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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Τα νουκλεοσιδικά ανάλογα διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην αντικαρκινική 
και αντιική θεραπεία. Έχει διαπιστωθεί ότι πολλά φυσικά αντιβιοτικά με σημαντική 
αντιική και αντικαρκινική δράση περιέχουν στη δομή τους νουκλεοσίδια συνδεδεμένα 
με ολιγοσακχαρίτες. Τις τελευταίες δεκαετίες, νουκλεοσίδια με εξαμελή 
υδρογονανθρακικό δακτύλιο έχουν αξιολογηθεί για τις πιθανές αντιικές και 
αντιβιοτικές ιδιότητές τους, καθώς και ως δομικές μονάδες στη σύνθεση νουκλεϊκών 
οξέων.

Δύο σημαντικές κατηγορίες πυρανονουκλεοσιδίων αποτελούν τα 
κετονουκλεοσίδια (ακόρεστα και μη), καθώς και αυτά που φέρουν εξωκυκλικό 
μεθυλένιο. Ειδικότερα αποδείχθηκε ότι τα παραπάνω νουκλεοσίδια παρουσιάζουν 
σημαντικές αντικαρκινικές και αντιικές ιδιότητες. Βασιζόμενοι στις βιολογικές ιδιότητες 
των παραπάνω νουκλεοσιδικών αναλογών, πραγματοποιήθηκε η σύνθεση και 
εξετάστηκε η αντιοξειδωτική δράση, χρησιμοποιώντας δύο in vitro δοκιμές, μιας νέας 
σειράς κετο- και εξωμεθυλενικών πυρανονουκλεοσιδίων (ακόρεστων και μη) της 
γαλακτόζης και της μαννόζης.

Πρώτα εκτιμήθηκε η αντιοξειδωτική δράση των νουκλεοσιδικών αναλογών 
μέσω της ικανότητάς τους να αλληλεπιδρούν με μια σταθερή ρίζα (DPPH”) και στη 
συνέχεια εξετάστηκε η ικανότητά τους να προστατεύουν το DNA από τη δράση των 
ελευθέρων ριζών (ROS), μέσω αναστολής τοξικής δράσης ελευθέρων ριζών και 
συγκεκριμένα των περόξυ ριζών (ROO') στο DNA.

Όλα τα προϊόντα, που εξετάστηκαν, δεν παρουσίασαν καμία αλληλεπίδραση 
με τη ρίζα του DPPH, ενώ τα περισσότερα παρουσίασαν αντιοξειδωτική δράση 
μέσω αναστολής τοξικής δράσης των περόξυ ριζών (ROO-) στο DNA. 
Συμπερασματικά, παρατηρήθηκε, ότι τα παραπάνω τροποποιημένα νουκλεοσιδικά 
ανάλογα της γαλακτόζης και της μαννόζης με σημαντικές αντικαρκινικές και αντιικές 
ιδιότητες παρουσίασαν επιπλέον και αντιοξειδωτική δράση. Θα ήταν πολύ 
ενδιαφέρον και θα άξιζε περαιτέρω διερεύνηση η αποτελεσματική ικανότητα αυτού 
του τύπου των μορίων στην παρεμπόδιση και πιθανόν τη θεραπεία ασθενειών, οι 
οποίες προκαλούνται από την υπερπαραγωγή ελευθέρων ριζών.
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ABSTRACT

Nucleoside analogues display an important role in antitumor and antiviral 
treatment. It has been demonstrated that a lot of natural antibiotics with important 
antiviral and anticancer activity contain in their structure these nucleoside analogues. 
The last decades, nucleosides with a six-membered carbohydrate moiety have been 
evaluated for their potential antiviral and antibiotic properties and as building blocks 
in nucleic acid synthesis.

Two important series of pyranonucleosides are the ketonucleosides 
(unsaturated and saturated) and the nucleosides bearing an exocyclic methylene 
group. It appeared that these nucleosides exhibit important antiviral and anticancer 
properties. Based on the above biological avtivities, a new series of keto- and 
exomethylene pyranonucleosides (unsaturated and saturated) of galactose and 
mannose were synthesized and were tested for their antioxidant activity, using two in 
vitro assays.

Firstly, the antioxidant capacity of the products was assessed using the DPPH 
assay and secondly, in order to examine the ability of the products to protect DNA 
from the activity of reactive oxygen species (ROS), a peroxyl radical (ROO·) induced 
DNA strand scission assay was used.

None of the molecules showed the ability to scavenge DPPH radical, 
although, most of the tested molecules had the ability to prevent ROO* radical 
induced DNA damage. In conclusion, it has been marked, that the above modified 
nucleoside analogues of galactose and mannose with important anticancer and 
antiviral properties exhibited antioxidant activity too. It would be interesting and 
worthy to further investigate the potential effectiveness of this type of molecules in 
prevention and probably in treatment of diseases caused by the overproduction of 
radicals.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 ΥΔΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ

1.1.1 Απεικονίσεις των μονοσακχαριτών: προβολές κατά Fischer - D, L, 
σάκχαρα

Οι υδατάνθρακες απαντούν σε κάθε ζωντανό οργανισμό. Η ζάχαρη και το 
άμυλο στις τροφές, η κυτταρίνη (κελλουλόζη) στο ξύλο, το χαρτί και το βαμβάκι είναι 
σχεδόν καθαροί υδατάνθρακες. Τροποποιημένοι υδατάνθρακες συνιστούν μέρος του 
περιβλήματος των κυττάρων, άλλοι απαντούν στα μόρια των DNA που μεταφέρουν 
γενετικές πληροφορίες, ενώ άλλοι χρησιμοποιούνται ως φάρμακα. Σήμερα, ο όρος 
υδατάνθρακας αναφέρεται σε μια ευρεία κατηγορία πολυυδροξυλιωμένων αλδεϋδών 
και κετονών, που ονομάζονται κοινώς σάκχαρα.

Όλοι οι υδατάνθρακες περιέχουν στερεογονικά άτομα άνθρακα και η 
συνηθέστερη μέθοδος απεικόνισης όλων των στερεογονικών κέντρων σ’ ένα επίπεδο 
πραγματοποιείται με τη χρήση των προβολών κατά Fischer. Υδατάνθρακες με 
πάνω από ένα στερεογονικά κέντρα, αναπαρίστανται τοποθετώντας τα ασύμμετρα 
κέντρα σε μια κατακόρυφη σειρά με κατεύθυνση από κάτω προς τα πάνω, έτσι ώστε 
ο καρβονυλικός άνθρακας να βρίσκεται στην κορυφή ή κοντά στην κορυφή της 
προβολής. Για παράδειγμα, η γλυκόζη στην προβολή κατά Fischer (Εικόνα 1) έχει 
τέσσερα στερεογονικά κέντρα, ως ακολούθως:

Κ /Ο

14

HQ

Η-

Η-

----- ΟΗ

------Η

----- ΟΗ

------ΟΗ

ΟΙ-^ΟΗ

hi /Ο

Η—C^OH
I

HO—C—Η
I

H— C— OH
I

H—C—OH
I
d-feOH

Εικόνα 1: Η γλυκόζη στην προβολή κατά Fischer (η καρβονυλομάδα βρίσκεται στην
κορυφή).

Στις προβολές κατά Fischer των περισσότερων φυσικών σακχάρων το 
υδροξύλιο στο κατώτερο στερεογονικά κέντρο έχει πάντοτε διεύθυνση προς τα δεξιά 
(Εικόνα 2). Οι ενώσεις αυτές ονομάζονται D σάκχαρα [McMurry J, 1999],
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Η-

ΗΟ

ΗΟ

Η-

—ΟΗ 

—Η 

—Η

—ΟΗ

CH 2ΟΗ 
■ Γαλακτόζη

Εικόνα 2: Μερικά D σάκχαρα που απαντούν στη φύση. Στις προβολές κατά Fischer, η 
υδροξυλομάδα που βρίσκεται στο πλέον απομακρυσμένο στερεογονικό κέντρο, σε σχέση με

το καρβονύλιο, έχει διεύθυνση προς τα δεξιά.

Σε αντίθεση με τα D σάκχαρα, στις προβολές κατά Fischer των L-σακχάρων η 
υδροξυλομάδα στο κατώτερο στερεογονικό κέντρο έχει διεύθυνση προς τα αριστερά. 
Έτσι ένα L σάκχαρο αποτελεί κατοπτρικό είδωλο (εναντιομερές) του αντίστοιχου D 
σακχάρου και διαφέρει από αυτό σε όλα τα υπόλοιπα στερεογονικό κέντρα. Ο 
συμβολισμός D και L δεν έχει σχέση με την κατεύθυνση προς την οποία ένα σάκχαρο 
στρέψει το επίπεδο του πολωμένου φωτός. Έτσι ένα D-σάκχαρο μπορεί να είναι είτε 
δεξιόστροφο είτε αριστερόστροφο. Το πρόθεμα D υποδηλώνει μόνον ότι η 
στερεοχημεία του κατώτερου στερεογονικού ατόμου του άνθρακα βρίσκεται στη δεξιά 
πλευρά της προβολής κατά Fischer, εφόσον το καρβονύλιο βρίσκεται στην κορυφή ή 
κοντά στην κορυφή [McMurry J, 1999],

1.1.2 Κυκλικές δομές μονοσακχαριτών : σχηματισμός ημιακεταλών

Οι αλκοόλες πραγματοποιούν μια γρήγορη και αντιστρεπτή πυρηνόφιλη 
προσθήκη σε κετόνες ή αλδεΰδες προς σχηματισμό ημιακεταλών:

+ ROH

καταλύτης Η*

OR'

Αλδεΰδη Ημιακετάλη

Εάν η υδροξυλομάδα και το καρβονύλιο βρίσκονται στο ίδιο μόριο, μπορεί να 
λάβει χώρα ενδομοριακή πυρηνόφιλη προσθήκη, που οδηγεί στο σχηματισμό μιας 
κυκλικής ημιακετάλης. Οι πενταμελείς και εξαμελείς κυκλικές ημιακετάλες είναι 
ιδιαίτερα σταθερά μόρια, γι’αυτό αρκετοί υδατάνθρακες απαντούν σε κατάσταση 
ισορροπίας ανάμεσα στις δομές ανοικτής και κλειστής αλυσίδας. Για παράδειγμα, η 
γλυκόζη σε υδατικό διάλυμα απαντά με τη δομή του εξαμελούς δακτυλίου της 
ττυρανόζης, που οφείλεται στην ενδομοριακή πυρηνόφιλη προσθήκη του -ΟΗ του 
C5 στον καρβονυλικό άνθρακα C1 (Εικόνα 3).
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CHpOH

Γλυκόζη

PH^c/

ΟΗ,ΟΗ

Μαννόζη

0

H-

HO-

HO

H-

-OH 

-H 

-H 

-OH 

CH>OH

OH

H

Γαλακτόζη

Εικόνα 3: Η γλυκόζη, η μαννόζη και η γαλακτόζη στην κυκλική δομή της πυρανόζης.

Ο δακτύλιος της πυρανόζης αναπαρίσταται κυρίως με την προβολή κατά 
Haworth, που φαίνεται στην Εικόνα 3, παρά με την προβολή κατά Fischer 
[McMurry J, 1999].

Στις προβολές κατά Haworth των D σακχάρων, η ακραία ομάδα -CH2OH 
τοποθετείται πάντοτε προς τα πάνω, ενώ στα L σάκχαρα προς τα κάτω. Στην 
παραπάνω Εικόνα 3 φαίνεται αυτή η μετατροπή στην περίπτωση της D-γλυκόζης, 
της D-μαννόζης και της D- γαλακτόζης [McMurry J, 1999].
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1.1.3 Ανωμερή μονοσακχαριτών : πολυστροφισμός

Όταν η ανοικτή αλυσίδα ενός μονοσακχαρίτη υποστεί κυκλοποίηση, 
αποκτώντας τη δομή της πυρανόζης, σχηματίζεται ένα νέο στερεογονικό κέντρο στη 
θέση του πρώην καρβονυλικού άνθρακα. Τα δύο νέα διαστερεομερή ονομάζονται 
ανωμερή και ο ημιακεταλικός άνθρακας ανωμερικό κέντρο. Για παράδειγμα, η 
γλυκόζη κυκλοποιείται αντιστρεπτά σε υδατικό διάλυμα, σχηματίζοντας ένα μίγμα δύο 
ανωμερών σε αναλογία 36:64. Το δευτερεύον ανωμερές, στο οποίο η ομάδα -ΟΗ 
του C1 βρίσκεται σε θέση trans ως προς τον υποκαταστάτη -CH2OH του C5 (δηλ. με 
κατεύθυνση προς τα κάτω στην προβολή κατά Haworth), ονομάζεται σ ανωμερές και 
η πλήρης ονομασία του είναι cr-D-γλυκοπυρανόζη. Το κύριο ανωμερές, στο οποίο η 
ομάδα -ΟΗ του C1 βρίσκεται σε θέση cis ως προς τον υποκαταστάτη -CH2OH του 
C5 (δηλ. με κατεύθυνση προς τα πάνω στην προβολή κατά Haworth), ονομάζεται β 
ανωμερές. Η πλήρης ονομασία του είναι /3-ϋ-γλυκοπυρανόζη (Εικόνα 4).

D - Γλυκόζη

cr-D-γλυκοπυρανόζη (36%)
(or ανωμερές: οι ομάδες ΟΗ και 

CH2OH είναι trans)

β-ϋ-γλυκοπυρανόζη (64%) 
(β ανωμερές: οι ομάδες ΟΗ και 

ΟΗ2ΟΗ είναι cis)

Εικόνα 4: Τα α,β ανωμερή της D-γλυκοπυρανόζης

Και τα δύο ανωμερή της D-γλυκοπυρανόζης μπορούν να κρυσταλλωθούν και 
να απομονωθούν.

Αν και εύχρηστες, οι προβολές κατά Haworth δε μας παρέχουν την ακριβή 
τρισδιάστατη εικόνα της διαμόρφωσης του μορίου. Οι δακτύλιοι της πυρανόζης, 
όπως ακριβώς και οι κυκλοεξανικοί δακτύλιοι, έχουν γεωμετρία τύπου ανάκλιντρου με 
αξονικούς και ισημερινούς υποκαταστάτες.
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a-D-γλυκοπυρανόζη

β-ϋ-γλυκοπυρανόζη

Εικόνα 5: Αναπαραστάσεις ανάκλιντρου της cr-D-γλυκοπυρανόζης και της β-D-
γλυκοπυρανόζης.

Στην παραπάνω Εικόνα 5 φαίνεται, πώς μπορεί να γίνει αυτή η μετατροπή 
στην περίπτωση της a-D-γλυκοπυρανόζης και της β-ϋ-γλυκοπυρανόζης. Πρέπει να 
σημειωθεί ότι στην περίπτωση της β-ϋ-γλυκοπυρανόζης, όλοι οι υποκαταστάτες του 
δακτυλίου βρίσκονται σε ισημερινή θέση. Έτσι, η βΌ-γλυκοπυρανόζη είναι η 
λιγότερο στερεοχημικά παρεμποδισμένη και η πιο σταθερή από τις οκτώ D- 
αλδοεξόζες [McMurry J, 1999; Berg JM.et al, 2001].

Η παραγωγή του εξαμελούς δακτυλίου του σακχάρου ονομάζεται πυρανόζη, 
λόγω της ομοιότητάς του με το πυράνιο (Εικόνα 6). Στην περίπτωση της φρουκτόζης, 
η κετονική ομάδα στον C2 του τύπου της ανοικτής αλυσίδας αντιδρά με την 
υδροξυλική ομάδα του C5 και σχηματίζει μία ενδομοριακή ημιακετάλη. Σαν 
αποτέλεσμα επέρχεται ο σχηματισμός πενταμελούς δακτυλίου, που ονομάζεται 
φουρανόζη, λόγω της ομοιότητάς του με το φουράνιο (Εικόνα 6) [Berg JM.et al, 
2001],

Εικόνα 6: (α) Φουράνιο, (β) Πυράνιο, (γ) Γλυκόζη
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1.2 ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΑ

Τα τελευταία χρόνια πληθώρα ερευνητικών προγραμμάτων εστιάζεται στη 
μελέτη, σύνθεση και βιολογική ταυτοποίηση νουκλεοσιδίων και νουκλεοσιδικών 
αναλογών. Έχει βρεθεί ότι τα νουκλεοσίδια επιδεικνύουν σημαντική αντικαρκινική, 
αντιβακτηριακή και αντιική δράση [Zhou W. et al, 2004; Perigaud C.et al, 1992; 
Robins RK. et al, 1990; MacCoss M.et al, 1990], Συνεπώς έχουν γίνει πολλές 
τροποποιήσεις στο τμήμα της βάσης και του σακχάρου των φυσικών νουκλεοσιδίων 
με απώτερο σκοπό να διευρυνθεί το φάσμα των θεραπευτικών δραστηριοτήτων τους. 
Ιδίως τις τελευταίες δύο δεκαετίες η σύνθεση και η μελέτη των νουκλεοσιδίων έχει 
ανέλθει κατακόρυφα με στόχο τη θεραπεία του AIDS [Verheggen l.et al, 1993], του 
έρπητα [Zhou W.et al, 2004;De Clercq E, 2002] και της ηπατίτιδας [Brady RC. et al, 
2004].

Πολλά φυσικά αντιβιοτικά με σημαντική αντιική και αντικαρκινική δράση 
περιέχουν στη δομή τους νουκλεοσίδια συνδεδεμένα με ολιγοσακχαρίτες. Το 
νουκλεοσίδιο αποτελείται από μια βάση πουρίνης ή πυριμιδίνης ενωμένη στη θέση 1 
μιας πεντόζης με β-Ν-γλυκοσιδικό δεσμό [Berg JM.et al, 2001], Ο ανωμερής 
άνθρακας ενός σακχάρου είναι σε θέση να ενωθεί με το άζωτο μιας αμίνης με ένα Ν- 
γλυκοσιδικό δεσμό. Ο συγκεκριμένος τρόπος γλυκοσιδικής σύνθεσης είναι συνήθης 
σε πολλά βασικά μακρομόρια, όπως νουκλεοτίδια, RNA και DNA. Οι Ν-γλυκοσιδικοί 
δεσμοί σε όλα τα φυσικά μακρομόρια έχουν στερεοδιάταξη β, δηλαδή η βάση 
βρίσκεται πάνω από το επίπεδο του δακτυλίου του σακχάρου [Berg JM.et al, 2001] 
(Εικόνα 7).

Nhl·

Ν-
-Ν

Ν' Ν

ΗΟ-

/°Ν

OH ΟΗ

Ν-Γλυκοσιδικός δεσμός

-<---------------------------------

Εικόνα 7 : Αδενοσίνη

Τα νουκλεοσίδια και τα ανάλογά τους έχουν μελετηθεί πολύ εντατικά ως 
δυνητικοί αντικαρκινικοί παράγοντες [Elion GB, 1989; Robins RK. et al, 1990; 
MacCoss M. et al; 1990]. Ένας μεγάλος αριθμός αναλογών φυσικών νουκλεοτιδίων 
χρησιμοποιείται επί πολλά έτη στην ιατρική για τη θεραπεία καρκινικών ασθενειών. 
Μία εκτενής μελέτη των αντικαρκινικών φαρμάκων που έχουν ήδη εγκριθεί από τη

- 15-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 19:20:56 EEST - 18.216.224.168



Διεύθυνση Ελέγχου Τροφίμων και Φαρμάκων των ΗΠΑ (Food and Drug 
Administration, FDA), έδειξε ότι τα νουκλεοσίδια απαρτίζουν μία σημαντική κατηγορία 
αντικαρκινικών μέσων. Θα πρέπει να τονιστεί ότι από τα εξήντα αντικαρκινικά μόρια 
που έχουν εγκριθεί μέχρι σήμερα από τον FDA, έντεκα είναι αντιμεταβολίτες και 
επιπλέον, δέκα από τα έντεκα είναι νουκλεοσίδια ή συγγενικά μόρια, τα οποία 
επηρεάζουν τη σύνθεση του DNA με διάφορους τρόπους. Για αυτό και δεν είναι 
τυχαίο το γεγονός, ότι το 2005 στη Μεγάλη Βρετανία το 15% των αντικαρκινικών 
φαρμάκων σχετίζονταν με νουκλεοσιδικά ανάλογα. Νουκλεοσιδικοί αντιμεταβολίτες, 
όπως οι Ι-β-ϋ-αραβινοφουρανοζυλοκυτοσίνη (araC, Εικόνα 8) [Matsuda A.et al, 
2004], 1-(2’-δεοξυ-2’-μεθυλενο-β-0-ερυθρο-πεντοφουρανοζυλο)κυτοσίνη (DMDC, 
Εικόνα 8), έχουν μελετηθεί ως προς τις αντικαρκινικές τους ιδιότητες και είναι 
αποτελεσματικές ενώσεις όχι μόνο ενάντια στη λευχαιμία και τα λεμφώματα, αλλά και 
σε κακοήθεις όγκους [Takenuki K.et al, 1988; Matsuda A.et al, 1991; Yamagani K.et 
al, 1991; Lin TS.et al, 1991; Baker CH.et al, 1991; Cory AH.et al, 1994],

araC DMDC

Εικόνα 8 : Νουκλεοσιδικοί αντιμεταβολίτες

Τα νουκλεοσιδικά ανάλογα αποτελούν το θεμελιώδη λίθο και για την ανάπτυξη 
αντιικών παραγόντων [Perigaud C.et al, 1992; Zhou W. et al, 2004; Komiotis D.et al, 
1991], To 2005 στη Μεγάλη Βρετανία, το 55% των αντιικών φαρμάκων σχετίζονταν 
με νουκλεοσιδικά ανάλογα. Μεγάλο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός, ότι έξι από τα 
δεκαπέντε φάρμακα, τα οποία διατίθενται για τη θεραπεία του AIDS (ΑΖΤ, ddC, ddl, 
d4T, 3TC και abacavir), είναι νουκλεοσιδικά ανάλογα (νουκλεοσίδια, αναστολείς της 
αντίστροφης μεταγραφάσης, NRTIs), μαζί με τρία μη - NRTIs (nevirapine, delavirdine 
και efavirenz), καθώς και έξι αναστολείς της πρωτεάσης (saquinavir, indinavir, 
ritonavir, neflinavir, amprenavir και lopinavir). Μεταξύ των NRTIs, η 3TC είναι το 
φάρμακο, το οποίο χρησιμοποιείται επίσης και για τη θεραπεία της μόλυνσης από 
τον ιό της ηπατίτιδας Β (HBV) και είναι το μόνο που έχει εγκριθεί από τον FDA, εκτός 
από την ιντερφερόνη-α. Εννέα ακόμη νουκλεοσίδια (idoxuridine, trifluridine, acedurid, 
vidarabine, acyclovir, valaciclovir, ganciclovir, famciclovir και cidofovir) 
χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία ασθενειών που προκαλούνται από ερπετοϊούς, 
όπως από τον ιό απλού έρπητα τύπου 1 (HSV-1) και τύπου 2 (HSV-2), τον 
κυτταρομεγαλοϊό (HCNV) και τον ιό έρπητα ζωστήρα (VZV) [Zhou W.et al, 2004],

1.2.1 Τρόττος δράσης των νουκλεοσιδίων

Ο βασικός λόγος που τα νουκλεοσιδικά ανάλογα χρησιμοποιούνται στη 
θεραπεία του καρκίνου και του AIDS, είναι ότι μπορούν να τροποποιηθούν δομικά,
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έτσι ώστε να παράγουν φαρμακολογικούς ενεργά παράγωγα, τα οποία διατηρώντας 
περισσότερες από τις μεταβολικές ιδιότητες των μητρικών ενώσεων, μπορούν να 
μεταφερθούν μέσα στο κύτταρο και να μεταβολιστούν. Στη συνέχεια, μπορούν να 
παρέμβουν στη σύνθεση των νουκλεϊκών οξέων, έτσι ώστε να προωθήσουν είτε 
αντιπολλαπλασιαστικές λειτουργίες, είτε την αντίσταση στην αντιγραφή του ιού στα 
μολυσμένα κύτταρα [Pastor-Anglada Μ. etal, 1998],

Τα αντικαρκινικά και τα αντιικά ανάλογα εμποδίζουν τον αναδιπλασιασμό και 
την επισκευή του κυτταρικού DNA και τον αναδιπλασιασμό του ιικού γενώματος. 
Αυτά τα θεραπευτικά ανάλογα είναι ανενεργό προφάρμακα, που εξαρτώνται από την 
ενδοκυττάρια φωσφορυλίωση για τη φαρμακολογική τους δράση [Arner ESJ. et al, 
1995], Αν και τα φωσφορυλιωμένα ανάλογα δεν μπορούν να διαπεράσουν την 
κυτταρική μεμβράνη, τα μη φωσφορυλιωμένα εισάγονται στο κύτταρο από πρωτεΐνες 
- μεταφορείς νουκλεοσιδίων. Φωσφορυλιώνονται κατόπιν προς τις τριφωσφορικές 
τους μορφές από κυτταρικά ή ιικά ένζυμα, και όντας ενεργά, εμποδίζουν είτε άμεσα 
είτε έμμεσα τον κυτταρικό ή ιικό διπλασιασμό, ή προκαλούν διαταραχές στις 
δεξαμενές νουκλεοτιδίων, που με τη σειρά τους παρεμποδίζουν τον αναδιπλασιασμό 
του DNA.

Είναι γεγονός ότι τα φυσικά νουκλεοσίδια συντίθενται εντός των κυττάρων, 
αλλά είναι δυνατόν βέβαια, να εισέλθουν στα κύτταρα με παθητική διάχυση. Επίσης 
πραγματοποιείται ενδοκυτταρική τροποποίησή τους με σκοπό την παραγωγή των 
νουκλεοτιδίων. Οι πολυμεράσες χρησιμοποιούν τα νουκλεοτίδια ως βασικές δομικές 
μονάδες γενετικού υλικού DNA και RNA.

Με βάση την παραπάνω αναφορά για παθητική διάχυση, χρησιμοποιήθηκε η 
παρούσα ιδιότητα για την εφαρμογή των νουκλεοσιδικών αναλογών, μορίων που 
αποτελούν χημικά τροποποιημένες εκδόσεις των φυσικών νουκλεοσιδίων, ως αντιικοί 
και αντικαρκινικοί παράγοντες για τη θεραπεία πληθώρας ασθενειών [Zhou W.et al, 
2004],

Τα φάρμακα που ως δραστική ουσία έχουν κάποιο νουκλεοσιδικό ανάλογο, 
επιβάλλεται να αλληλεπιδράσουν με κάποιο μοριακό στόχο προκειμένου να είναι 
δραστικά. Στην κατηγορία των μοριακών στόχων των νουκλεοσιδικών αναλογών 
υπάγονται οι πρωτεΐνες και τα νουκλεϊκά οξέα. Οι πιο κοινοί τύποι πρωτεϊνών με τους 
οποίους αλληλεπιδρούν τα φάρμακα είναι οι υποδοχείς, οι δίαυλοι ιόντων, τα ένζυμα 
και τα μόρια μεταφορείς [Vender MD.et al, 2001],

Τα νουκλεοσιδικά ανάλογα αλληλεπιδρούν με τις ιικές πολυμεράσες. Οι ιικές 
πολυμεράσες, συχνά είναι ειδικά διαμορφωμένες έτσι ώστε να αποτελούν στόχο για 
έναν ειδικό αντιικό παράγοντα. Η συγκεκριμένη μέθοδος ενίσχυσε την παραγωγή των 
ειδικών αντιικών φαρμάκων. Μιμούμενα το ρόλο των φυσικών νουκλεοσιδίων, τα 
αντιικά φάρμακα νουκλεοσιδίων ενσωματώνονται στο ιικό γονιδίωμα από τις ιικές 
πολυμεράσες, κατά τη διαδικασία της αντιγραφής του γενετικού υλικού. Αυτό το 
γεγονός εξασθενίζει τη σύνθεση ή τη λειτουργία του ιικού γονιδιώματος που 
προκύπτει και επομένως καταστέλλει την αντιγραφή του ιού.

Τα νουκλεοσιδικά ανάλογα είναι κατάλληλα για τη θεραπεία χρόνιων ιικών 
ασθενειών. Το συμπέρασμα αυτό προκύπτει από το γεγονός ότι τα νουκλεοσιδικά 
ανάλογα ως φάρμακα έχουν γενικά υψηλή εκλεκτικότητα, εξαίρετη δραστική 
ικανότητα και μεγάλη διάρκεια δράσης.

Τα νουκλεοσιδικά ανάλογα στην πραγματικότητα είναι προφάρμακα, 
δεδομένου ότι πρέπει να φωσφορυλιωθούν στην 5'- θέση του υδατάνθρακα από τις 
κυτταρικές κινάσες για να μπορέσουν να δράσουν κι αυτό είναι το «κλειδί» στην 
επιλεκτικότητά τους. Η φωσφορυλίωση των ανάλογων νουκλεοσιδίων στο κύτταρο, 
τα ενεργοποιεί και ανταγωνίζονται με τα φυσικά νουκλεοτίδια για τη σύνθεση
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νουκλεϊκών οξέων. Επειδή η αντιγραφή των νουκλεϊκών οξέων είναι κοινή για όλες τις 
μορφές ιών, τα ανάλογα νουκλεοσιδίων ενδεχομένως έχουν ένα ευρύ φάσμα 
εφαρμογών στην αντιική θεραπεία [Chong Y.et al, 2003],

1.2.2 Φουρανονουκλεοσίδια - Πυρανονουκλεοσίδια

Οι έρευνες που έχουν πραγματοποιηθεί μέχρι σήμερα με στόχο τη δημιουργία 
φαρμάκων με αντιική και αντικαρκινική δράση, αφορούσαν κυρίως στη χρήση 
αναλογών νουκλεοσιδίων που έχουν ως σάκχαρο μία πεντόζη και φέρουν τη β- 
διαμόρφωση. Η σπουδαιότητα των πεντοζών αναγνωρίστηκε από τη στιγμή που η 
ριβόζη και η δεοξυριβόζη ταυτοποιήθηκαν ως συστατικά των νουκλεϊκών οξέων. Όλα 
τα νουκλεοσίδια στο DNA και RNA αποτελούνται από ένα D-πεντοφουρανικό 
σάκχαρο συνδεδεμένο με μία ετεροκυκλική νουκλεοβάση (πουρίνη ή πυριμιδίνη), 
μέσω ενός β-Ν-γλυκοσιδικού δεσμού [Saenger W, 1984; Blackburn GM.et al, 1996; 
Bloomfield VA.et al, 1999], Όμως, ορισμένα προβλήματα που προέκυψαν από τη 
χρήση των φουρανονουκλεοσιδικών αναλογών, όπως ο ανεπαρκής μεταβολισμός 
προς τις ενεργές τριφωσφορικές δομές τους, η χημική ή ενζυματική απενεργοποίησή 
τους, η τοξικότητα, η εμφάνιση νέων ανθεκτικών ιών και όγκων και τέλος ο μικρός 
χρόνος ημιζωής και κατά συνέπεια ο χρόνος δράσης τους, έστρεψαν το ενδιαφέρον 
των επιστημόνων στη μελέτη της αντικαρκινικής και αντιικής δράσης νέων 
νουκλεοσιδικών αναλογών και ειδικότερα αυτών που φέρουν ως σάκχαρο μία εξόζη.

1.2.3 Νουκλεοσιδικά ανάλογα με σάκχαρο μία εξόζη

Θα πρέπει να τονιστεί ότι η έρευνα για την ανακάλυψη αντιικών και 
αντικαρκινικών νουκλεοσιδίων με εξαμελή υδατανθρακικό δακτύλιο είχε μείνει αρκετά 
βήματα πίσω σε σχέση με αυτή των βιολογικούς ενεργών νουκλεοσιδίων με 
τροποποιημένους πενταμελείς δακτυλίους. Παρόλα αυτά, νουκλεοσίδια με 
τροποποιημένους εξαμελείς υδατανθρακικούς δακτυλίους έχουν αξιολογηθεί για τις 
πιθανές αντιικές [Verheggen l.et al, 1993; Verheggen l.et al, 1995; Maurinsh Y.et al, 
1997; Ostrowski T.et al, 1998], αντικαρκινικές [Antonakis K, 1989] και αντιβιοτικές 
τους ιδιότητες [Haouz A.et al, 2003], καθώς και ως δομικές μονάδες στη σύνθεση 
νουκλεϊκών οξέων [Vastmans K.et al, 2000; Vastmans K.et al, 2001],

Η χρήση των νουκλεοσιδικών αναλογών με σάκχαρο μία πεντόζη έδειξε ότι 
έχουν μικρό χρόνο ημιζωής και ότι η δράση τους είναι λιγότερο αποτελεσματική απ’ 
ό,τι τα νουκλεοσιδικά ανάλογα με σάκχαρο μία εξόζη. Έτσι λοιπόν άρχισαν να 
γίνονται έρευνες και μελέτες για την αντιική δράση των νουκλεοσιδίων που έχουν για 
σάκχαρο μία εξόζη.

Έρευνες έδειξαν ότι το μόριο του εξαμελούς δακτυλίου έχει μεγαλύτερη 
σταθερότητα λόγω της απουσίας τάσεων (διαμόρφωση ανάκλιντρου), έχει 
μεγαλύτερο χρόνο ημιζωής και κατά συνέπεια και χρόνο δράσης. Αφενός η ικανότητα 
ενός τέτοιου μορίου να διαμορφώνεται με τέτοιο τρόπο ώστε τα τέσσερα άτομα 
άνθρακα να βρίσκονται στο ίδιο επίπεδο και αφετέρου κατάλληλη τροποποίηση του 
σακχάρου (δεοξυ-, αμινοδεοξυ-, ακόρεστο-, κετο-), προσομοιάζει τα παραπάνω 
μόρια με τις πεντόζες και τα μετατρέπει σε ευέλικτα μόρια ώστε να είναι εφικτή η 
χρήση τους ως συστατικά των RNA και DNA. Ο συνδυασμός των τροποποιήσεων 
στο μόριο του σακχάρου, έχει ως αποτέλεσμα τη σύνθεση αποτελεσματικών 
φαρμάκων ανάλογων νουκλεοσιδίων με αντιική δράση [Antonakis Κ, 1989],
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1.2.4 Κετονουκλεοσίδια

Μία ενδιαφέρουσα τάξη πυρανονουκλεοσιδικών αναλογών αποτελούν τα κετο 
-πυρανονουκλεοσίδια, τα οποία περιλαμβάνουν μία κετονομάδα στο τμήμα του 
σακχάρου, ως αποτέλεσμα της οξείδωσης ενός ασύμμετρου ατόμου άνθρακα. 
Παρόλο που τα κετο-παράγωγα των πεντονουκλεοσιδίων, στις περισσότερες των 
περιπτώσεων, αποδείχθηκαν ασταθή, τα κετο-παράγωγα των πεντονουκλεοσιδίων 
με εξαμελή υδατανθρακικό δακτύλιο έδωσαν το έναυσμα για τη μελέτη μιας νέας και 
ενδιαφέρουσας χημείας. Η διαθεσιμότητα αυτών των μορίων ήταν καθοριστική για τη 
βιολογική έρευνα, αφού άνοιξε νέους ορίζοντες προς τη διερεύνηση του μηχανισμού 
δράσης των αντιβιοτικών, δεδομένου ότι όπως προαναφέρθηκε, τα κετο- 
πυρανονουκλεοσίδια αποτελούν απαραίτητα ενδιάμεσα στη βιοσύνθεση πολλών 
φυσικών νουκλεοσιδικών αντιβιοτικών προϊόντων [Antonakis Κ, 1989], Επιπλέον, τα 
συγκεκριμένα μόρια εμφανίζουν το πλεονέκτημα ότι οδηγούν σε σύνθετα 
νουκλεοσίδια μεγάλου βιολογικού ενδιαφέροντος. Ειδικότερα, νουκλεοσίδια με 
διακλαδισμένη αλυσίδα στο τμήμα του σακχάρου, καθώς και νουκλεοσίδια που 
φέρουν αμινοσάκχαρα, λήφθηκαν από τα κετονουκλεοσίδια με απευθείας 
πυρηνόφιλη προσθήκη [Antonakis K.et al, 1973; Halmos T.et al, 1975, Antonakis K, 
1989], Τέλος, θα πρέπει να τονιστεί ότι τα κετο-πυρανονουκλεοσίδια εμφανίζουν 
ενδιαφέρουσα αντικαρκινική και αντιική δράση [Antonakis Κ, 1975; Antonakis Κ, 
1989; Komiotis D.et al, 1991; Khan AR. et al, 2001]. Χαρακτηριστικά παραδείγματα 
αυτής της τάξης των νουκλεοσιδίων βρέθηκε, ότι αναστέλλουν την ανάπτυξη των 
κυττάρων ΚΒ, όπως επίσης και την ανάπτυξη της λευχαιμίας L1210 στα ποντίκια 
[Antonakis K.et al, 1973].

Τα κετονουκλεοσίδια αποτελούν το κλειδί που μεσολαβεί σε συνθετικές και 
βιοσυνθετικές διαδικασίες, πολλές από τις οποίες έχουν ως αποτέλεσμα 
αντιογκογονική δράση. Έχει βρεθεί ότι τα κετονουκλεοσίδια επιδεικνύουν αξιόλογη 
αντικαρκινική δράση αναστέλλοντας την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων [Antonakis 
Κ, 1989] (Εικόνα 9).

Ο Η

Εικόνα 9: 1 -(3-deoxy-3-fluoro-2-ulose-glycopyranose)-N4-benzoylcytosine
(κετονουκλεοσίδιο)
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Μία ασυνήθιστη κατηγορία νουκλεοσιδίων με τροποποιημένο εξαμελή 
υδατανθρακικό δακτύλιο αποτελούν τα ακόρεστα κετονουκλεοσίδια, τα οποία 
διαθέτουν ένα ευρύ φάσμα αντικαρκινικών και αντιικών ιδιοτήτων. Στα συγκεκριμένα 
νουκλεοσιδικά ανάλογα ο δακτύλιος του σακχάρου περιλαμβάνει ένα διπλό δεσμό 
άνθρακα-άνθρακα σε α,β-θέση ως προς την κετο-ομάδα. Τα ακόρεστα 
κετονουκλεοσίδια έχουν καθιερωθεί για την αντινεοπλασματική δραστικότητα και τα 
ανοσοκατασταλτικά τους χαρακτηριστικά [Antonakis K.et al, 1974; Chouroulinkov l.et 
al, 1977; Antonakis K.et al, 1980; Komiotis D.et al, 1991], Αποδείχτηκε ότι όχι μόνο 
παρουσιάζουν ανασταλτική δράση έναντι της ανάπτυξης διαφόρων καρκινικών 
κυτταρικών σειρών in vitro [Antonakis K.et al, 1974; Halmos T.et al, 1983] και της 
λευχαιμίας LI210 in vivo [Chouroulinkov l.et al, 1977; Antonakis K.et al, 1980], αλλά 
επίσης ότι αποτελούν και σημαντικά συνθετικά ενδιάμεσα στον τομέα των 
νουκλεοσιδίων, λόγω της χημικής τους σταθερότητας στα διάφορα μέσα [Antonakis 
Κ, 1975], Αντιπροσωπευτικά παραδείγματα αυτών των νουκλεοσιδίων, αποτελούν οι 
ενώσεις της Εικόνας 10.

1.2.5 Ακόρεστα κετονουκλεοσίδια

Β

Εικόνα 10: Ακόρεστα κετονουκλεοσίδια

Οι έρευνες που πραγματοποιήθηκαν για να προσδιοριστεί η σχέση δομής- 
δράσης των ακόρεστων κετονουκλεοσιδίων, απέδειξαν ότι μοναδική δομική απαίτηση 
για την εμφάνιση της αντικαρκινικής τους δράσης αποτελεί η ύπαρξη του 
ηλεκτρονιόφιλου C=C-C=0 συστήματος στο τμήμα του σακχάρου [Alaoui M.et al, 
1986]. Επιπλέον, η δράση αυτή εμφανίστηκε να είναι ανεξάρτητη από την ανωμερική 
διαμόρφωση, την αξονική ή ισημερινή θέση της βάσης και τέλος την L ή D διάταξη 
του σακχάρου. Παρόλο που ο μηχανισμός δράσης αυτών των ενώσεων δεν είναι 
σαφής, φαίνεται ότι παρεμποδίζουν τη σύνθεση του DNA, του RNA και των 
πρωτεϊνών [Antonakis Κ, 1975] και ότι αντιδρούν με τις πρωτεϊνικές ομάδες 
σουλφυδρυλίου [Halmos T.et al, 1983], Μία άλλη σημαντική παράμετρος που 
συνεισφέρει στη βιολογική σπουδαιότητα των ανωτέρω μορίων αποτελεί η ύπαρξη 
του διπλού δεσμού στο τμήμα του σακχάρου, ο οποίος προκαλεί ακαμψία στο 
δακτύλιο, όμοια με αυτή ενός φουρανονουκλεοσιδίου, με αποτέλεσμα να μπορούν να 
θεωρηθούν ως (βιο)ισοστερή των φυσικών νουκλεοσιδίων και νουκλεοτιδίων 
[Herdewijn Ρ. et al, 2001].
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Τα νουκλεοσίδια με εξωκυκλικό μεθυλένιο είναι μία ομάδα αναλογών 
νουκλεοσιδίων που προκύπτουν από την αντικατάσταση μίας καρβονυλικής ομάδας 
από ένα εξωκυκλικό μεθυλένιο (Εικόνα 11). Η αντικατάσταση αυτή δεν επηρεάζει 
σημαντικά το μέγεθος ή το σχήμα του μορίου, ενώ το καθιστά πιο σταθερό και 
αποτελεσματικό στη δράση του. Βάσει μελετών, έχει αποδειχθεί ότι αυτού του είδους 
τα νουκλεοσίδια επιδεικνύουν ισχυρή αντιική δραστηριότητα καθώς επίσης και 
αντικαρκινική. Ακόμη είναι σημαντική η ύπαρξη του εξωμεθυλενίου για την εκδήλωση 
της συγκεκριμένης αντιικής δράσης [Jeong LS.et al, 1998; Yoo SJ.et al, 2002; 
Gunaga P.et ai, 2004] (Εικόνα 11).

1.2.6 Νουκλεοσίδια με εξωκυκλικό μεθυλένιο

Εικόνα 11: Νουκλεοσίδιο με εξωκυκλικό μεθυλένιο (DMDC)
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1.3 ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ

1.3.1 Ελεύθερες ρίζες

Με τον όρο ελεύθερες ρίζες ορίζονται τα μόρια τα οποία περιλαμβάνουν ένα ή 
περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στο ατομικό ή μοριακό τροχιακό [Halliwell Β, 
2001], Αυτά τα ασύζευκτα ηλεκτρόνια συνήθως δίνουν μία υψηλή δραστικότητα στις 
ελεύθερες ρίζες. Οι ρίζες που προέρχονται από το οξυγόνο αντιπροσωπεύουν την 
σημαντικότερη τάξη ελευθέρων ριζών που παράγονται στους ζωντανούς 
οργανισμούς [Valko Μ. et al., 2004],

Με τον όρο ROS (Reactive Oxygen Species) περιλαμβάνονται σχεδόν όλες οι 
ελεύθερες ρίζες (Πίνακας 1). Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) χωρίζονται:
• στις ρίζες που έχουν ως κεντρικό άτομο το οξυγόνο στις οποίες ανήκουν η ρίζα 

του σουπεροξειδίου (Ο2*') (superoxide radical), του υδροξυλίου (OH-) (hydroxyl 
radical), και οι ρίζες περοξυλίου (ROO') (peroxyl radicals)

• στις λεγάμενες μη ρίζες οι οποίες έχουν ως κεντρικό άτομο το οξυγόνο και στις 
οποίες ανήκουν το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η202) και η μονήρης 
κατάσταση του οξυγόνου (Ό2).

Άλλες ελεύθερες ρίζες είναι κάποιες δραστικές μορφές αζώτου όπως το 
μονοξείδιο του αζώτου (N0‘) και το διοξείδιο του αζώτου (Ν02’)(Πίνακας 1).

Πίνακας 1 : Ελεύθερες ρίζες (Reactive species)
Reactive Oxygen Species (ROS)
Radicals Nonradicals
Superoxide, 02·" Hydrogen peroxide, H202
Hydroxyl, OH* Hypochlorous acid, HOCI
Peroxyl, ROO· Hypobromous acid, HOBr
Alkoxyl, RO· Ozone, 03
Hydroperoxyl HOO· Singlet oxygen 102

Reactive Nitrogen Species (RNS)
Radicals Nonradicals
Nitric oxide, NO* Nitrous acid, HN02
Nitrogen dioxide, N02* Nitrosyl cation, NO+

Nitroxyl anion, NO"
Dinitrogen tetroxide, N204 
Dinitrogen trioxide, N203 
Peroxynitrite, ONOO" 
Peroxynitrous acid, ONOOH 
Nitronium (nitryl) cation, N02+ 
Alkyl peroxynitrites, ROONO

Οι διάφορες ελεύθερες ρίζες μπορούν να παραχθούν σε αρκετά χημικά και 
βιολογικά συστήματα, όπως κατά τη διάρκεια σχηματισμού των πλαστικών, 
παλαίωσης των χρωμάτων, καύσης των καυσίμων καθώς και μέσα στον ανθρώπινο 
οργανισμό [Halliwell Β, 2001], Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να σχηματιστούν κατά 
την αναπνευστική αλυσίδα, από προοξειδωτικά ενζυμικά συστήματα, κατά τη 
λιπιδική οξείδωση, από την ακτινοβολία, τη φλεγμονή, το κάπνισμα και από την 
μολυσμένη ατμόσφαιρα. (Εικόνα 12).
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Εικόνα 12: Τρόποι σχηματισμού των ελευθέρων ριζών (ROS).

Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να αντιδρούν μεταξύ τους, αλλά και με βιολογικά 
ενεργά μακρομόρια, όπως τα νουκλεϊκά οξέα και οι πρωτεΐνες. Όταν αντιδρούν 
μεταξύ τους οι ελεύθερες ρίζες οδηγούν στην παραγωγή μιας μη ρίζας, η οποία 
συνήθως είναι λιγότερο δραστική σε σχέση με τα αντιδρώντα. Παρόλα αυτά σε 
ορισμένες περιπτώσεις, η παραγομένη ένωση είναι πιο δραστική. Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα για την πρώτη περίπτωση αποτελεί η αντίδραση ανάμεσα σε δύο άτομα 
υδρογόνου, που οδηγούν στο σχηματισμό του διατομικού υδρογόνου (Αντίδραση 1), 
ενώ για τη δεύτερη περίπτωση η αντίδραση της ρίζας του σουπεροξειδίου 02*' με τη 
ρίζα του μονοξειδίου του αζώτου NO* που οδηγούν στο σχηματισμό του 
περοξυνιτρίτη ΟΝΟΟ' (Αντίδραση 2), ο οποίος είναι δραστικότερος των δύο 
ελευθέρων ριζών που οδήγησαν στην παραγωγή του.

Η* + Η* -» Η2 (Αντίδραση 1)

02*' + NO* -» ΟΝΟΟ" (Αντίδραση 2)

Όταν μία ελεύθερη ρίζα αντιδρά με μία μη ρίζα, μία νέα ελεύθερη ρίζα 
παράγεται. Για παράδειγμα, η πολύ δραστική ρίζα ΟΗ' αντιδρά με υδρογονάνθρακες 
(περιλαμβάνονται τα λιπαρά οξέα - συστατικά των μεμβρανικών λιπιδίων) προς 
σχηματισμό Η* και παράγει μία ρίζα με κεντρικό άτομο C, σύμφωνα με την 
αντίδραση 3

=CH + OH* -> =C* + Η20 (Αντίδραση 3)
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Αυτή η διαδικασία μπορεί να ξεκινήσει την αλυσιδωτή αντίδραση της Λιπιδικής 
υπεροξείδωσης. Μία ενεργή ελεύθερη ρίζα, όπως η ΟΗ· αποσπά υδρογόνο από ένα 
λιπαρό οξύ, όπως φαίνεται παραπάνω. Η παραμένουσα ρίζα με κεντρικό άτομο C 
αντιδρά με το οξυγόνο (Αντίδραση 4)

ξΟ* + 02 -» =C—Ο—Ο* (Αντίδραση 4)
peroxyl radical

Οι περόξυ - ρίζες προσβάλλουν τις πρωτεΐνες των μεμβρανών, και μπορούν 
επίσης να προσβάλλουν και γειτονικές αλυσίδες λιπαρών οξέων (Αντίδραση 5).

ξΟ—Ο—Ο* + ξΟΗ -» =C—Ο—Ο Η + ξΟ* (Αντίδραση 5)
Lipid hydroperoxide

Όταν οι ελεύθερες ρίζες αντιδρούν με βιολογικά παραγόμενα μόρια, είναι 
δυνατόν να δημιουργηθούν νέες ρίζες, οι οποίες στη συνέχεια μπορεί να 
αντιδράσουν και να οδηγήσουν στην παραγωγή νέων ριζών. Η αλυσιδωτή αυτή 
διαδικασία μπορεί να επαναλαμβάνεται, καταλήγοντας σε επιβλαβείς συνέπειες για 
τον οργανισμό. Οι ελεύθερες ρίζες είναι δυνατό να αντιδράσουν με πρωτεΐνες και να 
τις μετουσιώσουν. Επιπλέον, αποτελούν σημαντικούς παράγοντες πρόκλησης 
βλαβών στο DNA οδηγώντας στη δημιουργία μεταλλάξεων. Τέλος, είναι δυνατό να 
αντιδράσουν με τα λιπίδια και αφού τα οξειδώσουν, καταστρέφουν με αυτό τον 
τρόπο τη δομή των μεμβρανών. [Halliwell Β, 2001; Mylonas and Kouretas, 1999].

Οι ελεύθερες ρίζες είναι προϊόντα της φυσιολογικής λειτουργίας του 
μεταβολισμού των κυττάρων. Έχει υπολογιστεί ότι κατά μέσο όρο παράγονται 10000 
- 20000 ελεύθερες ρίζες σε ένα σωματικό κύτταρο για μία μέρα σε έναν άνθρωπο. 
Για έναν αθλητή, αυτό το ποσό μπορεί να αυξηθεί έως και 50%. Σε ορισμένες 
περιπτώσεις, οι ελεύθερες ρίζες παράγονται ειδικά να εξυπηρετήσουν βασικές 
βιολογικές λειτουργίες, ενώ, σε άλλες περιπτώσεις, αυτές παράγονται σαν 
παραπροϊόντα μεταβολικών διαδικασιών. Παρά το ότι το κύτταρο διαθέτει 
αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς άμυνας για να εξουδετερώσει τη ζημιά από τις 
ελεύθερες ρίζες, αυτές σχετίζονται με βλάβες στο DNA και τις πρωτεΐνες και είναι 
υπεύθυνες για πολλές ασθένειες, όπως ο καρκίνος, η αρτηριοσκλήρυνση, η 
αρθρίτιδα κ.ά. Όλες οι ελεύθερες ρίζες έχουν την ικανότητα να αντιδρούν με 
κυτταρικά στοιχεία και ιδιαίτερα με τις βάσεις του DNA ή το σκελετό του DNA και να 
προκαλούν αλλαγή στις βάσεις ή σπασίματα στις νουκλεοτιδικές αλυσίδες. Ενεργές 
μορφές οξυγόνου μπορούν επίσης να οξειδώσουν τα λιπίδια ή τις πρωτεΐνες και να 
προκαλέσουν βλάβες στο DNA. Τέτοιες οξειδώσεις στο DNA μπορεί να είναι 
προκαρκινικές και η οξειδωτική βλάβη προτίθεται να παίξει ένα ρόλο στην ανάπτυξη 
διάφορων μορφών καρκίνου [Valko Μ. et al, 2004]. Στην Εικόνα 13 παρατίθενται 
μερικές κλινικές καταστάσεις στις οποίες εμπλέκονται οι δραστικές μορφές οξυγόνου 
[Lee J. et al, 2003],
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Εικόνα 13: Κλινικές καταστάσεις με τις οποίες έχει βρεθεί ότι σχετίζονται οι ROS

Η παραγωγή ελευθέρων ριζών είναι μία συνέπεια της αερόβιας διεργασίας. Οι 
ελεύθερες ρίζες είναι επιβλαβείς για το DNA και η επίδρασή τους αυτή μπορεί, είτε να 
ενισχυθεί, είτε να μειωθεί από διατροφικούς, ορμονικούς και περιβαλλοντικούς 
παράγοντες. Προς το παρόν, δεν είναι γνωστός ο ακριβής ρόλος που παίζουν οι 
ελεύθερες ρίζες στην καρκινογένεση και ο συνεργιστικός τους ρόλος με άλλους 
τύπους γενετικών συμβάντων που επιταχύνουν το μετασχηματισμό των κυττάρων και 
την πρόοδο των κακοήθων όγκων. Πάντως, είναι γνωστό ότι το οξειδωτικό στρες 
μπορεί να συμμετέχει στην έναρξη του πολλαπλασιασμού των καρκινικών κυττάρων. 
Η επίδραση του οξειδωτικού στρες στην καρκινογένεση έχει άμεση σχέση με τον 
τύπο και την ικανότητα αντίδρασης των ελευθέρων ριζών [Valko Μ. et al, 2004],

Κατά τη διάρκεια της θεραπείας κακοήθων όγκων είναι επιθυμητό οι 
παράγοντες που προσβάλλουν επιλεκτικά τα καρκινικά κύτταρα να μην προκαλούν 
επιζήμιες επιδράσεις στα φυσιολογικά κύτταρα. Αλλά, αυτό συνήθως είναι κατορθωτό 
με τα πρόσφατα διαθέσιμα φάρμακα και την ακτινοβολία. Ιονισμένη ακτινοβολία και 
ορισμένα φάρμακα, όπως οι ανθρακυκλίνες και η μπλεομυκίνη, παράγουν ελεύθερες 
ρίζες, κι εκεί οφείλουν την αντικαρκινική τους δράση. Από την άλλη μεριά οι 
ελεύθερες ρίζες είναι υπεύθυνες για «παράπλευρες απώλειες» και σχετίζονται με 
αυτούς τους παράγοντες. Έτσι, και η ακτινοβολία και οι ανθρακυκλίνες μπορούν να 
επάγουν την παραγωγή ελευθέρων ριζών και στα φυσιολογικά και τα καρκινικά 
κύτταρα.

Υπάρχει μία στενή σχέση μεταξύ ελευθέρων ριζών, λιπιδικής υπεροξείδωσης 
και απόπτωσης (Εικόνα 14). Σε γενικές γραμμές, τα καρκινικά κύτταρα φαίνεται να 
έχουν σχετικά περισσότερες αντιοξειδωτικές ιδιότητες και μικρότερους ρυθμούς 
λιπιδικής υπεροξείδωσης, πράγμα που ευνοεί τον πολλαπλασιασμό τους. Η άποψη, 
ότι το σύστημα των ελευθέρων ριζών μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να «σκοτώσει» 
τα καρκινικά κύτταρα επιλεκτικά, δεν είναι αντίθετη με την πεποίθηση ότι οι ελεύθερες 
ρίζες καταστρέφουν το DNA κι έτσι συμμετέχουν στη μεταλλαξιγένεση και την 
καρκινογένεση. Φαίνεται σαν οι επιδράσεις των ελευθέρων ριζών στα φυσιολογικά 
και τα καρκινικά κύτταρα να είναι εκ διαμέτρου αντίθετες. Όταν οι ελεύθερες ρίζες 
προσβάλλουν φυσιολογικά κύτταρα, μπορεί να συμβεί βλάβη στο DNA, η οποία 
οδηγεί σε ανάπτυξη των όγκων, ενώ, όταν οι ίδιες ελεύθερες ρίζες παράγονται 
υπερβολικά στα καρκινικά κύτταρα, συμβαίνει να έχουν απροσδόκητα πολύ

-25 -

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 19:20:56 EEST - 18.216.224.168



ευεργετική δράση, η οποία οδηγεί συγκεκριμένα στην εξόντωση αυτών των κυττάρων
[Undurti Ν. Das, 2002],

cellular
antioxidants

I
I

steady-state levels 
of oxidative modifi­
cations in DNA

tumor
promotion

mutations
DNA repair

cancer I

Εικόνα 14: Συσχέτιση των ελευθέρων ριζών με τον καρκίνο.

1.3.2 Αντιοξειδωτικά συστήματα άμυνας

Τα αντιοξειδωτικά συστήματα άμυνας δεσμεύουν τις ελεύθερες ρίζες και 
ελαχιστοποιούν το σχηματισμό τους, αλλά δεν είναι 100% αποτελεσματικά. Βλάβες 
στο DNA από τις ΟΗ’ προκαλούνται σε όλα τα αερόβια κύτταρα και μάλιστα είναι 
ένας σημαντικός συντελεστής ανάπτυξης του καρκίνου. Το αντιοξειδωτικά κύκλωμα 
είναι σύνθετο. Στο υγιές ανθρώπινο σώμα, υπάρχει μία παραπλήσια ισορροπία 
μεταξύ παραγωγής ελευθέρων ριζών και αντιοξειδωτικών συστημάτων άμυνας.

1.3.3 Αντιοξειδωτικοί παράγοντες

Αντιοξειδωτικά θεωρείται οποιαδήποτε ουσία η οποία όταν βρίσκεται σε 
χαμηλές συγκεντρώσεις συγκριτικά με εκείνες ενός προς οξείδωση υποστρώματος 
επιβραδύνει ή εμποδίζει την οξείδωση αυτού του υποστρώματος [Halliwell Β, 2001], 
Τα αντιοξειδωτικά ασκούν τη δράση τους, είτε εμποδίζοντας την οξείδωση των 
ευαίσθητων βιολογικών μορίων από τις ελεύθερες ρίζες, είτε περιορίζοντας τον 
σχηματισμό των ελευθέρων ριζών [Scalbert A. et al, 2005]. Συγκεκριμένα, τα 
αντιοξειδωτικά προσφέρουν στις ελεύθερες ρίζες το ηλεκτρόνιο ή το υδρογόνο που 
τους λείπει και έτσι εμποδίζουν τη δράση τους ή ενεργοποιούν τα ενδογενή αμυντικά 
συστήματα [Halliwell Β, 2001] (Εικόνα 15).
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Εικόνα 15: Τρόπος δράσης ενός αντιοξειδωτικού

Ρόλος των αντιοξειδωτικών

1. Προστατεύουν τις κυτταρικές μεμβράνες, εξουδετερώνοντας τις ελεύθερες ρίζες 
οξυγόνου [Halliwell Β, 2001],

2. Δρουν καρδιοπροστατευτικά, αυξάνοντας την ανθεκτικότητα των αγγείων, 
περιορίζοντας τους φλεγμονώδεις παράγοντες, αποτρέποντας την οξείδωση της 
LDL χοληστερίνης και συμβάλλοντας στον έλεγχο των επιπέδων της αρτηριακής 
πίεσης [Halliwell Β, 2001],

3. Ασκούν αντικαρκινική δράση, μπλοκάροντας ή εμποδίζοντας την προσκόλληση 
επικίνδυνων ενζύμων στους ιστούς, αδρανοποιώντας καρκινογόνες ουσίες που 
προκαλούν μεταλλάξεις σε υγιή κύτταρα και επιβραδύνοντας τους μηχανισμούς 
καρκινογένεσης [Valko Μ. et at, 2004],

4. Βελτιώνουν τις πνευματικές ικανότητες και την ψυχική διάθεση, προστατεύοντας 
τους νευροδιαβιβαστές από την οξείδωση και βελτιώνοντας την εγκεφαλική 
μικροκυκλοφορία [Undurti ND, 2002],

5. Διατηρούν το δέρμα ελαστικό και το προφυλάσσουν από την πρόωρη γήρανση, 
περιορίζοντας τη διάσπαση του κολλαγόνου [Halliwell Β, 2001].

6. Προστατεύουν οστά και αρθρώσεις, περιορίζοντας οιδήματα, φλεγμονές κι 
εκφυλιστικές αλλοιώσεις [Halliwell Β, 2001].

7. Βελτιώνουν τη λειτουργική κατάσταση του αμφιβληστροειδούς χιτώνα των ματιών 
κι ενισχύουν την όραση [Halliwell Β, 2001],

8. Δρουν αντιαλλεργικά σε μεγάλο φάσμα αλλεργιών [Halliwell Β, 2001],
9. Διαφυλάσσουν τα αποθέματα άλλων απαραίτητων θρεπτικών ουσιών στον 

οργανισμό, αποτρέποντας την καταστροφή τους και, σε ορισμένες περιπτώσεις, 
ενισχύοντας τη δράση τους [Undurti ND, 2002],

Οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί χωρίζονται στους ενζυμικούς και μη. Στους 
ενζυμικούς ανήκουν τα αντιοξειδωτικά ένζυμα τα οποία μετατρέπουν τις δραστικές 
μορφές οξυγόνου σε μη δραστικά μόρια δεσμεύοντας τις ελεύθερες ρίζες ή 
μειώνοντας την παραγωγή τους. Τα πιο σημαντικά, αυτής της κατηγορίας είναι η 
υπεροξειδική δισμουτάση (SOD), η περοξειδάση της γλουταθειόνης (GSHPx), η 
ρεδουκτάση της γλουταθειόνης και η καταλάση. Οι αντιδράσεις που καταλύουν τα 
ένζυμα αυτά φαίνονται στον Πίνακα 2 [Blokhina O.et al, 2003].
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Πίνακας 2: Τα κυριότερα ένζυμα που συμμετέχουν στην προστασία από τις 
ελεύθερες ρίζες._____________________________ ____________________________________
Ένζυμο Αντίδραση που καταλύει
Υπεροξειδική δισμουτάση (SOD) 2 02*' + 2 Η+ -» Η202 + 02
Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GSHPX) GSH* 1 + R* -> GSSG + R 

Ρεδουκτάση της γλουταθειόνης NADPH + GSSG2 <=> NADP+ + 2GSH
Καταλάση 2 Η202 <=> 02 + Η20

'GSH: ανηγμένη μορφή γλουταθειόνης: 2GSSG: οξειδωμένη μορφή γλουταθειόνης

Στους μη ενζυμικούς ανήκουν κάποιες πρωτεΐνες, βιταμίνες (ασκορβικό οξύ, 
βιταμίνη Ε), λιπίδια, μέταλλα και ουσίες όπως οι πολυφαινόλες. Συγκεκριμένα, έχει 
βρεθεί ότι οι διάφορες πολυφαινόλες στηρίζουν την αντιοξειδωτική τους δράση στις 
φαινολικές τους ομάδες, οι οποίες λειτουργούν σαν δέκτες ηλεκτρονίων για να 
σχηματίσουν σταθερές φαινοξυλικές ρίζες, σταματώντας με αυτό τον τρόπο τις 
αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης. Οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί δράσης των 
πολυφαινολών περιλαμβάνουν και την ικανότητά τους να δρουν σαν δότες 
υδρογόνου και να δεσμεύουν χηλικά μέταλλα, όπως ο Fe, ο οποίος δρα ως 
συμπαράγοντας στο σχηματισμό των ελευθέρων ριζών [Scalbert A.et al, 2005],

1.3.4 Οξειδωτικό στρες

Ο όρος οξειδωτικό στρες υποδηλώνει τη σοβαρή ανισορροπία μεταξύ 
παραγωγής ελευθέρων ριζών και αντιοξειδωτικής άμυνας. Σε γενικές γραμμές, το 
οξειδωτικό στρες μπορεί να προκληθεί από:

1. Μειωμένα αντιοξειδωτικά, π.χ. μεταλλάξεις που καταστρέφουν τα αντιοξειδωτικά 
ένζυμα άμυνας (όπως τα CuZnSOD, MnSOD και GSHPX) ή τοξικοί παράγοντες, 
οι οποίοι μειώνουν τέτοιες άμυνες. Για παράδειγμα, πολλά ξενοβιοτικά 
μεταβολίζονται με σύζευξη με GSH. Υψηλές δόσεις μπορούν να μειώσουν τη 
GSH και να προκαλέσουν οξειδωτικό στρες ακόμη και αν το ξενοβιοτικά δεν είναι 
το ίδιο μία πηγή ελευθέρων ριζών. Μειώσεις των διαιτητικών αντιοξειδωτικών και 
άλλων βασικών διαιτητικών συστατικών μπορούν να οδηγήσουν επίσης σε 
οξειδωτικό στρες.

2. Αυξημένη παραγωγή των ROS/RNS, π.χ. με έκθεση σε αυξημένα επίπεδα 
τοξινών, οι οποίες από μόνες τους είναι ελεύθερες ρίζες (αέριο Ν02·) ή 
μεταβολίζονται γενικώς σε τέτοιες ρίζες, ή με ενεργοποίηση των «φυσικών» 
συστημάτων παραγωγής ROS/RNS (π.χ. ακατάλληλη ενεργοποίηση των 
φαγοκυττάρων σε χρόνιες φλεγμονώδεις ασθένειες, όπως ρευματοειδή αρθρίτιδα 
και ελκώδη κολίτιδα) [Halliwell Β, 2001].
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Συνέπειες του οξειδωτικού στρες

Το οξειδωτικό στρες μπορεί να οδηγήσει σε:

1. Προσαρμογή με απορρύθμιση των αντιοξειδωτικών συστημάτων άμυνας
2. Βλάβες σε όλους τους μοριακούς στόχους (DNA, πρωτεΐνες και λιπίδια)
3. Κυτταρικό θάνατο (νέκρωση και απόπτωση)

Το οξειδωτικό στρες ευθύνεται σχεδόν για όλες τις εκφυλιστικές παθήσεις, καθώς 
και την πρόωρη γήρανση. Με τις οξειδώσεις που δημιουργούν οι παραπάνω 
παράγοντες (εξαιτίας των αυξημένων επιπέδων των ελευθέρων ριζών) επέρχονται 
αλλοιώσεις στην κυτταρική μεμβράνη και σε άλλα δομικά συστατικά του κυττάρου. 
Έτσι, προσβάλλονται διάφορα βιομόρια (λιπίδια, πρωτεΐνες, σάκχαρα, DNA κ.ά.) από 
τις ελεύθερες ρίζες, προκαλώντας οξειδωτική καταστροφή των κυττάρων, 
δυσλειτουργία των μεμβρανών, τροποποίηση πρωτεϊνών, απενεργοποίηση ενζύμων 
και σχάση ή τροποποίηση των βάσεων του DNA. Αυτό έχει σαν συνέπεια πρόωρη 
γήρανση και μία σειρά παθολογικών καταστάσεων και ασθενειών, όπως καρκίνο, 
καρδιαγγειακές παθήσεις, ρευματικά νοσήματα, αρθρίτιδες, καταρράκτη, γεροντική 
άνοια, Alzheimer, νόσο του Parkinson, διαβήτη, αλλεργίες, άσθμα, παχυσαρκία, 
ηπατοπάθειες, λοιμώξεις και φλεγμονές, σχιζοφρένεια, κατάθλιψη κ.ά. [Halliwell Β, 
2001],
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1.4 ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ - ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΚΩΝ 
ΑΝΑΛΟΓΩΝ

Έρευνες των τελευταίων ετών έδειξαν ότι:
> Νουκλεοσιδικά ανάλογα με εξαμελή δακτύλιο σακχάρου έχουν επιδείξει 

σημαντική αντιική και αντιβιοτική δράση. Αυτό συμβαίνει, επειδή έχουν 
μεγαλύτερη σταθερότητα λόγω της απουσίας τάσεων, βάσει της διαμόρφωσης 
ανάκλιντρου, καθώς επίσης έχουν μεγαλύτερο χρόνο ημιζωής και κατά 
συνέπεια και χρόνο δράσης. Το γεγονός αυτό έκανε ιδιαίτερα ελκυστική την 
παραγωγή πυρανονουκλεοσιδίων.

> Η ύπαρξη κετο-ομάδας στο τμήμα του σακχάρου ενός τροποποιημένου 
νουκλεοσιδίου, ως αποτέλεσμα της οξείδωσης του ασύμμετρου ατόμου του 
άνθρακα, είναι σημαντική για την εκδήλωση αντικαρκινικής ή αντιικής δράσης. 
Ουσιαστικά λόγω της οξείδωσης δημιουργείται θέση δεκτική σε πυρηνόφιλη 
προσβολή. Τα κετονουκλεοσίδια επιδεικνύουν αξιόλογη αντικαρκινική δράση 
αναστέλλοντας την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων καθώς επίσης αποτελούν 
το κλειδί που μεσολαβεί σε συνθετικές και βιοσυνθετικές διαδικασίες, πολλές 
από τις οποίες έχουν ως αποτέλεσμα αντιογκογονική δράση.

> Νουκλεοσιδικά ανάλογα που περιέχουν εξωκυκλικό μεθυλένιο, επέδειξαν 
εξαιρετική αντικαρκινική και αντιική δράση. Η αντικατάσταση μίας κετονομάδας 
από ένα εξωμεθυλένιο δε μεταβάλλει σημαντικά το μέγεθος ή το σχήμα του 
μορίου, αλλά ενισχύει τη δράση του.

> Φθοριωμένα πυρανο-νουκλεοσιδικά ανάλογα, άλλα με ύπαρξη κετο-ομάδας 
και άλλα με συνδυασμό κετο-ομάδας με διπλό δεσμό άνθρακα-άνθρακα 
παρουσίασαν αντιοξειδωτική δράση. Ελάχιστες έρευνες έχουν γίνει για να 
βρεθεί αν τα παραπάνω νουκλεοσιδικά ανάλογα είναι και αντιοξειδωτικοί 
παράγοντες. Συγκεκριμένα, η μόνη έρευνα στο ίδιο θέμα, έχει γίνει πάλι από το 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας και αφορά την αντιοξειδωτική δράση μιας σειράς από 
φθοριωμένα πυροανο-νουκλεοσιδικά ανάλογα της N4-benzoyl cytosine και 
N6-benzoyl adenine [Spanou C. et al, 2007].

Βασιζόμενοι, λοιπόν, στα παραπάνω στοιχεία, θεωρήθηκε πολύ σημαντική : 
α) η σύνθεση πυρανονουκλεοσιδίων που έχουν ουρακίλη ως ετεροκυκλική βάση και 
κετο-ομάδα ή εξωμεθυλένιο στη θέση 4 του σακχάρου (μαννόζης). Αυτά τα 
νουκλεοσιδικά ανάλογα παρουσιάζουν σημαντική αντικαρκινική και αντιική δράση 
[Agelis G. et al, 2008].
β) η μελέτη πυρανονουκλεοσιδίων που έχουν θυμίνη ως ετεροκυκλική βάση και 
κετο-ομάδα ή εξωμεθυλένιο στη θέση 2 του σακχάρου (γαλακτόζης). Αυτά τα 
νουκλεοσιδικά ανάλογα παρουσιάζουν σημαντική αντικαρκινική και αντιική δράση 
[Agelis G. et al, 2007],
γ) η μελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης και των δύο κατηγοριών νουκλεοσιδικών 
αναλογών μέσω της ικανότητάς τους να αλληλεπιδρούν με μια σταθερή ρίζα (DPPH*) 
και μέσω αναστολής τοξικής δράσης ελευθέρων ριζών και συγκεκριμένα των περόξυ 
ριζών (ROO‘) στο DNA.
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1.5 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Η ραγδαία ανάπτυξη της φαρμακευτικής χημείας σε συνδυασμό με τις 
ανακαλύψεις που έγιναν σχετικά με τη δομή και τη λειτουργία του γενετικού υλικού 
των οργανισμών, επέτρεψαν τη σύνθεση, μελέτη, εφαρμογή και προώθηση στην 
αγορά πληθώρας φαρμάκων που ως δραστική ουσία περιέχουν κάποιο 
νουκλεοσιδικό ανάλογο. Τα αντιβακτηριδιακά, αντιικά και αντιογκογονικά φάρμακα 
περιλαμβάνονται μεταξύ των πιο σημαντικών θεραπευτικών ανακαλύψεων του 
εικοστού αιώνα και έχουν αλλάξει τη θεραπευτική αγωγή πολλών ασθενειών, 
μειώνοντας τη θνησιμότητα.

Από την ανασκόπηση της βιβλιογραφίας φαίνεται ότι ελάχιστες έρευνες έχουν 
γίνει για να βρεθεί αν τα ίδια νουκλεοσιδικά ανάλογα είναι και αντιοξειδωτικοί 
παράγοντες. Συγκεκριμένα, η μόνη έρευνα στο ίδιο θέμα, έχει γίνει πάλι από το 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας και αφορά την αντιοξειδωτική δράση μιας σειράς από 
φθοριωμένα πυρανο-νουκλεοσιδικά ανάλογα [Spanou C. et al, 2007].

Στόχος της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι:

> η σύνθεση τροποποιημένων νουκλεοσιδίων και συγκεκριμένα 
κετονουκλεοσιδίων καθώς επίσης και νουκλεοσιδίων με εξωκυκλικό μεθυλένιο 
της γαλακτόζης και της μαννόζης, και

> η μελέτη της αντιοξειδωτικής τους δράσης.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 ΥΛΙΚΑ

2.1.1 Υλικά Σύνθεσης των Νουκλεοσιδικών αναλογών

Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των 3 
νουκλεοσιδικών αναλογών ήταν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας και ήταν προϊόντα 
των παρακάτω εταιριών:

- D-mannose (Alfa Aesar, Γερμανία)
- Πυριδίνη (Panreac-Ισπανία)
- Οξικός ανυδρίτης (Ac20) (Aldrich, Γερμανία)
-Διάλυμα Μεθανόλης (MeOH) (Merck, Γερμανία)
-Όξινο θειικό νάτριο (NaHS04) (Merck, Γερμανία)
- Κορεσμένο sodium bicarbonate (NaHC03) (Merck, Γερμανία)
-Άνυδρο magnesium sulphate (MgS04) (Merck, Γερμανία)
-Άνυδρο θειικό νάτριο (Na2S04) (Merck, Γερμανία)
- Sodium thiosulfate (Merck, Γερμανία)
- Ουρακίλη (Sigma, Γερμανία)
- Hexamethyldisilazane (HMDS) (Aldrich, Γερμανία)
- Trimethylsilyltrifluoromethane-sulfonate (Me3Si0S02CF3) (Alfa Aesar, Γερμανία)
- 2,2- dimethoxypropane (Aldrich, Γερμανία)
- p-toluenesulfonic acid monohydrate (Aldrich, Γερμανία)
- Διάλυμα formic acid (Panreac-Ισπανία)
- Imidazole (Fluca, Γερμανία)
- Ph3P (Fluca, Γερμανία)
- Iodoform (Aldrich, Γερμανία)
- Triphenylmethyl chloride (Aldrich, Γερμανία)
- Καταλύτης 4-dimethylaminopyridine (Acros Organics, Η.Π.Α.)
- PDC (Alfa Aesar, Γερμανία)
- Methyl triphenyl-phosphorium bromide (Aldrich, Γερμανία)
- Υδρίδιο του νατρίου (NaH) (Fluca, Γερμανία)

ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΧΑΡΤΟΥ (TLC:Thin Layer Chromatography)

Οι αντιδράσεις ελέγχονται με χρωματογραφία χάρτου, με πλάκες Silica gel 
(Merck Kieseilel 60F254). Τα χρωματογραφήματα εμφανίζονται με ψεκασμό με 
διάλυμα θειϊκού οξέος 30% ή με ανίχνευση από ακτινοβολία UV (254nm). Τα 
συστήματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα εξής:
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα

A
Β
Γ
Δ
Ε

ΣΤ
Ζ
Η

οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο 6/4 
οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο 8/2 
οξικός αιθυλεστέρας/μεθανόλη 8/2 
οξικός αιθυλεστέρας 
οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο 7/3 
οξικός αιθυλεστέρας/μεθανόλη 9/1 
οξικός αιθυλεστέρας/μεθανόλη 9.5/0.5 
οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο 5/5
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ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΣΤΗΛΗΣ

Η χρωματογραφία στήλης επιτεύχθηκε με την εισαγωγή αέρα υπό πίεση σε 
silica gel (Merck grade) (flash chromatography) και οι διαλύτες έκλουσης που 
χρησιμοποιήθηκαν είναι οι παρακάτω:
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα
Διάλυμα

Θ
I
Κ
Λ
Μ
Ν

οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο 7/3 
οξικός αιθυλεστέρας/ μεθανόλη 8/2 
οξικός αιθυλεστέρας 
οξικός αιθυλεστέρας/ εξάνιο 6/4 
οξικός αιθυλεστέρας/ μεθανόλη 9/1 
οξικός αιθυλεστέρας/ εξάνιο 5/5

ΞΗΡΑΝΣΗ ΔΙΑΛΥΤΩΝ

Οι αντιδράσεις που περιλάμβαναν άνυδρους διαλύτες ή ουσίες ευαίσθητες 
στην ατμόσφαιρα έλαβαν χώρα κάτω από αδρανή ατμόσφαιρα αζώτου.

Το διχλωρομεθάνιο (CH2CI2) αποστάχθηκε παρουσία πεντοξειδίου του 
φωσφόρου (Ρ2Ο5) και το απόσταγμα συλλέχθηκε σε φιάλη που περιείχε μοριακά 
κόσκινα 4Α°, όπου και αποθηκεύτηκε. Το ακετονιτρίλιο (CH3CN), το τολουόλιο (ΤοΙ) 
και το dimethylformamide (DMF) αποστάχθηκαν παρουσία υδριδίου του ασβεστίου 
και τα αποστάγματα συλλέχθηκαν σε φιάλες με μοριακά κόσκινα 4Α°, όπου και 
αποθηκεύτηκαν. To Tetrahydrofuran (THF) αποστάχθηκε από νάτριο/βενζοφαινόνη, 
αμέσως πριν από τη χρήση. Τέλος, η πυριδίνη αποθηκεύτηκε σε φιάλη με σφαιρίδια 
ΚΟΗ (pellets).

ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΩΣΕΩΝ

Η ταυτοποίηση των ενώσεων που συντέθηκαν έγινε με τη χρήση φάσματος 
πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού NMR (Nuclear Magnetic Resonance). Τα 
φάσματα ^ NMR μετρήθηκαν με Bruker 250 MHz.

Επίσης χρησιμοποιήθηκε φασματομετρία μάζας (Mass spectra). Τα φάσματα 
μετρήθηκαν με Micromass Platform LC (ESI-MS).
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2.1.2 Πλασμιδιακό DNA

Πλασμίδιο Bluesctript SK-(+), το οποίο απομονώθηκε από βακτηριακή 
καλλιέργεια σε μεγάλη κλίμακα.

2.1.3 Χημικά αντιδραστήρια μεθόδων εκτίμησης αντιοξειδωτικής 
δράσης των νουκλεοσιδικών αναλογών

Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τις μεθόδους εκτίμησης 
αντιοξειδωτικής δράσης ήταν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας και ήταν προϊόντα 
των παρακάτω εταιριών:

-1,1 -diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH') (Sigma-Aldrich- St Louis, MO, USA)
- Μεθανόλη (MeOH) (Merck-Γερμανία)
-AAPH (2,2’-Azobis(2-amidinopropane hydrochloride) (Sigma-Γερμανία)
- Γλυκερόλη (Glycerol) (Panreac-Ισπανία)
- Tris-HCI (Merck-Γερμανία)
- Χλωριούχο νάτριο NaCI (Panreac-Ισπανία)
- EDTA (Panreac-Ισπανία)
- Βορικό οξύ (Boric acid) (Sigma-Γερμανία)
-Αγαρόζη (agarose) (Seakem-Η.Π.Α)
- Χρωστική μπλε της βρωμοφαινόλης (Bromophenol blue) (Research Organics-Η.Π.Α)
- Βρωμιούχο αιθίδιο (Ethithium Bromide) (Merck-Γερμανία)
- Χλωριούχο κάλιο (KCI) (Merck-Γερμανία)
- Δισόξινο φωσφορικό κάλιο (ΚΗ2Ρ04) (Merck-Γερμανία)
- Μονόξινο φωσφορικό νάτριο (Na2HP04) (Merck-Γερμανία)
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2.1.4 Νουκλεοσιδικά Ανάλογα

Τα νουκλεοσιδικά ανάλογα (προϊόντα) παρασκευάστηκαν στο Εργαστήριο 
Οργανικής Χημείας και παρουσιάζονται αναλυτικά παρακάτω:

—ο Η
ΗΟ

ΌΗ
Thy

ΗΟ

-Ο Η

ΟΗ

ΌΗ·

Thy

Ό
ΌΤγ

-Ο Thy

Ό Η 2 
-Ο Η

-Ο Thy

Προϊόν 1

Προϊόν 2

Προϊόν 3

Προϊόν 4

όη2
1-0 Η

-Ο
h9c2'-'--------\ Ο Η 01

r-OTr
Ur

-Ο

H9C:

Ur
r-OH

-Ο

t-OH
Ur

-O

Προϊόν 5

Προϊόν 6

Προϊόν 7

H2C: Προϊόν 8
Ur
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όπου

Thy (Θυμίνη) Ur (Ουρακίλη)

2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ

2.2.1 Σύνθεση προϊόντων

2.2.1.1 Σύνθεση προϊόντων με βάση τη θυμίνη (Thy)

Με πρώτη ύλη την εμπορικά διαθέσιμη D-γαλακτόζη παρασκευάστηκαν στο 
Εργαστήριο της Οργανικής Χημείας του τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του 
Πανεπιστημίου Θεσσαλίας τα παρακάτω τέσσερα νουκλεοσιδικά ανάλογα της 
θυμίνης [Agelis G. et al, 2007] (Σχήμα 1).

Προϊόν 1

----- OTr

J-----Ο Thy

O'
XH2

Προϊόν 3

Προϊόν 2

Προϊόν 4

Σχήμα 1: Νουκλεοσιδικά ανάλογα με ετεροκυκλική βάση τη θυμίνη
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2.2.1.2 Σύνθεση προϊόντων με βάση την ουρακίλη (Ur)

Σύνθεση της 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-cr-D-mannopyranose

I II

Διάλυμα της D-μαννόζης I (6.32g, 35.06mmol) σε πυριδίνη (150mL) και Ac20 (76mL) 
αναδεύεται ολόκληρη τη νύχτα σε θερμοκρασία δωματίου. Η αντίδραση ελέγχεται με 
TLC (πίνακας 3). Η αντίδραση σταματά με προσθήκη MeOH (38πιΙ_). Ακολουθεί 
συμπύκνωση, διάλυση σε CH2CI2 και πλύσιμο της οργανικής φάσης με NaHS04, 
NaHC03 και Η20. Γίνεται ξήρανση της οργανικής φάσης με άνυδρο Na2S04. Έπειτα 
διηθείται, συμπυκνώνεται και λαμβάνεται η ένωση II (12.32g, 31.56mmol).

Πίνακας 3: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-a-D- 
_________________ mannopyranose (II).

TLC (Διάλυμα A) Rf=0.7
Απόδοση 90%

Σύνθεση της 1-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl) uracil

►

II III

Μείγμα της ουρακίλης (4.96g, 44.25mmol), του hexamethyldisilazane (HMDS) (IlmL, 
52.75mmol) και της saccharin (0.37g, 2.03mmol) σε άνυδρο CH3CN (152mL) 
υποβάλλεται σε reflux στους 120°C υπό άζωτο. Αφότου γίνει διαυγές προστίθεται η 
1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-a-D-mannopyranose II (12.32g, 31.56mmol) και το
trimethylsilyltrifluoromethane-sulfonate (Me3Si0S02CF3 (8mL, 44.2mmol). H
αντίδραση ολοκληρώνεται στις 2h στους 80°C (reflux) υπό άζωτο. Ο έλεγχος της 
αντίδρασης γίνεται με TLC (πίνακας 4). Το μείγμα εξουδετερώνεται με υδατικό 
διάλυμα NaHC03, αραιώνεται με νερό και εκχυλίζεται με οξικό αιθυλεστέρα. Η 
οργανική φάση πλένεται με Na2S04, διηθείται και συμπυκνώνεται σε σιρόπι, το οποίο 
καθαρίζεται σε χρωματογραφία στήλης με το διάλυμα Θ (οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο, 
7/3), δίνοντας την ένωση III (12.56g, 90%, Rf=0.44) σαν λάδι.
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Πίνακας 4: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-
______________ mannopyranosyl) uracil (III)._______

TLC (Διάλυμα Β) Rf=0.44
Απόδοση 90%

Σύνθεση της l-(ar-D-mannopyranosyl) uracil

III IV

To προϊόν III (12.56g, 28.42mmol) αναμιγνύεται με αμμωνία/MeOH (κορεσμένο 
στους 0°C, 1L). Το διάλυμα αναδεύεται ολόκληρη τη νύχτα σε θερμοκρασία δωματίου 
και συμπυκνώνεται υπό μειωμένη πίεση. Το προϊόν καθαρίζεται με χρωματογραφία 
στήλης με το διάλυμα I (οξικού αιθυλεστέρα/MeOH, 8/2), δίνοντας την ένωση IV 
(6.80g, 88%, Rp0.24).

Πίνακας 5: Αποτελέσματα σύνθεσης της l-(a-D-mannopyranosyl) uracil (IV).
TLC (Διάλυμα Γ) Rf=0.24

Απόδοση 88%

Σύνθεση της 1-(2,3-0-lsopropylidene-a-D-mannopyranosyl) uracil

IV V

Σε ένα υπό ανάδευση διάλυμα της ένωσης l-(cr-D-mannopyranosyl) uracil (IV) 
(6.80g, 25mmol) με άνυδρη ακετόνη (anhydrous acetone 50mL) και 2,2 
dimethoxypropane (50mL) προστίθεται p-toluenesulfonic acid monohydrate (0.98g, 
5.15mmol). Μετά από 30min προστίθεται νερό (lOOmL) και το μείγμα αναδεύεται για 
16h. Το τελικό διάλυμα εξουδετερώνεται με κορεσμένο NaHC03, έτσι ώστε το pH του 
να μην ξεπεράσει την τιμή 7, συμπυκνώνεται και το υπόλειμμα καθαρίζεται με 
χρωματογραφία στήλης με το Διάλυμα Κ (οξικός αιθυλεστέρας), δίνοντας την ένωση 
V (6.30g, 81%, Rf=0.14) σαν άσπρο αφρό.
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Πίνακας 6: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3-0-lsopropylidene-a-D-
______________ mannopyranosyl) uracil (V)._______

TLC (Διάλυμα Δ) Rf=0.14
Απόδοση 81%

Σύνθεση της 1-(4,6-Di-0-acetyl-2,3-0-isopropylidene-a-D-mannopyranosyl) uracil

V VI

Σε ποσότητα της ένωσης V (1.20g, 3.82mmol) διαλύεται πυριδίνη (14mL) και AC2O 
(2mL, 21.20mmol). Το μείγμα μεταφέρεται σε θερμοκρασία δωματίου για 2h, κατόπιν 
αναμιγνύεται με MeOH στους 0°C και συμπυκνώνεται. Το υπόλειμμα καθαρίζεται με 
χρωματογραφία στήλης με το Διάλυμα Θ (οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο, 7/3), δίνοντας 
την ένωση VI (1.26g, 83%, Rf=0.6) σαν λάδι.

Πίνακας 7: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(4,6-Di-0-acetyl-2,3-0-isopropylidene-a- 
_____________D-mannopyranosyl) uracil (VI)______

TLC (Διάλυμα Δ) Rf=0.6
Απόδοση 83%

Σύνθεση της 1-(4,6-Di-0-acetyl-cr-D-mannopyranosyl) uracil

VI VII

Σε ποσότητα της ένωσης VI (1.26g, 3.18mmol) διαλύεται ένα μείγμα από CH2CI2 
(IlmL) και formic acid (IlmL, 90%). To διάλυμα αναδεύεται όλη τη νύχτα σε 
θερμοκρασία δωματίου και μετά συμπυκνώνεται με μειωμένη πίεση. Το υπόλειμμα 
καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης με το διάλυμα Κ (οξικός αιθυλεστέρας), 
δίνοντας την ένωση VII (I.Og, 88%, Rf=0.25) σαν άσπρο στερεό.
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Πίνακας 8: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(4,6-Di-0-acetyl-ar-D-mannopyranosyl)
uracil (VII).

TLC (Διάλυμα Δ) Rf=0.25
Απόδοση 88%

Σύνθεση της 1-(4,6-Di-0-acetyl-2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranosyl) uracil

VII VIII

Σε μείγμα που αποτελείται από την ένωση VII (1g, 2.80mmol) σε 40mL ξηρού 
διαλύματος Tol/DMF (4:1), προστίθεται imidazole (0.40g, 5.88mmol), Ph3P 
(3.08g,11.75mmol) και iodoform (2.31 g, 5.88mmol). To μείγμα θερμαίνεται στους 
120°C υπό άζωτο για 2.5h, συμπυκνώνεται υπό κενό και το υπόλειμμα διαλύεται σε 
οξικό αιθυλεστέρα, πλένεται με κορεσμένο NaHCOs, sodium thiosulfate και νερό. Η 
οργανική φάση ξηραίνεται με Na2SC>4, ο διαλύτης απομακρύνεται με κενό και 
ακολουθεί καθαρισμός με χρωματογραφία στήλης με διάλυμα Λ (οξικός 
αιθυλεστέρας/εξάνιο 6/4), δίνοντας την ένωση VIII (0.69g, 76%, Rf=0.5) σαν άχρωμο 
λάδι.

Πίνακας 9: Αποτελέσματα σύνθεσης της 
1-(4,6-Di-0-acetyl-2,3-dideoxy-ar-D-erythro-hex-2-enopyranosyl) uracil (VIII)

TLC (Διάλυμα Δ) Rf=0.5
Απόδοση 76%

Σύνθεση της 1-(2,3-dideoxy-cr-D-erythro-hex-2-enopyranosyl) uracil

VIII νχ

Σε ποσότητα της ένωσης VIII (0.69g, 2.13mmol) προστίθεται διάλυμα
ammonia/MeOH (κορεσμένο στους 0°C, 120mL). Το διάλυμα αναδεύεται όλη τη 
νύχτα σε θερμοκρασία δωματίου και μετά συμπυκνώνεται υπό μειωμένη πίεση. 
Ακολουθεί χρωματογραφία στήλης με διάλυμα Μ (οξικός αιθυλεστέρας/MeOH, 9/1), 
δίνοντας την ένωση VX (0.33g, 64%, Rf=0.4) σαν λάδι.
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Πίνακας 10: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-
_______________enopyranosyl) uracil (VX).________

TLC (Διάλυμα ΣΤ) 73 1\ ο

Απόδοση 64%

Σύνθεση της 1-(2,3-dideoxy-6-0-trityl-a-D-erythro-hex-2-enopyranosyl) uracil

VX X

Σε ένα διάλυμα της ένωσης VX (0.33g, 1.36mmol) σε πυριδίνη (7ml_), προστίθεται 
triphenylmethyl chloride (0.49g, 1.77mmol) και καταλυτική ποσότητα 4-
dimethylaminopyridine. Το μείγμα αναδεύεται όλη τη νύχτα σε θερμοκρασία 
δωματίου. Αφού το μείγμα διαλυθεί με MeOH και συμπυκνωθεί, το υπόλειμμα 
καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης με το Διάλυμα Θ (οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο, 
7/3), δίνοντας την ένωση X (0.49g, 75%, Rf=0.65) σαν κίτρινο στερεό.

Πίνακας 11: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3-dideoxy-6-0-trityl-cr-D-erythro-hex- 
______________ 2-enopyranosyl) uracil (X).________

TLC (Διάλυμα Ζ) Rf=0.65
Απόδοση 75%

Σύνθεση της 1-(2,3-dideoxy-6-0-trityl-cr-D-glycero-hex-2-enopyranosyl-4-ulose) uracil

X XI

Ένα μείγμα της ένωσης X (0.49g, 1.02mmol), PDC (0.46g, 1.22mmol) και Ac20 
(0.29g, 3.06mmol) αναδεύεται σε dry CH2CI2 (12mL) για 4h, υπό άζωτο σε 
θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί χρωματογραφία στήλης με το Διάλυμα Λ (οξικός 
αιθυλεστέρας/εξάνιο, 6/4), δίνοντας καθαρή την ένωση XI (0.41 g, 83%, Rf=0.55) σαν 
άσπρο στερεό.
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Πίνακας 12: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3-dideoxy-6-0-trityl-a-D-glycero-hex-
___________2-enopyranosyl-4-ulose) uracil (XI).

TLC (Διάλυμα E) Rf=0.55
Απόδοση 83%

Σύνθεση της 1 -(2,3,4-trideoxy-4-methylene-6-0-trityl-cr-D-glycero-hex-2-
enopyranosyl) uracil

XI χιι

Σε ένα υπό ανάδευση μείγμα αποτελούμενο από methyl triphenyl-phosphonium 
bromide (0.49g, 1.37mmol) και t-amyl alcohol (0.16ml_, 1.5mmol) σε dry THF (4mL) 
προστίθεται NaH (0.04g, 60% in oil, 1.5mmol) στους 0°C υπό άζωτο και το μείγμα 
αναδεύεται για 2h σε θερμοκρασία δωματίου υπό άζωτο. Σ’ αυτό το κίτρινο υλίδιο του 
φωσφόρου προστίθεται στάγδην διάλυμα της ένωσης XI (0.20g, 0.42mmol) σε dry 
THF (0.80mL) στους 0°C υπό άζωτο. Έπειτα το μείγμα αναδεύεται για 30min υπό 
άζωτο σε θερμοκρασία δωματίου. Η αντίδραση σταματά με προσθήκη κορεσμένου 
NaHC03 και ακολουθεί εκχύλιση με οξικό αιθυλεστέρα. Η οργανική φάση πλένεται με 
νερό, ξηραίνεται με Na2S04 και συμπυκνώνεται. Το υπόλειμμα καθαρίζεται με 
χρωματογραφία στήλης με το Διάλυμα Ν (οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο, 5/5), δίνοντας 
την ένωση XII (0.13g, 65%, Rf=0.4) σαν κίτρινο σιρόπι.

Πίνακας 13: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3,4-trideoxy-4-methylene-6-0-trityl-a- 
_______ D-glycero-hex-2-enopyranosyl) uracil (XU)

TLC (Διάλυμα Η) Rf=0.4
Απόδοση 65%

Σύνθεση της 1-(2,3-dideoxy-ar-D-glycero-hex-2-enopyranosyl-4-ulose) uracil
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Ποσότητα της ένωσης XI (0.20g, 0.42mmol) διαλύεται σε μείγμα από formic 
acid/diethylether (IlmL, 1:1). Το μείγμα αναδεύεται για 7min σε θερμοκρασία 
δωματίου, στη συνέχεια αραιώνεται με τολουένιο και αποστάζεται αρκετές φορές με 
τον ίδιο διαλύτη για την αποφυγή σχηματισμού εστέρα. Το συμπύκνωμα καθαρίζεται 
με χρωματογραφία στήλης με το Διάλυμα Ν (οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο, 5/5), 
δίνοντας καθαρή την ένωση XIII (0.08g, 80%, Rf=0.25) σαν ελαιώδες υγρό.

Πίνακας 14: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3-dideoxy-a-D-glycero-hex-2- 
___________ enopyranosyl-4-ulose) uracil (XIII).

TLC (Διάλυμα Η) Rf=0.25
Απόδοση 80%

Σύνθεση της 1-(2,3,4-trideoxy-4-methylene-a-D-glycero-hex-2-enopyranosyl) uracil

Η ένωση XIV συντίθεται από την ένωση XII (0.30g, 0.63mmol) με την ίδια διαδικασία 
που περιγράφεται για την ένωση XIII και καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης με το 
Διάλυμα Ν (οξικός αιθυλεστέρας/εξάνιο, 5/5), δίνοντας καθαρή την ένωση XIV (0.12g, 
81%, Rf=0.25) σαν άχρωμο ελαιώδες υγρό.

Πίνακας 15: Αποτελέσματα σύνθεσης της 1-(2,3,4-trideoxy-4-methylene-a-D- 
glycero-hex-2-enopyranosyl) uracil (XIV).

TLC (Διάλυμα Η) Rf=0.25
Απόδοση 81%
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Συμπερασματικά, λοιπόν με βάση τις παραπάνω συνθέσεις νουκλεοσιδικών 
αναλογών, γίνεται η αντιστοίχιση με τα προϊόντα ως εξής:

r-OTr

XIII- Προϊόν 7 XIV - Προϊόν 8

2.2.1.3 Σύνθεση προϊόντος με βάση την ουρακίλη (Ur)

Με παρόμοια διαδικασία στο ίδιο Εργαστήριο παρασκευάστηκε από εμπορικά 
διαθέσιμη D-μαννόζη και ουρακίλη και το τελευταίο νουκλεοσιδικό ανάλογο.

Προϊόν - 5
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2.2.2 Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης των νουκλεοσιδικών 
αναλογών μέσω της ικανότητάς τους να αλληλεττιδρούν με μια 
σταθερή ρίζα (DPPH*)

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης, 
βασιζόμενη στην ικανότητα αλληλεπίδρασης των μορίων με τη σταθερή ρίζα 1,1 
διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH'). Η ρίζα 1,1 διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο 
(DPPH-) είναι μία ουσία, η οποία φέρει μωβ χρώμα και απορροφά στα 517nm. Όταν 
στο διάλυμα προστεθεί μία ουσία με αντιοξειδωτική δράση τότε το 1,1 διφαινυλ-2- 
πικρυλυδραζύλιο (DPPH-) ανάγεται με την προσθήκη ενός ατόμου υδρογόνου και 
μετατρέπεται σε 1,1 διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη (DPPH-H) (Εικόνα 16), η οποία έχει 
κίτρινο χρώμα, με αποτέλεσμα η οπτική απορρόφηση στα 517nm να ελαττώνεται.

DPPH'
(μωβ)

DPPH-Η 
(κίτρινο)

Εικόνα 16 : Μετατροπή DPPH' σε DPPH - Η.

2.2.2.1 Πειραματική διαδικασία

Για τη μελέτη της αντιοξειδωτικής ικανότητας διαφόρων συγκεντρώσεων ενός 
εξεταζόμενου νουκλεοσιδικού αναλόγου (προϊόντος), η αντίδραση πραγματοποιείται 
σε τελικό όγκο ImL, στον οποίο εμπεριέχονται ΙΟΟμΜ ρίζας DPPH' και το 
εξεταζόμενο προϊόν σε διάφορες συγκεντρώσεις (5, 10, 20, 50 και ΙΟΟμΜ). Το 
διάλυμα DPPH' ετοιμάζεται την ημέρα του πειράματος και καλύπτεται με 
αλουμινόχαρτο, γιατί είναι φωτοευαίσθητο. Για να συμπληρωθεί ο τελικός όγκος 
(ImL), προστίθεται μεθανόλη. Πρώτα μπαίνουν τα διαλύματα του εξεταζόμενου 
προϊόντος, μετά η μεθανόλη και τελευταίο προστίθεται το διάλυμα της ρίζας με 
σταθερό ρυθμό (Πίνακας 16). Ακολουθεί ανάδευση και επώαση των δειγμάτων στο 
σκοτάδι για 20min σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Μετά την επώαση ακολουθεί 
μέτρηση της απορρόφησης στα 517nm, σε φασματοφωτόμετρο Hitachi U-1500. Σε 
κάθε πείραμα, το διάλυμα μόνο με μεθανόλη χωρίς το εξεταζόμενο προϊόν 
ονομάζεται τυφλό διάλυμα (blank) και το διάλυμα με το DPPH' μόνο του σε 
μεθανόλη ονομάζεται control. Όλα τα πειράματα έγιναν τρεις φορές για κάθε

-45-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 19:20:56 EEST - 18.216.224.168



συγκέντρωση του εξεταζόμενου προϊόντος και τουλάχιστον δύο φορές για κάθε 
εξεταζόμενο προϊόν.

Πίνακας 16: Σειρά προσθήκης διαλυμάτων
Blank Control C1 C2 C3

Δ/μα ουσίας - - ΙΟμί 20μί 40μί
Μεθανόλη ΙΟΟΟμΙ- 950μΙ_ 940μΙ 930μί 91 Ομί
DPPH 2mM - 50μΙ_ 50μί 50μί 50μί

Ν/τελ ImL ImL ImL ImL ImL

2.2.2.2 Στατιστική ανάλυση - Υπολογισμοί

Η αντιοξειδωτική ικανότητα υπολογίζεται ως εξής:

°/ RSC ~ αποΡΡ<)<Ι>11σι1 control -απορρόφηση ουσίας x|qq 

απορρόφηση control

Όπου RSC (radical scavenging capacity), και απορρόφηση control είναι η 
απορρόφηση της ρίζας μόνη της διαλυμένη σε μεθανόλη.

Για κάθε συγκέντρωση προϊόντος βρέθηκε η μέση τιμή (χ) των απορροφήσεων 
καθώς και το τυπικό σφάλμα (SE). Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων 
έγινε με τη χρήση του προγράμματος SPSS και συγκεκριμένα μέσω ανάλυσης 
διακύμανσης δύο παραγόντων (ANOVA). Οι ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν μέσω του 
test του Dunnet.
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2.2.3 Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης μέσω αναστολής 
τοξικής δράσης ελευθέρων ριζών και συγκεκριμένα των 
περόξυ ριζών (R00’) στο DNA

2.2.3.1 Αρχή της Μεθόδου

Η επαγόμενη πρόκληση μονόκλωνων θραυσμάτων από ROS 
θεωρείται ότι εμπλέκεται σε σοβαρές παθολογικές καταστάσεις, όπως η 
μεταλλαξιγένεση και η καρκινογένεση [Stagos D. et al, 2005). Η παρατήρηση 
λοιπόν της αναστολής της βλάβης του DNA είναι ενδεικτική της 
αντιοξειδωτικής συμπεριφοράς των εξεταζόμενων μορίων.

Η εξέταση της τοξικής δράσης των ελευθέρων ριζών, καθώς και της 
αντιοξειδωτικής ικανότητας των εξεταζόμενων νουκλεοσιδικών αναλογών 
(προϊόντων) πάνω στο DNA, χρησιμοποιεί ως μοντέλο πλασμιδιακό DNA. Τα 
πλασμίδια είναι μικρά δίκλωνα κυκλικά μόρια DNA που υπάρχουν στα 
βακτήρια και τις ζύμες, όπου και αντιγράφονται ως ανεξάρτητες μονάδες. Τα 
βακτήρια μπορεί να έχουν ένα ή περισσότερα αντίγραφα τα οποία 
συμβάλλουν στην επιβίωσή τους σε αντίξοες συνθήκες, φέροντας συνήθως 
γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά. Το πλασμιδιακό DNA πλεονεκτεί στο 
ότι μπορεί να απομονωθεί πολύ εύκολα και σε μεγάλη ποσότητα. Το 
σημαντικότερο όμως πλεονέκτημά του είναι ότι, όταν τρέχει σε ένα gel 
ηλεκτροφόρησης, εμφανίζεται κυρίως σε τρεις διαμορφώσεις (Εικόνα 17).

• Την υπερελικωμένη διαμόρφωση (Supercoiled conformation), στην 
οποία το πλασμίδιο είναι άθικτο (χωρίς σπασίματα) και αποτελεί την 
πιο συμπυκνωμένη του μορφή.

• Την ανοιχτή κυκλική (Open circular, relaxed conformation), στην οποία 
μεταβαίνει, όταν προκαλούνται μονόκλωνα σπασίματα. Οι 
υπερελικώσεις δεν υπάρχουν και αυτό συμβαίνει είτε από ενζυμικούς 
είτε από άλλους παράγοντες (πχ. ελεύθερες ρίζες) που έχουν την 
ικανότητα να προκαλούν σπασίματα στο DNA.

• Τη γραμμική διαμόρφωση (Linear conformation), στην οποία 
μεταβαίνει όταν φέρει δίκλωνα σπασίματα.

Οι παραπάνω διαμορφώσεις τρέχουν με διαφορετική ταχύτητα σε ένα 
gel ηλεκτροφόρησης. Η τελευταία εξαρτάται από το μέγεθος της διαμόρφωσης 
και μάλιστα, όσο πιο μικρή είναι αυτή, τόσο πιο γρήγορα διαπερνά τους 
πόρους της αγαρόζης. Άρα το πλασμιδιακό DNA με υπερελικωμένη 
διαμόρφωση τρέχει πρώτο, δεύτερο εκείνο με τη γραμμική και τρίτο εκείνο με 
την ανοιχτή κυκλική.
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Nick
Ανοιχτή κυκλική

Υτερελικωμένη Ανοιχτή κυκλική 
διαμόρφωση διαμόρφωση

Υπερελικωμένη

Γραμμική

Εικόνα 17: Αλλαγή της διαμόρφωσης του ττλασμιδιακού DNA από την πρόκληση 
μονόκλωνων θραυσμάτων (Nicks)

Η εκτίμηση της προστατευτικής δράσης των εξεταζόμενων προϊόντων 
απέναντι στη δράση ελευθέρων ριζών (ROO) , βασίζεται στην παρεμπόδιση 
της μετάβασης της υπερελικωμένης διαμόρφωσης του πλασμιδίου στην 
ανοιχτή κυκλική διαμόρφωση.

Οι ρίζες ROO- είναι από τις πιο συνηθισμένες ρίζες που παράγονται 
μέσα στον οργανισμό, αποτελώντας έναν από τους σημαντικότερους 
παράγοντες που συμβάλλουν στην έναρξη της αλληλουχίας αντιδράσεων της 
οξείδωσης των λιπιδίων. Η χημεία των ριζών αυτών ποικίλει ανάλογα με την 
ομάδα R- που τις απαρτίζουν καθώς και το περιβάλλον στο οποίο 
παράγονται.

Ως πηγή παραγωγής ριζών ROO- χρησιμοποιείται το ΑΑΡΗ (2,2’- 
Azobis(2-amidinopropane hydrochloride). Το ΑΑΡΗ σε θερμοκρασία 37°C 
διασπάται και οδηγεί στην παραγωγή ριζών ROO' (Αντιδράσεις 1,2 και Εικόνα 
18).

Εικόνα 18 : Χημική δομή του ΑΑΡΗ και σχηματισμός των περόξυ ριζών
(ROO*).

Εκτός από την ιδιότητα των ριζών ROO’ να ξεκινούν την λιπιδική 
υπεροξείδωση, έχουν την ικανότητα να προκαλούν μονόκλωνα σπασίματα 
στο DNA. Η δράση αυτή στο πλασμιδιακό DNA έχει ως αποτέλεσμα την 
αλλαγή της διαμόρφωσής του από υπερελικωμένο, σε ανοιχτό κυκλικό και 
γραμμικό. Έτσι η εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης γίνεται μέσω της 
αναστολής της μετατροπής της υπερελικωμένης διαμόρφωσης του 
πλασμιδίου στην ανοιχτή κυκλική ή γραμμική.

ΑΑΡΗ —37°c >2R' + Ν2 Αντίδραση 1

R’ +02 -» ROO’ Αντίδραση 2

-48-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 19:20:56 EEST - 18.216.224.168



Η παρεμπόδιση της αλλαγής αυτής στη διαμόρφωση του πλασμιδιακού 
DNA από το εξεταζόμενο προϊόν αντικατοπτρίζει την προστατευτική δράση 
των μορίων αυτών απέναντι στην δράση των ριζών ROO'.

2.2.3.2 Πειραματική διαδικασία

Αρχικά προετοιμάζεται το gel αγαρόζης περιεκτικότητας 0,8%w/v, με 
διάλυση 0,72 gr αγαρόζης σε 90 ml ΤΒΕ 1χ (ΙΟιπΜ Tris-CI, Boric Acid, 0,5Μ 
EDTA), και απόχυσή του στο καλούπι της συσκευής ηλεκτροφόρησης.

Κάθε φορά δοκιμάζονται τα προϊόντα σε συγκεντρώσεις 5, 10, 20, 50, 
100 μΜ.

Εξετάστηκε η αντιοξειδωτική δράση των προϊόντων σε συγκεντρώσεις 5, 
10, 20, 50 και ΙΟΟμΜ. Τα συστατικά της αντίδρασης (10μΙ_) ήταν τα εξής: 
PBS, DNA Bluescript plasmid Ipg, ΑΑΡΗ 2,5mM και το εξεταζόμενο προϊόν 
για τον έλεγχο της αντιοξειδωτικής του δράσης, στις παραπάνω 
συγκεντρώσεις.

Στη συνέχεια γίνεται η προετοιμασία των διαλυμάτων αντίδρασης ως
εξής:
• PBS (ρΗ=7,4) : NaCI 137mM (8gr/1000mL), KCI 2,7mM (0,2gr/1000 mL),

Na2HP04 8,1mM (1,44gr/1000mL), KH2P04 1,5mM (0,2gr/1000mL). To 
διάλυμα αποστειρώνεται και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου.

• ΑΑΡΗ 2,5mM: Αραιώνεται το διάλυμα ΑΑΡΗ lOOmM (13,56mg ΑΑΡΗ σε
500μΙ_ PBS) 16 φορές. Το διάλυμα προετοιμάζεται πριν από την 
πραγματοποίηση της αντίδρασης και διατηρείται στον πάγο.

Η αντίδραση πραγματοποιείται με την προσθήκη των υλικών με την 
σειρά που βρίσκονται στον Πίνακα 17.

Πίνακας 17 : Σειρά προσθήκης υλικών για την πραγματοποίηση της
αντίδρασης με το ΑΑΡΗ

PBS αντιοξειδωτικός DNA plasmid AAPH
παράγοντας

Control 8pL - 2pL -

ΑΑΡΗ 2.5mM 4pL - 2pL 4pL
Προϊόν (5 μ Μ) IpL 3pL 2pL 4pL
Προϊόν (10μΜ) IpL 3pL 2pL 4pL
Προϊόν (20μΜ) IpL 3pL 2pL 4pL
Προϊόν (50μΜ) IpL 3pL 2pL 4pL
Προϊόν (ΙΟΟμΜ) IpL 3pL 2pL 4pL
Προϊόν (ΙΟΟμΜ) 5pL 3pL 2pL -

Για κάθε εξεταζόμενο προϊόν χρησιμοποιείται ένα αρνητικό control (Ipg 
πλασμίδιο), ένα θετικό control (Ipg πλασμίδιο + 2,5mM ΑΑΡΗ) και ένα control 
προϊόντος με τη μεγαλύτερη συγκέντρωση (χωρίς το ΑΑΡΗ).

Τα δείγματα τοποθετούνταν στο σκοτάδι στους 37°C για 45 min. Στη 
συνέχεια η αντίδραση τερματιζόταν με την προσθήκη 3μΙ_ Loading Buffer 
(Χρωστική Bromophenol Blue 0.25% + 30% Glycerol) και η ανάλυση γινόταν 
με ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης στα 70 V για 1h. Στη συνέχεια το gel 
βαφόταν σε 250mL διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου (0,5pg/ml) για 30 min και
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ξεβαφόταν σε 250mL ατπονισμένο νερό για 30 min. Τελικά το gel 
φωτογραφιζόταν κάτω από UV. Κάθε πείραμα γινόταν εις τριπλούν.

2.2.3.3 Στατιστική ανάλυση - Υπολογισμοί

Η αναστολή της τοξικής δράσης των ριζών ROO', που παράγονται από 
την θερμική αποικοδόμηση του ΑΑΡΗ υπολογίστηκαν ως εξής:

% αναστολή =[(S0 - S)/(SCOntroi - S0)]· 100 , όπου 
Scontrol : το ποσοστό υπερελικωμένης μορφής πλασμιδίου στο αρνητικό 
control,
S0: το ποσοστό της υπερελικωμένης μορφής πλασμιδίου του θετικού control 

(DNA + 2,5mM ΑΑΡΗ) και
S : το ποσοστό της υπερελικωμένης μορφής του πλασμιδίου παρουσία του 

προς εξέταση αντιοξειδωτικού παράγοντα (προϊόντος) καθώς και του 
οξειδωτικού παράγοντα 2,5mM ΑΑΡΗ.
Από τα τρία ποσοστά αναστολής για κάθε προϊόν βρέθηκε η μέση τιμή (χ) 

καθώς και το τυπικό σφάλμα (SE) για το καθένα. Η στατιστική επεξεργασία 
των αποτελεσμάτων έγινε με τη χρήση του προγράμματος SPSS και 
συγκεκριμένα μέσω ανάλυσης διακύμανσης δύο παραγόντων (ANOVA). Οι 
ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν μέσω του test του Dunnet.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Σύνθεση των νουκλεοσιδικών αναλογών

Στην παρούσα διπλωματική εργασία και στο Εργαστήριο της 
Οργανικής Χημείας του τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του 
Πανεπιστημίου Θεσσαλίας πραγματοποιήθηκε η σύνθεση μίας νέας τάξης 
νουκλεοσιδίων, αυτών με εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 4 του σακχάρου και 
κετονουκλεοσιδίου με την κετο-ομάδα στη ίδια θέση, που έχουν την ουρακίλη 
ως ετεροκυκλική βάση. Παρατηρήθηκε ότι με μία σχετικά εύκολη πειραματική 
διαδικασία με μικρά και σύντομα βήματα, είναι δυνατή η σύνθεσή τους 
(Σχήμα 2).

ΧΙΙΙ(Προϊόν 7)

XIV(Προϊόν 8)

Σχήμα 2: Μεθοδολογία σύνθεσης νουκλεοσιδικών αναλογών με ετεροκυκλική 
βάση την ουρακίλη (προϊόντα 6,7 και 8).
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Η εμπορικά διαθέσιμη D-μαννόζη μετατρέπεται σε τρία στάδια στο 
νουκλεοσίδιο l-(a-D-mannopyranosyl) uracil (IV) με ολική απόδοση 71.3%. Η 
σύνθεση του 1-(2,3-dideoxy-6-0-trityl-a-D-glycero-hex-2-enopyranosyl-4- 
ulose) uracil (XI) είχε απόδοση 83%. Από αυτή την ένωση προέκυψαν τα 
νουκλεοσίδια 1-(2,3,4-trideoxy-4-methylene-6-0-trityl-a-D-glycero-hex-2- 
enopyranosyl) uracil (προϊόν 6) και 1-(2,3-dideoxy-a-D-glycero-hex-2- 
enopyranosyl-4-ulose) uracil (προϊόν 7) με αποδόσεις 65% και 80% 
αντίστοιχα. Τέλος, από το προϊόν 6 προέκυψε η ένωση 1-(2,3,4-trideoxy-4- 
methylene-a-D-glycero-hex-2-enopyranosyl) uracil (προϊόν 8) με απόδοση 
81%. Η ταυτοποίηση των παραπάνω ενώσεων έγινε μέσω του φάσματος 
πυρηνικού μαγνητικού ^-NMR καθώς επίσης και μέσω του Mass spectra.

Με παρόμοια διαδικασία στο ίδιο Εργαστήριο παρασκευάστηκε από 
την εμπορικά διαθέσιμη D-μαννόζη και ετεροκυκλική βάση την ουρακίλη ένα 
ακόμη νουκλεοσιδικό ανάλογο με εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 4 του 
σακχάρου (προϊόν 5).

Με πρώτη ύλη την εμπορικά διαθέσιμη D-γαλακτόζη
παρασκευάστηκαν στο ίδιο Εργαστήριο τέσσερα νουκλεοσιδικό ανάλογα με 
ετεροκυκλική βάση τη θυμίνη και εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 2 του 
σακχάρου ή κετο-ομάδα στην ίδια θέση [Agelis G. et al, 2007] (Σχήμα 1).

Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης των νουκλεοσιδικών αναλογών 
μέσω της ικανότητάς τους να αλληλεπιδρούν με μια σταθερή ρίζα 
(DPPH*)

Όλα τα προϊόντα, που εξετάστηκαν, δεν είχαν καμία αλληλεπίδραση με 
τη σταθερή ρίζα DPPH.

Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης μέσω αναστολής τοξικής δράσης 
των περόξυ ριζών (ROO’) στο DNA

Από τις οκτώ καθαρές ενώσεις (προϊόντα) που εξετάστηκαν, τα 
τέσσερα προϊόντα (1,2,6 και 8) δεν είχαν καθόλου αντιοξειδωτική δράση. 
Συγκεκριμένα το προϊόν 1 παρουσίασε μικρή αναστολή (14%) στη 
μεγαλύτερη συγκέντρωση (ΙΟΟμΜ), αλλά δεν ήταν στατιστικά σημαντική 
(Πίνακας 18). Τα υπόλοιπα τέσσερα προϊόντα (3,4,5 και 7) παρουσίασαν 
αντιοξειδωτική δράση στις μεγαλύτερες εξεταζόμενες συγκεντρώσεις (50 και 
ΙΟΟμΜ). Συγκεκριμένα τα προϊόντα 3,4 και 5 παρουσίασαν στατιστικά 
σημαντική αναστολή κατά 17%, 19% και 15% αντίστοιχα, μόνο στην 
υψηλότερη συγκέντρωση (ΙΟΟμΜ). Το προϊόν 7 ήταν το πιο δραστικό, αφού 
έδωσε στατιστικά σημαντικά ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών κατά 
13% και 20% στις μεγάλες συγκεντρώσεις (50 και ΙΟΟμΜ), αντίστοιχα 
(Πίνακες 18 και 19).

Όλα τα μόρια δεν είχαν καμία επίδραση στη διαμόρφωση του 
πλασμιδιακού DNA, όταν εξετάστηκαν μόνα τους στην υψηλότερη 
εξεταζόμενη συγκέντρωση (100 μΜ).

Εξετάστηκαν, επίσης, τα καθαρά μόρια της D-γαλακτόζης και της 
D-μαννόζης, καθώς και τα μόρια των ετεροκυκλικών βάσεων, της θυμίνης και 
της ουρακίλης. Κανένα από τα παραπάνω μόρια δεν είχε αντιοξειδωτική 
δράση.
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Από τα νουκλεοσιδικά ανάλογα με ετεροκυκλική βάση τη θυμίνη 
(προϊόντα 1,2,3 και 4), αντιοξειδωτική δράση παρουσίασαν τα προϊόντα 3 και 
4, τα οποία φέρουν εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 2 του σακχάρου. Αυτά τα 
δύο προϊόντα φέρουν και διπλό δεσμό άνθρακα-άνθρακα στις θέσεις 3 και 4. 
Τα προϊόντα 1 και 2 δεν παρουσίασαν καμία αντιοξειδωτική δράση. 
Συγκεκριμένα το προϊόν 1, το οποίο φέρει μόνο εξωκυκλικό μεθυλένιο στην 
ίδια θέση (χωρίς την ύπαρξη διπλού δεσμού άνθρακα-άνθρακα), 
παρουσίασε μικρή αναστολή (14%) στη μεγαλύτερη συγκέντρωση (ΙΟΟμΜ), 
αλλά δεν ήταν στατιστικά σημαντική. Το προϊόν 2, το οποίο φέρει κετο- 
ομάδα στην ίδια θέση (χωρίς την ύπαρξη διπλού δεσμού άνθρακα-άνθρακα), 
δεν παρουσίασε καμία αντιοξειδωτική δράση.

Από τα νουκλεοσιδικά ανάλογα με ετεροκυκλική βάση την ουρακίλη 
(προϊόντα 5,6,7 και 8), αντιοξειδωτική δράση παρουσίασαν τα προϊόντα 5 και 
7. Το προϊόν 5 φέρει εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 4 του σακχάρου (χωρίς 
την ύπαρξη διπλού δεσμού άνθρακα-άνθρακα) και παρουσίασε ποσοστό 
αναστολής 15% στην υψηλότερη μόνο συγκέντρωση (ΙΟΟμΜ). Το προϊόν 7 
που παρουσίασε τα μεγαλύτερα ποσοστά αναστολής φέρει κετο-ομάδα στη 
θέση 4 του σακχάρου και διπλό δεσμό άνθρακα-άνθρακα στις θέσεις 2 και 3.
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Πίνακας 18: Αντιοξειδωτική δράση των νουκλεοσιδικών αναλογών 
απέναντι στην επαγόμενη από ρίζες ROO' πρόκληση μονόκλωνων 
θραυσμάτων στο DNA

Προϊόντα % Αναστολή
Συγκεντρώσεις (μΜ) 5 10 20 50 100
Προϊόν 1

1----ΟΗ

HVry*Μ
ch2

ΝΙ ΝΙ ΝΙ 10±3 14±4

Προϊόν 2
|----- 0 Η

H\tyThy

^0

ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ

Προϊόν 3
1-----OTr

J-----0 Thy

Qch2

ΝΙ ΝΙ 8±2 11 ±3 17±2*

Προϊόν 4
1----ΟΗ

)—0 Thy

Μ
ch2

ΝΙ ΝΙ ΝΙ 9±2 19±2*

Προϊόν 5
ρΟΗ

H2c=\0H 0Η\

'——'Ur

ΝΙ ΝΙ ΝΙ 7±2 15±Τ

Προϊόν 6
r-OTr

)-----°

"2°Κ λλ--------' Ur

ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ

Προϊόν 7
ρΟΗ

0==ΟΝ------- ' Ur

ΝΙ ΝΙ ΝΙ 13±1* 20±2*

Προϊόν 8
ρΟΗ

"c=0\
Ν--------/ Ur

ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ

Όπου οι τιμές είναι οι μέσοι όροι ± SE του ποσοστού αναστολής από τρεις ανεξάρτητες μετρήσεις 
ΝΙ: no significant inhibition (λιγότερο από 7%).
*ρ<0.05 όταν συγκρίνεται με το control (πλασμίδιο DNA μαζί με ΑΑΡΗ).
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η ραγδαία ανάπτυξη της φαρμακολογίας και της φαρμακευτικής 
χημείας σε συνδυασμό με τις ανακαλύψεις που έγιναν σχετικά με τη δομή και 
τη λειτουργία του γενετικού υλικού των οργανισμών, επέτρεψαν τη σύνθεση, 
μελέτη, εφαρμογή και προώθηση στην αγορά πληθώρας φαρμάκων που ως 
δραστική ουσία περιέχουν κάποιο νουκλεοσιδικό ανάλογο. Τα 
αντιβακτηριδιακά, αντιικά και αντιογκογονικά φάρμακα περιλαμβάνονται 
μεταξύ των πιο σημαντικών θεραπευτικών ανακαλύψεων του εικοστού αιώνα 
και έχουν αλλάξει τη θεραπευτική αγωγή πολλών ασθενειών, μειώνοντας τη 
θνησιμότητα.

Από την ανασκόπηση της βιβλιογραφίας φαίνεται ότι ελάχιστες έρευνες 
έχουν γίνει για τα ίδια νουκλεοσιδικό ανάλογα και την αντιοξειδωτική τους 
δράση. Συγκεκριμένα, η μόνη έρευνα στο ίδιο θέμα, έχει γίνει πάλι από το 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας και αφορά την αντιοξειδωτική δράση μιας σειράς 
φθοριωμένων πυρανο-νουκλεοσιδικών ανάλογων της N4-benzoyl cytosine 
και N6-benzoyl adenine [Spanou C. et al, 2007].

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η σύνθεση 
τροποποιημένων νουκλεοσιδίων και συγκεκριμένα κετονουκλεοσιδίων καθώς 
επίσης και νουκλεοσιδίων με εξωκυκλικό μεθυλένιο της γαλακτόζης και της 
μαννόζης, και η μελέτη της αντιοξειδωτικής τους δράσης.

Πιο συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκε η σύνθεση νουκλεοσιδικών 
αναλογών με ετεροκυκλική βάση την ουρακίλη και εξωκυκλικό μεθυλένιο ή 
κετο-ομάδα στη θέση 4 του σακχάρου και διπλό δεσμό άνθρακα-άνθρακα 
στις θέσεις 2 και 3. Αυτές οι ενώσεις βρέθηκε να έχουν αντικαρκινικές και 
αντιικές ιδιότητες [Agelis G.et al, 2008],

Στο Εργαστήριο Οργανικής Χημείας του τμήματος Βιοχημείας και 
Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας είχαν συντεθεί και 
νουκλεοσιδικό ανάλογα με ετεροκυκλική βάση τη θυμίνη και εξωκυκλικό 
μεθυλένιο ή κετο-ομάδα στη θέση 2 του σακχάρου και διπλό δεσμό άνθρακα 
-άνθρακα στις θέσεις 3 και 4. Αυτές οι ενώσεις βρέθηκε επίσης ότι είναι 
ισχυροί αντιικοί και αντικαρκινικοί παράγοντες [Agelis G.et al, 2007],

Όλα, λοιπόν, τα παραπάνω νουκλεοσιδικό ανάλογα με ετεροκυκλική 
βάση τη θυμίνη και την ουρακίλη εξετάστηκαν, ως προς την αντιοξειδωτική 
τους δράση, με δύο μεθόδους.

Αρχικά έγινε εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης των νουκλεοσιδικών 
αναλογών μέσω της ικανότητάς τους να αλληλεπιδρούν με μια σταθερή ρίζα 
(DPPH’). Όλα τα προϊόντα, που εξετάστηκαν, δεν παρουσίασαν καμία 
αλληλεπίδραση με τη ρίζα του DPPH. Αυτή η έλλειψη δράσης μπορεί να 
οφείλεται στο γεγονός, ότι τα νουκλεοσιδικό ανάλογα είναι μεγάλα μόρια και 
δεν μπορούν να προσεγγίσουν τη ρίζα ή οφείλεται στη στερεοχημική τους 
δομή [Prior RL.et al,2005].

Στη συνέχεια έγινε εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης των 
νουκλεοσιδικών αναλογών μέσω αναστολής τοξικής δράσης των περόξυ 
ριζών (ROO’) στο DNA. Από τα αποτελέσματα (πίνακας 18), φαίνεται ότι τα 
προϊόντα 1, 2, 6 και 8, δεν παρουσίασαν καμία αντιοξειδωτική δράση. Τα 
υπόλοιπα τέσσερα προϊόντα (3, 4, 5 και 7) παρουσίασαν αντιοξειδωτική 
δράση στις υψηλές εξεταζόμενες συγκεντρώσεις (50 και ΙΟΟμΜ), με το προϊόν 
7 να είναι το πιο δραστικό (Πίνακες 18 και 19).

-56-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 19:20:56 EEST - 18.216.224.168



Από τα νουκλεοσιδικά ανάλογα που έχουν ως ετεροκυκλική βάση τη 
θυμίνη (προϊόντα 1, 2, 3 και 4), αντιοξειδωτική δράση παρουσίασαν τα 
προϊόντα 3 και 4, τα οποία φέρουν εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 2, σε 
αντίθεση με το προϊόν 2, το οποίο φέρει κετο-ομάδα στην ίδια θέση και δεν 
παρουσίασε καμία ανασταλτική δράση. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι οι 
ενώσεις 3 και 4, οι οποίες φέρουν επιπλέον και διπλό δεσμό άνθρακα- 
άνθρακα στις θέσεις 3 και 4 του σακχάρου παρουσίασαν αυξημένη 
αντιοξειδωτική δράση. Φαίνεται ότι η παρουσία του διπλού δεσμού στις θέσεις 
3 και 4 προκαλεί ριζική σταθεροποίηση λόγω συντονισμού και αυξάνει την 
παρατηρούμενη αντιοξειδωτική δράση.

Από τα νουκλεοσιδικά ανάλογα που έχουν ως ετεροκυκλική βάση την 
ουρακίλη (προϊόντα 5, 6, 7 και 8), αντιοξειδωτική δράση παρουσίασαν τα 
προϊόντα 5 και 7. Τα προϊόντα 6 και 8, τα οποία φέρουν εξωκυκλικό 
μεθυλένιο στη θέση 4 του σακχάρου και διπλό δεσμό άνθρακα-άνθρακα στις 
θέσεις 2 και 3 δεν παρουσίασαν καμία αντιοξειδωτική δράση. Αντίθετα, το 
προϊόν 5, το οποίο φέρει μόνο εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 4, παρουσίασε 
μικρό ποσοστό αναστολής. Από την άλλη πλευρά, το προϊόν 7, το οποίο 
φέρει το α,β-κετοακόρεστο σύστημα στο τμήμα του σακχάρου, εμφανίστηκε 
να είναι το πιο ισχυρό. Φαίνεται ότι η παρουσία του διπλού δεσμού σε θέση 
α,β ως προς την κετο-ομάδα προκαλεί ριζική σταθεροποίηση και αυξάνει την 
παρατηρούμενη αντιοξειδωτική δράση. Τα ίδια αποτελέσματα προέκυψαν και 
από προηγούμενες μελέτες ακόρεστων κετονουκλεοσιδικών αναλογών 
[Spanou C.et al, 2007], Για το προϊόν 6 η μηδενική αντιοξειδωτική δράση είναι 
πιθανόν να οφείλεται στο μεγάλο μέγεθος και την ύπαρξη της 
τριφαινυλομεθυλο-ομάδας (Ττ), η οποία από τη φύση της είναι υδρόφοβη.

Ενδιαφέρον παρουσίασε και η επίδραση της θέσης της
χαρακτηριστικής ομάδας στην αντιοξειδωτική δράση των εξεταζόμενων 
ενώσεων. Όταν το εξωκυκλικό μεθυλένιο βρίσκεται στη θέση 2 του σακχάρου, 
τότε εμφανίζεται μικρή αντιοξειδωτική δράση (προϊόντα 3,4). Σημαντικό είναι 
και το γεγονός ότι η παρατηρούμενη ανασταλτική δράση αυξάνεται με την 
παρουσία του διπλού δεσμού άνθρακα-άνθρακα στις θέσεις 3 και 4 του 
σακχάρου (προϊόντα 3,4). Σε αντίθεση με το εξωκυκλικό μεθυλένιο, όταν η 
κετο-ομάδα βρίσκεται στη θέση 2 του σακχάρου, δεν παρατηρείται καμία 
αντιοξειδωτική δράση (προϊόν 2).

Όσον αφορά την ένωση 7, η οποία φέρει κετο-ομάδα στη θέση 4 του 
σακχάρου, παρουσίασε τη μεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση και πρέπει να 
σημειωθεί ότι στην ίδια ένωση υπάρχει και διπλός δεσμός άνθρακα-άνθρακα 
στις θέσεις 2 και 3. Στα υπόλοιπα προϊόντα τα οποία φέρουν εξωκυκλικό 
μεθυλένιο στην θέση 4 του σακχάρου παρατηρήθηκε μικρό ή και μηδενικό 
ποσοστό αναστολής.

Συγκεκριμένα, τα προϊόντα 6 και 8 με εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 4 
του σακχάρου και διπλό δεσμό άνθρακα-άνθρακα στις θέσεις 2 και 3 δεν 
παρουσίασαν καμία αναστολή. Αντίθετα, μικρή αναστολή παρουσίασε το 
προϊόν 5 με εξωκυκλικό μεθυλένιο στη θέση 4, χωρίς την ύπαρξη του διπλού 
δεσμού άνθρακα-άνθρακα.
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Συμπερασματικά, παρατηρήθηκε, ότι τροποποιημένα νουκλεοσιδικά 
ανάλογα της γαλακτόζης και της μαννόζης με σημαντικές αντικαρκινικές και 
αντιικές ιδιότητες παρουσίασαν επιπλέον και αντιοξειδωτική δράση. Θα ήταν 
πολύ ενδιαφέρον και θα άξιζε περαιτέρω διερεύνηση η αποτελεσματική 
ικανότητα αυτού του τύπου των μορίων στην παρεμπόδιση και πιθανόν τη 
θεραπεία ασθενειών, οι οποίες προκαλούνται από την υπερπαραγωγή 
ελευθέρων ριζών.
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