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NOBEL PRIZE 2018.  
Discovery of Cancer Therapy  

by Inhibition of Negative Immune Regulation. 
New class of drugs for activated immune 

system as an effective strategy for 
harnessing attacks on cancerous cells

Athanasios Valavanidis
Department of Chemistry, National and Kapodistrian University of Athens, University Campus Zografou, 15784 Athens, Greece
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Malignant neoplasm (commonly called cancer) comprises various types of 
cancerous cells which are characterized by accummulation of DNA muta-
tions and uncontrolled proliferation of abnormal cells spreading to healthy 
organs and tissues. In the last decades many different anticancer therapeu-
tic approaches were developed, including surgery, radiation, and antican-
cer drug strategies. Some of these discoveries earned the Nobel Prize to the 
research scientists. Huggins earned a Nobel Prize (1966) for the discovery 
of hormonal treatment of prostatic cancer, discovery of chemotherapy (No-
bel Prize, Elion and Hitchins, 1988), and Thomas ED, earned a Nobel Prize 
in 1990 for bone marrow transplantation as a successful treatment for leu-
kemia and other blood conditions. In 2018 the Nobel Prize in Physiology 
or Medicine was awarded jointly to researchers-professors James P. Allison 
(USA) and Tasuku Honjo (Japan) “for their discovery of cancer therapy by in-
hibition of negative immune regulation.” The discovery is transforming can-
cer treatments and has led to a new class of drugs that work by switching 
off the braking mechanism, prompting the immune cells to attack cancer 
cells. Professor Allison JP (immunology at University of Texas, USA) with 
his studies realised the potential of harnessing the immune system to de-
stroy cancer cells. But cancer cells have sophisticated ways to hide from 
immune attacks by unleashing a braking mechanism (various proteins that 
function as brakes on the T cells, inhibiting immune activation). Profes-
sor Honjo T (immunology at Kyoto University, Japan), working in the same 
field discovered a different protein on immune cells that also appeared to 
operate as a brake, but with a different mechanism of action. These anti-
cancer drugs have significant side-effects, but have been shown to be effec-
tive – including, in some cases, against late-stage cancers that were previ-

SUMMARY
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1. Introduction

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2018 was 
awarded jointly to professors James P. Allison and 
Tasuku Honjo “for their discovery of cancer therapy 
by inhibition of negative immune regulation.”

On the 1st of October 2018 the Nobel assembly at 
the Karolinska Institute in Stockholm for the Nobel 
Prize in Physiology or Medicine announced that an 
American and a Japanese scientist have won the 
2018 Nobel Prize for their discovery of a revolution-
ary approach to cancer treatment. The two scientists 
have been awarded the prize for their discovery that 
the body’s immune system can be harnessed to at-
tack cancer cells. The human immune system under 
normal physiological conditions seeks out and de-
stroys mutated cells, but cancer cells find sophisti-
cated ways to hide from immune attacks, allowing 
them to thrive and grow. Many types of cancer do 
this by ramping up a braking mechanism that keeps 
immune cells in check.1

The discovery came to fruition after 20 years of 
research. The practical applications of the method-
ology transformed cancer treatment and has led to 
a new class of drugs that work by switching off the 
braking mechanism, prompting the immune system 
to attack cancer cells. The drugs have significant 
side-effects, but have been shown to be effective, 
including, in some cases, against late-stage cancers 
that were previously untreatable.The human im-
mune system is critical in fighting inflammation and 
cancer, because it has been designed to recognize na-
tive and non-native cells. The immune system is an 
efficient biological machine that protects the human 
body from germs and fights off viruses and infec-

tions and in turn may cause fevers, pains, inflamma-
tion and swelling.2 

The teams of researchers on the subject of fight-
ing cancer through the immune system were numer-
ous, but the two scientists awarded the Nobel Prize 
(2018) were prominent in the discovery of the new 
therapeutic methodology. Professor Allison (pro-
fessor and chair of immunology at the University of 
Texas’s MD Anderson Cancer Center, USA) investi-
gated in the 1990s a known protein that functions 
as a brake on the immune system. He realised the 
potential of releasing the brake and thereby un-
leashing the human immune cells to attack cancer-
ous tumours. He then developed new understanding 
on the biology of immune T cells that can travel in 
human bodies and attack cancer cells. Meanwhile, 

ously untreatable. However, advanced cancer remains immensely difficult 
to treat, and novel therapeutic strategies are needed. This review presents 
fundamental stages in the discovery of these new therapeutic anticancer 
drugs that were developed simply by pushing the frontiers of knowledge 
about cancer through the biology of T cells of the immune system that trav-
el in human bodies and work to protect human health.

Figure 1. Professor Tasuku Honjo (University of To-
kyo, Japan) and Professor James P. Allison (University 
of Texas, USA), have won the 2018 Nobel Prize in Phys-
iology or Medicine for their discovery of a revolution-
ary approach to cancer therapy by the activation of 
the immune system.
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Professor Honjo (immunology department at Kyo-
to University, Japan), discovered a different protein 
on immune cells that also appeared to operate as a 
brake to the immune system attacking tumours, but 
with a different mechanism of action.3

2. Activation of the immune system. New thera-
peutic approaches to cancer treatment

Cancer (malignancy) comprises many different dis-
eases (there are more than 200 types of cancer), 
all characterized by uncontrolled proliferation of 
abnormal cells with capacity for spread to healthy 
organs and tissues. In the last decades a number 
of therapeutic approaches are available for cancer 
treatment, including surgery, radiation, chemo-
therapy and other strategies, some of which have 
been awarded previous Nobel prizes. These include 

methods for hormone treatment for prostate cancer 
(Huggins, 1966), chemotherapy (Elion and Hitchins, 
1988), and bone marrow transplantation for leu-
kemia (Thomas 1990). However, advanced cancer 
remains immensely difficult to treat, and novel ther-
apeutic strategies are desperately needed.4-8

In the 1990s researchers investigating cancer 
mechanisms and therapeutic means, approached 
the concept that activation of the immune system 
might be a strategy for attacking and destroying tu-
mour cells. Attempts were made to infect patients 
with bacteria to activate the defense. These efforts 
only had modest effects, but a variant of this strate-
gy is used today in the treatment of bladder cancer. 
It was realized that more knowledge was needed. 
Many scientists engaged in intense basic research 
and uncovered fundamental mechanisms regulating 
immunity and also showed how the immune system 

Figure 2. Immune checkpoints are signaling pathways responsible for downregulating the immune response 
to avoid destruction of endogenous targets, and tempering the peripheral immune response. During typical 
interaction of T cells with antigens, complex cytokine signaling provides the immune system confirmation of 
correctly targeting only non-self antigens, thereby preventing a state of auto-immunity. [antigen presenting 
cells = APC), T-lymphocyte-associated protein-4 = CTLA-4); T-cell receptor =TCR; Programmed cell death-1 = 
PD-1; Programmed cell death ligand-1, PD L-1]. 
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can recognize cancer cells. Despite remarkable sci-
entific progress, attempts to develop generalizable 
new strategies against cancer proved difficult.9,10

The use of immunotherapy for cancer has become 
widespread as a therapeutic method in recent dec-
ades and is used to treat both solid and hematolog-
ical malignancies. Immune checkpoint inhibitors, in 
particular, have demonstrated considerable promise 
in their recent approval for the treatment of melano-
ma, non-small cell lung cancer, and other cancers.11,12

These new anticancer drugs have been approved 
by the Food and Drug Administration (FDA, USA). 
FDA approved in 2011 the therapeutic antibody 
drug ipilimumab (trade name Yervoy® Bristol-My-
ers Squibb Co) which is a monoclonal antibody that 
works to activate the immune system by targeting 
CTLA-4 (T-lymphocyte-associated protein), a pro-
tein receptor that downregulates the immune sys-
tem. It is used for the treatment of melanoma, a type 
of skin cancer. Aslso, is undergoing clinical trials for 
the treatment of non-small cell lung carcinoma (NS-
CLC), small cell lung cancer (SCLC), bladder cancer, 

and metastatic hormone-refractory prostate cancer. 
The concept of using anti-CTLA-4 antibodies to treat 
cancer was first developed by James P. Allison.13,14

Also, in 2014 FDA approved PD-1 inhibitor pem-
brolizumab (trade name Keytruda®, Merck Sharp 
& Dohme Corp.). It is a humanized antibody used 
in cancer immunotherapy. It is an IgG4 isotype an-
tibody that blocks a protective mechanism of can-
cer cells, and allows the immune system to destroy 
those cancer cells. It targets the programmed cell 
death 1 (PD-1) receptor of lymphocytes. The FDA 
initially approved it to treat metastatic melanoma. 
In 2017 the FDA approved it for any unresectable or 
metastatic solid tumor with certain genetic anoma-
lies (mismatch repair deficiency or microsatellite in-
stability). It was the first time the FDA had approved 
a cancer drug based on tumour genetics rather than 
tissue type or tumour site.15

Programmed cell death 1 (PD-1) and programmed 
cell death ligand 1 (PD-L1) axis stands out as a val-
uable therapeutic target because it not only plays a 
key role in physiological immune homoeostasis, but 

Figure 3.The immune response depends on two types of lymphocytes: B lymphocytes, or B cells, and T lympho-
cytes, or T cells. Both types of lymphocytes are produced in the red bone marrow. Both B and T cells can recog-
nize and respond to specific pathogens. On the right: scanning electron micrograph of a human T cell.
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also appears to be a means through which cancer 
cells evade the immune system. The introduction of 
PD-1 or PD-L1 inhibitors into clinical practice has 
had a revolutionary effect on cancer treatment, but 
favourable long-term outcomes are only observed in 
a fraction of patients. Also, immunotherapy is asso-
ciated with several immune-related adverse events 
and has an estimated cost of more than $300, 000 
per quality adjusted life year.16

Meanwhile, with more than a dozen new mole-
cules identified to be involved with signaling at the 
interface of T cells, the discovery of many more ther-
apeutic leads are anticipated. Combination therapy 
comprised of multiple checkpoint inhibitors.17 

3. What are immune checkpoints. Accelerators 
and brakes in human immune system

The human immune system has the fundamental 
ability to discriminate “self” molecules from “non-
self” molecules so that invading bacteria, viruses 
and other dangers can be attacked and eliminated. 
Self-nonself discrimination is achieved by both cen-
tral thymic selection and peripheral immune regula-
tion. T cells, a type of white blood cell, are key play-
ers in this defense. T cells were shown to have recep-
tors that bind to structures recognized as non-self 
and such interactions trigger the immune system to 
engage in defense. But additional proteins acting as 
T cell accelerators are also required to trigger a full-
blown immune response. Many scientists contrib-
uted to this important basic research and identified 
other proteins that function as brakes on the T cells, 
inhibiting immune activation. This intricate balance 
between accelerators and brakes is essential for 
tight control. It ensures that the immune system is 
sufficiently engaged in attack against foreign micro-
organisms while avoiding the excessive activation 
that can lead to autoimmune destruction of healthy 
cells and tissues.18

Immune checkpoints refer to a plethora of inhib-
itory pathways hardwired into the immune system 
that are crucial for maintaining self-tolerance and 
modulating the duration and amplitude of physio-
logical immune responses in peripheral tissues in 

order to minimize collateral tissue damage. Scien-
tists understand now why malignant tumours co-
opt certain immune-checkpoint pathways as a ma-
jor mechanism of immune resistance, particularly 
against T cells that are specific for tumour antigens. 
Because many of the immune checkpoints are initiat-
ed by ligand–receptor interactions, they can be read-
ily blocked by antibodies or modulated by recombi-
nant forms of ligands or receptors. Cytotoxic T-lym-
phocyte-associated antigen 4 (CTLA4) antibodies 
were the first of this class of immunotherapeutics 
to achieve the Food and Drug Administration (FDA, 
USA) approval. Preliminary clinical findings with 
blockers of additional immune-checkpoint proteins, 
such as programmed cell death protein 1 (PD-1), in-
dicate broad and diverse opportunities to enhance 
antitumour immunity. Knowledge of the importance 
on checkpoints and accelerators on harnessing the T 
cell response of the immune system lead scientists 
to the innovation on cancer immunotherapy.19-21

4. A new principle for immune therapy of cancer

During the 1990s, Professor Allison JP (immunolo-
gy laboratory, University of California, Berkeley, CA, 
USA) did some fundamenatl research on the function 
of the T cell protein CTLA-4 (T-lymphocyte-associat-
ed protein-4). He was one of several scientists who 
had made the observation that CTLA-4 functions as 
a brake on T cells in their fight to harness cancerous 
tumours. CTLA-4 is a well-known regulator of T cell 
activation. Although originally cloned from a CD8 
CTL library, it was subsequently shown to negative-
ly regulate CD4+ T cell expansion by recruitment of 
phosphatases to the TCR signaling complex (T cell 
receptor). Because of this, the requirement of CTLA-
4 for adaptive tolerance has been examined in a 
number of experiments.22,23

Other research teams exploited the mechanism as 
a target in the treatment of autoimmune disease. Pro-
fessot Allison, however, had an entirely different idea. 
He had already developed an antibody that could bind 
to CTLA-4 and block its function. The next phase of 
his research focused to investigate if CTLA-4 blockade 
could disengage the T cell brake and unleash the im-
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mune system to attack tumour cells. Prof. Allison and 
co-workers performed advanced experiments in ex-
perimental animals (mice, 1994), and in their excite-
ment the results were spectacular. Mice with cancer 
had been cured by treatment with the antibodies that 
inhibit the brake and unlock antitumour T cell activi-
ty. But despite the importance of these therapeutic re-
sults the pharmaceutical industries (some of the big 
pharma have headquarters in the USA) showed little 
interest to explore the innovative anticancer poten-
tial. Prof. Allison continued his intense efforts to de-
velop the immunology strategy into a therapy of some 
difficult to treat solid and hematological cancers. 
Promising results soon emerged from several groups, 
and in 2010 an important clinical study showed strik-
ing effects in patients with advanced melanoma, a 
type of skin cancer (by the drug ipilimumab). In sev-
eral patients signs of remaining cancer disappeared. 
Such remarkable results had never been seen before 
in cancer patient groups.24-27

A few years after the discovery of Prof. Allison for 
the role of immune system in fighting cancer, Prof. 
Tasuku Honjo and co-researchers discovered (1992) 
another protein PD-1 which functions in a similar 
way blocking the anticancer function of T cells. The 
immunoregulatory roles of PD-1 are responsible 
for limiting excessive T cell activation to prevent 
immune-mediated tissue damage. Programmed 
death-1 (PD-1) is a cell surface molecule that reg-
ulates the adaptive immune response. Engagement 
of PD-1 by its ligands PD-L1 or PD-L2 transduces a 
signal that inhibits T cell proliferation, cytokine pro-
duction, and cytolytic function.28,29

Prof. Honjo and his co-workers were determined 
to unravel PD-1 role. So, they meticulously explored 
its function in a series of elegant experiments per-
formed over many years in his laboratory at Kyoto 
University. The results showed that PD-1, similar to 
CTLA-4, functions as a T cell brake, but operates by 
a different mechanism. The researchj laboratory of 
Honjo performed animal experiments and estab-
lished that PD-1 blockade was also shown to be a 
promising strategy in the fight against cancer, the 
same results were demonstrated by other research 
groups. This paved the way for utilizing PD-1 as 

a target in the treatment of cancer patients. Clin-
ical development ensued, and in 2012 a key study 
demonstrated clear efficacy in advanced melano-
ma, a type of skin cancer. In several patients signs 
of remaining cancer disappeared. Such remarkable 
results had never been seen before in this patient 
group. The anticancer results were dramatic, leading 
to long term remission and possible cure in several 
cancer patients with metastatic cancer, which was 
considered essentially untreatable. Scientists con-
cluded that “Anti–PD-1 antibody produced objective 
responses in approximately one in four to one in five 
patients with non–small-cell lung cancer, melanoma, 
or renal-cell cancer; the adverse-event profile does 
not appear to preclude its use. Preliminary data 
suggest a relationship between PD-L1 expression 
on tumor cells and objective response. (Funded by 
Bristol-Myers Squibb and others; ClinicalTrials.gov 
number, NCT00730639.).30

A large number of recent scientific papers focused 
on the efficiency and cancer immunotherapies tar-
geting the PD-1 signaling pathway. All scientific 
reports put emphasis on immunotherapy that has 
moved to the center stage of cancer treatment with 
the recent success of trials in solid tumours.31-34 

In the last decade anticancer research is focused 
on understanding the impact that targeted and con-
ventional cancer therapies (chemotherapy and ra-
diation) have on the generation of an antitumour 
immune response. Protective tumour immunity 
is thought to require innate immune stimulation, 
a robust cytotoxic T cell response and overcoming 
an immunosuppressive tumour microenvironment. 
The most important future challenges for fighting 
human cancers are to develop rational combina-
tions, to understand the impact that all cancer thera-
peutics have on patients’ immune systems, optimiz-
ing the therapeutic window of treatment through 
appropriate dosing and temporal sequencing, and 
prioritizing the rapidly growing number of combi-
nation therapy trials.35

5. Conclusion

Immune checkpoint therapy for cancer today and 
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in the future will advance with new discoveries and 
it can be proved to be the most effective therapeu-
tic methodology in combination with conventional 
therapies. After the initial studies showing the ef-
fects of CTLA-4 and PD-1 blockade, the clinical de-
velopment has been dramatic. Anticancer specialists 
now know that the treatment, often referred to as 
“immune checkpoint therapy”, has fundamentally 
changed the outcome for certain groups of patients 
with advanced cancer. It must be clear that these 
methods have adverse side effects which can be se-
rious and even life threatening. They are caused by 
an overactive immune response leading to autoim-
mune reactions, but are usually manageable. Many 
research groups worldwide continue to investigate 
and elucidate mechanisms of action, with the aim 
of improving therapies and reducing side effects. 
Of the two treatment strategies, checkpoint therapy 
against PD-1 has proven more effective and positive 

results are being observed in several types of cancer, 
including lung cancer, renal cancer, lymphoma and 
melanoma. New clinical studies indicate that combi-
nation therapy, targeting both CTLA-4 and PD-1, can 
be even more effective, as demonstrated in patients 
with melanoma. The initial discoveries of profes-
sors Allison and Honjo have inspired other research 
efforts to combine different strategies to release 
the brakes on the immune system with the aim of 
eliminating tumour cells even more efficiently. For 
more than 100 years cancer specialists attempted 
to engage the immune system (especially T cells) 
in the fight against cancer but with modest results. 
The seminal discoveries of recent years by many re-
search groups made progress into clinical develop-
ment of new drugs a reality. Checkpoint therapy has 
now revolutionized cancer treatment and has funda-
mentally changed the way we view how cancer can 
be managed. 
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μηχανισμοί

H κακοήθης νεοπλασία (κοινώς αποκαλούμενος καρκίνος) αποτελείται 
από διάφορους τύπους καρκινικών κυττάρων που χαρακτηρίζονται από 
συσσώρευση μεταλλάξεων στο DNA και ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό 
«επιθετικών» κακοήθων κυττάρων που διαχέονται σε υγιείς ιστούς και 
όργανα. Τις τελευταίες δεκαετίες αναπτύχθηκαν διάφορες αντικαρκινικές 
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θεραπευτικές αγωγές, περιλαμβανομένης της χειρουργικής επέμβασης, 
των ακτινοβολιών και διάφορες χημειοθεραπείες. Ορισμένες από τις 
θεραπείες αυτές βραβεύθηκαν με το Βραβείο Νόμπελ Φυσιολογίας 
ή Ιατρικής. Ο Huggins βραβεύθηκε το 1996 με την ανακάλυψη της 
ορμονικής θεραπείας του καρκίνου του προστάτη, Elion και Hitchins 
βραβεύθηκαν (1988) για την εφαρμογή της χημειοθεραπείας, ο Thomas 
βραβεύθηκε (1990) για τη μεταμόσχευση μυελού των οστών στη θεραπεία 
της λευχαιμίας και διαφόρων αιμοποιητικών καρκίνων. Το 2018 το 
Βραβείο Νόμπελ Φυσιολογίας ή Ιατρικής απονεμήθηκε από κοινού στους 
καθηγητές-ερευνητές James P. Allison (ΗΠΑ) και Tasuku Honjo (Ιαπωνία) 
για την «ανακάλυψη της θεραπείας του καρκίνου μέσω της αναστολής της 
αρνητικής ρύθμισης του ανοσοποιητικού συστήματος». Η ανακάλυψη έφερε 
επαναστατικές μεταβολές στη θεραπευτική μεθοδολογία του καρκίνου 
και οδήγησε σε νέα αντικαρκινικά φάρμακα, τα οποία ξεκλειδώνουν 
τον ανασταλτικό μηχανισμό, και ενεργοποιούν τα ανοσοποιητικά 
(ανοσολογικά) κύτταρα (τα Τ-λεμφοκύτταρα) να «επιτεθούν» και να 
καταστρέψουν τα καρκινική κύτταρα. Ο καθ. Allison J.P. (ανοσολογία, Παν. 
Texas, ΗΠΑ) με τις μελέτες του αναγνώρισε την ικανότητα της τιθάσευσης 
του ανοσοποιητικού (ανοσολογικού) συστήματος στην καταστροφή των 
καρκινικών κυττάρων. Αλλά τα καρκινικά κύτταρα έχουν επιτηδευμένους 
μηχανισμούς για την απόκρυψη των ανοσοποιητικών επιθέσεων με 
την προώθηση ενός μηχανισμού-φρένου (με διάφορες πρωτεΐνες που 
λειτουργούν ως φρένα των Τ-λεμφοκυττάρων και παρεμπόδισης της 
ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού). Ο καθηγητής Honjo T. (ανοσολογία, 
Παν. Tokyo, Ιαπωνία) εργαζόμενος στον ίδιο τομέα ανακάλυψε μια 
διαφορετική πρωτεΐνη που ενεργοποιείται ως φρένο του ανοσοποιητικού 
(ανοσολογικού) αλλά με διαφορετικό μηχανισμό. Τα φάρμακα αυτά 
που αντιμετωπίζουν το πρόβλημα έχουν αρκετές παρενέργειες, αλλά σε 
πειράματα παρουσίασαν αποτελεσματικότητα, συμπεριλαμβανομένων 
των περιπτώσεων καρκίνων τελικού-σταδίου που θεωρούνται 
αθεράπευτοι. Είναι γνωστό ότι καρκίνοι σε προχωρημένο στάδιο 
είναι προβληματικοί και απαιτούν νέες θεραπευτικές μεθοδολογίες. 
Η επισκόπηση αυτή παρουσιάζει τα βασικά στάδια των νέων 
θεραπευτικών ανακαλύψεων και τα φάρμακα που αναπτύχθηκαν. Οι νέες 
ανακαλύψεις προώθησαν τις επιστημονικές γνώσεις για την βιολογία του 
ανοσοποιητικού (ανοσολογικού) συστήματος και των Τ-λεμφοκυττάρων 
που κυκλοφορούν στο ανθρώπινο σώμα και εργάζονται ακατάπαυστα για 
την προστασία της ανθρώπινης υγείας.

Συγγραφέας υπεύθυνος 
για την αλληλογραφία: 

Καθ. Αθανάσιος 
Βαλαβανίδης, 

E-mail: 
valavanidis@chem.uoa.gr
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 1. Εισαγωγή 

1.1 Λιπόφιλα Φυσικά Προϊόντα: Τα φυσικά προ-
ϊόντα διαδραματίζουν ζωτικό ρόλο στη θεραπεία 
πλήθους ασθενειών. Αποτελούν ανεκτίμητη πηγή 
καθώς πολλά από τα χρησιμοποιούμενα φάρμακα 
στην κλινική προέρχονται απευθείας ή με τροπο-
ποίηση της δομής φυσικών προϊόντων.1,2

Ένας τρόπος ταξινόμησης του τεράστιου αριθ-
μού φυσικών προϊόντων είναι σε διαφορετικούς 
δομικούς τύπους σύμφωνα με τις βιοσυνθετικές 
τους οδούς, όπως φλαβονοειδή, καροτενοειδή, αλ-
καλοειδή, φυσικές φαινόλες, τερπενοειδή, λιγνά-
νες, κουμαρίνες, αιθέρια έλαια, αμινοξέα, πεπτίδια 
κλπ. Έχει επιβεβαιωθεί ότι τα φυσικά προϊόντα 
ανάλογα με τις δομές τους παρουσιάζουν διαφο-
ρετικές βιολογικές και φαρμακολογικές δράσεις.3,4

Η δράση πολλών από τα φυσικά προϊόντα που 
είναι λιπόφιλα αυξάνεται σε περιβάλλοντα αυξημέ-
νης περιεκτικότητας λίπους. Απαιτείται δηλαδή κά-
ποιος λιπαρός φορέας για να αποδεσμευτεί το φυ-
σικό βιοδραστικό προϊόν από τους φυτικούς ιστούς 
και να απορροφηθεί από τον οργανισμό. Για παρά-
δειγμα έχει διαπιστωθεί ότι η βιοδιαθεσιμότητα του 
λυκοπενίου είναι μεγαλύτερη από μαγειρεμένη το-
μάτα ή σάλτσα (κ.λ.π.) με κάποιο λιπαρό τρόφιμο.5

Τα μόρια των φυσικών προϊόντων όπως φλαβόνες, 
καροαλκαλοειδή, κουμαρίνες, λιγνάνες, τερπενοειδή, 
αμινοξέα, πεπτίδια, αιθέρια έλαια και άλλα συχνά δι-
αθέτουν ένα ή περισσότερα χειρόμορφα κέντρα που 
εμφανίζουν δύο ή περισσότερα οπτικά ισομερή (του-
λάχιστον δύο εναντιομερή).6,7 Συχνότερα, δύο ενα-
ντιομερή εμφανίζουν πολύ διαφορετικές βιολογικές 
και / ή φαρμακευτικές δραστηριότητες. Τα cis-λυκο-

ΛΈΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΆ:  
Φυσικά προϊόντα, 

κυκλοδεξτρίνες, 
λιποφιλία
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Τα λιπόφιλα προϊόντα όπως πολλές άλλες βιοδραστικές ενώσεις μειο-
νεκτούν ως προς το φαρμακολογικό τους προφίλ γιατί παρουσιάζουν 
κυρίως μεταβολική αστάθεια, έλλειψη εκλεκτικότητας και χαμηλή βιο-
διαθεσιμότητα. Η μορφοποίησή τους μέσω σύμπλεξης με κυκλοδεξτρί-
νες δύναται να βελτιώσει τα μειονεκτήματα αυτά και να τα καταστήσει 
δυνάμει μόρια φαρμακολογικού ενδιαφέροντος με ευοίωνες προοπτι-
κές για την ανθρώπινη υγεία. Σε αυτό το άρθρο ανασκόπησης παρέ-
χονται παραδείγματα από αντιπροσωπευτικά μόρια, φυσικά προϊόντα, 
των οποίων οι ιδιότητες βελτιώθηκαν όταν φιλοξενήθηκαν από διάφο-
ρους ξενιστές κυκλοδεξτρίνες. 

SUMMARY

Βελτιστοποίηση του Φαρμακολογικού 
Προφίλ Φυσικών Προϊόντων μέσω 
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πένια παρουσιάζουν χαμηλότερο σημείο τήξεως και 
μεγαλύτερη λιποφιλικότητα σε σχέση με τα trans 
λυκοπένια (αυτό οφείλεται στη δομή τους: τα cis δεν 
κάνουν καλή πάκτωση σε σχέση με τα trans). Έχει 
διαπιστωθεί ότι το λυκοπένιο που βρίσκεται στους 
λιπαρούς ιστούς και στο αίμα του ανθρώπου είναι 
κατά πολύ πλουσιότερο σε cis-μορφές και κυρίως σε 
5-cis-λυκοπένιο, το οποίο παρουσιάζει και τις ισχυ-
ρότερες αντιοξειδωτικές ιδιότητες.8

Γενικά η λιποφιλία εκφραζόμενη ως η λογαριθ-
μική τιμή του συντελεστή μερισμού οκτανόλης / 
νερού (logPoct), είναι μια θεμελιώδης παράμετρος 
που μοντελοποιεί τη βιολογική κατανομή της δρά-
σης των μορίων του φαρμάκου. Για παράδειγμα, 
η απορρόφηση του φαρμάκου και ο συντελεστής 
μερισμού “logPoct” σχετίζονται άμεσα λόγω της πα-
θητικής διάχυσης κατά μήκος της κυτταρικής μεμ-
βράνης. Μπορούμε να υπολογίσουμε την απορρό-
φηση, ακόμη και τη διαπερατότητα και τον τρόπο 
κατανομής των υποψήφιων φαρμάκων στο σώμα 
από το logPoct.9 

Για πολλές ενώσεις, η επιμήκυνση κορεσμένης 
αλειφατικής αλυσίδας από ένα ανθρακοάτομο σε 
πέντε έως εννέα ανθρακοάτομα οδηγεί σε αύξηση 
της δραστικότητας, ενώ η περαιτέρω επιμήκυν-
ση οδηγεί σε απότομη μείωση της δραστικότητας. 
Αυτό το φαινόμενο μπορεί να εξηγηθεί με την αύ-
ξηση της λιποφιλικότητας του μορίου. Αύξηση της 
λιποφιλικότητας μέχρι ενός ορίου επιτρέπει την 
είσοδο της ένωσης στις κυτταρικές μεμβράνες. Από 
ένα σημείο όμως και πέρα ελαττώνεται η υδατοδι-
αλυτότητα και δημιουργούνται προβλήματα μετα-
φοράς σε υδατικά μέσα ή και συσσωμάτωση.

Οι κυκλοδεξτρίνες αποτελούν παράγοντες σταθε-
ροποίησης διαφορετικών μορίων και φαρμάκων γιατί 
εγκλωβίζοντας ένα μεγάλο μέρος του μορίου εμπο-
δίζουν την προσέγγιση του νερού για την πρόκληση 
υδρολυτικής διάσπασης ή οξειδωτικής αποικοδόμη-
σης ή φωτοδιάσπασης. Με αυτό τον τρόπο προστα-
τεύουν το «ευαίσθητο» τμήμα του μορίου. Ο βαθμός 
προστασίας είναι ανάλογος της ισχύος της σύμπλεξης. 

1.2 Οχήματα μεταφοράς- Κυκλοδεξτρίνες

Οι κυκλοδεξτρίνες (CDs) είναι μια ομάδα δομικά 

συγγενών φυσικών προϊόντων που σχηματίζονται 
κατά τη βακτηριακή πέψη της κυτταρίνης. Αυτοί 
οι κυκλικοί ολιγοσακχαρίτες αποτελούνται από 
(α-1,4)-συνδεδεμένες μονάδες α-D-γλυκοπυρανό-
ζης. Περιέχουν τη λιπόφιλη κεντρική κοιλότητα και 
την υδρόφιλη εξωτερική επιφάνεια. Οι τυπικές κυ-
κλοδεξτρίνες αποτελούνται από έξι, επτά και οκτώ 
μονάδες γλυκόζης, οι οποίες διατίθενται στο εμπό-
ριο και ονομάζονται α-CD, β-CD και γ-CD, αντιστοί-
χως.10

Εξαιτίας της βιοδιαθεσιμότητας και των πο-
λυ-λειτουργικών χαρακτηριστικών τους, οι κυκλο-
δεξτρίνες είναι ικανές για την εξάλειψη αρκετών 
ανεπιθύμητων ιδιοτήτων διαφόρων φαρμάκων 
σε διάφορες οδούς χορήγησης μέσω του σχημα-
τισμού συμπλόκων εγκλεισμού. Σε ένα στοματικό 
σύστημα παροχής φαρμάκου, οι υδρόφιλες και οι 
ιοντιζόμενες κυκλοδεξτρίνες μπορούν να λειτουρ-
γήσουν ως ισχυροί φορείς των βιοδραστικών ου-
σιών στα συστήματα άμεσης και καθυστερημένης 
αποδέσμευσης, ενώ ο ρυθμός απελευθέρωσης των 
υδατοδιαλυτών φαρμάκων μπορεί να επιβραδυνθεί 
με λιπόφιλες CDs. Υπήρξε αυξανόμενο το ενδιαφέ-
ρον για την ανάπτυξη ενός συστήματος που θα έχει 
τη δυνατότητα να ελέγχει τον ρυθμό και τον χρόνο 
απελευθέρωσης μιας βιοδραστικής ουσίας, γιατί η 
κατάλληλη αποδέσμευση του φαρμάκου σε μια δο-
σολογία είναι κρίσιμης σημασίας για τη θεραπευ-
τική αποτελεσματικότητά του.11,12 Προκειμένου να 
σχεδιαστούν πιο προηγμένες μορφές δοσολογίας, 
αναπτύσσονται διάφοροι μεταφορείς υλικών για 
την αποτελεσματική και με μεγάλη ακρίβεια με-
ταφορά της επιθυμητής ποσότητας φαρμάκου σε 
θέσεις στόχους για ένα ορισμένο χρονικό διάστη-
μα.13 Οι κυκλοδεξτρίνες είναι δυνητικά υποψήφιες 
για έναν τέτοιο ρόλο, λόγω της ικανότητάς τους να 
συμπλοκοποιούνται με βιοδραστικές ενώσεις ή να 
δρουν ως λειτουργικοί μεταφορείς υλικών στις διά-
φορες φαρμακομορφές.14-22 

Ένα από τα σημαντικότερα χαρακτηριστικά των 
CDs είναι ότι σχηματίζουν σύμπλοκα εγκλεισμού 
τόσο σε διάλυμα όσο και σε στερεά κατάσταση, 
στα οποία κάθε φιλοξενούμενο μόριο περιβάλλε-
ται από το υδρόφοβο περιβάλλον της κοιλότητας 
της κυκλοδεξτρίνης. Αυτό μπορεί να οδηγήσει σε 
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μεταβολή των φυσικών, χημικών και βιολογικών 
ιδιοτήτων των φιλοξενούμενων μορίων και να απο-
κτήσουν τελικά σημαντική φαρμακοδυναμική. Πρό-
σφατα, σχεδιάστηκε ένας αριθμός τροποποιημένων 
κυκλοδεξτρινών και σύμπλοκα πολυμερών-κυκλο-
δεξτρινών για να επιτευχθούν μεγαλύτερες δυνα-
τότητες εγκλεισμού απ’ ότι οι πρόδρομες κυκλο-
δεξτρίνες [Πίνακας 1].23,24 Η β-CD είναι η πιο κοινή 
μητρική CD και περιέχει 21 ομάδες υδροξυλίου, 7 
από τις οποίες είναι πρωτοταγείς και οι υπόλοιπες 
14 δευτεροταγείς (Σχήμα 1). Όλες αυτές οι ομάδες 
υδροξυλίου είναι διαθέσιμες ως σημεία εκκίνησης 
για δομικές τροποποιήσεις. Επομένως διάφορες λει-
τουργικές ομάδες έχουν εισαχθεί στον μακροκυκλι-
κό δακτύλιο. Έτσι, οι φυσικές και τροποποιημένες 
CDs έχουν χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα για τη βελ-
τίωση διαφόρων ιδιοτήτων του φαρμάκου, όπως η 
διαλυτότητα, η σταθερότητα, η ταχύτητα διαλύσε-
ως και η βιοδιαθεσιμότητα.25-31 

Μεταξύ των χημικώς τροποποιημένων κυκλοδεξ-
τρινών, οι υδρόφιλες32-37 ή αλλιώς ιοντιζόμενες38-41 
ομάδες ενισχύουν την απορρόφηση του φαρμάκου, 
ενώ οι υδρόφοβες μπορεί να έχουν ευρεία εφαρ-
μογή και θα μπορούσαν να χρησιμεύσουν ως νέοι 

φορείς βραδείας αποδέσμευσης υδατοδιαλυτών 
φαρμάκων, συμπεριλαμβανομένων των πεπτιδίων 
και των πρωτεϊνών.42-48 Οι μητρικές και χημικώς 
τροποποιημένες κυκλοδεξτρίνες μπορούν να χρησι-
μοποιηθούν ως φορείς επιθυμητής ποσότητας βιο-
δραστικών ουσιών σε θέσεις-στόχους.

2. Παραδείγματα Φυσικών Προϊόντων που 
έχουν χρησιμοποιηθεί σε μορφοποιήσεις με κυ-
κλοδεξτρίνες 

Στην παρούσα εργασία γίνεται μια προσπάθεια 
καταγραφής, ομαδοποίησης και συσχέτισης κά-
ποιων αντιπροσωπευτικών φυσικών προϊόντων 
που έχουν φιλεξενηθεί σε κυκλοδεξτρίνες ως προς 
τον προσδιορισμό της στοιχειομετρίας του σχημα-
τιζόμενου συμπλόκου του δραστικού συστατικού 
του φυσικού προϊόντος με την κυκλοδεξτρίνη, την 
τοπογραφία και τον προσανατολισμό του μορίου 
μέσα στην κυκλοδεξτρίνη καθώς και της βιολογικής 
αξιολόγησης του συμπλοκοποιημένου βιοδραστι-
κού μορίου σε σχέση με το πρόδρομο μόριο.

Έτσι εξετάζονται κατά σειρά η κερκετίνη, το λυ-
κοπένιο (καροτενοειδές), η κουρκουμίνη (φυσική 

Σχήμα 1: Οι α- β- και γ- κυκλοδεξτρίνες οι οποίες αποτελούνται από 6, 7 και 9 μόρια αντίστοιχα της D-γλυκο-
πυρανόζης συνδεδεμένα μεταξύ τους με α-1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς. Η β-CD περιέχει 21 ομάδες υδροξυλίου, 
7 από τις οποίες είναι πρωτοταγείς και οι υπόλοιπες 14 δευτεροταγείς.

Σχήμα 1: Οι α- β- και γ- κυκλοδεξτρίνες οι οποίες αποτελούνται από 6, 7 και 9 μόρια 
αντίστοιχα της D-γλυκοπυρανόζης συνδεδεμένα μεταξύ τους με α-1,4-γλυκοζιτικούς 
δεσμούς. Η β-CD περιέχει 21 ομάδες υδροξυλίου, 7 από τις οποίες είναι πρωτοταγείς 
και οι υπόλοιπες 14 δευτεροταγείς. 

 

Πίνακας 1. Χρήσιμα παράγωγα της β-CD που χρησιμοποιούνται σε 

φαρμακευτικά σκευάσματα. 

Παράγωγο Θέση υποκαταστάτη Υποκαταστάτης 

Τα υδρόφιλα παράγωγα   

Μεθυλιωμένη β-CD 2,6 - 2,3,6 - -Ο-CΗ3 

Υδροξυαλκυλιωμένη β-CD Τυχαίος -O-CH2 -CH (OH)-CH3 

Διακλαδισμένη β-CD 6 - -Γλυκόζυλο-μαλτόζυλο 

Υδρόφοβα παράγωγα   

Αιθυλιωμένη β-CD 2,6 - 2,3,6 - -OC2H5 

Υπερακυλιωμένη β-CD 2,3,6 - -Ο-CΟ(CΗ2)n -ΟΗ3 

Ιοντιζόμενα παράγωγα   

Καρβοξυαλκύλιο β-CD Τυχαίος -Ο-(CΗ2)n -COONa 

Καρβοξυμεθυλο αίθυλο 2,6 - 3 - -O-CH2COONa-OC2H5 

Θειϊκά Τυχαίος -O-SO3Na 

Αλκυλοσουλφονικά Τυχαίος -Ο-(CΗ2)n –SO3Na 
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φαινόλη) και η καρνοσίνη (διπεπτίδιο) σε κατάστα-
ση σύμπλεξης με κυκλοδεξτρίνες.     

2.1 Η Κερκετίνη

Η Κερκετίνη ή Κουερσετίνη (QUE) είναι μιά φλα-
βονόλη (Φλαβονοειδές) που βρίσκεται σε πολλά 
φρούτα, λαχανικά, φύλλα και σπόρους. Μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως συστατικό σε συμπληρώματα 
διατροφής, στα ποτά ή τα τρόφιμα. Το χημικό της 
όνομα κατά IUPAC είναι 2-(3,4-διυδροξυφαινυ-
λο)-3,5,7-τριυδροξυ-4H-χρωμεν-4-όνη.

Στην εργασία των Z. Aytac et al.49 η κερκετίνη ει-
σήχθη στην κοιλότητα της β-CD και στη συνέχεια 
ενσωματώθηκε σε πολυακρυλικό οξύ (PAA) και 
με διάχυση του διαλύτη προέκυψε σύμπλοκο για 
το οποίο μελέτες διαλυτότητας φάσης και δομής 
υποδηλώνουν ότι η στοιχειομετρία του συμπλόκου 
QU-β-CD είναι 1:1. Επίσης οι μελέτες διαλυτότητας 
φάσης αποδεικνύουν ότι η υδατοδιαλυτότητα της 
κερκετίνης αυξάνεται με τη συμπλοκοποίηση. 

Οι κρυσταλλικές κορυφές της κερκετίνης δεν εμ-
φανίζονται στο διάγραμμα περίθλασης ακτίνων Χ 
του συμπλόκου πιθανόν εξαιτίας της σύμπλεξης της 
κερκετίνης με τη β-CD. 

Επίσης το παραγόμενο σύμπλοκο εμφανίζει αρκε-
τά υψηλή αντιοξειδωτική δράση και φωτοσταθερό-
τητα. Οι παραπάνω ιδιότητες οφείλονται στην υψη-
λή επιφανειακή τάση και το υψηλό πορώδες που 
παρουσιάζει το συγκεκριμένο σύμπλοκο. 

Στη μελέτη των K. H. Park et al.50 η διαλυτότητα 
της κερκετίνης ενισχύθηκε σημαντικά με το σχημα-
τισμό ενός συμπλόκου εγκλεισμού με Et-β-CD. Αυτό 
το σύμπλοκο εγκλεισμού αναλύθηκε με φασματο-
σκοπία UV-vis, 1Η και DOSY NMR, διαφορική θερμιδο-
μετρία σάρωσης (DSC), υπέρυθρης φασματοσκοπίας 
(FT-IR) και Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας Σάρωσης 
(SEM). Ο τρόπος σύμπλεξης της κερκετίνης με Et-
β-CD παρακολουθήθηκε με φασματοσκοπία 2D 
ROESY. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα πρωτόνια 
στο δακτύλιο Β της κερκετίνης συμπεριλήφθηκαν 
στην κοιλότητα του Et-β-CD. 

Το αποτέλεσμα της σύμπλεξης της κερκετίνης με 
Et-β-CD με βάση την αντιοξειδωτική του δραστι-
κότητα προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας τη δο-
κιμασία ORAC-FL και το σύμπλοκο QUE / Et-β-CD 
έδειξε το υψηλότερο αντιοξειδωτικό αποτέλεσμα. 
Τα αποτελέσματα έδειξαν επίσης ότι επιτεύχθηκε 
μεγαλύτερη σύμπλεξη  κερκετίνης με Et-β-CD, σε 
σύγκριση με εκείνη με παράγωγα β-CD. Επιπλέον, 

Σχήμα 2: (Α) Η Κερκετίνη (QUE) με τον δακτύλιο Β στη δεξιά πλευρά του σχήματος, με βάση την οποία εξε-
τάζονται τα σύμπλοκα QUE-β-CD, QUE / Et-β-CD, QUE /γ-CD με στοιχειομετρία 1.7:1, QUE-σουλφοβουτυλαι-
θέρ-β-CD, QUE-υδροξυπροπυλ-β-CD, (B) το λυκοπένιο (Lyc) με συμπλέξεις CD- Lyc (1/0,0026, 1/0,005, 1/0,05), 
β-CD-Lyc, 2-Υδροξυπροπύλιο-β-CD-Lyc, μέθυλ-β-CD-Lyc, (Γ) η κουρκουμίνη (CUR) με συμπλέξεις CUR-β-CD, 
(Δ) η καρνοσίνη (CARN) με παρόμοιες συμπλεξεις με β-CD.     

2. Παραδείγματα Φυσικών Προϊόντων που έχουν χρησιμοποιηθεί 

σε μορφοποιήσεις με κυκλοδεξτρίνες  

Στην παρούσα εργασία γίνεται μια προσπάθεια καταγραφής, ομαδοποίησης και 

συσχέτισης κάποιων αντιπροσωπευτικών φυσικών προϊόντων που έχουν φιλεξενηθεί 

σε κυκλοδεξτρίνες ως προς τον προσδιορισμό της στοιχειομετρίας του 

σχηματιζόμενου συμπλόκου του δραστικού συστατικού του φυσικού προϊόντος με 

την κυκλοδεξτρίνη, την τοπογραφία και τον προσανατολισμό του μορίου μέσα στην 

κυκλοδεξτρίνη καθώς και της βιολογικής αξιολόγησης του συμπλοκοποιημένου 

βιοδραστικού μορίου σε σχέση με το πρόδρομο μόριο. 

Έτσι εξετάζονται κατά σειρά η κερκετίνη, το λυκοπένιο (καροτενοειδές), η 

κουρκουμίνη (φυσική φαινόλη) και η καρνοσίνη (διπεπτίδιο) σε κατάσταση 

σύμπλεξης με κυκλοδεξτρίνες.      

    

 

Σχήμα 2: (Α) Η Κερκετίνη (QUE) με τον δακτύλιο Β στη δεξιά πλευρά του σχήματος, με 
βάση την οποία εξετάζονται τα σύμπλοκα QUE-β-CD, QUE / Et-β-CD, QUE /γ-CD με 
στοιχειομετρία 1.7:1, QUE-σουλφοβουτυλαιθέρ-β-CD, QUE-υδροξυπροπυλ-β-CD, (B) το 
λυκοπένιο (Lyc) με συμπλέξεις CD- Lyc (1/0,0026, 1/0,005, 1/0,05), β-CD-Lyc, 2-
Υδροξυπροπύλιο-β-CD-Lyc, μέθυλ-β-CD-Lyc, (Γ) η κουρκουμίνη (CUR) με συμπλέξεις CUR-
β-CD, (Δ) η καρνοσίνη (CARN) με παρόμοιες συμπλεξεις με β-CD.      
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το σύμπλοκο QUE / Et-β-CD αύξησε την υδατο-
διαλυτότητα της κερκετίνης έως 35,1 φορές, σε 
σύγκριση με τη φυσική υδατοδιαλυτότητα της 
κεκρκετίνης. Από αυτά τα αποτελέσματα, συμπε-
ραίνεται ότι η χαρακτηριστική ελλειπτική κοιλό-
τητα του Et-β-CD μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 
άλλα επιμήκη μη πολικά φαρμακευτικά μόρια, τα 
οποία μπορούν να επεκτείνουν την ανάπτυξη σει-
ράς παρόμοιων φαρμάκων. 

Τα υδατοδιαλυτά διαλύματα σύμπλοκων κυκλο-
δεξτρίνης κερκετίνης51 μπορούν να παγιδευτούν 
στην υδατική φάση των σταθερών πολυστρωμα-
τικών λιποσωμάτων, επιπλέον της ενσωμάτωσης 
της κερκετίνης στην λιποσωμική διπλοστιβάδα με 
τη μέθοδο ενυδάτωσης λεπτού υμένα. Οι φασματο-
σκοπικές μετρήσεις υποδηλώνουν ότι τα σύμπλο-
κα κερκετίνης- κυκλοδεξτρίνης ενσωματώθηκαν 
επιτυχώς στα λιποσώματα χωρίς να επηρεαστεί η 
μορφολογία τους. Το ποσοστό ενσωμάτωσης φαρ-
μάκου σχεδόν διπλασιάστηκε στα διπλά ενταγμένα 

λιποσώματα σε σύγκριση με αυτά που δεν περιεί-
χαν τα σύμπλοκα κυκλοδεξτρίνης. Τα λιποσώματα 
που ενσωματώνουν σύμπλοκα του φαρμάκου με 
κυκλοδεξτρίνη απελευθερώνουν περισσότερο φάρ-
μακο από ό,τι τα λιποσώματα που εγκλείουν μόνο 
το φάρμακο.

Στην εργασία των E.A. Parrila et al.52 μελετάται η 
σύμπλεξη και η αντιοξειδωτική δράση των σημα-
ντικότερων πολυφαινολών που υπάρχουν στο μήλο 
δηλαδή χλωρογενικό οξύ, ρουτίνη και κερκετίνη με 
β- κυκλοδεξτρίνη. Οι τεχνικές που χρησιμοποιήθη-
καν ήταν φασματοσκοπία φθορισμού και «Δοκιμα-
σία Αναγωγής Σιδήρου / Αντιοξειδωτικού Δυναμικού 
(FRAP)».

Η στοιχειομετρία όλων των πολυφαινολικών συ-
μπλόκων είναι 1:1. Το σύμπλοκο της κερκετίνης πα-
ρουσιάζει τη μεγαλύτερη σταθερά σχηματισμού και 
την υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση σε σχέση με 
τα υπόλοιπα πολυφαινολικά σύμπλοκα.

Η σύμπλεξη επιβεβαιώθηκε με μετρήσεις διαφορι-

Πίνακας 1. Χρήσιμα παράγωγα της β-CD που χρησιμοποιούνται σε φαρμακευτικά 
σκευάσματα
Παράγωγο Θέση υποκαταστάτη Υποκαταστάτης

Τα υδρόφιλα παράγωγα

Μεθυλιωμένη β-CD 2,6 - 2,3,6 - -Ο-CΗ3

Υδροξυαλκυλιωμένη β-CD Τυχαίος -O-CH2 -CH (OH)-CH3

Διακλαδισμένη β-CD 6 - -Γλυκόζυλο-μαλτόζυλο

Υδρόφοβα παράγωγα

Αιθυλιωμένη β-CD 2,6 - 2,3,6 - -OC2H5

Υπερακυλιωμένη β-CD 2,3,6 - -Ο-CΟ(CΗ2)n -ΟΗ3

Ιοντιζόμενα παράγωγα

Καρβοξυαλκύλιο β-CD Τυχαίος -Ο-(CΗ2)n -COONa

Καρβοξυμεθυλο αίθυλο 2,6 - 3 - -O-CH2COONa-OC2H5

Θειϊκά Τυχαίος -O-SO3Na

Αλκυλοσουλφονικά Τυχαίος -Ο-(CΗ2)n –SO3Na
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κής θερμιδομετρίας σάρωσης (DSC) και η αντιοξει-
δωτική δράση αυξήθηκε με τη σύμπλεξη.  

Οι J. L. Koontz et al.53 δοκίμασαν τη σύμπλεξη κερ-
κετίνης με γ- κυκλοδεξτρίνη με στοιχειομετρία 1:7:1 
και απόδοση 21% (w/w). Με φασματοσκοπίες ATR/
FT-IR, 13C CP/MAS NMR, TGA και DSC αποδείχθηκε η 
αλληλεπίδραση με την κυκλοδεξτρίνη σε μοριακό 
επίπεδο. 

Η μελέτη των Y. Zheng et al.54 κατέδειξε σαφώς ότι 
η υδατική διαλυτότητα και η χημική σταθερότητα 
(στο αλκαλικό pH) της κερκετίνης μπορεί να αυξη-
θεί ουσιαστικά μέσω σύμπλεξης με β-CDs, ιδιαίτε-
ρα με σουλφοβουτυλαιθέρα της β-CD. Οι σταθε-
ρές ισορροπίας και οι θερμοδυναμικές παράμετροι 
που προσδιορίστηκαν με τη μελέτη διαλυτότητας 
φάσης καθώς και οι σημαντικές μεταβολές χημικής 
μετατόπισης της κερκετίνης που παρατηρήθηκαν με 
τις διάφορες κυκλοδεξτρίνες σε αναλύσεις 1H-NMR 
συμφωνούν με το σχηματισμό συμπλόκων εγκλει-
σμού.

Οι Alexandra Primikyri et al.55 σε δοκιμασίες λει-
τουργικής κυτταροτοξικότητας της κερκετίνης 
στις λευχαιμικές σειρές Jurkat Τ-κυττάρων, Jurkat 
Bcl-2 και Jurkat Puro, έδειξαν ότι η κερκετίνη δε-
σμεύεται με την πρωτεΐνη Bcl-2. Η άμεση δέσμευ-
ση της κερκετίνης στις πρωτεΐνες Bcl-2 και Bcl-xL 
επιβεβαιώθηκε βιοχημικά με τη χρήση αναλυτικών 
δοκιμασιών. Τα πειράματα NMR, η φθορισμομετρι-
κή φασματοσκοπία και οι υπολογισμοί πρόσδεσης 
αποδεικνύουν τελικά ότι η κερκετίνη δεσμεύεται 
στη θέση δέσμευσης ΒΗ3 της πρωτεΐνης. Αυτή η ιδι-
ότητα ταξινομεί την κερκετίνη ως ένα φυσικό φλα-
βονοειδές με BH3 μιμητική δραστηριότητα ικανή να 
ωθήσει τα καρκινικά κύτταρα σε απόπτωση. Φυσι-
κά, δεν αποκλείονται άλλες άμεσες ή έμμεσες απο-
πτωτικές επιδράσεις της κερκετίνης, αλλά αυτά τα 
αποτελέσματα παρέχουν επιστημονικές αποδείξεις 
για τις κυτταροτοξικές επιδράσεις της κερκετίνης 
σε κυτταρικές σειρές Jurkat και ίσως σε άλλες λευ-
χαιμικές κυτταρικές σειρές. 

Επίσης, οι Alexandra Primikyri et al.56 διερεύνη-
σαν τη συμπλοκοποίηση του Zn (II) με τα φυσικά 
φλαβονοειδή κερκετίνη και λουτεολίνη με τη χρήση 
φασματοσκοπίας NMR και διάφορα επίπεδα κβαντι-
κών υπολογισμών. Οι θέσεις σύμπλεξης ευρέθη ότι 

είναι το οξυγόνο καρβονυλίου CΟ-4, η αποπρωτο-
νιωμένη C-3 υδροξυλομάδα της κερκετίνης, το CO-4 
καρβονυλικό οξυγόνο και η αποπρωτονιωμένη C-5 
υδροξυλο ομάδα της λουτεολίνης. Έχουν παρατηρη-
θεί σημαντικοί συντονισμοί NMR σε αρκετά μεγάλο 
εύρος θερμοκρασιών για την ελεύθερη και συμπλο-
κοποιημένη κερκετίνη. 

Ο προσδιορισμός των τιμών ΔΗ ° και ΔS ° με τιμή 
ΤΔS ° παίζει σημαντικό ρόλο στους 298 Κ. Ελήφθη 
γραμμικό γράφημα των σταθερών διάχυσης DMSO, 
TMS, εξαμεθυλοκυκλοτριαιθυλεξάνιο και ελεύθερης 
κερκετίνης με τη χρήση πειραμάτων DOSY. Αυτό 
επέτρεψε τον προσδιορισμό του αποτελεσματικού 
μοριακού βάρους του συμπλόκου το οποίο αποδεί-
χθηκε ότι ήταν κυρίως σε αναλογία μετάλλου- κερ-
κετίνης 1:1.

Οι DFT υπολογισμοί επαλήθευσαν σε μεγάλο πο-
σοστό τα πειραματικά δεδομένα για τα σημεία σύ-
μπλεξης.

Συμπερασματικά, η συνδυασμένη χρήση της φα-
σματοσκοπίας NMR, με έμφαση στους φαινολικούς 
συντονισμούς ΟΗ, παράλληλα με τους κβαντικούς 
υπολογισμούς θα μπορούσε να αποτελέσει ένα πο-
λύτιμο εργαλείο για την ακριβή δομική και ηλεκτρο-
νική περιγραφή των διαμαγνητικών συμπλοκών 
φλαβονοειδούς-μετάλλου. 

Συνετέθη επίσης ένα σύμπλοκο κερκετίνης57 το 
οποίο επέτρεψε την ενίσχυση της διαλυτότητάς 
της και ταυτόχρονα διατήρησε τη βιοδραστικότη-
τα της στην κυτταρική αντιμετώπιση καρκίνου του 
ανθρώπινου ουροποιητικού Τ24. Η σταθερότητα 
του συμπλόκου και η μοριακή βάση των αλληλεπι-
δράσεων που αναπτύχθηκαν σε αυτό το σύμπλοκο 
προσδιορίστηκαν με ενσωμάτωση μιας σειράς ανα-
λυτικών τεχνικών και πειραμάτων Μοριακής Δυνα-
μικής (MD). Με Υπολογισμούς Προσαρμογής Σύνδε-
σης (IFD) και προσομοιώσεις Μοριακής Δυναμικής 
(MD) έγινε προσπάθεια να σχεδιασθούν ορθολογι-
κά μόρια κερκετίνης για να στοχεύσουν την Bcl-xL, 
μία αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη αυξημένης σημασί-
ας ως αντικαρκινικός παράγοντας. 

Για να βελτιωθεί το μειονέκτημα λιποφιλίας της 
κερκετίνης, να αυξηθεί η δεσμευτική ικανότητα του 
προφίλ για το Bcl-xL και να ενισχυθεί η εκλεκτι-
κότητά τους για καρκινικά κύτταρα συντέθηκανε 
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τέσσερα παράγωγα της κερκετίνης σε σύζευξη με 
διαφορετικά αμινοξέα (αλανίνη, γλουταμικό οξύ, 
φαινυλαλανίνη και λευκίνη) στον δακτύλιο Β. Τα 
υπολογιστικά δεδομένα MM-PBSA και MM-GBSA 
έδειξαν ότι το σύμπλοκο Que-Glu3 παρουσιάζει την 
υψηλότερη δεσμευτική τιμή (-47,16 kcal mol-1).58 Τα 
δεδομένα φθορισμού ήταν επίσης σύμφωνα με τις 
θεωρητικές μελέτες και φασμάτων NMR. 

Συμπερασματικά, φλαβονοειδή προφάρμακα συ-
ζευγμένα με αμινοξέα θα μπορούσαν να είναι μια 
υποσχόμενη προσέγγιση για την ενίσχυση του φαρ-
μακευτικού φάσματός τους.

Με μετρήσεις φασματοφθορισμομετρίας, θερμιδο-
μετρίας και μελέτες βιολογικών πειραμάτων προσομοι-
ωμένων σε υπολογιστή το παρασκευασθέν σύμπλοκο 
κερκετίνης-αλανίνης δεσμεύεται πρωτίστως με την 
αλβουμίνη του ορού, κυρίως μέσω δεσμών υδρογόνου. 
Μέσω αυτής της σειράς πειραμάτων ανακαλύφθηκε 
ότι η συγκεκριμένη ένωση έχει βελτιωμένες ιδιότητες 
σε σχέση με την κερκετίνη όσον αφορά την κυτταρο-
τοξικότητα, ενώ παράλληλα διατηρεί τη συγγένειά 
της με την αλβουμίνη του ορού, εξασφαλίζοντας έτσι 
τη μεταφορά  του στους ιστούς. Τα φυσικά προϊόντα 
θα μπορούσαν έτσι να προσφέρουν ένα σημαντικό 
παράγοντα για την ανάπτυξη βιοδραστικών ενώσεων 
με ενισχυμένη θεραπευτική δράση.59

2.2 Το λυκοπένιο

Το λυκοπένιο (lycopene) είναι ένας πολυα-
κόρεστος υδρογονάνθρακας ο οποίος περιέ-
χει 40 άτομα άνθρακα με ονομασία IUPAC (6Ε, 
8Ε, 10Ε, 12Ε, 14Ε, 16Ε, 18Ε, 20Ε, 22Ε, 24Ε, 26Ε) 
-2,6,10,14,19,23,27,31-οκταμεθυλοδριτοακο-
ντα-2,6,8,10, 12,14,16,18,20,22,24,26,30-τριδεκαέ-
νη. 

Λόγω της υψηλής ακορεστότητάς του το λυκοπέ-
νιο είναι μία από τις πλέον ισχυρές αντιοξειδωτικές 
ουσίες φυτικής προέλευσης. Το λυκοπένιο ως λιπό-
φιλο αντιοξειδωτικό, παίζει καθοριστικό ρόλο στα 
βιολογικά συστήματα. Μπορεί να διαδραματίσει 
σημαντικό ρόλο στα ανθρώπινα βιολογικά συστή-
ματα παρέχοντας προστασία από καρδιαγγειακές 
παθήσεις και κάποιους καρκίνους και ενισχύοντας 
το ανοσοποιητικό σύστημα.

Στην εργασία των G.P. Blanch et al.60 επιτυγ-
χάνεται η σταθεροποίηση όλων των trans- λυ-
κοπενίων από ντομάτα με ενθυλάκωση με α-, 
β- και γ- κυκλοδεξτρίνες. Χρησιμοποιήθηκαν δύο 
μέθοδοι για την απομόνωση, η συμβατική εκ-
χύλιση και η Εκχύλιση με Υπερκρίσιμα Υγρά, 
SFE. Αποδεικνύεται ότι με την μη συμβατική μέ-
θοδο επιτυγχάνονται μεγαλύτερες αποδόσεις.     
Οι M. Vertzoni et al.61 χρησιμοποίησαν μια βελτιστο-
ποιημένη μέθοδο ζύμωσης για την παρασκευή δυ-
αδικών συστημάτων λυκοπενίου-κυκλοδεξτρίνης 
που οδηγείται σε διαλυτοποίηση του λυκοπενίου 
σε νερό και σε διάλυμα δεξτρόζης 5% (w/v). Υπο-
λογίστηκε η συγκέντρωση του λυκοπενίου φασμα-
τοσκοπικά μετά από εκχύλιση με διχλωρομεθάνιο 
και επαληθεύθηκε με υγρή χρωματογραφία υψηλής 
απόδοσης. Μελετήθηκε επίσης η σταθερότητα των 
παραπάνω διμερών συστημάτων κατά την αποθή-
κευσή τους στους 4 και στους -20 οC, στα λυοφιλο-
ποιημένα προϊόντα.

Οι D.V. Bangalore et al.62 μελέτησαν την ικανό-
τητα απορρόφησης ριζών οξυγόνου (ORAC) και 
επικύρωσαν τη μέθοδο ORAC για διάφορες συγκε-
ντρώσεις λυκοπενίου παρουσία β-κυκλοδεξτρίνης, 
η οποία ενισχύει τη διαλυτότητά του στο νερό. Το 
εκχύλισμα Lyc-O-Mato 6% χρησιμοποιήθηκε ως 
πηγή λυκοπενίου για αυτά τα πειράματα. Το λυκο-
πένιο εκχυλίστηκε σύμφωνα με πρότυπη διαδικα-
σία φασματοφωτομετρικής ανάλυσης παρουσία 
α-κυκλοδεξτρίνης σε συγκεντρώσεις 0,4, 0,8 και 
1,6% και μετρήθηκε η αντιοξειδωτική δράση του 
λυκοπενίου με τη δοκιμασία ORAC. Η ενσωμάτωση 
της β-κυκλοδεξτρίνης στην δοκιμασία ORAC βελτι-
ώνει τη συσχέτιση μεταξύ ORAC και συγκέντρωσης 
λυκοπενίου, διευρύνοντας έτσι το πεδίο εφαρμογής 
της δοκιμασίας ORAC ώστε να συμπεριλάβει ένα 
επιπλέον λιποδιαλυτό αντιοξειδωτικό. 

2.3 Η κουρκουμίνη

Πρόκειται για μία φυσική πολυφαινόλη χρώματος 
κίτρινου που προέρχεται από τη ρίζα του φυτού 
«Curcuma longa». Είναι μία φυσική χρωστική που 
χρησιμοποιείται σε τροφικά και φαρμακευτικά πα-
ρασκευάσματα με ονομασία IUPAC (1Ε, 6Ε)-1,7-δις 
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(4-υδροξυ-3-μεθοξυφαινυλ) επτα-1,6-διενο-3,5-δι-
όνη. 

Οι C.S. Mangolim et al.63 με μετρήσεις FT-IR, FT- 
Raman, φωτοακουστικής φασματοσκοπίας και πε-
ριθλασίμετρου ακτίνων Χ (XRD) ταυτοποίησαν το 
σύμπλοκο κουρκουμίνης-β-κυκλοδεξτρίνης. Χρησι-
μοποιήθηκε η μέθοδος της συγκαταβύθισης και πα-
ρατηρήθηκε ότι το παραγόμενο σύμπλοκο παρου-
σιάζει μεγαλύτερη σταθερότητα στο χρώμα υπό την 
επίδραση φωτός, στο pH, στην αποθήκευση και στη 
θέρμανση από ότι η κουρκουμίνη. Για τους παραπά-
νω λόγους προάγεται για χρήση στα τρόφιμα.    

Η κουρκουμίνη έχει αναφερθεί ως δυνητικά δρα-
στική κατά του καρκίνου. Λόγω της χαμηλής διαλυ-
τότητας της κουρκουμίνης, οι N. Rocks et al.64 χρη-
σιμοποίησαν κυκλοδεξτρίνες (CDs) ως μέσο για την 
αύξηση της υδατοδιαλυτότητας και της βιοδιαθεσι-
μότητας της κουρκουμίνης. Οι επιδράσεις της δια-
λυτοποιημένης κουρκουμίνης έχουν αξιολογηθεί σε 
κυτταρικές καλλιέργειες καθώς και σε ένα «in vivo» 
μοντέλο όγκου ποντικού. 

Τα δεδομένα αποδεικνύουν ότι η κουρκουμίνη, 
όταν χορηγείται από το στόμα σε διαλυτοποιημέ-
νη μορφή με κυκλοδεξτρίνη, μειώνει το μέγεθος 
του καρκινικού όγκου στον πνεύμονα «in vivo». 
Επιπλέον, τα δεδομένα υπογραμμίζουν ένα πιθανό 
πρόσθετο αποτέλεσμα της κουρκουμίνης με τη γεμ-
σιταβίνη, παρέχοντας έτσι μια αποτελεσματική θε-
ραπευτική επιλογή για την θεραπεία του καρκίνου 
του πνεύμονα.

Οι B. Tang et al.65 μελέτησαν φασματοφωτομετρι-
κά το σύμπλοκο κουρκουμίνης με κυκλοδεξτρίνη 
και έφθασαν στα εξής αποτελέσματα:

Η β-κυκλοδεξτρίνη αντιδρά με την κουρκουμίνη 
για να σχηματίσει ένα σύμπλοκο σε αναλογία 2: 1 
με υπολογιζόμενη σταθερά σχηματισμού 5,53 x 105 
mol-2 L2. Με βάση την ενίσχυση της απορρόφησης 
της κουρκουμίνης που παράγεται μέσω του σχημα-
τισμού συμπλόκου, αναπτύχθηκε μια φασματοφω-
τομετρική μέθοδος για τον προσδιορισμό της κουρ-
κουμίνης στο υδατικό διάλυμα με την παρουσία της 
β-CD. Η γραμμική σχέση μεταξύ της απορρόφησης 
και της συγκέντρωσης κουρκουμίνης ελήφθη στην 
κλίμακα 0-15 μg / mL, με συντελεστή συσχέτισης r 
= 0.9991. Το όριο ανίχνευσης ήταν 0,076 μg / mL. 

Η προτεινόμενη μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για τον 
προσδιορισμό της κουρκουμίνης σε κάρυ και μου-
στάρδα με ικανοποιητικά αποτελέσματα.

Οι M.M. Yallapu66 συνέθεσαν σύμπλοκα κυκλοδεξ-
τρίνης-κουρκουμίνης και τα χαρακτήρισαν με φα-
σματοσκοπία υπέρυθρης ακτινοβολίας μετασχημα-
τισμού Fourier (FTIR), με Θερμιδομετρία Διαφορικής 
Σάρωσης (DSC), με Θερμοσταθμική Ανάλυση (TGA), 
με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης (SEM) και με 
αναλύσεις Ηλεκτρονικού Μικροσκοπίου Διέλευσης 
(TEM). 

Το σύμπλοκο κουρκουμίνης με κυκλοδεξτρίνη 
αξιολογήθηκε για ενδοκυτταρική πρόσληψη και 
αντικαρκινική δραστηριότητα. Ο πολλαπλασιασμός 
των κυττάρων και οι κλωνογονικοί προσδιορισμοί 
έδειξαν ότι ο σχηματισμός του συμπλόκου της 
κουρκουμίνης με την β-κυκλοδεξτρίνη αύξησε την 
απελευθέρωση κουρκουμίνης και βελτίωσε τη θε-
ραπευτική της αποτελεσματικότητα σε καρκινικά 
κύτταρα του προστάτη σε σύγκριση με την ελεύθε-
ρη κουρκουμίνη.

2.4 Η καρνοσίνη

H καρνοσίνη (β-αλανυλ-L-ιστιδίνη) είναι ένα διπε-
πτίδιο που προέρχεται από συνένωση αλανίνης και 
ιστιδίνης. Βρίσκεται σε υψηλή συγκέντρωση στους 
μύες και τον εγκέφαλο. 

Η καρνοσίνη έχει αποδειχθεί σε σειρά μελετών 
ότι διαθέτει αυξημένη ικανότητα για τη δέσμευση 
των ελευθέρων ριζών οξυγόνου και του ενδοκυτ-
ταρικού ρυθμιστικού διαλύματος πρωτονίων. Από 
την άλλη η καρνοσινάση είναι μια ειδική πεπτιδά-
ση ικανή να καταστρέφει το βιολογικά ενεργό δι-
πεπτίδιο.

Για να ξεπεραστεί αυτός ο περιορισμός, η β-κυ-
κλοδεξτρίνη (β-CD) συνδυάστηκε με καρνοσίνη για 
να δώσει τις ακόλουθες νέες ενώσεις: 6Α - [(3 - {[(1S) 
-1-καρβοξυ-2- (1Η- ιμιδαζολ- 4- υλ) αιθυλ] αμινο} 
-3οξοπροπυλ) αμινο] -6Α- δεοξυ- β- κυκλοδεξτρίνη 
(1), 6Α - [(β-αλανυλ-L-ιστιδυλ) αμινο] -β-κυκλοδεξ-
τρίνη (2) και (2ΑS.3ΑR) -3Α - [(3 - {[(1S) -1-καρ-
βοξυ-2- (1Η- ιμιδαζολ- 4- υλ) αιθυλ] αμινο} -3-oξο-
προπυλ) αμινο] -3Α- δεοξυ- β κυκλοδεξτρίνη (3). Η 
έρευνα παλμικής ραδιόλυσης έδειξε ότι τα παράγω-
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γα 1-3 της β-CD παρουσιάζουν αυξημένη ικανότητα 
στη δέσμευση ελευθέρων ριζών ΟΗ.67

Επίσης επιτεύχθηκε η σύνθεση και ο χαρακτηρι-
σμός δύο συστημάτων β- κυκλοδεξτρινών με δύο 
μόρια καρνοσίνης μέσω των αμινομάδων, 6Α, 6C- 
(β-αλανυλ-L-ιστιδίνη) -6Α, 6C-διδεοξυ-βήτα-κυ-
κλοδεξτρίνη και 6Α, 6D- (β-αλανυλ-L-ιστιδίνη) -6Α, 
6D -διδεοξυ-βήτα-κυκλοδεξτρίνη (6A, 6D, 6C συνι-
στούν εστέρες της καρνοσίνης με μεθυλομάδες). 

Η ικανότητα των παραγώγων της καρνοσίνης-κυ-
κλοδεξτρίνης να δεσμεύουν ιόντα χαλκού με τρόπο 
από την κεφαλή προς την ουρά προκαλεί το σχη-
ματισμό ολιγομερών συμπλόκων (μέχρι εξαμερή) 
στην περίπτωση του ACCDAH, όπου τα δύο τμήμα-
τα καρνοσίνης είναι γειτονικά, ενώ στην περίπτω-
ση ADCDAH η αμοιβαία αλληλεπίδραση μεταξύ των 
πεπτιδικών αλυσίδων δύο μορίων ADCDAH επιτρέ-
πει τον σχεδόν αποκλειστικό σχηματισμό ενός διμε-
ρούς συμπλόκου χαλκού.68

Σε παρόμοια εργασία προσδιορίστηκε η ικανότη-
τα κάποιων παραγώγων β-κυκλοδεξτρίνης με καρ-
νοσίνη να αναστέλλουν την οξείδωση της Χαμηλής 

Πυκνότητας Λιποπρωτεΐνης (LDL) καθοδηγούμενη 
από χαλκό (II) σε σύγκριση με αυτή που εμφανίζε-
ται από τα ανάλογα παράγωγα καρνοσίνης. Τα ισο-
μερή β-κυκλοδεξτρίνης καρνοσίνης παρουσιάζουν 
υψηλότερο προστατευτικό αποτέλεσμα από ότι τα 
ελεύθερα παράγωγα διπεπτιδίου και ομοκαρνοσί-
νης, φέρνοντας στο φως τον ρόλο της κοιλότητας 
β-CD.69

3. Συμπέρασμα

Τα πιο πάνω παραδείγματα τα οποία αναφέρο-
νται σε σύμπλεξη αντιπροσωπευτικών φυσικών 
προϊόντων με κυκλοδεξτρίνες αποδεικνύουν ότι: 
(α) το φαρμακολογικό προφίλ των φυσικών προϊ-
όντων μπορεί να βελτιωθεί όταν φιλοξενηθούν σε 
κυκλοδεξτρίνες, (β) μειονεκτήματα μεταβολικής 
αστάθειας και διαλυτότητας μπορούν επίσης να 
βελτιωθούν. Αυτά τα μειονεκτήματα μπορούν να 
ελαττωθούν περαιτέρω εάν τα φυσικά προϊόντα 
καταστούν παράγωγα με άλλες φυσικές ενώσεις ή 
δομικά τμήματα. 

KEYWORDS:
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cyclodextrins, 
lipophilicity Lipophilic compounds such as many bioactive compounds do not 

present their optimum pharmacological profile because they mainly 
exhibit metabolic instability and toxicity, they lack selectivity and suffer 
from low bioavailability. Their complexes with cyclodextrins improves 
these disadvantages and transform them to improved molecules of 
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pharmacological interest with good prospects for human health. In 
this review paper, are presented examples of representative molecules, 
natural products, whose properties were improved when hosted by 
various  cyclodextrins. 
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Background: Clinical Pharmacist should be aware of hematologic tox-
icities from tyrosine kinase inhibitors (TKI) used to treat chronic mye-
logenous leukemia (CML). Drug-drug interactions (DDI) may be prob-
lematic.
Objective: To analyze DDI between TKI and the concomitant medica-
tion.
Setting: Retrospective observational study carried in a tertiary hospi-
tal of Spain.
Method: A bibliographic search was made on the UpToDate®, Lexi-
comp® and Micromedex® software platforms to search for evidence 
on DDI between TKI and the concomitant medication.
Main outcome measure: Number of interactions with respect to sex, 
to number of concomitant drugs, and to TKI used.
Results: A total of 28 patients were analyzed. 78.6% of patients had 
medication associated with the TKI. There was a total of 50 significant 
DDI, out of a total of 128 drugs, so the risk of having interaction in the 
study population was 39.1%. Regarding the management of the inter-
actions by the hematologist and the acceptance of the pharmaceutical 
intervention: 10 patients experienced 14 high-level interactions. Of 
these the doctor knew 50% and had performed intervention in all cas-
es: modify the treatment in 28.6%, consulted with service responsible 
for treatment in 42.8% and spaced the intake of drugs in 28.6%. It is 
important to periodically review concomitant medication and to have 
a strategy to manage interactions. The role of the clinical pharmacist 
is essential in communication with the patient, assessment of treat-
ments, detecting potential interactions and disseminating information 
among the multidisciplinary team.

SUMMARY

Drug-drug interactions between tyrosine kinase 
inhibitors and concomitant medications: drug 
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Introduction

In recent years, advances in the treatment of cancer 
have led to the emergence of numerous oral anti-
neoplastic drugs. The oral route is consolidated in 
the first-line treatments of some carcinomas, as it 
has been shown that the disease-free survival and 
overall survival, as well as the toxicity profiles, are 
not different from those of the parenteral route1. 
However, drug interactions are common and may be 
problematic. Concomitant use with moderate CYP3A 
inhibitors, strong or moderate CYP3A inducers, gly-
coprotein-P (P-gp) inhibitors, or narrow therapeutic 
index P-gp substrates should be avoided. Therefore, 
the pharmacodynamic characteristics of drugs do 
not vary over time, but plasma and tissue concen-
trations, as well as efficacy may be influenced as a 
result of concomitant treatments or specific eating 
habits2, 3.

In this scenario, new challenges have been posed 
for the clinical pharmacist, specialized in the area of 
oncological consultation, and in charge of the care of 
these patients such as the monitoring of therapeutic 
adherence, and management of adverse effects and 
interactions or safe handling of toxic waste at home. 
The onco-hematological patient is especially suscep-
tible to drug interactions, as he often receives one or 
more antineoplastic agents, along with concomitant 
medications, to alleviate the pain or adverse effects 
of the chemotherapy itself. In addition, there are 
several factors derived from the disease that predis-
pose patients to interactions, such as poor absorp-
tion, malnutrition, liver or kidney damage4.

The most concerning interactions are those whose 
consequences are detrimental for the patient expo-
sure to the drug, either because it is increased caus-
ing adverse effects, or because exposure is dimin-

ished causing an inadequate therapeutic response5. 
In the case of antineoplastic drugs, this can lead to 
treatment failure or loss of scarce therapeutic op-
tions available6, thus compromising patient’s safety7.

Riechelmann et al. concluded that 67% of hospi-
talized cancer patients were at risk of experiencing a 
drug interaction8. The factors that predispose them 
to this include the number of drugs involved in their 
treatment9, frequent use of alternative medicines, 
comorbidities, organic deterioration that affects the 
processes of metabolization and excretion of the 
drugs, and finally, the fact that a large number of the 
recently commercialized cytostatics have not un-
dergone extensive premarketing studies that allow 
proper drug interactions analysis10.

This study expresses oral cytostatics involved in 
the treatment of chronic myeloid leukemia (CML). 
The introduction of tyrosine kinase inhibitors 
(TKIs) revolutionized the management of CML11, 12, 
improving the 10-year overall survival from ~20% 
to 80-90%. In some patients, expected survival is in-
distinguishable from that of the general population 
13. These are the first drugs with a specific therapeu-
tic target: the BCR-ABL fusion gene. The first TKI 
to appear was Imatinib. Despite the good results of 
studies with this drug, there is a group of patients in 
whom it is not possible to use Imatinib, either due 
to intolerance, adverse reactions, suboptimal effects 
or resistance to the drug. The options available after 
Imatinib resistance at maximum doses are the sec-
ond-generation TKIs include Dasatinib and Nilotin-
ib.

It is important to consider potential drug-drug in-
teractions between TKIs and substrates, inhibitors 
or inducers of the CYP3A4 isoform and the P-gp. Re-
cent studies revealed that concomitant prescription 
of drugs that can inhibit the effectiveness of protein 

Conclusion: All patients who are prescribed oral antineoplastic drugs 
are provided patient education materials about TKI, which include pos-
sible interactions. Any changes in the patient’s medications prompt a 
review for DDI.
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kinase inhibitors can vary between 23 and 57%, and 
drugs that can increase their toxicity between 25 
and 74%10, 14, 15.

Patients with CML usually take several medica-
tions simultaneously with their oncological therapy 
therefore, taking into account the risks of polyphar-
macy, it is possible that there are potential phar-
macological interactions between their oncological 
treatment and the rest of medications. To assess the 
impact of these interactions, we intend to carry out 
a study in patients treated with TKIs in a third level 
clinical university hospital.

The aim of this study was to analyze the presence 
of pharmacological interactions between TKIs and 
the concomitant medications used in patients with 
CML, and to investigate the influence of clinical 
pharmacist’s interventions.

Material and methods

A retrospective observational study in which 28 
adult patients diagnosed with CML and treated with 
TKI were selected who attended the Clinical Phar-
macy Service of a tertiary level Clinical University 
Hospital from October 1, 2016 to October 1, 2017. 
The data on the treatment were obtained retrospec-
tively from the individual dispensing module of the 
Dominion Farmatools® program. The following 
variables related to the patients were collected: age, 
sex, type and dose of antineoplastic drug, character-
istics and number of concomitant non-antineoplas-
tic medications and number, level and type of drug-
drug interactions noted. The collected information 
included additional medication patients could be 
taking for other indications such us medications pre-
scribed by the GP/other Doctors/specialists. To de-
tect the possible interactions between their regular 
mediations and oncological therapy, a bibliographic 
search was carried out on the UpToDate® (and Lex-
icomp® to detect DDIs) and Micromedex® comput-
er platforms and the information obtained with the 
technical data sheets of the drugs was completed. 
The interactions were classified according to their 
severity, following the classification of Lexicomp® 
database (LexiComp, Inc, Hudson, Ohio, 2010) and 

DRUG-REAX System® (Thomson Reuters, Green-
wood Village, Colo, USA, 2010). Each drug-drug in-
teraction is assigned a risk rating of A, B, C, D, or X. 
Monographs rated X, D or C indicate situations that 
will likely demand a clinician’s attention.

- Level of interaction X: significant interaction, 
avoid combination. The risks associated with the 
concomitant use of these two drugs normally out-
weigh the benefits. It is a contraindicated drug com-
bination.

- Level of interaction D: significant interaction, 
consider therapy modification. A patient-specific 
evaluation should be conducted to determine if the 
benefits of such treatment outweigh the risks. Ac-
tions such as exhaustive monitoring, dose changes 
or use of alternative drugs should be carried out to 
obtain benefits or decrease the toxicity resulting 
from the concomitant use of said drugs.

- Level of interaction C: significant interaction, 
monitor therapy. Normally, the benefits of the con-
comitant use of these drugs outweigh the risks. In 
any case, a monitoring plan must be carried out to 
detect potential adverse events. Dose adjustments 
may be necessary in one or both drugs in a minority 
of patients.

Potential interactions were identified, as well as 
their prevalence and the risk that this could pose to 
the patient. They were also classified according to 
the type of interaction in pharmacokinetics, phar-
macodynamics or others and within each of them an 
increase or decrease in dose was expected.

Once all the information was collected, the spe-
cialist responsible for the patients was informed 
about the most relevant interactions. A detailed re-
view was done for each patient, jointly between the 
hematologist and the pharmacist using the clinical 
history, evolution of the analytical data, and medi-
cation changes, in order to design a clinical decision 
for each type of interaction in each patient. The clin-
ical significance of these interactions was recorded 
by the hematologist and the acceptance and utility 
of the pharmaceutical intervention performed was 
evaluated.

The quantitative variables were summarized with 
mean and standard deviation or median and range, 
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and the qualitative variables with percentages. 
Statistical analysis was performed in the group of 
patients who were prescribed concomitant treat-
ment, and the patients were grouped according to 
whether they had relevant interactions between the 
antineoplastic drugs and their concomitant drugs. 
Differences in sex, concomitant treatment (greater 
or lesser than 5 drugs) and TKI used were evaluated 
using the chi-square test (χ2). Statistical analysis was 
carried out with the statistical package SPSS 21.0 for 
Windows (License of the University of Zaragoza).

Ethics approval: A study with initial protocol was 
prepared to submit to explore confirmation by the 
Clinical Research Ethics Committee. Enrollment, 
medical, and drug files were linkable based on an 
encrypted patient identification number. The use 
and analysis of de-identified administrative claims 
or limited data sets; was considered exempt from 
review by an Institutional Review Board (IRB), as 
de-identified information requires personal health 
information (PHI) waiver of authorization.

Results

A total of 28 patients with CML treated with a TKI 
were analyzed. 60.7% were males with an average 
age of 56.5 ± 14.2 years, and only 42.8% of the pa-
tients were older than 60 years. 39.3% of patients 
were treated with a first-generation TKI (Imatinib), 
while 39.3% were being treated with Dasatinib, and 
21.4% of patients with Nilotinib.

78.6% of the patients had concomitant medica-
tions that included analgesics / opioids, anxiolytics 
/ hypnotics / sedatives and antihypertensives, fol-
lowed by proton pump inhibitors (PPIs). Table 1 de-
scribes the frequencies of prescribed non-antineo-
plastic drugs.

The median of concomitant drugs prescribed was 
4 (range 0 to 16). 21.4% of patients did not take 
any additional drugs, 39.3% had 1 to 5 concomitant 
drugs and 39.3% had ≥5 prescribed non-antineo-
plastic drugs.

A total of 50 TKI- no TKI interactions were record-
ed. These interactions occurred in 20 patients out 
of 28, who took a total of 128 drugs, so the risk of 

interactions in the study population was 39.1%. Of 
the total interactions detected, 72.6% were poten-
tial interactions (level C) in which a dose adjustment 
is not necessary but precaution and monitoring of 
adverse events is recommended, 15.1% were level 
D, in which the modification of the therapy is rec-
ommended, while the amount of contraindicated 
interactions (level X) was 12.2%, in which it was 
recommended to avoid this combination of drugs. 
The median of interactions was 1 (0-5). Interactions 
almost entirely were of pharmacokinetic nature 
(90.7%), of these 87.4% involved a possible increase 
in concomitant drug concentrations, due to the in-
hibitory nature of TKI and only 12.6% a possible 
decrease in the concentration of TKI due to interfer-
ence in absorption (antacids and PPIs). The drugs 
with the highest number of interactions were anal-
gesic / opioid, antihypertensive and antipsychotic 
potential (Table 2).

In patients treated with Imatinib, 34.2% of the 
concomitant treatment could result in an inter-
action. Of these interactions, 84.6% were of level 
C, due to the moderate inhibition of cytochromes 
CYP3A4 (31.8%) and CYP2D6 (27.3%) and of the 
P-gp (4.5%). 3.8% were level D, and 11.6% were lev-
el X. In this last group, interaction with Metamizole 
(dipyrone) stands out, as it can increase adverse re-
actions such as agranulocytosis and pancytopenia.

In case of Dasatinib, 48.0% of concomitant drugs 
had the possibility of interacting with TKIs. Of these 
interactions, 75.0% were level C, due mainly to the 
inhibition of cytochrome CYP3A4 (44.4%) and the 
increase in the antiplatelet effect (33.3%). 8.3% 
were level D and 16.7% level X, highlighting the in-
teraction with PPIs, which significantly reduce the 
absorption of Dasatinib, thus reducing its plasma 
concentration.

Finally, amongst the patients on Nilotinib, 44.4% 
of concomitant drugs had some type of interaction. 
58.3% of the interactions were of level C, 33.3% 
were of level D, due to their interaction with antac-
ids and divalent ions (66.7%) and 8.4% of level X, 
due to the high risk of prolongation of the QT seg-
ment on ECG and risk of developing cardiac toxicity, 
as with Quetiapine.
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In the overall statistical analysis, there were no 
significant differences in the number of interactions 
with respect to sex (p = 0.386). There were also no 
significant differences in the frequency of relevant 
interactions between patients who had less than 
5 concomitant drugs and more than 5 drugs (p = 
0.603). As for the TKI used, no significant differenc-
es were found in patients who used first generation 
(Imatinib) or second generation TKI (Dasatinib / 
Nilotinib) (p = 0.174) although there is a tendency 
to have more interactions with the second genera-
tion TKIs.

Regarding the management of the interactions by 
the hematologist and the acceptance of the pharma-
ceutical intervention: 10 patients experienced 14 
high-level interactions (D or X). Of these the doctor 
managed 50% of the interactions and had made 
intervention in all cases: modify the treatment in 
28.6%, interconsultation with service responsi-
ble for treatment in 42.8% and space the taking of 
drugs in 28.6 %. With the other 50% of the inter-
actions an individualized pharmaceutical interven-
tion was carried out and recommendations included 
interconsultation to the service responsible for the 
treatment (14.3%), space the taking of the drugs 
(42.8%), monitor possible adverse effects due to the 
interaction (14.3%) and modify / reduce treatment 
(28.6%). All the proposals were accepted by the re-
sponsible physician.

Discussion

In the present study, the estimation of the risk of 
presenting with clinically relevant interactions be-
tween TKI and non-TKI drugs was lower than that 
described in the literature8,9. The percentage of in-
teractions that increase concomitant drug concen-
trations was higher than that of a study presented 
in the USA by Bowlin et al. in 201316, while the per-
centage of interactions that decrease the concen-
tration of TKI and thus its effectiveness, was lower 
than that of Browlin study. The cause of these differ-
ences may be the limited sample of patients and the 
fact that the study has been done only for the TKIs 
that treat CML. Other studies confirm that greater 

the number of concomitant drugs in patients diag-
nosed with CML on TKIs, greater the risk of interac-
tions [5,6], On the other hand, in the current study 
no significant differences were observed regarding 
the frequency of relevant interactions between pa-
tients who had less than 5 concomitant drugs and 
more than 5 drugs. This is because the interactions 
between non-antineoplastic drugs have not been in-
cluded. No differences were observed in interactions 
when administering first generation or second gen-
eration TKI, since pharmacologically no metabolic 
profile more is susceptible to suffering interactions 
than another.

The analgesic and sedative drugs together with 
the antihypertensive drugs were the most frequent-
ly prescribed in the patients included in the study. 
Pain, insomnia and depression were one of the most 
frequent comorbidities in the cancer population 
and, therefore, analgesic and psychiatric drugs are 
the most frequently prescribed drugs. The concomi-
tant drugs involved in the interactions were analge-
sics, antihypertensives and antipsychotics, followed 
very closely by anxiolytic drugs, PPIs and blood glu-
cose lowering drugs.

Regarding the joint assessment with the respon-
sible physician, the professionals’ concern about 
the interactions of this group of drugs was demon-
strated and, due to the lack of time in the consul-
tation or the limitation in access to search tools 
and databases, cannot be properly addressed by 
the hematologist. The intervention of the clinical 
pharmacist both at the beginning of the treatment 
and in successive reviews of medication could help 
avoid adverse events and even avoid the change to 
second generation TKIs, which sometimes occurs 
due to intolerances or adverse events of unknown 
origin, thus improving adherence. With this inter-
vention, the real need of another drug, molecular 
response of the patient, clinical situation and, in 
some cases, the plasma levels of TKI, would help to 
predict the result of the interaction. Thus, the per-
sonalized pharmacotherapeutic follow-up of the 
hematological patient should lead to collaboration 
with the hematologist and other health profession-
als forming part of a multidisciplinary team.
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Table 1. Frequencies of prescribed non-antineoplastic drugs

PRESCRIBED NON-ANTINEOPLASTIC DRUGS DRUGS ( N=128) % (N)

ANALGESICS / OPIOIDS 14.8 % (19)

ANXIOLYTICS / HYPNOTICS / SEDATIVES 12.5 % (16)

ANTIHYPERTENSIVES 10.1 % (13)

PROTON PUMP INHIBITORS 9.4 % (12)

ANTIDEPRESSIVES 7.8 % (10)

LIPID MODIFYING AGENTS 7.0 % (9)

BLOOD GLUCOSE LOWERING DRUGS, EXCL. INSULINS 6.2 % (8)

ANTIPSYCHOTICS / NEUROLEPTICS 6.2 % (8)

STEROIDS 5.5 % (7)

ANTICOAGULANTS 5.5 % (7)

ANTIHISTAMINES FOR SYSTEMIC USE 4.7 % (6)

ANTIBACTERIALS 3.1 % (4)

DIURETICS 2.3 % (3)

ANTICONVULSIVANTS 1.6 % (2)

DRUGS USED IN BENIGN PROSTATIC HYPERTROPHY 1.6 % (2)

ANTIVIRALS 0.8 % (1)

ANTIPARKINSONIANS 0.8 % (1)

In the present study, most of the interactions were 
pharmacokinetic, due to substrates, inhibitors or in-
ducers of the CYP3A4, CYP2D6 and P-gp isoforms, 
confirming the information published in a review 
carried out in 20146.

The work carried out presents a series of perfectly 
defined limitations. Firstly, the sample size is limit-
ed; resulting directly from the population of adult 
patients with treated CML in the geographic area of 
study. Secondly, as it is a retrospective analysis, there 
may be loss of information in the variables collect-
ed from the computerized medical record, since it 
is possible that the concomitant treatment in pro-
gress was not updated correctly in some cases. As 

the study was retrospective, there is also potential 
that the patient is no longer taking the interacting 
medication. Thirdly, interaction data was not always 
available in the databases for the different drug com-
binations. Fourthly, the study has been carried out 
for the TKIs that treat CML, there are other TKIs with 
other indications and most of the studies consulted 
analyze all the TKIs, so they cannot be compared 
directly. Finally, the interaction rates have been un-
derestimated since the interactions between the an-
tineoplastic drugs themselves or among the non-an-
tineoplastic drugs have not been included. To sum 
up, this is a small study which does provide evidence 
of the benefit of pharmacist role in reviewing pa-
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tients who are taking TKIs for CML
This study demonstrates that oral antineoplas-

tics require pharmaceutical interventions aimed at 
preventing and / or minimizing the risk of toxicity 
or decreased efficacy due to interactions with oth-
er medications. Many of the drug interactions in 
oncology are not recognized as such since they are 
masked by some symptoms of the pathology itself 
and are even confused with the toxicity inherent to 
the use of antineoplastic drugs. Therefore, before in-
troducing a new drug in onco-hematological patient 
therapy, it is important to question the real need for 
it, assessing possible safer alternatives.

The Clinical Pharmacy Services have shown that 
by means of the pharmaceutical intervention, the 
risk of an adverse event caused by a pharmacolog-
ical DDI can be reduced by 25.9 %17. This context 
makes the act of the pharmaceutical interview a 
valuable tool to detect and manage interactions 
involving oral antineoplastic drugs18. Therefore, 
patients with complex treatments and a high risk 
of potential pharmacotherapeutic problems (that 

may compromise the effectiveness and safety of 
the treatment) may benefit from this Service. In 
this context, clinical pharmacists have played a 
fundamental role in pharmacotherapeutic care 
and monitoring of the external onco-hematologi-
cal patient.

This work could be used in the future for devel-
opments of the Clinical Pharmacy Service. Another 
possible future guideline with these drugs, given 
the wide possibility of pharmacological interaction, 
would be their pharmacokinetic monitoring in rou-
tine clinical practice, since target concentrations are 
available in terms of efficacy, and target concentra-
tions to ensure the safety of the treatment19, 20.

With this study we conclude that administration 
of concomitant drugs causes a potential risk of ex-
periencing DDIs. In addition, it is important to pe-
riodically review the concomitant medication and 
have a strategy to manage those interactions and 
avoid them. And that the role of the pharmacist is 
fundamental in the communication with the pa-
tient, assessment of their treatment, and detection 

Table 2. No tyrosine kinase inhibitors (TKI) implicated in interactions

NON-ANTINEOPLASTIC DRUGS INTERACTIONS ( N=50) % (N)

ANALGESICS / OPIOIDS 20 % (10)

ANTIHYPERTENSIVES 16 % (8)

ANTIPSYCHOTICS / NEUROLEPTICS 16 % (8)

ANXIOLYTICS / HYPNOTICS / SEDATIVES 10 % (5)

PROTON PUMP INHIBITORS 8 % (4)

BLOOD GLUCOSE LOWERING DRUGS, EXCL. INSULINS 8 % (4)

ANTICOAGULANTS 6 % (3)

ANTIACIDS 6 % (3)

STEROIDS 4 % (2)

ANTIBACTERIALS 2 % (1)

LIPID MODIFYING AGENTS 2 % (1)

DRUGS USED IN BENIGN PROSTATIC HYPERTROPHY 2 % (1)
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of potential interactions and the dissemination of 
medication information among the multidiscipli-
nary team.

Conclusions

All patients who are prescribed oral antineoplas-
tic drugs should be provided written or electronic 
patient education materials about their treatment 
before or at the time of prescription. Patient educa-
tion includes: the preparation, administration, and 
disposal of their antineoplastic drug; concurrent 
cancer treatment and supportive care medications/
measures (when applicable); possible drug/drug 
and drug/food interactions; and the plan for missed 

doses. At each clinical encounter, staff must review 
the patient’s current medications including over the 
counter medications and complementary and alter-
native therapies. Any changes in the patient’s med-
ications prompt, should review for drug-drug inter-
actions, as well as communication the prescribing 
physicians. 
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Citrullus colocynthis (L.) Shrad. (C. colocynthis) is a perennial herb of Cu-
curbitaceae Family native in Arabia, West Asia, Tropical Africa and in the 
Mediterranean region. C. colocynthis is a perspective medicinal plant due 
to its pharmacological activities in particular for the treatment of diabetes 
mellitus. In this study a dry extract of C. colocynthis fruits was obtained. 
Technological scheme of extract obtaining was represened. Obtained dry 
extract has been standardized for these parameters: solubility, pH, weight 
loss on drying, the content of heavy metal, total ash content, identification 
and determination of quantitative content of biologically active substances 
(BAS). C. colocynthis fruits dry extract was standardized with the content of 
ellagic acid (EA) (0.62%). High performance liquid chromatography (HPLC) 
method was developed and validated for quantification of EA. The validated 
procedure is linear, specific, and therefore can be used to determine EA in 
C. colocynthis dry extract. 

SUMMARY

Standardization of Citrullus colocynthis 
(L.) Shrad. fruits dry extract for futher 

study of its antidiabetic activity
Haiane R. Lamazian *, Vitalii T. Pidchenko, Valentyna M. Minarchenko

Bogomolets National Medical University, Department of Pharmacognosy and Botany, Kyiv, Ukraine

1. Introduction

In recent years diabetes mellitus (DM) gains menac-
ing proportions of the global pandemic. According 
to the International Diabetic Federation (IDF) by the 
year 2015 there were 415 million patients with di-
abetes, and according to experts in 2040 their num-
ber is expected to increase to 642 million people1. 
Today more attention is paid to phytotherapy of 
DM2,3. Herbal preparations, unlike synthetic ones, do 
not have a single mechanism of action. Their influ-
ence on the organism is caused by a balanced com-
plex of biologically active substances (BAS), which 
simultaneously act on both the underlying disease 
and the functional disorders that accompany it. It 

should be noted that the total effect of the action 
of extracted substances may differ from the effect 
of the basic BAS, therefore, taking into account the 
expected pharmacological activity, the isolation of 
a specific physiologically active substance is not al-
ways necessary4,5. 

Colocynthis – representative of the Cucurbitaceae 
family, known for its antioxidant, antihyperglycemic, 
antihyperlipidemic, hepatoprotective properties, 
used for treatment of inflammatory processes, joint 
pain, fever, bacterial and fungal infections6-10.  

The largest number of preclinical and clinical 
studies is devoted to the study of C. colocynthis an-
tidiabetic activity. In the traditional medicine of the 
Mediterranean countries C. colocynthis is known as 
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an antidiabetic agent11,12. Despite this literary sourc-
es contain rather contradictory information about 
the optimal form of plant administration, some of 
which supplement the results obtained earlier, oth-
ers exclude them, which leads to the continuation 
and conduction of new trials13-16.

In order to study antidiabetic activity of C. colocyn-
this we obtained a dry extract from its fruits, which 
was subsequently standardized, so reduced to a cer-
tain content of a substances with known therapeutic 
effect, to ensure that the object of standardization is 
in line with its functional purpose.

2. Materials and methods

The studied material was a dry extract obtained 
from C. colocynthis fruits in the laboratory of the De-
partment of Pharmacognosy and Botany of Bogomo-
lets National Medical University (Kyiv, Ukraine).

2.1. Obtaining of C. colocynthis fruits dry extract

Dry fruits of C.  colocynthis, imported from Egypt 
(Cairo), were grounded to a particle size of about 
0.5 mm through a sieve17. The crushed pieces of the 
fruits were extracted in a Soxhlet apparatus (ex-
tractant – chloroform)18. The extaction cake was 
dried, and then extracted with purified water for 30 
minutes (in the ratio of 1:10) in a water bath19; the 
obtained extract was filtered; the filtrate was evap-
orated and dried to a residual moisture content of 
5%. Thus, a dry extract of C. colocynthis fruits was 
obtained.

2.2. Standardization of C. colocynthis fruits dry 
extract

According to the Monograph «Extracts» of the State 
Pharmacopoeia of Ukraine (SPhU) for standardiza-
tion the numerical parameters were determined in 
5 batches of the extract obtained in laboratory con-
ditions. The following indicators were determined: 
solubility, pH, weight loss on drying, the content of 
heavy metal, total ash content, identification and 
determination of quantitative content of BAS. The 

determination of solubility of dry extracts in various 
solvents, pH and the content of heavy metal were 
carried out according to the standard methods of 
the SPhU.

2.2.1 Weight loss on drying. 

This indicator is introduced to control the con-
tent of volatile substances and / or moisture in the 
substance. According to the method (2.2.32) of the 
SPhU if there are no other indications in a separate 
monograph and the substance is not crystalline sol-
vates, the weight loss on drying or the water con-
tent should not exceed 5%. Testing of the samples 
was determined after drying in a dryer «ШС-161». 
Approximately 0.2 g (precise weight) of the sub-
stance, with an accuracy of 0.002 g, was dried in a 
dryer at a temperature of (105 ± 1)° C to constant 
mass. The calculation was carried out according to 
the formula 1:
Weight loss on drying, 
% = (W1+W2) - W3 / W2 × 100 %,       (1)
where �W1 – the weight of the empty weighing 

bottle, mg;
             W2 – weight of the tested sample, mg;
             �W3 – constant weight of the weighing bottle 

and sample after drying, mg.
 

2.2.2 Total ash. 

The common ash was determined according to the 
method (2.4.16) of the SPhU after combustion of 
substances in a muffle furnace «МП-2У». Approxi-
mately 0.2 g (precise weight) of the substance, to an 
accuracy of 0.002 g, was placed in a crucible, dried to 
a constant mass. It was burned on a tile and placed 
in a high-temperature oven, burned at 600-650 ° C 
to constant weight (two weighings, a difference ≤ 
0.0005 g). The calculation was carried out according 
to the formula 2:
Total ash, % = (W3-W2) / W1 × 100 % , (2)
where 
W1 – weight of the tested sample, mg;
W2 – the weight of the empty crucible, mg;
W3 – constant weight of the crucible and ash, mg.
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Figure 1. Technological scheme of production of C. colocynthis dry extract
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2.2.3 Identification and qualitative determina-
tion. 

For the identification of dry extracts methods of infra-
red spectroscopy or high-performance liquid chro-
matography combined with characteristic chemical 
reactions are commonly used. HPLC studies were 
performed on a Shimadzu LC20 Prominence liquid 
chromatograph in a modular system equipped with 
a four-channel pump LC20AD, column thermostat 
СТО20А, automatic sampler SIL20A, diode-matrix 
detector SPDM20A in comparison with the external 
standard model of elagic acid in such conditions: 

•	 column Phenomenex Luna C18(2), size 250 
mm х 4,6 mm, particle size 5 μm; 

•	 column temperature – 35° С; 
•	 detecting wavelength– 330 nm; 
•	 flow rate of the mobile phase – 1 ml/min; 
•	 volume of the entered sample – 5 μl; 
Mobile phase: Eluent А: 0.1% solution of trifluoro-

acetic acid in water; Eluent B: 0.1% solution of trif-
luoroacetic acid in acetonitrile.

Identification of the components was carried out 
in accordance with the time of retention and com-
pliance of the UV spectra with the substances-stand-
ards (at 254 nm and 330 nm). The HPLC method has 
been validated in accordance with accepted scientif-
ic practice and existing recommendations for ana-

lytical validation, conducted in accordance with the 
requirements of the ICH management regarding the 
validation of the Higher Technical Methods (HAC-
CP): Text and Methodology Q2(R1)20.

3. Results 

The obtained extract is homogeneous composition, 
with a characteristic smell and a specific bitter taste, 
brownish-orange color. Technological scheme of ex-
tract obtaining is given in Figure 1.

In order to investigate the pharmacological activi-
ty of C. colocynthis dry extract, obtained for the first 
time, it was necessary to establish parameters for its 
standardization. Parameters of standardization of 
C. colocynthis dry extract are represented in Table 1.  

According to results of standardization C. colocyn-
this dry extract is well soluble in water and practical-
ly insoluble in alcohol. All 5 samples corresponded 
the parameters of standardization. The average val-
ue of pH of 10% aqueous solution of C. colocynthis 
dry extract was 5.0, weight loss on drying was 2,71 
%. The content of heavy metals was no more than 
0.01%. The content of total ash in dry extract was 
set at 6.34%.

According to results of the HPLC the chlorogenic 
acid content (retention time = 20,5 min)  was 0.05% 
and EA (retention time = 31,2 min) was 0.62% (Fig. 

Figure 2. Typical chromatogram of C. colocynthis dry extract solution
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2). Other phenolic components were unknown. Tak-
ing into account research data about positive impact 
of EA on the course of diabetes through different 
ways of action in particular suppressing the activity 
of phosphorylase and α-glucosidase, slowing of glu-
cose transport through the intestine, insulin-tropic 
action, protection of SOD from glycosylation and 
fragmentation and others21-28 the extract was stand-
ardized with the content of EA.

Validation parameters of the methodology for de-
termining the EA by the HPLC method are given in 
Table 2.

4. Discussions

At the stage of preclinical experimental research 
medicinal plant raw materials are typically used in 
the form of various extracts. For the convenience 

to study pharmacological activity of C.  colocynthis 
fruits we obtained a dry extract from a pre-obtained 
aqueous fruit extract. The dry extract has a number 
of advantages over liquid extract and soft extract. 
Due to low moisture content (no more than 5%), 
the dry extract is easily transported. Dry extract can 
be crushed to a powder state, exactly dosage, which 
contributes to increasing its therapeutic effect.

In search of the most effective form of application 
that determines the presence of a certain type of 
pharmacological activity based on the composition 
of BAS in the received substance, the researchers 
proposed to use different types of extracts from 
medicinal plant  material of C.  colocynthis13-16. 
Scientists have contradictory data on the benefits 
of different types of extracts, their safety and ef-
ficacy29-31. Marwat S. K. et al. in their review high-
lighted the positive effect of various seed extracts 

Table 1. Parameters of standardization of C. colocynthis fruits dry extract according to 
requirements of SPhU

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5

Description

A homogeneous brownish-
orange powder with a 
characteristic odor and a 
specific bitter taste

+ + + + +

Solubility
Well soluble in water, 
practically insoluble in 
alcohol

+ + + + +

Identification

When interacting with 
cupri-tartaric solution, a 
red brick-red precipitate 
develops (reducing sugars)

+ + + + +

Weight loss  
on drying ˂ 4.0 % 3.02 % 2.83 % 2.10 % 2.46 % 3.15 %

pH 4.5-6.5 4.72 5.12 5.25 4.81 5.05

Total ash ˂ 9,0 % 5,32 % 6,15 % 7,04 % 5,20 % 8,01 %

The content of 
heavy metals ˂ 0.01% ˂0.01 % ˂0.01 % ˂0.01 % ˂0.01 % ˂0.01 %

The content of 
ellagic acid ≥ 0.5 % 0.63 % 0.60 % 0.64 % 0.61 % 0.62 %

 * + – Sample corresponds the parameter of standardization

H.R. Lamazian et al., Pharmakeftiki, 31, IV, 2019 | 201-209
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of C.  colocynthis (aqueous extract, fat-free aqueous 
extract, aqueous methanolic extract, ethyl acetate 
and n-butanol extracts) on the following indicators: 
glucose tolerance, body weight, mass of the pancre-
as, diaphragmatic muscle tissue, serum cholesterol, 
triglycerides, urea, creatinine, transaminase and 
alkaline phosphatase in animals with diabetes. The 
authors concluded that the most pronounced effect 
in diabetic rats had aqueous and n-butanol extracts, 
the lowest – fat-free aqueous extract32.

Investigation of phenolic compounds content was 
a priority for us, since it is known that they possess 
antioxidant, antiinflammatory and also antidiabetic 
properties8,31,33,34,35,36. 

Rashedi H. et al. shows a significant difference in 
the content of flavonoids and phenolic compounds 
for different parts of C.  colocynthis. The maximum 

content of flavonoids and phenolic compounds were 
observed in fruits and stems. Moreover, the content 
of these compounds is different depending not only 
on a certain anatomical part of the plant but also on 
the type of extract. Such facts have been proven in 
studies by E. Chekroun et al., A. I. Hussain et al., N. 
Benariba et al.

The object of our research was C. colocynthis fruits 
dry extract. We detected the presence of EA and HA 
in the fruits of C. colocynthis by HPLC method. Hus-
sain A. I. et al.  by the method of reverse phase high 
performance liquid chromatography (RP-HPLC) 
found ferulic acid, vanillic acid, p-coumeric acid, 
gallic acid, p-hydroxy benzoic acid and chlorogenic 
acid, and flavonoids quercetin, myricetin and cate-
chin in ethanol and hexane extracts of roots, leaves 
and fruits. The data of the author according to the 

Table 2. Generalized validation parameters of HPLC method

Parameter Result

Maximum of absorption 330 nm

System suitability
Tailing factor = 1,19
RSD = 0,23 %
Theoretical plates = 21047

Linearity

Range: 2-25 mg/ml
Correlation coefficient r2=0.9998; 
Linear equation: Yi = 0,9923x + 0,0057; 
Slope = 0.9923; Intersept = 0.0057

Specificity

Standard solution of EA: Rt EA = 31.2 min
Placebo solution of EA: Rt EA = absent
C. colocynthis dry extract solution of EA: Rt EA = 31,2 min
The method is specific

Precision (%RSD) 2,23 % (NMT 3,0 %)

Intra-laboratory precision 2.89 % (NMT 3,2 %)

Accuracy 0.14 % (NMT 0,74 %)

Stability 0.01	 (NMT 1,024 %)

Limit of quantitation (LOQ) 0.143% to the concentration of the standard solution 

Limit of detection (LOD) 0.047 % to the concentration of the standard solution
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MEETINGS

ΕΚΔΗΛΩΣΕΙΣ

ΕΚΔΗΛΩΣΕΙΣ - MEETINGS
• 18-19 NOVEMBER 2019, PARIS, FRANCE 
31st International Conference and Expo on Nanosciences and Nanotechnology
https://nanotechnology.conferenceseries.com/

• 20 NOVEMBER 2019, NOTTINGHAM, UNITED KINGDOM             
Twenty Years of the Rule of Five
http://www.rsc.org/events/detail/39112/twenty-years-of-the-rule-of-five

• 16 - 17 ΔΕΚΕΜΒΡΊΟΥ 2019, ΑΊΓΛΗ ΖΑΠΠΕΊΟΥ 
19ο Πανελλήνιο Φαρμακευτικό Συνέδριο
http://www.pepharm.gr/

• 19-23 JANUARY 2020, ST. ANTON, AUSTRIA 
2nd Alpine Winter Conference on Medicinal and Synthetic Chemistry
https://www.alpinewinterconference.org/

• 22-24 JANUARY 2020, GENEVA, SWITZERLAND               
2020 International Symposium on Chemical Biology
https://symposium.nccr-chembio.ch/

• 22-25 MARCH 2020, FREIBURG, GERMANY 
Frontiers in Medicinal Chemistry
https://veranstaltungen.gdch.de/tms/frontend/index.cfm?l=9286&sp_id=2

• 7-9 MAY 2020, ATHENS, GREECE
18th Hellenic Symposium on Medicinal Chemistry (HSMC-18) 
https://helmedchem2020.gr/

• 6-10 SEPTEMBER 2020, BASEL, SWITZERLAND    
XXVI EFMC International Symposium on Medicinal Chemistry (EFMC-ISMC 2020)
https://www.efmc-ismc.org

• 10-11 SEPTEMBER 2020, BASEL, SWITZERLAND
EFMC-YMCS 2020 - 7th EFMC Young Medicinal Chemist Symposium
https://www.efmc-ymcs.org/

• 20-24 SEPTEMBER 2020, BARCELONA, SPAIN
23rd EuroQSAR Symposium “Integrative Data-Intensive Approaches to Drug Design”
www.euroqsar2020.org





Η ZITA Medical Management είναι εταιρεία που ανήκει στην ΖΙΤΑ Group και δραστηριοποιείται στο χώρο 
της παροχής εξειδικευμένων υπηρεσιών management και marketing, σε επιστημονικές εταιρείες, ομίλους 
και επαγγελματίες, κυρίως από τον χώρο της υγείας. Ηλεκτρονική επικοινωνία, digital marketing, έντυπες 
και ηλεκτρονικές εκδόσεις και χορηγίες, είναι μερικές από τις βασικές υπηρεσίες, που τα έμπειρα στελέχη 
μας και η εμπειρία των 36 χρόνων εγγυώνται την αποτελεσματικότητα στην ελληνική και διεθνή αγορά.

   Σχεδιασμός, ανάπτυξη, διαχείριση ιστοσελίδων

   Αναβάθμιση & Hosting του ήδη υπάρχοντος Website

   Δημιουργία η αναβάθμιση των ήδη υπαρχόντων Social Media

   Έντυπες & Ηλεκτρονικές Εκδόσεις

   Ειδικά τροποποιημένο λογισμικό για τη δημιουργία επιστημονικού ηλεκτρονικού περιοδικού

   Καθορισμός στρατηγικής Online Προώθησης (Digital Strategy)

   Προσδιορισμός στόχου (targeting) 

   Διαχείριση λογαριασμών και δράσεων προβολής

www.zita-group.com/zita-medical-management/
Γεράσιμος Κουλουμπής

 Ομήρου 29, Πέτα Σαρωνικού, 190 01, Tηλ: +30 22994 40962, 
Ε-mail:  g.kouloumpis@zita-management.com 

Έχουμε τη τεχνογνωσία και την εξειδίκευση στον χώρο της Υγείας...
Το αξιοποιούμε για να κάνουμε τους στόχους σας πραγματικότητα!

Επικοινωνήστε μαζί μας για ένα ενημερωτικό ραντεβού... θα σας κοστίσει τίποτα

MEDICAL MANAGEMENTiTA


