανοσίνης, 0(6), ενώ η 3 γουανοσίνη, 
0(8) διατηρεί διαμόρφωση τύπου δ. Το δομικό μοντέλο έδειξε μια 
στροφή της έλικας κατά 20° και ένα τοπικό ξεδίπλωμα αυτής κατά 19°, 
στο σημείο πλατινίωσης. Στη θυμίνη Τ(7) ο γλυκοζιτικός δεσμός είναι 
δγη και αυτή είναι τοποθετημένη στη μικρή αύλακα, συσσωρευόμενη με 

την παραμορφωμένη (ρΓορθΙΙθΓ-ίννίδίθά) οίδ-ΡΙ-0(6), γεγονός που 
έρχεται σε αντίθεση με προηγούμενες παρατηρήσεις σχετικές με την 
ενδιάμεση βάση στο τμήμα ΟΝΟ. Η παραμόρφωση αυτή της μικρής 
αύλακας δεν παρατηρείται με τα προϊόντα οίδ-Ρί-ΟΟ- και οΐδ-Ρί-ΑΟ- και 
ίσως έτσι να εξηγείται το γιατί οι πρωτεΐνες ϋΚΡ αναγνωρίζουν τις οίδ- 

Ρί-ΟΟ- και οίδ-Ρί-ΑΟ- βλάβες του ϋΝΑ, όχι όμως τις αντίστοιχες άδ-Ρΐ- 
ΟΝΟ- [45].

Φασματοσκοπίες 1ϋ 1Η-ΝΜΡ και ΝΟΕδΥ χρησιμοποιήθηκαν για 
τη διευκρίνιση του τρόπου σύνδεσης του Ρ1(βη)2 με τα δύο 
δωδεκανουκλεοτίδια ά(ΟΑΑΤΟΟΟΟΑΤΤΟ)2 και εΙ(ΤΟΟΟΑΤΟΟΟΑ)2, και 

έδειξαν ότι το μέταλλο συνδεόταν σε περιοχές ΑΤ [189]. Οι μεγαλύτερες 

μετατοπίσεις των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων 

παρατηρήθηκαν για τα πρωτόνια μικρής αύλακας, Α3Η2 στο πρώτο και
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αρχικά στα ακραία ζεύγη βάσεων. Στην τιτλοδότηση του 
δωδεκανουκλεοτιδίου με το διδοντικό Ρά-βπ η γουανίνη 04 είναι αυτή 
που φαίνεται να επηρεάζεται αρχικά, ενώ στην πορεία της τιτλοδότησης 
και οι τέσσερις γουανίνες επηρεάζονται εξίσου. Τέλος, στην τιτλοδότηση 

με το “γυμνό” κατιόν Ρά(3ς)2+ η αντίδραση πραγματοποιείται πιο βίαια 

και ενώ αρχικά παρατηρείται εκλεκτικότητα για τη θυμίνη Τ8 και τη 
γουανίνη 04, σε αναλογία Ρά(Ι)/άυρΙθχ ίση με 4:1 έχουμε πλήρη 

παραμόρφωση της διπλής έλικας.
Τα τελευταία χρόνια, έχει παρουσιάσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

[191-193] η καινούρια κατηγορία διπυρηνικών συμπλοκών του 

λευκοχρύσου του τύπου [{ΡίΟΙΠ,(ΝΗ3)3̂ }2(ΝΗ2(ΟΗ2)ηΝΗ2)]2(2·Γ,,)+ 

(ιτι=0,1,2, η=1,2) (Σχήμα 29), ως πιθανών αντικαρκινικών φαρμάκων. 
Μελέτες κυκλικού διχρωισμού σε αντιδράσεις των διπυρηνικών αυτών 
συμπλοκών με τα πολυμερή ροΐγ(ά0 -ά0 ).ροΐγ(ο10-οΐ0 ) και ροΙγ(ο!0 - 
ιτιδϋΟ). ροΐγ(ο!0-ηη5ά0) έδειξαν ότι προκαλούν αλλαγή διαμόρφωσης 

των πολυμερών από Β- σε Ζ-τύπου. Η αλλαγή αυτή είναι ανεξάρτητη 

από το σχηματισμό ομοιοπολικού δεσμού και οφείλεται αρχικά σε 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις στο διάλυμα. Το αδ-ϋϋΡ αντίθετα 
σταθεροποιεί τη Β-μορφή του ϋΝΑ και αυτή είναι η κύρια διαφορά των 
δύο κατηγοριών συμπλοκών. Επίσης, τα διπυρηνικά σύμπλοκα 
σχηματίζουν 1,2, 1,3 και 1,4 διακλωνικούς διασταυρούμενους δεσμούς 

με γουανίνες σε ποσοστό μεγαλύτερο από το οίδ-ϋϋΡ (<5%). Τέλος, ο 

σχηματισμός ενδοκλωνικών διασταυρούμενων δεσμών από τα 

διπυρηνικά σύμπλοκα μελετήθηκε με τεχνικές ηλεκτροφόρησης 9βΙ και 
φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΡ σε ολιγονουκλεοτίδιο που περιείχαν το τμήμα 
ά(ΤΟΟΤ). Διαπιστώθηκε ότι τα (Ρί,Ρί)-πρόίόντα προκαλούν μια 

ευλύγιστη, μη προσανατολισμένη στροφή (βθηΐ) στο ϋΝΑ, σε αντίθεση 

με το οίδ-ΟϋΡ και ότι η διαμόρφωση των βάσεων ήταν Ν,3Πίί για την 5'- 

Τ, δ/Ν,3ηίί για την 01, Ν,3π1ϊ/δγπ για την 02 και δ,3πίϊ για την 3'-Τ. Οι 

διαφορές στα δομικά χαρακτηριστικά και στην ποσοτική αναλογία των 
προϊόντων των διπυρηνικών αυτών συμπλοκών σε σχέση με εκείνα των
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της σύνδεσης του μαγνησίου στη σταθερότητα της διπλής έλικας για το 
ολιγονουκλεοτίδιο (1(ΑΤΟΟΟΤΑΟΟΑΤ)2 μελετήθηκε με φασματοσκοπία 
1Η-ΝΜΚ [194]. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις (4 ιτιΜ) και σε θερμοκρασία 

23°0, το ολιγονουκλεοτίδιο υιοθετεί διαμόρφωση φουρκέτας, όπως 
φαίνεται από το ΝΜΚ φάσμα των ίμινο-πρωτονίων. Η προσθήκη άλατος 
μαγνησίου προκαλεί μετατροπή της διαμόρφωσης από αυτή της 
φουρκέτας σε αυτή της διπλής έλικας, σε αναλογία ΜρΟΟ/άυρΙθχ ίση με 
15. Η εξάρτηση των σημάτων συντονισμού των ίμινο-πρωτονίιων από 
τη θερμοκρασία δείχνει ότι η τήξη της έλικας αρχίζει από τα άκρα της.

3.3.2. Ψευδάονυοοο. Ζη(ΙΠ
Φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΡ χρησιμοποιήθηκε για τη διευκρίνιση των 

θέσεων δεσμού του Ζπ(ΙΙ) με ολιγονουκλεοτίδιο [194-196]. Στην 

αντίδραση του Ζπ(ΙΙ) με το δωδεκαμερές [ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 μόνο η 
γουανίνη 04 φαίνεται να επηρεάζεται. Το πρωτόνιο 04-Η8 
μετατοπίζεται σημαντικά σε μικρότερα μήκη κύματος, ενδεικτικό του 
δεσμού Ζη-Ν7. Επίσης, το ίμινο-πρωτόνιο 04(Ν1-Η) μετατοπίζεται σε 

μικρότερες τιμές πεδίου, ώσπου τελικά αλληλοεπικαλύπτεται με το σήμα 

του ίμινο-πρωτονίου της 02. Τιτλοδότηση του δωδεκανουκλεοτιδίου 

[ά(ΑΤΟΟΟΤΑΟΟΟΑΤ)]2 με Ζη(ΙΙ), έδειξε τον ίδιο τύπο εκλεκτικότητας. Οι 
κυριότερες μετατοπίσεις ήταν για τα σήματα 03-Η8 και 04-Η8, 
δηλώνοντας την ύπαρξη δεσμού του Ζη(ΙΙ) με τα άτομα Ν7 των δύο 
γουανινών.

3.3.3. Υδοάρνυρος, Ηα(ΙΙ)

Αντιδράσεις του Ης)(ΙΙ) με ολιγονουκλεοτίδιο έχουν μελετηθεί με 

φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ [113,197-199]. Κατά την τιτλοδότηση του 

δωδεκανουκλεοτιδίου [<3(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 με άλας Η9(ΙΙ), 
παρατηρήθηκε εξαφάνιση των σημάτων συντονισμού των ίμινο- 
πρωτονίων των θυμινών καθώς και μετατόπιση των σημάτων 

συντονισμού των πρωτονίων των μεθυλομάδων των Τ7 και Τ8 προς
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των τεσσάρων γουανινών [200]. Επιπλέον πειράματα με δέκα 
διαφορετικά ολιγονουκλεοτίδια, έδειξαν ότι η συγγένεια μεταξύ του 
αζώτου Ν7 της 5'-γουανίνης και του μετάλλου ακολουθεί τη σειρά: 5'-

0 0  > ΟΑ > ΟΤ »  00 . Τα αποτελέσματα αυτά συνδέθηκαν με 

διακυμάνσεις στο ηλεκτροστατικό δυναμικό, οι οποίες εξαρτώνται από 

το είδος της ακολουθίας και με μικρές αλλαγές διαμόρφωσης ανάλογα 
με την ακολουθία, οι οποίες μεταβάλλοντας τη συσσώρευση των 
βάσεων, επηρεάζουν τη νουκλεοφιλικότητα των θέσεων 0-Ν7.

Τιτλοδοτήσεις με Μη(ΙΙ) σε δύο διπλόκλωνα εξανουκλεοτίδια, τα 
οΙ(ΟΟΤΑΟΟ)2 και ύ(ΟΟΑΤΟΟ)2, έδειξαν μια ελάχιστη διαφορά 
εκλεκτικότητας μεταξύ των 5 '-00  και 3 '-00  [200].

Τελευταία, ο υιπητίΘΓ και οι συνεργάτες του μελέτησαν με 

φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ, τη σύνδεση Μπ(ΙΙ)/Μ9(ΙΙ) ιόντων με διάφορες 
μικροέλικες, που προήλθαν από πέντε διαφορετικά ίΚΝΑδ [201,202]. Οι 
μικροέλικες αποτελούνταν από επτά ζεύγη βάσεων και ένα μονόκλωνο 
ακραίο τμήμα 3'-ΑΟΟΑ. Τα ίμινο-πρωτόνια της μικροέλικας:

3 '-ΑΟΟΑΟΟϋΟΟΑΙ)

5'-ΟΟΟΟΟϋΑ
δίνουν σήματα συντονισμού παραμαγνητικά διευρυσμένα για τις 
γουανίνες 0 1 , 02 και 03, ύστερα από την προσθήκη ΜηΟΙ2.
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πρώτη φορά που γίνεται μελέτη ενός τέτοιου τύπου τριαδικού 

συστήματος.
Για τη σύνθεση των τριαδικών συμπλοκών επιλέχτηκαν οι 

νουκλεοζίτες γουανοσίνη (Ουο) και κυτιδίνη (Ογά), οι οποίες αποτελούν 
συμπληρωματικό ζεύγος τόσο του ϋΝΑ όσο και του ΡΝΑ, έτσι ώστε να 
μπορέσουμε να συγκρίνουμε τη συμπλοκοποίηση ενός εκπροσώπου 
των πυριμιδινικών νουκλεοζιτών με αυτή ενός εκπροσώπου των 

πουρινικών.
Τα αμινοξέα και διπεπτίδια επιλέχτηκαν, έχοντας σαν αρχικά τη 

γλυκίνη (9ΐγ) και τη γλυκυλγλυκίνη (9ΙΥ-9ΙΥ) αντίστοιχα και αυξάνοντας 
σταδιακά τις πλευρικές αλειφατικές αλυσίδες τους (στην περίπτωση του 
διπεπτιδίου αυτό αφορά μόνο στο δεύτερο αμινοξύ), με σκοπό τη μελέτη 

της εξάρτησης των υδρόφοβων μη δεσμικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

του αρωματικού συστήματος των βάσεων των νουκλεοζιτών και της 
πλευρικής αυτής αλυσίδας, καθώς αυξάνεται το μέγεθος της.

Το δίκλωνο δωδεκανουκλεοτίδιο που επιλέχτηκε για τη μελέτη σε 

διάλυμα ήταν το οΙ(ΟΘΟ(3ΑΑΤΤΟΟΟΘ)2, το οποίο σχηματίζει εύκολα 
διπλή έλικα και περιέχει την ακολουθία ά(ΟΑΑΤΤΟ), την οποία 

αναγνωρίζει το περιοριστικό ένζυμο ΕοοΡΙ.
Παράλληλος σκοπός της διατριβής είναι και η σύνθεση νέων 

συμπλοκών ενώσεων του λευκοχρύσου με πιθανή αντικαρκινική δράση, 

όπως τα σύμπλοκα αδ-ΟΙ2Ρί(οϋρθρίΐοΐΘθ5ίθΓ)2, τα οποία αποτελούν 
ανάλογα του οίβρίβΐίη με υποκαταστάτες βιολογικά μόρια, που πιθανόν 

να δευκολύνουν τη μεταφορά του φαρμάκου στα κύτταρα και τα οποία 

δοκιμάζονται κλινικά.
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σύμπλοκα τύπου ΜΙ_, τα διπεπτίδια δρουν ως τριδοντικοί 
υποκαταστάτες, με δυο πενταμελείς χηλικούς δακτυλίους, που 

σχηματίζονται από το μέταλλο, την τελική αμινομάδα, το αμιδικό άζωτο 

και το οξυγόνο του τελικού καρβοξυλίου, σε τιμές ρΗ μικρότερες από 4.0 
[209-213]. Η συμπλοκοποίηση συνήθως αρχίζει από την Ν-τελική 
αμινομάδα και συνεχίζεται προς το Ο-άκρο, σχηματίζοντας πολύ 
σταθερούς δεσμούς με το αμιδικό άζωτο [214-216]. Όταν δεν υπάρχουν 
άτομα δότες στην πλευρική αλυσίδα των αμινοξέων, ώστε να 

συναγωνιστούν με τα άτομα αζώτου της ραχοκοκκαλιάς, τότε ο τρόπος 

συμπλοκοποίησης, σε χαμηλό ρΗ, είναι προβλέψιμος.

Γ -ο = ν η - 1 +
1 I Δ 

ΟΗ

ί
Η > νη , - Γ

Ο

Σχήμα 31: Πορεία πρωτονίωσης και αποπρωτονίωσης της αμιδικής 
ομάδας.

Βέβαια, συχνές είναι οι περιπτώσεις, όπου έχουμε μονοδοντική 

ένταξη του πεπτιδίου μέσω της τελικής αμινομάδας. Ο ΒθοΚ και οι 
συνεργάτες του συνέθεσαν σύμπλοκα με διπεπτίδια του τύπου οίδ- και 

ΐΓ3ηδ-ΟΙ2Ρί(ο1ϊρθρίίςΙθ5ίΘΓ)2 είτε μέσω πεπτιδικής σύνθεσης πάνω στο 
μέταλλο, το οποίο δρα ως προστατευτική ομάδα για την τελική 

αμινομάδα, χρησιμοποιώντας το καρβοδιιμίδιο (ϋΟΟ, ΟβΗ^ΝΟΝ^Η^) 

ως συζευκτικό παράγοντα είτε με απευθείας αντίδραση του εστέρα του 

διπεπτιδίου με το άλας Κ2ΡίΟΐ4 [217-220] (Σχήμα 32). Ανάλογες 
συνθέσεις με Ρί(ΙΙ) και Ρά(ΙΙ) έγιναν και από τον ΟθδίϋΙο και τους 

συνεργάτες του, χρησιμοποιώντας ως συζευκτικό παράγοντα ένα 

πολυμερές που περιείχε την ομάδα του καρβοδιιμιδίου [221].

[ - 0 - Ν - ]  =? 
ρΗ<0 !·

—  [—Ο—Ν—] 
ρΗ>15 “
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Η σύνθεση των εστέρων των διπεπτιδίων (εκτός του 

ΗΟΙ.ΟΙγΟΙγΟΕί, που αγοράστηκε από τη 5ίς}Γη3 Οο.) έγινε με τη γνωστή 
από τη βιβλιογραφία μέθοδο των μικτών ανυδριτών [225-228], 
χρησιμοποιώντας χλωρομυρμηκικό ισοβουτυλεστέρα ως μικτό ανυδρίτη 

και ξεκινώντας σε όλες τις περιπτώσεις από την Βοο-γλυκίνη, σύμφωνα 

με το ακόλουθο σχήμα:

1.2. Σύνθεση εστέοων των διπεπτιδίων

Β ο ο “ Ν Η Ο Η 2 Ο Ο Ο Η  + 0 1 - 0  Ο Ο Η 2 Ο Η

Β θ ( ^ Ν Η Ο Η 2 Ο Ο Ο Ο Ο Ο Ο Η 2 Ο Η  ( Ο Η 3 )2

(ΟΗ3)2 + Ο/  \

\ ____/
Ν — Ο Η 3

Τ Η Ρ

+ Ο/  \

\ ___ /
Ν — Ο Η 3 · Η  Ο 1

Β ο ο — Ν  Η Ο Η 2 Ο Ο Ο Ο Ο Ο Ο Η 2 Ο Η  ( Ο Η 3 )2  +  Ν Η 2 Ο Η Κ Ο Ο Ο Μ  θ

Β ο ο - Ν Η Ο Η 2 Ο Ο Ν Η Ο Η Κ Ο Ο Ο Μ  θ| +  0 0 2 +  ( Ο Η 3 )2 Ο Η Ο Η 2 Ο Η

Σχήμα 34: Γενική πορεία αντιδράσεων σύνθεσης των εστέρων των 
διπεπτιδίων.

Η πορεία της αντίδρασης παρακολουθήθηκε με χρωματογραφία 

λεπτής στοιβάδας (ΤίΟ) σε διάφορα συστήματα διαλυτών και αντίδραση 

με νινυδρίνη. Στη συνέχεια ακολούθησε καθαρισμός του προϊόντος με 

ίΐθδή χρωματογραφία [229]. Οι αποδόσεις των συνθέσεων έφταναν το 
70%. Τέλος, έγινε η αποπροστασία της αμινομάδας, απομακρύνοντας 

την ομάδα Βοο- με ΗΟΙ/Διοξάνη, 4Ν.

Η ταυτοποίηση και ο έλεγχος της καθαρότητας των 

υδροχλωρικών εστέρων των διπεπτιδίων έγινε με φασματοσκοπία 1Η- 

ΝΜΡ σε διαλύτη ϋ20  ή και σε ΡΜΒΟ.
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Τα φάσματα 1Η-ΝΜΡ των δυαδικών συμπλοκών σε ϋ20  και ϋΜδΟ 
παρουσιάζονται στις σελίδες 79-87. Στον Πίνακα 2 συνοψίζονται τα 

δεδομένα από τα φάσματα 1Η-ΝΜΚ. Η συμπλοκοποίηση των 
διπεπτιδίων με το μέταλλο έχει γενικά ως αποτέλεσμα τη μείωση της 
ηλεκτρονιακής πυκνότητας των ατόμων του πεπτιδίου, η οποία γίνεται 
αισθητή και στα άτομα υδρογόνου. Με αυτό τον τρόπο οι πυρήνες 
αποπροστατεύονται και κυρίως αυτοί που βρίσκονται πιο κοντά στις 
θέσεις δεσμού με το μέταλλο. Ενδεικτική της αποπροστασίας είναι η 

μετατόπιση των σημάτων συντονισμού των πυρήνων σε μικρότερες 

τιμές πεδίου (ϋοννηίίθΙςΙ). Στην περίπτωση της σύγκρισης μεταξύ των 
πρωτονιωμένων και συμπλοκοποιημένων διπεπτιδίων, παρατηρούμε 
ότι η αποπροστασία είναι μεγαλύτερη στην περίπτωση της 
πρωτονίωσης από ό,τι στην περίπτωση της συμπλοκοποίησης όσο 

αφορά στα πρωτόνια της μεθυλενομάδας της Ν-γλυκίνης σε ϋ20  και στα 

πρωτόνια της Ν-αμινομάδας αυτής σε ϋΜδΟ. Τα σήματα συντονισμού 

των παραπάνω πρωτονίων μετατοπίζονται σε υιυηλότεοεο τιυέο πεδίου 
(υρίίθΐά) στα δυαδικά σύμπλοκα από ό,τι στα πρωτονιωμένα διπεπτίδια 
(Ιδιαίτερα στην περίπτωση της αμινομάδας, μέσω της οποίας γίνεται η 
συμπλοκοποίηση με το μέταλλο, η μετατόπιση είναι κατά περίπου 3 

ρριπ). Αντίθετα, όλα τα πρωτόνια του δεύτερου αμινοξέος των εστέρων 

των διπεπτιδίων, εκτός του ΟΙγςιΙγΟΕί, δίνουν κατά τη συμπλοκοποίησή 
τους με το μέταλλο, σήματα μετατοπισμένα σε υικοότεοεο τιυέ<: πεδίου 
(οΙοννηίίθΙοΙ) κατά περίπου 0.2 ρριπ σε σχέση με τα σήματα των 
πρωτονιωμένων αναλογών τους. Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει τη 

συμπλοκοποίησή τους με το λευκόχρυσο.

1.4. Φασυατοσκοπία 1Η-ΝΜΚ



79



81



83



85



87



89

παραπάνω βάσεις θεωρείται ασήμαντη σήμερα και θεωρούμε ότι οι 
βάσεις βρίσκονται στην παραπάνω μορφή σε διαλύματα. Γα τη 
γουανοσίνη, η πιο πιθανή θέση για συμπλοκοποίηση με το λευκόχρυσο 

είναι το άζωτο Ν7 σε ουδέτερο ρΗ. Είναι αποπρωτονιωμένο 
(ρΚα(Ν7)=2.1 και ρΚα(Ν1)=9.2 [230]) και στη διπλή έλικα Β-ϋΝΑ είναι 
εύκολη η πρόσβασή του στην περιοχή της μεγάλης αύλακας. Η σύζευξη 
Ρί-Η8, που παρατηρήθηκε σε σύμπλοκα Ρί-γουανοσίνη, 
χρησιμοποιήθηκε αρχικά για την απόδειξη της ύπαρξης του δεσμού με 

το άζωτο Ν7 [231], η οποία αργότερα επιβεβαιώθηκε με 
κρυσταλλογραφικά δεδομένα [232,233]. Θεωρητικοί υπολογισμοί σε 

ενέργειες δεσμού του {Ρί(ΝΗ3)3} με διάφορες θέσεις νουκλεοβάσεων, 
απέδειξαν ότι η θέση (3-Ν7 είναι η πιο ευνοϊκή ενεργειακά [234]. Η 
πλατινίωση στη θέση Ν7 επιφέρει τα εξής αποτελέσματα:
1 . Στο φάσμα 1Η-ΝΜΚ, τα σήματα συντονισμού των πρωτονίων του 

δακτυλίου της γουανίνης μετατοπίζονται προς μικρότερες τιμές πεδίου 

σε σχέση με αυτά του ελεύθερου υποκαταστάτη. Οι μετατοπίσεις 
αυτές είναι πάντως μικρότερες από αυτές που συμβαίνουν κατά την 
πρωτονίωση [235] και επίσης εξαρτώνται από τις αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ των υποκαταστατών.

2 . Το πρωτόνιο Η8 της Ν7 πλατινιωμένης γουανοσίνης παρουσιάζει 

μια αυξημένη τάση για ανταλλαγή. Σε διαλύματα 020, η ανταλλαγή με 
δευτέριο έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση της έντασης του σήματος και 

τελικά την εξαφάνισή του.
3 . Το πρωτόνιο στη θέση Ν1 γίνεται πιο όξινο. Η αύξηση της οξύτητάς 

του είναι μεγέθους 1.6-2 λογαριθμικές μονάδες [135,236].

Εκτός από τη θέση Ν7, πλατινίωση μπορεί βέβαια να συμβεί και 

σε άλλες θέσεις του μορίου, όπως πλατινίωση στη θέση Ν1 σε α) 

ουδέτερο ή ελαφρά αλκαλικό περιβάλλον με περίσσεια του 
ηλεκτρονιόφιλου ΡΙ [237-239] και β) σε ισχυρά αλκαλικό περιβάλλον 

(ρΗ=10.5) [239]. Η υπόθεση για το σχηματισμό χηλικού συμπλόκου με 

τα άτομα Ν7 και 06 της γουανοσίνης δεν έχει ακόμα επιβεβαιωθεί, αν
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συγκέντρωσης 10'3 Μ, είχε σε όλες τις περιπτώσεις τιμή ίση με 200 οβητΤ 

1αη2/ηηοΙβ περίπου, τιμή που συμφωνεί με την υπόθεση δομής 1:2 

ηλεκτρολύτη. Οι στοιχειακές αναλύσεις των συμπλοκών παρουσιάζονται 
στον Πίνακα 3 και όπως φαίνεται συμφωνούν με τους προτεινόμενους 
μοριακούς τύπους.

Πίνακας 3: Στοιχειακές αναλύσεις των τριαδικών συμπλοκών
Σύμπλοκα 0% Η% Ν% Ο/Ν
οίδ-[(9υο)2Ρί(9ΐν9,νΟΕί)2]Οΐ2.4Η20 31.20 4.50 15.90 1.96

(31.37) (4.37) (16.01) (1.96)
οί5-[(9υο)2ΡΙ(9ΐγ3ΐ3θΜθ)2]0ΐ2.6Η2Ο 30.65 4.57 15.90 1.93

(30.47) (4.92) (15.55) (1.96)
οί5-[(9υο)2Ρί(9ΐγ-2-363θΜθ)2](Ν03)2·4Η20 31.07 4.07 17.36 1.79

(31.26) (4.75) (17.16) (1.82)
οί3-[(9υο)2Ρί(9ΐγην3ΐΟΜΘ)2]ΟΙ2.6Η20 32.69 4.79 14.36 2.24

(32.83) (5.32) (14.89) (2.24)
0ί8-[(9υ0)2ΡΙ(9ΐγπΙθυ0Μθ)2](Ν03)2.4Η20 33.05 4.90 16.10 2.05

(33.50) (5.14) (16.45) (2.04)-
οί5-[(ογ<1)2ΡΙ(9ΐγ9ΐγ0Ε*)2]0ΐ2.6Η2Ο 30.16 4.67 11.83 2.55

(30.50) (5.25) (11.86) (2.57)
οΐ3-[(ογο1) 2Ρί(9ΐγ3ΐ3θΜθ)2]0!2.6Η20 29.56 4.59 11.41 2.59

(30.50) (5.25) (11.86) (2.57)
οί8-[(ογά) 2ΡΙ(9ΐγ-2-3ΐ)3θΜ6)2]ΟΙ2.10Η2Ο 29.54 4.60 10.08 2.74

(30.00) (4.22) (10.94) (2.94)
οίδ-[(ογοΙ) 2Ρί(9ΐγην3ΐΟΜθ)2]0Ι2.4Η2Ο 34.31 4.71 11.49 2.91

(34.00) (5.50) (11.66) (2.98)
αδ-[(ογά)2Ρί(9ΐγηΙβυΟΜβ)2]ΟΙ2.4Η20 35.33 5.64 11.90 2.97

(35.18) (5.70) (11.40) (3.08)
* Οι τιμές σε παρένθεση είναι οι θεωρητικές τιμές

2.3. Φασυατοσκοπία υπερύθρου (ΙΚ)

Τα φάσματα υπερύθρου των τριαδικών συμπλοκών αναφέρονται 

στην περιοχή 4000-200 απ'1 και φαίνονται στις σελίδες 95-99, ενώ οι 
πιο χαρακτηριστικές ταινίες απορρόφησης συγκεντρώνονται στον 

Πίνακα 4.

Στην περιοχή των 4000-1800 οπγί'1 εμφανίζονται ευρείες ταινίες 

που αντιστοιχούν σε δονήσεις τάσης των ομάδων υδροξυλίου [254], 

των ΝΗ ομάδων [255] των νουκλεοζιτών και των αμινοξέων καθώς και
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διαπιστώθηκε ότι συμπλοκοποίηση μέσω του Ν7 έχει σαν αποτέλεσμα η 

ταινία να παραμένει σχεδόν σταθερή στην περιοχή γύρω στα 1700 ογπ'1, 
ενώ συμπλοκοποίηση μέσω Ν1 ή 06 ή χηλικού δακτυλίου Ν7-06 
μετατοπίζει την ταινία στα 1625 οιτΓ1 [260-264]. Η αντίστοιχη ταινία για 
τα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη εμφανίζεται στην περιοχή 1655-1670 
οιτι'1, ενδεικτική της συμπλοκοποίησης του υποκαταστάτη μέσω του 
αζώτου Ν3 [84].

Στην ελεύθερη γουανοσίνη, που περιέχει 38% Ον-βηάο 
διαμόρφωση στο σάκχαρο, εμφανίζονται δυο ταινίες στη περιοχή των 
800 ογπ'1: στα 824 οιτι' 1 και 801 οιτι'1 αντίστοιχα που οφείλονται στη 
διαμόρφωση 2Ε (02-θηάο) και 3Ε (03 -βηάο) η δεύτερη [265]. Στα 

φάσματα των τριαδικών συμπλοκών με γουανοσίνη η ταινία στα 824 οιτΓ
1 εμφανίζεται με μειωμένη ένταση, ενώ αντίθετα η ταινία στα 801 ογπ'1 

αυξάνεται σε ένταση. Αναμένεται κατά συνέπεια τα σύμπλοκα να 
εμφανίζουν μεγαλύτερο ποσοστό 3Ε διαμόρφωσης από τον ελεύθερο 
υποκαταστάτη (Βλέπε φάσματα 1Η-ΝΜΡ).

Τέλος, στα φάσματα των τριαδικών συμπλοκών τόσο της 

γουανοσίνης όσο και της κυτιδίνης δεν εμφανίζονται οι ταινίες που 

αντιστοιχούν στις δονήσεις Ρί-ΟΙ, στα 330-320 ογτΓ1, οι οποίες αντίθετα 
είναι παρούσες στα φάσματα των δυαδικών συμπλοκών, γεγονός που 
δηλώνει πως και οι τέσσερις θέσεις υποκαταστατών του ΡΙ(ΙΙ) έχουν 
καλυφθεί από άζωτα δότες ηλεκτρονίων.
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ΡΤ-ΙΒ φάσματα των συμπλοκών: (α) οΪ3-[(9υο)2Ρί(9ΐΥ9ΐνΟΕΙ)2]ΟΙ2 και 
(β) οίδ-[(εν^)2Ρί(9ΐν9ΐνΟΕΙ)2]Οΐ2
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δημιουργίας ενός θετικού κέντρου, εξ’αιτίας της συμπλοκοποίησης, στο 
γειτονικό στο πρωτόνιο Η8, άζωτο (Ν7) και ελάττωση έτσι της 
ηλεκτρονιακής πυκνότητας, που έχει σαν αποτέλεσμα τελικά την 
αποπροστασία του πρωτονίου αυτού [90,270]. Η μετατόπιση κατά 0.45 

ρριπ είναι σαφώς μικρότερη από εκείνη που προκαλεί η 
συμπλοκοποίηση του αδ-ϋϋΡ με γουανοσίνη μέσω Ν7 (1 ρρητ») 

[231,271] και η διαφορά αυτή μπορεί να αποδοθεί στην ύπαρξη 
διαμοριακών ή ενδομοριακών υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων 
υποκαταστατών (δΐ8θΚίη9 ΐηίβΓθοίίοηδ), οι οποίες γενικά μειώνουν την 
ένταση του παραπάνω φαινομένου. Τα σήματα των υπόλοιπων 

πρωτονίων (πρωτόνια σακχάρου) μένουν σχεδόν ανεπηρέαστα από τη 

συμπλοκοποίηση, όπως αναμενόταν, αφού βρίσκονται μακριά από τη 
θέση δεσμού.

Σε μερικές περιπτώσεις παρασκευής συμπλοκών Ρί(ΙΙ) ή ΡοΙ(ΙΙ) 
με δύο μόρια γουανοσίνης, παρατηρήθηκε η ύπαρξη ισομερών εκ 

περιστροφής σε διάλυμα [77,78,272-276]. Αυτό διαπιστώθηκε από την 

παρατήρηση περισσότερων του ενός σημάτων για τα πρωτόνια Η8, τα 

οποία παύουν να είναι ισοδύναμα. Τα ισομερή αυτά αποδόθηκαν σε 

διαμορφώσεις “κεφαλής προς κεφαλή” (Ιΐθθά-ίο-ΜβθοΙ) ή “κεφαλής προς 
ουρά” (ΙιββοΙ-ίο ί3ΪΙ) ή σε διαμορφώσεις “ανοιχτού” και “κλειστού” τύπου 
(Σχήματα 9,36).

Τα 1Η-ΝΜΚ φάσματα των τριαδικών μας συμπλοκών με 

γουανοσίνη έδωσαν μόνο ένα σήμα συντονισμού για τα πρωτόνια Η8, 

σε συνηθισμένη θερμοκρασία, γεγονός που δείχνει πως η περιστροφή 
γύρω από το δεσμό Ρί-Ν7 πραγματοποιείται ελεύθερα και η 
αλληλομετατροπή μεταξύ των διαμορφωμερών γίνεται πολύ γρήγορα 

ως προς την ΝΜΡ κλίμακα χρόνου, ώστε να παρατηρείται μόνο ο μέσος 

όρος των σημάτων των διαμορφωμερών. Το φαινόμενο αυτό ήταν 

αναμενόμενο άλλωστε, μια και οι υπόλοιποι υποκαταστάτες (διπεπτίδια) 

δεν είναι αρκετά ογκώδεις και το Ρί(ΙΙ) είναι μεγαλύτερου γενικά 

μεγέθους από το ΡοΙ(ΙΙ).
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την περίπτωση του τριαδικού συμπλόκου με 9·Υ9·γΟΕί, σε όλα τα 
υπόλοιπα σύμπλοκα δίνει δύο ομάδες διπλών κορυφών ίδιας περίπου 
έντασης. (Η τιμή της σταθερός σύζευξης μεταξύ των πρωτονίων Η6 και 

Η5, 3ϋΗ,Η» διατηρεί σε όλες τις περιπτώσεις την κανονική τιμή της 7.7 

Ηζ). Επίσης παρατηρείται σχάση του σήματος των πρωτονίων του 
μεθυλεστέρα των διπεπτιδίων (ΟΜβ), το οποίο εμφανίζεται ως δύο 
απλές κορυφές, αντί μιας απλής. Οι παραπάνω παρατηρήσεις 
υφίστανται ακόμη και ύστερα από τη λήψη φασμάτων 1Η-ΝΜΚ σε 
θερμοκρασία 90°0.

Οι σχάσεις των σημάτων οφείλονται στην ύπαρξη 

διαμορφωμερών στο διάλυμα και είναι συχνές οι αναφορές τους στη 
βιβλιογραφία [243,277,280-282]. Τα διαμορφωμερή απαντούν συχνά σε 
σύμπλοκα παραγώγων κυτοσίνης/κυτιδίνης με λευκόχρυσο, στα οποία η 
βάση συμπλοκοποιείται μέσω του αζώτου Ν3. Στην περίπτωση αυτή οι 

ομάδες ΝΗ2 και 0=0, βρίσκονται σε θέση οιΙΙίο ως προς το δεσμό ΡΙ- 

Ν3, με αποτέλεσμα να εμποδίζεται η περιστροφή γύρω από το δεσμό 
αυτό και έτσι να είναι δυνατή η παρατήρηση των ισομερών εκ 
περιστροφής (διαμορφωμερών) στην κλίμακα χρόνου του φάσματος 

ΝΜΚ.
Αρχικά, η σχάση των σημάτων συντονισμού για το σύμπλοκο 

[Ρί(βη)(Ονο1)2]2+ αποδόθηκε από τους Οϊιυ, ΟιιηΙοη και Το6ΐ35 [243] 
στην ύπαρξη δύο ισομερών μορφών: “κεφαλής προς κεφαλή” και 
“κεφαλής προς ουρά”. Στην περίπτωση, όμως που η ένταση όλων των 
σημάτων είναι η ίδια, δεν είναι δυνατόν να έχουμε μίγμα των δύο αυτών 
ισομερών μορφών. Ακολουθώντας το συλλογισμό αυτό και πιστεύοντας 

ότι το ισομερές “κεφαλή προς κεφαλή” δεν ευνοείται ενεργειακά, οι 

Μ3ΓΖΐΙΙί [281] και ϋρρβιΐ [282] απέδωσαν το διπλασιασμό των σημάτων 

ΝΜΡ σε σύμπλοκα με 1-ΜθΟ και οΙΟΜΡ αντίστοιχα, στην ύπαρξη δύο 

διαστερεομερών με “κεφαλή προς ουρά” προσανατολισμό των 
νουκλεοβάσεων (Σχήμα 36). Δεχόμαστε ότι αυτά είναι τα διαστερεομερή 

και στα δικά μας διαλύματα τριαδικών συμπλοκών με κυτιδίνη.



Πί
να

κα
ς 

6: 
Χη

μικ
ές

 
με

τα
το

πί
σε

ις 
τω

ν 
πρ

ωτ
ον

ίω
ν 

τω
ν 

σα
κχ

άρ
ων

, 
στ

αθ
ερ

ές
 

σύ
ζε

υξ
ης

 
κα

ι π
οσ

οσ
τά

 
τω

ν 
αα 

Ε 
κα

ι 3
ηϋ 

δι
αμ

ορ
φώ

σε
ω

ν.
ιυ

τ -  <0 ΓΜ ΙΟ ΙΟ ΙΟ
(Ο σ) οο οο οο οο 
ό  ό  ο  ο  ο  ο

ΟΟ ίΜ £Ν (Ν <Ν ΓΜ

ΙΟ ΙΓ) τ)· ΤΓ τ ί

ΙΟ τί τί ττ τ}· τί

Ε Ε Ε Ε Ε Ε Ε Ε Ε Ε Ε Ε

Γ Ο ί Ο Ο Ο Ο Ο ί ' Ο ί Ο Ο Ο ί Ο Ο Ο ί Ο ί Ο ί Ο

^ σ; ̂  ^  νΓ </) .£,4Ϊ·2 (Ο Ο £Μ οο (Ο σ> ο> ο τΓΓΝίΓ\ Ι (Ν1ίΝ<ΝίΟΟτ— ·ί— τ— · ί \ | · Γ “

σίοί ον" οο ίο’ ^οΓίο'οΞΓ'^· ο  «οΓΟΟΟΓΟΟΟίΟΟΟτ-ΓνΙΓΟίΝ̂ΟΟ

σΤσΓοσΓοοαΓίΓΐΛ <ο <ο σ> α)οοσ>οοσ>σ>οοσ>σ>σ>σ>οο ιοιοιηιοιοιοιοιοιοιηιοιο

V-/ _<Ν| ^
„-£ί « θ Ο  

ο <=>, ω ^ 7^  
αΓ ω2·0)θ53^2 «οΟ

§ « ? Ι Ι  0 <<ί = = 2  ̂.>>.>* .>*.>> ϋ ϋϋϋϋ
ε ε ι ί α(Ν Ν Μ Ν Ν'ο'ο'ο'ο'ο3 3 3 3 3ο) ο) σ> ο  Ο)

Ο
« Ο Ο  

οΓ ω55· α> θ | 2υϋ 2 ^ ο Ο
>̂» |ί. >* >> >< 
ο ο ο ο ο

Ό  Ό  Ό  Ό  Ό  >* >.>.>»Ο Ο Ο Ο Ο

3<ΛΙΛΜ(Λ(Λ>,<Λΐη!Λ<2“05 Ό Ό ϋ ο ο ο ο ο ο ο "ο



107

ΰ
ο
9 -

β4
5ζ;

I
Β



109



111



113



115

Ο<Ν
Ο
ωο

ϋ  I—̂Ν
α>
2
Ο
Ίδ
§
’ω
■ΜΟ-

(Ν✓—ν
>»
IΜ

ΟοΗ
ϋ
8-*β
θ-
ρ4
2
ζI
χ



117



119

Η μελέτη της διαμόρφωσης του σακχάρου των νουκλεοζιτών κατά 
την πλατινίωσή τους είναι πολύ σημαντική, ώστε να βγάλουμε 
γενικότερα συμπεράσματα σχετικά με τη συνολική μεταβολή της δομής 
του ϋΝΑ κατά την αλληλεπίδρασή του με το οίβρίΒίΐη και στη 

συγκεκριμένη περίπτωση κατά το σχηματισμό διασταυρούμενων 
δεσμών ΟΝΑ-Ρί-πρωτεϊνών.

Μέσω της τεχνικής της φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού 
συντονισμού μπορούμε να μελετήσουμε τη σκελετική διαμόρφωση της 

ριβόζης, τη διαμόρφωση γύρω από το δεσμό 04'-0δ' και τέλος τη 
σχετική θέση του σακχάρου ως προς τον πουρινικό ή πυριμιδινικό 
δακτύλιο, υπολογίζοντας από τις χημικές μετατοπίσεις των πρωτονίων 
του σακχάρου τις σταθερές σύζευξης (ϋ) μεταξύ τους.

Η πολλαπλότητα των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων 
καλείται σύζευξη δρίη-δρίη και οφείλεται σε αλληλεπίδραση με τα δρΐη 
γειτονικών μαγνητικών πυρήνων, η οποία διαδίδεται όχι μέσω του 

χώρου, αλλά μέσω των δεσμών του μορίου. Χαρακτηριστικό των 

πολλαπλών κορυφών είναι ότι αυτές ισαπέχουν μεταξύ τους και η 
απόσταση αυτή σε Ηζ είναι ίδια για τα πρωτόνια που αλληλεπιδρούν ή 
βρίσκονται σε σύζευξη και ονομάζεται σταθερά σύζευξης ϋ των 
πρωτονίων αυτών. Η σταθερά σύζευξης ϋ μεταξύ δυο πρωτονίων που 
χωρίζονται από τρεις δεσμούς συμβολίζεται ως 3ϋ [283].

Σε διαλύτη ϋ 20  ένα τυπικό φάσμα της ριβόζης έχει τη μορφή που 
φαίνεται στο Σχήμα 37. Για το πρωτόνιο παρουσιάζεται μια διπλή 

ταινία συντονισμού λόγω της σύζευξης με το πρωτόνιο Η2-. Η απόσταση 

των δυο ταινιών μετρημένη σε Ηζ αποτελεί τη σταθερά σύζευξης ϋν2'. Η 
τριπλή ταινία που αντιστοιχεί στο πρωτόνιο Η2< οφείλει την 

πολλαπλότητά της στη σύζευξη με τα πρωτόνια Ην και Η3'. Ο 

υπολογισμός της σταθερός σύζευξης ϋ23' φαίνεται στο Σχήμα 37. Η 

πολλαπλότητα της ταινίας του πρωτονίου Η3' οφείλεται στη σύζευξη με

2.4.2. ΔιαυόΡΦωση του σακγάοου



121

αυτό, ενώ στη δεύτερη διαμόρφωση τρία άτομα ορίζουν ένα επίπεδο και 
τα άλλα δυο βρίσκονται πάνω και κάτω από αυτό (Σχήμα 38).

(α) (β)
Σχήμα 38: Διαμορφώσεις του σακχάρου: α) “φακέλου” και β) 
“λικνιζόμενη”.

Αν το εκτός επιπέδου άτομο βρίσκεται από την πλευρά του 0 5, 

τότε η διαμόρφωση είναι θποΙο, π.χ. 0 3 -βηϋο, ενώ αν βρίσκεται από την 

αντίθετη πλευρά είναι θχο, π.χ. 0 2 -θχο. Αν είναι διαμόρφωση φακέλου 
συμβολίζεται με το γράμμα Ε, ενώ αν είναι λικνιζόμενη με το γράμμα Τ. 
Πάνω αριστερά του γράμματος υπάρχει ο αριθμός της θέσης του 
ατόμου, αν αυτό είναι θηάο και κάτω αριστερά αν αυτό είναι θχο, π.χ. 3Ε, 

2Ε ή Υ τ (Σχήμα 39).

Σχήμα 39: (α) 0 3-θηόο διαμόρφωση, (β) Ο^-θηάο διαμόρφωση, (γ) 0 3» 
θπάο -Οϊ-θχο διαμόρφωση, (δ) κυρίως 0 3 -θηάο διαμόρφωση.

Οι ΑΙΐοπθ και 5 υηοΐ3Γ3 ΐϊη93ΠΊ [284] προσδιόρισαν μια μέθοδο 

υπολογισμού της διαμόρφωσης αυτής του σακχάρου, που προϋποθέτει



Επιλύοντας το σύστημα εξισώσεων:

Χ$ /ΐ'2'
Χ$ +  Χ ν — 1

έχουμε:

/ Γ 2' + / 3' 4'
(2 ) και ΧΝ =  — — —  (3)

/ Γ 2' + / 3' 4'

Χρησιμοποιώντας τις παραπάνω εξισώσεις υπολογίστηκε το 
ποσοστό της διαμόρφωσης του σακχάρου και σε σύμπλοκα 
νουκλεοζιτών και νουκλεοτιδίων με Ρί(ΙΙ) και αδ-ϋΟΡ [259,293-296].

Χρησιμοποιώντας τις παραπάνω εξισώσεις βρέθηκε ότι η 
ελεύθερη γουανοσίνη έχει ποσοστό Οτ-θποΙο διαμόρφωσης (3Ε) 38% 
[288], η ινοσίνη 45% 3Ε [284] και η αδενοσίνη 40% 3Ε [284]. Οι 
πυριμιδινικοί νουκλεοζίτες παρουσιάζουν υψηλότερο ποσοστό 3Ε 

διαμόρφωσης, 60% η κυτιδίνη και 58% η ουριδίνη [297]. Τα 5'- 

φωσφορικά νουκλεοτίδια για τους μεν πουρινικούς νουκλεοζίτες 

διατηρούν το ίδιο επίπεδο 3Ε διαμόρφωσης, ενώ για τους πυριμιδινικούς 
το μειώνουν κατά 20% περίπου [287]. Παρόμοια είναι τα ποσοστά που 
υπολογίστηκαν για τα τρι- και τετρά-νουκλεοτίδια [291,293].

Πλατινίωση στη θέση Ν7 της γουανοσίνης προκαλεί αλλαγή της 

διαμόφωσης του δακτυλίου της ριβόζης από 02 -θηάο σε 0 3 -θτκΙο [293- 

295,298,265]. Ενώ η ελέυθερη γουανοσίνη έχει ποσοστό 3Ε 

διαμόρφωσης 38%, σύμπλοκά της με το λευκόχρυσο παρουσιάζουν 

αύξηση του ποσοστού αυτού κατά 10% περίπου. Για παράδειγμα το 
σύμπλοκο [(ΝΗ3)3Ρί(9υο)]2+ έχει ποσοστό 3Ε 45% ενώ το σύμπλοκο οΐδ- 

[(ΝΗ3)2Ρί(9υο)2]2+ έχει ποσοστό 47% [265]. Ενδιαφέρον παρουσιάζει και 

η συμπεριφορά του σακχάρου του νουκλεοζίτη κατά τη
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γύρω από το δεσμό 0 4-05'. Από τη γωνία στροφής του δεσμού αυτού 
εξαρτάται η σχετική θέση των φωσφορικών ομάδων δυο γειτονικών 

σακχάρων και συνεπώς η γεωμετρία του πολυνουκλεοτιδίου. Η γωνία 
αυτή συμβολίζεται με το γράμμα γ [299] και είναι η δίεδρη γωνία που 

σχηματίζεται μεταξύ των επιπέδων Ο^-Οδ'-Οδ' και 05-04-03'. Σε 
διάλυμα η γωνία αυτή μπορεί να πάρει θεωρητικά όλες τις δυνατές τιμές. 
Η τελική διαμόρφωση του σακχάρου αποτελεί μια δυναμική ισορροπία 
μεταξύ των εξής διαμορφώσεων: τη διαμόρφωση 93υοΜθ-93υοΙΐθ (99)» 
στην οποία η ομάδα 5'-ΟΗ βρίσκεται πάνω από το δακτύλιο του 

σακχάρου και η γωνία γ έχει τιμή 60° και τις διαμορφώσεις 93υοΙΐθ- 

ΐΓ3Πδ(9θ ϊΓ3Π5-93υοίΊθ (ί9), όπου η ομάδα 5'-ΟΗ βρίσκεται εκτός του 
δακτυλίου, ενώ το άτομο Η4· βρίσκεται σε θέση ίΓ3Πδ ως προς ένα 
μεθυλενικό άτομο υδρογόνου. Στις δυο τελευταίες διαμορφώσεις η 
γωνία γ έχει τιμή 180°. Οι κατά Νβννηιβη τύποι των παραπάνω 
διαμορφώσεων φαίνονται στο Σχήμα 41.

·3ΑΧΗΕ-6ΑΙα>€ 5ΑϋΟΗΕ-ΤκΑΝ5 ΤΒΑΝ5'·3£υθ€
(ας,Π (9*.II! ί19. ΙΠ ϊ

(3)

Σχήμα 41: Κατά Νθ\λ/γπ3 ιί τύποι των διαμορφώσεων 99» 9* και ί9·

Τα ποσοστά των διαμορφώσεων 99» *9 και 9* μπορούν να 
υπολογιστούν αν γνωρίζουμε το άθροισμα των τιμών των σταθερών 

σύζευξης ϋ4'5' και ϋ4'5" · Έτσι, στη διαμόρφωση 99 το άθροισμα αυτό 
είναι μικρό, της τάξης των 2-4 Ηζ, ενώ στις διαμορφώσεις ί9 και 9* το 
άθροισμα αυτό είναι μεγάλο, της τάξης των 8-10 Ηζ [300].

Οι 03νΐθδ και 03ηνΙυΚ [287] πρότειναν τον παρακάτω τύπο, για 
τον υπολογισμό των ποσοστών των διαμορφώσεων αυτών:
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επιπέδων 0 4Ό ΐ'Ν 9 και 0 ιΝ 902' και στις πυριμιδίνες σαν η δίεδρη γωνία 
μεταξύ των επιπέδων (ΙνΟΐ'Ν! και 0 1 Ν10 2'.

Σχήμα 42: Αηίί και δγη διαμορφώσεις του σακχάρου του νουκλεοζίτη.

Μελέτες φασματοσκοπίας 1Η-ΝΜΡ σε 8-υποκατεστημένους 
νουκλεοζίτες [303-306] και νουκλεοτίδια [307-310] ασχολήθηκαν με την 

επίδραση της ύπαρξης ογκωδών υποκαταστατών στη διαμόρφωση του 
σακχάρου. Έτσι βρέθηκε ότι η βρωμίωση στη θέση 8 της γουανοσίνης 
δημιουργεί δγη διαμόρφωση και σταθεροποιεί την Ζ-έλικα του ϋΝΑ 
[311], ενώ το προϊόν της αντίδρασης του αδ-ϋϋΡ με ά-ΟΜΡ σε διάλυμα 

ϋ20 , δείχνει ότι η διαμόρφωση του σακχάρου γύρω από το γλυκοζιτικό 

δεσμό είναι 3ηίϊ [271]. Επίσης, η αντίδραση της γουανοσίνης με το 

καρκινογόνο ΑΑΡ (2-ακετυλάμινο-φθορίδιο) προκαλεί αλλαγή στη 

διαμόρφωση του σακχάρου από οηίϊ σε δγη [307]. Οι αλλαγές αυτές 
παρατηρήθηκε ότι σχετίζονται με τη μετατόπιση του πρωτονίου Η2' στο 

φάσμα 1Η-ΝΜΚ της ένωσης. Μετατόπιση σε χαμηλότερα πεδία 

συνδέεται με μεταβολή στη διαμόρφωση του σακχάρου από οηίί σε δγη, 

ενώ μετατόπιση σε υψηλότερα πεδία συνδέεται με μεταβολή από δγη σε 

3ηϋ [294]. Η γρήγορη ισορροπία μεταξύ των δυο μορφών δγη και θττϋ 

έχει σαν αποτέλεσμα η παρατηρούμενη χημική μετατόπιση να δίνεται 
από τη σχέση:

αρ
νο' αηΚ

α „ ο- β
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Στο ί ισομερές οι ογκώδεις υποκαταστάτες Ρ βρίσκονται σε θέση 

1ρ3η5 ως προς την καρβοξυλομάδα, ενώ στα ισομερή Μ και 9 βρίσκονται 

σε θέση α3υο1ΐΘ. Επίσης, στο ισομερές Ιι οι τρεις υποκατεστημένες 

ομάδες (ΝΗ3, ΟΟΟ', Ρ) και τα τρία άτομα υδρογόνου βρίσκονται σε 
γειτονικές θέσεις.

Τα ποσοστά των ισομερών αυτών στο διάλυμα μπορούν να 
υπολογιστούν αν γνωρίζουμε τις τιμές των σταθερών σύζευξης μεταξύ 

των πρωτονίων ϋΑο και ϋΒο, με βάση τις σχέσεις του Μ3Γΐΐη [297,313]:

Α=— — ——  , Ιαν=(ΐΑϋ+/«:)/ 2 , Ιο=14Ηζ , Ιτ=\11Ηζ (6)
Ιτ — Ιο

Πίνακας 8: Σταθερές σύζευξης μεταξύ των πρωτονίων της α- και β- 
θέσης των αμινοξέων και κατανομή των διαμορφωμερών εκ 
περιστροφής για τα δυαδικά και τριαδικά με γουανοσίνη σύμπλοκα του
Ρ ίίϋ ΐ: _______________________________________________ _______ ____________
Σύμπλοκα Α̂Ο + Β̂Ο ή% (9+*)%
0ί3-0 Ι2Ρί(0 Ιγ-2-Α630Μθ)2 10.80 44.9 55.1
αδ-ΟΙ2Ρ1(ΘΙγην3 ΐΟΜβ)2 11.00 43.1 56.9
οίδ-ΟΙ2Ρί(ΘΙγη1.θυΟΜΘ)2 10.50 47.7 52.3
0ίδ-[(9υ0)2Ρί(0 Ιγ-2-Α630Μθ)2]0 Ι2 11.76 36.1 63.9
αδ-[(9υο)2Ρί(ΟΙγη\/3!ΟΜθ)2]ΟΙ2 11 .12 42.0 58.0
οΐδ-[(9υο)2Ρί(ΟΙγηΙθυΟΜθ)2]ΟΙ2 10.96 43.5 56.5

Στον Πίνακα 8 βρίσκονται οι τιμές των σταθερών σύζευξης καθώς 

και τα ποσοστά των ισομερών Μ και 9+*> όπως υπολογίστηκαν 

χρησιμοποιώντας τις παραπάνω σχέσεις, για τα δυαδικά και τα τριαδικά 

σύμπλοκα με γουανοσίνη και τα διπεπτίδια <3 Ιγ-2-Α63θΜβ, 

0 Ιγη\/3 ΐ0 Μθ και ΟΙγηΙβυΟΜθ. Παρατηρούμε ότι το ποσοστό του Ιι 

διαμορφωμερούς μειώνεται καθώς περνάμε από τα δυαδικά στα 
τριαδικά σύμπλοκα, με αποτέλεσμα να επικρατούν τα διαμορφωμερή I 

και 9 στο διάλυμα. Αυτό ενδεχομένως δείχνει ότι με την εισαγωγή του 

νουκλεοζίτη στα δυαδικά σύμπλοκα η αλειφατική πλευρική αλυσίδα του



συμπλοκών καθώς και των υποκαταστατών φαίνονται στον Πίνακα 9. Η 

απόδοση των σημάτων συντονισμού των πυρήνων 130 για τους 
ελεύθερους υποκαταστάτες έγινε κυρίως με τη βοήθεια της 

βιβλιογραφίας [318,319].
Στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη οι μεγαλύτερες 

μετατοπίσεις προς χαμηλότερα πεδία (ϋοννηίίθΙοΙ) παρατηρούνται για τον 
08, ο οποίος βρίσκεται πλησιέστερα στο σημείο δεσμού. Οι 
μετατοπίσεις αυτές είναι περίπου 7 ρριπ σε σχέση με τον ελέυθερο 
υποκαταστάτη. Μετατοπίσεις σε χαμηλότερα πεδία παρατηρούνται και 
για όλα τα υπόλοιπα άτομα άνθρακα του πουρινικού δακτυλίου και του 

σακχάρου της γουανοσίνης, σε μικρότερη έκταση όμως (2-4 ρριτι). Οι 
παρατηρούμενες μετατοπίσεις είναι ενδεικτικές για τη μέσω Ν7 σύνδεση 
του νουκλεοζίτη [319,320].

Στα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη παρατηρούμε αντίθετα, 
μετατοπίσεις σε υψηλότερα πεδία κυρίως για τον άνθρακα 0 2 , ο οποίος 

βρίσκεται κοντά στο σημείο δεσμού. Οι μετατοπίσεις αυτές είναι περίπου 

2.5 ρρηπ σε σχέση με τον ελεύθερο υποκαταστάτη (Πίνακας 9) και είναι 

παρόμοιες με αυτές που έχουν παρατηρηθεί στο παρελθόν σε ανάλογα 

συστήματα [80,318]. Τα υπόλοιπα άτομα άνθρακα δεν επηρεάζονται 
σημαντικά.

Αντίθετα από ό,τι παρατηρήσαμε στα φάσματα 1Η-ΝΜΚ, στην 

περίπτωση των φασμάτων 130-ΝΜΡ κάθε άτομο άνθρακα της κυτιδίνης 

δίνει μόνο ένα σήμα συντονισμού. Αν και διαπιστώσαμε την ύπαρξη 

διαμορφωμερών για τα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη, οι διαφορές στο 
περιβάλλον τους είναι μικρές και έτσι λαμβάνοντας υπόψη τη δύναμη 
του πεδίου που εφαρμόστηκε κατά τη λήψη των φασμάτων 130-ΝΜΡ, 

δεν ήταν δυνατός ο διαχωρισμός των σημάτων [321].

Από τα άτομα άνθρακα των διπεπτιδίων ΟΙγΟΙγΟΕΙ και 

ΟΙγΑΙθΟΜβ, η μεγαλύτερη μετατόπιση παρατηρείται για τον άνθρακα 

της μεθυλενομάδας της γλυκίνης, ο οποίος βρίσκεται συνδεδεμένος με 

την τελική αμινομάδα του διπεπτιδίου. Η μετατόπιση αυτή είναι κατά
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1 . Στα οίδ-τριαδικά σύμπλοκα του Ρί(ΙΙ) με τους νουκλεοζίτες 
γουανοσίνη και κυτιδίνη και με διπεπτίδια η ένταξη των 
υποκαταστατών πραγματοποιείται μέσω των Ν7, Ν3 και της τελικής 
αμινομάδας αντίστοιχα.

2 . Τα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη βρίσκονται στο διάλυμα σε 

μορφή μίγματος δυο διαμορφωμερών με προσανατολισμό των 
βάσεων “κεφαλή προς ουρά”.

3 . Μεταξύ των υποκαταστατών υπάρχουν υδρόφοβες αλειφατικές- 
αρωματικές αλληλεπιδράσεις, οι οποίες μειώνονται με την αύξηση της 
απόστασης από το σημείο δεσμού με το μέταλλο.

4 . Το ποσοστό του ή ισομερούς για τα διπεπτίδια στα τριαδικά 

σύμπλοκα με γουανοσίνη εμφανίζεται μειωμένο σε σύγκριση με τα 
αντίστοιχα δυαδικά, ενώ αυξάνεται καθώς αυξάνεται η πλευρική 
αλειφατική αλυσίδα του δεύτερου αμινοξέος των διπεπτιδίων.

5 . Για τα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη παρατηρήθηκε αύξηση 
του ποσοστού της 3Ε διαμόρφωσης σε σχέση με την ελεύθερη 

γουανοσίνη κατά 8-1 1 %, ανεξάρτητα από το μέγεθος της πλευρικής 

αλυσίδας του διπεπτιδίου. Αντίθετα για το ποσοστό της 99 
διαμόρφωσης παρατηρήθηκε μείωση κατά περίπου 9% σε σχέση με 
την ελέυθερη γουανοσίνη. Τέλος η Βτή διαμόρφωση ήταν αυξημένη 
κατά 15%.

6 . Στο πρότυπο ΟΝΑ-Ρί-πρωτεϊνης τα παραπάνω θα μπορούσαν να 

χρησιμεύσουν για να πούμε ότι υπάρχουν υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ ϋΝΑ και πρωτεΐνης, οι οποίες αν και 

ασθενείς σε σχέση π.χ. με τις ιονικές αλληλεπιδράσεις ή τους 

δεσμούς υδρογόνου, συνεισφέρουν στην αύξηση της σταθερότητας 
του διασταυρούμενου δεσμού οίδ-γεωμετρίας. Επίσης, η παρουσία 

του διπεπτιδίου, ως πρωτεϊνικού μοντέλου, επηρεάζει τη διαμόρφωση 

των νουκλεοζιτών, που χρησιμεύουν ως μοντέλα του ϋΝΑ,

2.6. Συυπεοάσυατα
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3. ΤΡΙΑΔΙΚΑ ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΛΕΥΚΟΧΡΥΣΟΥ(ΙΙ) ΜΕ ΤΟΥΣ 

ΝΟΥΚΛΕΟΖΙΤΕΣ ΓΟΥΑΝΟΣΙΝΗ ΚΑΙ ΚΥΤΙΔΙΝΗ ΚΑΙ ΑΜΙΝΟΞΕΑ

3.1. Εισανωνή
Συνεχίζοντας τη μελέτη οίδ-τριαδικών συστημάτων του ΡΙ(ΙΙ) με 

τους νουκλεοζίτες γουανοσίνη και κυτιδίνη, παρασκευάσαμε μια νέα 
σειρά συμπλοκών αντικαθιστώντας τα διπεπτίδια με απλά αμινοξέα, 
επιχειρώντας μια σύγκριση αυτών με τα αντίστοιχα τριαδικά σύμπλοκα 
με διπεπτίδια, καθώς και με τα ανάλογά τους με τις νουκλεοβάσεις 9- 
μέθυλο-γουανίνη και 1-μέθυλο-κυτιδίνη [84-88] ή με τα ανάλογα 
σύμπλοκα του Ρά(ΙΙ) [77-78].

Τα αμινοξέα επιλέχθηκαν έτσι ώστε να επιτευχθεί σταδιακή 
αύξηση της αλειφατικής πλευρικής αλυσίδας με σκοπό να 
παρατηρηθούν οι συνέπειες αυτής της αύξησης στον τρόπο 
αλληλεπίδρασης αμινοξέος-νουκλεοζίτη.

Η φασματοσκοπία μαγνητικού πυρηνικού συντονισμού 
αποδείχτηκε για άλλη μια φορά σπουδαίο εργαλείο για τη μελέτη της 
δομής των συμπλοκών και της διαμόρφωσης των υποκαταστατών τους 
και της αλληλεπίδρασης των υποκαταστατών στα σύμπλοκα.

3.2. Σύνθεση των τριαδικών συυπλόκων

Αρχικά παρασκευάσθηκαν τα χηλικά σύμπλοκα με τα πέντε 

αμινοξέα (3ΠΠ3οΗ): γλυκίνη (ςίγ), 1-αλανίνη (3 ΐ3), 1-2-αμινοβουτυρικό 
οξύ (2-31)3), 1-νορβαλίνη (ην3ΐ) και 1-νορλευκίνη (ηΐθυ), με βάση τις 

μεθόδους τις βιβλιογραφίας [339,340] και σύμφωνα με το σχήμα:

οί5-(ΝΗ3)2ΡίΟΙ2 + 2Α9ΝΟ3 + 2Η20  ->  ^ -[(Ν Η 3)2ΡΙ(Η20 )2](Ν0 3)2 + 2Α9 0 Ι

^ -[(Ν Η 3)2ΡΙ(Η20 )2](Ν0 3)2 + 3ΓΠ3θΗ(περίσσεια) —> αδ-[(ΝΗ3)2Ρί(3ητΐ30)](ΝΟ3) +
2Η20  + ΗΝ0 3
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τελικού αμινοξέος [254], των (ΝΗ) ομάδων [255] καθώς και των (ΟΗ) 
αρωματικών και αλειφατικών ομάδων [256] και των δυο 

υποκαταστατών.

Στην περιοχή 1800-400 απ'1 ενδιαφέρουσες είναι οι ακόλουθες 

παρατηρήσεις: Η δόνηση τάσης ν(0=0) για τα σύμπλοκα με γουανοσίνη 
εμφανίζεται στην περιοχή 1690-1715 απ'1, χαρακτηριστική της 
συμπλοκοποίησης μέσω του Ν7 [78], ενώ για τα σύμπλοκα με κυτιδίνη 

στην περιοχή 1650-1660 απ'1, χαρακτηριστική για τη συμπλοκοποίηση 

μέσω του Ν3 [84]. Η ταινία γύρω στα 1585-1615 απ'1, που εμφανίζεται 
και στις δυο σειρές συμπλοκών και αποδίδεται στην ασύμμετρη δόνηση 
τάσης της καρβοξυλομάδας του αμινοξέος, δείχνει ότι η ομάδα αυτή είναι 
αποπρωτονιωμένη και ελεύθερη (μη ενταγμένη) στα τριαδικά σύμπλοκα 
[84,86]. Στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη παρατηρείται ξανά η 

μείωση στην ένταση της ταινίας στα 824 απ'1 περίπου και η αύξηση 

αυτής στα 801 απ'1, γεγονός που υποδηλώνει την επικράτηση της 3Ε 
διαμόρφωσης και για αυτή τη σειρά των συμπλοκών [265], όπως 
διαπιστώνεται παρακάτω κατά τη μελέτη των 1Η-ΝΜΡ φασμάτων.

Πίνακας 11: Χαρακτηριστικές τανίες ΙΚ των συμπλοκών (ογτί'1)
Σύμπλοκα ν(0=0)ηυοΙ δΝΗ(ΝΗ2,ΝΗ3) ν35(000')3ΓΠ3θ ΓΪΠ9

ΐ3ΓΘ3ίήΐηί)
3ϋ93Γ
ΟΟΠίΟΓΓΠΒΐϊΟη

οΐδ- (ΝΗ3) 2Ρί(9υο)(9ΐγ)]Ν03 1695(5,βί) 1625(5, 6γ) 1585(5) 690(γπ) 822(γπ), 795(νν)
ΟΪ5- (ΝΗ3) 2Ρί(9υο)(3ΐ3)]Νθ3 1714(5) 1634(5) 1585(5) 699(γτι) 825(πί), 802(νν)
ΟΙδ- (ΝΗ3)2Ρί(9ΐιο)(2-3&3)3Νθ3 1696(5,&γ) 1634(5) 1588(5) 692(ιτι) 825(γπ), 804(\λ/)
ΟΪδ- (ΝΗ3) 2Ρί(9υο)(ην3ΐ)]Ν03 1686(δ,βΓ) 1633(5) 1591(5 701 (γτί) 825(πί), 802(νν)
ΟΪδ- (ΝΗ3) 2Ρί(9υο)(πΙβυ)]Ν03 1691(δ) 1636(5) 1588(5) 701 (γπ) 825(ιτι), 802(\ν)

015- (ΝΗ3) 2Ρί(ογά)(9Ιγ)]Ν03 1651(5) 1538(5) 791 (νν)
015- (ΝΗ3) 2Ρί(ογοΙ)(3ΐ3)]Ν03 1652(γπ) 1540(δίι) 1593(5) 791 (νν)
015- (ΝΗ3)2Ρί(ογά)(2-3&3)]Ν03 1656(5) 1 537(γπ) 161 3(γπ) 793(γπ)
018- (ΝΗ3)2Ρί(ογά)<ην3ΐ)]Ν03 1657(5) 1538(πί) 1615(ιτι) 791 (γπ)
015- (ΝΗ3) 2Ρί(ογ(1)ίηΐΘυ)1Ν03 1657(5) 1537(πί) 161 7(γπ) 791(γπ)
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17 ι

ΡΤ-ΙΒ φάσματα των συμπλοκών: (α) α 5-[(ΝΗ3)2Ρί(ον€ΐ)(2-8ΐ3Β)]Νθ3και 
(β) 0ί5-[(ΝΗ3)2ΡΚεγά)(ην3ΐ)]ΝΟ3
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Είναι γνωστό ότι όταν ένα αμινοξύ συμπλέκεται με το λευκόχρυσο 
παρατηρείται μια μετατόπιση των 1Η-ΝΜΡ σημάτων όλων των 

πρωτονίων προς χαμηλότερα πεδία. Ωστόσο, η παρουσία ενός 
αρωματικού συστήματος κοντά στο αμινοξύ μπορεί να προκαλέσει 

μετατόπιση αυτών των σημάτων προς υψηλότερα πεδία, το σχετικό 

μέγεθος της οποίας είναι ανάλογο της αλληλεπίδρασης. Έτσι, τα σήματα 
των πρωτονίων των αμινοξέων στα τριαδικά σύμπλοκα αναμένεται να 
είναι μετατοπισμένα προς υψηλότερα πεδία (υρίίθίεΐ) σε σύγκριση με τα 
αντίστοιχα χηλικά σύμπλοκα, σαν αποτέλεσμα της αποδέσμευσης της 

καρβοξυλομάδας από το Ρί(ΙΙ) και της ένταξης της νουκλεοβάσης. Αυτό 
πράγματι παρατηρείται, όπως φαίνεται στον Πίνακα 12. Η χημική 

μετατόπιση των σημάτων των πρωτονίων των αμινοξέων καθορίζεται 
από τη συνισταμένη της επίδρασης του Ρί(ΙΙ) (αποπροστασία) και της 
επίδρασης του γειτονικού υποκαταστάτη (προστασία στην περίπτωση 

του νουκλεοζίτη). Το συνολικό αποτέλεσμα είναι μια μικρή μετατόπιση 

των σημάτων των πρωτονίων, σε σύγκριση με τα αντίστοιχα των 
ελεύθερων αμινοξέων, άλλοτε προς υψηλότερα και άλλοτε προς 
χαμηλότερα πεδία.

Η μεγαλύτερη μετατόπιση προς υψηλότερα πεδία σε σύγκριση με 
τα χηλικά σύμπλοκα, παρατηρείται για τα σήματα των πρωτονίων Ηα 

(0.5-0.7 ρριπ), τα οποία βρίσκονται πλησιέστερα στο σημείο ένταξης με 

το μέταλλο, δηλαδή την αμινομάδα του αμινοξέος. Η μετατόπιση των 
σημάτων μειώνεται σταδιακά (και φτάνει στην τιμή των 0.2 ρριπ) καθώς 

απομακρυνόμαστε από τη θέση δεσμού, οπότε και η αλληλεπίδραση με 
τη γουανοσίνη (προστασία) γίνεται πιο ασθενής.
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Τα σήματα των πρωτονίων των αμινοξέων είναι και σε αυτή τη 

σειρά συμπλοκών μετατοπισμένα προς υψηλότερα πεδία σε σύγκριση 

με τα σήματα στα αντίστοιχα χηλικά σύμπλοκα, λόγω της προστασίας 
που παρέχει η παρουσία της κυτιδίνης. Η μεγαλύτερη μετατόπιση 
παρατηρείται για τα πρωτόνια τα γειτονικά στην αμινομάδα, Ηα (0.4-0.5 
ρριτι). Η μετατόπιση αυτή είναι μικρότερη σε σχέση με εκείνη που 

παρατηρείται στα αντίστοιχα σύμπλοκα με γουανοσίνη, γεγονός που 
δείχνει πως η αλληλεπίδραση των αμινοξέων με γουανοσίνη είναι 
ισχυρότερη από ό,τι με κυτιδίνη (βλ. επόμενη παράγραφο).
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μεταξύ των υποκαταστατών είναι μεγαλύτερες στα σύμπλοκα με 
γουανοσίνη από ό,τι στα αντίστοιχα με κυτιδίνη, όπως ήταν 
αναμενόμενο.

Πίνακας 14: Διαφορές στις χημικές μετατοπίσεις, Δδ (ρρηι), 
μεταξύ των πρωτονίων των τελικών μεθυλομάδων των 
αμινοξέων στην ανιονική τους μορφή και των πρωτονίων 
αυτών στα τριαδικά σύμπλοκα._________________________
Δδ 313 2-303 ην3 ΐ ηΐθυ
3̂0130“ δ ίβΓΠ.00ΠΠρΙθΧ(9υ0) -0.09 0.094 0.107 0.130

δβπτοο- δ ΐβΓη.οοΓποΙθχίονοΠ -0.128 0.003 0.027 0.045

Στον Πίνακα 15 φαίνονται οι διαφορές στις χημικές μετατοπίσεις 
των πρωτονίων των αμινοξέων στην αμφολυτική τους μορφή και στα 
τριαδικά τους σύμπλοκα με τους νουκλεοζίτες (Δδ=δ3ΓΤ13Ο-δί0Γη.ΟΟΠ1ρ,6Χ). 

Παρατηρούμε ότι η τιμή του Δδ για κάθε σύμπλοκο μειώνεται 

πηγαίνοντας από τα πρωτόνια Ηα στα Ηε. Αυτό σημαίνει ότι οι 
ενδομοριακές υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις είναι μεγαλύτερες για τις 
ομάδες που βρίσκονται κοντά στη θέση σύμπλεξης με το μέταλλο και 
ελαττώνονται καθώς απομακρυνόμαστε από αυτό. Επίσης όπως 

φαίνεται από τον Πίνακα 15 και το Διάγραμμα του Σχήματος 45, οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές είναι γενικά μεγαλύτερες για τα τριαδικά 

σύμπλοκα με γουανοσίνη από ό,τι για τα αντίστοιχα με κυτιδίνη.

Πίνακας 15: Διαφορές στις χημικές μετατοπίσεις, Δδ (ρριτι), μεταξύ των 
πρωτονίων των αμινοξέων στην αμφολυτική τους μορφή και των 
πρωτονίων των αμινοξέων στα τριαδικά σύμπλοκα.___________________
Δδ Ηα Ηρ Ηγ Ηδ Ηε
2̂-3133" δ ίβΓη.οοιτιρΐ8Χ(9υο) 0.711 0.236 0.210

δην3ΐ" δ ί6Γη.οοιτιρΙθχ(9υο) 0.698 0.273 0.239 0.153
δηΐβυ “ δ ίθΓη.οοιτιρΙβχ(9υο) 0.702 0.297 0.270 0.220 0.143
2̂-363" δ ί6Γπ.οοΓηρΐ8χ(ογςΙ) 0.537 0.396 0.207 0.139

δηνβΙ" δ ίβΓη.οοΓηρΙβχ(ογςΙ) 0.535 0.400 0.196 0.158 0.093
δηΐθυ " δ {βΓη.οοιτιοΙθχ(ονά) 0.534 0.400 0.176 0.165 0.105 0.058
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[(9υο)2Ρο1(οϋρβρίίο!θ)2]Οΐ2 [77], 11-16%, αλλά σε καμία περίπτωση δε 
βρέθηκε να εξαρτάται από το αμινοξύ ή το πεπτίδιο.

Το ποσοστό της 3Ε διαμόρφωσης στα τριαδικά σύμπλοκα με 
κυτιδίνη παραμένει σχεδόν σταθερό και ίσο με το ποσοστό αυτό στην 
ελεύθερη κυτιδίνη (60%) [297].

Το ποσοστό της διαμόρφωσης 99 στα τριαδικά σύμπλοκα με 
γουανοσίνη παραμένει σταθερό και ίσο με το ποσοστό αυτό στον 

ελεύθερο υποκαταστάτη, όπως άλλωστε συμβαίνει και στην περίπτωση 
της συμπλοκοποίησης με το οΐδ-ϋΟΡ [294,265]. Στην περίπτωση όμως 
των συμπλοκών με κυτιδίνη το ποσοστό αυτό μειώνεται κατά 4-9%.

Τέλος, το ποσοστό της βηίί διαμόρφωσης στα σύμπλοκα με 

γουανοσίνη αυξάνεται ελαφρά σε σχέση με τον ελεύθερο υποκαταστάτη 

(1 -2%), σε αντίθεση με ό,τι παρατηρήσαμε στα σύμπλοκα οίδ- 

[(9υο)2Ρί(οϋρθρίίάθ5ΐθΓ)2]ΟΙ2, όπου η αύξηση ήταν 13-18%.

3.4.4. Διαυόοωωση νύοω από το δεσυό Ο^-Ορ των αυινοξέων

Το σχετικό ποσοστό των διαμορφωμερών εκ περιστροφής γύρω 

από το δεσμό Οα-Οβ του ενταγμένου αμινοξέος (Σχήμα 46) 
υπολογίστηκε από τις τιμές των σταθερών σύζευξης 3ϋαβ των 1Η-ΝΜΚ 
φασμάτων.

^  ^  0-"Λ ^  ^  0^
ο ο ο

Σχήμα 46: Τα τρία διαμορφωμερή Ιτ, 9, ί Υ»α χηλικά ενταγμένα αμινοξέα.

Τα αποτελέσματα για τα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη δίνονται 

στον Πίνακα 16. (Στην περίπτωση των τριαδικών συμπλοκών με
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Τα φάσματα 130-ΝΜΡ ελήφθησαν σε διαλύματα ϋ20  για όλα τα 

σύμπλοκα καθώς και για τους ελεύθερους υποκαταστάτες και φαίνονται 

στις σελίδες 171-180. Τα αποτελέσματα συγκεντρώνονται στον Πίνακα
17. Η απόδοση των σημάτων συντονισμού για τους πυρήνες 130 των 
ελεύθερων αμινοξέων έγινε με τη βοήθεια φασματοσκοπίας δυο 
διαστάσεων 1Η, 130  0 0 5 Υ.

Στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη παρατηρείται μετατόπιση 

σε χαμηλότερα πεδία (οΐοννηίίθίοΐ) για όλους τους άνθρακες της βάσης 

και του σακχάρου κατά 2-7 ρριπ, αλλά η μεγαλύτερη μετατόπιση (-7 
ρριπ) παρατηρείται, όπως αναμενόταν για τον άνθρακα 08, ο οποίος 
βρίσκεται κοντά στο σημείο δεσμού. Επιβεβαιώνεται έτσι για μια ακόμα 
φορά ή ένταξη του μετάλλου μέσω του αζώτου Ν7 του νουκλεοζίτη 

[319,320].

Αντίθετα, στα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη ο άνθρακας που 

επηρεάζεται περισσότερο από τη συμπλοκοποίηση είναι ο 0 2 , ο οποίος 
βρίσκεται πλησιέστερα στο σημείο δεσμού Ν3. Μετατοπίζεται κατά 
περίπου 3 ρριπ προς υψηλότερα πεδία (υρίίβΙοΙ), μετατόπιση ανάλογη 
αυτής που παρατηρήθηκε και στα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη και 

διπεπτίδια (σελίδα 124). Τα υπόλοιπα άτομα άνθρακα του νουκλεοζίτη 

δεν επηρεάζονται σημαντικά.
Παρατηρώντας τα φάσματα των τριαδικών συμπλοκών με 

κυτιδίνη, βλέπουμε πως τα σήματα συντονισμού για τα περισσότερα 

άτομα άνθρακα της κυτιδίνης καθώς και για τα περισσότερα άτομα 

άνθρακα των αμινοξέων, σχάζονται σε δυο κορυφές. Αυτό είναι 

αποτέλεσμα της παρεμποδισμένης περιστροφής γύρω από το δεσμό ΡΙ- 

Ν3, την οποία παρατηρήσαμε ήδη μελετώντας τα φάσματα 1Η-ΝΜΡ.

Τα άτομα άνθρακα των αμινοξέων εξάλλου, δεν επηρεάζονται 
σημαντικά από τη συμπλοκοποίηση, με εξαίρεση το άτομο Οα, το οποίο 

βρίσκεται δίπλα στην αμινομάδα (-ΝΗ2) μέσω της οποίας γίνεται η

3.5. Φασυατοσκοπία 130-ΝΜΚ
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1) Στα οϊδ-τριαδικά σύμπλοκα του Ρί(ΙΙ) με τους νουκλεοζίτες 

γουανοσίνη και κυτιδίνη και με αμινοξέα, οι θέσεις δεσμού είναι τα άζωτα 

Ν7 και Ν3 και η αμινομάδα αντίστοιχα.
2) Παρατηρήθηκε και σε αυτή τη σειρά των συμπλοκών η ύπαρξη 
ισομερών εκ περιστροφής γύρω από το δεσμό Ρί-Ν3 για τα σύμπλοκα 
της κυτιδίνης.
3) Οι ενδομοριακές υδρόφοβες αλειφατικές-αρωματικές 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υποκαταστατών αυξάνονται με την αύξηση 
της πλευρικής αλειφατικής αλυσίδας του αμινοξέος, ενώ ελαττώνονται 
καθώς απομακρυνόμαστε από το σημείο δεσμού. Οι αλληλεπιδράσεις 
αυτές είναι ισχυρότερες για τα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη από 
ό,τι για τα τριαδικά με κυτιδίνη. Αυτό θα πρέπει να οφείλεται στο 

μεγαλύτερο μέγεθος και στο πιο εκτεταμένο π-ηλεκτρονιακό σύστημα 
της πουρίνης, το οποίο φαίνεται ότι καθορίζει την ισχύ της αρωματικής- 

αλειφατικής αλληλεπίδρασης των υποκαταστατών.
4) Το ποσοστό της 3Ε διαμόρφωσης της γουανοσίνης αυξάνεται κατά 5- 
7% στα τριαδικά σύμπλοκα και είναι ανεξάρτητη από το μέγεθος του 
αμινοξέος. Το ποσοστό αυτό για την κυτιδίνη δε μεταβάλλεται στα 
τριαδικά σύμπλοκα. Επίσης το ποσοστό της 99 διαμόρφωσης της 

γουανοσίνης μένει σταθερό, ενώ παρατηρείται μια μικρή αύξηση για το 
αντίστοιχο ποσοστό της κυτιδίνης. Τέλος, η τιμή του ποσοστού της 3ηίϊ 

διαμόρφωσης εμφανίζει μικρή αύξηση στα τριαδικά σύμπλοκα με 

γουανοσίνη.
5) Συγκρίνοντας τα τριαδικά σύμπλοκα με διπεπτίδια με τα τριαδικά με 

αμινοξέα, παρατηρούμε ότι στα πρώτα η μεταβολή που προκαλούν οι 
υποκαταστάτες στη διαμόρφωση των νουκλεοζιτών είναι μεγαλύτερη 
από ό,τι στα δεύτερα. Καταλαβαίνουμε πως καθώς οι υποκαταστάτες 

μας πλησιάζουν ως μοντέλα τα βιολογικά μόρια που μας ενδιαφέρουν 

(ϋΝΑ, πρωτεΐνη), τόσο πιο πολλές και αξιόπιστες πληροφορίες

3.7. Συυπεοάσυατα
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4. ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΩΝ ΜΕΤΑΞΥ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΤΟΥ 

Ρϋ(ΙΙ), ΐΓ3Π5-0ΐ9Ρ€ΐ(αΙναΙν0Η)9 ΚΑΙ ΐΓΒηβ-ΟΙϊΡεΗαΙνηνθΙΟΗ^ ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΟΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΟΥ [ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2

4.1. Εισανωνή

Μελέτες 1Η-ΝΜΚ αλληλεπιδράσεων των οΐδ- και ΪΓ3Π5-ΡΡΡ με 
ΡΝΑ οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι ο τύπος δεσμού που απαντά πιο 
συχνά είναι ο ενδοκλωνικά διασταυρούμενος δεσμός. Γενικά προτιμάται 
ο δεσμός με βάσεις γουανίνης και αν και οι δυο τύποι χηλικού: 5'- 
Θ(3(Ν7-Ν7), 5'-(3ΝΟ(Ν7-Ν7), έχουν αναφερθεί για το άε-ΡΡΡ. μόνο ο 
δεύτερος τύπος έχει αναφερθεί για το 1γ3Π5- ισομερές [27,328-330]. 
Βέβαια, σήμερα γνωρίζουμε ότι σημαντικό ρόλο στη βιολογική δράση 
του φαρμάκου παίζει και ο σχηματισμός διασταυρούμενων δεσμών 
ΡΝΑ-Ρί(ΙΙ)-πρωτεϊνης, καθώς και ότι πρόσφατα ανακαλύφθηκαν και 
σύμπλοκα λευκοχρύσου ΪΓ3Π5 γεωμετρίας με αντικαρκινικές ιδιότητες 
[14β,γ]. Έτσι, αποφασίσαμε να μελετήσουμε, με τη βοήθεια της 

φασματοσκοπίας 1Η-ΝΜΚ, την αλληλεπίδραση των συμπλοκών ΪΓ3Π5- 

ΟΙ2Ρο1(9ίγ9ΐγΟΗ)2 και Ιτ3η8-012ΡςΙ(9ΐγην3ΐ0Η)2 με το δωδεκανουκλεοτίδιο 
[ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2. Το ιόν Ρά(ΙΙ) επιλέχθηκε αντί του Ρί(ΙΙ), αφού 
όπως είναι γνωστό αντιδρά 105 φορές πιο γρήγορα από το Ρί(ΙΙ), ενώ 
διαθέτει ανάλογη ιονική ακτίνα με αυτό, προτιμά άτομα αζώτου παρά 
άτομα οξυγόνου ως δότες ηλεκτρονίων και σχηματίζει όπως και το Ρί(ΙΙ) 
σταθερά τετραγωνικά σύμπλοκα. Το δωδεκαμερές επιλέχθηκε διότι 

σχηματίζει σχετικά εύκολα δομή διπλής έλικας, η οποία έχει μελετηθεί σε 

στερεά κατάσταση με κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ [331] και σε διάλυμα 
με μεθόδους ΝΜΚ [332]. Επίσης, το παραπάνω δωδεκανουκλεοτίδιο 

περιέχει την ακολουθία οΙ(ΘΑΑΤΤΟ), η οποία αναγνωρίζεται από το 

ένζυμο περιορισμού ΕοοΚΙ [110,333].
Το δωδεκαμερές έχει σε διάλυμα τη δομή μιας δεξιόστροφης Β- 

ΡΝΑ έλικας, συμπληρώνοντας μια πλήρη στροφή αυτής. Επίσης είναι
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σήματα συντονισμού για τα μέθυλο πρωτόνια, τα οποία παρατηρούνται 
σε ϋ20  διαλύματα. Επίσης, σε Η20  διαλύματα παρατηρούνται ακόμα 
σήματα συντονισμού για 6 ίμινο πρωτόνια και για μερικά από τα 20 

άμινο πρωτόνια. Τα σήματα συντονισμού των ίμινο πρωτονίων 
παρέχουν στοιχεία για τον αριθμό των ανέπαφων ζευγών βάσεων στο 
μόριο και έτσι δίνουν τη δυνατότητα αναγνώρισης τοπικών 
παραμορφώσεων στη διπλή έλικα. Σε κανονικές έλικες τα ίμινο 
πρωτόνια των βάσεων Α και Τ συντονίζονται σε μικρότερες τιμές πεδίου 
σε σχέση με τα ίμινο πρωτόνια των βάσεων 3  και Ο (Σχήμα 47). Για να 
αποφύγουμε την ανταλλαγή των ίμινο και άμινο πρωτονίων με το νερό 
συχνά μειώνουμε τη θερμοκρασία πραγματοποίησης του πειράματος 

ΝΜΚ.

9 * 1Σχήμα 47: Περιοχή συντονισμού των ίμινο πρωτονίων στο φάσμα Η- 
ΝΜΚ του δωδεκανουκλεοτιδίου σε Η20.

Ένα τυπικό φάσμα 1Η-ΝΜΡ του δωδεκανουκλεοτιδίου 

[ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 σε ϋ 20  φαίνεται στο Σχήμα 48. Διαφορετικές 
περιοχές του φάσματος αντιστοιχούν σε διαφορετικούς τύπους 
πρωτονίων. Τιτλοδότηση με διαμαγνητικά μεταλλικά ιόντα, όπως το



187

που προέρχονται από πρωτόνια, που ανήκουν στο ίδιο νουκλεοτίδιο και 
β) σε εκείνα που προέρχονται από πρωτόνια που ανήκουν σε 
διαφορετικά νουκλεοτίδια. Τα πρώτα επιτρέπουν την απόδοση των 
πρωτονίων των σακχάρων σε ένα συγκεκριμένο τύπο νουκλεοτιδίου, 
π.χ. 0, Τ, Ο ή Α, ενώ τα δεύτερα επιτρέπουν απόδοση των πρωτονίων, 
σύμφωνα με την ακολουθία σε συγκεκριμένο νουκλεοτίδιο.

Σχήμα 49: Χάρτης του ΝΟΕ3Υ φάσματος στα 600 ΜΗζ του 
δωδεκανουκλεοτιδίου σε ϋ2θ, όπου φαίνονται οι περιοχές που 
αντιστοιχούν σε διαφορετικούς τύπους πρωτονίων.

Αναφερόμενοι σε δεξιόστροφη δομή Β-ϋΝΑ, όπου οι 

νουκλεοβάσεις έχουν 3Πίί προσανατολισμό σε σχέση με τις μονάδες της 

ριβόζης και η διαμόρφωση του σακχάρου είναι 2 '-θηο1ο, μπορούμε
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Σχήμα 50: Περιοχή Η6/Η8-Η1' του ΝΟΕ5Υ φάσματος στα 600 ΜΗζ του 
δωδεκανουκλεοτιδίου [ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2. Οι συσχετίσεις 
ακολουθίας σημειώνονται.

Η3.ο
ορλ

Σχήμα 51: Η6/Η8-Η27Η2" περιοχή του ΝΟΕ5Υ φάσματος στα 600 ΜΗζ 
του δωδεκανουκλεοτιδίου [£)(0600ΑΑΤΤ0(306)]2·
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συντονισμού συνεχίζουν να υπάρχουν τα αρχικά σήματα των 
πρωτονίων αν και μειωμένης έντασης. Είναι δύσκολο βέβαια να 
αποδώσουμε με ακρίβεια τα νέα σήματα συντονισμού σε πρωτόνια 
συγκεκριμένων βάσεων, ώστε να μιλήσουμε με σιγουριά για τον τρόπο 
συμπλοκοποίησης. Παρόλα αυτά, βασιζόμενοι στη σύγκριση των 
ολοκληρωμένων εντάσεων των αρχικών και των νέων σημάτων, 

μπορούμε να αποδώσουμε την κορυφή στα 8.14 ρρηι στο πρωτόνιο Η8 

της γουανίνης <34, την κορυφή στα 8.25 ρριπ στο Η8 της 02, την 
κορυφή στα 8.27 ρριπ στο Η8 της 012 και αυτήν στα 8.30 ρριπ στο Η8 

της <310. Οι μετατοπίσεις αυτές είναι ανάλογες εκείνων που 
παρατηρήθηκαν και κατά την αλληλεπίδραση του δωδεκαμερούς 

[ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 με το μονοδοντικό σύμπλοκο [Ρά(άΐθη)(Η20)]2+ 
[190]. Το πρωτόνιο Η8 της 04 φαίνεται να επηρεάζεται περισσότερο 
από τη συμπλοκοποίηση και ακολουθεί το πρωτόνιο Η8 της 02. 
Αντίθετα τα πρωτόνια Η8 των 010 και 012 φαίνεται να επηρεάζονται 
λιγότερο. Η παρατήρηση αυτή αποτελεί μια ένδειξη εκλεκτικής 

συμπλοκοποίησης του μετάλλου αρχικά μέσω του Ν7 αζώτου της 
γουανίνης 04 και στη συνέχεια μέσω του Ν7 αζώτου της γουανίνης 02.

Τα μέθυλο πρωτόνια των θυμινών Τ7 και Τ8 μετατοπίζονται προς 
μικρότερες τιμές πεδίου. Σε αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλής έλικας ίση με 1, νέα 
σήματα εμφανίζονται στα φάσματα 1Η-ΝΜΚ, στα 1.53 και στα 1.27 ρριπ, 

για τα πρωτόνια των Τ7 και Τ8 αντίστοιχα. Καθώς αυξάνεται η αναλογία 
Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα, τα αρχικά σήματα της ελεύθερης έλικας εξαφανίζονται 

ενώ ενισχύονται τα νέα σήματα των πρωτονίων. Η μετατόπιση των 
μέθυλο πρωτονίων των θυμινών σε μικρότερες τιμές πεδίου έχει 

συνδυαστεί με τη θερμικά προκαλούμενη παραμόρφωση της διπλής 

έλικας σε δομή σπείρας (ΙίθΙιχ ίο οοϋ ΐΓΒηδΚίοη) [335].
Όταν η αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα γίνεται ίση με 1.5 

παρατηρούμε ότι και τα σήματα των αρωματικών πρωτονίων και άλλων 

βάσεων, εκτός των γουανινών επηρεάζονται και νέα σήματα 

εμφανίζονται. Τα σήματα που αντιστοιχούν στα πρωτόνια Η8 των Α5 και
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τιμές πεδίου σε σχέση με τα αρχικά σήματα και δηλώνουν 
συμπλοκοποίηση του μετάλλου μέσω του αζώτου Ν7 των γουανινών. 
Το πρωτόνιο που επηρεάζεται περισσότερο είναι το Η8 της γουανίνης
04, ενώ ακολουθεί το Η8 της (32. Τα μέθυλο πρωτόνια των θυμινών 
μετατοπίζονται ελαφρά, κατά 0.06 ρρηι προς υψηλότερα πεδία το 
πρωτόνιο της Τ8 και κατά 0.03 ρριπ προς χαμηλότερα πεδία το 

πρωτόνιο της Τ7.
Φάσματα ΝΟΕ5Υ λήφθησαν για τις αναλογίες Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα 

0.6, 1.2, 2.4 και 3.3. Το μονοπάτι της ακολουθίας ήταν δυνατό να 
συμπληρωθεί χρησιμοποιώντας τους συσχετισμούς Η6/Η8-ΗΓ καθώς 
και Η6/Η8-Η27Η2" ακόμα και για τιμή της παραπάνω αναλογίας ίση με

2.4. Συνεπώς, ακόμα και σε τόσο αυξημένη αναλογία το ολιγομερές 
συνεχίζει να υιοθετεί ανέπαφη τη διαμόρφωση δεξιόστροφης διπλής 
έλικας. Παρόλα αυτά πρέπει να σημειωθεί ότι η ένταση των ΝΟΕ 
συσχετίσεων μεταξύ των σημάτων 04Η8-Η1' και 03Η6-Η1' και μεταξύ 
των σημάτων 02Η8-Η1' και 01Η6-Η1' παρουσιάζεται μειωμένη (Σχήμα 

55).
Το ΝΟΕ5Υ φάσμα σε αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα=3.3, δίνει 

μεγαλύτερες μεταβολές, δείχνοντας μια παραμόρφωση της διπλής 
έλικας. Στην περιοχή Η6/Η8-ΗΓ τα σήματα <34Η8-Η1' και 02Η8-Η1' 

έχουν σχεδόν εξαφανιστεί. Το μονοπάτι της ακολουθίας έχει διακοπεί, 
λόγω της απουσίας ΝΟΕ συσχετίσεων μεταξύ των σημάτων 04Η8-Η1' 

και 03Η6-Η1' και μεταξύ των σημάτων 02Η8-Η1' και 01Η6-Η1'. 

Επίσης, το ΝΟΕ σήμα 03Η5-02Η1' έχει εξαφανιστεί.
Στην αρωματική-αρωματική (Η6/Η8-Η6/Η8) περιοχή του 

φάσματος όλα τα σήματα ΝΟΕ έχουν μειωθεί αρκετά και μερικά από 

αυτά έχουν εξαφανιστεί. Στην περιοχή Η6/Η8-Η27Η2", η ένταση των 

ΝΟΕ συσχετίσεων μεταξύ των σημάτων 02Η8-Η2' και 03Η6-Η2' έχει 

ελαττωθεί, ενώ οι ΝΟΕ συσχετίσεις μεταξύ των σημάτων 04Η8-Η2' και 

03Η6-Η2', καθώς και μεταξύ των σημάτων 02Η8-Η2' και 01Η6-Η2'
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Η εκλεκτική συμπλοκοποίηση του δωδεκαμερούς 
[ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 με διάφορα μεταλλικά ιόντα μελετήθηκε 
σχετικά πρόσφατα. Βρέθηκε ότι το Μη(ΙΙ) και ο Ζπ(ΙΙ) προτιμούν το 
άζωτο Ν7 της γουανίνης <34 [195,196], ενώ ο Η9 συμπλέκεται στην 
περιοχή ΑΤ [113]. Επίσης η μελέτη της αλληλεπίδρασης του 
δωδεκαμερούς με διάφορα μονο- ή δις-υποκατεστημένα σύμπλοκα του 
παλλαδίου όπως [Ρά(ο1ίθη)(Η20)]2+ και [Ρά(θη)(Η20 )2]2+ και το άλας 

Κ2ΡάΟΙ4 έδειξε ότι υπάρχει σημαντικός βαθμός εκλεκτικότητας [190]. Τα 
μονοϋποκατεστημένα παράγωγα προσβάλλουν τη διπλή έλικα στα άκρα 
της, ενώ δείχνουν μια εκλεκτικότητα για τις βάσεις 02 και 010. Τα δις- 
υποκατεστημένα παράγωγα δείχνουν μια εκλεκτικότητα για το άζωτο Ν7 
της γουανίνης 04, ενώ τα ιόντα Ρά(3ς)2+ επηρεάζουν εξίσου τις βάσεις
04 και 02 [190].

Επίσης, μελέτες σχετικές με το μηχανισμό συμπλοκοποίησης των 
οΐ5- και ΪΓ3Π8-ΡΡΡ με το ΡΝΑ, έδειξαν σχηματισμό χηλικού συμπλόκου 
του τύπου 5'-00(Ν7-Ν7) και 5'-ΟΝΟ(Ν7-Ν7) για το οίβ-ΡΡΡ. ενώ μόνο 

ο δεύτερος τύπος συμπλόκου βρέθηκε για το ίτ^ηδ-ισομερές [27,326- 
328]. Το παραπάνω μοντέλο φαίνεται να ισχύει και στην περίπτωση του 
συστήματος που μελετάμε. Θεωρώντας ότι το Ρί(ΙΙ) έχει αντικατασταθεί 
από το Ρ6(\\), και τα δυο σύμπλοκα που χρησιμοποιήσαμε έχουν ίΓ3ηδ- 
γεωμετρία και δείχνουν την ίδια εκλεκτικότητα: προσβάλλουν αρχικά τη 

γουανίνη 04 και στη συνέχεια τη γουανίνη 02 του δωδεκαμερούς, 

εκλεκτικότητα ανάλογη των ιόντων Ρά(3ς)2+. Συμπεραίνουμε ότι είναι 

πολύ πιθανό και σε αυτή την περίπτωση να σχηματίζεται χηλικό 
σύμπλοκο τύπου 0Ν0(020304νΝ7-Ν7) μεταξύ του Ρά(ΙΙ) και του 

δωδεκαμερούς.
Οι παρατηρήσεις μας από τα 1Η-ΝΜΚ και Ν0Ε5Υ φάσματα κατά 

τη διάρκεια των δυο τιτλοδοτήσεων, οδηγούν στο συμπέρασμα πως 

περνώντας από το σύμπλοκο 1[3η8-0Ι2Ρά(9ΐγ9ΐγΟΗ)2 στο ΪΓ3Π3-

4.4. Συυπεοάσυατα
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53; 600 ΜΗζ 1Η-ΝΜΡ ΝΟΕ8Υ ψάομο οτουζ 300 Κ της αρωματικής- 
Η1’ περιοχής του δωδεκαμερούς [^(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)^, σε διάλυμα 
αυτού 3 ηιΜ, μετά την προσθήκη (τ3η3-ΟΙ2Ρά(αΙναΙνΟΗ)2 σε αναλονία 
Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα ίση με 2.
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Σχήμα 56: 600 ΜΗζ 1Η-ΝΜΚ ΝΟΕ3Υ φάσμα στους 300 Κ της αρωματικής- 
Η27Η2” περιοχής του δωδεκαμερούς [ά(Ο0ΟΟΑΑΤΤΟΘΟΟ)]2, σε διάλυμα 
αυτού 3 ιπΜ: α) πριν την προσθήκη συμπλόκου του μετάλλου, β) μετά την 
προσθήκη ίτ3η8-ΟΙ2ΡοΙ(9ΐνην3 ΐΟΙ-Ι)2 σε αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα ίση με
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ΕΙγπθγ 783 ή σε φασματοφωτόμετρο ΡΤ-ΙΚ, ΡθγΚϊπ-ΕΙγτιθγ 1720Χ, στην 
περιοχή 4000-200 ογπ'1 , σε παστίλιες ΚΒγ για τα σύμπλοκα και σε Νυ]οΙ 

για τα δευτεριωμένα ανάλογά τους.
Τα φάσματα 1Η-ΝΜΚ των συμπλοκών λήφθηκαν σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος ή/και υψηλότερη σε όργανα ΒΓυοΚθΓ ΑΜΧ-400 ΜΗζ 
(Παν/μιο Ιωαννίνων) και ΒΓυοΚθΓ ϋΡΧ-600 ΜΗζ (Παν/μιο Βθγ9Θπ, 
Νορβηγίας), σε ϋ20, με εσωτερική πρότυπη ουσία αναφοράς Τ5Ρ, δηλ. 
(0 Η3)4δί(0 Η2)3δ0 4Ν3 {δ(ΟΗ3)=0.0 ρρητι, δ(ΟΗ2)=Ο.Θ27 (ί) ρριτη, 
δ(ΟΗ2)=1.73 ρρηι (ιπ)}. Χρησιμοποιήθηκε εύρος συχνοτήτων 6024 Ηζ 
και 6009 Ηζ, στα 400 και 600 ΜΗζ αντίστοιχα. Πραγματοποιήθηκαν 16 
σαρώσεις και συλλέχθηκαν 16Κ σημεία. Τέλος, κατά την επεξεργασία 
των δεδομένων, χρησιμοποιήθηκε ένας παράγοντας διεύρυνσης των 

γραμμών (Ιιπθ 6Γ03άθηίη9 ίβοίοΓ, Ιβ) με τιμή 0.3 Ηζ.
Τα φάσματα 130-ΝΜΡ των συμπλοκών λήφθηκαν στο όργανο 

ΒιόοΚθγ ΑΜΧ-400 ΜΗζ, στα 100.62 ΜΗζ. Η συγκέντρωση του 
συμπλόκου ήταν περίπου 20 ιτιΜ. Χρησιμοποιήθηκε εύρος συχνοτήτων 
22727 Ηζ, πραγματοποιήθηκαν 2500-3000 σαρώσεις και συλλέχθηκαν 
16Κ σημεία. Κατά την επεξεργασία των δεδομένων χρησιμοποιήθηκε 

Ιίπθ βΐΌ30ΐθηίη9 ί3θίθΓ με τιμή 2.5 Ηζ.
Τα φάσματα 195Ρί-ΝΜΒ λήφθηκαν στο όργανο ΒαιοΚβΓ ΑΜΧ-400 

ΜΗζ, στα 86.02 ΜΗζ. Τα σήματα συντονισμού είναι σχετικά ως προς το 
πρότυπο Κ2ΡίΟΙ4 (1630 ρρηι). Η συγκέντρωση των συμπλοκών ήταν 
περίπου 20 γπΜ. Πραγματοποιήθηκαν 40000 σαρώσεις και το εύρος 

συχνοτήτων ήταν 125 ΚΗζ. Η διάρκεια του παλμού ήταν 35.6 ιτιδ, ο 

χρόνος συλλογής (3οςυδ«ΐίοη ίίιτιθ) ήταν 65 ιτιδ και ο χρόνος 
καθυστέρησης (οΙθΙβγ Ιϊγπθ) ήταν 0.1 δβο. Κατά την επεξεργασία των 
δεδομένων χρησιμοποιήθηκε παράγοντας διεύρυνσης των γραμμών (Ιβ) 

με τιμή 25 Ηζ.
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μέχρι μικρού όγκου (~2 γπΙ) σε τοίθΓγ Θν3ρ0Γ3ί0Γ και διαβιβάστηκε σε 

στήλη δβρΜθοίΘχ 0-10 (ΡΙΐ3πτΊ3α 3), δαστάσεων 60x1.5 ογπ και 

εκλούστηκε με νερό, με ταχύτητα ροής 1 ππΙ/ΓΤΊίη. Συλλέχθηκαν κλάσματα 
των 2 ιτιΙ, τα οποία ανιχνεύτηκαν με ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού στα 
260 ηιτι. Πρώτα εκλούεται το τριαδικό σύμπλοκο και στη συνέχεια 
εκλούεται ποσότητα περίσσειας γουανοσίνης. Ακολούθησε 
συμπύκνωση των κλασμάτων που περιείχαν το προϊόν μέχρι ξηρού και 
στη συνέχεια στοιχειακή ανάλυση, καθώς και χαρακτηρισμός με 
φάσματα ΙΡ και ΝΜΡ και μετρήσεις μοριακής αγωγιμότητας. Οι 
αποδόσεις ήταν 15-30%.

(ϋ) 1.5 πίπτιοΙθ κυτιδίνης διαλύθηκε σε 50 πίΙ νερού, υπό ανάδευση στους 
60°0, απουσία φωτός. Στο διάλυμα προστέθηκε 1 πίπτιοΙθ του 
κατάλληλου χηλικού συμπλόκου 0ί5-Γ(ΝΗ^)?Ρί(3ΓΠ30)1Ν0  ̂ και το μίγμα 
θερμάνθηκε στους 60 °0 για 2 μέρες. Το ρΗ διατηρήθηκε στην τιμή 5.0 
με την περιοδική προσθήκη μικρής ποσότητας διαλύματος ΗΝ03 10'1 Μ. 
Στη συνέχεια, το διάλυμα συμπυκνώθηκε μέχρι όγκου 2 πίΙ και το 
προϊόν απομονώθηκε με χρωματογραφία πηκτής (ςβΙ ίίΙίΐΈίίοη), όπως 

αναφέρεται παραπάνω. Οι αποδόσεις ήταν 15-30%.

1.4.2. Σύυπλοκα του τύπου οίδ-ΓίηυοΠϊΡΚάίΡΘΡϋοίΘβίΘΓΪΙΟΙρ. όπου 
ηυο1=νουανοσίνη (Π. κυτιδίνη (ϋ) και οϋΡΘΡϋοΐΘ5ΐΘΓ=α1να1νΟΕΙ 

α!ν3ΐ3θΜθ. α!ν-2-3Ε)30Μθ. αΙνην3ΐΟΜθ, αΙνηΙβυΟΜθ.

(ΐ) 0.45 ΓηητΊοΙθδ γουανοσίνης διαλύθηκαν σε 50 γπΙ νερού, υπό ανάδευση 

στους 40 °0. Προστέθηκαν 0.15 ητιηποΐβδ του κατάλληλου δυαδικού 

συμπλόκου θ 3-ΟΙ2ΡΙ(οϋρθρίίο1θ8ίΘΓ)2 και το μίγμα θερμάνθηκε στους 40 
°0 για 2 μέρες, απουσία φωτός, μέχρι που έγινε άχρωμο (από ελαφρά 

κίτρινο που ήταν αρχικά). Το ρΗ του αντιδρώντος μίγματος παρέμεινε 

σταθερό στην τιμή 4.5, με την περιοδική προσθήκη μικρής ποσότητας
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Το δωδεκανουκλεοτίδιο αγοράστηκε από την Ίη 1θ9Γ3ίβο1 ϋΝΑ 
ΤθθήηοΙθ9ΐθ5”, Ιηο. ϋδΑ. Απομονώθηκε καθαρό με χρήση 
χρωματογραφίας πηκτής, αφού προστέθηκε σε αυτό μικρή ποσότητα 
διαλύματος ΕΤϋΑ 2 ιπΜ. Η έκλουση έγινε με αποσταγμένο νερό σε 

στήλη 3 θρίΐ3θ1θχ (3-25, διαστάσεων 120x2.5 ογπ και τα κλάσματα όγκου

5 γώΙ ταυτοποιήθηκαν σε φασματοφωτόμετρο ϋν-νίδ στα 260 ιίπί. Στη 
συνέχεια το μίγμα των κλασμάτων ξηράνθηκε με λυοφιλοποίηση και 
αφού επαναδιαλύθηκε σε νερό διαβιβάστηκε μέσω ρητίνης 
χηλικοποίησης (5Ϊ9ΓΠ3 ίηο.) μέσα σε γυάλινο σιφώνιο, με σκοπό την 
πλήρη απομάκρυνση των παραμαγνητικών προσμίξεων. Η ποσότητα 
του ολιγονουκλεοτιδίου προσδιορίστηκε με μετρήσεις της απορρόφησης 
στα 260 πγπ, υποθέτοντας ότι το δωδεκαμερές υιοθετεί τυχαία 
μονόκλωνη διαμόρφωση σε αραιά υδατικά διαλύματα, απουσία 
ρυθμιστικού συστήματος (βυίίθΓ). Χρησιμοποιώντας συντελεστή 

ε260=1.107χ105 Μ'1 ε^η’1 [344] για τον ένα κλώνο του ολιγομερούς, η 

συγκέντρωση του ϋΝΑ υπολογίστηκε να είναι 3 ιπΜ και στα δύο αρχικά 
διαλύματα, που χρησιμοποιήθηκαν για τις δύο σειρές τιτλοδοτήσεων. 
Πριν τη χρησιμοποίηση των δειγμάτων, αυτά υποβλήθηκαν σε 

διαδικασία 3ηηθ3Ηη9, δηλαδή αργή ψύξη τους σε υδρόλουτρο από τους 
60 °0 σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, με σκοπό το σχηματισμό διπλής 

έλικας από τα ολιγομερή.
Για τη λήψη ΝΜΚ φασμάτων σε Η20, τα δύο δείγματα του ϋΝΑ 

διαλύθηκαν σε 0.4 γπΙ Η20, το οποίο περιείχε 10% ϋ20  και 200 ιπΜ 

Ν30Ι. Το ρΗ του διαλύματος ρυθμίστηκε στο 4.5, με προσθήκη μκρών 
ποσοτήτων δαλύματος ΝβΟΗ, 0.01 Μ. Για τη λήψη ΝΜΚ φασμάτων των 
δευτεριωμένων δειγμάτων, αυτά λυοφιλοποιήθηκαν μέχρι ξηρού και 

διαλύθηκαν σε 99.9% ϋ20  και ακολούθησε και επόμενη λυοφιλοποίηση 

και επαναδιάλυσή τους σε 99.96% ϋ20  και τέλος μεταφορά τους σε 

σωλήνες 5 ιπιπ Ο. ϋ. ΝΜΒ.
Κατά τις τιτλοδοτήσεις, έγινε διαδοχική προσθήκη μικρών 

ποσοτήτων συμπλοκών του παλλαδίου σε στερεή μορφή στο διάλυμα
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μια εκθετική συνάρτηση, αυξάνοντας το εύρος των γραμμών κατά 0.3 Ηζ 
και ακολούθησε μετασχηματισμός ΡουπβΓ.
Τα 1Η-ΝΟΕ5Υ φάσματα λήφθηκαν χρησιμοποιώντας τη μέθοδο δίθίθδ- 
ΤΡΡΙ. Στο χρόνο ί2 συλλέχθηκαν 2048 σημεία για κάθε μια από τις 1024 
προσαυξήσεις του 1|. Πραγματοποιήθηκαν 32 σαρώσεις για κάθε 
προσαύξηση. Το εύρος συχνοτήτων ήταν 6009 Ηζ και ο χρόνος 
αποδιέγερσης 2 5θο. Ο χρόνος μίξης ήταν 200 ιτιεβο. Η ένταση του 
σήματος του νερού μειώθηκε κατά τη διάρκεια της αποδιέγερσης με ένα 
παλμό ισχύος 50 οΙΒ. Τα δεδομένα πολλαπλασιάστηκαν με μια 
τετραγωνική ημιτονοειδή συνάρτηση, ακολούθησε μετασχηματισμός 

ΡουπβΓ και υπολογίστηκε το συνολικό φάσμα.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η παρούσα διατριβή περιγράφει καταρχήν την απομόνωση και τη 
μελέτη τριαδικών συμπλοκών, οΐδ-γεωμετρίας, του Ρί(ΙΙ) με αμινοξέα- 
πεπτίδια και με νουκλεοζίτες. Απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν τα 
εξής σύμπλοκα:

α) 0!8-[(9υ0)2Ρΐ(άίρθρίίάθθ5ΐθΓ)2]0ΐ2 

β) οί8-[(ογά)2Ρί(άίρβρίίί1θθ5ίθΓ)2]Οΐ2 
Υ) οΪ5-[(ΝΗ3)2Ρί(9υο)(3Γη3θ)]Ν03 
δ) οϊ8-[(ΝΗ3)2ΡΙ(ογο1)(3ΐπ3θ)]Ν03

όπου 9υ°» εγ^ ήταν οι νουκλεοζίτες γουανοσίνη και κυτιδίνη, 
άίρθρίϊοΙθθδίθΓ ήταν οι εστέρες των διπεπτιδίων γλυκυλ-γλυκίνη 
(9ΐγ9ΐγΟΕί), γλυκυλ-1_-αλανίνη (9ΐγ3ΐ3θΜθ), γλυκυλ-ί-2-αμινοβουτυρικό 

οξύ (9ΐγ-2-3ί33θΜθ), γλυκυλ-Ι_-νορβαλίνη (9ΐγην3ΐΟΜθ), γλυκυλ-1- 
νορλευκίνη (9ΐγηΙθυΟΜθ) και 3ΓΠ30 ήταν τα αμινοξέα γλυκίνη (9ΐγ), ί -  
αλανίνη (313), 1-2-αμινοβουτυρικό οξύ (2-Α&3), 1-νορβαλίνη (ην3ΐ) και ί -  
νορλευκίνη (ηΐθυ).

Επίσης στη διατριβή αυτή μελετάται η αλληλεπίδραση μεταξύ δυο 
συμπλοκών του Ρύ(\\) με διπεπτίδια, ΐΓ3Γΐ5-γεωμετρίας, των ί[3ηδ- 

ΟΙ2ΡεΙ(9ΐγ9ΐγΟΗ)2 και ίΓ3η5-01?Ρά(α1νην3ΐ0Η^ με το ολιγονουκλεοτίδιο 
[ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟ0)]2 σε υδατικά διαλύματα.

Η διατριβή περιλαμβάνει τρία μέρη.

Στο πρώτο μέρος (ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ) γίνεται ιστορική αναδρομή 
στην ανακάλυψη της αντικαρκινικής δράσης του οϊδ-ΟϋΡ καθώς και των 

παραγώγων του δεύτερης γενιάς και γίνεται ακόμη αναφορά στις 

σχετικές μελέτες για τον πιθανό μηχανισμό δράσης του φαρμάκου. Στη 

συνέχεια, επιχειρείται μια ανασκόπηση στην εργασία πάνω στα τριαδικά 

συστήματα ΡοΙ(ΙΙ) και Ρί(ΙΙ) με αμινοξέα-πεπτίδια και νουκλεοβάσεις- 

νουκλεοτίδια. Τέλος, πίνουσιάζονται δεδομένα για την αλληλεπίδραση 

διαφόρων μεταλλικών ιόντων και κυρίως Ρϋ(ΙΙ) και Ρί(ΙΙ) με
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130-ΝΜΚ και 195Ρΐ-ΝΜΚ. Και για αυτή τη σειρά των συμπλοκών 
διαπιστώθηκε ότι οι θέσεις δεσμού είναι η τελική αμινομάδα των 
αμινοξέων και τα άζωτα Ν7 και Ν3 για τους νουκλεοζίτες γουανοσίνη και 
κυτιδίνη αντίστοιχα. Παρατηρήθηκε και σε αυτή την περίπτωση η 
ύπαρξη ισομερών εκ περιστροφής γύρω από το δεσμό ΡΙ-Ν3 για τα 
σύμπλοκα της κυτιδίνης. Οι ενδομοριακές υδρόφοβες αλειφατικές- 
αρωματικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υποκαταστατών αυξάνονται με 
την αύξηση της πλευρικής αλειφατικής αλυσίδας του αμινοξέος, ενώ 
ελαττώνονται καθώς απομακρυνόμαστε από το σημείο δεσμού. Οι 
αλληλεπιδράσεις αυτές είναι ισχυρότερες για τα τριαδικά σύμπλοκα με 
γουανοσίνη από ό,τι για τα τριαδικά με κυτιδίνη. Τέλος, το ποσοστό της 
3Ε διαμόρφωσης της γουανοσίνης αυξάνεται στα τριαδικά σύμπλοκα.

Στο τέταρτο κεφάλαιο περιγράφεται η αλληλεπίδραση του 

ολιγονουκλεοτιδίου [ο!(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 με τα σύμπλοκα ΪΓ3Π3- 

ΟΙ2Ρο1(9ΐΥ9ΐγΟΗ)2 και ϊΓ3Π3-ΟΙ·?ΡοΙ(αΙνην3ΐΟΗ)9. με τη βοήθεια της 
φασματοσκοπίας 1Η-ΝΜΡ, μιας και δυο διαστάσεων (ΝΟΕ5Υ). 

Παρουσιάζονται τα στάδια των δυο σειρών τιτλοδοτήσεων και εξάγονται 

συμπεράσματα σχετικά με την εκλεκτική δέσμευση του μετάλλου από το 
ολιγομερές, τη μεταβολή που επιφέρει η συμπλοκοποίηση στη δομή της 
διπλής έλικας του ολιγομερούς καθώς και την αλληλεπίδραση στο χώρο 
μεταξύ των υποκαταστατών.

Στο τρίτο μέρος της διατριβής (ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ) 

αναφέρονται οι μέθοδοι σύνθεσης των δυαδικών και τριαδικών 

συμπλοκών με αμινοξέα και διπεπτίδια, περιγράφονται τα όργανα που 
χρησιμοποιήθηκαν και δίνονται αναλυτικά οι μέθοδοι που 

ακολουθήθηκαν κατά τη λήψη των φασμάτων ΝΜΡ.
Τέλος, παρουσιάζεται σχετική με το θέμα βιβλιογραφία.
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8ί3ί1ΐη9 βίηβιγ οοΓηρΙθΧθδ οί Ρί(ΙΙ) ννϊίΐι ίΜβ φθρ ίΐύθ θδίθΓδ ίδ ο1θ5οπΐ3βο1. 
ΤΙΐβ θΙβΓΤΊθΠί3ΐ 3Π3ΐγδίδ 3Πθ1 ίΜθ 1Η -Ν Μ Ρ  03& 3ΓΘ ΓθρΟΓίθΟί.

Ιη ίΜθ δθοοηά οΙΐ3ρίθΓ ΙΜθ δγηίΐΐθδϊδ οί ίήθ ίθΐτΐ3Γγ οοΓηρΙθΧθδ οί 

Ρί(ΙΙ) ννι'ίΐι ίΜθ άΐρθρίίάθ θδίθΓδ 3ηοΙ ίΚιβ ηυοίβοδίςίθδ 9υ3 ηοδίηβ 3ηοΙ 

ογίκϋηθ ϊδ ύβδοιϊ6θ<± ϋ 3ί3 οί ίίιβ θΙθΐηβηί3ΐ 3η3 ΐγδίδ, Νίθ ΙΚ, 1Η-ΝΜΡ 

3πϋ 130 -ΝΜΚ δρ©οίΓ3 3γθ ρΓθδβηίθοΙ, ήθΙρίη9 υδ ίο οογπθ ίο οοηοΐυδΐοηδ 

3βουΐ ίήθ ΐ3οη€ΐίη9 δίίβδ οί ίΜθ Ιί93ηεΙδ, Μίθιγ οοηίοπη3 ίίοη 3ηοΙ Ηίθ 

θχΐδίθηοΘ οί ΙπγοίΓορΙιοβίο ΐηίθΓ30ίί0ηδ βθίννθθη ίήθηη. ΤΙιυδ, νν© οοηοΐυάθ 

ίΜ3ί ϋιβ άίρθρΐίάθδ 3Γβ ΓΤίοηοοοοΓοϋηΒίθοΙ Ιο ίΐΐθ ητιβίβΙ νί3 ίίΐθΐ'Γ ίθπηίη3 ΐ 

3Γηίηο 9 ·Όυρ, ννΜίΙθ ίΜ© ηυοίβοδίοίθδ βγθ οοοιτΝηβίβοΙ νϊ3 Ν7 (9υ3ηοβϊηθ) 

3ηοΙ Ν3 (ογίκϋηβ). ΤΙίθ ί8ΓΠ3Γγ ογΐΐοϋηθ οοΓηρΙθΧθδ βχΐδί ίη ίήθ 3ςυ3 

δοΐυίίοη 3δ 3 ΓηίχίυΓθ οί ίννο οϋβδίθΓθοηΐθΓδ. ΤΙίθγθ 3ΓΘ ίιγοίΓορίΊοβίο 

Ιί93ηοΙ-Ιί93η€ΐ ίηίθΓ30ίίοηδ, ννΝοή βθοοιηθ \λ/Θ3Ι<θγ 3δ ϋΐθ (ϋδίβηοθ ίΓοηη 

ίΐΐθ 1)οηάίη9 δίίθ βθοοιτίθδ βί99ΘΓ· Τήθ ρβΓ0θπί39βδ οί ίΜθ οοηίοιτίθΓδ 3Ε 
3ηά 3Πίί 3Γβ ήΪ9 ^βΓ ίΟΓ ίήθ 9υ3ΠΟδίηβ ίβΓΠΘΓγ ΟΟΓηρΙβΧθδ, ννΜίΙθ ίΐΐθ 

ρθΓ0θηί39θ οί ίήθ 99 ΟΟηίΟΓΙΤΊΘΓ ΐδ Γβόνηθό ΟΟΙΤίρβΓΘΟί ίο ίΗθ ίΓΘΘ ΙΪ93Π<1 

ΑΙδο, ίοΓ ίήθ 9υ3ηοδθίηθ ίβιτίθΓγ οοπίρίθχθδ, ίίΐθ ρβΓ0θηί39β οί ΙΙίθ ή 

ίδΟΓΠΘΓ οί ίήθ ςϋρθρίίοίθδ ίδ ΓΘάυΟθά 3 δ ίΐΐθ 3ϋρΙΐ3ίίθ δΐάθ 0ή3 ίη οί ίΐΐθ 

δθοοηοΐ 3 ίπϊηο3θίοΙ βθοοιτίθδ Ιοπ9βΓ.

Ιη ίήβ ίΝιτΙ οΙΐ3ρίΘΓ ίίΐθ δγηίίΐθδΐδ ο ί ίήθ ΙβΓΠβιγ οοηιρίΘΧθδ οί Ρί(ΙΙ) 

ννίίΐι 3Γηίηο3αΐοΙδ 3ηά ίΐΐθ πυοίθοδίοΐβδ 9υ3ηοδίηθ 3ηύ ογίίάίηθ ίδ 
οΙθδοπβθοΙ, 3δ ννθΙΙ 3δ ίήθ οΐ3ί3 οί ΐήθ ΙΚ , 1Η-ΝΜΡ,130 -ΝΜ Ρ 3ης| 195Ρί- 

ΝΜΡ δρβοίΓ3 . Ηθγθ 3 ΐδθ ίΐΐθδβ οΐ3ί3 δήονν 11ΐ3ί ίήθ Ι3ΐηε1ίη9 δΐίβ ίδ ίήθ 

ί©ΓΓηϊη3 ΐ 3ητιίηο 9>Όυρ ίοΓ ίΐιβ 3Γπίηο3θίο]δ 3ΠθΙ ίΜθ βΙοπΊδ Ν7 3ηςΙ Ν3 ίοΓ 

ίΜθ ηυοίβοδίοίθδ 9υ3ηοδίηθ 3ης| ογίίοΐϊηθ ΓθδρβοίίνθΙγ. Ιη ίΝδ 03δθ 3 ΐδθ,

\Λ/Θ ΟβδθΠ/θ ίΐΐθ βχίδίθηοθ Οί ΙΌί3ΙΎΊβΓ5 ίΟΓ ίΜθ ΟγίίεΙίηθ ίθΙΤΙ3Γγ 

οοΓηρΙθΧθδ. Τήβ ΜγςίΓορήοβϊο Ιί93ηο1-Ιί93 ηοΙ ΐηίθΓ3θΐίοηδ ^θοοππθ δίΓοη9βΓ 
3δ ίΜθ 3ϋρΐΊ3ΐίο δίοΐθ οΙΐ3ίη ΐ3βοοΓηθδ ΙοηςβΓ, ννΜϋθ ίήθγ ^οοοητιβ ννθ3Κθγ 

3δ ίήθ άίδί8Π0θ ίΓοηι ΙΙιβ 1)οηοΙίη9 δίίθ Ι^θοοηηθδ 6Ϊ99βΓ· Τ^οδθ 
ίηίβΓ3θ1ίθηδ 3Γβ δίΓΟΠ9ΘΓ ίθΓ ίήθ 9υ3Π0δίηθ ίθΓΠΒΓγ ΟΟΓΠρίΘΧΘδ 11Ί3Π ίΟΓ
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Μίθ ογΐΐάΐηθ οηβδ. Ρίη3ΐΙγ, Ιήθ ρθΓ0βηί39β οί ίΐιβ 3Ε οοηίοΓηθΓ οί 
9 υ3Π05Ϊηβ ΐδ ίη0ΓΘ3δθ€ΐ ΐΠ Νΐθ ίΘΓΠ3Γγ ΟΟΙΤίρίΘΧθδ.

Ιη Ηίθ ίου ιΐή  οΙίθρΙθγ, ίήθ ίηίθΓ3θίΐοη βθίννβθη ίΐιβ  ο^οηυοίθοίίάθ 

[οΙ(ΟΟΟΘΑΑΤΤΟ(ΒΟΟ)]2 3ηε! ΙΗθ οοητιρΙθΧθδ ί^ η δ -ΟΙοΡάίαΙναΙνΟΙ-Οο &ηό 

ΐΓ3ηδ-Οΐ9ΡοΙ(αΙνην3ΐΟΗ)9 ΐδ οΐΘδοπβθοΙ, υδίη9 ίΜθ 1Η-ΝΜΡ δρθ0ίΓ0δ00ργ, 

1 ϋ  3ηά ΝΟΕ8Υ. Τήθ δίθρδ οί Ιήθ ίννο δθΠθδ ο ί ίίίΓ3ίίοη 3Γβ ρΓβδθηίθεΙ 

3πο! δοηΐθ οοηοϋδίοηδ 3γθ ΓθεΐΓ3ννη οη Νίθ δθΐβοίίνθ ϋΐηοΙίη9 ο ί ίήβ ηΐθίβΙ 

οη ίήθ 0Ι190, οη ίήθ ίηίΐυθηοθ ο ί ίή© οοοιχϋηβίίοη οη ίΐ ΐθ όιιβΙ© ίΐθϋθ3ΐ 

δίηιοίυΓΘ 3ηά οη ίήθ Ιί93Π€ΐ-Ιί93η€ΐ ΐηί©Γ30ίΐ0ηδ.

Ιη ίή θ  ίίιϊΓοΙ ρ3Γί ο ί  ίή θ  ίΐΊβδίδ  ( Ε Χ Ρ Ε Κ Ι Μ Ε Ν Τ Α Ι )  Ι Ι ΐθ  ιτίθίΐΊΟοΙδ ο ί 

δγηίΜθδΙδ ο ί  ίή β  β ίη 3 ΐγ  3 η ά  ίΐιβ  ίβ ιτ ΐ3Γγ  οο ιτ ιρ ίβχβδ  3Γβ άΘδοπββά, 3δ  ννβΙΙ 

3δ  ίΜθ ίη δ ίη ιιη β η ΐδ  ιΐδθά  Βηό  Μ ίθ άθ ίβΝ θά  ητιβίήοοίδ ο ί  Γθθθΐχϋη9 ίΜβ Ν Μ Ρ  

δρβθίΓ3.
Αί ίήθ βηύ, ΙΙίθΓ3ίυΓβ ΓθίβΓθηοθδ ΓβΙθνβηί ίο ίΐιβ  ΙΙπβδϊδ 3γθ 

ρΓθδθηίβοΙ.
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δΙΙΜΜΑΚΥ

ΤΝδ ίΐΐθδίδ οΐθδοπϋθδ ίήθ ϊδοΐβίίοη 3ηο1 δίυάγ οί ίθΓηβΓγ οοηιρίθχθδ οί 
Ρί(ΙΙ) ννίίΐι οϊδ-ςθοιτίθίΓγ, ννίίΐι 3Γπίηο3αο1δ-ρθρίίοΐΘδ βηό ηυοίβοδίοίθδ. ΤΜθ 
ΟΟΙΤίρΙθΧθδ Ιδθΐ3ί6ϋ 3Π0 οήβΓβοίβπζθοΙ \λ/θγθ:

3) αδ-Γ(αυο)?Ρ1(οίίρΘΡΐίάΘ6δίΘΓ)9ΐΟΐ9 

6) θίδ-[(θγά)2Ρί(άίρθρΐί€ΐθθ5ίΘΓ)2]Οΐ2 
ε) οίδ-[(ΝΗ3)2Ρί(9υο)(3ηΊ3θ)]Νθ3 
6) θίδ-[(ΝΗ3)2ΡΙ(θγθΙ)(3ΓΤ13θ)]Νθ3
ννΙΐθΓθ 9^ο, ογοί ννβΓθ ίΜθ ηυοίβοδίοίθδ 9υ9η°δίηβ &ηό ογίίάίηθ, 

οϋρθρβΐΐοΙθθδίθΓδ \λ/θγθ ίήβ θδΐθΓδ οί ίΐιβ άίρθρίΐοίθδ 9·Υ°Υ^9*Υ°ΐηθ 
(9ΐγ9ΐγΟΕ1), 9 ΐγ ^ - ί- ·3·3η·ηβ (9*Υ3^0Μθ), 9·γεγ·-1-2-3Γηΐηοΐ3υΐγπο 3αά 
(9ΐγ-2-3ΐ33θΜΘ), 9ΐγογΙ-1·-ηοπ/3ΐΐη8 (9ΐγην3ΐΟΜθ) ζηό 9ΐγογΙ-1--ηοΓΐθυοΐηθ 
(9ΐγη!θυΟΜθ) βηά 3ΠΊ30 ννθΓβ ίϊΐθ βιτιΐηοβοίοΙδ 9ΐγε*ηβ (9ΐγ), Ι--3ΐ3ηίηθ 
(313), 1_-2-3Γηίηοβυίγπο 3θίο1 (2-3β3), Ι_-ηοΓν3ΐίηθ (ην3ΐ) 3ηά Ι-ηοΓίβυοίη© 
(ηΐθϋ).
Ιη 3θΙοϋίίοη, ίη ίΝδ ίήθδίδ, ϊΙίθ ϊηΙθΓ30ΐί0Π βθίννβθη ίήβ ίννο οοΓηρΙθχβδ οί 
Ρά(ΙΙ), ίΓ3ηδ-ΟΙ2Ρά(9ΐΥ9|ΥθΗ)2 βηοΐ ίΓ3ηδ-ΟΙ?Ρά(α1νην3ΐΟΗ)? ννΐίΐι Μίθ 

οΙΐ9οηυοΙθθίΐο1θ [ο1(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 3γθ δίυοίΐθά ίη 3ςυβουδ 

δοΐυίΐοηδ.
ΤΙίθ ίίΐθδίδ ίδ οοΓηροδθά οί {Ιίγθθ ρβιΐδ.
Ιη ίΜθ ίίτδί ρ3Γί (ΟΕΝΕΚΑΙ ΙΝΤΡΟΟϋΟΤΙΟΝ) 3 Νδΐοπο3ΐ Γθνΐθνν 

ΐδ 9ίνβη, οη Μίθ άΐδοονθίγ οί Νίθ 3ηίίο3ηοθΓ 30ίΐνΐίγ οί οίδ-ΟϋΡ, 3δ ννθΙΙ 

3δ οί ΐίδ δθοοηοΐ 9©ηΘΓ3ίίοη άβπνβίΐνθδ. ΑΙδο 3 Γβροιΐ ΐδ 9ίνβη οη ΙΜβ 

ροδδΐβΙθ Γηθθ^3ηίδΓΠ οί βοίΐοη οί Μι© οΐΓυ9· Νβχί Μίθγθ ΐδ 3 Γθνίθνν οη Νιβ 
δίυάίθδ οοηοθΓηΐη9 ίθΓΠ3Γγ δγδίβΓΠδ οί Ρά(ΙΙ) 3ηά Ρί(Ι1) ννΐίΐι βηηΐηοβοίοΐδ- 
ρθρίίάθδ 3 ηοΙ ηυοΙθθΙ)3δβδ-ηυοΙθθδίο1θδ. Ρίη3ΐΙγ, οΐ3ΐ3 3ΓΘ ρΓθδβηΙθοΙ οη 

ίήβ ίηίθΓ30ίί0η οί ν3Γϊοιΐδ Γηβί3ΐ ΐοηδ, θδρθθΐ3ΐΙγ Ρί(ΙΙ) 3ηο1 Ρά(ΙΙ) ννΐίΐι άί-, 

ίπ- 3ηοΙ οΓ^οηυοΙθοίΐάθδ. Αί ΙΙίθ θηά ίίιβ 3ίητι οί ίΝδ δίγάγ ΐδ ρΓθδθηίθύ.
ΤΙίθ δθοοηά ρ3Γί (ΚΕδυίΤδ-ΟΙδΟϋδδΙΟΝ) οοηδΐδίδ οί ίουΓ 

οΙιβρίθΓδ. Ιη ίϊιβ ίΐΓδί οηθ ίΜθ δγηίήθδΐδ 3ηοΙ ίήθ 0ή3Γ30ίθπζ3ίί0η οί ίΐιβ
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δινουκλεοτίδια, τρινουκλεοτίδια και ολιγονουκλεοτίδια. Το πρώτο μέρος 
της διατριβής κλείνει παρουσιάζοντας το σκοπό αυτής.

Το δεύτερο μέρος (ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ) αποτελείται 

από τέσσερα κεφάλαια. Στο πρώτο κεφάλαιο περιγράφεται η σύνθεση 

και ο χαρακτηρισμός των αρχικών οϊδ δυαδικών συμπλοκών του Ρί(ΙΙ) 
με τους εστέρες των διπεπτιδίων. Παρουσιάζονται οι στοιχειακές 
αναλύσεις των συμπλοκών και δεδομένα από τα φάσματα 1Η-ΝΜΚ.

Στο δεύτερο κεφάλαιο περιγράφεται η σύνθεση των τριαδικών 
συμπλοκών του Ρί(ΙΙ) με διπεπτίδια και τους νουκλεοζίτες γουανοσίνη 
και κυτιδίνη. Δίνονται οι στοιχειακές αναλύσεις των συμπλοκών και 
δεδομένα από τα φάσματα ΙΚ, 1Η-ΝΜΡ και 130-ΝΜΒ, τα οποία βοηθούν 
στο να διαπιστώσουμε τον τρόπο ένταξης των υποκαταστατών και να 
έρθουμε σε συμπεράσματα σχετικά με τη διαμόρφωσή τους στο χώρο 
καθώς και την ύπαρξη αλληλεπιδράσεων μεταξύ τους. Συμπεραίνουμε 
ότι τα διπεπτίδια είναι μονοδοντικά συμπλεγμένα με το μέταλλο, μέσω 
της τελικής τους αμινομάδας, ενώ οι νουκλεοζίτες μέσω του αζώτου Ν7 
η γουανοσίνη και μέσω του αζώτου Ν3 η κυτιδίνη. Τα τριαδικά 

σύμπλοκα με κυτιδίνη βρίσκονται στο διάλυμα με τη μορφή μίγματος 
δυο διαμορφωμερών. Μεταξύ των υποκαταστατών ανιχνεύονται 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, οι οποίες μειώνονται με την αύξηση της 
απόστασης από το σημείο δεσμού. Τα ποσοστά των διαμορφώσεων 3Ε 

και 30ίί είναι αυξημένα για τα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη, ενώ το 
ποσοστό της 99 διαμόρφωσης παρουσιάζεται μειωμένο σε σχέση με 
αυτό του ελεύθερου υποκαταστάτη. Επίσης, το ποσοστό του ή 

ισομερούς για τα διπεπτίδια στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη 

εμφανίζεται μειωμένο σε σύγκριση με τα αντίστοιχα δυαδικά, ενώ 

αυξάνεται καθώς αυξάνεται η πλευρική αλειφατική αλυσίδα του δεύτερου 

αμινοξέος των διπεπτιδίων.
Στο τρίτο κεφάλαιο εξετάζεται η σύνθεση των τριαδικών 

συμπλοκών του Ρί(ΙΙ) με αμινοξέα και τους νουκλεοζίτες γουανοσίνη και 

κυτιδίνη και παρουσιάζονται δεδομένα από τα φάσματα ΙΚ, 1Η-ΝΜΚ,
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του ΡΝΑ και μετά τη διάλυση της ποσότητας αυτής, το ρΗ του 
διαλύματος ρυθμιζόταν εκ νέου στην τιμή 4.5, με την προσθήκη 

διαλύματος ΝθΟϋ, 0.01 Μ. Μετά το τέλος των πειραμάτων που 
απαιτούσαν ϋ 20  ως διαλύτη τα δείγματα λυοφιλοποιούνταν και 
επαναδιαλύονταν σε μίγμα 90% Η20  και 10% 020.

2.2. Φασυατοσκοπία 1Η-ΝΜΚ

Τα πειράματα 1Η-ΝΜΚ πραγματοποιήθηκαν στα 600.13 ΜΗζ, σε 
όργανο ΒιόοΚθγ ϋΡΧ-600 στο Παν/μιο του Βθγ9ΘΠ Νορβηγίας. Η 
θερμοκρασία ήταν 300 Κ σε όλα τα πειράματα, εκτός αυτών που έγιναν 
σε Η20, όπου η θερμοκρασία ήταν 295 Κ.

Στα φάσματα μιας διάστασης σε ϋ 20, το εύρος συχνοτήτων ήταν 
6009 Ηζ, έγιναν 256 σαρώσεις και συλλέχθηκαν 32768 σημεία, με 
διάρκεια παλμού 11.5 μδθο και χρόνο αποδιέγερσης (Γθΐ3Χ3ίΐοη άβίβγ) 3 

δθο. Κατά τη διάρκεια της αποδιέγερσης, η ένταση του σήματος του 
νερού μειώθηκε με ένα παλμό 50 άΒ. Η επεξεργασία των δεδομένων 
έγινε με το πρόγραμμα Χ\Λ/ΙΝ-ΝΜΚ σε ένα δΟΙ/ΙΝϋΥ οοΓπρυίβΓ. Το 
σήμα του νερού τοποθετήθηκε στα 4.7 ρριπ και τα υπόλοιπα σήματα 
αναφέρονταν σε αυτό το σήμα. Τα ΡΙϋδ πολλαπλασιάστηκαν με μια 

εκθετική συνάρτηση, αυξάνοντας το εύρος των γραμμών κατά 0.3 Ηζ και 

ακολούθησε μετασχηματισμός ΡουιϊβΓ.
Τα φάσματα μιας διάστασης σε Η20  ήταν χρήσιμα για να 

παρατηρήσουμε την επίδραση της μεταλλοποίησης στα ίμινο πρωτόνια, 

που συμμετέχουν στους νν3ίδοη-ΟποΚ δεσμούς υδρογόνου. Στα 

φάσματα αυτά η ένταση του σήματος του νερού μειώθηκε 

χρησιμοποιώντας την 3-9-19 κλιμακωτή (9Γ3άΐβηί) ακολουθία παλμών. 

Το εύρος συχνοτήτων ήταν 12019 Ηζ, ο χρόνος αποδιέγερσης 3 δθο, 

συλλέχθηκαν 32769 σημεία και έγιναν 256 σαρώσεις. Ο παλμός 

διέγερσης είχε διάρκεια 24.75 μδθο. Τα ΡΙϋδ πολλαπλασιάστηκαν με
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διαλύματος ΝβΟΗ 10'2Μ. Ακολούθησε ψύξη στους 0°0 και διήθηση της 
καταβυθιζόμενης γουανοσίνης. Το διάλυμα συμπυκνώθηκε μέχρι μικρού 

όγκου και διαβιβάστηκε σε στήλη δθρή3ύθχ 0-15 της Ρή3ΐττΐ3θϊ3 , 

διαστάσεων 60x1.5 οιτι, όπως αναφέρεται παραπάνω. Οι αποδόσεις 

ήταν 15-30%.
(Σε μια εναλλακτική μέθοδο, χρησιμοποιήθηκαν σαν αρχικά 
αντιδραστήρια, τα εφυδατωμένα παράγωγα των συμπλοκών των 
διπεπτιδεστέρων, τα οποία παρασκευάστηκαν στο διάλυμα πριν την 

αντίδραση με τη γουανοσίνη, με την προσθήκη 0.29 ιππΊΟίθδ Α9ΝΟ3).
(ϋ) Τα σύμπλοκα αυτά παρασκευάστηκαν με τρόπο ανάλογο με τον 
προηγούμενο, χρησιμοποιώντας 0.30 ιτίΓηοίΘδ κυτιδίνης και 
θερμοκρασία αντίδρασης τους 60 °0. Η απομόνωσή τους έγινε και σε 
αυτή την περίπτωση με χρήση χρωματογραφίας πηκτής (δθρΜβάβχ Ο­

Ι 5) και οι αποδόσεις ήταν 15-30%.

1.5. Παρασκευή των δευτεοιωυένων αναλόνων των συυπλόκων

10 ΓΠ9 του στερεού συμπλόκου διαλύθηκαν σε περίπου 0.5 ιτιΙ 

ϋ 20  και το διάλυμα που προέκυψε ξηράνθηκε με λυοφιλοποίηση, 

δίνοντας το δευτεριωμένο σύμπλοκο. Αν ήταν απαραίτητο, η διαδικασία 
της διάλυσης σε ϋ20  και της ξήρανσης επαναλαμβανόταν.

2. 1Η-ΝΜΚ υελέτη τ γ κ  αλληλεττίδοασΓΚ συυπλόκων παλλαδίου με 

διπεπτίδια υε το δωδεκανουκλεοτίδιο ΓεΚΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)^

2.1. Αντιδραστήρια

Τα σύμπλοκα ΐΓ3ηδ-ΟΙ2Ρά(€ΠρθρΙίάθ)2 παρασκευάστηκαν 

σύμφωνα με τη μέθοδο των ΒθοΚ θί 3 ΐ. [257], χρησιμοποιώντας σαν 

αντιδραστήρια το άλας Ν32ΡάΟΐ4 και τα διπεπτίδια 9ΐΥ9 Υ̂ και 9ΐγπν3 ΐ, τα 

οποία αγοράστηκαν από τη δ'ΐ9ΓΠ3 ΟΙίθγτήοβΙ Οοίτιρβηγ.
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1.3. Παρασκευή των αονικών δυαδικών συυττλόκων

1.3.1. α6-ί(ΝΗ^)?Ρ1(3ΓΠ3θ)1ΝΟ^

Για τη σύνθεση του συμπλόκου της γλυκίνης ακολουθήθηκε η 
μέθοδος των Ρΐνοονθ θί 31. [342], ενώ για τα υπόλοιπα αμινοξέα 
χρησιμοποιήθηκε η τροποποιημένη μέθοδος των ΙβΚονίάίδ θί 31. [343] 
και η απομόνωση των προϊόντων έγινε με χρωματογραφία πηκτής (9©Ι 

ίϋΐΓ3ίΐοη).

1.3.2. οί5-01?Ρΐ(οΙίΡθΡΐίοΙθβΙθΓ^

Τα σύμπλοκα των διπεπτιδίων με το λευκόχρυσο 
παρασκευάστηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο των ΒβοΚ θί 3ΐ. [217], κατά 

την αντίδραση του άλατος Κ2Ρ10Ι4 με τους υδροχλωρικούς 
διπεπτιδεστέρες σε αναλογία 1:2, σε υδατικό διάλυμα. Το προϊόν 

απομονώνεται σαν υποκίτρινο στερεό ύστερα από διήθηση.

1.4. Παρασκευή των τριαδικών συυπλόκων

1.4.1. Σύυπλοκα του τύπου αί3-ί(ΝΗ^9Ρί(ηυ0ΐ)(3ηΐ30Ϊ1Ν(Χ όπου 

ηυοΙ=νουανοσίνη (0 ή κυτιδίνη (ϋ) και 3ηΐ30=α1νΟ~. 1-3ΐ3θ~. 1_-2-3ί)3θ'· 

1-ην3ΐ0~. Ι-ηΙθυΟ'.

(ϊ) 1.5 ΓηηιοΙθδ γουανοσίνης διαλύθηκαν σε 100 ητιΙ νερού, υπό ανάδευση 

στους 60°0. Στο διάλυμα προστέθηκε 1 ιπιποΐθ του κατάλληλου χηλικού 

συμπλόκου αΐδ-[(ΝΗ3)2Ρί(3ίτΐ3θ)]Νθ3 και το μίγμα θερμάνθηκε στους 60 
°0 για 2 μέρες, απουσία φωτός. Το ρΗ διατηρήθηκε στην τιμή 5.0 με την 

περιοδική προσθήκη μικρής ποσότητας διαλύματος ΗΝ03 10'1 Μ. Στη 
συνέχεια, το διάλυμα ψύχθηκε σε παγόλουτρο και η γουανοσίνη που 

καταβυθίστηκε απομονώθηκε με διήθηση. Το διάλυμα συμπυκνώθηκε



ΜΕΡΟΣ ΤΡΙΤΟ: ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ

1.1. Αντιδραστήρια

Τα αντιδραστήρια: γλυκίνη (ς)Ιγ), Ι_-αλανίνη (θΙθ), Ι_-2- 
αμιναβουτυρικό οξύ (2-3&3 ), ί-νορβαλίνη (ηνβΙ), Ι_-νορλευκίνη (ηΙβυ), Ν- 

Βοογλυκίνη (Ν-Βοο-ςΙγ), ΗΟΙ.9ΐγ9ΐγΟΕΙ, γουανοσίνη (9υο) και κυτιδίνη 
(ογά) αγοράστηκαν από τις εταιρίες ΡΙυ^3 Α.Ο. ή/και 5ϊ9γπ3 ΟΜθγπιοβΙ 
Οοιτιρβηγ και χρησιμοποιήθηκαν χωρίς περαιτέρω καθαρισμό.

Οι εστέρες των διπεπτιδίων Η0Ι.9ΐγ3ΐ30Μθ, Η0Ι.9ΐγ-2-3β30Μθ, 
ΗΟΙ.9ΐγην3 ΐΟΜβ και ΗΟΙ.9ΐγηΙθυΟΜΘ παρασκευάστηκαν στην υγρή 
φάση, σύμφωνα με τη μέθοδο των μικτών ανυδριτών [337-339], 

ξεκινώντας από το Ν-Β009 ΙΥ και τους μεθυλεστέρες των αμινοξέων 
Η0Ι.3ΐ30Μθ, Η0Ι.2-3β30Μθ, ΗΟΙ.ηνβΙΟΜθ και ΗΟΙ.ηΙβυΟΜθ, που 
συντέθηκαν σύμφωνα με τη γνωστή μέθοδο του θειονυλοχλωριδίου από 
τα ελεύθερα αμινοξέα [340]. Ο καθαρισμός των εστέρων των 
διπεπτιδίων έγινε με τη βοήθεια ίΐθδΐι χρωματογραφίας [229] και η 

καθαρότητά τους επιβεβαιώθηκε με ΤΙΟ  και φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ.

Το οΙδ-ϋΟΡ (αδ-(ΝΗ3)2ΡίΟΐ2) παρασκευάστηκε από το Κ2ΡίΟΙ4 
(ϋθ9υδ53 Α.Α., 0θΓΓη3ηγ) σύμφωνα με τη μέθοδο που αναφέρεται στη 

βιβλιογραφία [341].

1.2. Όονανα

Οι αγωγιμότητες των συμπλοκών μετρήθηκαν με αγωγιμόμετρο 

Ε365Β, ΜθίΓοήηη Ι_ω., Ηβπδβυ, δννίίζθΓΙβηοΙ. Οι στοιχειακές αναλύσεις 
(Ο, Η, Ν) των συμπλοκών έγιναν σε στοιχειακό αναλυτή ΕΑ-1108 ΟβγΙο 

ΕγΙ33. Τα φάσματα υπερύθρου λήφθηκαν σε φασματοφωτόμετρο ΡθγΚϊπ-

204

1. Σύνθεση και υελέτη δυαδικών κα» τριαδικών συυπλόκων του

λευκογρύσου, Ρί(ΙΙ)
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ρριη
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(β)

8 . 2  8 . 0  7 . 8  7 . 6  7 . 4  7 . 2  ρρπι

Σχήμα 55: 600 ΜΗζ 1Η-ΝΜΡ ΝΟΕ5Υ φάσμα στους 300 Κ της αρωματικής- 
Η1’ περιοχής του δωδεκαμερούς [ϋ(0(Β00ΑΑΤΤ000Θ)]2, σε διάλυμα 
αυτού 3 ηιΜ: α) πριν την προσθήκη συμπλόκου του μετάλλου, β) μετά την 
προσθήκη ΐΓ3ηε-019Ρά(α1νην3ΐΟΗ^ σε αναλογία ΡοΙ(ΙΙ)/διπλή έλικα ίση με
2.4.
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ΟΙ2ΡοΙ(9ΐγην3 ΐΟΗ)2, η αλληλεπίδραση με το δωδεκαμερές γίνεται σε πιο 

αργούς ρυθμούς, αφού στη δεύτερη περίπτωση απαιτείται η προσθήκη 
μεγαλύτερης ποσότητας του συμπλόκου του Ρά(ΙΙ), ώστε να έχουμε 
αποσύνθεση της διπλής έλικας. Η εισαγωγή του ογκωδέστερου 
υποκαταστάτη 9*Υην3·ΟΗ σε σχέση με τον 9·Υ9·Υ0 Η έχει σαν 
αποτέλεσμα τη στερεοχημική παρεμπόδιση της αλληλεπίδρασης. Στην 
περίπτωση της τιτλοδότησης του δωδεκαμερούς με το σύμπλοκο ΪΓ3Π5- 

ΟΙ2ΡοΙ(9·γην3 ΐΟΗ)2 παρατηρήθηκαν ΝΟΕ συσχετίσεις μεταξύ πρωτονίων 
του διπεπτιδίου και πρωτονίων των νουκλεοτιδίων, δείχνοντας μια 
αλληλεπίδραση των υποκαταστατών μέσω του χώρου. Βέβαια, οι 
πληροφορίες που λήφθησαν από τα ΝΜΚ φάσματα δεν ήταν αρκετές 
ώστε να οδηγηθούμε σε συμπεράσματα σχετικά με τη δομή του 

περίπλοκου αυτού συστήματος [336].
Σε ανάλογα συστήματα μονομερών του τύπου (νουκλεοβάση- 

νουκλεοζίτης-νουκλεοτίδιο)Μ(αμινοξύ-πεπτίδιο), όπου Μ=Ρά(ΙΙ), ΡΙ(ΙΙ) 
[78,84,88,89], παρατηρήθηκαν ανάλογες υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 
υποκαταστατών, οι οποίες αυξάνονταν καθώς αυξανόταν η πλευρική 

αλειφατική αλυσίδα του αμινοξέος ή του πεπτιδίου (βλ. επίσης σελ. 

98,154). Σε κανένα από τα παραπάνω συστήματα δεν παρατηρήθηκαν 
τέτοιου είδους αλληλεπιδράσεις όταν ο υποκαταστάτης ήταν η γλυκίνη ή 
το πεπτίδιο 9ΙΥ9·Υ0Η [78,84,86,88,89], αντίστοιχα με ό,τι παρατηρούμε 

στο σύστημα του ολιγομερούς που μελετάμε. Ίσως αυτή είναι η αιτία της 
ισχυρότερης αλληλλεπίδρασης μεταξύ Ρά(ΙΙ)-διπλής έλικας με το 

σύμπλοκο 1[3η8-ΟΙ2Ρά(9ΐγ9ΐγΟΗ)2παρά με το ί[3ηδ-ΟΙ2Ρ€ΐ(9ΐγην3ΐΟΗ)2. 

Μια πιο συστηματική μελέτη, χρησιμοποιώντας μεγαλύτερα πεπτίδια με 
αυξανόμενη πλευρική αλειφατική αλυσίδα και ίσως ακόμα αρωματικά 

πεπτίδια, θα ήταν πολύ ενδιαφέρουσα, καθώς θα βοηθούσε στη 
διευκρίνιση της φύσης και της ισχύος των πολύ σημαντικών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των υποκαταστατών στα τριαδικά συστήματα, 

μοντέλα των δεσμών του τύπου ϋΝΑ-Ρί-πρωτεϊνη.
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έχουν σχεδόν εξαφανιστεί. Συνεπώς, δεν είναι δυνατό να συμπληρωθεί 
το μονοπάτι της ακολουθίας στην περιοχή αυτή (Σχήμα 56).

Επίσης, στην παραπάνω περιοχή του φάσματος παρατηρούνται 

νέα σήματα ΝΟΕ, που αντιστοιχούν στα πρωτόνια Η8 των τεσσάρων 
γουανινών, που όπως αναφέρθηκε επηρεάζονται περισσότερο από τη 
συμπλοκοποίηση με το μέταλλο. Επίσης παρατηρούνται νέα σήματα 
ΝΟΕ μεταξύ των -ΟΗ2- πρωτονίων της νορβαλίνης (τα οποία 
εμφανίζονται στα 1.65, 1.73 και 1.32 ρριπ) και των πρωτονίων των 
βάσεων του δωδεκαμερούς. Συγκεκριμένα υπάρχουν ΝΟΕ συσχετίσεις 

μεταξύ των -ΟΗ2- πρωτονίων στα 1.73 ρρηι (β πρωτόνια νορβαλίνης) 
και των πρωτονίων 03Η6, 04Η8, Α5Η8 και 011Η6, με πιο ισχυρές τις 
δυο πρώτες. Επίσης, παρατηρούνται ΝΟΕ συσχετίσεις μεταξύ των 
πρωτονίων -ΟΗ2- στα 1.32 ρρηι (γ πρωτόνια νορβαλίνης) και των 
πρωτονίων Τ7Η6, 09Η6 και 01Η6. Άλλα ΝΟΕ σήματα, που 
υποδηλώνουν αλληλεπίδραση διπεπτιδίου-δωδεκαμερούς
παρατηρούνται μεταξύ των β-πρωτονίων της νορβαλίνης και του 
πρωτονίου του σακχάρου 09ΗΓ, καθώς και μεταξύ των γ-πρωτονίων 
της νορβαλίνης και του 04Η1' πρωτονίου του σακχάρου της γουανίνης.

Τέλος, αξίζει να σημειωθεί ότι στη αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλή 

έλικα=3.3, στο διάλυμα υπάρχει μίγμα δυο δομών του ολιγομερούς: 
διπλής έλικας-φουρκέτας (ήθίιρίη), όπως διαπιστώνουμε από το 1Η- 
ΝΜΡ φάσμα σε Η20, στην περιοχή των ίμινο πρωτονίων (11-14 ρριπ), 
όπου νέες ευρείες ταινίες εμφανίζονται σε μεγαλύτερες τιμές πεδίου (11-

11.5 ρριπ). Η συμπλοκοποίηση με το μέταλλο φαίνεται να επιφέρει 

αλλαγές στη διαμόρφωση στο χώρο του ολιγομερούς.
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Α6 καθώς και στα πρωτόνια Η6 των Τ7 και Τ8 επηρεάζονται (γίνονται 
πιο ευρεία ή μετατοπίζονται) περισσότερο. Με την προσθήκη περαιτέρω 
ποσότητας συμπλόκου Ρά(ΙΙ) και μάλιστα όταν η αναλογία Ρά(ΙΙ)/δπτλή 

έλικα γίνεται ίση με 3, όλα σχεδόν τα σήματα των πρωτονίων 
επηρεάζονται σημαντικά. Εξαίρεση αποτελούν τα αρχικά σήματα που 
αντιστοιχούν στα πρωτόνια Η8 της 012 και Η6 της 01, τα οποία 
ανήκουν σε βάσεις που βρίσκονται στα άκρα της διπλής έλικας και τα 
οποία συνεχίζουν να παρατηρούνται στο φάσμα του μίγματος.

Φάσματα Ν0Ε3Υ λήφθησαν σε αναλογίες Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα 0.75 

και 2. Ακόμα και όταν η αναλογία αυτή ήταν ίση με 2, τα φάσματα 
έδωσαν και τα τέσσερα στοιχεία που αναφέρονται στην παράγραφο
4.2., ως προϋποθέσεις για να θεωρηθεί ότι το ολιγομερές διατηρεί τη 

δομή της διπλής έλικας του Β-ΟΝΑ. Στο Σχήμα 53 φαίνεται η Η6/Η8- 
ΗΙ'περιοχή του Ν0Ε5Υ φάσματος, όταν Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα=2, όπου το 
μονοπάτι της ακολουθίας είναι πλήρες. Στα φάσματα Ν0Ε3Υ δεν 
παρατηρήθηκε η εμφάνιση νέων σημάτων οφειλόμενων σε 

αλληλεπίδραση του ολιγονουκλεοτιδίου με το διπεπτίδιο 9·Υ9·Υ9θΗ 
μέσω του χώρου. Τέλος η προσπάθεια λήψης φάσματος Ν0Ε5Υ για 
την αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα=3 στάθηκε αποτυχημένη, λόγω της 
ολικής καταστροφής της διπλής έλικας στην αναλογία αυτή.

4.3.2. Αλληλεπίδραση του δωδεκανουκλεοτιδίου υε το σύυπλοκο ίΓ3Π5- 
Ο^ΡάίαΙνηνΒίΟΙ-Οϊ

Στο Σχήμα 54 φαίνεται η αρωματική περιοχή των φασμάτων 1Η- 
ΝΜΡ για τα βήματα της τιτλοδότησης του δωδεκανουκλεοτιδίου 

[ο)(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 με το σύμπλοκο ίτ3η5-ΟΙ2Ρά(9ΐγην3ΐΟΗ)2. 
Όπως και στην προηγούμενη περίπτωση, έτσι και σε αυτή παρατηρείται 

η εμφάνιση νέων σημάτων στα 8.16, 8.27, 8.32 και 8.36 ρριτι, τα οποία 
αντιστοιχούν στα πρωτόνια Η8 των τεσσάρων γουανινών 04, 02, 012 
και 010 αντίστοιχα. Τα νέα σήματα είναι μετατοπισμένα σε μικρότερες
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Γενικά, για να μπορούμε να διαπιστώσουμε με σιγουριά αν το 
ολιγομερές που μελετάμε έχει κανονική δομή δεξιόστροφης έλικας 
τύπου Β-ϋΝΑ, πρέπει το ΝΟΕ5Υ φάσμα αυτού να μας δίνει τα εξής 
στοιχεία:
1. Υπάρχει ένα πλήρες “μονοπάτι” ακολουθίας στην περιοχή Η6/Η8-Η1'.
2. Παρατηρούνται τρία σήματα μεταξύ των πρωτονίων ΑΗ2-ΗΓ: α) ένα 
ενδονουκλεοτιδιακό β) ένα ενδοκλωνικό και γ) ένα διακλωνικό σήμα 
τύπου (π)ΑΗ2-(γπ+1)Η1 ' (όπου η και γπ είναι συμπληρωματικές 
μονάδες). Οι αποστάσεις αυτές βρίσκονται στην περιοχή 3.5-5 Α, 
ανάλογα με την ακολουθία των βάσεων [335].
3. Στην περιοχή των αρωματικών πρωτονίων παρατηρούνται όλα τα 
σήματα (η)Η6/Η8- (η+1)Η6/Η8.
4. Παρουσιάζονται σήματα μεταξύ του πρωτονίου της κυτοσίνης (η)Η5 
και των (η+1) πρωτονίων των βάσεων.

4.3. Αποτελέσυατα

4.3.1. Αλληλεπίδραση του δωδεκανουκλεοτιδίου υε το σύυπλοκο ΪΓ3Π5- 

ΟΙοΡάίαΙναΙνΟΙ-Οϊ

Στο Σχήμα 52 φαίνεται η αρωματική περιοχή των 1Η-ΝΜΡ 
φασμάτων κατά τα διάφορα στάδια τιτλοδότησης του δωδεκαμερούς 

[ά(ΟΟΟΘΑΑΤΤΟΟΟΘ)]2 με το σύμπλοκο ΐΓ3η3-Ο1?Ρ0ΐ(αΙναΙνΟΗ)?· Οι 
μεγαλύτερες μετατοπίσεις σε αυτή την περιοχή παρατηρούνται για τα 
πρωτόνια Η8 των τεσσάρων γουανινών. Συγκεκριμένα, εμφανίζονται 

τέσσερα νέα σήματα σε χαμηλότερες τιμές πεδίου (8.30, 8.27, 8.25 και 
8.14 ρριτι). Η ένταση των νέων σημάτων αυξάνεται καθώς αυξάνεται η 

συγκέντρωση του συμπλόκου του Ρά(ΙΙ) στο διάλυμα.

Σε αναλογία Ρά(ΙΙ)/διπλή έλικα ίση με 2, στο διάλυμα υπάρχει ένα 
μίγμα συμπλοκοποιημένου και ελεύθερου υποκαταστάτη 

(δωδεκανουκλεοτιδίου), αφού ταυτόχρονα με τα νέα σήματα
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γενικά να διακρίνουμε τρεις τύπους μικρών αποστάσεων (γ<5 Α) μεταξύ 

πρωτονίων γειτονικών νουκλεοτιδίων, που παράγουν ισχυρά σήματα 
ΝΟΕ8Υ: 1) (η)Η6/Η8-(η+1 )Η6/Η8 2) (π)Η6/Η8-(η+1)Η1' (Σχήμα 50) 3) 

(π)Η6/Η8-(η+1)Η2". Δεδομένου ότι οι χημικές μετατοπίσεις των 
πρωτονίων των βάσεων Η6/Η8, των Η1' και των Η2" είναι πολύ 
διαφορετικές, οι τρεις τύποι σημάτων εμφανίζονται σε ξεχωριστές 
περιοχές του ΝΟΕ3Υ φάσματος και μπορούν εύκολα να μελετηθούν. 
Ενώ οι συσχετίσεις τύπου 1 βοηθούν στην απόδοση της ακολουθίας 
μόνο των πρωτονίων των βάσεων, οι τύποι 2 και 3 δίνουν τη δυνατότητα 
απόδοσης των πρωτονίων και των βάσεων και των σακχάρων. Η 

απόδοση ακολουθίας τύπου 2 ακολουθεί τη σειρά:
(η)Η6/Η8-(η+1)Η1 '-(η+1)Η6/Η8-(η+2)Η1......κ.λ.π.

Ανάλογα, η απόδοση ακολουθίας μέσω του συσχετισμού τύπου 3 
ακολουθεί τη σειρά: (η)Η6/Η8-(η+1 )Η2"-(η+1 )Η6/Η8-(η+2)Η2

...... κ.λ.π., όπως φαίνεται στο Σχήμα 51. Μερικές φορές, σε φάσματα
που λαμβάνονται με μεγαλύτερους χρόνους μίξης (τ^), μπορούμε 
επίσης να παρατηρήσουμε συσχετίσεις μέσω των πρωτονίων Η2' και 
Η3'. Όταν τα σήματα ΝΟΕ (η)Η6/Η8-(η+1)Η2" δεν παρατηρούνται, τότε 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν ταυτόχρονα τα πρωτόνια Η2' και Η2". 
Στην περίπτωση αυτή η απόδοση ακολουθεί τη σειρά: (η)Η6/Η8-

(π+1 )Η2"-(η+1 )Η2'-(η+1 )Η6/Η8-(π+2)Η2 ...... κ.λ.π.
Στερεοεκλεκτική απόδοση των πρωτονίων Η2' και Η2" μπορεί να 

γίνει παρατηρώντας ότι στο ΝΟΕ5Υ φάσμα τα σήματα Η Γ-Η 2" είναι 
πάντα πιο ισχυρά από τα σήματα Η1'-Η2', λόγω της μικρότερης 
διαπρωτονιακής απόστασης στην πρώτη περίπτωση (γ(Η1 '-Η2")=2.3 Α, 
γ(Η Γ-Η 2 ')=3 Α για το Β-ϋΝΑ). Αντίθετα, τα σήματα Η6/Η8-Η2' (γ=2.2 Α) 
είναι πιο ισχυρά από τα Η6/Η8-Η2" (γ=3.6 Α) [334].
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Ρά(ΙΙ), προκαλεί χημική μετατόπιση των σημάτων των πρωτονίων κοντά 
στις θέσεις δεσμού. Ο συνωστισμός όμως των σημάτων καθώς και η 
αλληλεπικάλυψη αυτών στα φάσματα μιας διάστασης, οδηγεί στη χρήση 

πειραμάτων 003Υ  και ΝΟΕ5Υ, με τη βοήθεια των οποίων γίνεται η 

απόδοση των σημάτων συντονισμού.

Σχήμα 48: 1Η-ΝΜΡ φάσμα του δωδεκανουκλεοτιδίου 
μ(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 σε ϋ20·

Τα ΝΟΕ5Υ φάσματα εξαρτώνται από την τρισδιάσταστατη δομή 

του ολιγομερούς. Ζεύγη πρωτονίων που βρίσκονται σε κοντινή 

απόσταση μεταξύ τους (<5 Α) παράγουν ισχυρά ΝΟΕ σήματα. Στο 

Σχήμα 49 φαίνονται οι διάφορες περιοχές σε ένα ΝΟΕ3Υ φάσμα του 

δωδεκαμερούς [0ΐ(Ο(3Ο6ΑΑΤΤΟΟΟ(3)]2. Το φάσμα δείχνει ένα αριθμό 

σημάτων μεταξύ των πρωτονίων των βάσεων και αυτών των σακχάρων. 

Τα σήματα αυτά μπορούν να χωριστούν σε δυο κατηγορίες: α) σε εκείνα
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αυτοσυμπληρωματικό ή παλινδρομικό, δηλαδή και οι δυο κλώνοι του 
ϋΝΑ είναι ταυτόσημοι. Έτσι, λόγω συμμετρίας της διπλής έλικας, τα 
ΝΜΚ φάσματα απλοποιούνται και η ένταση των σημάτων συντονισμού 
αυξάνεται. Στη συνέχεια, για να γίνεται κατανοητή η αναφορά σε 
διάφορες νουκλεοβάσεις και νουκλεοζίτες της ακολουθίας, είναι ανάγκη 
να υιοθετήσουμε το παρακάτω σχήμα αρίθμησης:

5 -010 2θ3θ4Α5Α6Τ7Τ8θ9θιοΟιιΟΐ2-3

Επίσης, αφού η παραπάνω ακολουθία είναι παλινδρομική, συχνά 
θα γίνεται αναφορά μόνο στον ένα κλώνο. Για να τονίσουμε το γεγονός 
ότι το ολιγονουκλεοτίδιο υιοθετεί δομή διπλής έλικας, το συμβολίζουμε 

ως [οΙ(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟ0Ο0)]2.

4.2. Η υέθοδος ΝΜΚ

Τα πρωτόνια των νουκλεϊκών οξέων μπορούν να χωριστούν σε 

τέσσερις κατηγορίες: α) τα ανταλλασσόμενα ίυινο πρωτόνια ΝΗ των 
βάσεων, τα οποία συντονίζονται μεταξύ 10-16 ρριτι συγκριτικά με το 
Τ3Ρ, β) τα ανταλλασσόμενα άυινο πρωτόνια ΝΗ και τα μη 
ανταλλασσόμενα πρωτόνια των βάσεων (αοωυατικά). τα οποία 

συντονίζονται μεταξύ 7-9 ρριτι, γ) τα μη ανταλλασσόμενα πρωτόνια του 

σακχάρου, τα οποία συντονίζονται μεταξύ 2-6.5 ρριπ και δ) τα υέθυλο 
πρωτόνια των θυμινών τα οποία συντονίζονται μεταξύ 0.5-2 ρριτι [106].

Για να παρατηρήσουμε τα σήματα συντονισμού των πρωτονίων 

ΝΗ, που συμμετέχουν σε \Λ/3ΐδοη-ΟποΚ δεσμούς υδρογόνου (Σχήμα 

15), πραγματοποιούμε πειράματα σε Η20, ενώ τα υπόλοιπα πρωτόνια 

μπορούν να παρατηρηθούν σε ϋ20  διαλύματα. Για παράδειγμα, στο 

παλινδρομικό δωδεκαμερές [03(Ο(3Ο<3ΑΑΤΤΟ(3ΟΘ)]2 έχουμε 84 σήματα 
συντονισμού για τα πρωτόνια του σακχάρου, 18 σήματα συντονισμού 

για τα μη ανταλλασσόμενα πρωτόνια των βάσεων (αρωματικά) και 2
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μπορούμε να έχουμε για το σύστημα ϋΝΑ-ΡΙ-πρωτεϊνη [322,327]. 

ΓΓαυτό το λόγο συνεχίσαμε τη μελέτη μας εξετάζοντας ένα σύστημα στο 
οποίο αντικαταστήσαμε τους απλούς νουκλεοζίτες με ένα πιο ρεαλιστικό 

μοντέλο του ϋΝΑ, ένα ολιγονουκλεοτίδιο

Τριαδικά σύμπλοκα ΡΙ(ΙΙ) με γουανοσίνη/κυτιδίνη και αμινοξέα

1 +
ΝΗ3 (3υο(Ν7)

ΝΗ2ΟΗΟΟΟ'
I
κ

νη3

1 +

νη3 Ογά (Ν3)

ΝΗ,ΟΗΟΟΟ'Iνη3

κ  = η , οη3, οη2οη3, οη2οη2οη3, οη2οη2οη2οη3
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195Ρί-ΝΜΚ φάσμα του οΪ5-[(ΝΗ?)7Ρί(καο)(κ1γ)1ΝΟ^

------ ρ — I----------1--------- 1 | I I ' | ' 1 ' | 1 1 1 I

-2200 -2400 -2 6 00  -2ΘΟΟ -3000

195Ρί-ΝΜΚ φάσμα του οΐδ-[(ΝΗ3)2Ρί(°Υί1)(8ΐγ)]^θ3
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ένταξη με το μέταλλο. Για το άτομο αυτό παρατηρείται μια μετατόπιση 
κατά περίπου 3 ρρητι προς χαμηλότερα πεδία για τα σύμπλοκα με 
γουανοσίνη και κατά περίπου 4 ρριπ προς χαμηλότερα πεδία για τα 

σύμπλοκα με κυτιδίνη σε σχέση με τα δυαδικά σύμπλοκα και κατά 
περίπου 6-7 ρρηι σε σχέση με τα ελεύθερα αμινοξέα (Πίνακας 17).

Τέλος, ενώ ο άνθρακας της καρβοξυλικής ομάδας μετατοπίζεται 
κατά περίπου 10-16 ρριπ σε χαμηλότερα πεδία περνώντας από τα 
ελεύθερα αμινοξέα στα δυαδικά σύμπλοκα (ενδεικτικό του χηλικά 
συνδεδεμένου αμινοξέος με τα μέταλλο), στα τριαδικά σύμπλοκα τόσο 

με γουανοσίνη όσο και με κυτιδίνη η μετατόπιση αυτή μειώνεται στα 3 

ρριτι περίπου. Επιβεβαιώνεται με αυτό τον τρόπο σε όλες τις 
περιπτώσεις η μη ύπαρξη δεσμού Ρί-0 στα τριαδικά σύμπλοκα και η 
ένταξη του αμινοξέος μόνο μέσω της αμινομάδας του.

Συμπερασματικά, τα φάσματα 130-ΝΜΚ επιβεβαιώνουν τις 
πληροφορίες που πήραμε καταρχήν από τα φάσματα 1Η-ΝΜΡ για τις 

θέσεις δεσμού των υποκαταστατών: τα άτομα Ν7 και Ν3 για τους 

νουκλεοζίτες γουανοσίνη και κυτιδίνη αντίστοιχα και η αμινομάδα (-ΝΗ2) 
για τα αμινοξέα.

3.6. Φασυατοσκοπία 195Ρΐ-ΝΜΡ

Τα φάσματα 195Ρί-ΝΜΚ του δυαδικού συμπλόκου οίδ- 
[(ΝΗ3)2ΡΙ(9ΐγ)]Ν03 και των τριαδικών θ!δ-[(ΝΗ3)2Ρί(9υο)(9ΐγ)]Ν03 και οίδ- 

[(ΝΗ3)2Ρί(ογοΙ)(9ΐγ)]Ν03 ελήφθησαν σε ϋ20  και φαίνονται στη σελίδα 
181. Σε όλα τα φάσματα υπάρχει μόνο μια απλή ταινία στα -2128, - 

2560 και -2625 ρριτι αντίστοιχα. Η πρώτη αντιστοιχεί σε ένταξη του 

τύπου ΡΙΝ30  [325], ενώ οι άλλες δυο σε ένταξη του τύπου ΡίΝ4 [326], 

όπως αναμενόταν. Όπως και η φασματοσκοπία 130-ΝΜΡ, έτσι και η 

φασματοσκοπία 195ΡΙ-ΝΜΡ επιβεβαιώνει τις αρχικές μας προβλέψεις για 

τις θέσεις δεσμού των υποκαταστατών.
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γουανοσίνη οι σταθερές σύζευξης δεν ήταν δυνατό να υπολογιστούν 
λόγω αλληλεπικάλυψης των σημάτων των πρωτονίων του αμινοξέος με 
τα πρωτόνια του σακχάρου).

Π ίνακας 16: Σ τα θ ερ ές  σ ύ ζευ ξη ς  και κα τανομή  τω ν δ ια μ ορ φ ω μ ερ ώ ν  
εκ  π ερ ισ τρ ο φ ή ς  γύρω  απ ό  το  δ εσ μό  του  α μ ινοξέος  σ τα  τρ ιαδ ικά  
σ ύμ π λο κα  με Ογοί._____________________________________________________
Ένωση Λαβ+βο

(Ηζ)
Π(%) 1+9(%)

2-3&3Η 11.74 36.4 63.6
αδ-[(ΝΗ3) 2Ρί(2-3&3)]Ν03 10.11 51.3 48.7
οίδ-[(ΝΗ3) 2Ρί(ογοΙ)(2-3&3)]Νθ3 12.29 31.3 68.7
πνβΙΗ 12.24 31.8 68.2
οίδ-[(ΝΗ3) 2ΡΙ(ην3ΐ)]Ν03 10.02 52.1 47.9
οίδ-[(ΝΗ3) 2ΡΙ(ογο!)(ην3ΐ)]Ν03 12.59 28.5 71.5
πΙβυΗ 11.64 37.2 62.8
οΐδ-[(ΝΗ3) 2Ρί(ηΙβυ)]Ν03 10.50 47.4 52.6
αδ-Γ(ΝΗ3) 2ΡΙ(ον^)(πΙθυ)]Ν03 12.64 28.1 71.9

Όπως αναμενόταν [84,86], το ποσοστό του Μ διαμορφωμερούς 
μειώνεται καθώς περνάμε από τα δυαδικά στα τριαδικά σύμπλοκα κατά 

19-24% και παίρνει τιμές ακόμα μικρότερες από αυτές στα ελεύθερα 
αμινοξέα. Κάτι τέτοιο δείχνει ότι με την εισαγωγή του νουκλεοζίτη στα 
δυαδικά συστήματα, η πλευρική αλυσίδα του αμινοξέος απομακρύνεται 

από το μεταλλοϊόν, ίσως λόγω της καταστροφής του χηλικού και της 

μονοένταξης πια του αμινοξέος ή ακόμα λόγω της δημιουργίας 
διαμοριακών αλληλεπιδράσεων μεταξύ των υποκαταστατών στο 

διάλυμα. Το ποσοστό Η είναι ακόμα μικρότερο από το αντίστοιχο στα οΐβ 
συστήματα με νουκλεοβάσεις [84], αλλά είναι σαφώς μεγαλύτερο από 

αυτό στα ανάλογα 1γ3Π3 συστήματα [86], οδηγώντας στο συμπέρασμα 

ότι οι αλληλεπιδράσεις των υποκαταστατών είναι μεγαλύτερες γενικά 

στα οίδ από ό,τι στα ΐΓ3Πδ τριαδικά συστήματα.
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αΐ5
α 01 31 <ΧΒ αα2 0 13 Αζ I Ϊβ. τνέ Γΐτα| -ΟΟΒ' οΌ -01· 
■αΐ5

(β)
Σχήμα 45: (α) Μεταβολή της χημικής μετατόπισης (Δδ, ρρηη) των 
πρωτονίων των διαφόρων θέσεων της νορλευκίνης στα τριαδικά 
σύμπλοκα ως προς το ελεύθερο αμινοξύ: ^ -[(Ν Η 3)2Ρί(9υο)(ηΙβυ)]Ν03 
(♦ ) και αδ-[(ΝΗ3)2Ρί(ογά)(ηΙθυ)]Ν03 (■) (β) Μεταβολή της χημικής 
μετατόπισης (Δδ, ρριπ) της μεθυλομάδας των ενταγμένων αμινοξέων ως 
προς τα ελεύθερα ανιόντα, για τα διάφορα αμινοξέα, αυξανομένου του 
μεγέθους της πλευρικής αλυσίδας: αδ-[(ΝΗ3)2Ρί(9υο)(3ΐπ3θ)]Ν03 (♦ ) 
και αδ-[(ΝΗ3)2ΡΙ(ογά)(3ηΐ3θ)]Ν03 (■).

3.4.3. ΔιαυόοΦωση του σακνάοου

Υπολογίζοντας τις σταθερές σύζευξης 3ϋΗΗ αττό τα φάσματα 1Η- 
ΝΜΚ, μπορέσαμε να βρούμε τα ποσοστά των διαμορφώσεων 3Ε και 2Ε 
του δακτυλίου της ριβόζης των νουκλεοζιτών, τα ποσοστά των 

διαμορφώσεων 99» 9* και *9 γύρω από το δεσμό 04'-0δ' και τα ποσοστά 
των διαμορφωμερών δγη και 3ηίί γύρω από το γλυκοζιτικό δεσμό, 

σύμφωνα με τις σχέσεις στις σελίδες. Οι σταθερές σύζευξης 3ϋΗΗ καθώς 
και τα παραπάνω ποσοστά, όπου ήταν δυνατός ο υπολογισμός τους 
συγκεντρώνονται στον Πίνακα 13.

Έτσι το ποσοστό της 3Ε διαμόρφωσης στα τριαδικά σύμπλοκα 

αυξάνεται κατά 5-7% περίπου από την τιμή 38% για την ελεύθερη 

γουανοσίνη [84] και μάλιστα η αύξηση αυτή δε φαίνεται να εξαρτάται 

από το αμινοξύ. Η αύξηση στο ποσοστό της 3Ε διαμόρφωσης βρέθηκε 
ίση με 8-10% για τα σύμπλοκα με διπεπτίδια οΐδ- 

[(9υο)2Ρί(άίρθρΜθ3ίθΓ)2]Οΐ2 και 9-10% για τα ίΓ3η$- 
[(9υο)2Ρί(3Γη3θΗ)2]ΟΙ2 [83]. Η αύξηση ήταν λίγο μεγαλύτερη για τα 

σύμπλοκα του Ρά(ΙΙ): οί8-[(9υο)2Ρό(3ηη3θ)]ΟΙ [78] και ίΓ3Π3-
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3.4.2. Υδρόφοβες αλείΦατικέοαοωυατικές αλληλεπιδράσεις

Ενδομοριακές υδρόφοβες αλειφατικές-αρωματικές
αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υποκαταστατών σε τριαδικά συστήματα 
νουκλεοβάσεων/νουκλεοζιτών-λευκοχρύσου-αμινοξέων/πετττιδίων έχουν 

ανιχνευτεί και σε προηγούμενες σχετικές μελέτες. Η ύπαρξη των 

αλληλεπιδράσεων αυτών έχει σαν αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση των 
τριαδικών συμπλοκών σε σχέση με τα πρόδρομα αυτών δυαδικά 
σύμπλοκα.

Η διαφορά στις χημικές μετατοπίσεις της τελικής μεθυλομάδας 

των αμινοξέων μεταξύ της ανιονικής τους μορφής και των τριαδικών 

συμπλοκών τους με μέταλλα (Δδ=δ3Γη30-δ1βΓη.00Γηρ|βχ) χρησιμοποιείται για 
την ανίχνευση τέτοιων αλληλεπιδράσεων [323,324]. Αν η διαφορά αυτή 
είναι θετική τότε έχουμε αλληλεπιδράσεις στα σύμπλοκα, ενώ το 
αντίθετο συμβαίνει αν είναι αρνητική. Στον Πίνακα 14 δίνονται οι τιμές 
της Δδ για όλα τα αμινοξέα εκτός της γλυκίνης. Η γλυκίνη δεν διαθέτει 

πλευρική μεθυλομάδα και έτσι δεν αναμένονται γι’αυτήν υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις αλειφατικού-αρωματικού χαρακτήρα. Όπως φαίνεται 
από τον Πίνακα 14 και το Διάγραμμα του Σχήματος 45, η διαφορά Δδ 
ενώ είναι αρνητική για τα σύμπλοκα της αλανίνης τόσο με γουανοσίνη 
όσο και με κυτιδίνη, γίνεται θετική και αυξάνεται σταδιακά, καθώς 

αυξάνεται η πλευρική αλυσίδα των αμινοξέων. Επιπλέον, η διαφορά Δδ 

έχει γενικά μεγαλύτερες τιμές στα σύμπλοκα της γουανοσίνης σε σχέση 
με τα αντίστοιχα της κυτιδίνης.

Οι παρατηρήσεις αυτές οδηγούν στο συμπέρασμα ότι οι 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις αυξάνονται καθώς αυξάνεται η πλευρική 

αλειφατική αλυσίδα του αμινοξέος και το μέγεθος του Ρί(ΙΙ) δε δείχνει να 

τις εμποδίζει. Το μέγεθος των αλληλεπιδράσεων είναι ανάλογο του 

μεγέθους στα αντίστοιχα οίδ-συστήματα με τις νουκλεοβάσεις 1-ΜθΟ και 

9-ΜθΟ [84], ενώ είναι σαφώς μεγαλύτερο από αυτό στα αντίστοιχα 

Ιτοηδ-συστήματα [86,88]. Επίσης, οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις
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Στα φάσματα 1Η-ΝΜΒ των τριαδικών συμπλοκών με κυτιδίνη, 

παρατηρείται μετατόπιση των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων Η6 
και Η5 προς χαμηλότερα πεδία σε σχέση με τον ελεύθερο 
υποκαταστάτη κατά 0.07-0.1 ρρΓΠ, ενδεικτικό της συμπλοκοποίησης του 
μετάλλου μέσω του αζώτου Ν3 [243,277-279]. Τα σήματα συντονισμού 
των υπόλοιπων πρωτονίων του νουκλεοζίτη δεν επηρεάζονται από τη 

συμπλοκοποίηση, όπως αναμενόταν.
Σημαντική είναι και σε αυτή την περίπτωση η παρατήρηση ότι οι 

διπλές κορυφές που κανονικά αντιστοιχούν στα σήματα των πρωτονίων 
Η6, Η5 και Η Γ εμφανίζονται ως δυο ομάδες διπλών κορυφών ίδιας 

περίπου έντασης (Σχήμα 44). Επίσης δυο ομάδες κορυφών 

παρατηρούνται για τα α-πρωτόνια των αμινοξέων, εκτός της γλυκίνης. 
Οι παρατηρήσεις αυτές είναι ενδεικτικές της παρουσίας διαμορφωμερών 
στο διάλυμα, λόγω της παρεμποδισμένης περιστροφής γύρω από το 
δεσμό ΡΙ-Ν3, όπως και στη περίπτωση των τριαδικών συμπλοκών με 

κυτιδίνη και διπεπτίδια.

(Π) Τριαδικά σύυττλοκα υε κυτιδίνη

Ηί Η5

■“ ! I ! 1 | I I I
ρρπι Β.00 7 .7 5

'Γ ' I 1 
6 .2 5

Ητ

1 I 1 Γ 
6.00

Σχήμα 44: Σχάση των σημάτων των πρωτονίων Η6, Η5 και ΗΙ'της 
κυτιδίνης, όπως φαίνεται στο φάσμα 1Η-ΝΜΒ του συμπλόκου οίδ- 
[(ΝΗ3)2Ρί(ογ^)(πν3ΐ)]Νθ3
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3.4. Φασυατοσκοπία πυρηνικού υαννητικού συντονισυού πρωτονίων 

(1Η-ΝΜΚΪ

Τα φάσματα 1Η-ΝΜΒ των συμπλοκών που παρασκευάστηκαν 
ελήφθησαν σε ϋ20  (ρΟ=5.5-5.6) και φαίνονται στις σελίδες 152-161. Οι 
χημικές μετατοπίσεις (δ, ρριπ) και οι σταθερές σύζευξης (ϋ, Ηζ) των 
πρωτονίων δίνονται στους Πίνακες 12 και 13. Τα αποτελέσματα που 
έδωσε η μελέτη των φασμάτων παρουσιάζονται αναλυτικά στη συνέχεια.

3.4.1. θέσεκ δεσυού των υποκαταστατών

(ί) Τριαδικά σύυπλοκα υε νουανοσίνη

Σε όλα τα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη παρατηρείται μια 

μετατόπιση του σήματος συντονισμού του πρωτονίου Ηδ σε 
χαμηλότερα πεδία σε σχέση με τον ελέυθερο υποκαταστάτη κατά 
περίπου 0.6 ρρητι. Η παρατήρηση αυτή είναι ενδεικτική του δεσμού του 
μετάλλου με το άζωτο Ν7 της γουανοσίνης [117,266-269]. Η μετατόπιση 

αυτή είναι μεγαλύτερη από εκείνη που παρατηρήθηκε στην περίπτωση 
των αντίστοιχων τριαδικών συμπλοκών με διπεπτίδια κατά 0.45 ρριτι 

(Πίνακας 5). Η διαφορά δείχνει ότι στα τριαδικά σύμπλοκα με αμινοξέα η 

ένταση των δια μοριακών υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων (3ί3θΚίη9 
ίηίθΓ30ίϊ0η5) είναι μικρότερη από ό,τι στην περίπτωση των αντίστοιχων 

με τα διπεπτίδια. Τα σήματα συντονισμού των υπόλοιπων πρωτονίων 

του νουκλεοζίτη μένουν σχεδόν ανεπηρέαστα από τη συμπλοκοποίηση 

με εξαίρεση ίσως το σήμα του πρωτονίου Η Γ , το οποίο μετατοπίζεται 

κατά 0.1 ρριπ περίπου προς χαμηλότερα πεδία.
Όπως και στην περίπτωση των προηγούμενων τριαδικών 

συμπλοκών με γουανοσίνη, τα φάσματα 1Η-ΝΜΡ έδωσαν ένα μόνο 

σήμα συντονισμού για τα πρωτόνια Η8, σε συνηθισμένη θερμοκρασία, 

γεγονός που δείχνει πως η περιστροφή γύρω από το δεσμό ΡΙ-Ν7 

πραγματοποιείται ελεύθερα.
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ΡΤ-ΙΡ φάσματα των συμπλοκών: (α) α8-ί(ΝΗ3)ρΡΐ(ονά)(9ΐγ)]Ν03 και 
(β) οΐδ-[(ΝΗ3)2Ρί(ονί1)(3ΐ3)]Νθ3
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ΡΤ-ΙΒ φάσματα των συμπλόκων: (α) οΐ3-[(ΝΗ3)2Ρ1(9υο)(3ΐ3)]Νθ3 και
(β) £ί5-[(ΝΗ3)2ΡΙ(9υο)(2-3ΐ>3)]Νθ3
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Στη συνέχεια παρασκευάστηκαν τα τριαδικά σύμπλοκα με τους 

νουκλεοζίτες, σύμφωνα με το σχήμα:

0Ϊ5-[(ΝΗ3)2Ρί(3ΠΊ30)1(ΝΟ3) + πυοΙ ^ -[(Ν Η 3)2Ρί(3ΐτΐ3θ)(ηυοΙ)](Ν03)

όπου ηυοΙ= 9υο, ογ<±
Απομονώθηκαν δέκα τριαδικά σύμπλοκα σε μορφή άσπρης 

σκόνης, ύστερα από υγρή χρωματογραφία (δθρίιβοίΘΧ 0-10) και 

εξάτμιση του διαλύτη. Η μοριακή αγωγιμότητα σε υδατικά διαλύματα, 

συγκέντρωσης 10"3 Μ, είχε σε όλες τις περιπτώσεις τιμή ίση με 100-110 
οήιτι"1 οπί2/γποΙθ περίπου, τιμή που συμφωνεί με την υπόθεση δομής 1:1 
ηλεκτρολύτη. Οι στοιχειακές αναλύσεις των συμπλοκών παρουσιάζονται 
στον Πίνακα 10 και όπως φαίνεται συμφωνούν με τους προτεινόμενους 

μοριακούς τύπους.

Πίνακας 10: Στοιχειακές αναλύσεις των συμπλοκών.
Σύμπλοκα 0% Η% Ν%
0Ϊ5- ΝΗ3) 2ΡΙ(9υο)(9ΐγ)]Ν03 .2Η20 21.42(21.05) 3.75(3.94) 18.70(18.42)
ΟΙ5- ΝΗ3) 2ΡΙ(9υο)(3ΐ3)]Ν03.2Η20 22.12(22.35) 4.30(4.16) 18.34(18.05)
εΐδ- ΝΗ3) 2ΡΙ(9υο)(2-3ΐ)3)]Ν03.2Η20 23.35(23.59) 4.20(4.35) 17.45(17.69)
015- ΝΗ3) 2ΡΙ(9ϋθ)(ην3ΐ)]Ν03.2Η20 24.94(24.79) 4.32(4.54) 17.39(17.35)
015- ΝΗ3) 2Ρί(9υο)(ηΙβυ)]Ν03.2Η20 25.50(25.94) 4.46(4.73) 16.91(17.03)
015- ΝΗ3) 2ΡΙ(ονά)(9ΐγ)]Ν03.Η20 21.36(21.08) 4.13(3.99) 15.54(15.65)
015- ΝΗ3) 2ΡΙ(ονά)(3ΐ3)]Ν03.2Η20 21.60(21.88) 4.26(4.40) 14.73(14.89)
015- ΝΗ3) 2Ρί(ογ^)(2-3ΐ33)]Ν03.3Η20 22.20(22.60) 4.35(4.78) 14.80(14.20)
015- ΝΗ3) 2Ρί(ογά)(ην3ΐ)]Ν03.2Η20 24.01(24.49) 4.17(4.81) 14.48(14.28)
015- ΝΗ3) 2ΡΙ(ογ(ί)(ηΐΘυ)1Νθ3.2Η20 25.52(25.71) 4.88(5.00) 14.26(14.00)
Οι τιμές σε παρένθεση είναι οι θεωρητικές τιμές.

3.3. Φασυατοσκοπία υπερύθρου (ΡΤ-ΙΚ)

Τα φάσματα ΡΤ-ΙΚ των συμπλοκών ελήφθησαν στην περιοχή 

4000-400 α τ ϊ1 και ενδεικτικά παρουσιάζονται στις σελίδες 142-145, ενώ 

στον Πίνακα 11 συγκεντρώνονται οι τιμές των πιο χαρακτηριστικών 

ταινιών.
Στην περιοχή 4000-1800 ογτϊ1 εμφανίζεται μια ευρεία ταινία, στην 

οποία συνυπάρχουν οι δονήσεις τάσης των ομάδων υδροξυλίου του Ο-
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ελαττώνοντας για παράδειγμα το ποσοστό της 99 διαμόρφωσης και 
αυξάνοντας το ποσοστό της 3ηϋ διαμόρφωσης της γουανοσίνης. 

Είναι δυνατό λοιπόν η τοξικότητα του προτύπου να σχετίζεται με τις 
μεταβολές αυτές που επιφέρει η πρωτεΐνη στη δομή του ϋΝΑ [322].

Τριαδικά σύμπλοκα Ρ1(ΙΙ) με γουανοσίνη/κυτιδίνη και εστέρες
διπεπτιδίων

Θυο(Ν7)
2+

ΝΗ2ΟΗ2ΟΟΝΗΟΗΟΟΟΡ5·Θυθ(Ν7) ΐΝπ2οπ2ο^ΐΝ π ^π ο^Γ\1

*2

2+

Ον^(Ν3) ΝΗ2ΟΗ2ΟΟΝΗΟΗΟΟΟΚ.
Κ2

Κ1=ΟΗ3,ΟΗ2ΟΗ3

κ2=η , οη3, οη2οη3, οη2οη2οη3, οη2οη2οη2οη3
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περίπου 7 ρριτι προς χαμηλότερες τιμές πεδίου σε όλα τα τριαδικά 
σύμπλοκα είτε με γουανοσίνη είτε με κυτιδίνη. Για άλλη μια φορά 
επιβεβαιώνεται έτσι η σύνδεση του μετάλλου με τα διπεπτίδια μέσω της 

τελικής τους αμινομάδας. Οι μετατοπίσεις για τα υπόλοιπα άτομα 

άνθρακα, συμπεριλαμβανομένων των ατόμων άνθρακα του αμιδικού 

δεσμού 0 0 και της εστερικής ομάδας Ο0ο. είναι αμελητέες, ενδεικτικό 
του ότι τα διπεπτίδια δεν συνδέονται με το Ρί(ΙΙ) μέσω κανενός άλλου 
ατόμου τους.

Συμπερασματικά, οι πληροφορίες που μας δίνουν τα φάσματα 

130-ΝΜΚ επιβεβαιώνουν τα σημεία δεσμού των υποκαταστατών με το 

μέταλλο και για τις δυο σειρές των τριαδικών συμπλοκών.

Πίνακας 9: Χημικές μετατοπίσεις, δ(ρρηι), των πρωτονίων των 130-ΝΜΚ φασμάτων των 
εστέρων των διπεπτιδίων ΟΙγΟΙγ και ΟΙγΑΙδ και των τριαδικών συμπλοκών τους 
(Διαλύτης Ρ20 (Τ3Ρ)). _____ _____ _________________ ______|

Ένω ση ο 2 . 04 ο 5 06 Οβ Ον 0 2· Ο ϊ 04' Οδ'
α5-[(9υο)2ΡΙ(ΘΙγ<3ΐ¥θΕΙ)2]Οΐ2 157.4 153.4 116.9 159.3 142.7 91.6 72.9 76.8 88.4 63.9
α5-[{9υο)2ΡΙ(ΦΥΑ|3θΜ6)2]Οΐ2 158.0 153.3 117.0 162.3 142.6 91.5 72.9 76.9 88.4 63.9
(3υο 153.6 151.3 116.6 156.8 135.7 87.0 70.6 74.0 85.5 61.8
οί5-[(ογοΙ)2ΡΙ(ΟΙγΟΙγΟΕΙ)2]Οΐ2 157.3 167.9 98.3 144.8 93.8 71.9 77.1 87.0 63.3
α5-[(ογό)2ΡΙ(ΘΙγΑΐ3θΜΒ)2Ρ2 157.4 167.9 98.3 144.9 93.8 71.9 77.0 87.0 63.3
Ογά
ΗΟΙ.ΟΙγΟΙγΟΕΙ
Η0Ι.3ΙγΑΐ30Μθ

159.8 168.6 98.9 144.6 93.2 72.1 76.8 86.6 63.6

Ένω ση ο η 2
(9ΐΥ)

Οα Οβ ο η 2
βδΙθΓ

ο η 3
βδίθΓ

Οοο Οο

οίδ-[(9 υο)2ΡΙ(ΟΙγΟ ΙγΟΕΙ)2]ΟΙ2 50.3 44.1 65.5 16.1 174.2 172.8
α8-[(9υο)2ΡΙ(<3ΙγΑΐ3θΜβ)2]Οΐ2 50.5 51.5 20.0 55.9 171.3
Ουο
οΪ8-[(εγί1)2ΡΙ(ΟΙγ<3ΙγΟΕΙ)2]Οΐ2 50.5 44.1 65.5 16.1 174.3 172.9
οίδ-[(ογ^)2Ρί((3ΙγΑΐ3θΜθ)2]Οΐ2 50.5 51.5 19.0 55.9 177.6 .172.5
Ογό
ΗΟΙ.ΟΙγΟΙγΟΕΙ 43.3 44.3 65.6 16.2 174.4 170.5
Η0Ι.0ΙγΑΐ30Μ6 43.3 51.7 18.9 55.9 177.7 169.7
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δεύτερου αμινοξέος του πεπτιδίου κατευθύνεται κατά προτίμηση μακριά 
από το μεταλλοϊόν [314-316,84]. Στην περίπτωση αυτή των οίδ- 
συστημάτων συμπεραίνουμε ότι οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 

υποκαταστατών δεν είναι πολύ ισχυρές, αλλά είναι σαφώς ισχυρότερες 

από ό,τι στην περίπτωση ίτοηδ-τριαδικών συστημάτων [88], όπου οι 
τιμές των ποσοστών των διαμορφωμερών 1+9 είναι μεγαλύτερες. 
Επίσης από τον Πίνακα 8 παρατηρούμε ότι καθώς αυξάνεται η πλευρική 
αλειφατική αλυσίδα του δεύτερου αμινοξέος των πεπτιδίων, μειώνεται το 

ποσοστό των 1+9 διαμορφωμερών (από 63.9% για το τριαδικό 
σύμπλοκο με το διπεπτίδιο ΟΙγΑΙθΟΜθ σε 56.5% για το αντίστοιχο με το 

διπεπτίδιο ΟΙγηΙθυΟΜθ), παρατήρηση που οδηγεί στο συμπέρασμα 
πως αυξανομένης της αλειφατικής πλευρικής αλυσίδας του αμινοξέος 
αυξάνονται και οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υποκαταστατών στα 

συστήματα αυτά.
Η σταθερά σύζευξης 3ϋαβ για τα πρωτόνια της αλανίνης δε 

μεταβάλλεται κατά το σχηματισμό των τριαδικών συμπλοκών και είναι 

πάντα στα 7.3 Ηζ. Αυτή η τιμή δείχνει ισοκατανομή των τριών 
αντίστοιχων διαμορφωμερών λόγω ελεύθερης περιστροφής της 
μεθυλομάδας γύρω από το δεσμό Οα-Οβ όπως αναμένεται [317].

Για τα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη δεν ήταν δυνατός ο 

υπολογισμός των τιμών των σταθερών σύζευξης μεταξύ των πρωτονίων 

α- και β- θέσης, συνεπώς και των παραπάνω διαμορφωμερών, λόγω 

της αλληλεπικάλυψης των σημάτων στα φάσματα 1Η-ΝΜΡ των 

ενώσεων.

2.5. Φασυατοσκοπία 130-ΝΜΚ

Τα φάσματα 130-ΝΜΚ ελήφθησαν σε διαλύματα ϋ 20  για τα 

σύμπλοκα: οϊ3-[(9υο)2Ρί(ΘΙγΟΙγΟΕί)2]ΟΙ2ι α3-[(9υ0)2Ρί(0!γΑΐ30Μθ)2]0Ι2, 

οϊ8-[(ογ€ΐ)2Ρί(ΟΙγΟΙγΟΕί)2]ΟΙ2 και α 8-[ογά)2Ρί(ΘΙγΑΐ3θΜθ)2]ΟΙ2 και 
φαίνονται στις σελίδες 133-136. Οι χημικές μετατοπίσεις των
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όπου Ρ είναι τα σχετικά ποσοστά % των δυο τύπων και δ οι τιμές των 
σταθερών χημικών μετατοπίσεων για τους τύπους δγη και οηΐί 
αντίστοιχα (η δ ^  αντιστοιχεί σε τύπο με 100% δγη διαμόρφωση και η 
δοηΐί σε τύπο με 100% 3ηϋ διαμόρφωση [312]). Για τη γουανοσίνη 
υποτέθηκε ότι σε ποσοστό 100% δγη αντιστοιχεί η ί-Βυ89υο με δ=5.073 

ρριπ και το 0% δγη αντιστοιχεί στο οίδ-ΡΙγί^Ρ5 )22+ με δ=4.608 ρρηη 
[271]. Αργότερα βρέθηκε ότι οι τιμές των χημικών μετατοπίσεων που 

παρατηρήθηκαν για τα πρωτόνια Η2' στα σύμπλοκα οίδ- 

[(9υο)2Ρά(3Πΐ3θ)]ΟΙ σε διαλύματα ϋ 20, είναι μετατοπισμένες σε 
υψηλότερα πεδία σε σχέση με το δ του οίδ-Ρί7(Ορ5 )22+ [78]. Έτσι, η 
περισσότερο μετατοπισμένη τιμή βρέθηκε να είναι στα 4.37 ρρητι. 

Θεωρώντας ότι αυτή είναι η σωστή τιμή δ ^ ,  υπολογίσαμε το ποσοστό 
της 3η1ΐ διαμόρφωσης για τα σύμπλοκα του τύπου οίδ- 

[(9υο)2Ρί(οΙΐρθρίίς1©δίβΓ)2]Οΐ2 (Πίνακας 6). Βρέθηκε ότι το ποσοστό της 
3Πΐί διαμόρφωσης είναι για όλα τα σύμπλοκα αυξημένο κατά περίπου 
15% σε σχέση με αυτό στην ελεύθερη γουανοσίνη.

2.4.3. ΔιαυόοΦωση νύοω από το δεσυό των διπεπτιδίων

Αμινοξέα που διαθέτουν ένα άτομο υδρογόνου στο α-άτομο 
άνθρακα και δυο άτομα υδρογόνου στο β-άτομο άνθρακα μπορούν να 

βρεθούν σε τρία πιθανά ισομερή εκ περιστροφής γύρω από τον άξονα 

Οσ-Οβ: τα 9, ^ και I (Σχήμα 43).

ί  ς Ρι

Σχήμα 43: Τα ισομερή εκ περιστροφής γύρω από το δεσμό Οα-Οβ.
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13.7-1
% ? = — χ 1°° ( 4 ) , ό π ο υ  Σ = 1 * ί + ] η -

Με βάση τις εξισώσεις αυτές υπολογίστηκαν τα ποσοστά των 99 κα| 

9Ι+Ϊ9 ισομερών για τα σύμπλοκα του τύπου 03- 

[(9υο)2Ρί(άίρθρίίοΐΘ5ΐθΓ)2]Οΐ2 (Πίνακας 6). Το ποσοστό της διαμόρφωσης 
99, μειώνεται στα σύμπλοκα αυτά στην τιμή 60% σε σχέση με αυτό της 
ελεύθερης γουανοσίνης (69%). Εξαίρεση αποτελεί η περίπτωση του 

συμπλόκου οΐ8-[(9υο)2Ρί(9ΐγην3ΐΟΜΘ)2]Οΐ2, όπου το ποσοστό αυτό είναι 
67%. Το συγκεκριμένο αποτέλεσμα είναι παρόμοιο με εκείνο στην 

περίπτωση των συμπλοκών ΙΐΈΠδ-Γίαυο^ΡΐίΒηηθοΗνίΟΙο [83] και οίδ- 

[(ίηο)2Ρ1:(3πη3θ)]ΟΙ [82]. Πρέπει πάντως να σημειωθεί ότι το ποσοστό 99 
βρέθηκε μεγαλύτερο για τα σύμπλοκα ϋ^ηδ-ΓίΝΗ^ΡΚαυονί2* από ό,τι 
για τα αδ-[(ΝΗ3)2Ρί(9υο)2]2+. Επίσης το ποσοστό αυτό μειώνεται 
σημαντικά όταν η γουανοσίνη αντιδρά με το ισχυρά καρκινογόνο ΑΑΡ 

[294].

(ϊϋ) Διαυοοωωσπ νύοω από τον νλυκούτικό δεσυό

Η διαμόρφωση γύρω από τον γλυκοζιτικό δεσμό εξαρτάται από τη 
σχετική θέση του δακτυλίου του σακχάρου ως προς τη βάση του 

νουκλεοζίτη. Διακρίνουμε δυο αντίθετες διαμορφώσεις: την 3ηίί, όπου ο 

δακτύλιος της ριβόζης βρίσκεται μακριά από τη νουκλεϊνική βάση και τη 

δνη. όπου ο δακτύλιος του σακχάρου βρίσκεται στο κάτω μέρος της 

βάσης [301,302] (Σχήμα 42).
Μεταξύ των μορφών 3ηίί-δνη υπάρχει μια ισορροπία και το ποια 

θα είναι η επικρατέστερη μορφή εξαρτάται από τον τύπο του 

νουκλεοζίτη, τη σκελετική διαμόρφωση του σακχάρου, το διαλύτη και το 

ρΗ του διαλύματος. Η γωνία στροφής Χ0Ν παίρνει όλες τις θεωρητικές 

τιμές και ορίζεται στις πουρίνες σαν η δίεδρη γωνία μεταξύ των
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συμπλοκοποίησή του σε μικτά συστήματα, όπου υπάρχει 
υποκαταστάτης αμινοξύ ή πεπτίδιο. Στην περίπτωση αυτή τίθεται το 
ερώτημα αν οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ της πλευρικής αλυσίδας του 

αμινοξέος και του αρωματικού δακτυλίου του νουκλεοζίτη επηρεάζουν τη 

διαμόρφωση του σακχάρου. Στα σύμπλοκα του τύπου οίδ- 
[(9υο)2Ρο1(3ηΐ3θ)ΟΙ)] παρατηρήθηκε ελάττωση της 3Ε διαμόρφωσης του 
σακχάρου της γουανοσίνης αυξανόμενης της αλειφατικής αλυσίδας του 
αμινοξέος, από 55% στη γλυκίνη σε 49% στην ισολευκίνη για τον 
“ανοιχτό” τύπο του συμπλόκου [78]. Κάτι ανάλογο, αλλά σε μικρότερη 

έκταση παρατηρείται και στα σύμπλοκα του τύπου οίδ- 

[(ίηο)2Ρί(3ίτΐ3θ)]01 [82], όπου το ποσοστό της 3Ε διαμόρφωσης 
κυμαίνεται μεταξύ 50-59 %. Στα ΐΓ3Π$ ανάλογα το ποσοστό αυτό είναι 
ελαφρά μειωμένο σε σχέση με τα οίδ: 47-48% για τα σύμπλοκα του 
τύπου ΐΓ3ηδ-Γ(αυο)7Ρΐ(3ΓΠ3θΗνΐΟΐ9 [83] ΐΓ3ηδ-[(ηυοΙ)2Ρά(€ϋρβρίίόθ)2]ΟΙ2 

[77].
Στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη υπολογίστηκε το ποσοστό 

της 3Ε διαμόρφωσης του νουκλεοζίτη και βρέθηκε ότι η τιμή της είναι 
σχεδόν σταθερή και ανεξάρτητη από το μέγεθος της πλευρικής 
αλυσίδας του αμινοξέος (-46%). Όπως βέβαια αναμενόταν η τιμή της 
είναι αυξημένη σε σχέση με αυτή του ελεύθερου υποκαταστάτη σε 

ποσοστό 8-10 % (Πίνακας 6).

Στα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη το ποσοστό της 3Ε 

διαμόρφωσης δεν ήταν δυνατό να υπολογιστεί, λόγω της 
αλληλεπικάλυψης των σημάτων στα φάσματα των συμπλοκών.

(ϋ) ΔιαυόοΦωση νύοω από το δεσυό Ο^-Ον

Εκτός από τη διαμόρφωση του πενταμελούς φουρανοζικού 

δακτυλίου υπάρχει και άλλη διαμόρφωση πάνω στο δακτύλιο, ιδιαίτερης 

βιολογικής σημασίας. Είναι η διαμόρφωση γύρω από το δεσμό 04-05'. 
Η εξωκυκλική ομάδα -ΟΗ2ΟΗ μπορεί να κινείται με μεγάλη ευκολία
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τη γνώση της γωνίας στροφής φΗΗ, μεταξύ των δεσμών Ο-Η της ριβόζης 
και συγκεκριμένα της ισορροπίας ανάμεσα σε δυο κυρίως καταστάσεις, 
την Ν [0 3'-θγκ1ο] και την δ [02-θηάο]. Ν είναι εκείνες οι διαμορφώσεις 
που καταλαμβάνουν το βόρειο (ποιΙΙί) μισό του κύκλου 

ψευδοπεριστροφής (Σχήμα 40), ενώ δ είναι εκείνες που καταλαμβάνουν 

το νότιο (δουίή) μισό του ίδιου κύκλου. Η μέθοδος αυτή στηρίχτηκε στον 
υπολογισμό των γωνιών στροφής φΗΗ από τις σταθερές σύζευξης 3ϋ, 
σύμφωνα με τις εξισώσεις του ΚθΐρΙυδ [107] και της ϋθίχΙθίζΚγ [285,286]. 
Βρέθηκε ότι η σταθερά ισορροπίας των δυο διαμορφώσεων σε διάλυμα 

είναι [287]:

όπου Χ5 και ΧΝ τα ποσοστά των διαμορφώσεων δ και Ν αντίστοιχα.

Σχήμα 40: Κύκλος ψευδοπεριστροφής των ΑΙίοη3 και δυηά3Γ3Ηη93ηη.

Η σχέση αυτή εφαρμόστηκε για μια σειρά από νουκλεοζίτες και 

παράγωγά τους σε συνδυασμό με τεχνική περίθλασης ακτίνων X της

υπολογίστηκαν τα πσσοστά των διαμορφωμερών τους [287-292].

Χ$ /Γ2'

δομής τους. Έτσι, από τις τιμές των σταθερών σύζευξης 3ϋ
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τα πρωτόνια Η2' και Η4' και ο υπολογισμός της ϋ3<4' είναι ανάλογος 

εκείνου της ϋ2'3'· Η ταινία συντονισμού του Η4' αναμένεται τετραπλή, 
αλλά αυτό δεν είναι πάντα ευκρινές στα 1Η ΝΜΚ φάσματα που 
μελετάμε, είτε λόγω της μικρής διαχωριστικής ικανότητας του οργάνου 
είτε λόγω της αλληλεπικάλυψής της από άλλες ταινίες. Έτσι, όπου 

χρειαζόταν οι σταθερές σύζευξης ϋ45' και ϋ4'5" υπολογίστηκαν από τις 
ταινίες συντονισμού των πρωτονίων Η5' και Η5".

ΟΗ ΟΗ

Σχήμα 37 :1Η-ΝΜΡ φάσμα του σακχάρου σε ϋ 20  και σταθερές σύζευξης 
των πρωτονίων του.

Οι τιμές των σταθερών σύζευξης στα τριαδικά σύμπλοκα, όπου 

ήταν δυνατό να υπολογιστούν φαίνονται στον Πίνακα 6.

(ί) ΔιαυόοΦωση του δακτυλίου τγκ ριΒοΕγκ του νουκλεοΕίτη

Ο πενταμελής δακτύλιος της ριβόζης μπορεί να έχει τις εξής 

διαμορφώσεις: τη διαμόρφωση φακέλλου (Ε, θηνθίορο) και τη 

λικνιζόμενη (Τ, ίννϊδίίηδ). Στην πρώτη , τέσσερα άτομα βρίσκονται σε ένα 

επίπεδο και το πέμπτο άτομο βρίσκεται πάνω ή κάτω από το επίπεδο
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\  /  \  /  \  /.Μ. Μ. Μ.

(α) (3) (Υ)
Σχήμα 36: Ισομερή (α) “κεφαλής προς ουρά”, (β) κεφαλής προς ουρά”, 
(γ) “κεφαλής προς κεφαλή” (Υ=νουκλεοζίτης).

Όπως και στην περίπτωση των τριαδικών συστημάτων με 

γουανοσίνη και στην περίπτωση αυτών με κυτιδίνη, παρατηρείται η 
ύπαρξη υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων μεταξύ του αρωματικού 

δακτυλίου της κυτιδίνης και της πλευρικής αλειφατικής αλυσίδας των 
διπεπτιδίων, οι οποίες και σε αυτή την περίπτωση γενικά μειώνονται 
καθώς αυξάνεται η απόσταση από το σημείο δεσμού. Η παρατήρηση 
αυτή στηρίζεται στις μετατοπίσεις των σημάτων συντονισμού των 

πρωτονίων των διπεπτιδίων σε υιυηλότεοεο τιυέ<: πεδίου (υρϋβίοΐ) στα 
τριαδικά απ’ό,τι στα δυαδικά συστήματα (Πίνακας 7).

Πίνακας 7: Διαφορές στις χημικές μετατοπίσεις των πρωτονίων των 
συμπλοκών.

Π ρω τόν ια δο6ο{-δΐ3ίη δ&ίΓτδίβΓίαυο) δΐ3ΪΠ"δ{0Γ(ονο|)
Ο Ιγ Ο Ιγ Ο Ε ί: ΟΗ2(9ΐγ) 

α-ΟΗ
+0.52
+0 .26

-0 .06
-0 .13

-0 .16
-0 .20

Ο ΙγΑ ΙβΟ Μ θ: ΟΗ2(9ΐγ) +0.05 +0.13 +0.05
α-ΟΗ -0 .17 +0 .15 +0.21
3-ΟΗ -0 .20 +0 .04 -0.01

<3Ιγ-2-Α6υΟΜ β: ΟΗ2(9 ΐγ) +0.06 +0.11 +0.05
α-ΟΗ -0 .17 +0.13 +0.22
β-ΟΗ -0 .20 +0.07 -0.01
γ-ΟΗ -0.21 +0.03 +0.01

<3Ιγη\/3ΐΟΜ θ: ΟΗ2(9ΐγ) +0.06 +0.11 +0.04
α-ΟΗ -0 .19 +0.19 +0.20
β-ΟΗ -0 .22 +0.08 0
γ-ΟΗ -0 .25 +0.13 +0.02
δ-ΟΗ -0.21 +0.02 -0 .03

Ο Ιγ η Ιθ υ Ο Μ θ : ΟΗ2(9ΐγ) +0.05 +0.10 +0.12
α-ΟΗ -0 .19 +0.18 +0.26
β-ΟΗ — -0 .16 -0 .06
γ-ΟΗ -0 .03 +0.28 -0 .06
δ-ΟΗ -0 .25 +0.11 -0 .23
ε-ΟΗ -0.21 +0.03 +0.01
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Επίσης, στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη παρατηρούμε μια 
μετατόπιση των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων της γλυκίνης (- 

ΟΗ2-), καθώς και των α-πρωτονίων του δεύτερου αμινοξέος κάθε 
διπεπτιδίου, σε υαιηλότεοεο τιυέο πεδίου (υρίϊθίοΐ) κατά 0.1 -0.2 ρριπ σε 
σχέση με τα δυαδικά σύμπλοκα, εκτός από την περίπτωση του 

συμπλόκου με το ΟΙγΟΙγΟΕί (Πίνακας 7). Και τα υπόλοιπα πρωτόνια 

των διπεπτιδίων δίνουν επίσης σήματα μετατοπισμένα υρΓίθΙύ, αλλά σε 

μικρότερη έκταση. Μάλιστα, η έκταση του φαινομένου αυτού μειώνεται 
καθώς αυξάνεται η απόστασή τους από το σημείο δεσμού και φτάνει να 
έχει μηδενική τιμή για τα πρωτόνια της τελικής μεθυλομάδας (-ΟΗ3). Το 
φαινόμενο αυτό είναι αποτέλεσμα της ύπαρξης υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ του αρωματικού δακτυλίου της γουανοσίνης 

και της αλειφατικής αλυσίδας των διπεπτιδίων και έχει παρατηρηθεί και 
στο παρελθόν σε ανάλογα τριαδικά σύμπλοκα [77,78,86,88], Το 
συγκεκριμένο σύστημα είναι ανάλογο του συστήματος ίτοηδ- 

[(ηυοΙ)2Ρά(ο1ίρθρίίοΙθ)2]Οΐ2 [77], όπου οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ των υποκαταστατών επίσης μειώνονται με την αύξηση της 

απόστασης από το σημείο δεσμού.

(ϋ) Τριαδικά σύυπλοκα υε κυτιδίνη

Στα φάσματα 1Η-ΝΜΚ των τριαδικών συμπλοκών με κυτιδίνη 

παρατηρείται μετατόπιση των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων Η6 

και Η5 προς μικρότερες τιμές πεδίου (άοννηίίθίοΐ) κατά 0.5-0.1 ρριτι, 
ενδεικτικό της συμπλοκοποίησης του ΡΙ(ΙΙ) μέσω του αζώτου Ν3 

[243,277-279].
Στα τριαδικά αυτά σύμπλοκα, αντίθετα με ό,τι παρατηρήθηκε στα 

αντίστοιχα με γουανοσίνη, παρατηρούμε ότι η διπλή κορυφή που 

αντιστοιχεί στο σήμα των Η6 πρωτονίων της ελεύθερης κυτιδίνης, 

εμφανίζεται ως δύο ομάδες διπλών κορυφών ίδιας περίπου έντασης. Το 

ίδιο συμβαίνει και με το σήμα των πρωτονίων Η5, το οποίο εκτός από
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2.4. Φασυατοσκοπία πυρηνικού υαννητικού συντονισυού πρωτονίων 

(1Η- ΝΜΡ)

Τα φάσματα 1Η-ΝΜΚ των συμπλοκών που παρασκευάστηκαν, 

ελήφθησαν σε ϋ 20  (συγκέντρωση 10'2 Μ) και φαίνονται στις σελίδες 
107-118. Οι χημικές μετατοπίσεις (δ, ρριπ) και οι σταθερές σύζευξης (ϋ, 
Ηζ) των πρωτονίων των συμπλοκών δίνονται στους Πίνακες 5 και 6. Η 
απόδοση των σημάτων συντονισμού των πρωτονίων έγινε σε μερικές 
περιπτώσεις με τη βοήθεια φασματοσκοπίας δύο διαστάσεων 1Η, 1Η 

ΟΟδΥ.
Η φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ πέρα από τον βασικό της ρόλο που 

είναι η ταυτοποίηση του προϊόντος και ο έλεγχος της καθαρότητάς του, 
αποτελεί ένα σπουδαίο εργαλείο για την ανίχνευση και ποσοτική μελέτη 
αλληλεπιδράσεων υποκαταστατών σε τριαδικά σύμπλοκα. Επίσης 

παρέχει σημαντικές πληροφορίες σχετικές με τη διαμόρφωση των 

μορίων στο διάλυμα. Οι πληροφορίες που μας έδωσαν τα φάσματα 1Η- 
ΝΜΡ των νέων συμπλοκών, παρουσιάζονται αναλυτικά στη συνέχεια.

2.4.1. θέσεκ δεσυού των υποκαταστατών

(ΐ) Τριαδικά σύυπλοκα υε νουανοσίνη

Σε όλα τα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη παρατηρείται μια 

μετατόπιση του σήματος του πρωτονίου Η8 σε χαμηλότερα πεδία 
(άοννηίίθΙοΙ) κατά 0.45 ρριπ, σε σχέση με τον ελεύθερο υποκαταστάτη. Η 

παρατήρηση αυτή είναι ενδεικτική του δεσμού του μετάλλου με το άζωτο 

Ν7 του δακτυλίου της πουρίνης [80,266-269]. Αυτό συμβαίνει γιατί 

σκελετικά πρωτόνια που βρίσκονται κοντά σε θέσεις δεσμού ή 

πρωτονίωσης είναι συνήθως εκείνα που επηρεάζονται περισσότερο με 

τη συμπλοκοποίηση ή την πρωτονίωση. Η μετατόπιση στη 
συγκεκριμένη περίπτωση προς χαμηλότερα πεδία, συμβαίνει λόγω
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των αρωματικών και αλειφατικών ΟΗ ομάδων των νουκλεοζιτών και των 
αμινοξέων [256]. Η αλληλεπικάλυψη των ταινιών αυτών καθιστά 

αδύνατη την απόδοσή τους σε συγκεκριμένη ομάδα.
Στην περιοχή 1800-1000 απ'1 εμφανίζονται ταινίες, οι οποίες είναι 

χρήσιμες στην εξαγωγή συμπερασμάτων για τον τρόπο δέσμευσης των 

υποκαταστατών. Η απόδοση των ταινίων έγινε με βάση κυρίως 

βιβλιογραφικά δεδομένα, καθώς και με πειράματα δευτερίωσης. Και σε 
αυτή την περιοχή βέβαια τα φάσματα των τριαδικών συμπλοκών και 
κυρίως αυτών με κυτιδίνη εμφανίζουν ευρείες και 
αλληλοεπικαλυπτόμενες ταινίες, μικρής γενικά έντασης, που δεν 

επιτρέπουν την αναλυτική τους μελέτη.
Συγκεκριμένα, όσον αφορά στον τρόπο συμπλοκοποίησης των 

διπεπτιδίων, έχουμε να παρατηρήσουμε τα εξής: Μονοδοντική ένταξη 
μέσω της -ΝΗ2 ομάδας έχει σαν αποτέλεσμα τη μετατόπιση της ταινίας 
κάμψης δ(ΝΗ2) σε περιοχή <1600 ατΓ1 [221,257], την παρουσία της 

ταινίας του αμιδίου δ(ΝΗ) γύρω στα 1550 απ'1 [221,257] και την 

παρουσία της ταινίας της εστερικής ομάδας ν(0=0) στα 1745 απ' 1 

περίπου, όπως στους ελεύθερους εστέρες των διπεπτιδίων. Απουσία 
της ταινίας στα 1550 απ'1 περίπου, σημαίνει αποπρωτονίωση του 
αμιδικού αζώτου [258] και πιθανόν και σύνταξη αυτού με το μέταλλο. 
Πραγματικά, στα τριαδικά σύμπλοκα με γουανοσίνη, η ταινία δ(ΝΗ2) του 

πεπτιδίου εμφανίζεται στα 1590 ατΓ1, η ταινία δ(ΝΗ) του αμιδίου στα 

1545 ο γπ ' 1 περίπου και η ταινία ν(0 =0 ) της εστερικής ομάδας γύρω στα 

1740 ογπ"1. Στα τριαδικά σύμπλοκα με κυτιδίνη οι παραπάνω ταινίες 
εμφανίζονται στα 1565, 1545 και 1745 οιπ'1 περίπου αντίστοιχα, 
επιβεβαιώνοντας την μονοδοντική ένταξη των διπεπτιδίων μέσω της 

τελικής τους αμινομάδας.
Η εμφάνιση της ταινίας στα 1700 οιπ'1, η οποία αντιστοιχεί στη 

δόνηση τάσης της εξωκυκλικής 0=0  ομάδας της γουανοσίνης, 

επιβεβαιώνει τη συμπλοκοποίηση μέσω του ατόμου Ν7. Η ταινία αυτή 
εμφανίζεται στα 1730 απ'1 για το ελεύθερο υποκαταστάτη [259] και
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και σίγουρα δεν ευσταθεί στην περίπτωση ουδέτερων υδατικών 

διαλυμάτων [240].
Για την κυπδίνη/κυτοσίνη η συνήθης θέση δεσμού με το 

λευκόχρυσο(ΙΙ) είναι το άζωτο Ν3 (ρΚα(Ν3)=4.2), όπως διαπιστώθηκε με 
ποικιλία μεθόδων, όπως με φασματοσκοπία υ ν  συναρτήσει του ρΗ 
[241], φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ [242], 130-ΝΜΚ [243], 15Ν-ΝΜΚ [244], 
Ρ3ΓΠ3Π φασματοσκοπία [243] και κυρίως με κρυσταλλογραφία ακτίνων- 

X. Τα περισσότερα σύμπλοκα του λευκοχρύσου με νουκλεοβάσεις που 
έχουν χαρακτηρισθεί με κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ είναι σύμπλοκα 

κυτοσίνης [234,245-249]. Σε καμιά περίπτωση δεν παρατηρήθηκε 
συμπλοκοποίηση με το γειτονικό οξυγόνο 02. Συμπλοκοποίηση του 
λευκοχρύσου(ΙΙ) με το Ν3 και με το Ν1 παρατηρήθηκε με 
φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΡ κατά την αντίδραση του [(ΝΗ3)3Ρί(^’ Ν3)]2+ με 

περίσσεια {(άίβη)ΡΙ(ΙΙ)} [250]. Επίσης έχει παρατηρηθεί ταυτόχρονη 
συμπλοκοποίηση με τα Ν3 και Ν4 (ρΚα(Ν(4)Η2)=16.97 [251]) σε δύο 

περιπτώσεις, είτε με σχηματισμό γέφυρας είτε με σχηματισμό χηλικού 
συμπλόκου [252,253], όπου οι συνθήκες δεν ήταν αλκαλικές, αλλά 
μάλλον ουδέτερες έως ελαφρά όξινες.

2.2. Σύνθεση των τριαδικών συυπλόκων

Η γενική πορεία σύνθεσης των τριαδικών συμπλοκών συνοψίζεται στο 

παρακάτω σχήμα:

α8-(ΟΗ3ΟΟΟΟΗΚΝΗΟΟΟΗ2ΝΗ2)2ΡίΟΐ2+2ηυοΙ

α5-[(ηυοΙ)2Ρί(Η2ΝΟΗ2ΟΟΝΗΟΗΚΟΟΟΟΗ3)2]Οΐ2

Απομονώθηκαν δέκα τριαδικά σύμπλοκα με τη μορφή άσπρης 

σκόνης, ύστερα από υγρή χρωματογραφία (δβρΗθοΙθχ Θ-15) και 

εξάτμιση του διαλύτη. Η μοριακή αγωγιμότητα σε υδατικά διαλύματα,



2. ΤΡΙΑΔΙΚΑ ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΛΕΥΚΟΧΡΥΣΟΥ(ΙΙ) ΜΕ ΤΟΥΣ 

ΝΟΥΚΛΕΟΖΙΤΕΣ ΓΟΥΑΝΟΣΙΝΗ ΚΑΙ ΚΥΤΙΔΙΝΗ ΚΑΙ 

ΔΙΠΕΠΤΙΔΕΣΤΕΡΕΣ

2.1. Εισανωνή

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, οι μελέτες οι σχετικές με 
τριαδικά συστήματα λευκοχρύσου (II), ως μοντέλων της 

αλληλεπίδρασης πρωτεϊνης-Ρί-ΌΝΑ, είναι περιορισμένες στον αριθμό 

[65,66]. Ακόμα πιο περιορισμένες είναι αυτές, που αναφέρονται σε 
τριαδικά συστήματα στα οποία συμμετέχουν νουκλεοζίτες και όχι 
νουκλεοβάσεις ή υποκατεστημένες νουκλεοβάσεις. Στα τριαδικά 
σύμπλοκα που παρασκευάσαμε συμμετέχουν οι νουκλεοζίτες 

γουανοσίνη (Ουο) και κυτιδίνη (ΟγοΙ), οι μοριακοί τύποι καθώς και η 

αρίθμηση των ατόμων των οποίων φαίνονται στο Σχήμα 35.

ΝΗ?

η ν Γ
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Οιιαηοδϊηβ

Σχήμα 35: Μοριακοί τύποι Γουανοσίνης (Ουβηοδίηθ) και Κυτιδίνης 

(ΟγΜηθ)

Η γουανοσίνη αποτελείται από μια πουρινική βάση, ενώ αντίθετα 

η κυτιδίνη από μια πυριμιδινική. Η πιθανότητα ταυτομερισμού για τις
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Τα δυαδικά σύμπλοκα συντέθηκαν με απευθείας αντίδραση του 
άλατος Κ2ΡίΟΙ4 με τους υδροχλωρικούς εστέρες των διπεπτιδίων, 
ακολουθώντας τη μέθοδο του ΒβοΚ [217], σύμφωνα με το Σχήμα 32.

Τα σύμπλοκα με τους διπεπτιδεστέρες 9ΙΥ9ΪΥ0Ε1 και 9·Υ3Ι30Μθ, 
συντέθηκαν επίσης και με τη μέθοδο της πεπτιδικής σύνθεσης πάνω 
στο μέταλλο [219]. Η χρήση των εστέρων των διπεπτιδίων στην 
παραπάνω σύνθεση επιτρέπει τη συμπλοκοποίηση μόνο μέσω της Ν- 
τελικής αμινομάδας και όχι μέσω της καρβοξυλομάδας του διπεπτιδίου, 

η οποία στην παρούσα περίπτωση είναι δεσμευμένη και έχει σαν 

αποτέλεσμα την καταβύθιση των δυαδικών συμπλοκών στο υδατικό 

διάλυμα, ως υποκίτρινων στερεών, με αδ-γεωμετρία, λόγω της 

μειωμένης σε σχέση με τα αλογόνα ίτοηδ-ισχύος του αζώτου ατόμου- 
δότη.
Παρασκευάστηκαν τα παρακάτω σύμπλοκα:

αδ-ΟΙ2Ρί(9ΐΥ9,ΥθΕί)2, θ5-0Ι2Ρί(9ΐγ3ΐ30Μθ)2, θ5-0Ι2Ρΐ(9ΐγ-2-3&30Μθ)2, 
οΐδ-ΟΙ2Ρί(9ΐγην3ΐΟΜθ)2 και αδ-ΟΙ2Ρί(9ΐγη1θυΟΜθ)2

Οι στοιχειακές αναλύσεις όλων των συμπλοκών (Πίνακας 1) 
συμφωνούν με τους προτεινόμενους μοριακούς τύπους.

1.3. Σύνθεση των δυαδικών συυπλόκων του λευκονούσου (ΙΟ υε τοικ:

εστέοες των διπεπτιδίων

Πίνακας 1: Στοιχειακές αναλύσεις των δυαδικών συμπλοκών
Σύμπλοκα 0% Η% Ν% Απόδοση%
0ίδ-(9ΐγ9ΐγΟΕί)2ΡΙΟΐ2 24.20 4.10 9.30 60

(24.57) (4.09) (9.55)
0Ϊ3-(α1ν3ΐ3θΜθ)?Ρ101? 24.54 4.10 9.41 37

(24.57) (4.09) (9.55)
ά3-(αΙν-2-3ί>30Μ6)?Ρΐ01? 27.40 4.10 9.52 38

(27.36) (4.56) (9.12)
α5-(αΙνην3ΐΟΜβ)?ΡΐΟΐ2 29.28 5.10 8.05 49

(29.90) (4.98) (8.72)
α5-(α1νηΙθυ0Μθ)?Ρ10ί? 31.96 5.55 8.22 65

(32.24) (5.37) (8.36)
*Σε παρένθεση είναι οι θεωρητικές τιμές.
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Σχήμα 32: Γενική πορεία αντιδράσεων σχηματισμού δυαδικών 
συμπλοκών λευκοχρύσου με διπεπτίδια

Στις παραπάνω περιπτώσεις, δεν παρατηρήθηκε 

συμπλοκοποίηση μέσω του αμιδικού αζώτου και η δομή των 
συμπλοκών αυτών επιβεβαιώθηκε από την κρυσταλλική δομή του 
συμπλόκου οΐ5-ΟΙ2Ρί(9ΐγ9ΐγΟΕί)2 (Σχήμα 33) [217]. Το σύμπλοκο αυτό 
έδειξε να παρουσιάζει υποσχόμενη αντικαρκινική δράση, με μικρότερη 

τοξικότητα από το οίδρΙθίΐη [222]. Ο ΒθοΚ και οι συνεργάτες του 

πρότειναν ότι οι πεπτιδικοί υποκαταστάτες μπορούν να δράσουν σαν 
μέσα μεταφοράς μέσω των κυτταρικών μεμβρανών της αντικαρκινικής 

ομάδας οΐδ-ΟΙ2Ρί.
Οι εργασίες ανασκόπησης πάνω στα σύμπλοκα ΡΙ(ΙΙ) και Ρά(ΙΙ) με 

αμινοξέα-πεπτίδια έχουν γίνει σχετικά πρόσφατα [65,223,224].

Σχήμα 33: Η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου οΐ5-Οΐ9Ρΐ(α1να1νΟΕ1)?
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ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

1. ΔΥΑΔΙΚΑ ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΛΕΥΚΟΧΡΥΣΟΥ ΜΕ ΕΣΤΕΡΕΣ 

ΔΙΠΕΠΤΙΔΙΩΝ

1.1. Εισαγωγή

Η συμπύκνωση των αμινοξέων οδηγεί στο σχηματισμό των 
πεπτιδίων, που αποτελούν σημαντικούς υποκαταστάτες για το 
σχηματισμό συμπλοκών με τα μεταλλικά ιόντα. Οι θέσεις που διατίθενται 

για δέσμευση από τα μεταλλικά ιόντα είναι: το άζωτο της αμινομάδας 

του Ν-τελικού αμινοξέος, το άζωτο του πεπτιδικού δεσμού, το οξυγόνο 
του πεπτιδικού δεσμού και το οξυγόνο της καρβοξυλομάδας του Ο- 
τελικού αμινοξέος. Στην περίπτωση πεπτιδίων που διαθέτουν άτομα 
δότες στην πλευρική τους αλυσίδα (π.χ. ιστιδίνη, λυσίνη, μεθειονίνη 
κ.α.), οι θέσεις που διατίθενται για δέσμευση αυξάνονται. Η αμιδική 

ομάδα προσφέρει δύο άτομα δότες για συμπλοκοποίηση με τα μέταλλα, 

αν και γενικά είναι ουδέτερη ηλεκτρικά σε όλη την κλίμακα του ρΗ, αφού 
συνήθως η αποπρωτονίωση και η πρωτονίωσή της συμβαίνουν 
αντίστοιχα σε ρΗ>15 ή ρΗ<0. (Σχήμα 31). Βέβαια, παρουσία μεταλλικών 
ιόντων, το ρΚα της αμιδικής ομάδας μπορεί να μειωθεί δραστικά, οπότε 

συμβαίνει εύκολη αποπρωτονίωση αυτής και συμπλοκοποίηση του 

μετάλλου μέσω του αμιδικού αζώτου. Ο Ρί(ΙΙ) καθώς και το ΡοΙ(ΙΙ) 
αποπρωτονιώνουν πολύ εύκολα το αμιδικό άζωτο των πεπτιδίων και 
σχηματίζουν δεσμούς Μ-Ν [203]. Για παράδειγμα, οι τιμές ρΚα της 

αποπρωτονίωσης της γλυκυλ-γλυκίνης και του γλυκιναμιδίου, παρουσία 

Ρά(ΙΙ), είναι μικρότερες του 4.0 [204,205]. Η εύκολη αποπρωτονίωση 

παρουσία των δύο αυτών μετάλλων, είναι αποτέλεσμα της μεγάλης 

σταθερότητας του σχηματιζόμενου Μ-Ν δεσμού, παρέχοντας 4Ν 

συναρμοσμένα δις-σύμπλοκα σε σχετικά χαμηλό ρΗ [206]. Τα συνήθη 

σχηματιζόμενα ισομερή είναι τύπου οίδ [207,208]. Σε μονομερή
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4. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ

Στην εισαγωγή, στα κεφάλαια 1 και 2, αναφέραμε τη 

σπουδαιότητα του σχηματισμού διασταυρούμενων δεσμών μετάλλου- 

ϋΝΑ-πρωτεϊνης, ιδιαίτερα στην περίπτωση που το μέταλλο είναι ο 

λευκόχρυσος, Ρί(ΙΙ). Η βιολογική σημασία του σχηματισμού αυτού του 
είδους των δεσμών παραμένει ανεξακρίβωτη. Για πολλές δεκαετίες το 
ενδιαφέρον των ερευνητών είχε εστιαστεί στην αλληλεπίδραση του 

οΐδρίθίίη με το ϋΝΑ. Τα τελευταία χρόνια όμως και ιδίως μετά την 
ανακάλυψη των πρωτεϊνών ϋΚΡ’δ (ϋ3ΐτΐ396 Κθ009ηίίί0η ΡΓΟίθίπδ), οι 
οποίες αναγνωρίζουν εκλεκτικά τους 1,2 ενδοκλωνκά διασταυρούμενους 
δεσμούς του τύπου ϋ(θρθ) και ά(ΑρΟ), το ενδιαφέρον των ερευνητών 
άρχισε να στρέφεται στη μελέτη τριαδικών συστημάτων ϋΝΑ-Ρί- 
πρωτεϊνης. Παρόλα αυτά, ο αριθμός των μελετών αυτών είναι ακόμα 

σχετικά περιορισμένος.
Η συστηματική μελέτη τέτοιων συστημάτων ΡΙ(ΙΙ) και Ρά(ΙΙ) από 

την ομάδα του καθ. κ. Ν. Χατζηλιάδη στα Ιωάννινα, σε συνεργασία με 
την ομάδα του καθ. κ. Β. ϋρρθΐΐ στο ϋοΓίΓπυηά της Γερμανίας, καθώς 
και άλλες ομάδες, οδήγησε σε κάποια συμπεράσματα σχετικά με το 
ρόλο του μετάλλου στην αλληλεπίδραση ϋΝΑ-πρωτεϊνης και η διατριβή 

αυτή αποτελεί μέρος της υπό εξέλιξη έρευνας.
Σκοπός λοιπόν της διατριβής είναι η σύνθεση και μελέτη οίδ- 

τριαδικών συμπλοκών Ρί(ΙΙ) με αμινοξέα και διπεπτίδια ως δομικά 

στοιχεία των πρωτεϊνών και με νουκλεοζίτες, ως δομικές μονάδες του 
ϋΝΑ, δημιουργώντας με αυτό τον τρόπο το απλούστερο μοντέλο των 

διασταυρούμενων δεσμών ΟΝΑ-Ρί-πρωτεϊνης. Επίσης, στην 

προσπάθεια να δημιουργήσουμε ένα πιο σύνθετο και ρεαλιστικό 

μοντέλο των παραπάνω δεσμών, μελετήσαμε σε δάλυμα, με 
φασματοσκοπία ΝΜΚ, την αλληλεπίδραση μεταξύ ενός δίκλωνου 
δωδεκανουκλεοτιδίου και δύο συμπλοκών Ρά(ΙΙ) με διπεπτίδια. Είναι η
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αντίθετες κατευθύνσεις. Τα στοιχεία αυτά, καθώς και δεδομένα 

φασμάτων 1Η-15Ν ΗΜΟΟ ΝΜΚ δείχνουν εκλεκτική σύνδεση του Η9(ΙΙ) 
στην περιοχή ΑΤ και υποστηρίζουν το μοντέλο, στο οποίο το μέταλλο 

συνδέεται με την αποπρωτονιωμένη αμινομάδα της αδενίνης (Α ΝΗ2) 
και το ενολικό οξυγόνο 04 της θυμίνης (Σχήμα 30). Κατά την 
τιτλοδότηση του δωδεκανουκλεοτιδίου [ά(ΟΟΟΟΑΤΑΤΟΟΟΟ)]2 με το 

άλας Η9(0Ι04)2 παρατηρήθηκε μετατόπιση προς υψηλότερα πεδία για 
το σήμα του Τ8 ίμινο-πρωτονίου, ενώ το Τ6 ίμινο-πρωτόνιο μένει 
ανεπηρέαστο, γεγονός που δηλώνει εκλεκτικότητα προς τη θυμίνη Τ8 σε 
σχέση με την Τ6. Και σε αυτή την περίπτωση δεν υπάρχει δεσμός με το 
Ν3 άζωτο των θυμινών, αφού όλα τα ίμινο σήματα υπάρχουν στο 

φάσμα.

Η 4Ό3 λ

Σχήμα 30: Σχηματική παράσταση ενός μοντέλου για ενδοκλωνικούς Α- 
Η9-Τ διασταυρούμενους δεσμούς, το οποίο περιλαμβάνει την 
απελευθέρωση ενόςττρωτονίου για κάθε ιόν Η9(Ν).

3.3.4. Μαννάνιο. Μη(ΙΙ)
Το ιόν του Μη(ΙΙ) έχει παραμαγνητικές ιδιότητες, με αποτέλεσμα 

να αναμένεται αύξηση του εύρους των σημάτων συντονισμού των 

πρωτονίων κοντά στις θέσεις δεσμού του μετάλλου. Πραγματικά, κατά 

την τιτλοδότηση του ολιγονουκλεοτιδίου [ο!(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 με 

άλας του Μη(ΙΙ), παρατηρήθηκε εκλεκτική αύξηση του εύρους του 
σήματος για το 04-Η8 πρωτόνιο, με αποτέλεσμα να υποτεθεί ότι το 

Μη(ΙΙ) συνδέεται εκλεκτικά με τη γουανίνη 04 [199]. Σε μια δεύτερη 

τιτλοδότηση, με το ολιγονουκλεοτίδιο [ά(ΟΟΟΟΑΤΑΤΟΟΟΟ)]2 

διαπιστώθηκε διαφορετική αύξηση του εύρους των σημάτων για τα Η8
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δεσμών υδρογόνου μεταξύ των ζευγών βάσεων είναι δυνατός ακόμα και 

μετά την πλατινίωση, όπως φαίνεται από την ύπαρξη σημάτων 
συντονισμού των ίμινο-πρωτονίων. (Για το κεντρικό τμήμα 0 0  τα 
σήματα αυτά παρατηρούνται μόνο σε χαμηλές θερμοκρασίες).
4) Η 5'-φωσφορική ομάδα του χηλικά συδεδεμένου τμήματος 0 0  

σχηματίζει δεσμό υδρογόνου με μια αμμωνία του συμπλόκου του 

λευκοχρύσου, σταθεροποιώντας ή/και προκαλώντας την παραμόρφωση 
του ϋΝΑ, συμμετέχοντας έτσι στη διαδικασία της αντιγραφής του. Αυτή 
είναι ίσως η αιτία για την παρατήρηση πως σύμπλοκα του λευκοχρύσου 
χρειάζεται να διαθέτουν μια όξινη ομάδα Ν-Η, προκειμένου να 
παρουσιάζουν αντικαρκινική δράση.
5) Επίσης, τα σύμπλοκα 1Γ3Π5-ΡΡΡ με τροποποιημένα 

ολιγονουκλεοτίδια (που περιέχουν 1,3 ενδοκλωνικούς 
διασταυρούμενους δεσμούς) είναι ικανά να σχηματίζουν διπλή έλικα, 
παρόλο που η θερμοκρασία τήξεως αυτής μειώνεται κατά περίπου 15°.
6) Ακόμα και στην περίπτωση σχηματισμού 1,3 -ΟΝΟ- προϊόντων 

προσθήκης από το οϊδ-ΡΡΡ, είναι δυνατό να έχουμε διαμόρφωση 

διπλής έλικας, αν και με μειωμένη θερμοκρασία τήξεως. Στην 
περίπτωση αυτή η ενδιάμεση μη πλατινιωμένη βάση τοποθετείται κατά 
τέτοιο τρόπο, ώστε να εξασφαλίζεται η καλύτερη αλληλεπίδραση στο 
σύνολο της διπλής έλικας. Έτσι, η παραμόρφωση του ΡΝΑ στην 

περίπτωση της 1,3 σύνδεσης είναι διαφορετική από την αντίστοιχη της 

1,2 σύνδεσης.

3.3. Αλληλεπιδράσεις ολινονουκλεοτιδίων υε άλλα υεταλλικά ιόντα.

3.3.1. Μαννήσιο. Μα(ΙΙ)
Τα ιόντα του μαγνησίου βρέθηκε να αυξάνουν τη θερμοκρασία 

τήξης του ΡΝΑ, σταθεροποιώντας τη δομή της διπλής έλικας, 

συνδεόμενα κυρίως με τις φωσφορικές ομάδες [130]. Το αποτέλεσμα
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προϊόντων του οίδ-ΟϋΡ, ίσως να εξηγούν και τις διαφορές στη βιολογική 

τους δραστικότητα.
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Σχήμα 28: Χάρτης της Η6/Η8-Η17Η5 περιοχής του 400 ΜΗζ φάσματος 
ΝΟΕδΥ του [ά(0Θ 0000)]2 (400 πίδ χρόνος μίξης). (Α) χωρίς οΐδ-ΟϋΡ 
(Β) με αναλογία οίδ-ΟΟΡ/άυρίθχ ίση με 0.14.
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Α6Η2 στο δεύτερο δωδεκανουκλεοτίδιο. Τα πρωτόνια της μεγάλης 
αύλακας δεν παρουσιάζουν μετατοπισμένα σήματα συντονισμού. 

Επίσης, παρατηρήθηκαν ΝΟΕ σήματα μεταξύ των πρωτονίων μικρής 
αύλακας, ΑΗ2, Α Η Γ και ΤΗ1' και των πρωτονίων των μεθυλενομάδων 
του συμπλόκου του λευκοχρύσου. Αυτά τα στοιχεία οδήγησαν στο 
συμπέρασμα ότι το σύμπλοκο του μετάλλου ήταν συνδεδεμένο με τις 
ακολουθίες Α3Τ4 και Α9Τ10 στο πρώτο και με την ακολουθία Α6Τ7 στο 

δεύτερο ολιγονουκλεοτίδιο. Η σταθερότητα της δομής οφείλεται σε 
κοντινές αλληλεπιδράσεις νβη άθΓ \Λ/33ΐδ μέσα στην αύλακα και σε 
σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταξύ των ατόμων Ν3 των αδενινών ή 

των ατόμων 02 των θυμινών.
Εκλεκτικές αλληλεπιδράσεις ολιγονουκλεοτιδίων και οίδ-ΡΡΡ ή 

συμπλοκών Ρά2+, μελετήθηκαν με φασματοσκοπία 1Ρ 1Η-ΝΜΚ Ν0Ε3Υ 
[190]. Η αντίδραση μεταξύ του δίκλωνου εξαμερούς ά (0 0 0 0 0 0 )2 και 
οίδ-ΡΡΡ σε φυσιολογικό ρΗ (ρΗ=7) ήταν πολύ αργή. Κατά τη διάρκεια 
της τιτλοδότησης, δεν παρατηρήθηκαν ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις 
του μετάλλου με το άτομο Ν7 της γουανίνης. Παρόλα αυτά ο Ν0Ε3Υ 

χάρτης δείχνει ελάττωση της έντασης των σημάτων στην περιοχή 

Η6/Η8-ΗΓ (Σχήμα 28), ενδεικτική αλλαγής της διαμόρφωση που 

προκαλείται από το οίδ-ΡΡΡ, καθώς και αύξηση διαφόρων 
διατμηματικών αποστάσεων. Αυτή η αλλαγή της διαμόρφωσης φαίνεται 
να σταθεροποιείται με σχηματισμό δεσμού υδρογόνου μεταξύ μιας 

αμμωνίας του συμπλόκου και του ατόμου 06 της γουανίνης 02 και στη 

συνέχεια με ένα δεύτερο δεσμό υδρογόνου μεταξύ της άλλης αμμωνίας 
και του ατόμου 02 της κυτιδίνης 01. Η τιτλοδότηση του δίκλωνου 
δωδεκανουκλεοτιδίου ά(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)2 με το μονοδοντικό 

σύμπλοκο του παλλαδίου Ρά(ο!ίθη)+ έδειξε να υπάρχει μια εκλεκτικότητα 

για δεσμό στην περιοχή ΑΤ, ενώ τα εξωτερικά ζεύγη βάσεων 00, που 

αντιπροσωπεύονται από τα ίμινο σήματα των 02 και 010 φαίνεται να 

επηρεάζονται περισσότερο από το εσωτερικό σήμα 04, γεγονός που 

δείχνει ότι τα ογκώδη τμήματα Ρά-οϋθη προσβάλλουν τη διπλή έλικα
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Σχήμα 26: 1,2 0(4)0(5) χηλικό προϊόν της αντίδρασης του οΪ5-ΡίΑ2ΟΙ2 
με το ολιγονουκλεοτίδιο ο!(ΑΤΟΟΟΤΑΟΟΟΑΤ)2.

/ \  / \
—Ρϊ- • Ρ ί '

ν

Η6ϊά-ΐο-Ηβ3<1 Ηβ3«1-ίο-Τ3ά1 Ηβ3ά-ΐο-5ϊ<1β

Σχήμα 27: Σύγκριση της νέας διαμόρφωσης ΙιββοΙ-ίο-δϊοΐΘ με τις γνωστές 
διαμορφώσεις Ιΐθθοί-ίο ΙίθθοΙ και Μθβά-ίο ί3ΪΙ.

Η μελέτη της διαμόρφωσης του διπλόκλωνου δεκανουκλεοτιδίου 
ά(ΟΟΟΟ*Ο*ΑΤΟΟΟ).0ΐ(ΟΟΟΑΤΟΟΟΟΟ) με τις Ο* γουανίνες να 
συνδέονται χηλικά με το τμήμα οί8-ΡΙ(ΝΗ3)2, πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας φασματοσκοπικές τεχνικές 1Η και 31Ρ-ΝΜΡ και 

μοριακή μηχανική [186]. Διαπιστώθηκε μια ισορροπία μεταξύ διαφόρων 

στραμμένων (ΚίηΚθοΙ) διαμορφώσεων. Η παραμόρφωση του ϋΝΑ 
εντοπίζεται στο τρινουκλεοτίδιο 0(3*0*.000, όπου η έλικα στρέφεται 
κατά 60° προς τη μεγάλη αύλακα (άλλες μελέτες δίνουν τιμές 32-40° 

[187,188]) και ξεδιπλώνεται κατά 12-19° (σε συμφωνία με την τιμή που 

δίνει και η ομάδα του ϋρρ3ΓθΙ [187]). Η κυτοσίνη, η συμπληρωματική 

προς την δ'-γουανίνη, διαθέτει μια αυξημένη κινητικότητα, 

συσσωρευόμενη είτε προς το δ'-τμήμα είτε προς το 3'-τμήμα του
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θ χ ο  (Σχήμα 25), 3) Στα μοντέλα τύπου Β-ϋΝΑ ο σχηματισμός δεσμού 
μεταξύ του αδ-ϋϋΡ και της μονάδας ά(ρθρθ) μετατρέπει τη 

διαμόρφωση του σακχάρου της 5'-γουανοσίνης σε 03'-8ηάο (Ν) [182].
5' 3'
4 ί

ΟΙ--------0 “ Ο24
1 1 0 2 -0 ------ 023
I Λ I

03-------0 -0 2 2
I Λ I

04-© -------021
Α5---------Τρ
Α6----------- ΤΙ9I I
V  τ
Τ θ -------------------Α Ι7
I Λ I

09-------Φ-616

0Κ)-@------ 015

011-------0-014

012-0------013
4, 13 5*

Σχήμα 24: Διάγραμμα της μεγάλης αύλακας του Β-ϋΝΑ 
ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ δωδεκαμερούς, το οποίο δείχνει με κύκλους τις 
οκτώ πιθανές θέσεις δεσμού του αε-ϋΟΡ. Οι αριθμημένες 1-3 θέσεις 
είναι οι παρατηρούμενες θέσεις δεσμού, με σειρά ελαττούμενης 
συχνότητας.

Ο σχηματισμός μιας ασυνήθιστης δομής “φουρκέτας” (Ιΐθίφίη) της 
διπλής έλικας παρατηρήθηκε κατά την αντίδραση του φαρμάκου ο»5- 

ΡΙΑ2ΟΙ2 (Α = (ΝΗ3)2, βη) με το δωδεκανουκλεοτίδιο 

[οΙ(Α(1 )Τ(2)0(3)0(4)0(5)Τ(6)Α(7)0(8)0(9)0(10)Α(11 )Τ(12)]2, στην οποία 

το τμήμα 0(4)0(5)Τ(6)Α(7)0(8)0(9) αποτελεί τη “θηλειά” (Ιοορ) αυτής 

και τα τμήματα Α(1)Τ(2)Θ(3) και 0(10)Α(11)Τ(12) το μίσχο της 
[183,184]. Αρχικές ενδείξεις φασματοσκοπίας ΝΜΚ υποστήριζαν το 
σχηματισμό προϊόντος, στο οποίο ο Ρί συνδέεται με τη γουανίνη 0(4) 

και την αδενίνη Α(7) [183]. Περαιτέρω όμως μελέτες ενζυματικής πέψης 

και ηλεκτροφόρησης πηκτής, σε συνδυασμό με στοιχεία ΝΜΚ, έδειξαν 

πως το κύριο προϊόν είναι το 1,2 χηλικό, μέσω των 0(4)0(5) (Σχήμα 

26), ενώ το προϊόν 1,2 0(3)0(4) σχηματίζεται μόνο σε πολύ μικρό 
ποσοστό [184]. Υπολογισμοί γεωμετρικών αποστάσεων (ϋΟ) στο
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συγκέντρωσης, με αποτέλεσμα όλα τα ενδιάμεσα προϊόντα να μπορούν 
να ανιχνευτούν. Ανιχνεύτηκαν δύο μονοδοντικά ενδιάμεσα προϊόντα και 
το ένα υπερείχε του άλλου (αναλογία περίπου 2:1), γεγονός που δείχνει 
είτε προτίμηση της προσβολής της 5' ή της 3' στο <30 είτε προτίμηση 

ως προς το κλείσιμο του δακτυλίου. Όπως αναμενόταν, η αρχική 

προσβολή καθώς και το κλείσιμο του δακτυλίου φάνηκε να καθορίζονται 
από το ρυθμό υδρόλυσης του δεσμού ΡΙ-ΟΙ. Τέλος, τα σήματα 
συντονισμού των ομάδων ΝΗ3 ήταν πολύ ευαίσθητα στην τήξη της 
πλατινιωμένης διπλής έλικας, παρατήρηση που υποδηλώνει ότι οι 

πλατινιωμένες μονόκλωνες περιοχές διαθέτουν δευτεροταγή δομή.

ρριΤ)

Σχήμα 23: Μεγενθύσεις της περιοχής Η3'- 03'του φάσματος ΗΜΩΟ του 
ό(ΤΟΟΤ)-Ρί(θη) στους (3) 40 °0 και (13)12 °0, όπου φαίνεται η 
μετατόπιση προς μικρότερες τιμές πεδίου του σήματος του 03'της 02. 
Το σήμα Τ4 03 ' είναι επίσης μετατοπισμένο, όπως αναμενόταν, λόγω 
του ότι ανήκει σε τμήμα του 3'-άκρου.

Ένα πρώιμο μοντέλο αλληλεπίδρασης του οίδρίδίίπ με ένα Β-ϋΝΑ 

δοδεκαμερές, το ς!(ΟΟΟΟΑΑΤΤΟΟΟΟ)2 δημοσιεύτηκε το 1984 [180]. 

Ύστερα από διάχυση του αδρίΒίίη σε κρυστάλλους του ολιγομερούς, 

έγινε διερεύνηση της δομής του μερικώς υποκατεστημένου κρυστάλλου. 

Αν και το υπό μελέτη τμήμα του ϋΝΑ διαθέτει οκτώ γουανίνες, που θα 
μπορούσαν να αποτελέσουν θέσεις δεσμού για το λευκόχρυσο, μόνο
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[32,132,175,176]. Το μονόκλωνο 1,3 χηλικό προϊόν ΪΓ3Π5- 
[ΡΙ(ΝΗ3)2̂ (ΟΟΤΟΟΑΟΤΟΤΟΟ)-<3(5)Ν7,0(7)Ν7], και το τύπου διπλής 

έλικας ανάλογο του χαρακτηρίστηκαν με τεχνικές φασματοσκοπίας 1Η- 
,31Ρ-ΝΜΡ και υν, και τεχνικές ενζυματικής αποικοδόμησης. Η σύνδεση 
του ΪΓ3Π3-ΡΡΡ δεν μεταβάλλει ουσιαστικά τις γωνίες στροφής γύρω από 

το δεσμό Ο-Ρ-Ο και δεν επηρεάζει σημαντικά τη θερμοκρασία τήξης της 
έλικας. Μοντέλα μοριακής δυναμικής συμφωνούν πως στο προϊόν του 

ίΓ3Π3-Ρ Ρ Ρ  υπάρχει μια μόνο τοπική παραμόρφωση της έλικας και η 
μεγάλη θερμική της σταθερότητα οφείλεται σε σχηματισμό δεσμών 
υδρογόνου στους οποίους συμμετέχουν οι αμμωνίες του συμπλόκου 

“γεφυρώνοντας” τους δύο κλώνους. Παραδόξως, η αντίδραση του 
ΪΓ3Π3-Ρ Ρ Ρ  με το ολιγονουκλεοτίδιο ά(ΤΟΤΑΟΘΟΟΤΤΟΤ), ενώ αρχικά 

μας δίνει το 1,3 χηλικό προϊόν 0(6)Ν7,0(8)Ν7, αυτό είναι ασταθές σε 
συνηθισμένο ρΗ και μετατρέπεται στο ισομερές του 1,4 χηλικό, το οποίο 
ανιχνεύτηκε για πρώτη φορά στην παραπάνω αντίδραση. Τέλος, το 
μονόκλωνο 1,3 προϊόν ίΓ3η5-[Ρί(ΝΗ3)2θ1(ΑρΘρΘρΟρΟρΤ)- 
Α(1)Ν7,0(3)Ν7] μελετήθηκε με φασματοσκοπικές τεχνικές, 1Ρ 1Η-ΝΜΚ, 

005Υ  και ΝΟΕ5Υ. Η μελέτη αυτή έδειξε ότι το σάκχαρο της αδενοσίνης 

Α(1) υιοθετεί διαμόρφωση 03'-θη(}ο,3ηίί, ενώ τα σάκχαρα των 
υπόλοιπων νουκλεοτιδίων διατηρούν την 02'-θηοΙο (5) διαμόρφωση, με 
την ενδιάμεση γουανίνη 0(2), να βρίσκεται εκτός της συσσώρευσης των 

γειτονικών της βάσεων (Σχήμα 22).

Αντίθετα, η αντίδραση του οίδ-ισομερούς με το παραπάνω 

εξανουκλεοτίδιο, οΙ(ΑρΟρΟρΟρΟρΤ) έδωσε ως μοναδικό προϊόν το 

μονόκλωνο 1,2 ΟΝ7,ΟΝ7 χηλικό σύμπλοκο, στο οποίο παρατηρήθηκε 

αποσυσσώρευση των βάσεων και δομή σπείρας, παρά ελικοειδής [177]. 

Στην περίπτωση αυτή δεν βρέθηκαν στοιχεία που να υποστηρίζουν 

ύπαρξη του ΑρΟ προϊόντος.
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συσσώρευσης μεταξύ των βάσεων 5'-Τ και 5 '-0  έχει διαταραχθεί. Για τα 

προϊόντα <3(ΤΟ(3Τ)ΡΙ(θη) και ά(ΤΟΟΤ)-θ8ΡΙ(ΜθΝΗ2)2, εφαρμόστηκαν 
πολλές τεχνικές ΝΜΚ, όπως ΝΟΕ, ΗΜΩΟ, ΗΟΗΑΗΑ και ΟΟΒΥ. 
Πειράματα 1Η-31Ρ ΗΜΟΟ, καθώς και πειράματα 31Ρ μιας διάστασης με 
ιχνηθέτηση 170 , βοήθησαν στην ταυτοποίηση των σημάτων 

συντονισμού των πυρήνων 31Ρ. Το μετατοπισμένο κατά 1 ρριτι περίπου 

σήμα 31Ρ σε μικρότερες τιμές πεδίου, αποδόθηκε στο άτομο φωσφόρου 
της ομάδας <3ρ<3, που συμμετέχει στον 1,2 ενδόκλωνο δεσμό με τον Ρί, 
σε αναλογία με προηγούμενες παρατηρήσεις [171]. Η μετατόπιση αυτή 
φαίνεται να σχετίζεται με τη δυνατότητα σχηματισμού δεσμού 

υδρογόνου μεταξύ μιας 5'-φωσφορικής ομάδας και ενός άμινο- 

υποκαταστάτη του συμπλόκου του Ρί. Έτσι, η μετατόπιση αυτή 

μειώνεται με τη σειρά θΠ>Ν>Ν-ΜΘ2θη>(ΝΗ3)2> Μθ2ίη>ίη>(ΜΘΝΗ2)2· 
Είναι σημαντικό το γεγονός ότι αυτή η μετατόπιση προς μικρότερες τιμές 

πεδίου δεν παρατηρείται στην περίπτωση του ίΓ3ηδ-ΡΙ(ΝΗ3)2ΟΙ2 ή 
άλλων αντικαρκινικά αδρανών ενώσεων ούτε σε περιπτώσεις όπου το 

ολιγονουκλεοτίδιο δεν περιέχει την ακολουθία ΟΟ [172].

Το φάσμα 31Ρ-ΝΜΒ της ένωσης οίδ-[Ρί(ΝΗ3)2 ά(ΤΟΤΟΟΟΤΟΤΟ)- 
Ν7(5),Ν7(6)] δείχνει επίσης την ύπαρξη σημάτων συντονισμού εκτός της 
κανονικής περιοχής (-4.0 μέχρι -4.4 ρριπ σε σχέση με το ΤΜΡ). Το 
μοντέλο αυτό δηλώνει μια παραμορφωμένη δομή. Πειράματα 
ιχνηθέτησης 170  και Η3'-31Ρ εκλεκτικής διέγερσης [173,174], έδειξαν ότι 

το σήμα μετατοπισμένο στις μικρότερες τιμές πεδίου (-2.60 ρριτι) 

αντιστοιχεί στη φωσφορική ομάδα 05ρ06, ενδεικτικό της ύπαρξης 

δεσμού υδρογόνου που σχηματίζεται από μια αμμωνία, ενώ το σήμα 
μετατοπισμένο σε μεγαλύτερες τιμές πεδίου (-4.77 ρριπ) αντιστοιχεί 

στην ομάδα 04ρ05· Ύστερα από το σχηματισμό διπλής έλικας με το 

συμπληρωματικό κλώνο, παρατηρούνται περίπου οι ίδιες αποκλίσεις για 

τα σήματα 31Ρ των δύο παραπάνω ομάδων, καθώς και παρόμοιες τιμές 

3Ληοορ για τα 0 5ρ και 04ρ, γεγονός που δείχνει πως κατά το σχηματισμό 
διπλής έλικας η δομή της περιοχής ΟρΟρΘ δεν αλλάζει σημαντικά. Τα



50

ΝΜΚ του προϊόντος με ένα άτομο Ρΐ ανά μόριο δείχνει ότι σχηματίζεται 
μόνο ένα είδος δεσμού, παρόλο που υπάρχουν δύο γουανίνες, γεγονός 
που δηλώνει προτίμηση για το ένα από τα άτομα Ν7 του μορίου.

Μελέτη των προϊόντων της αντίδρασης του οϊβρίΒΐΐη με το 

ολιγονουκλεοτίδιο οΐ(θρθρθρθ) με φασματοσκοπία υ ν  συναρτήσει του 
ρΗ και μεθόδους ενζυματικής αποικοδόμησης, έδειξε ότι το κύριο προϊόν 
είναι και σε αυτή την περίπτωση το 1,3 χηλικό, μέσω των ατόμων Ν7 

των δύο γουανινών [165].
Όταν στο (ΒΝ7(5)-(3Ν7(6) χηλικά πλατινιωμένο δεκανουκλεοτίδιο 

ά(ΤΟΤΟΘΟΤΟΤΟ) γίνει προσθήκη του συμπληρωματικού κλώνου 
οΙ(ΟΑΘΑΟΟΘΑΟΑ), σχηματίζεται το δίκλωνο προϊόν [166]. Τα ίμινο- 
πρωτόνια που συμμετέχουν στους δεσμούς υδρογόνου μπορούν να 
παρατηρηθούν σε διαλύματα Η20  σε χαμηλές θερμοκρασίες, αν και 
μετατοπισμένα άοννηίΐβΐς! σε σχέση με αυτά της μη πλατινιωμένης 

διπλής έλικας, γεγονός ενδεικτικό αλλαγής του χημικού τους 

περιβάλλοντος, που προκαλείται από το δεσμό με το μέταλλο. 

Πραγματικά, λόγω πλατινίωσης οι γουανίνες (3(5) και (3(6) δεν μπορούν 
να διατηρήσουν τον παράλληλο προσανατολισμό τους, με αποτέλεσμα 
να ελλαττωθεί η συσσώρευση μεταξύ διαδοχικών ζευγών βάσεων και να 

αλλάξει ο βαθμός προστασίας που ασκούν μεταξύ τους.

Πειράματα 1Η-ΝΜΚ, συνδυασμένα με παρατήρηση 1ϋ ΝΟΕ 

σημάτων, έδειξαν ότι στο σύμπλοκο οίδ-ΓΡΚΝΗ^οΙΓΤΟΤ0(3Τ(3ΤΟΤΟ- 
(3Ν7(5),(3Ν7(7)] η μία γουανίνη έχει διαμόρφωση δγη, ενώ η άλλη 3πΐϊ. 
Όταν στο σύμπλοκο αυτό προστεθεί ο συμπληρωματικός κλώνος του 
εντεκαμερούς, ά(0Α<3ΑΟΑΟ(3ΑΟΑ), τότε σχηματίζεται το προϊόν της 

πλατινιωμένης διπλής έλικας. Στο προϊόν αυτό η θυμίνη μεταξύ των 

θέσεων δεσμού του λευκοχρύσου βρίσκεται εκτός της διευθέτησης 

συσσώρευσης, με αποτέλεσμα το πρωτόνιο Η3 αυτής να μη συμμετέχει 

σε δεσμό υδρογόνου και το σήμα συντονισμού αυτού να παρατηρείται 

στην περιοχή μεταξύ 10-11 ρριπ. Εκτός του δεσμού υδρογόνου Τ(6)- 

Α(22) διακόπτεται επίσης και ένας δεσμός υδρογόνου μεταξύ ενός
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πλατινιωμένο συμπληρωματικό κλώνο προς σχηματισμό διπλής έλικας. 
Σε αντιδράσεις μεταξύ του οίδρΐ3ίίη και ακέραιων ολιγονουκλεοτιδίων 
διπλής έλικας, η δίκλωνη δομή αλλοιώνεται κάτω από τις συνθήκες της 

αντίδρασης [27].
Το 1973 ο δϊ9ΐβΓ και οι συνεργάτες του μελέτησαν την αντίδραση 

μεταξύ των οΐδ- και ΐΓβηδ-ΡΚΝΗ^ΟΙϊ με το πολυνουκλεοτίδιο ροΙγ(Α) σε 
αραιά υδατικά διαλύματα. Σε αναλογία Ρί/ροΙγ(Α) μεγαλύτερη του 0.5, η 
αντίδραση οδηγεί σε σχηματισμό ιζήματος πολυμερούς, που οφείλεται 
στη δημιουργία διαμοριακών διασταυρούμενων δεσμών, ενώ σε 

μικρότερες αναλογίες επικρατούν οι ενδομοριακοί διασταυρούμενοι 
δεσμοί με δύο βάσεις του πολυμερούς [159]. Η ομοιότητα στην 
αντίδραση των δύο ισομερών οδήγησε στην υπόθεση ότι η διαφορά στη 
βιολογική τους εκλεκτικότητα δεν οφείλεται στη δημιουργία 
διασταυρούμενων δεσμών.

Κινητική μελέτη της αντίδρασης του αδρΐ3ίϊη με τα 

πολυνουκλεοτίδια ροΙγ(ιΆ), ροΙγ(Γθ) και ροΙγ(Γθ) έδειξε ότι η δεσμική 
συγγένεια του οίδρίβίίη ως προς τα ομοπολυνουκλεοτίδια είναι 
μεγαλύτερη από αυτή ως προς τα μονονουκλεοτίδια και ότι το μέγεθος 
της σταθερός σχηματισμού δεσμού αυξάνεται με τη σειρά: 

ροΙγ(Γθ)<ροΙγ(ΓΑ)<ροΙγ(Γ(3). Σε κάθε περίπτωση ένα μόνο μόριο οΐδρΐ3ίΐη 
είναι συνδεδεμένο με ένα νουκλεοτίδιο του πολυμερούς [160].

Η στοιχειομετρική αντίδραση του μονόκλωνου εξανουκλεοτιδίου 

ά(ΤΟΘΟΟΑ) με το οίδ-[Ρί(ΝΗ3)2(Η20)2](Νθ3)2, σε ρΗ=5.5-6, όπως 
μελετήθηκε '  με χρωματογραφία πηκτής υψηλής πίεσης και 
φασματοσκοπία ΝΜΚ, δίνει ένα μόνο προϊόν, το χηλικό ΟΝ7-ΟΝ7. Η 

σταθερά σύζευξης όγχ για ένα από τα σάκχαρα των γουανοσινών είναι 

σχεδόν ίση με το μηδέν, δηλαδή η γουανοσίνη αυτή, που προφανώς 

είναι η 5'-γουανοσίνη, έχει διαμόρφωση τύπου Ν. Σημαντική είναι η 
παρατήρηση πως ακόμα και σε συνθήκες που το εξανουκλεοτίδιο έχει 
δομή διπλής έλικας, το μόνο μονομερές σύμπλοκο του λευκοχρύσου 

που σχηματίζεται είναι το παραπάνω μονόκλωνο χηλικό [161]. Ανάλογη
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δύο άλλων βάσεων, οι οποίες σχηματίζουν μεταξύ τους γωνία 180° για 

το ίΓ3Π3·ισουερές και 90° για το οίδ-ισομερές. Στο προϊόν προσθήκης 

του οίδ-ισομερούς οι δύο γουανοσίνες αποκτούν δαμόρφωση Ν σε 
ποσοστό 50%, λόγω της πλατινίωσής τους, ενώ στο Ιτοηδ-ισομερές η 
0(1) αποκτά διαμόρφωση σχεδόν 100% Ν και η 0(3) 50% Ν. Η μεγάλη 

διαφορά από την ισορροπία, που παρατηρείται για τη γουανοσίνη 0(1) 

οφείλεται κυρίως στο σχηματισμό ενός “τεντωμένου” χηλικού δακτυλίου 
με το ΐΓοηδ-ισομερές. Οι διαφορές αυτές μεταξύ των δύο ισομερών 
πρέπει να παίζουν σημαντικό ρόλο στην αναγνώριση των προϊόντων 
προσθήκης από τις πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν βλάβες στο ϋΝΑ 

[152].
Όταν το αδρίθΐΐη αντιδρά με το τρινουκλεοτίδιο ά(ΟρΑρΟ) δύο 

κύρια προϊόντα ανιχνεύονται, το ^ -Ρ Ι(Ν Η 3)2[ά(ΟρΑρΟ)-Ν7(1),Ν7(3)] 
(80%) και το οίδ-ΡΙ(ΝΗ3)2[€ΐ(ΟρΑρΟ)-Ν7(2),Ν7(3)] (20%). Η αναλογία 
των προϊόντων ήταν ανεξάρτητη από τη θερμοκρασία ή το βαθμό 

υδρόλυσης του αδρΐ3ίίη. Η παρατήρηση ότι σχηματίζεται μόνο το χηλικό 

ΑΟ και όχι το ΟΑ συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες και μπορεί να 

εξηγηθεί με βάση τη γεωμετρία του τρινουκλεοτιδίου [153]. Μελέτες 

μοριακής μηχανικής έδειξαν ότι η δημιουργία δεσμού στην ακολουθία 
ΑρΟ ευνοείται κατά 28 Κϋ γτίοΓ1 έναντι του δεσμού στην ακολουθία ΟρΑ, 
λόγω ευνοϊκού σχηματισμού δεσμού υδρογόνου μεταξύ μιας αμμωνίας 
και του οξυγόνου 06 της 3'-γουανίνης στην πρώτη περίπτωση και μη 

ευνοϊκής αλληλεπίδρασης μεταξύ του μορίου της αμμωνίας και μιας 

αμινομάδας της 3'-αδενίνης στη δεύτερη περίπτωση [154].

Το προϊόν προσθήκης μεταξύ του μονοδοντικού συμπλόκου 

Ρΐ(οΙιβη)2+ και του τρινουκλεοτιδίου ά(ΑρΟρΑ), αδ-Ρί(άίΘη)[ά(ΑρΟρΑ)- 
Ν7(2)], αντιπροσωπεύει ένα μοντέλο του ενδιάμεσου προϊόντος (πρώτο 

βήμα) της αντίδρασης του οίδρΐ3ίίη με το ϋΝΑ. Η δομή του προϊόντος 

αυτού μελετήθηκε στη στερεά φάση και σε διάλυμα, με τεχνικές 

περίθλασης ακτίνων-Χ και με φασματοσκοπία ΝΜΡ αντίστοιχα [155]. Σε 

διάλυμα, οι ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της γουανίνης και της
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μελέτη (1Η-ΝΜΚ σε 500 ΜΗζ) του προϊόντος αυτού έδωσε στοιχεία για 

τη διαμόρφωση και τη δομή του [146]. Το ποσοστό της διαμόρφωσης Ν 

γύρω από το γλυκοζιτικό δεσμό αυξάνει για τις δύο γουανοσίνες, ενώ 
μένει σχεδόν σταθερό για τη μη ενταγμένη κυτιδίνη. Οι δύο γουανοσίνες 
αποκτούν διαμόρφωση δγη ή 3ηίί και έρχονται κοντά η μία με την άλλη 

(αυξημένη συσσώρευση) με αποτέλεσμα η κυτιδίνη να μην αποτελεί πια 
τμήμα της συσσωρευμένης διευθέτησης των βάσεων και έτσι η έλικα να 

μικραίνει στο μήκος κατά μια βάση. Αυτό προκαλεί τοπική 

παραμόρφωση του ϋΝΑ.
Και η αντίδραση του ΐι^πδ-ΡΚΝΗ^ΟΙ με το ά(θρθρθ) μελετήθηκε 

με φασματοσκοπία ΝΜΡ [147]. Το κύριο προϊόν είναι το χηλικό ΐΓ3Πδ- 

[Ρί(ΝΗ3)2{ά(ΟρΟρΟ)}], στο οποίο το μέταλλο συνδέεται με το άτομο Ν7 
των δύο γουανινών, σχηματίζοντας έναν 1,3-ενδοκλωνικά 

διασταυρούμενο δεσμό. Η κυτιδίνη βρίσκεται εκτός συσσώρευσης των 

βάσεων. Η διαμόρφωση του 5'-σακχάρου είναι τύπου Ν (03'-θηάο), 
φαινόμενο που δεν παρατηρείται στην αντίδραση του οίδ-ισομερούς με 
το ίδιο τρινουκλεοτίδιο και η πληροφορία αυτή σχετίστηκε με την 

απουσία αντικαρκινικής δράσης του ίτβηδ-ισομερούς.

Στη συνέχεια μελετήθηκε η αντίδραση του οΐδρίθίίη με το 

τρινουκλεοτίδιο ά(θρθρθ) με φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού 
συντονισμού (1Η-, 130-, 31Ρ-ΝΜΚ) [148]. Απομονώθηκε το χηλικό 
προϊόν ο|δ-Ρί(ΝΗ3)2{εΙ(ΟρΟρΟ)}, στο οποίο οι θέσεις δεσμού του 

μετάλλου είναι τα άτομα αζώτου Ν7 των δύο γουανινών, αφού δεν ήταν 

δυνατό να παρατηρηθεί πρωτονίωση του αζώτου Ν7 μετά την 

πλατινίωση, ενώ το ρΚ3 του αζώτου Ν1 μειώθηκε στο 8.5 από 9.2 για το 

μη πλατινιωμένο ανάλογο. Το 5'-σάκχαρο είχε διαμόρφωση τύπου Ν 

(100%), σε αντίθεση με τη διαμόρφωση 5 τύπου για το ελεύθερο ϋΝΑ. 
Οι δύο γουανοσίνες είχαν διαμόρφωση 3η1ί και ήταν σχεδόν κάθετες 

μεταξύ τους, λόγω της επίπεδης τετραγωνικής γεωμετρίας γύρω από το 

κέντρο του λευκοχρύσου. Στο σχήμα 20 φαίνεται η δομή του 

συμπλόκου, όπως διευκρινίστηκε ύστερα από κρυσταλλογραφία
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αντίδρασης τόσο στο πρώτο όσο και στο δεύτερο βήμα της. Ειδικά στην 
περίπτωση των δευτεροταγών αμινών, παρατηρείται μικρή ταχύτητα. 

Βρέθηκε ότι η ταχύτητα της αντίδρασης μειώνεται με τη σειρά 
ΝΗ3>ΒΝΗ2>Ρ2ΝΗ. Η δημιουργία δεσμού υδρογόνου μεταξύ της 

αμινομάδας και της φωσφορικής ομάδας φαίνεται και σε αυτή την 
περίπτωση να παίζει σημαντικό ρόλο στην ταχύτητα της αντίδρασης 
τόσο στο πρώτο όσο και στο δεύτερο βήμα. Είναι πιθανό, 
υποκατεστημένα παράγωγα του οΐδρίβΐϊη, τα οποία παρουσιάζουν πολύ 
μικρές ταχύτητες στο σχηματισμό χηλικών συμπλοκών, να μη διαθέτουν 
αντικαρκινική δράση (όπως για παράδειγμα το [Ρΐ(άίθπ)ΟΙ]ΟΙ [142]) και 

είναι ακόμα πιθανό η ύπαρξη ογκωδών υποκαταστατών να σχετίζεται με 
τη μειωμένη δραστικότητα των παραγώγων αυτών.

Σχήμα 19: Κρυσταλλική δομή του μορίου του συμπλόκου οίδ- 

[(ΝΗ3)2Ρί{φΟρ(Β)}].

Τέλος, πρέπει να αναφέρουμε μια πρόσφατη μελέτη που αφορά 

στην κινητική και στη δομή των προϊόντων της αντίδρασης διπυρηνικών 
ενώσεων λευκοχρύσου του τύπου [{ΙΐΈ^-ΡίΟΙ(ΝΗ3)2}2{μ- 

Η2Ν (Ο Η 2)ηΝΗ2}]2+ (η=2-6), με το δινουκλεοτίδιο ο!(0ρθ) [143]. Τα

13 3
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Εντατική φασματοσκοπική (1Η-ΝΜΚ) μελέτη της παραπάνω 
αλληλεπίδρασης ύ(θρθ) με οΐδ-ΟϋΡ, οδήγησε στον ακριβή υπολογισμό 
των σταθερών σύζευξης (ϋ-οουρΙίηςδ) μεταξύ πρωτονίων και 
πρωτονίου-φωσφόρου. Η ανάλυσή τους έδειξε ότι ο δακτύλιος της 

δεοξυριβόζης στο 5'-άκρο του συμπλόκου του δινουκλεοτιδίου έχει 
διαμόρφωση 100% Ν (03'-θπο1ο). Αντίθετα, το 3'-άκρο έχει τη συνήθη 
διαμόρφωση για τις δεοξυριβόζες, δηλαδή περίπου 70% 5 (02'-θηάο) 
διαμόρφωση. Η παρατήρηση αυτή φαίνεται να συμπληρώνει τα 
προηγούμενα αποτελέσματα και οδηγεί ακόμα στο συμπέρασμα ότι ο 
σχηματισμός χηλικού συμπλόκου από τον Ρί(ΙΙ) σε μια ακολουθία - 
οΙΟρεΙΟ- απαιτεί αλλαγή διαμόρφωσης μιας δεοξυριβόζης και συνεπώς 
μια παραμόρφωση στον ένα κλώνο της διπλής έλικας του ϋΝΑ [138].

Η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου 0!5-[Ρί(ΝΗ3)2{ά(ρΟρΟ)}], το 
οποίο φαίνεται να είναι το επικρατέστερο προϊόν της αντίδρασης του 
αδρΐ3ΐΐη με το ϋΝΑ, έδωσε πιο συγκεκριμένη μορφή στις παραπάνω 

παρατηρήσεις και συμπεράσματα [125,139]. Το μόριο κρυσταλλώθηκε 

σε δύο τύπους, όπου το μέταλλο συνδέεται με επίπεδο τετραγωνικό 
τρόπο με δύο μόρια αμμωνίας σε θέση οίδ και δύο άτομα Ν7 γουανίνης 
του ίδιου δινουκλεοτιδίου, αναγκάζοντας τις δύο βάσεις να 
αποσυσσωρευτούν, με αποτέλεσμα οι δίεδρες γωνίες μεταξύ τους να 

έχουν τιμές από 76.2° μέχρι 86.8°. Παρόλα αυτά, οι βάσεις συνεχίζουν 

να έχουν προσανατολισμό ήθ30ΐ-ίο-ΐΊθ3ά και 3πίί-3πίΐ. Ο δακτύλιος του 

σακχάρου της βάσης στο 5'-άκρο του δινουκλεοτιδίου υιοθετεί 
διαμόρφωση- 0 3 '-θηάο, χαρακτηριστική του Α-ϋΝΑ, ενώ ο δακτύλιος 
στο 3'-άκρο έχει διαμόρφωση 02 '-θιίο1ο χαρακτηριστική του Β-ϋΝΑ. 

Σημαντικό στοιχείο είναι ότι το σύμπλοκο σταθεροποιείται με το 

σχηματισμό ενδομοριακού δεσμού υδρογόνου μεταξύ ενός πρωτονίου 

της αμμωνίας και ενός ατόμου οξυγόνου της τελικής 5'-φωσφορικής 

ομάδας ή ενός ατόμου 06 της γειτονικής γουανίνης (Σχήμα 19).
Προκειμένου να εξακριβωθεί ο λόγος για την απουσία χηλικού 

προϊόντος λευκοχρύσου και ΟρΑ σε αντίθεση με την ύπαρξη τέτοιου
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3.2. Αλληλεπιδράσεις Ρΐ(ΙΟ και Ρό(\\) υε ολινονουκλεοτίδια

3.2.1. Δινουκλεοτίδια

Από τις πρώτες μελέτες αλληλεπίδρασης Ρί(ΙΙ) με δινουκλεοτίδια 

ήταν αυτή της αντίδρασης των οΐδ, ΐΓθηβ-ΡΚΝΗ^ΟΙϊ και οίβ, Ιγ3Π5- 

Ρί(θπίΓπ)20ΐ2 (θπίιτι=αιθυλενιμίνη) με Α3'ρ5Ά, Α2'ρ5Ά, Α3'ρ5Ό, 
Α2'ρ5Ό και Α3'ρ5Ό, με τη βοήθεια της τεχνικής κυκλικού διχρωϊσμού 
(Οϋ) συναρτήσει της θερμοκρασίας και του ρΗ [133]. Ανιχνεύτηκαν 
προϊόντα, όπου το μέταλλο ήταν χηλικά συνδεδεμένο (1,2-ΕΔΔ) με τις 
δύο βάσεις του δινουκλεοτιδίου, στα οποία διατηρόταν η συσσώρευση 

των βάσεων, μόνο για τα οίδ-ισομερή και μόνο για τα δινουκλεοτίδια 
Α3'ρ5Ά και Α3'ρ5Ό. Τα ίτΒηδ-ισομερή λόγω στερεοχημικής 
παρεμπόδισης δεν μπορούσαν να σχηματίσουν τέτοιους 1,2 δεσμούς.

Πειράματα 1Η-ΝΜΡ και κυκλικού διχρωϊσμού κατά την 

αλληλεπίδραση α 5-[Ρί(ΝΗ3)2(Η20 )2](Ν03)2 με τα δινουκλεοτίδια ΙρΙ, 
ΟρΟ, ΑρΑ, ΟρΟ και ΑρΟ, έδειξαν ότι τα τρία πρώτα ομοδινουκλεοτίδια 

σχηματίζουν Ν(7)-Ν(7) χηλικά σύμπλοκα με το Ρί(ΙΙ). Τα ΙρΙ και ΟρΟ 

δίνουν μόνο ένα χηλικό προϊόν, ενώ το ΑρΑ δίνει περισσότερα 
προϊόντα, λόγω της ανταγωνιστικής δράσης του αζώτου Ν1 [134]. Στα 
παραπάνω χηλικά σύμπλοκα η συσσώρευση των βάσεων είναι μεγάλη 
και φαίνεται ότι ο σχηματισμός χηλικού συ μπλόκου μεταξύ δύο 

γειτονικών γουανινών προϋποθέτει αποσύνθεση (παραμόρφωση) του 

ϋΝΑ. Στην αντίδραση με ΟρΟ παίρνουμε μίγμα τριών προϊόντων και η 
κυτοσίνη αν και δεν αναμενόταν, φαίνεται να έχει μεγαλύτερη συγγένεια 

με τον Ρΐ(ΙΙ) από τη γουανίνη, αφού και στα τρία προϊόντα παρατηρείται 
σχηματισμός δεσμού μετάλλου-κυτοσίνης μέσω του αζώτου Ν3 αυτής. 

Τα δυο προϊόντα είναι ισομερή του τύπου [Ρί(ΝΗ3)2(ΟρΟ)ΟΙΓ\ 
συσσωρευμένης διαμόρφωσης 3ηίί-3ηίί, όπου το μέταλλο συνδέεται 

μόνο με την κυτοσίνη. Το τρίτο προϊόν είναι τό χηλικό Ν(7)0-Ν(3)0, στο 

οποίο ο δακτύλιος της γουανοσίνης έχει διαμόρφωση δγη, με
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Πειράματα πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού με ετεροπυρήνες 

μπορούν να διευκολύνουν την απόδοση των σημάτων συντονισμού των 
πρωτονίων και συγχρόνως να παρέχουν χρήσιμες πληροφορίες για τη 
δομή των νουκλεϊνικών οξέων, μέσω των ετεροπυρηνικών σταθερών 

σύζευξης. Για μεγαλύτερα ολιγομερή του ϋΝΑ και ειδικά του ΚΝΑ δεν 
είναι δυνατό να βασιστούμε μόνο σε ομοπυρηνικές τεχνικές, λόγω του 
ότι πολλά σήματα συντονισμού των πρωτονίων αλληλεπικαλύπτονται. 
Επίσης, για ασυνήθιστες δομές νουκλεϊνικών οξέων (πχ. τριπλή έλικα, 

τετραπλή, ιδιαιτερότητες της δομής του ΚΝΑ, αλλαγές που 
προκαλούνται από μεταλλικά ιόντα), η συνηθισμένη τεχνική 
αλληλοδιαδοχικής ταυτοποίησης με χρήση του αποτελέσματος 
ΟνθΓήθϋδθΓ, μπορεί να αποδειχτεί ανεπαρκής, λόγω της απουσίας 
συγκεκριμένων ΝΟΕ σημάτων. Ευτυχώς, υπάρχουν αρκετές 

εναλλακτικές τεχνικές, οι οποίες βασίζονται σε ετεροπυρηνικές, μέσω 
δεσμών (ϋ-οουρΠπ9), συζεύξεις με μεγαλύτερη διασπορά των χημικών 
μετατοπίσεων (130 και 15Ν), έτσι ώστε να αντιμετωπίσουμε το πρόβλημα 

της αλληλεπικάλυψης και οι οποίες προσφέρουν τη δυνατότητα να 

πραγματοποιήσουμε διαδοχική ταυτοποίηση (1Η, 130, 15Ν και 31Ρ) μη 

βασιζόμενη στο φαινόμενο ΝΟΕ και συνεπώς μη εξαρτόμενη τόσο από 
συγκεκριμένες παραδοχές δομής.

Εφαρμόζοντας τις αντίστροφες (1Η-ανίχνευσης) παραλλαγές των 

ετεροπυρηνικών πειραμάτων, μπορούμε να ξεπεράσουμε το πρόβλημα 

της μικρής περιεκτικότητας σε πυρήνες (130 και 15Ν). Πολλά πειράματα 

ετεροπυρηνικής συσχέτισης με 1Η-ανίχνευση, όπως ετεροπυρηνικής 

πολυκβαντικής συνοχής (Μθΐ8ΓοηυοΙθ3Γ ιτιυΐίΐρΐβ ςυβηίυηι οοΜθγθιίοθ, 

ΗΜΟΟ) [115-117], ετεροπυρηνικής μονοκβαντικής συνοχής 

(ΙΐθίθΓοηυοΙθ3Γ δΐιτιρΙθ-ςυ3ηίυΓη οοΙίθγθγιοθ, Η3ΩΟ) [118] και 

ετεροπυρηνικής συσχέτισης πολλαπλών δεσμών (ΜθίθΓοηυοΙ©3Γ 

ιτιυΙΙΐρΙβ &οηϋ οοΓΓβΐ3ίίοπ, ΗΜΒΟ) [119] έχουν εφαρμοστεί για ολιγομερή

3.1.4. Φασυατοσκοπία ετεοοπυοήνων. Χ-ΝΜΚ (Χ= 130 . 15Ν .31Ρ)
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ολιγομερούς, στο οποίο ανήκει [108-111]. Η ενίσχυση του σήματος 
λόγω του φαινομένου 0ν©Γΐΐ3υδθΓ, οφείλεται σε αποδιέγερση διπόλου- 
διπόλου (μέσω του χώρου) μεταξύ των πυρήνων. Η σχέση μεταξύ των 

ρυθμών ανάπτυξης των ΝΟΕ σημάτων σ̂  είναι αντιστρόφως ανάλογη 

των διαπυρηνικών αποστάσεων μεταξύ των πυρήνων ΐ και ] (Π]) και 

μάλιστα, σ̂  ιγ6. Η πολύ ισχυρή εξάρτηση του ρυθμού ανάπτυξης των 

ΝΟΕ5Υ σημάτων από τη διαπυρηνική απόσταση κάνει σχεδόν αδύνατη 
την παρατήρηση σήματος για ένα ζεύγος πυρήνων σε απόσταση μεταξύ 

τους μεγαλύτερη των 5 Α [110,112].

Κανονικά, η αλληλοδιαδοχική ταυτοποίηση ενός 
ολιγονουκλεοτιδίου βασίζεται σε συγκεκριμένες παραδοχές δομής, 
εκείνες της διαμόρφωσης μιας διπλής έλικας τύπου Β-ϋΝΑ [108,111]: 
μια νουκλεοβάση σε ένα περιβάλλον Β-ϋΝΑ, υιοθετεί έναν 

προσανατολισμό 3ττίϊ ως προς το δακτύλιο του σακχάρου, ενώ η 
διαμόρφωση της ριβόζης είναι 02'-θποΙο. Το κρίσιμο σημείο της 
στρατηγικής της αλληλοδιαδοχικής ταυτοποίησης είναι ότι υπό τις 
παραπάνω παραδοχές δομής, υπάρχουν μικρές (<5 Α) 
διανουκλεοτιδιακές αποστάσεις πρωτονίων.

Όλα τα πρωτόνια των ριβοζών και των βάσεων μπορούν να 

αποδοθούν στο σωστό νουκλεοτίδιο του ολιγομερούς, συνδέοντας δια- 

και ενδο-κλωνικά Η6/Η8-ΗΓ ΝΟΕ5Υ σήματα. Το “μονοπάτι” που 

διατρέχει ένα ολιγονουκλεοτίδιο συναντά κάθε πρωτόνιο Η1'. 

Εναλλακτικά, τα σήματα που αφορούν στα πρωτόνια Η2'και Η2" 
μπορούν εξίσου να χρησιμοποιηθούν και συχνά παρέχουν πολύτιμες 

συμπληρωματικές πληροφορίες. Η πορεία της αλληλοδιαδοχικής 

ταυτοποίησης φαίνεται στο σχήμα 18 για το δωδεκαμερές 

[ά(ΟΟΟΘΑΑΤΤΟΟΟΟ)]2 και το σύμπλοκό του με Η9(ΙΙ) [113].
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Η μελέτη της δομής των ολιγονουκλεοτιδίων, καθώς και των 
αλληλεπιδράσεών τους με μεταλλικά ιόντα έχει πραγματοποιηθεί κυρίως 
με τη βοήθεια της φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού 
(ΝΜΚ). Η διαθέσιμη τεχνολογία σήμερα μας παρέχει “εξεζητημένες” 

μεθόδους πολυδιάστατης και πολυπυρηνικής φασματοσκοπίας, 

χρήσιμες στις μελέτες αυτές και αφορούν κυρίως: τον προδιορισμό των 
θέσεων δεσμού ενός μεταλλοϊόντος στα ολιγομερή του ϋΝΑ, την 
επίδραση του δεσμού του μεταλλοϊόντος στη δομή της διπλής έλικας του 
ϋΝΑ και τη σχέση μεταξύ της σύνθεσης των βάσεων και του τρόπου 

σύνδεσης του μετάλλου [102].
Το πρώτο βήμα για να πάρουμε ποιοτικές όπως και ποσοτικές 

πληροφορίες από τα ΝΜΚ φάσματα ενός ολιγονουκλεοτιδίου είναι να 
ταυτοποιήσουμε τα σήματα συντονισμού. Για παράδειγμα, το 

δωδεκανουκλεοτίδιο [ά(ΟΘ0ΟΑΑΤΤ0<30<3)]2, το οποίο έχει μορφή 
διπλής έλικας, παρουσιάζει 84 σήματα συντονισμού για τα πρωτόνια 
των ριβοζών, 18 σήματα συντονισμού για τα πρωτόνια των βάσεων και 

2 σήματα συντονισμού για τα πρωτόνια των μεθυλικών ομάδων των 
θυμινών, τα οποία παρατηρούνται όταν το δωδεκαμερές διαλυθεί σε 
διαλύματα ϋ 20. Επίσης, αλλάζοντας το ϋ 20. με Η20, μπορούμε να 
παρατηρήσουμε τα 6 σήματα συντονισμού για τα ίμινο πρωτόνια, που 
συμμετέχουν στους δεσμούς υδρογόνου της \Λ/3ίδοη-ΟποΙ< διπλής 

έλικας, καθώς και μερικά από τα 20 σήματα συντονισμού για τα 
πρωτόνια των αμινομάδων.

Η εξάρτηση από το ρΗ των σημάτων συντονισμού των μη 
ανταλλασσομένων πρωτονίων των βάσεων χρησιμοποιείται για να 

διευκρινήσουμε τις θέσεις δεσμού του μετάλλου (λευκοχρύσου), αφού 

ύστερα από την πλατινίωση δεν είναι δυνατό να παρατηρηθεί 

πρωτονίωση της βάσης στη θέση που αυτή συνδέεται με το 

λευκόχρυσο. Επίσης, οι τιμές ρΚ3 των άλλων πρωτονίων της βάσης

3.1. Φασυατοσκοπικέ(ΐ υέθοδοι



Λμ Ο
\ ’ νΟ /

^  Ο
» - -ο .

Σχήμα 14: Η ραχοκοκκαλιά ενός πολυνουκλεοτιδίου, που δείχνει 
ζεύγη βάσεων και τη σύνδεσή τους με τις φωσφορικές ομάδες και 
σάκχαρα.
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Σχήμα 15: Δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των ζευγών βάσεων στο ϋΝΑ.
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3. ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕΤΑΛΛΩΝ ΜΕ ΟΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΑ

Το 1953 οι ϋ. ϋ. \Λ/3ί5οη και Ρ. ΟποΚ πρότειναν τη δομή της 
διπλής έλικας για το ϋΝΑ, στηριζόμενοι σε φωτογραφίες ινών ϋΝΑ, με 
τεχνικές περίθλασης ακτίνων-Χ [94]. Η ραχοκοκκαλιά του κάθε κλώνου 

της έλικας αποτελείται από διαδοχικά μόρια φωσφορικού οξέος και 

δεοξυριβόζης, προς το εσωτερικό δε του μορφώματος προεξέχουν οι 
αζωτούχες βάσεις έτσι ώστε απέναντι από κάθε αδενίνη να βρίσκεται μια 
θυμίνη και απέναντι από κάθε γουανίνη μια κυτοσίνη (Σχήμα 14). 
Μεταξύ των βάσεων κάθε ζεύγους αναπτύσσονται δεσμοί υδρογόνου, 

δύο στο ζεύγος αδενίνης-θυμίνης και τρεις στο ζεύγος γουανίνης- 

κυτοσίνης (Σχήμα 15). Οι δύο κλώνοι της έλικας είναι συμπληρωματικοί 
μεταξύ τους και αντιπαράλληλοι, δηλαδή η 3'-5' κατεύθυνση των 
φωσφοδιεστερικών δεσμών είναι αντίθετη στους δύο κλώνους. 
Υπάρχουν δύο βασικοί τύποι της διπλής έλικας: η Β-μορφή, η οποία 

είναι σταθερή σε συνθήκες υψηλής υγρασίας (92%) και η Α-μορφή, η 

οποία επικρατεί όταν η υγρασία πέφτει στο 75%. Και οι δύο μορφές είναι 

δεξιόστροφες (Σχήμα 16). Στη μορφή Β-ϋΝΑ υπάρχουν 10 βάσεις ανά 
στροφή της έλικας, σε απόσταση 3.4 Α μεταξύ δύο ζευγών της έλικας 

(βήμα της έλικας), ενώ στο Α-ϋΝΑ υπάρχουν 11 βάσεις ανά στροφή της 
έλικας και το βήμα αυτής είναι 2.9 Α. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι στο 

Β-ϋΝΑ η κλίση (γωνία) του επιπέδου των βάσεων με το επίπεδο κάθετο 

στον άξονα της έλικας είναι σχεδόν 0°, ενώ στο Α-ϋΝΑ η κλίση είναι 
μεταξύ 13-19°

Τα δύο σημεία επαφής ενός ζεύγους βάσεων με τους δακτυλίους 

των σακχάρων δεν βρίσκονται ακριβώς απέναντι το ένα στο άλλο επί 

μήκους του ζεύγους και αυτό είναι σημαντικό για τη γεωμετρία της 

διπλής έλικας του ϋΝΑ. Η περιοχή του ζεύγους των βάσεων κατά μήκος 

της οποίας η γωνία μεταξύ των επαφών τους είναι μικρότερη από 180° 

ονομάζεται μικρή αύλακα και αυτή κατά μήκος της οποίας σχηματίζεται 
γωνία μεγαλύτερη των 180° ονομάζεται μεγάλη αύλακα (Σχήματα 15,
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το μέταλλο μέσω αμινομάδας και καρβοξυλομάδας, οδήγησαν στο 
συμπέρασμα ότι τα χηλικά συνδεόμενα αυτά αμινοξέα μπορούσαν να 
αντικατασταθούν σε πολλές περιπτώσεις, με αποτέλεσμα την 
απομόνωση συμπλοκών 1:2 του τύπου οΐδ- 
[(ΝΗ3)2Ρί(ηυοΙθθ&3δβ)2](Ν03)2. Έτσι, το σύμπλοκο οίδ-[(ΝΗ3)2Ρί(9- 
ΜθΑ)2](Ν03)2 με τους δύο αδενινικούς δακτυλίους να συνδέονται μέσω 
αζώτου Ν7, απομονώθηκε για πρώτη φορά και έγινε εφικτή η λύση της 

δομής του [89].
Ο Κή3η και οι συνεργάτες του συνέθεσαν οίδ-τριαδικά σύμπλοκα 

Ρΐ(ΙΙ) με διάφορα αμινοξέα και τους νουκλεοζίτες αδενοσίνη, γουανοσίνη, 
ινοσίνη, κυτιδίνη και ουριδίνη. Και πάλι έδειξαν ότι η γουανοσίνη και η 

αδενοσίνη συνδέονται μέσω του αζώτου Ν7, ενώ η ινοσίνη μέσω του 
αζώτου Ν1. Οι πυριμιδινικοί νουκλεοζίτες συνδέονταν μέσω του αζώτου 

Ν3 και τα αμινοξέα μονοδοντικά μέσω της αμινομάδας τους [90,91].
Πρόσφατα, ο Οίβδοη και οι συνεργάτες του μελέτησαν κινητικά το 

σχηματισμό τριαδικών συμπλοκών Ρί(ΙΙ) με τα μονονουκλεοτίδια 5'- 

(ΒΜΡ, 3'-ΟΜΡ και 5'-ά(3ΜΡ και τα αμινοξέα Να-ΒΟΟ-1-ιστιδίνη, Να- 

ΒΟΟ-ί-μεθειονίνη και 1- 

μεθυλιμιδαζόλιο (1-ΜθΙγπ) [92].
Τα σύμπλοκα του τύπου 

[ΡϊΑγπ2(1)ΟΙ]+, όπου Αγπ2 = οΐδ- ή 

ίΓ3ηδ-(ΝΗ3)2 ή αιθυλενοδιαμίνη 
(θπ) και !_ = 1-ΜθΙπί ή Να-ΒΟΟ-
1-Ηϊδ-Ν3, αντιδρούν με τα 

μονονουκλεοτίδια ττρος
σχηματισμό συμπλοκών του 

τύπου ΡΙΑηΊ2(ί-)(ηυοΐ6θίίοΐΘ). Τα 

5' νουκλεοτίδια αντιδρούν πιο 

γρήγορα από τα αντίστοιχα 3 \
Το οίδ-[ΡίΑΓη2(1-ΜθΐΓη-Ν3)ΟΙ]+

Σχήμα 13: Κρυσταλλική δομή του
αντιδρά ταχύτερα από το ίΓ3Πδ

μορίου του συμπλόκου οί3-ίΡ1(ΝΗ^(1-
Μθυ)(9ΐγ-Ν)]0ΙΟ4.Η2Ο.

0 (6 )
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συνδέονταν με το άζωτο Ν3, η πυριμιδινική και με το άζωτο Ν7 η 
πουρινική. Τα αμινοξέα ήταν μονοδοντικά συνδεδεμένα μέσω της 
αμινομάδας τους. Στην περίπτωση των συμπλοκών με 1- 
μεθυλοκυτοσίνη (1-ΜθΟ), παρατηρήθηκε η ύπαρξη ισομερών εκ 

περιστροφής γύρω από το δεσμό ΡΙ-Ν3, τα οποία παρέμεναν στο 

διάλυμα ακόμα και σε θερμοκρασία 90°0. Οι υδρόφοβες 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ της αλειφατικής αλυσίδας των αμινοξέων και 
του δακτυλίου της νουκλεοβάσης παρουσιάζονταν αυξημένες καθώς 
αυξανόταν η πλευρική αλυσίδα των αμινοξέων. Παρόλα αυτά ήταν 

μικρότερης έντασης από αυτές που παρατηρήθηκαν σε ανάλογα 

τριαδικά συστήματα Ρί(ΙΙ) και Ρά(ΙΙ). Η κρυσταλλική δομή του 
συμπλόκου ^ - [(Ν Η 3)2Ρί(1-Μ80)(0Ιγ)]Ν03 μελετήθηκε με την τεχνική 
περίθλασης ακτίνων-Χ (Σχήμα 11). Η δομή δεν έδειξε την ύπαρξη 
υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων στην περίπτωση αυτή, γεγονός που 
αναμενόταν, εφόσον υποκαταστάτης ήταν η γλυκίνη. Τα παραπάνω 

επιβεβαιώθηκαν και με την κρυσταλλική δομή του συμπλόκου 1Γ3Π5- 

[(0Η3ΝΗ2)2Ρί(1-Μθ0)(0Ιγ)]ΝΟ3 [85] (Σχήμα 12).

Σχήμα 11: Κρυσταλλική δομή του μορίου του συμπλόκου οίδ- 
[(ΝΗ3)2Ρί(1-Μθ0)(0Ιγ)]Ν03.

07 Θ
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Σχήμα 10: Κρυσταλλική δομή του μορίου του συμπλόκου [Ρά(9ΐγ-1-- 

Νδ)(ιτιογί)].

2.2. Τοιαδικά σύυπλοκα λευκοχρύσου

Τα τελευταία χρόνια, ο Χατζηλιάδης και οι συνεργάτες του 

μελέτησαν αρκετά τριαδικά συστήματα του Ρί(ΙΙ) με αμινοξέα-πεπτίδια 
και νουκλεοβάσεις-νουκλεοζίτες, τα οποία αναφέρονται παρακάτω:

Η μελέτη της επίδρασης διαφόρων νουκλεοζιτών στο διπυρηνικό 
σύμπλοκο του Ρί(ΙΙ) με τον μεθυλεστέρα της κυστεϊνης του τύπου 

[Ρί(ΟγδΟΜβ)ΟΙ]2 έδειξε ότι οι πουρίνες συνδέονται με το μέταλλο μέσω 

του αζώτου Ν7 ή Ν1, όταν και οι δύο θέσεις είναι διαθέσιμες (σε μεγάλες 

τιμές ρΗ) ενώ η κυτιδίνη συνδέεται μέσω του αζώτου Ν3 [80]. Σε όλες τις 
περιπτώσεις,“ ο δεσμός Ρί-Ν ήταν ασθενής, λόγω του ισχυρού ίΓ3Πδ- 

φαινομένου του απέναντι με αυτόν δεσμού ΡΙ-3. Αντιδράσεις του 

συμπλόκου ΡίΙΟΙ2, όπου I  = Ογδ(ΕΙ) ή Ογδ(Μθ), με τους νουκλεοζίτες 

ινοσίνη και γουανοσίνη, οδήγησαν σε προϊόντα του τύπου 

[Ρΐ(1)(ηυοΙ)2]ΟΙ2, στα οποία οι βάσεις συνδέονται με το μέταλλο πάλι 

μέσω του αζώτου Ν7 [81].
Η αντίδραση του δυαδικού συμπλόκου οίδ-ΡΙ(ϊηο)2ΟΙ2 με τα 

αμινοξέα ΟΙγ, 1-3Ι3, ί-Ν/31, 1-ΙΙθυ, 1-ΡΙίθ και Ι-Ργο μελετήθηκε σε
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γουανοσίνη (ς)υο) και ινοσίνη (ΐηο) και άίρθρίίάβ=9ΐγ-9ΐγ> 9·γ-·--
ν3 ΐ, 9·γ-1--·βυ [77]. Τα πεπτίδια συνδέονταν με το μέταλλο μονοδοντικά 

μέσω της τελικής αμινομάδας και οι νουκλεοζίτες μέσω του αζώτου Ν7. 

Παρατήρησαν ότι σε διάλυμα ϋ20  υπάρχουν δύο ισομερή, το “ανοιχτού” 
και το “κλειστού” τύπου, με ασθενείς και ισχυρές αλληλεπιδράσεις 
υποκαταστατών (Ιΐ93ηά-Ιΐ93Γκ1 ϊηίθΓβοίίοηδ) αντίστοιχα (Σχήμα 9). Σε 

διάλυμα ϋΜδΟ-οΙβ ευνοείται ο ανοιχτός τύπος. Ο “κλειστός” τύπος 
συμπλόκου αυξάνει σε ποσοστό καθώς αυξάνεται η πλευρική αλυσίδα 

του διπεπτιδίου. Επίσης, οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 
πρωτονίων της αλειφατικής αλυσίδας των διπεπτιδίων και του 
αρωματικού δακτυλίου της γουανοσίνης, σε υδατικά διαλύματα, 
μειώνονται καθώς απομακρυνόμαστε από τη θέση δεσμού.

Ανάλογα ισομερή “ανοιχτού” και “κλειστού” τύπου παρατηρήθηκαν 

και στη μελέτη τριαδικών συμπλοκών του τύπου α8-Ρά(9υο)2(3Γη3θ)]ΟΙ, 

όπου αιτΐ30= τα ανιόντα των αμινοξέων γλυκίνης (9>γΗ), 1-αλανίνης 
(3ΐ3Η), 1_-προλίνης (ργοΗ), 1-βαλίνης (νβΙΗ), 1-ισολευκίνης (ϋθΗ) και I -  

φαινυλαλανίνης (ρΜθΗ), τα οποία είναι χηλικά συνδεδεμένα με το 
μέταλλο μέσω της αμινομάδας και της καρβοξυλομάδας τους [78]. Σε 

αυτή τη σειρά των συμπλοκών, αντίθετα από ό,τι στην προηγούμενη, οι 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτονίων της αλειφατικής 

αλυσίδας των αμινοξέων και του αρωματικού δακτυλίου της 
γουανοσίνης, αυξάνονται καθώς απομακρυνόμαστε από τη θέση 

δεσμού.
Ο ϋρρθΓί και οι συνεργάτες του μελέτησαν φασματοσκοπικά την 

αντίδραση του δυαδικού συμπλόκου [Ρά(9ΐγ-Ι--&ί5)ΟΙ].1.5 Η20  με τις 

βάσεις 1-μεθυλοουρακίλη (ΗηιυΓ3), 1-μεθυλοκυτοσίνη (πιογί), 9- 

μεθυλοαδενίνη (γπβοΙθ), 9-αιθυλογουανίνη (Η©9υ3) και 6-μεθοξυ-9- 

μεθυλογουανίνη (Γηοητΐ9υ3) σε διάλυμα [79]. Όλες οι βάσεις συνδέονταν 

με το μέταλλο μέσω ατόμων αζώτου. Παρατηρήθηκε ο σχηματισμός 

ισομερών εκ περιστροφής καθώς και ισομερών σύνδεσης, ειδικά για της 

πουρινικές βάσεις (Ν7, Ν1 και Ν1/Ν7 σύνδεση). Διαπιστώθηκε ότι το
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είναι 0 2'-βη€ΐθ3ηίί και ευνοούνταν η διαμόρφωση 99 γύρω από τον 

εξωκυκλικό δεσμό Ο α-Ο β .

Η αλληλεπίδραση του συμπλόκου Ρά(ΙΙ)-ΟΙγΗϊ8 με κυτιδίνη και 

ΟΜΡ μελετήθηκε με φασματοσκοπία 1Η και 130-ΝΜΡ [73]. Ο 
νουκλεοζίτης Ογοί ενώνεται με το μέταλλο μέσω του αζώτου Ν3, ενώ το 
νουκλεοτίδιο ΟΜΡ μέσω του αζώτου Ν7. Ανάλυση της επίδρασης του 
αρωματικού δακτυλίου της κυτιδίνης και του ΟΜΡ στη χημική 

μετατόπιση του πρωτονίου Η2 ή του άνθρακα 02 του ιμιδαζολικού 
δακτυλίου ενίσχυσε προηγούμενες υποθέσεις [69] ότι τα επίπεδα της 
βάσης του νουκλεοζίτη ή του νουκλεοτιδίου και του ιμιδαζολικού 

δακτυλίου είναι σχεδόν κάθετα μεταξύ τους.

0 ( 8 )

Σχήμα 8: Κρυσταλλική δομή του μορίου του συμπλόκου Ρά(0Ιγ-1- 
Τγρ)(Ογά). _

Τριαδικά σύμπλοκα των ΑΤΡ και ΑΜΡ με σύμπλοκα του Ρά(ΙΙ) με 

τα διπεπτίδια 0Ιγ-1-Αΐ3, ΟΙγ-Ι-Ρ^θ και ΟΙγ-Ι-ΤγΓ, μελετήθηκαν σε 

υδατικά διαλύματα με φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΡ [74]. Τα νουκλεοτίδια 

ενώνονται με το μέταλλο είτε μονοδοντικά μέσω του αζώτου Ν1 ή του 
αζώτου Ν7 είτε διδοντικά μέσω και των δύο αζώτων Ν1 και Ν7. Η 

συμπλοκοποίηση του νουκλεοτιδίου πραγματοποιείται στη τέταρτη θέση 

του επίπεδου τετραγωνικού συμπλόκου του Ρ6(II), ενώ οι άλλες τρεις
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Επίσης στο μονομερές σύμπλοκο του τύπου Ρά-Ν1 παρατηρούνται 
ισχυρές διαμοριακές αλληλεπιδράσεις συσσώρευσης μεταξύ του 
σχηματιζόμενου μονομερούς συμπλόκου και του αρχικού συμπλόκου 
ΟΙγ-ΤγΓ-Ρά(ΙΙ). Ο δακτύλιος της πουρίνης είναι σχεδόν κάθετος προς το 

ισημερινό επίπεδο του συμπλόκου του Ρά(ΙΙ), παρόλο που ο 
αρωματικός δακτύλιος της αλυσίδας του διπεπτιδίου είναι αρκετά 

ογκώδης.
Μελέτες φασματοσκοπίας μαγνητικού πυρηνικού συντονισμού του 

συστήματος ΡοΚΙΙ^ΙγογΙ-Ι-Νδίΐάίηθ και ΑΤΡ [69], οδήγησαν στα εξής 
συμπεράσματα: Το διπεπτίδιο είναι ενταγμένο στο μέταλλο τριδοντικά, 

μέσω του Ν1 αζώτου του ιμιδαζολικού δακτυλίου της ιστιδίνης, του 

πεπτιδικού αζώτου (Ν-) και της αμινομάδας (-ΝΗ2) της γλυκίνης σε 
ρΗ>4. Μετά την προσθήκη ΑΤΡ στο διάλυμα σε αναλογίες 1:1 ή 1:2 ως 
προς το αρχικό δυαδικό σύμπλοκο, ανιχνεύονται δυο κυρίως προϊόντα: 
ένα μονομερές, στο οποίο το μέταλλο συνδέεται μονοδοντικά μέσω του 

αζώτου Ν1 του νουκλεοτιδίου Ρά-Ν1 και ένα διμερές Ρά-Ν1+Ρά-Ν7. Ο 

σχηματισμός του διμερούς πραγματοποιείται πιο δύσκολα, σε σχέση με 

τα προηγούμενα δυο συστήματα, λόγω της δυσκολίας σχηματισμού του 
δεσμού ΡεΙ-Ν7, εξαιτίας της ύπαρξης ογκώδους υποκαταστάτη. 
Σημαντικές παρατηρήσεις στο εν λόγω σύστημα ήταν η σχεδόν κάθετη 

θέση του επιπέδου του πουρινικού δακτυλίου με το επίπεδο του 

συμπλόκου, καθώς και η ύπαρξη αλληλεπιδράσεων συσσώρευσης 

μεταξύ του αρωματικού δακτυλίου της ιστιδίνης και των μορίων του 
νουκλεοτιδίου, οι οποίες ίσως να συμβάλλουν επίσης στην αλλαγή των 

συνθηκών συμπλοκοποίησης.

Η αντίδραση μεταξύ του διπυρηνικού συμπλόκου {ΡοΙ(Ργο)ΟΙ}2 με 

τους νουκλεοζίτες ινοσίνη και γουανοσίνη (ΝυοΙ) σε υδατικό διάλυμα, 

έδωσε τριαδικά σύμπλοκα του τύπου {Ρ(3(ΡΐΌ)(ΝυοΙ-Η+)}, τα οποία 

έχουν μάλλον πολυμερή δομή, στην οποία ο νουκλεοζίτης δρα ως 

γέφυρα μεταξύ των δυο γειτονικών ατόμων Ρό, μέσω του αζώτου Ν7 και 
του εξωκυκλικού οξυγόνου 06. Η ίδια αντίδραση σε διαλύματα ϋΜδΟ
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το κεντρικό μεταλλικό ιόν, όπως [61,62]: 1) δεσμοί υδρογόνου μεταξύ 
πολικών, ή φορτισμένων ομάδων, 2) ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ αντίθετα φορτισμένων ομάδων, 3) υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ μη πολικών αλειφατικών και αρωματικών ομάδων, 4) 
αλληλεπιδράσεις συσσώρευσης (δί3θΚίη9) μεταξύ αρωματικών 
δακτυλίων και 5) μέσω μετάλλου ηλεκτρονικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

ενός π-δότη και ενός π-δέκτη, ενταγμένους στο μέταλλο. Οι παραπάνω 

αλληλεπιδράσεις είναι πιθανόν να συμβάλλουν στη σταθερότητα των 
τριαδικών αυτών συμπλοκών, και ιδιαίτερα σε αυτά του τύπου III, των 
οποίων η σταθερότητα παρουσιάζεται αυξημένη [63].

Το 0.15% της συνολικής δράσης του αδ-ΡΡΡ αφορά στο 

σχηματισμό διασταυρούμενων δεσμών, του τύπου ΡΝΑ-Ρί-πρωτεϊνών, 

που είναι σύμπλοκα τύπου III [27]. Το ίΐΌηβ-ΡΡΡ, το οποίο δεν 

παρουσιάζει αντικαρκινική δράση και έχει μεγαλύτερη τοξικότητα από το
05 ανάλογο, αντιδρά πιο εύκολα για το σχηματισμό συμπλοκών ΡΝΑ- 
Ρί-πρωτεϊνών [64]. Κατά συνέπεια, ο σχηματισμός των τριαδικών αυτών 
συμπλοκών από το αδ-ΡΡΡ, έχει συνδεθεί με την τοξικότητα του 

φαρμάκου.
Η βιβλιογραφία η σχετική με τη σύνθεση και μελέτη τριαδικών 

συμπλοκών Ρί(ΐΙ) με αμινοξέα-πεπτίδια και νουκλεοβάσεις-νουκλεοζίτες- 

νουκλεοτίδια, ως μοντέλα για τα βιολογικά συστήματα τύπου ΡΝΑ-Ρί- 
πρωτεϊνών δεν είναι πλούσια [65,66]. Αρκετά τριαδικά σύμπλοκα έχουν 

συντεθεί, χρησιμοποιώντας παλλάδιο Ρά(ΙΙ) αντί λευκοχρύσου Ρί(ΙΙ). 

Αυτό γιατί το Ρό{\\) αντιδρά 105 φορές ταχύτερα από το Ρί(ΙΙ), ενώ και τα 
δύο μέταλλα έχουν την ίδια περίπου ιονική ακτίνα, προτιμούν ως δότες 

άτομα αζώτου από άτομα οξυγόνου και σχηματίζουν επίπεδα 

τετραγωνικά σύμπλοκα.
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ένα νουκλεϊνικό οξύ, το οποίο στη συνέχεια συνδέεται με μια πρωτεΐνη, 
σχηματίζοντας τριαδικά σύμπλοκα τύπου II. Τέλος, μεταλλικά ιόντα 
μπορούν να δράσουν σαν γέφυρες, σε διασταυρούμενους δεσμούς 
μεταξύ πρωτεϊνών και νουκλεϊνικών οξέων, σχηματίζοντας τριαδικά 

σύμπλοκα τύπου III.

Σχήμα 7: Βασικοί τύποι συμπλοκών μεταλλικού ιόντος-ϋΝΑ- 
πρωτεϊνης. Οι κύκλοι αντιπροσωπεύουν μεταλλικά ιόντα.

Κρυσταλλογραφική ανάλυση ακτίνων-Χ του συμπλόκου Ζΐί268- 
ϋΝΑ, το οποίο περιέχει πρωτεΐνες δακτύλων ψευδαργύρου (ζΐη9 ίίηςθΓε 

ρΓΟΐθίηδ) [52], παρέχει ένα ενδιαφέρον παράδειγμα συστήματος τύπου I. 
Στη δομή αυτή, οι περιοχές δεσμού με το ϋΝΑ μιας πρωτεΐνης ποντικού, 

η οποία ονομάζεται Ζίί268, βρίσκονται στη μεγάλη αύλακα της έλικας 
του Β-ϋΝΑ. Σε κάθε μια από αυτές τις περιοχές, το κεντρικό ιόν 
ψευδαργύρου σχηματίζει ομοιοπολικούς δεσμούς με δυο κυστεϊνικά και 

δυο ιστιδινικά τμήματα. Τρεις από αυτές τις πρωτεΐνες δακτύλων 

ψευδαργύρου σχηματίζουν ένα εκτεταμένο δίκτυο δεσμών υδρογόνου με 

τις βάσεις της μεγάλης αύλακας του Β-ΌΝΑ.
Ένα σύμπλοκο τύπου II σχηματίζεται κατά την αλληλεπίδραση 

μεταξύ της κινάσης των διφωσφορικών οξέων και του συμπλόκου 

ΜοΑϋΡ [53]. Το οκταεδρικό ιόν Μ9(Π) ενώνεται με τα άτομα οξυγόνου
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νεφροτοξικότητα του φαρμάκου σε σύγκριση με τα ανάλογα του 

ρΓορΙθίίπ και Ρ3Γ3ρΐ3ίίη [36].

Το ΪΓ3Π3-ΡΡΡ δεσμεύεται σε μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με το 
οϊδ-ΡΡΡ στις πρωτεΐνες ιστόνης [37], ενώ το οίδ-ΡΡΡ αντιδρά ταχύτερα 
με μη ιστονικές πρωτεΐνες [38].

Οι διασταυρούμενοι δεσμοί ΡΝΑ-Ρί-πρωτεϊνών σχηματίζονται και 

από τα δυο ισομερή με τις μη ιστονικές πρωτεΐνες κυττάρων ΗθΙ_3, αν 

και σε μεγαλύτερο ποσοστό για το ίΓ3Πδ-ΡΡΡ. Και τα δυο ισομερή 
δεσμεύονται σε αυτές σε μεγαλύτερο ποσοστό σε σχέση με τις ιστονικές 
πρωτεΐνες, λόγω μεγαλύτερης περιεκτικότητας σε μεθειονίνη των 
τελευταίων [39,40]. Τέτοιοι διασταυρούμενοι δεσμοί είχαν συσχετιστεί με 
την αντικαρκινική ή την κυττοτοξική δράση του φαρμάκου [41-43], κάτι 
που σήμερα δε θεωρείται πιθανό, λόγω του πολύ μικρού ποσοστού 
σχηματισμού τους [27].

Σημαντικές είναι επίσης οι αλληλεπιδράσεις ΡΝΑ-πρωτεϊνών, 
όταν σχηματιστούν οι 1,2-τύπου διασταυρούμενοι δεσμοί με το οίδ-ΡΡΡ. 
ΡΝΑ πολυμεράσες διαφόρων προελεύσεων μπλοκάρονται από τα 

προϊόντα προσθήκης που σχηματίζονται από το οίδ-ΡΡΡ, 

αναμιγνυόμενες έτσι με τη διαδικασία της αντιγραφής. Είναι γνωστό ότι 
αντίδραση πρωτεϊνών με πλατινιωμένο ΡΝΑ συμβαίνει για τις πρωτεΐνες 
που πρόσφατα ανακάλυψε η ομάδα του 3. ϋ. ϋρρβιτΙ, τις ονομαζόμενες 
Πρωτεΐνες Αναγνώρισης Βλαβών του ΡΝΑ (ΡΝΑ Ρ3ΓΠ39Θ Κθ009ηΐίί0η 

ΡΐΌίθίηδ-ΡΡΡδ) [44]. Οι πρωτεΐνες αυτές αναγνωρίζουν, δηλαδή 

συμπλοκοποιούνται εκλεκτικά, μόνο με τους 1,2-ο!(ΟρΟ) και 1,2<!(ΑρΟ) 
ενδοκλωνικούς δεσμούς του οϊδ-ΡΡΡ με το ΡΝΑ [45] και όχι με άλλους 

τύπους συμπλοκών του λευκοχρύσου με το ΡΝΑ ή με σύμπλοκα που 
δημιουργούνται κάτω από την επίδραση υπεριώδους ακτινοβολίας. Μια 

και είναι απίθανο βιολογικά συστήματα να αναπτύξουν μια πρωτεΐνη, με 

σκοπό αυτή να αλληλεπιδράσει ειδικά με τα σύμπλοκα ΡΝΑ-οΐδρΐ3ίίη, οι 

πρωτεΐνες αυτές πρέπει να αναγνωρίζουν μια αλλαγή στη διαμόρφωση 

του ΡΝΑ, η οποία είναι κοινή και σε περιοχές ΡΝΑ-Ρί αλλά και σε



ταυτοποιήθηκαν με φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΡ [29]. Οι σχετικές αναλογίες 
των προϊόντων προσθήκης ήταν: ο5-[Ρί(ΝΗ3)2{ο1(ΟρΟ)}], 47-50%, οϊδ- 

[Ρί(ΝΗ3)2{ά(ΑρΟ)}}, 23-28% (ΕΔΔ με γειτονικές βάσεις), οϊδ- 
[Ρί(ΝΗ3)2{ά(ΟΜΡ)2}], 8-10% (το σύνολο ΕΔΔ μεταξύ μη γειτονικών 
βάσεων και ΔΔΔ) και [Ρΐ(ΝΗ3)3{οΙ(ΟΜΡ)}] 2-3% (μονοδοντικά προϊόντα). 
Μια άλλη μελέτη, στην οποία χρησιμοποιήθηκαν ανάλογες μέθοδοι, 
έδωσε το παρακάτω φάσμα προϊόντων προσθήκης: οίδ- 

[Ρί(θη){εΙ(ΟρΟ)}], 65%, οί5-[Ρί(θη){ά(ΑρΟ)}], 25% και αδ- 

[Ρί(θπ){ο!(ΟρΝρΟ)}], 6%, για την ένωση [3Η]οίδ-[Ρί(θη)ΟΙ2] [30].
Σε μελέτες ίπ νΐνο επίσης, κατά τις οποίες χορηγήθηκε οίδρΙβίϊη 

σε 7 καρκινοπαθείς για πρώτη φορά και στη συνέχεια συλλέχθηκαν 
λευκά αιμοσφαίρια από αυτούς, παρατηρήθηκαν ανάλογα προϊόντα [31]. 
Ύστερα από απομόνωση του ΡΝΑ, ενζυματική αποικοδόμησή του και 

χρωματογραφικό διαχωρισμό των προϊόντων και με τη χρήση 

αντισωμάτων που δημιουργούνται εναντίον των οίδ-ΡΡΡ-ΡΝΑ 
προϊόντων προσθήκης, το φάσμα προϊόντων που ελήφθη για έναν 

ασθενή ήταν το εξής:
οΪ3-[Ρί(ΝΗ3)2{€ΐ(ΟρΟ)}],65%, %, οΐδ-[Ρί(ΝΗ3)2{οΙ(ΑρΟ)}], 22%, οίδ- 

[Ρί(ΝΗ3)2{οΙ(ΟΜΡ)2}], 13% και [Ρί(ΝΗ3)3{οΙ(ΟΜΡ)}]> 0.7%.

Παρόλη την ύπαρξη σημαντικών διαφορών στο συνολικό επίπεδο 

των προϊόντων προσθήκης μεταξύ των ασθενών, οι σχετικές ποσότητες 

αυτών παρέμεναν σταθερές σ’όλους τους ασθενείς.
Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε μια θετική σχέση μεταξύ της 

αντίδρασης της ασθένειας και του σχηματισμού ενδοκλωνικών 

διασταυρούμενων δεσμών για τον καρκίνο των όρχεων καθώς και τον 

καρκίνο των ωοθηκών.
Δυστυχώς πολύ λιγότερες πληροφορίες έχουμε για το κλινικά 

ανενεργό ΐΓ3Πδ ισομερές. Σημαντικό στοιχείο είναι πάντως το ότι, 

αντίθετα με το οίδ ισομερές, το ΐΓ3Πδ-ΡΡΡ είναι αδύνατο στερεοχημικά 

να σχηματίσει 1,2-ενδοκλωνικά διασταυρούμενους δεσμούς (ΕΔΔ) 

μεταξύ γειτονικών νουκλεοβάσεων [32].
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Σχήμα 5: Αντιδράσεις υδρόλυσης του αδρίΒίίη.

Μόρια που περιέχουν θείο ή άζωτο ως άτομα δότες μπορούν να 

δράσουν σαν.υποκαταστάτες, ώστε να σχηματίσουν σταθερά σύμπλοκα 

με το σχετικά αδρανές μέταλλο Ρί(ΙΙ) (“μαλακό” ή 6 τάξης οξύ) [20α]. Το 

οί$ρΐ3ίίη αντιδρά επομένως με πολλά συστατικά του κυττάρου, γεγονός 

που ερμηνεύει την τοξικότητά του. Είναι όμως πιθανότερο η 

αντικαρκινική του δράση να σχετίζεται με την αντίδρασή του με 

ετεροκυκλικά άτομα αζώτου των βάσεων του ϋΝΑ [20β].

Σήμερα είναι γενικά αποδεκτό ότι το ϋΝΑ είναι ο πρωταρχικός 

στόχος του οίδ-ΟϋΡ στα καρκινικά κύτταρα ίη νι'νο, επειδή το φάρμακο 

έχει τις παρακάτω βιολογικές ιδιότητες: Προκαλεί: α) νηματώδη
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οίδρίθΐίη, μηχανισμού που αν εξιχνιαστεί θα μας επιτρέψει τη σύνθεση 
νέων φαρμάκων σαφώς πιο αποτελεσματικών.
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Σχήμα 3: Μερικά νεότερα αντικαρκινικά σύμπλοκα των ΡΙ(ΙΙ) και Ρί(ΐν):
(ΐ) θ3Γΐ3ορΐ3ίίη ή Ρ3Γ3ρΐ3ίϊη ή ϋΜ-18 η ΟΒϋΑ ή οίδ-διάυινο-ίΟ.Ο '-1.1 -κυκλοβουτανο- 
δικαρβοξυλάτο]λευκόχρυσος(ΙΙ), (ϋ) Ζθηΐρΐ3ίϊπ ή 0186,558 ή [Ν,Ν'-2,2-δις(αμινομεθυλ)-1,3- 
ττροττανοδιόλη][0,0'-1,1-κυκλοβουτανο-δικαρβοξυλάτο] λευκόχρυσος (II), (ΐϋ)ΟΧ3ΐορΐ3ίίη ή 
Οχ3ΐ3ίορΐ3ΐΐηυιτι ή α5-(Ν,Ν-1,2-διαμινοκυκλοεξάνιο)-(ίΓ3Π8-Ι)-οξαλατο-λευκόχρυσος (II) η 1- 
ΟΗΡ, (ΐν) ϋΛΟΗ -Ρ ί ή οϊ8-(Ν,Ν-1,2-διαμινοκυκλοεξάνιο)-(ίτ3η5-Ι)-διχλωρο-λευκόχρυσος (IV), 
(ν) ΙρΓορΐ3ίΐη η ΟΗΙΡ ή οϊ5-(δις-ισοπροπυλαμίνη)-( ίΓ3Πδ-Ι)-διυδροξο-οΐδ-διχλωρο-λευκόχρυσος 
(IV), (νϊ) ΕηΙορΐ3ίίπ ή 01287,110 ή [0,0-1,1-κυκλοβουτανο-δικαρβοξύλατο][Ν,Ν-τετραυδρο- 
4Η-πυραν-4,4-διμεθαναμίνη] λευκόχρυσος (II), (νϋ) ΤθΐΓ3ρΐ3ίϊη ή θΓΓη3ρΐ3ίίη ή ΝδΟ 363812 ή 
Τετρανλωοο-[Ν.Ν-(οΙ·1-ΐΓ3η5)-1.2-διαυινοκυκλο-ε£άνιο1 λευκόχρυσος (II), (νϋΐ) δρίΓορΐ3ΐΐη ή 
ΤΝΟ-6 ή [Ν,Ν-(1,1-δις-αμινομεθυλ)-κυκλοεξάνιο](σουλφατο)(υδατο) λευκόχρυσος (II).



2

Η ικανότητα της ένωσης αυτής (οϊδρΐ3ίίπ) να αναστέλλει την 

κυτταρική διαίρεση των βακτηριδίων, χωρίς να τα καταστρέφει, οδήγησε 

στην υπόθεση ότι θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως αντικαρκινική 

ουσία. Πράγματι, έρευνες της επίδρασής του σε γοργά διαιρούμενα 
καρκινικά κύτταρα θηλαστικών έδειξε σημαντική αντικαρκινική δράση 
του συμπλόκου εναντίον των καρκινωμάτων δ3Γ00ΓΠ3 180 και ίθυΚθΐτιϊ3 

11210 σε λευκά ελβετικά ποντίκια [5,6].
Σύντομα επιχειρήθηκαν κλινικές δοκιμές, οι οποίες έδειξαν πολύ 

καλή αντικαρκινική δράση του οίδ-ΌΟΡ [7]. Παρατηρήθηκαν όμως 
διάφορες παρενέργειες όπως ναυτία, έμετος και κυρίως 
νεφροτοξικότητα. Το πρόβλημα της νεφροτοξικότητας αντιμετωπίστηκε 
με την υπερενυδάτωση του ασθενούς και χορήγηση διουρητικών, 

συνήθως διαλύματος μανιτόλης [8], καθώς και με την ταυτόχρονη 
χορήγηση νουκλεοφιλικών θειολών και θειεστέρων, με αποτέλεσμα να 
είναι δυνατό να χορηγηθούν μεγαλύτερες δόσεις φαρμάκου (οίδρίβίΐη) 
[9,10]. Παράλληλα εφαρμόστηκε συνδυαστική θεραπεία, δηλαδή 
ταυτόχρονη χορήγηση άλλων αντικαρκινικών φαρμάκων π.χ. 5- 

ΡΙουοΓουΓ3αΙ [7], 3Γ3&ίη0ίυΓ3η0δγΐ0γί0δίηβ [11] ή 3ρΜΐοΙΐαοΙίη και 

ΙιγοΐΓθχγουΓθ3 [12].

Η ουσία οίδ-Ρί(ΝΗ3)2θΐ2 (άλας του Ρθυγοπ) εγκρίθηκε για κλινική 
χρήση ως φάρμακο στις ΗΠΑ το Δεκέμβριο του 1978 από τον 
Οργανισμό Τροφίμων και Φαρμάκων (Ρ.ϋ.Α.), με το όνομα “Ρΐ3ίίηοΓ και 

στη Μεγάλη Βρετανία το Μάρτιο του 1979 από το Τμήμα Συστήματος 

Υγείας και Ασφάλειας με το όνομα “Νβορΐ3ΐίη”.
Από το 1983 και μετά, γίνεται πρώτα στις ΗΠΑ και κατόπιν 

παγκόσμια το πρώτο σε πωλήσεις αντικαρκινικό φάρμακο. Στην 
ελληνική αγορά κυκλοφορεί με τις ονομασίες: “ΡΙβίίηοΓ από τις 30ΙΒΒ- 
ΒπδίοΙ ΜγθΓδ Οο. και “Ρΐ3ί3ΐτιιηίηθ” από την ΡΐΊ3Πτιίί3ΐΪ3 03γΙο Ει±>3.
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