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Complete
Formula

Collagen
Cream

Η 3πλή ασπίδα της ομορφιάς σας

Πόσιμο Συμπλήρωμα Διατροφής
με Υδρολυμένο Κολλαγόνο
500ml

Ενυδατική Kρέμα προσώπου
με Υδρολυμένο Κολλαγόνο
50ml 1.7 fl OZ

Kρέμα προσώπου
Βαθειάς Ενυδάτωσης
με Υαλουρονικό Οξύ
50ml 1.7 fl OZ

Κολλαγόνο τύπου 1
για Υγεία & Ομορφιά

Ιδανική για τη βραδινή σας ανάπλαση!

Ιδανική για την πρωινή σας ενυδάτωση!

hyaluroniC
Cream



Για να μην δουλεύει η μνήμη σας με καθυστέρηση…

Κρατά τη μνήμη σε εγρήγορση.

Αποκλειστικός Διανομέας για την Ελλάδα: 
ELPEN Α.Ε. Φαρμακευτική Βιομηχανία 

Τμήμα Consumer Health Care:  
Λεωφ. Μαραθώνος 95, 190 09 Πικέρμι Αττικής, Τηλ.: 210 60 39 326,  

Εθνικής Αντιστάσεως 114, 551 34 Θεσσαλονίκη, Τηλ.: 2310 459 920-1
www.elpen.gr, farmakeia@elpen.gr

                Το νέο εξειδικευμένο συμπλήρωμα 
διατροφής που βοηθά καθημερινά:
● στη διατήρηση της λειτουργίας του εγκεφάλου 
● στην ενίσχυση της μνήμης

Εκτεταμένες επιστημονικές έρευνες δείχνουν ότι το               περιέχει έναν 
αποτελεσματικό συνδυασμό βασικών συστατικών που βοηθούν στην υποστήριξη 
ενός ώριμου εγκεφάλου. Τα κύρια πλεονεκτήματα περιλαμβάνουν ενίσχυση:

●  της νοητικής εγρήγορσης 
● της γνωστικής λειτουργίας 
● της διανοητικής απόδοσης, όπως η συγκέντρωση, η μάθηση, η μνήμη και η λογική.

Κλινικά Ελεγμένα ΣυστατικάΕγκεκριμένα Συστατικά 

● Ουριδίνη   ● Κυτιδίνη   ● (L)-Γλουταμίνη
▶  3 συστατικά (Ουριδίνη + Κυτιδίνη + (L)-Γλουταμίνη) 

δοκιμάστηκαν εκτενώς σε 31 μελέτες όπου συμμετείχαν 
2200+ εθελοντές. 

▶  6 διπλά τυφλές κλινικές μελέτες, ελεγχόμενες ως προς 
placebo, στις οποίες συμμετείχαν 500+ εθελοντές.

● Σίδηρος:  
▶  συμβάλλει στη φυσιολογική γνωστική λειτουργία

● Παντοθενικό Οξύ: 
▶  συμβάλλει στη φυσιολογική διανοητική απόδοση

EFSA COMMISSION REGULATION (EU) No 432/2012
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Συμπλήρωμα Διατροφής με σίδηρο και παντοθενικό οξύ. Λαμβάνεται 2 κάψουλες καθημερινά με το πρωινό γεύμα. Μην υπερβαίνετε τη συνιστώμενη ημερήσια δόση.  
Τα συμπληρώματα διατροφής δεν υποκαθιστούν την ισορροπημένη διατροφή και τον υγιεινό τρόπο ζωής. Φυλάσσεται μακριά από τα παιδιά.

Διατίθεται αποκλειστικά στα Φαρμακεία
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introduction

medicinal  active compounds, antibiotics and 
disifectants are disposed in thousands of tones 
every year in drains and eventually reach the aquatic 
environment causing toxicological problems in aquatic 
organisms. Additionally, antibiotics and disinfectants 
disturb the wastewater treatment process and the 
microbial ecology in surface waters. the occurrence 
and fate of pharmaceutically active compounds in the 
aquatic environment has been recognized in the last 

decade as one of the emerging environmental issues in 
most developed countries. recently, pharmaceuticals 
have been detected in surface water, ground water and 
drinking water in many areas of the globe. however, 
only little is known about the toxicological significance 
and the adverse effects in the marine environment 
of pharmaceutical emissions from households and 
hospitals.1,2

Already a great number of medicinal active 
compounds, several drug metabolites, antibiotics 
and high concetrations of disifectants have been 

An Emerging Environmental Problem
Disposed Medicinal Active Products 

Pharmaceuticals, Antibiotics, and Disinfectants
 in the Aquatic Environment and Toxicological Considerations

athanasios Valavanidis, thomais Vlachogianni, Spyridon Loridas, Constantinos fiotakis 
* Department of chemistry, university of Athens, university campus Zografou, 15784 Athens, Greece 

*  Corresponding author: Prof. A. Valavanidis, e-mail: Valavanidis@chem.uoa.gr

Medicinal active compounds, antibiotics and 
disinfectants are used in various medical and 
therapeutic applications in hospital and at home. 
Eventually, pharmaceuticals are disposed in 
thousands of tones every year in drains and eventually 
reach the aquatic environment causing substantial 
toxicological problems in aquatic organisms. The 
occurrence and fate of pharmaceutically active 
compounds in the aquatic environment has been 
recognized in the last decade as a serious emerging 
environmental problem in most developed 
countries. Recently, pharmaceuticals have been 
detected in surface water, ground water, drinking 
water and in rivers in many areas of the globe. The 
problem was not so well known due to limitations 
to analytical methodologies of polar compounds, 
but current advances in environmental residue and 

metabolite analysis have improved the ability to 
measure extremely low concentrations. The most 
important classes of drugs found in sewage and 
surface waters are anti-inflammatory and analgesic 
drugs, beta-blockers, blood lipid lowering agents, 
neuroactive compounds, antibiotics, antineoplastic 
drugs, antidiabetics, steroidal hormones, etc. This 
review presents some of the important studies on 
the levels of pharmaceuticals in sewage treatment 
plants and surface waters, their biotransformations 
and removal by new techniques. Also, the review 
covers acute and chronic toxicological studies that 
established the hazardous levels of drugs in the 
aquatic environment. Finally, the review presents 
some ecotoxicological approaches to the emerging 
nature of pharmaceutical pollutants in relation to 
ecosystem’s health.

Summary
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detected at concentrations up to the μg/l-level in 
sewage effluents and drinking water samples, as well 
as in several surface waters located downstream from 
municipal sewage treatment plants. research data 
show that most of the pharmaceuticals originating 
from human therapy are not eliminated completely 
in the municipal treatment plants. Pharmaceuticals 
and metabolites have been reported in groundwater 
contaminated by landfill leachates or manufacturing 
residues.3,4

Global production and consumption  
of pharmaceuticals 

Global pharmaceutical sales increased to 856 billion 
$uSD (2012) compared to 456 $ ten years ago (2002). 
the uSA with 325.8 billion of $uSD in 2012 comes first 
with 34% of the total production. the other 36% of the 
total pharmaceutical production and sales are from 
the five most advanced industrial countries in the West 
europe (Germany, uK, France, Italy and Spain), Japan 
and china. these countries have 70% of total global 
production and sales of medicinal active compounds.5 

the World Pharmaceutical market in the last years 
(1999-2012) was presented in a statistical table by ImS 
health market (June 2013). [322 billion uS$ (1999), 
456 billion uS$ (2002), 600 billion uS$ (2006), and 856 
billion uS$ (2012). the global Pharmaceutical market 
in 2012 by country is as follows: uSA, 326.892 uS$ 
(millions), Japan, 112.067, china, 81,698, Germany, 
42,333, France, 36,674, Brazil, 29,112, Italy, 26,231, 
canada, 21,877, uK, 21,635 and Spain,  19,635. [Source: 
Global Pharmacetical top markets (2012)].6,7

the amounts (in terms of metric tones) of medicinal 
active products used on a global scale is very difficult 
to estimate quantitatively since there are not adequate 
data. Some production statistics exist in the european 
union (eu) and in the uSA in term of consumption 
and sales. It is estimated that more than 3.000 
different pharmaceuticals are used as analgesics and 
antiinflammatory drugs, contraceptives, antibiotics, 
beta-blockers,  l ipid regulators,  neuroactive 
compounds, anticancer drugs, etc. Also a large number 
of pharmaceuticals are used in veterinary medicine, 
among them antibiotics and anti-inflammatory drugs.8

the amounts of production for some well known 

drugs are regularly documented by the industry 
but in a very rudimentary way. the total annual 
production of medicines do not account for how much 
plarmaceutical residues or metabolites are disposed as 
solid waste from industry, or disposed in drains from 
hospitals and homes. there are some examples of 
drug production (for example in 2001 in Germany), 
e.g. the antiinflammatory drug  acetylsalicylic acid 
was produced in 836 tones, paracetamol in 622 tones 
ibuprofen 345 tones, diclofenac 86 tones, the oral 
antidiabetic metformin 517 tones and the antiepileptic 
carbamazepine in 88 tones. the drug carbamacepine 
produced in uSA ranged from 43 tones in 2000 to 
35 tones in 2003. of course all these estimates are 
approximations not only for medical active compounds 
produced and annual consumption but also for their 
disposal in the environment.9

medicinal active chemicals as emerging  
environmental pollutants

In the last decade antibiotics, analgesics, anti-
inflammatory drugs, contraceptives, beta-blockers, 
lipid regulators, neuroactive compounds and many 
other pharmaceuticals have become emerging 
environmental pollutants in the aquatic environment. 
In addition, veterinary pharmaceuticals are used 
extensively in agricutlure and may enter aquatic systems 
via manure application to fields and subsequent runoff. 
Also, large amounts of pharmaceuticals and antibiotics 
are used in aquaculture (fish farming). 

Few decades ago the problem was not so well known 
due to limitations to analytical methodologies of polar 
compounds. But current investigations and advances 
in environmental residue analysis (particularly liquid 
chromatography–tandem mass spectrometry, lc-
mS-mS, allowing the identification of trace quantities 
of polar organic pollutants without derivatization) 
the extent of aquatic pollution was investigated in 
a more detailed ways.10,11 these monitoring studies 
demonstrated that pharmaceutical  residues in treated 
wastewater and surface water are very widespread.12,13 
Although the environmental pollution problem 
has been thoroughly investigated, knowledge of 
ecotoxicological effects of pharmaceuticals on aquatic 
and terrestrial organisms and wildlife is very limited. 
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Aquatic organisms are particularly important targets, 
as they are exposed via wastewater residues for a long 
period of their lives. Acute ecotoxicity data have been 
reported for a number of pharmaceuticals, however, 
such data alone may not be suitable for addressing the 
environmental effects, and subsequently the hazard 
and risk assessments.14,15

environmental pollution by pharmaceuticals proved 
to be an emerging problem in the last years and 
contributed in reassessing issues of hazardous 
chemicals ecological risk. requirements for ecotoxicity 
testing in the eu as a prerequisite for registration 
of pharmaceuticals was established in 1990s the 
european union (eu) commission Directive 92/18/
eec of 20/3/1992 modifying the Annex to council 
Directive 81/852/eec, on the approximation of 
the laws of member States relating to analytical, 
pharmacotoxicological and clinical standards and 
protocols in respect of the texting of veterinary 
medicinal products and the corresponding “note 
for Guidance” (european medicines Agency, emeA, 
1998) for veterinary pharmaceuticals. the european 
commission released a draft guideline (Directive 
2001/83/ec) [Directive 2001/83/ec on the community 
code relating to medicinal products for human use, 
official Journal l – 311, 28/11/2004] specifying that 
an authorization for a medicinal product for human 
use must be accompanied by an environmental risk 
assessment (emeA, 2005).16 

the u.S. Food and Drug Administration (FDA) 
published their own regulations for environmental 
pollution by pharmaceuticals. FDA has the authority 
to approve pharmaceuticals and medicinal activity 
products and cosmetics before they can be marketed 
and sold in the u.S. Part of that approval includes 
assessing the environmental impact (mainly aquatic 
pollution) Producers and pharmaceutical companies 
must provide environmental assessment reports 
on drugs when the expected concentration of 
the active ingredient of the pharmaceutical in the 
aquatic environment reached levels of ≥1 μg/l.17 the 
FDA requires rigorous risk assessment motivating 
pharmaceutical companies to design less toxic 
drugs, less pesrsistent in the environment where can 
bioaccumulate. Also, FDA has legislated for analysis and 
environmental assessments of residues of veterinary 

pharmaceuticals in the aquatic environment since 
1980.18,19 

Wa s t e  d i s c h a r g e d  f r o m  p h a r m a c e u t i c a l 
manufacturing facilities and from hospitals is a 
significant source of active pharmaceutical ingredients 
in the environment and during runoff residues and 
metabolites of drugs accumulate in the aquatic 
environment.the u.S. environmental Protection 
Agency (ePA) has jurisdiction to control air and water 
emissions from production plants. more stringent 
regulations from ePA have been instrumental forcing 
companies to remove drugs from their waste stream 
or motivate them to adopt green chemistry principles 
and reduce biologically active waste products in the 
first place.20,21

the current scientific knowledge provide able 
evidence that residues of pharmaceuticals, personal 
care prodcuts (PcPs) and medical active substances 
at trace quantities are widespread in aquatic systems 
(Figure 1). Pharmaceuticals in the environment are 
suggested to pose only a low risk for acute toxicity. 
For chronic effects, the situation may be different, 
but there is a considerable lack of information. 
environmental assessment of drug residues and 
PcPs has started in the wastewater effluents, surface 
waters and sediments, but other aquatic sources 
(drinking water, undergound water sources, etc) can 
be investigated. Also, hospital wastewater, wastewater 
from manufacturers and landfill leachates may contain 
significant concentrations of drug metabolites.22,23

Additional information can be found in the links 
below for emeA, FDA, ePA, the Swedish Association of 
Pharmaceutical Industry, uS PhrmA, and environment 
Agency (uK):

  emeA Guideline on the environmental risk 
assessment of medicinal products for human use; 
the european Agency for the evaluation of medicinal 
Products, london, england, 2006 Doc. ref. emeA/
chmP/SWP/4447/00 [http://www.emea.eu.int/pdfs/
human/swp/444700en.pdf ] 

  FDA-cDer. Guidance for industry - environmental 
assessment of human drugs and biologics applications, 
FDA center for Drug evaluation and research, rockville, 
mD, u [http://www.fda.gov/cder/guidance/index.html ] 

  the Swedish Association of the Pharmaceutical 
Industry (lIF) environmental classification of 
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pharmaceuticals in www.fass.se – guidance for 
pharmaceutical companies, June 2012 ( http://www.
fass.se ) [http://www.fass.se/lIF/healthcarefacts?user
type=0&docId=76074 ]

  environmental Protection Agency (ePA, uSA) 
Pharmaceuticals and Personal care Products (PPcPs) 
as environmental Pollutants  [ http://www.epa.gov/
esd/chemistry/pharma/ ]  

  uS PhrmA Position on Pharmaceuticals in the 
environment . [http://www.phrma.org/mediaroom/
press/releases///13.03.2002.366.cfm ] 

  PhrmA PhAte model Screening Analysis of human 
Pharmaceuticals in uS Surface Waters [http://pubs.
acs.org/cgi-bin/article.cgi/esthag/ 2004/38/i03/pdf/
es034430b.pdf ]

  human pharmaceuticals in uS surface waters: A 
human health risk assessment  [http://dx.doi.org/ 
doi:10.1016/j.yrtph.2005.05.005 ]. literature citations 
relevant to Pharmaceuticals and Personal care 
Products (PPcPs) [http://www.epa.gov/ppcp/lit.html] 

  environment Agency (uK). environment Agency, 
Position Statement: human Pharmaceuticals and their 
Impact on the Aquatic environment, environment 
Agency of england and Wales, Bristol, uK, 2003.

Sources and fate of pharmaceuticals entering  
the aquatic environment

the consumption of pharmaceuticals is substantial but 
figuring out the annual consumption of a certain drugs 
is difficult and often based on approximate estimates. 
According to newspaper reports besed on statistical 
data (in 2012) Americans consume 80% percent of 
the world’s supply of painkillers, more than 110 tons 
of pure, addictive opiates every year. Also, there are 
estimates that in 2010 American farmers used 11,000 
metric tones of antimicrobial medication for the 
growth and protection of their animals. It is estimated 
that about more than 3,000 different substances 
are used in human medicine such as analgesics and 
antiinflammatory drugs, contraceptives, antibiotics, 
beta-blockers, lipid regulators, neuroactive compounds 
and many others. Also, veterinary medicine and fish 
farming in developed countries use a large number of 
antibiotics and antiinflammatory drugs.24

Pharmaceuticals are excreted after application in 

their original chemical form or as metabolites and 
enter aquatic systems via different ways. the main 
pathway from humans is ingestion following excretion 
and disposal via wastewater. municipal sewage (or 
wastewater) treatment plant (StPs) is therefore the 
main route that brings human pharmaceuticals 
after normal use and disposal of unused medicines 
into the environment. Also, hospital wastewater, 
wastewater from medicinal manufacturers and landfill 
leachates may contain significant concentrations 
of pharmaceuticals.25,26  Although most drugs are 
soluble in water and gastric fluids, they do not readily 
degrade in the municipal sewage treatment plants. 
Inevitably, they are being discharged in treated 
effluents resulting in the aquatic pollution of rivers, 
lakes, estuaries and sometime groundwater and 
drinking water. Where sewage sludge is applied to 
agricultural fields, contamination of soil, runoff into 
surface water but also drainage may occur. In addition, 
antibiotic pharmaceuticals may enter aquatic systems 
via direct application in aquaculture (fish farming).27,28  
of environmental concern is not necessarily a high 
production volume of a certain pharmaceutical per 
se, but the environmental persistence and its toxic 
biological activity on marine organism and their 
development and reproduction. this problem has 
been exemplified by the synthetic steroid hormones 
in contraceptive pills because of persistency and strong 
biological activity. the 17α-ethinylestradiol (ee2) was 
studied thoroughly, with an annual production of, 
approximately, 200 kg/year by the european drug 

Figure 1. Pharmaceuticals, their metabolites and degradation 
products have been detected as emerging contaminants 
in municipal wastewater and in the aquatic environment 
(surface, groundwater, drinking water, river, seawater)
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companies. this compound is very persistent, with high 
estrogenic acivity in fishes at very low concentration 
(1-4 ng/l).29  Knowledge on the behaviour and fate of 
medicinal active products and their metabolites in the 
soil and the aquatic environment and effects on fish is 
limited at present despite the numerous studies in the 
last decade.30,31

Elimination processes of drugs in sewage and 
wastewater treatment plants. is there efficient 
removal of residues? 

two elimination processes are generally important 
for drug degradation in sewage treatment plants 
(StPs) or wastewater treatment plants (WtPs):  a) 
adsorption to suspended solids (sewage sludge) 
and b) biodegradation. Adsorption is dependent  
on both hydrophobic and electrostatic interactions 
of the pharmaceuticals with particulates and 
microorganisms. Acidic pharmaceutical (such as 
acetylsalicylic acid, ibuprofen, fenoprofen, ketoprofen, 
naproxen, diclofenac, etc) have little tendency of 
adsorption to the sludge. But adsorption can increases 
with lower ph. Pharmaceuticals in digested sludge and 
sediments are relatively low, as was demonstrated in 
several monitoring studies.32-34 In Figure 2 a view of a 
typical  StP is illustrated.

Pharmaceuticals showed very different removal rates 
in wastewater treatment processes. the elimination of 
most of the pharmaceutical substances is incomplete 
and improvements of the wastewater treatment and 
subsequent treatments of the produced sludge are 
required to prevent the introduction of these micro-
pollutants in the environment.35  Biodegradation 
of active drug substances is the process occurring 
mainly in the dissolved aquatic phase. Biodegradation 
can occur either in aerobic zones in activated sludge 
treatment, or anaerobically in sewage sludge digestion.  
For example, diclofenac was shown to be significantly 
biodegraded only when the sludge retention time was 
at least 8 days.36  there are many studies for the average 
removal rates of various pharmaceuticals under 
standard and advanced sewage treatment processes 
in StPs. the variations are part of chemical properties 
of substances and partly the construction, treatment 
technology and hydraulic retention time of StPs. 37-39

efficient removal of pharmaceuticals takes place 
mainly in the secondary treatment step, whereas 
primary treatment removes less than 50% of the 
contaminants. A recent stuydy (2014) measured 
concentrations of 56 active pharmaceutical ingredients 
in effluent samples from 50 large wastewater treatment 
plants across the uS. Some medications were identified 
in most StPs, such as hydrochlorothiazide (thiaxide, 
diuretic) was found in every sample. metoprolol, 
atenolol (drugs for hypertension treatment), and 
carbamazepine were found in over 90% of the 
samples. estimates of potential risks from exposure to 
healthy human adults (from drinking water) to 6 anti-
hypertensive drugs (lisinopril, hydrochlorothiazide, 
valsartan, atenolol, enalaprilat, and metoprolol) 
are considered generally very low. estimates of 
potential risks to aquatic life were also low for most 
of pharmaceuticals.40 monitoring studies on the 
elimination rates of pharmaceuticals during the StP 
process are based on measurements of influent and 
effluent concentrations and they vary according to the 
type of construction, treatment technology, hydraulic 
retention time and season. elimination efficiencies 
span a large range (0-99%) depending on the drug 
structure and biodegradability.41,42

Very high to total elimination (94-100%) in StPs 
has been achieved for drugs like ibuprofen, and 
naproxen.43  the variation in elimination rates 
is not surprising, since pharmaceuticals form a 

Figure 2. Municipal wastewater or sewage treatment 
plants (STPs) play an important role in removing 
pharmaceuticals, personal care prodcuts and other 
chemical contaminants from municipal wastewater
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heterogeneous group consisting of compounds 
with diverse chemical properties. But the chemical 
characteristics and the efficiencies of various StPs 
also vary. the wide spectrum of substances detected 
in receiving river waters indicates that municipal StP 
outlets are major contributors of pharmaceuticals 
in the aquatic environment. As for the hazard posed 
by pharmaceuticals in both surface and effluent 
wastewaters, it was assessed toward different aquatic 
organisms (algae, daphnids and fish). results indicate 
that there is no significant risks by the presence of 
pharmaceuticals in those matrices. the dilution factor 
once pharmaceuticals are discharged in receiving river 
or sea water efficiently mitigate possible environmental 
hazards.44

Biotrasformations of pharmaceuticals in the surface 
water of various aquatic environments is mainly 
through photodegradation than hydrolysis. the 
efficiency of photodegradation depends, besides 
substance properties, on the strength of the solar 
irradiation, and therefore on latitude and season, 
and on constituents present in the water that may 
act as photosensitizers generating hydroxyl radicals 
and singlet oxygen.45,46 numerous research projects 
investigated the environmental metabolites and 
tranformation products of pharmaceuticals in the 
aquatic environment. the transformations can ve 
biotic or non-biotic and most synthetic drugs change 
into new chemical entities with different properties. 
Pharmaceuticals residues has become another class 
of emerging pollutants (or contaminants at low 
concentrations) and their occurrence, effects and 
risk to aquatic biota has become an ecotoxicological 
issue.47 Since the presence of pharmaceuticals and 
transformation products at (relative) low concetrations 
in the drinking water they are concerns for human 
health. results from a toxicological assessment of a 
monitoring campaign in sourcesof drinking water 
in the netherlands found no risk for adverse health 
effects of the studied drug compounds.48 Analysis of 
pharmaceuticals and personal care products in surface 
water (used for drinking) in the uSA found that the total 
average concentrations were in the nanogram range 
(~ 360 ng/l) and for endocine disrupting compounds 
below 15 ng/l the total concentrations after treatment 
in the finished drinking water was for pharmaceutivals 

and personal care products at 98 ng/l these 
concentrations are considered relatively low (1 ng=10-

9 g) to have any measurable risk to human health, 
although there is no knowledge as to the synergistic 
effects of these substances and chronic toxicity.49

Despite the numertous studies and toxicological 
evaluations, a recent review assessing exposure to 
pharmaceutical chemicals (at ng/l concentrations) in 
drinking water and health effects to humans reached 
the conclusion that at present specific adverse health 
problems are unknown.50

occurrence of pharmaceuticals in the aquatic 
environment 

the occurrence of pharmaceuticals, steroid hormones 
(contraceptive pill), their metabolites and personal 
care products (PcP) in the StPs was reported in the 
1970 and 1980s by researchers in the uSA, uK and 
canada.51 In the last decades new analtyical techniques 
measuring traces of chemicals (down to picopgram, 
pg =10-12 g) in aquatic samples increased substantially 
the knowledge for the presence of metabolites and 
transformation substances and their removal from 
StPs. environmental concentrations and data from 
were compiled and reviewed.52-54 

Various studies reported concentrations of a 
wide range for >100 pharmaceuticals from many 
classes of drugs (antiinflammatory, beta-blockers, 
sympathomimetics, antiepileptics, lipid regulators, 
antibiotics, etc.) and some of their metabolites in 
many countries in treated sewage, rivers and creeks, 
seawater, groundwater and even in drinking water. 
Surface water of Anacostia river (Washington, Dc) 
was analysed for drugs and domestic-use chemicals. 
median concentrations for all measured domestic-use 
chemicals in surface water ranged from nondetectable 
to 50ng/l. In StPs samples, naproxen (drug to treat pain 
or inflammation by arthritis) was observed, with the 
highest concentration at 270 ng/l.55 Pharmaceuticals 
residues oin the Belgian aquatic marine ecosystems 
were investigated by using the marine diatom 
Phaeodactylum tricornutum. no immediate risk 
for acute toxic effects of these compounds on P. 
tricornutum were apparent at the concentrations 
observed in the Belgian marine environment. In two 
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Belgian coastal harbours however, a potential chronic 
risk was observed for the β-blocker propranolol.56 

chinese scientists have extended their monitoring 
and presented recently studies for pharmaceuticals and 
PcPs in chinese aquatic environment, surface waters 
and sediments. more than 100 such chemicals were 
identified and the detectedconcentrations in waters 
and sediments in most cases were at ng/l and ng/g 
levels.57 A Spanish study identified 60 pharmaceutically 
active compounds (PhAcs), 20 metabolites and 8 
PcPs in the aquatic environment in Spanish aquatic 
systems. their predicted environmental concentrations 
were calculated and comparate with measured 
environmental concentrations obtained from 
relevant published research. the highest occurrence 
in the aquatic environment was for drugs such as: 
acetaminophen glucuronide, Galaxolide®, Iso-e-super®, 
acetaminophen, valsartan, amoxicillin, 2-hydroxy-
ibuprofen, iopromide, omeprazole, carbamazepine 
10, acetylsalicylic acid, etc. these compounds 
have been estimated with releases (in the aquatic 
environment) between 5 and 600 tones/year. the 
predicted concentrations for drugs and PcPs that had 
a high occurrence in the aquatic environment were 
very close to the measured concentrations. estimation 
for consumption can become a useful tool for 
identifying drugs in the aquatic environment and these 
estimations could be used to improve environmental 
risk assessment studies. 58

the occurrence of selected pharmaceuticals was 
also reported in the tyne estuary in the u.K. the 
pharmaceutical compounds measured were acetyl-
sulfamethoxazole, clofibric acid, clotrimazole, 
dextropropoxyphene, diclofenac, erythromycin, 
ibuprofen, mefenamic acid, paracetamol, propranolol, 
sulfamethoxazole, tamoxifen and trimethoprim. the 

concentrations of drugs ranged from 4 to 2.370 ng/
l59 Pharmaceutical residues were identified in StP 
effluents, in streams and in estuaries at concentrations 
generally in the ng/l to μg/l range. In rivers, lakes 
and seawaters the concentrations were in the range 
of ng/l.60-62 the chemical structures of diclofenac and 
tamoxifen are representatively depicted in Figure 
3.  A review in the uSA identified pharmaceutical 
compounds of significance to water supplies. Available 
data on the use of prescription drugs indicated that 
approximately 40 compounds could be present in 
municipal wastewater  effluent at concentrations 
above 1,000 ng/l, and at least  120 compounds could 
be present at concentrations  above 1 ng/l. Important 
classes of prescription drugs include analgesics, beta-
blockers, and antibiotics. 63

effluents from 90 european wastewater tPs were 
analyzed for 156 polar organic chemical contaminants 
by lc-mS-mS) or Gc-hrmS (high resolution mS). the 
obtained results show the presence of 125 substances 
(80% of the target compounds) in european 
wastewater effluents, in concentrations ranging 
from low nanograms (ng/l) to highest milligrams per 
liter (μg/l).the most highest median concentration 
levels were the artificial sweeteners acesulfame 
and sucralose, benzotriazoles (corrosion inhibitors), 
several organophosphate ester flame retardants 
and plasticizers (e.g. tcPP) the insect repellent n,n-
diethyltoluamide (Deet), the pesticides mcPA and 
mecoprop, caffeine, and gadolinium. Pharmaceutical 
at high coencentrations found in StPs were 
carbamazepine, tramadol, telmisartan, venlafaxine, 
irbesartan, fluconazole, oxazepam, fexofenadine, 
diclofenac, citalopram, codeine, bisoprolol, eprosartan 
and the antibiotics trimethoprim, ciprofloxacine, 
sulfamethoxazole and clindamycine.64

Figure 3. The chemical  structure of Diclofenac and Tamoxifen  

diclofenac  (NSaid) tamoxifen
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Pharmaceuticals classes in sewage  
and surface waters

the most important classes of drugs found in sewage 
and surface waters, their metabolites and transformation 
products are considered: a) anti-inflammatory 
and analgesic drugs, b) beta-blockers (β-blockers, 
β-adrenergic blocking agents, β- antagonists etc, widely 
used  class that target the beta receptors found on cells 
of the heart muscles,smooth muscles, airways, etc), c) 
blood lipid lowering agents, d) neuroactive compounds 
(antiepileptics, antidepressants), e) antibiotics, f ) 
antineoplastic and antitumour drugs, g) antidiabetics, 
h) steroida hormones. Some of the most widely used 
drugs were found in aquatic samples at inceasing 
concentrations, such as  atenolol and metoprolol (beta 
blockers), citalopram (antidepressant drug), diclofenac 
(analgesic), Ibuprofen (analgesic), naproxen (anti-
inflammatory), trimetoprim (antibiotic), citalopram 
(antidepressant drug) and propoxyphene (narcotic/
anesthetic).

analgesics and antiinflammatory drugs

the first studies in the 1990s detected in sewage 
and surface waters non-steroidal anti-inflammatory 
drugs (nSAID) ibuprofen, naproxen, diclofenac and 
some of their metabolites at concentrations exceding 
0.1μg/l.65,66 the occurrence of these pharmaceuticals 
can be used as molecular markers of aquatic 
contamination with drugs.67 non-steroidal anti-
inflammatory drugs have been found in Indian rivers.68  
more than 100 pharmaceuticals were detected in urban 
wastewater and effluent from activated sludge system. 
A review showed that the highest amounts discharged 
through secondary effluent contain several beta-

blockers, and analgesic anti-inflammatory drugs, but 
the highest risk (from the point of high concentrations) 
is posed by antibiotics, several psychiatric drugs and 
some analgesic drugs.69  Acetylsalicylic acid (aspirin) has 
been found in many municipal wastewaters at levels 
from 4 μg/l to 60 μg/l. Aspirin and acetaminophen 
(paracetamol ) can be removed quite efficiently from 
StPs.32 however up to 10 μg/l paracetamol has been 
found in 24% of samples  from streams in the uSA.61  
In many countries diclofenac (nSAID) and ibuprofen 
were frequently detected in wastewater in the μg/l 
range, and in surface water at lower levels. Ibuprofen 
and its metabolite hydroxy-ibuprofen are significantly 
removed during sewage treatment.61 naproxen 
(another well known nSAID) was also found in StP 
effluents with median levels of 12.5 μg/l and maximal 
levels of up to 33.9 μg/l.70 moreover, several other 
analgesics have been detected in sewage and surface 
water, but also in ground water and drinking water 
samples.71,72

Beta-blockers as contaminant  
in sewage and surface waters

Several beta-blockers (BB, beta-adrenergic blocking 
agents, used for the management of cardiac 
arrhythmias) were identified in wastewater and surface 
waters. Propranolol, bisoprolol and metoprolol were 
found at concentrations 0.59-2.9 μg/l in surface water. 
Beta blockers show great partitioning to sludge. most 
of the removal of b-blockers in sewage is performed by 
mictrobial biodegradation.73,74 In Figure 4 the chremical 
structures of typical β -blockers are presented.

Beta-blockers  are one of the most widely used 
pharmaceuticals whose presence in different 
environmental compartments has already been 

Figure 4.  Chemical structures of β-blockers Propanolol and Metoprolol

Propanolol metoprolol
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proven in concentrations of even up to a few μg/l. 
Propranolol, metoprolol and nadolol – the most 
commonly consumed BB drugs are inevitably detected 
in environmental samples.75  Scientists performed 
ecotoxicity evaluation for BB in aquatic species. tests 
were based on a flexible ecotoxicological test battery 
including organisms, representing different trophic 
levels and complexity: marine bacteria (Vibrio fischeri), 
soil/sediment bacteria (Arthrobacter globiformis), green 
algae (Scenedesmus vacuolatus) and duckweed (Lemna 
minor). Based on toxicological data from the green algae 
test (S. vacuolatus) propranolol and metoprolol can be 
considered to be harmful to aquatic organisms. however, 
sorption explicitly inhibits the hazardous effects of BB, 
therefore the risks posed by these compounds for the 
environment are of minor importance.76

Blood lipid regulators in wastewater  
and surface waters

monitoring studies have found widely used drugs 
for blood lipid regulators (Blr) : clofibrate, etofyllin 
clofibrate, etofibrate, and metabolites of fenofibrate  
gemfibrozil, clofibric acid and fenofibric acid. Blr 
concentrations in wastewater were at 0.35 to 4.6 μg/l, in 
groundwater in the range of 0.5 to 4 μg/l and in drinking 
water 0.07-0.27 μg/l.77-80 ecotoxicity assessments of 
some Blrs have been performed in various bioassays 
(Vibrio fischeri, Daphnia magna) and their ec50 was 
established. 81 the chemical structures of clofibrate and 
etofibrate are representatively depicted in Figure 5.

antiepileptic and antidepressant  
pharmaceuticals in wastewater

the most frequently detected antiepileptic in the 

aquatic environment was carbazepine at concentration 
6.3 μg/l in wastewater. carbazepine (Figure 6) was 
found to occur ubiquitously in the river elbe and its 
tributaries (Germany) exceeding 1 μg/l. Also, it has 
been found in surface water and groundwater.82  

In u.S. rivers average levels of carbamazepine were 
60 ng/l in water and 4.2 ng/mg in the sediment.9 the 
antidepressant drug fluoxetine (Figure 6) was also 
detected in StP effluents samples in canada and in u.S. 
streams with median concentrations of 0.012 μg/l.61,70 
the antiepileptic Primidone has been detected in 
sewage waters at concentrations up to 0.6 μg/l.52

antineoplastics and antitumour agents

chemotherapeutic drugs for the treatment of various 
types of cancer occur mainly in hospital effluents and 
at lower concentrations in municipal sewage water. 
two well known anticancer drugs, Ifosfamide and 
cyclophosphamide have been found in concentrations 
of up to 4.5 μg/l in hospital wastewaters and at 
levels of ng/l in municipal wastewater.83  the cancer 
drug and antiestrogen tamoxifen (breast cancer 
therapy), has been detected at concentrations in StP 
effluents ranged between 146 and 369 ng/l.84 In the 
last decades consumption trends at an international 
and national  scale of anticancer drugs has increased 
substantially leading to increased levels released 
in the environment, espeially in surface waters and 
in StPs. Furthermore, due to the rise of anticancer 
home treatments, anticancer prescribed drugs can 
be found in municipal wastewater and in hospital 
effluents.85 Platinum anticancer drugs are widely used. 
cancerostatic platinum compounds, such as cisplatin, 
carboplatin and oxaliplatin has been monitored 
in wastewater of an oncologic ward of the Vienna 

Figure 5. Chemical structures of Clofibrate and Etofibrate BLR

Clofibrate Etofibrate BLr
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university hospital. concentration levels ranging from 
4.7 to 145 μg/l were measured by inductively coupled 
plasma mass spectrometry (IcP-mS).86

antibiotics in surface water and wastewater

the widespread use of antibiotics over 50 years in 
human medicine and in intensive animal husbandry 
has as a consequence the emergence of new antibiotic 
pollutants in the environment and their metabolites 
in surface and wasterwater. the end result was the 
emergence of water bacteria resistant to antibiotics 
in aquatic areas. many studies focused on the fate 
and metabolic transformations of several antibiotics 
in the aquatic environment, including sulfonamides, 
nitrofurans, ter fenadines, cephalosporins and 
cyclosporins. the results of these studies showed that 
antibiotic metabolites are of considerable persistence 
and are localized to groundwater and drinking 
water supplies.87 StPs are among the main sources 
of antibiotics’ release into the environment. the 
occurrence of antibiotics in the aquatic environment 
and surface water can promote the selection of 
antibiotic resistance genes (ArGs) and antibiotic 
resistant bacteria (ArB), which can increase health 
risks to humans and animals. Despite Intense efforts 
by environmental scientists to control antibiotic 
resistance in the environment there are still important 
technological gaps.88 Pesristent antibiotics in municipal 
water recycling is known to facilitate the development 
of proliferation of resistant strans of bacteria. Although 
conventional biological StPs processes are effective 
for the removal of some antibiotics, many have been 
reported to occur at concentrations of 10-1000 ng/l 
in secondary treated effluents. the type of antibiotics 
found are beta-lactams, sulfonamides, trimethoprim, 

macrolides, fluoroquinolones, and tetracyclines. the 
effectiveness of AtPs has increased substantially 
recently by including tertiary media filtration, 
ozonation, chlorination, uV irradiation, activated 
carbon adsorption, and nF/ro (nanofiltration/reverse 
osmosis membranes ) techniques of advanced filtration 
with good elimination results.89,90

hospital wastewater. disifectans,  
diagnostic aids and drugs in wastewater effluents 

In the last decades large volumes of disifectants, 
detergents. chemicalreagents and radioactive 
elements (diagnostic aids in hospitals) are disposed in 
the wastewater from hospitals. the concentrations of 
these compounds in the hospital effluents vary from 
ng/l to μg/l. many of these chemical compounds 
resist normal wastewater treatment and end up in 
surface waters where they can influence the aquatic 
ecosystem and interfere with the food chain. Aware 
of this problem, hospitals in the developed countries 
are giving increasing attention to the nature of 
their wastewater effluents and their impact on 
the environment, by implementing more efficient 
effluent management policies. hospital wastewater 
contains also microbial agents and multiresistant 
microbial strains. Separating hospital wastewater 
from public sewers warrants indepth evaluation by 
technologists and ecotoxicologists as well as public 
health specialists.91

Studies in a big hospital (e.g. lyon, France) showed 
that they are using around a thousand different 
chemicals, disifectants and pharmaceuticals. A great 
number these chemical substances are excreted 
as non-metabolized drugs finding their way to the 
hospital wastewater. Seventy (70) of them have the 

Figure 6. Chemical structures of Carbazepine and Fluoxetine

Carbazepine fluoxetine
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potential to bioaccumulate in the aquatic species.92 
Analytical procedures and toxicological measurements 
were aplied to the wastewater treated effluents under 
various conditions. halogenated compounds and 
heavy metals were measured. For toxicity assessment 
of wastewater, the bioluminescence assay using 
Vibrio fischeri photobacteria, 72-h ec50 algae growth 
Pseudokirchneriella subcapitata and 24-h ec50 on 
Daphnia magna were used. this methodology is 
considered as a semi-quantititative risk evaluation 
of hospital effluents. 93 In the other hand hospital 
effluents and urban wastewater have some common 
characteristics of emerging micropollutants and 
advanced treatment methodologies can be applied 
effectively in both cases.94

Ecotoxicological effects of pharmaceuticals  
and medical active compounds

toxicological studies of pharmaceuticals in the aquatic 
environment have their own problems. medicinal active 
substances at environmental conditions may affect the 
same pathways in experimental animals having identical 
or similar target organs, tissues, cells or biomolecules. 
certain receptors in lower animals resemble those in 
humans, others however, are different or lacking, which 
means that dissimilar modes of actions may occur. 
ecotoxicity testing merely provided indications of acute 
effects in vivo in organisms of different trophic levels after 
short-term exposure or long-term (chronic) exposures. 
these data are ultimately used for ecological risk 
assessments. In vitro toxiciological tests are becoming 
more important, but they are not sufficient for assessing 
the toxicological profiles of a drug, particularly as a basis 
for risk analysis. In the last decade mathematical models 
are used for estimatition/prediction of ecotoxicity of 
hazardous chemicals under environmental conditions. 
the most often applied programme by toxicologists is 
quantitative Structure–Activity relationship (qSAr or 
ecoSAr).95,96

most of the scientific literature about ecotoxicological 
effects of pharmaceutical residues and their 
metabolites focused on acute toxicity in standardized 
tests on aquatic organisms. ecotoxicologists suggest 
that transformation products of drugs in the aquatic 
environment may have higher toxicity to aquatic 

species due to speciation, solublity and lipophilicity. 
For example, phototransformation products of the 
drug naproxen showed higher toxicities than the 
parent compound.97 chronic effects of drug residues 
are less investigated although often are not related to 
short-term exposures. however, long-term exposures 
are needed for an accurate environmental and 
ecotoxicological risk assessment.98 Drugs, antibiotics 
and other medicinal active compounds are assessed 
for acute toxicity by using established biotests (these 
tests have been approved by oecD, ePA and other 
toxiciological institutes) in labortatory organsims, such 
as algae, zooplankton, invertabrates and fish.  

acute toxicity tests of drugs and standardized 
bioassays

Acute toxicity data of more than 100 drugs were 
compiled in a list from different sources.the toxicity 
data suggested that algae were more sensitive to the 
pharmaceuticals than Daphnia magna, and fish were 
even less sensitive. the most toxic classes of drugs were 
antidepressants, antibacterials and antipsychotics. 
there are various considerations among toxicologists 
as to the suitability of biotests for risk assessment of 
pharmaceuticals in the aquatic organisms.99,100

A series of aquatic organisms are used for ecotoxicity 
tests (Figure 7). Acute toxicity tests were performed for 
caffeine, ibuprofen, carbamazepine and novobiocin 
at environmental occurring concentrations, using 4 
organisms including bioluminescence response in 
Vibrio fischeri (is an oxidase-positive, Gram-negative 
bacteria), growth inhibition inIsochrysis galbana 
(marine water) and Pseudokirchneriella subcapitata 
(fresh water) and fertilization and embryo-larval 
development in Paracentrotus lividus.(is a species of 
purple sea urchin). results indicated that acute toxicity 
was found above environmental concentrations in the 
order of mg/l for bacteria bioluminescence, microalgae 
growth inhibition and sea urchin fertilization. the risk 
calculated for drugs suggested they are harmless 
for aquatic environment except when applying the 
embryo-larval development endpoint. 101

Diclofenac is a drug that has one the highest 
acute toxicity within the class of non-steroid anti-
inflammatory drugs (nSAID). Short-term acute toxicity 
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for diclofenac were performed in algae, invertebtates 
and phytoplankton.102,103  experiments with zebrafish 
exposed to 320 μg/l in diclophenac did not noticed 
any adverse effects. this noec inticates that there is 
sufficient safety margin for fish populations, because 
concentrations in european rivers have been in the 
range of ng/l or low μg/l.104 

Frequently measured pharmaceuticals (carbazepine, 
diclofebac, metoprolol) in aquatic environmental 
samples were tested for acute toxicity in fish embryo. 
these toxicity tests with Danio rerio are based on 
the draft of oecD test protocol. the results showedi 
critical effects on growth retardation above 30.6 
mg/l for carbamazepine, on hatching, yolk sac and 
tail deformation above 1.5 mg/l for diclofenac, and 
on scoliosis and growth retardation above 12.6 mg/l 
for metoprolol. Scoring all effect parameters, the 72-
h-ec50 values were: for carbamazepine 86.5 mg/l, 
for diclofenac 5.3 mg/l and for metoprolol 31.0 
mg/l (mean measured concentrations).105  the acute 
toxicity of beta-blockers propanolol, metoprolol and 
veprapamil were studied in Daphnia magna presenting 
the highest acute toxicity among BBs.106 Biotests with 
β-blockers metoprolol and verapamil caused the 
acceleration of the heart beat rate at low concentration, 
but lowered it at high concentrations in Daphnia 
magna.107  A study (Vibrio fischeri and Daphnia magna 
bioassays) found that toxicity was reduced in the range 
from 30% to 100% after photodegradation methods 
were used to reduce the concentration in sewage.108 

Similar acute toxicities are found in blood-lipid 
lowering agents. clofibrate showed lc50 values in the 
range of 7.7–39.7 mg/l which can be classify the drug 
as harmful to aquatic organisms. Another bioassay, with 
fish Gambusia holbrooki  (a sensitive organisms used in 
biotests) established an lc50 (96 hours bioassay) of 
7.7 mg/l.109 neuroactive compounds (antiepileprics 
and antidepressants), such Fluoxetine (serotonin re-
uptake inhibitor), were observed in toxicity bioassays 
to have high acute toxicity, ranging from ec50 (48 hour, 
algae bioasay) 0.024 mg/l to lc50 (48 h) 2 mg/l.2,110 
Diazepam and carbamazepine (antiepileptics) are 
classified as potentially harmful to aquatic organisms, 
because most of the acute toxicity data are below 100 
mg/l (experiments in Daphnia magna). Acute toxicity 
of carbamazepine was found at 17.2 mg/l in Daphnia 
magna.9

cytostatic and anticancer drugs showed acute 
toxicity at environmental concentrations. In a recent 
research paper 6 anticancer drugs (5-fluorouracil, 
capecitabine, cisplatin, doxorubicin, etoposide, and 
imatinib) were tested in crustaceans, such as Daphnia 
magna, Ceriodaphnia dubia, etc. Acute ecotoxicological 
effects occurred at concentrations in the order of mg/l, 
higher than those predicted in the environment, and 
the most acutely toxic drugs among those tested were 
cisplatin and doxorubicin for most aquatic organisms. 
For chronic toxicity, cisplatin and 5-fluorouracil showed 
the highest toxic potential in all test organisms, 
inducing 50% reproduction inhibition in crustaceans 

Figure 7. Daphnia magna is used for a standardized ecotoxicity test. D. magna is specified  
to be used in the OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Tests No. 202 and test 211
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at concentrations on the order of μg/l. rotifers were 
less susceptible to these pharmaceuticals. on the basis 
of chronic results, the low effective concentrations 
suggest a potential environmental risk of cytostatics. 
thus, this study could be an important starting point 
for establishing the real environmental impact of 
cytostatic substances.111

Chronic toxicity tests and standardized bioassays 

chronic toxicity tests are less frequently performed 
compared to acute toxicity. they measure continuous 
exposures to medicinal active compounds in aquatic 
organisms over long periods of time for single substance 
and mixtures of drugs. these studies indicate that 
chronic exposure of fish to pharmaceutical mixtures 
and wastewater impacts reproduction and induces 
histopathological changes, similar to what we have 
previously seen with single compound exposures. 
these data suggest that fish populations exposed to 
pharmaceuticals discharged in wastewater are at risk 
of negative impacts to their reproductive capacity and 
health.112 chornic toxicity studies with ibuprofen on 
freshwater bivalve Dreissena polymorpha used a series 
of biomarkers. these results pointed out a slight cyto-
genotoxicity on zebra mussel hemocytes at the IBu 
concentration of 0.2 μg/l, with higher IBu concentrations 
able to significantly increase both genetic and cellular 
damage. In addition, Ibuprofen seems to have a 
considerable effect on the activities of antioxidant 
and detoxifying enzymes as shown in the exposed 
specimens’ notable oxidative status imbalances.113

chronic toxicity tests were contacted for a long 
period of time with the synthetic steroid ee2 (17 alpha-
ethinylestradiol, active substance in contraceptive 

pills) at extremely low and environmentally relevant 
concentrations. this steroid has been shown in many 
fish to induce estrogenic effects. exposure of fathead 
minnows over their life cycle indicates reproductive 
effects at low concentrations of ee2.114 male fish exposed 
to ee2 at 4 ng/l failed to develop normal secondary 
sexual characteristics and the sex ratio was altered. 
Another study showed vitellogenin (VtG) induction in 
fathead minnows with an ec50 value as low as 1ng/l; ee2 
was 25–30 times more potent than estradiol, confirming 
previous reports on VtG induction at concentrations 
between 0.1 and 1ng/l.115,116 

toxicologists use very often for their evaluation of 
hazard and risk assessment, the ratio between acute to 
chronic toxicity of chemical pollutants/contaminants. 
For pharmaceuticals, this is difficult, because only very 
rarely, a systematic analysis of a given drug in both acute 
and chronic toxicity in a single species is performed. 
Apart from ee2, there are only a few examples of chronic 
toxicity tests. Studies until now showed that for similar 
drugs, these ratios in Daphnia magna vary by two 
orders of magnitude. For all other drugs, only partial 
information is available on a given species. the examples 
presented in table 1 confirm that chronic toxicity cannot 
be derived from acute toxicity by simple calculations.

there are limited toxicological studies dealing with 
the effects of mixtures of pharmaceuticals in the aquatic 
environment and their ecological potentiual for damage 
to ecosystems. In a toxicity study a mixture of nSAID 
drugs (diclofenac, ibuprofen, naproxen, acetylsalicylic 
acid) has been evaluated using acute Daphnia magna 
and algal tests. toxicity of the mixture was found at 
concentrations at which the single compound showed 
no or only little effects. the mixture toxicity followed the 
concept of concentration addition, which means that 

Table 1. Ratio between acute and chronic toxicity in Daphnia magna and Ceriodaphnia dubia (48 h/21days).99,117-119 

Pharmaceutical acute toxicity (mg/L) Chronic toxicity (mg/L) ratio

acetylsalicylic acid 1293.1 1.4 924

Salicylic acid 1031.7 13.3 77

Clofibrate 28.2 0.01 2820

Naproxen 66.4 0.33 201

Naproxen Na 43.6 0.68 64
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the concentrations of each compound behaved in an 
additive fashion. the anti-inflammatory drugs diclofenac 
and ibuprofen act unspecific by non-polar narcosis. 
the measured toxicities of the tested pharmaceuticals 
showed that acute effect of single substances in the 
aquatic environment are very unlikely, but there are 
possibilities for considerable combination or additive 
effects at chronic toxicity studies. most measurements 
of mixture of drugs in aquatic samples showed that they 
have much higher toxic potential.120-122

A number of toxicological studies with pharmaceutical 
residues were contacted on marine fish. A critical review 
collected data on a series of pharmaceuticals, such as 
nSAID drugs, BBs, azoles and antibiotics, and selective 
serotonin reuptake inhibitors. Water concentrations 
were between μg/l and mg/l, typically at least 1 order of 
magnitude higher than concentrations normally found 
in surface waters (ng/l). Adverse biological effects on fish 
in the laboratory tests were similar to other mammals. 
Although generally effect levels for pharmaceuticals 
are higher than those found in the environment, the 
risks to wild fish populations have not been thoroughly 
characterised (especially chronic exposure). Scientists 
suggest that as global consumption of pharmaceuticals 
rises, an inevitable consequence is an increased level of 
pollution of surface and ground waters with these active 
drugs, and thus in turn a greater potential for adverse 
effects in aquatic wildlife.123

A recent review presented the occurrence of 
pharmaceutical compounds in wastewater (more 
than 100 priority drugs at high concentrations) and 
their environmental risk in ther aquatic environment 
after secondary treatment. the highest amounts 
discharged through secondary effluent pertain to 
one antihypertensive, and several beta-blockers and 
analgesics/anti-inflammatories, while the highest risk 
is posed by antibiotics and several psychiatric drugs 
and analgesics/anti-inflammatories.94  the presence of 
10 anticancer drugs was studied along the entire urban 
water cycle-from hospital effluents through urban WtPs 
till surface waters-- and their potential environmental 
risk was assessed. Azathioprine, etoposide, docetaxel, 
paclitaxel, methotrexate, cyclophosphamide, tamoxifen 
and ciprofloxacin were detected in hospital effluent and 
in the urban influent of the StPs although most of them 
were totally eliminated after treatment. tamoxifen and 

ciprofloxacin (veterinary practices), were also detected 
in the river upstream the sewage discharge. In addition, 
they both were considered to pose a potential risk to 
the environment based on the levels found in sewage 
effluent together with their ecotoxicological impact in 
selected organisms.124

Conclusions and future directions

the presence of medicinal active compounds, as 
residues and metabolites, in sewage treatment plants 
(StPs) and subsequently in the aquatic systems 
has increased scientific awareness about emerging 
environmental pollutants and threats to quality of 
aquatic systems, adverse health effects to aquatic 
organisms and ecosystems. there is a need to increase 
the knowledge about the fate of pharmaceuticals 
during sewage treatment for implementation of better 
removal techniques. Future work on StP treatment 
optimization will show to what extend pharmaceuticals 
can be removed from wastewater and to what extent 
the implementation of an improved technology is 
feasible, taking into account other macro- and micro-
pollutants as well as the broad variety of complex 
wastewater matrices. our present knowledge about 
residues of pharmaceuticals in aquatic systems indicate 
that they are unlikely to pose a risk for acute toxicity. 
environmental concentrations are in the range of 103 
(mg/l) to 107 (100 ng/l) times lower than known lc50 
or ec50 values. In the other hand, there is a general lack 
of chronic toxicity data on pharmaceuticals, particularly 
in fish. many pharmaceuticals need more investigation 
about potential long-term ecotoxicological effects, 
particularly with respect to potential disturbances 
in hormonal homeostasis (endocrine disruption), 
immunological status, or gene activation. current data 
on acute and chronic toxicity of pharmaceuticals support 
to the conclusion that more target- or biomolecule-
oriented, or mode-of-action-based investigations, will 
allow more relevant insights into effects on survival, 
growth and reproduction than traditional standard 
ecotoxicity testing.  unless more is known about 
possible chronic effects of individual pharmaceuticals 
and mixtures, conclusions concerning hazards or 
risks of pharmaceuticals to the aquatic ecosystem are 
premature.   
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Περίληψη
Medicinal active compounds, antibiotics and 
disinfectants are used in various medical and 
therapeutic applications in hospital and at home. 
Eventually, pharmaceuticals are disposed in thousands 
of tones every year in drains and eventually reach the 
aquatic environment causing substantial toxicological 
problems in aquatic organisms. The occurrence and 
fate of pharmaceutically active compounds in the 
aquatic environment has been recognized in the 
last decade as a serious emerging environmental 
iproblem in most developed countries. Recently, 
pharmaceuticals have been detected in surface water, 
ground water, drinking water and in rivers in many 
areas of the globe. The problem was not so well known 
due to limitations to analytical methodologies of polar 
compounds, but current advances in environmental 
residue and metabolite analysis have improved the 

ability to measure extremely low concentrations. The 
most important classes of drugs found in sewage and 
surface waters are anti-inflammatory and analgesic 
drugs, beta-blockers, blood lipid lowering agents, 
neuroactive compounds, antibiotics, antineoplastic 
drugs, antidiabetics, steroida hormones, etc. This review 
presents some of the important studies on the levels 
of pharmaceuticals in sewage treatment plants and 
surface waters, their biotransformations and removal 
by new techniques. Also, the review covers acute 
and chronic toxicological studies that established the 
hazardous levels of drugs in the aquatic environment. 
Finally, the review presents some ecotoxicological 
approaches to the emerging nature of pharmaceutical 
pollutants in relation to ecosystem’s health. 
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1. Εισαγωγή

οι πρόσφατες επιτυχίες των αντικαρκινικών ανοσοθε-
ραπευτικών κλινικών δοκιμών δείχνουν ότι ο τομέας 
της ανοσοθεραπείας του καρκίνου έχει πλέον «ωριμά-
σει». πράγματι, σύμφωνα με τις τελευταίες εξελίξεις, 
φαίνεται ότι η επαγωγή μίας ισχυρής ογκοδραστικής 

ανοσολογικής απόκρισης in vivo, οδηγεί και σε αντι-
κειμενικά, κλινικά μετρήσιμα, αποτελέσματα. η πα-
ραγωγή και η ρύθμιση των αντικαρκινικών ανοσοα-
ποκρίσεων είναι ένα διαδοχικό, πολυπαραγοντικό και 
σχετικά περίπλοκο γεγονός. Ξεκινά από την παρουσία 
και την κατάλληλη παρουσίαση των αντιγόνων του 
όγκου στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 

Νέα Φαρμακευτικά Σκευάσματα στη Μάχη για τον Καρκίνο:  
πώς οι Αγωνιστές των Υποδοχέων Τύπου Toll (Tlrs)  

Ενισχύουν τη Δράση των Αντικαρκινικών Εμβολίων 

πηνελόπη σαμαρά1, σπυριδούλα-αγγελική νίκου1, σωτήριος Φόρτης1,2,  
ιωάννης Βουτσάς2, κωνσταντίνος μπαξεβάνης2, ουρανία Τσιτσιλώνη1 *

1Τομέας Φυσιολογίας Ζώων και ανθρώπου, Τμήμα Βιολογίας, πανεπιστήμιο αθηνών, πανεπιστημιούπολη, ιλίσια, 15784, αθήνα 
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Οι αγωνιστές των υποδοχέων τύπου Toll (Toll-like 
receptors, ΤLRs) χαρακτηρίζονται από την ικανότητά 
τους να ενεργοποιούν τα δενδριτικά κύτταρα (DCs), 
προάγοντας την παραγωγή κυτταροκινών τύπου TH1 
και ενισχύοντας τις αποκρίσεις των κυτταροτοξικών 
Τ κυττάρων. Οι μέχρι σήμερα προκλινικές και κλινικές 
μελέτες δείχνουν ότι οι αγωνιστές των TLRs μπορούν 
να βελτιώσουν την αποτελεσματικότητα των πρωτο-
κόλλων αντικαρκινικού εμβολιασμού. Σήμερα, τρεις 
TLR αγωνιστές έχουν εγκριθεί από τον Οργανισμό 
Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) των ΗΠΑ για κλινι-
κή χρήση στον άνθρωπο. Όμως, η ευρεία εφαρμο-
γή τους συνοδεύεται από περιορισμούς, κυρίως λόγω 
της εμφάνισης τοξικότητας ως αποτέλεσμα της συ-
στηματικής παραγωγής αυξημένων συγκεντρώσεων 
κυτταροκινών. Στην επισκόπηση αυτή, χρησιμοποιώ-
ντας επιλεγμένα παραδείγματα από προκλινικές και 

κλινικές μελέτες, παρουσιάζουμε συνοπτικά, τα μέ-
χρι τώρα δεδομένα για την ανοσοενισχυτική δράση 
των TLR αγωνιστών, ως συστατικών των αντικαρκινι-
κών εμβολίων. 

Επίσης, κάνουμε αναφορά στην προοπτική της κλι-
νικής χρησιμοποίησης ενός νέου TLR αγωνιστή, της 
προθυμοσίνης α, η οποία προάγει την ωρίμανση των 
DCs και σε in vivo μοντέλα καρκίνου σε πειραματόζωα 
δείχθηκε να ενισχύει τη λειτουργικότητα των ογκο-
δραστικών εκτελεστικών κυττάρων, χωρίς την εμφά-
νιση σοβαρών παρενεργειών. 

Λέξεις-κλειδιά 
Αγωνιστές υποδοχέων τύπου Toll (TLRs), Ανοσο-
ενισχυτικά, Αντικαρκινικός εμβολιασμός, DAMP 
(Damage-Associated Molecular Pattern), Προθυμο-
σίνη α
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και, θεωρητικά, ολοκληρώνεται με την επαγωγή παρα-
τεταμένης διάρκειας προστατευτικής αντικαρκινικής 
απόκρισης μνήμης. μία από τις πιο δημοφιλείς αντι-
καρκινικές ανοσοθεραπευτικές προσεγγίσεις είναι ο 
εμβολιασμός με πεπτίδια που προέρχονται από καρκι-
νικές πρωτεΐνες. Όπως και στην περίπτωση των εμβο-
λίων εναντίον συνήθων παθογόνων μικροοργανισμών, 
τα αποτελεσματικά αντικαρκινικά πεπτιδικά εμβόλια 
περιλαμβάνουν τόσο το/τα αντιγόνο/α όσο και ανο-
σοενισχυτικά, τα οποία πρέπει να χορηγούνται ταυ-
τόχρονα με το αντιγόνο και μέσω της ίδιας οδού. κά-
ποιοι από τους συνδέτες (αγωνιστές) των υποδοχέων 
τύπου toll (Τlrs) έχουν ήδη δείξει σημαντική επαγω-
γή ανοσοενίσχυσης και βελτιωμένη ικανότητα ενερ-
γοποίησης δραστικών κυττάρων με θεραπευτικό όφε-
λος στον καρκίνο1. αρκετοί tlr αγωνιστές βρίσκονται 
σε προχωρημένα στάδια κλινικών δοκιμών, και ακόμη 
περισσότεροι μελετώνται. στην παρούσα επισκόπηση, 
θα αναφερθούμε περιληπτικά σε tlr αγωνιστές που 
χρησιμοποιούνται σήμερα ως συστατικά των εμβολί-
ων κατά του καρκίνου και θα συζητήσουμε για έναν 
νέο tlr-4 αγωνιστή, το πολυπεπτίδιο του θύμου αδέ-
να προθυμοσίνη α (προΤα). θα παρουσιάσουμε τον 
τρόπο δράσης της προΤα και θα προτείνουμε τρό-
πους ώστε το πολυπεπτίδιο, ή/και θραύσματα αυτού, 
να μπορέσουν να αξιοποιηθούν μελλοντικά για τη βελ-
τίωση της σύνθεσης των αντικαρκινικών εμβολίων.

2. Τα βασικά χαρακτηριστικά των tLrs

οι tlrs είναι μέλη μίας εξελικτικά συντηρημένης οικο-
γένειας υποδοχέων αναγνώρισης μοτίβων και εκφρά-
ζονται σε ποικιλία κυττάρων, ιδιαίτερα του φυσικού 
σκέλους της ανοσίας. Το γονίδιο toll ανακαλύφθη-
κε το 1985 στη Drosophila, όπου δείχθηκε να ρυθμί-
ζει τον κεφαλουραίο άξονα ανάπτυξης κατά την εμ-
βρυογένεση και τις λειτουργίες του φυσικού σκέλους 
της ανοσίας 2. Το ανθρώπινο ομόλογο της πρωτεΐνης 
Τοll της Drosophila ταυτοποιήθηκε το 1997 από τους 
medzhitov και συνεργάτες, οι οποίοι έδειξαν ότι το μο-
νοπάτι σηματοδότησης Τοll-nF-κB είναι συντηρημένο 
στον άνθρωπο, και ότι οι προσαρμοστικές ανοσολογι-
κές αποκρίσεις ενεργοποιούνται μέσω σηματοδότη-
σης από τους tlrs 3. 

οι Τlrs έχουν εξελιχθεί για να αναγνωρίζουν ξένα (μη 
εαυτά) στοιχεία, κυρίως μοριακά μοτίβα σχετιζόμενα με 

παθογόνα (Pathogen-Associated molecular Patterns, 
PAmPs) ή μοριακά μοτίβα σχετιζόμενα με μικρόβια 
(microbe-Associated molecular Patterns, mAmPs), και 
να εκκινούν ανοσολογικές αποκρίσεις του φυσικού σκέ-
λους της ανοσίας. Τα PAmPs είναι συντηρημένα μοτί-
βα κοινά σε ιούς, βακτήρια, πρωτόζωα και μύκητες. πα-
ραδείγματα PAmPs αποτελούν ο λιποπολυσακχαρίτης 
(lPS, ο οποίος αναγνωρίζεται από τον tlr-4), συστατικά 
του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος (πεπτιδογλυ-
κάνες, λιποπρωτεΐνες ή σωματίδια zymosan, που ανα-
γνωρίζονται από τον Τlr-2 μετά τον ετεροδιμερισμό 
του με τους tlr-1 ή -6), συστατικά των βακτηριακών μα-
στιγίων (φλαγγελίνες, που αναγνωρίζονται από τον Τlr-
5), μη μεθυλιωμένα βακτηριακά ή ιικά cpG DnA (που 
αναγνωρίζονται από τον tlr-9), και ιικά rnA (μονόκλω-
να και δίκλωνα [dsrnA], που αναγνωρίζονται από τους 
tlr-7/8 και tlr-3, αντίστοιχα). μέχρι σήμερα, έχουν 
ταυτοποιηθεί δέκα λειτουργικοί tlrs στον άνθρωπο, 
εκ των οποίων οι tlr-1, -2, -4, -5, -6 και -10 βρίσκονται 
στην κυτταρική επιφάνεια και οι tlr-3, -7/8 και -9 στα 
ενδοσώματα. Όλοι ενεργοποιούνται μετά την πρόσδε-
ση και φαγοκυττάρωση παθογόνων ή των προϊόντων 
τους, ενώ σε μερικές περιπτώσεις, οι tlrs της κυτταρι-
κής επιφάνειας, μπορούν να ενδοκυτταρωθούν μετά 
τη δέσμευση του συνδέτη τους, όπως για παράδειγμα 
ο Τlr-2 που εντοπίζεται στα φαγοσώματα των μακρο-
φάγων. έπιπλέον, ορισμένοι tlrs (π.χ. tlr-2 και -4) δε-
σμεύουν και μοριακά μοτίβα που σχετίζονται με βλά-
βες (Damage-Associated molecular Patterns, DAmPs). 
Τα DAmPs αποτελούν μία οικογένεια ενδοκυτταρικών 
μορίων με ποικίλες λειτουργίες, τα οποία, όταν απελευ-
θερώνονται ή εκκρίνονται από τα κύτταρα, λειτουργούν 
ως ενδογενή σήματα κινδύνου 4. 

οι tlrs δομικά ανήκουν στην υπερ-οικογένεια των 
υποδοχέων Τιr (tlr-Il-1), που είναι διαμεμβρανικές 
πρωτεΐνες τύπου ι. διαθέτουν ένα κυτταροπλασμα-
τικό μοτίβο Τιr για καταρροϊκή σηματοδότηση και 
ένα εξωκυττάριο τμήμα που αποτελείται από επανα-
λαμβανόμενες αλληλουχίες, πλούσιες σε λευκίνες, 
για την πρόσδεση του συνδέτη τους 5. η ενεργοποίη-
ση των tlrs, οδηγεί στη στρατολόγηση ενδοκυτταρι-
κών πρωτεϊνών-προσαρμογέων με μοτίβα tIr, όπως οι 
myD88 (myeloid differentiation factor-88), tIrAP (tIr-
associated protein), trIF (tlr-associated-activator of 
interferon) και Τrαμ (Τlr-associated molecule) (έικό-
να 1). Όλοι οι tlrs απαιτούν τον myD88 για τη σημα-
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τοδότηση, με εξαίρεση τον tlr-3, ο οποίος σηματο-
δοτεί αποκλειστικά μέσω trIF, και τον tlr-4, ο οποίος 
στρατολογεί τόσο τον myD88 όσο και τον trIF. η ενερ-
γοποίηση του myD88 οδηγεί σε φωσφορυλίωση των 
mAP κινασών (erK, JnK, P88), στην ενεργοποίηση του 
nF-κB και στην έκφραση γονιδίων που προάγουν τη 
φλεγμονή. η tIrAP ενεργοποιεί το μyD88-εξαρτώμε-
νο μονοπάτι καταρροϊκά των tlr-2 και -4, ενώ ο trIF 
μεσολαβεί, μέσω ενός εναλλακτικού μονοπατιού, την 
ενεργοποίηση των μαρ κινασών, του ιrF-3 (ιnterferon 
regulatory Factor 3) και του νF-κΒ, καταρροϊκά των 
tlr-3 και -4. η ενεργοποίηση του IrF-3 είναι ζωτικής 
σημασίας για την παραγωγή ιντερφερονών (IFns) τύ-
που ι. Τέλος, το ΤrAm ενεργοποιεί το ΤrIF-εξαρτώμε-
νο μονοπάτι καταρροϊκά του tlr-4. Όλα τα παραπάνω 
γεγονότα οδηγούν στην παραγωγή προφλεγμονωδών 
κυτταροκινών (π.χ. παράγοντα νέκρωσης των όγκων 
(tnF)-α, ιντερλευκίνης (Il)-1β, Il-12 και Il-6), IFns τύ-
που ι, και χημειοκινών, οι οποίες με τη σειρά τους επά-
γουν τη συντονισμένη ενίσχυση των λειτουργιών του 
φυσικού και ειδικού σκέλους της ανοσίας (έικόνα 1). 

οι tlrs εκφράζονται κυρίως σε κύτταρα του ανοσο-
ποιητικού συστήματος. Τα μονοκύτταρα και τα ουδε-
τερόφιλα εκφράζουν όλους τους tlrs εκτός του tlr-3, 
τα φυσικά φονικά (νκ) κύτταρα εκφράζουν λειτουργικό 
tlr-1 και τα Β κύτταρα εκφράζουν κυρίως τους tlr-9 και 
-10, και σπανιότερα τους tlr-1, -3, -6 και -7. Τα ενεργο-
ποιημένα Τ και τα Τ κύτταρα μνήμης εκφράζουν τον tlr-
2, ο οποίος χρησιμεύει ως συνδιεγερτικός υποδοχέας για 
την ανάπτυξη αντιγονοειδικών Τ κυτταρικών αποκρίσε-
ων και τη διατήρηση των Τ κυττάρων μνήμης. Τα ρυθμι-
στικά t κύτταρα (tregs) εκφράζουν τους tlr-8 και -10. Τα 
δενδριτικά κύτταρα (Dcs) εκφράζουν τους περισσότε-
ρους tlrs, ανάλογα με τον υπότυπό τους. Τα πλασματο-
κυτταρικά Dcs (pDcs) εκφράζουν τους tlr-7, -9 και -10, 
ενώ τα μυελοειδή Dcs εκφράζουν όλoυς τους tlrs εκτός 
του tlr-9. Dcs που διαφοροποιούνται από μονοκύττα-
ρα εκφράζουν υψηλά επίπεδα των tlr-2 και -4, χαμηλά 
επίπεδα των tlr-1, -3, -5, -6, -7 και -8, αλλά δεν εκφρά-
ζουν tlr-9 και -10 6. η ενεργοποίηση των tlrs επηρεά-
ζει πολλαπλές λειτουργίες των Dcs, όπως την πρόσλη-
ψη των αντιγόνων, την επεξεργασία και την παρουσίασή 
τους. Τα διεγερμένα, μέσω των tlrs, Dcs εκφράζουν 
υποδοχείς χημειοκινών, μεταναστεύουν στο σημείο της 
μόλυνσης και συμβάλλουν στην επαγωγή αντιγονοειδι-
κών Τ κυτταρικών αποκρίσεων. 

3. Λειτουργίες των tLrs που σχετίζονται  
με τους κακοήθεις όγκους

3.1.Ο εξωγενής ρόλος των  TLRs στον καρκίνο

έκτός από τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήμα-
τος, tlrs εκφράζονται και σε άλλα κύτταρα, όπως είναι 
τα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου, του ουροποιητι-
κού και του αναπνευστικού συστήματος, τα ενδοθηλι-
ακά κύτταρα, τα κερατινοκύτταρα, οι ινοβλάστες, τα 
μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα και τα νευρικά κύτ-
ταρα. ο εξωγενής ρόλος των tlrs τεκμηριώνεται επι-
πλέον από την έκφρασή τους σε κύτταρα που συμμε-
τέχουν στη δημιουργία του μικροπεριβάλλοντος του 
όγκου. ένδεικτικά αποτελέσματα σε in vivo μοντέλα πο-
ντικών έχουν δείξει ότι:

  η χορήγηση συνδετών του Τlr-3 αύξησε τη διείσ-
δυση ενεργοποιημένων Τ και νκ κυττάρων σε όγκους 
προστάτη σε ποντίκια, μείωσε τον αριθμό των tregs και 
συνέβαλε στην υποστροφή των όγκων 7,

  μικρομοριακοί αγωνιστές των Τlr-7/8 προκά-
λεσαν ανοσοαπόκριση τύπου Τη1, αύξησαν τον αριθ-
μό των ογκοειδικών δραστικών κυττάρων που εκκρί-
νουν IFn-γ και των λεμφοκυττάρων που διηθούν τους 
όγκους, ενώ μείωσαν τα cD4+cD25+Foxp3+ tregs, 
συμβάλλοντας έτσι, στην αποτροπή δημιουργίας με-
ταστάσεων από καρκινώματα εντέρου και πνεύμονα 8,

η χορήγηση αγωνιστών του tlr-9 σε pDcs προκάλε-
σε την επαγωγή μακρόχρονης αντικαρκινικής ανοσί-
ας, η οποία προστάτευσε τα ποντίκια σε μεταγενέστε-
ρη χορήγηση κυττάρων μελανώματος 9.

στον άνθρωπο όμως, σε αντίθεση με τη διεγερτική 
δραστικότητα των tlr συνδετών στον ποντικό, αν-
θρώπινα pDcs που διηθούσαν τους όγκους παρουσία 
cpG, παρήγαγαν λιγότερη IFn-α και δεν ήταν λειτουρ-
γικά στο μικροπεριβάλλον του όγκου. η λειτουργική 
ανεπάρκεια αυτών των pDcs πιθανόν σχετιζόταν με 
την επαγόμενη από τον όγκο υποέκφραση του tlr-9 
σε αυτά 10.

3.2. Ο ενδογενής ρόλος των  TLRs στον καρκίνο

Τα καρκινικά κύτταρα επίσης εκφράζουν tlrs, γεγο-
νός που υποδεικνύει ότι υπάρχει και ενδογενής ρό-
λος των υποδοχέων αυτών στο μικροπεριβάλλον του 
όγκου. η ενεργοποίηση των Τlrs των καρκινικών κυτ-
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τάρων έχει χαρακτηριστεί ως «δίκοπο μαχαίρι», κα-
θώς μπορεί να ενισχύει την ανοσία του ξενιστή έναντι 
του όγκου, αλλά μπορεί να προάγει και την ανάπτυξη 
του όγκου. σε σχέση με τη δεύτερη περίπτωση, πει-
ράματα σε ποντίκια έχουν δείξει ότι η ενεργοποίη-
ση του tlr-4 με lPS επάγει τη σύνθεση και έκκριση 
προφλεγμονωδών μεσολαβητών (Il-6, επαγόμενων 
ριζών οξειδίου του αζώτου και Il-12) και την έκφρα-
ση συνδιεγερτικών επιφανειακών μορίων (B7-h1/PD1 
και cD40), τα οποία καθιστούν τα καρκινικά κύτταρα 
ανθεκτικά στην απόπτωση και στη λύση από κυττα-
ροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (ctls), και επάγουν την 
ανέργια των νκ κυττάρων. έπιπλέον, σε όγκους μολυ-
σμένους με βακτήρια, η διέγερση των tlrs προκαλεί 
τη διαρκή ενεργοποίηση του nF-κB, οδηγώντας στον 
πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων. παρό-
μοια αποτελέσματα αναφέρθηκαν και σε βιοψίες αν-
θρώπινων γαστρικών καρκινωμάτων, κυρίως όταν ο 
καρκίνος σχετίστηκε με προϋπάρχουσα λοίμωξη από 
Helicobacter pylori 11. 

η διαφορική έκφραση tlrs στα ανθρώπινα καρκινι-
κά κύτταρα περιπλέκει ακόμη περισσότερο την τρέχου-
σα άποψη μας για το αντικαρκινικό όφελος που επάγε-
ται από την ενεργοποίηση των tlrs. Για παράδειγμα, o 
tlr-9 υπερεκφράζεται σε χαμηλά διαφοροποιημένους 
καρκίνους του μαστού και των ωοθηκών, αλλά υποεκ-
φράζεται σε καρκίνους του τραχήλου της μήτρας. Τα 
cpG ολιγονουκλεοτίδια, που είναι αγωνιστές του, αυξά-
νουν τη διήθηση ή/και τη μετάσταση καρκινικών κυτ-
τάρων του μαστού και του προστάτη, αστροκυτώμα-
τος και γλοιοβλαστώματος. ώστόσο, σε καρκίνους των 
ωοθηκών, του πνεύμονα, του εντέρου και σε νευροβλα-
στώματα, η cpG-επαγόμενη ενεργοποίηση του Τlr-9 
ανέστειλε την ανάπτυξη των όγκων, προάγοντας την 
απόπτωση των καρκινικών κυττάρων μέσω μονοπα-
τιού εξαρτώμενου από τις κασπάσες 12.

η σύνδεση των poly-I:c ή dsrnA στον tlr-3 καρ-
κινικών κυττάρων νεφρού, προστάτη, τραχήλου της 
μήτρας και εντέρου, καθώς και σε καρκινικά κύτταρα 
μαστού και μελανώματος, έδειξε πιο ομοιογενή απο-
τελέσματα. σε όλες τις περιπτώσεις, η ενεργοποίηση 
του tlr-3 προκάλεσε την επαγωγή κυτταροστατικών 
σημάτων και ανέστειλε την ανάπτυξη των καρκινικών 
κυττάρων. αντίστοιχα, ο tlr-5, ο οποίος υπερεκφρά-
ζεται σε καρκίνους του μαστού, όταν ενεργοποιήθη-
κε από τη φλαγγελίνη, ανέστειλε τον πολλαπλασιασμό 

των καρκινικών κυττάρων, τόσο in vitro, όσο και σε μο-
ντέλο ξενομοσχεύματος σε ποντίκια 12. 

αντίθετα, η ενεργοποίηση του tlr-4 από τον lPS σε 
καρκινικά κύτταρα ωοθηκών δείχθηκε να δημιουργεί 
ένα προφλεγμονώδες περιβάλλον και να επάγει χη-
μειοανθεκτικότητα. Το ίδιο καταγράφηκε σε πλακώ-
δη καρκινώματα της κεφαλής και του τραχήλου, όπου 
η σηματοδότηση tlr-4/lPS αύξησε τη παραγωγή των 
Il-6, Il-8, του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού πα-
ράγοντα (VeGF) και του αυξητικού παράγοντα κοκκι-
οκυττάρων-μακροφάγων (Gm-cSF), και ενίσχυσε τον 
πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων, παρέχο-
ντάς τους προστασία από τη λύση από νκ κύτταρα 13. 
και στους δύο αυτούς τύπους καρκίνου παρατηρήθη-
κε προϊούσα νόσος. 

σύμφωνα λοιπόν με τα παραπάνω, τα μέχρι σήμερα 
δεδομένα υποστηρίζουν το διττό ρόλο των tlrs στην 
πρόοδο/αναστολή της ανάπτυξης του καρκίνου και, 
όπως φαίνεται, η ενεργοποίηση διαφορετικών tlrs 
μπορεί να επηρεάσει ποικιλοτρόπως το τελικό κλινικό 
αποτέλεσμα.

4. Η χρήση των tLr αγωνιστών  
στην ανοσοθεραπεία του καρκίνου

η ιστορία της  θεραπευτικής  αντιμετώπισης  του καρ-
κίνου με τη χρήση μολυσματικών παθογόνων στελε-
χών ξεκίνησε το 1868, όταν ο Busch προκάλεσε ερυ-
σίπελας σε ασθενή με σάρκωμα μαλακών μορίων του 
τραχήλου και στη συνέχεια, παρατήρησε ταχεία υπο-
στροφή του όγκου του. Λίγο αργότερα, ο coley ανα-
κοίνωσε τη θεραπεία ασθενούς με εκτεταμένο λέμ-
φωμα τραχήλου, μετά από τοπικές ενέσεις αποικιών 
στρεπτόκοκκου 14. μετά την εμφάνιση ερυσίπελας, ο 
όγκος νεκρώθηκε και ο ασθενής παρέμεινε ελεύθε-
ρος νόσου για 8 χρόνια. χρησιμοποιώντας το σκεύ-
ασμα που αργότερα ονομάστηκε «τοξίνη του coley» 
(ένα μείγμα από δύο θερμικά αδρανοποιημένα βακτή-
ρια του γένους Streptococcus και Serratia), ο coley πα-
ρατήρησε ότι ακόμη και μία μόνο ένεση σε περιοχή 
ανατομικά απομακρυσμένη από τον όγκο, μπορού-
σε να οδηγήσει σε υποστροφή της καρκινικής μάζας. 
Το συμπέρασμα από αυτές τις πρώτες θεραπείες για 
τον καρκίνο υπέδειξε ότι η μείωση της ανάπτυξης του 
όγκου ήταν αποτέλεσμα της μόλυνσης, η οποία προκά-
λεσε συστηματική και ιδιαίτερα έντονη ενεργοποίηση 
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του ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή. 
σήμερα, οι tlr αγωνιστές χρησιμοποιούνται ως 

ανοσοενισχυτικά σε αντικαρκινικά ανοσοθεραπευτι-
κά πρωτόκολλα. οι tlr αγωνιστές προάγουν την ωρί-
μανση και την ενεργοποίηση των Dcs και άλλων αντι-
γονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APcs), αυξάνοντας 
την έκφραση των μορίων του μείζονος συμπλέγματος 
ιστοσυμβατότητας (mhc), των συνδιεγερτικών σημά-
των (cD80, cD86 και cD40) και των υποδοχέων χημειο-
κινών (ccr7). ένισχύουν επίσης τη φαγοκυττάρωση και 
τη μετανάστευση των αPcs στους σύστοιχους λεμφα-
δένες. συνεπώς, εξασφαλίζουν τη βέλτιστη παρουσίαση 
των καρκινικών αντιγόνων στα Τ κύτταρα, την έκκριση 
προφλεγμονωδών κυτταροκινών (Il-12 και ΤFn-α) και 

IFns τύπου ι, με αποτέλεσμα την ενίσχυση της αντικαρ-
κινικής δραστικότητας διάφορων εκτελεστικών κυττά-
ρων (π.χ. νκ, νκΤ και γδt κυττάρων). έπιπλέον, τα ενερ-
γοποιημένα APcs ενεργοποιούν τόσο τις χυμικές όσο 
και τις μεσολαβούμενες από Τη1 κύτταρα αντικαρκινι-
κές αποκρίσεις, με αποτέλεσμα την ενίσχυση της εξαρ-
τώμενης από αντισώματα κυτταρoμεσολαβητικής κυτ-
ταροτοξικότητας και της κυτταροτοξικής ικανότητας 
των ctls, αντίστοιχα. σύμφωνα με την κατηγοριοποί-
ηση των ανοσοθεραπευτικών  παραγόντων του έθνι-
κού ινστιτούτου για τον καρκίνο (νcI) των ηπα, οι αγω-
νιστές των tlr-3, -4, -7/8 και -9 κατατάσσονται μεταξύ 
αυτών που έχουν το καλύτερο αντικαρκινικό δυναμικό 

15. μερικοί από τους πιο υποσχόμενους, που έχουν ήδη 
χρησιμοποιηθεί ως ανοσοενισχυτικά σε αντικαρκινικά 
πεπτιδικά εμβόλια, παρατίθενται παρακάτω. 

4.1. Ο πολλαπλός (multi)-TLR (-2, -4, -1/6) αγωνιστής,  
ο βάκιλλος Calmette–Guérin (BCG)

μετά τις πρώτες παρατηρήσεις του coley, διάφορα 
εξασθενημένα βακτηριακά στελέχη και παρασκευ-
άσματά τους προτάθηκαν ως ανοσοενισχυτικά αντι-
καρκινικών εμβολίων, μεταξύ των οποίων ο BcG, το 
Corynebacterium parvum, το στρεπτοκοκκικό παρα-
σκεύασμα oK432 και το Biostim® (Sanofi-Aventis, Paris, 
France). ο BcG είναι το μόνο παθογόνο που εγκρίθηκε 
για χρήση στον άνθρωπο το 1990 16 και έχει χρησιμο-
ποιηθεί σε αρκετές ανοσοθεραπευτικές μελέτες. σε μία 
από τις πρώτες κλινικές δοκιμές, ο συνδυασμός BcG 
με εμβόλιο από αυτόλογα καρκινικά κύτταρα δείχθηκε 
να είναι ασφαλής και κλινικά ωφέλιμος σε ασθενείς με 
καρκίνο του εντέρου σταδίου ιι 17. στη σημαντική κλι-
νική δοκιμή των Sharma και συνεργατών 18, καταγρά-
φηκαν οι αποκρίσεις ασθενών με ουροθηλιακό καρ-
κίνο που εμβολιάστηκαν με νy-eSo-1, σε συνδυασμό 
με Gm-cSF και BcG. Το εμβόλιο προκάλεσε την επαγω-
γή ισχυρών αντι-ny-eSo-1 χυμικών και cD4+ t κυττα-
ρομεσολαβητικών αποκρίσεων. μέχρι σήμερα, εκτός 
από τις ευρέως χρησιμοποιούμενες in situ θεραπεί-
ες του μεταβατικού καρκίνου της ουροδόχου κύστης 
με ενδοκυστική έγχυση BcG, βρίσκονται σε εξέλιξη ή 
έχουν ολοκληρωθεί κλινικές δοκιμές για την αξιολό-
γηση της ανοσοενισχυτικής χρήσης του στη θεραπεία 
διαφόρων συμπαγών όγκων (π.χ. μαστού, πνεύμονα, 
εντέρου και ωοθηκών) 19.

Εικόνα 1. Μονοπάτια σηματοδότησης των υποδοχέων τύπου 
Toll. Η σύνδεση των TLRs με τον κατάλληλο αγωνιστή τους ενερ-
γοποιεί την προσέλκυση των ενδοκυτταρικών προσαρμογέ-
ων (MyD88, TIRAP, TRIF, ΤRΑΜ), τη φωσφορυλίωση των IRAK4, 
TRAF6 και ΜΑΡΚ, την ενεργοποίηση του NF-κB και την έκφρα-
ση γονιδίων που σχετίζονται με τη φλεγμονή, οδηγώντας στην 
παραγωγή και την εξωκυτταρική έκκριση προφλεγμονωδών 
κυτταροκινών, ιντερφερονών τύπου Ι και χημειοκινών. ?: άγνω-
στος συνδέτης/ες, LPS: λιποπολυσακχαρίτης, TLR: υποδοχέ-
ας τύπου Τoll (Προσαρμοσμένο από Baxevanis et al., 2013 12)
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Εικόνα 2. Ο ρόλος της προθυμοσίνης α στην ενίσχυση διαφό-
ρων βιολογικών φαινομένων. Στα φυσιολογικά κύτταρα, η πυ-
ρηνική προθυμοσίνη α (προΤα) ρυθμίζει την έκφραση γονιδί-
ων και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Κατά την κυτταρική 
νέκρωση ή απόπτωση, η ακέραια προΤα ή το ανοσοδραστι-
κό της δεκαπεπτίδιο προTα(100-109), αντίστοιχα, απελευ-
θερώνονται εξωκυτταρικά. Τόσο η προΤα όσο και το προ-
Τα(100-109) σηματοδοτούν μέσω του υποδοχέα τύπου Toll-4 
(TLR-4) και, καταρροϊκά αυτού, ενεργοποιούν κύτταρα της 
φυσικής ανοσίας (π.χ. μακροφάγα, ουδετερόφιλα, μονοκύτ-
ταρα και δενδριτικά κύτταρα). Τα μακροφάγα και τα ουδετε-
ρόφιλα αυξάνουν τη φαγοκυτταρική τους ικανότητα και πα-
ράγουν ΤΝF-α και ενεργές ρίζες οξυγόνου (•Ο2-), αντίστοιχα. 
Παρουσία αντιγόνου, τα μονοκύτταρα και τα δενδριτικά κύτ-
ταρα εκφράζουν υψηλά επίπεδα μορίων MHC τάξης II (MHC-
II), αυξάνουν την αντιγονοπαρουσιαστική τους ικανότητα και 
παράγουν IL-1β και ΙL-12, αντίστοιχα. Η ενίσχυση της σύνα-
ψης μονοκυττάρων και δενδριτικών κυττάρων με τα βοηθητι-
κά (CD4+) Τ κύτταρα, μέσω του υποδοχέα των Τ λεμφοκυττά-
ρων (TCR), οδηγεί στον πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων, τα 
οποία παράγουν κυτταροκίνες τύπου TH1 (π.χ. IL-2 και IFN-γ), 
δημιουργώντας ένα ευνοϊκό περιβάλλον που ενισχύει τις ει-
δικές για το αντιγόνο, αλλά και τις μη ειδικές δραστικές κυτ-
ταρικές λειτουργίες (π.χ. κυτταροτοξικότητα). Τα ενεργοποι-
ημένα εκτελεστικά κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (CD8+) 
και τα ΝΚ κύτταρα (CD56+) παράγουν λυτικά μόρια (περφο-
ρίνη), εκφράζουν μόρια προσκόλλησης (CD2) και εκκρίνουν 
ΤΝF-α και IFN-γ (Προσαρμοσμένο από Ioannou et al., 2012 40)

4.2. Ο TLR-4 αγωνιστής, το μονοφωσφορυλο-λιπίδιο Α 
(MPL) 

η διαπίστωση της σχέσης των tlrs με συγκεκριμένα 
βακτηριακά προϊόντα οδήγησε στην παραγωγή καθα-
ρών συνδετών των tlrs για χρήση, ως ανοσοενισχυ-
τικά, σε κλινικές δοκιμές 5. Έτσι, ταυτοποιήθηκε ένα 
από τα τρία συστατικά του lPS, το βιολογικά δραστικό 
μόριο γνωστό ως λιπίδιο α, το οποίο, όπως και ο lPS, 
ενεργοποιεί τον tlr-4. Το παράγωγό του 3-ο-διακυ-
λο-4’-μονοφωσφορυλο-λιπίδιο α (mPlA ή μPl) διατη-
ρεί τις κύριες ανοσοδιεγερτικές ιδιότητες του lPS, αλλά 
είναι πολύ λιγότερο τοξικό, όπως δείχθηκε σε κλινικές 
μελέτες στο άνθρωπο 20. 

μείγματα του mPl με άλλους ανοσοδραστικούς πα-
ράγοντες, που ονομάζονται ανοσοενισχυτικά συστή-
ματα (adjuvant systems, AS), έδειξαν εξίσου αξιόλο-
γα αποτελέσματα. Για παράδειγμα, το AS02B, το οποίο 
περιέχει mPl και qS21, μία σαπονίνη που εκχυλίζεται 
από το δέντρο της νότιας Aμερικής Quillaja Saponaria 
Molina, χρησιμοποιήθηκε, μαζί με το καρκινικό αντιγό-
νο μAGe-A3 για τον εμβολιασμό ασθενών με μη μικρο-
κυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (nSclc). Τα αποτελέ-
σματα έδειξαν ότι το AS02B προκάλεσε την ανάπτυξη 
mAGe-A3-ειδικών ανοσοαποκρίσεων και οι χειρουργη-
μένοι ασθενείς με nSclc σταδίων IB-IIIA έδειξαν σημα-
ντική ελεύθερης νόσου παράταση της επιβίωσής τους 
21. σήμερα, είναι σε εξέλιξη κλινική μελέτη για την ασφά-
λεια, την ανοσογονικότητα και την κλινική δραστικότητα 
του AS02B σε ασθενείς με ανεγχείρητο μεταστατικό δερ-
ματικό μελάνωμα σε προϊούσα φάση 19, nct00086866. 

η κλινική δοκιμή φάσης ι με το σύνθετο παρασκεύ-
ασμα AS15, ένα μείγμα mPl, qS21, cpG και λιποσωμά-
των, έδειξε ότι ήταν πιο ανοσογονικό από το AS02B. σε 
αυτήν, ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο του μαστού 
που υπερέκφραζε την ογκοπρωτεΐνη her-2, ανοσο-
ποιήθηκαν με ανασυνδυασμένη her-2. Το εμβόλιο, σε 
συνδυασμό με τον αναστολέα lapatinib, οδήγησε σε 
μακρόχρονη παράταση της επιβίωσής τους 22. σε τυ-
χαιοποιημένη μελέτη φάσης ιι, η ανοσοποίηση ασθε-
νών με μεταστατικό μελάνωμα (ανεγχείρητο ή σταδί-
ου ιιι/IV) με mAGe-A3 σε συνδυασμό με AS15 ή AS02B, 
έδειξε ότι ο συνδυασμός mAGe-A3/AS15 προκάλεσε 
την επαγωγή ενισχυμένων ανοσολογικών και κλινικών 
αποκρίσεων, σε σύγκριση με το συνδυασμό mAGe-A3/
AS02B 23. με βάση αυτά τα αποτελέσματα, βρίσκονται 
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σε εξέλιξη μεγαλύτερες διπλά-τυφλές κλινικές δοκιμές 
φάσης ιιι που μελετούν το συνδυασμό mAGe-A3/AS15 
σε χειρουργηθέντες ασθενείς με nSclc σταδίου IB–
IIIA (AJcc tnm V6; mAGrIt) 19, nct00480025 ή σε ασθενείς 
με προχωρημένο μελάνωμα (σταδίου IIIB–c-tx) (AJcc/
VIcc 2010; DermA) 19, nct00796445. 

Το AS04 περιέχει mPl και υπεροξείδιο του αλουμινί-
ου και έχει αναφερθεί να ενισχύει τη χυμική ανοσία και 
την παραγωγή Β κυττάρων μνήμης, καθώς και την ενερ-
γοποίηση των APcs και την ταχεία τοπική παραγωγή 
κυτταροκινών, τόσο σε ζώα όσο και σε ανθρώπους που 
έχουν εμβολιαστεί με προσομοιάζοντα με τον hPV16/18 
σωματίδια (virus-like particles) 24. Λόγω της εξαιρετικής 
ασφάλειας και της αποτελεσματικότητάς του, το AS04 
είναι το πρώτο ανοσοενισχυτικό εμβολίων που περιέ-
χει tlr αγωνιστή που εγκρίθηκε στις ηπα και την έέ 
(το 2007) για χρήση σε δύο κυκλοφορούντα στο εμπό-
ριο εμβόλια για τον hBV (Fendrix™, GlaxoSmithKline) και 
τον hPV (cervarix™, GlaxoSmithKline). 

Τέλος, στο DetoX™ (ribi Immunochemresearch, Inc, 
μΤ, uSA), το mPl συνδυάζεται με το εκχύλισμα του τοι-
χώματος του Mycobacterium phlei. κλινικές δοκιμές φά-
σης ι που θα αξιολογήσουν την ασφάλεια της χορήγη-
σης DnA εμβολίων/DetoX σε ασθενείς με hPV16+ 
υψηλού βαθμού δυσπλασία του τραχήλου της μήτρας 
και καρκίνο της κεφαλής και του τραχήλου, είναι στο 
στάδιο επιλογής των ασθενών 19, nct00788164 και nct00988559. 

4.3. Οι TLR-9 αγωνιστές, τα CpG 
ολιγοδεοξυνουκλεοτίδια 

Τα ολιγοδεοξυνουκλεοτίδια δεοξυκυτοσίνης-δε-
ο ξυγου ανίνης  (deox yc yt idyl - deox yguanosin 
oligodeoxynucleotides, cpG oDns) είναι μικρές συνθε-
τικές DnA αλληλουχίες που περιέχουν μη μεθυλιωμένα 
cpG μοτίβα. αν και χωρίζονται σε τρεις κύριες κατηγο-
ρίες (α, Β και c ανάλογα με τον τύπο των ανοσοκυττά-
ρων που διεγείρουν και το ποσό της IFn-α που παράγε-
ται 25), όλα ενεργοποιούν τον tlr-9, με αποτέλεσμα την 
ωρίμανση των Dcs. 

Το cpG-7909 αναμεμειγμένο με ένα πεπτιδικό ανά-
λογο από το καρκινικό αντιγόνο melan-A δοκιμάστηκε 
σε ασθενείς με μελάνωμα, όπου ενίσχυσε σημαντικά τις 
αντιγονοειδικές αποκρίσεις των cD8+ Τ κυττάρων, ενώ 
σε πρόσφατη κλινική δοκιμή φάσης ι σε 14 ασθενείς με 
διάφορους καρκίνους, ο εμβολιασμός με cpG-7909 και 

το πεπτίδιο p157-165 της νυ-έSο-1, όχι μόνο οδήγη-
σε στην επαγωγή cD8+ Τ κυτταρικών αποκρίσεων σε 
9 από αυτούς, αλλά σε 6 από τους 9 ασθενείς η επιβίω-
ση παρατάθηκε κατά περίπου 39 μήνες 26.

Ένα διαφορετικό cpG oDn, το cpG PF-3512676, όταν 
χορηγήθηκε ενδο-ογκικά σε 15 ασθενείς με χαμηλής κα-
κοήθειας Β κυτταρικό λέμφωμα, οδήγησε ακόμη και σε 
υποστροφή μεγάλων και διάχυτων εστιών [27]. πιο πρό-
σφατα, δοκιμή φάσης ι σε ασθενείς με όγκους Wilms 1 
(Wt1) αξιολόγησε την ασφάλεια και την αποτελεσματι-
κότητα της συνδυαστικής χρήσης Gm-cSF ή cpG με ένα 
Wt1 πεπτίδιο. η χορήγηση cpG/Wt1 βελτίωσε τις κλι-
νικές αποκρίσεις στο 60% των ασθενών, έναντι του 25% 
των ασθενών που έλαβαν θεραπεία με Gm-cSF/Wt1 28. 

σήμερα, βρίσκονται σε εξέλιξη μία ανοικτή κλινική 
μελέτη φάσης ιι, η οποία δοκιμάζει την υποδόρια χο-
ρήγηση cpG σε συνδυασμό με trastuzumab σε ασθε-
νείς με μεταστατικό καρκίνο του μαστού, καθώς και μία 
τυχαιοποιημένη κλινική δοκιμή σε ασθενείς με καρκί-
νο του μαστού σταδίου ιι ή ιιι, που συνδυάζει το cpG 
με πεπτιδικά εμβόλια από τις muc1 και her-2/neu 19, 

nct00824733 και nct00640861.

4.4. Ο TLR-3 αγωνιστής, το poly-I:C 

Το poly-I:c προσδένεται στον tlr-3 και ωριμάζει τα Dcs 
επάγοντας τις ανάλογες φαινοτυπικές (έκφραση των 
μορίων mhc τάξης ι/ιι, cD83, ccr7, cD86 και cD40) 
και λειτουργικές (παραγωγή κυτταροκινών τύπου th1) 
αλλαγές. αν και μέχρι στιγμής δεν έχει χορηγηθεί στον 
άνθρωπο, τα έως τώρα αποτελέσματα των in vitro προ-
κλινικών μελετών με poly-ι:c είναι ελπιδοφόρα 29. σή-
μερα, κλινικές μελέτες σε καρκινοπαθείς είναι σε εξέ-
λιξη (προστάτης, μαστός και μελάνωμα) 19, nct00694551, 

nct00374049, nct01008527, nct01079741, nct00986609 και nct01437605 ή στο 
στάδιο συλλογής των ασθενών (nSclc) 19, nct01720836. 
έπιπλέον, βρίσκονται σε εξέλιξη κλινικές δοκιμές φά-
σης ι/ιι σε καρκίνο μαστού και εντέρου με το μη τοξικό 
ανοσοενισχυτικό poly-I:c12u, ένα ανάλογο του poly-
I:c (Ampligen®, hemispherx Biopharma, Inc., PA, uSA) 
19, nct01355393 και nct01545141. 

4.5. Ο TLR-7 αγωνιστής, το imiquimod 

Το imiquimod είναι συνθετική ιμιδαζοκινολίνη που 
στοχεύει τον tlr-7. Έχει δειχθεί να ενισχύει τη δερμα-
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τική ανοσοαπόκριση επάγοντας την παραγωγή κυττα-
ροκινών από τα μονοκύτταρα, συμπεριλαμβανομένων 
των ιFn-α, tnF-α, Il-1α, Il-6 και Il-8. Τα πρώτα αποτε-
λέσματα σε ποντίκια με μελάνωμα έδειξαν ότι η τοπι-
κή χρήση του imiquimod οδήγησε στην υποστροφή ή 
ακόμη και εξάλειψη των όγκων, στρατολογώντας στην 
περιοχή pDcs και προάγοντας την απελευθέρωση αυ-
ξημένων ποσοτήτων ιFν-α 30. Το 2004, το imiquimod 
εγκρίθηκε από τον FDA για τη θεραπεία της ακτινικής 
κεράτωσης και του επιφανειακού βασικοκυτταρικού 
επιθηλιώματος/καρκινώματος στον άνθρωπο, ενώ πα-
ράλληλα έχει δοκιμαστεί ευρέως ως συστατικό εμβο-
λίων. οι Adams και συνεργάτες 31 ανέφεραν ότι η τοπι-
κή χορήγηση imiquimod σε συνδυασμό με νυ-έSο-1 
σε ασθενείς με μελάνωμα, προκάλεσε στους περισσό-
τερους από αυτούς, τόσο χυμικές όσο και κυτταρομε-
σολαβητικές αποκρίσεις. στη δοκιμή φάσης ι/ιι των 
Feyerabend και συνεργατών 32 σε ασθενείς με ορμο-
νο-ευαίσθητο καρκίνο του προστάτη, ένα πολυδύναμο 
εμβόλιο από πολλαπλούς επιτόπους σε συνδυασμό με 
imiquimod σταθεροποίησε ή επιβράδυνε το χρόνο δι-
πλασιασμού του ειδικού προστατικού αντιγόνου (PSA) 
σε 3 από τις 19 περιπτώσεις. αρκετές κλινικές δοκιμές 
με τη χρήση του imiquimod σε ασθενείς με μελάνωμα, 
χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία, όγκους του εγκεφά-
λου και του κεντρικού νευρικού συστήματος, καρκίνο 
του τραχήλου της μήτρας, γλοίωμα, και νευροβλάστω-
μα είναι σε εξέλιξη [π.χ. 19, nct00899574]. 

5. h χρήση των tLr αγωνιστών σε αντικαρκινικά 
εμβόλια που βασίζονται σε dCs

έκτός από τα καρκινικά αντιγόνα/πεπτίδια, στο θερα-
πευτικό αντικαρκινικό εμβολιασμό έχουν επίσης χρη-
σιμοποιηθεί ως οχήματα τα Dcs. Για τη βέλτιστη ενερ-
γοποίησή τους έχουν και εδώ δοκιμαστεί οι αγωνιστές 
των tlrs. μερικά θετικά παραδείγματα περιλαμβάνουν 
τη μελέτη των trakateli και συνεργατών 33, όπου ο εμβο-
λιασμός ασθενών με μελάνωμα με αυτόλογα Dcs ενερ-
γοποιημένα με poly-ι:c και φορτωμένα με ένα καρκινι-
κό αντιγόνο, ενίσχυσε σημαντικά τις cD8+ Τ κυτταρικές 
αποκρίσεις σε 3 από τους 8 ασθενείς. οι czerniecki και 
συνεργάτες 34 εμβολίασαν 11 her-2/neu+ ασθενείς με 
in situ πορογενές καρκίνωμα του μαστού με Dcs ενερ-
γοποιημένα με lPS και φορτωμένα με πεπτίδια της 
her-2/neu. σε 7 από τους 11 καταγράφηκε μείωση του 

μεγέθους του όγκου, συνοδευόμενη από την παρα-
γωγή her-2/neu-ειδικών ανοσοαποκρίσεων. Τέλος, οι 
Wilgenhof και συνεργάτες 35, χορήγησαν σε 17 ασθε-
νείς με προχωρημένο μελάνωμα αυτόλογα Dcs που εί-
χαν ηλεκτροδιατρηθεί με mrnA που κωδικοποιούσε 
για τα μόρια cD40l, tlr-4, cD70 και ένα μελανωματι-
κό αντιγόνο. ́ ηταν αξιοσημείωτο ότι εκτός από την αυ-
ξημένη ανοσογονικότητα και ασφάλεια του εμβολίου, 
ένας ασθενής ανταποκρίθηκε μερικώς και σε 5 ασθε-
νείς η νόσος σταθεροποιήθηκε. σήμερα, βρίσκεται στο 
στάδιο συλλογής των ασθενών κλινική δοκιμή φάσης 
ιι σε ασθενείς με κακόηθες γλοίωμα, για την αξιολόγη-
ση της αποτελεσματικότητας αυτόλογων Dcs φορτω-
μένων με κυτταρικά εκχυλίσματα των όγκων τους, πα-
ρουσία των tlr αγωνιστών imiquimod και poly-I: c 19, 

nct01204684. 

6. νέοι αγωνιστές των tLr σε στάδιο ανάπτυξης  
και κλινικού ελέγχου

σύμφωνα με τα παραπάνω, η σύνδεση των tlrs με 
PAmPs ή mAmPs επάγει την παραγωγή ογκοδραστι-
κών ανοσοαποκρίσεων in vivo, οι οποίες αναμένεται να 
έχουν και θεραπευτικό όφελος για τους ασθενείς. δυ-
στυχώς, κλινική βελτίωση εμφανίζεται σποραδικά και 
σε περιορισμένο αριθμό καρκινοπαθών που εμβολιάζο-
νται με τους διαθέσιμους αγωνιστές των tlrs. Για τη βελ-
τίωση του ανοσοενισχυτικού αποτελέσματος, πρόσφα-
τα απομονώθηκαν, σχεδιάστηκαν και τροποποιήθηκαν 
παράγωγα των γνωστών tlr αγωνιστών. πάνω από 20 
νέες ουσίες δοκιμάζονται σε προκλινικές μελέτες σε ζώα 
ή/και σε κλινικές δοκιμές με μικρούς αριθμούς ογκολο-
γικών ασθενών. αυτές περιλαμβάνουν νέα μικροβιακά 
σκευάσματα (π.χ. το SmP-105 από το κυτταρικό τοίχω-
μα του Mycobacterium Bovis, το oK-432/picibanil από 
τον Streptococcus pyogenes, τα cadi-05, Imm-101 και 
Srl172 από διαφορετικά στελέχη Mycobacterium) ή πε-
πτίδια (π.χ. cBlB502 από τη Salmonella enterica), τροπο-
ποιημένα λιπίδια (π.χ. om-174 από την Escherichia coli), 
παράγωγα ιμιδαζοκινολίνης (resiquimod r-848, 852A), 
συνθετικά παράγωγα του poly-I:c (Ampligen, hiltonol) 
ή μιμητές των dsrnA (IPh-3102, poly-A:u), μη μεθυλιω-
μένα cpGs (cpG-28, cpG-685, cpG-7909/agatolimod) 
ή μιμητές αυτών (Imo-2055, mGn-1703, mGn-1706) 36. 

Τα DAmPS είναι μία πολλά υποσχόμενη οικογένεια 
ποικίλων μορίων που επίσης ενεργοποιούν τους tlrs 
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και επειδή «θέτουν σε συναγερμό» (alarm) το ανοσο-
ποιητικό σύστημα, χαρακτηρίζονται ως «αλαρμίνες» 
(alarmins). οι πρωτεΐνες θερμικού shock (hSPs) 60 και 
70 ήταν οι πρώτες αλαρμίνες, οι οποίες, μετά την απε-
λευθέρωσή τους από κύτταρα που πεθαίνουν και την 
πρόσδεσή τους στους tlr-2 και -4, επάγουν την εμφά-
νιση στείρας φλεγμονής 37. μέχρι σήμερα, έχουν ταυ-
τοποιηθεί αρκετά DAmPs, μεταξύ των οποίων η επιφα-
νειοδραστική πρωτεΐνη α και το ουρικό οξύ που είναι 
αγωνιστές των tlr-2 και -4, η θειική ηπαρίνη, το υαλου-
ρονικό οξύ, η φιμπρονεκτίνη, το ινωδογόνο και η πρω-
τεΐνη Β1 της ομάδας των πρωτεϊνών υψηλής κινητικό-
τητας (hmGB1), που πιθανόν συνδέονται στον tlr-4. 
έιδικότερα η hmGB1 είναι πυρηνική πρωτεΐνη που δε-
σμεύεται στο DnA και φυσιολογικά επηρεάζει τη μετα-
γραφή και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. σε καρ-
κινοπαθείς υπό χημειοθεραπεία η οποία που προκαλεί 
«ανοσογονικό κυτταρικό θάνατο» (immunogenic cell 
death) στα καρκινικά κύτταρα (π.χ. με ανθρακυκλίνες), 
η hmGB1 απελευθερώνεται εξωκυτταρικά και «αδειο-
δοτεί» τα Dcs ώστε να επεξεργαστούν και να παρουσι-
άσουν τα καρκινικά αντιγόνα στα Τ κύτταρα, οδηγώντας 
στη διέγερση των Τ κυττάρων και στην επαγωγή ενι-
σχυμένων αντικαρκινικών ανοσοαποκρίσεων 38. παρά 
το γεγονός ότι τα DAmPs παρουσιάζουν κοινούς ανο-
σορυθμιστικούς μηχανισμούς δράσης με τα PAmPs/
mAmPs (δηλαδή διεγείρουν κύτταρα της φυσικής ανο-
σίας μέσω των tlrs), κανένα DAmP δεν έχει ακόμη αξι-
ολογηθεί και αξιοποιηθεί ως ανοσοενισχυτικό σε κλινι-
κές δοκιμές ανοσοθεραπείας του καρκίνου.

7. Η προθυμοσίνη α: ένα damP που σηματοδοτεί 
μέσω του tLr-4

η προθυμοσίνη α (προΤα) είναι ένα μικρό και ιδιαίτε-
ρα όξινο πολυπεπτίδιο, το οποίο στον άνθρωπο απο-
τελείται από 109 αμινοξικά κατάλοιπα. απομονώθηκε 
για πρώτη φορά το 1984 από θύμο αδένα αρουραίου 
39. παρουσιάζει υψηλή συντηρητικότητα ως προς την 
πρωτοταγή της δομή στα θηλαστικά και γενικότερα 
ανευρίσκεται σε όλα τα λεμφικά, αλλά και σε μη λεμφι-
κά όργανα. σύμφωνα με τα μέχρι τώρα δεδομένα, δύο 
διακριτοί ρόλοι έχουν αποδοθεί στην προΤα ανάλο-
γα με το πού εντοπίζεται: ενδοκυτταρικά, ρυθμίζει τον 
κυτταρικό κύκλο και προάγει τον κυτταρικό πολλαπλα-
σιασμό, ενώ εξωκυτταρικά, δρα ανοσορυθμιστικά 40. 

η πλειοτροπική δράση της προΤα στα ανοσοκύτταρα 
είχε δειχθεί νωρίς μετά την απομόνωσή της, και το μό-
ριο εντάχθηκε στην ευρεία οικογένεια των βιολογικών 
ανοσοτροποποιητών 40. σε περαιτέρω σειρά μελετών 
σε ανοσοεπαρκή ποντίκια ενοφθαλμισμένα με λευχαι-
μικά κύτταρα, η ομάδα μας έδειξε ότι η χορήγηση προ-
Τα στα ζώα ανέστειλε την ανάπτυξη ασκίτη και παρέτει-
νε την επιβίωσή τους 41. οι μηχανισμοί που συνέβαλλαν 
σε αυτό το αποτέλεσμα περιελάμβαναν: 

  την αυξημένη έκκριση tnF-α από τα κύτταρα του 
περιτοναϊκού εξιδρώματος και την επακόλουθη ενίσχυ-
ση της κυτταροτοξικότητάς τους,

  την αυξημένη έκκριση Il-2, με αποτέλεσμα την έκ-
πτυξη και ενεργοποίηση των νκ και των Τ κυττάρων, και

  την in vivo παραγωγή mhc-περιορισμένων, ειδικών 
για τα λευχαιμικά κύτταρα βοηθητικών cD4+ και κυτ-
ταροτοξικών cD8+ Τ κυττάρων, αλλά και μη mhc-πε-
ριορισμένων νκ και ενεργοποιημένων από λεμφοκίνες 
φονικών (lAK) κυττάρων 41.

παράλληλα, η ομάδα μας μελέτησε την ικανότητα 
της προΤα να αποκαθιστά τις ανοσοανεπάρκειες των 
λεμφοκυττάρων που συνήθως εμφανίζονται σε ασθε-
νείς με καρκίνο, ως αποτέλεσμα της νόσου. πράγματι, 
η προΤα ενίσχυσε την κυτταρολυτική ικανότητα και τη 
δραστικότητα των νκ κυττάρων του περιφερικού αί-
ματος ασθενών με κακοήθειες προχωρημένου σταδί-
ου 42. έιδικότερα σε ασθενείς με μελάνωμα και καρκίνο 
του παχέος εντέρου, η προΤα ενίσχυσε την παραγω-
γή προφλεγμονωδών κυτταροκινών (Il-1β και tnF-α), 
μείωσε την έκκριση του αυξητικού παράγοντα μετα-
σχηματισμού-β και της προσταγλανδίνης έ2 και, κατά 
συνέπεια, αποκατέστησε τη λειτουργικότητα των μο-
νοκυττάρων του περιφερικού αίματος, καθώς και την 
lAK κυτταροτοξικότητα 43.

η προΤα, παρότι είναι η ίδια δραστική, έχει δοκιμα-
στεί σε συνδυασμό και με άλλα ανοσοενισχυτικά μόρια. 
η ομάδα μας αλλά και άλλοι ερευνητές, συνδύασαν την 
προΤα με μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι του μορίου cD3 
44 ή με χαμηλή δόση Il-2 45 και έδειξαν ότι οι συνδυασμοί 
αυτοί οδήγησαν σε πολλαπλασιασμό των cD4+ Τ κυττά-
ρων και στην παραγωγή αυτόλογων mhc τάξης ι-περιο-
ριζόμενων ογκοειδικών ctls. στη μελέτη των Voutsas και 
συνεργατών 46 διευκρινίστηκε ότι η ευεργετική επίδρα-
ση της προΤα στα ctls ήταν αποτέλεσμα της ταυτόχρο-
νης παρουσίας στις καλλιέργειες αυτόλογων βοηθητικών 
cD4+ Τ κυττάρων και μονοκυττάρων, υποδηλώνοντας 
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ότι η επαγόμενη από την προΤα ανοσοδιέγερση απαιτεί 
τη συνεργιστική αλληλεπίδραση μεταξύ cD4+, cD8+ Τ 
κυττάρων και APcs. Για να εξηγήσουμε τον ακριβή τρόπο 
δράσης της προΤα, χρησιμοποιήσαμε πρωτεομική ανά-
λυση και καταγράψαμε την αλληλουχία των ενδοκυττα-
ρικών αλλαγών που επάγονται στα μονοπύρηνα του πε-
ριφερικού αίματος μετά από διέγερσή τους με προΤα για 
3 ημέρες 47. Το μοντέλο που προτείναμε ήταν ότι αρχικά η 
προΤα προκαλεί την ενεργοποίηση των μονοκυττάρων 
μέσω πρόσδεσής της σε tlrs και σηματοδότησης καταρ-
ροϊκά αυτών. Τα ενεργοποιημένα μονοκύτταρα υπερεκ-
φράζουν μόρια mhc τάξης II στην επιφάνειά τους, και 
έτσι ενισχύεται η αντιγονοπαρουσιαστική τους ικανότη-
τα και η σύναψή τους με τα Τ λεμφοκύτταρα. παράλληλα, 
τα ενεργοποιημένα μονοκύτταρα παράγουν προφλεγμο-
νώδεις κυτταροκίνες (Il-1), ενώ τα ενεργοποιημένα Τ λεμ-
φοκύτταρα παράγουν Il-2 και πολλαπλασιάζονται, εκ-
φράζουν υψηλά επίπεδα μορίων προσκόλλησης (cD2) 
και ενδοκυτταρικών κυτταρολυτικών μορίων (περφο-
ρίνη), και γίνονται πιο κυτταροτοξικά. αυτό το σενάριο 
δράσης της προΤα επιβεβαιώθηκε αργότερα από τους 
mosoian και συνεργάτες 48, οι οποίοι έδειξαν ότι η προΤα 
σηματοδοτεί μέσω του tlr-4, επάγοντας την παραγω-
γή IFns τύπου I από τα μακροφάγα. πιο πρόσφατες με-
λέτες από την ομάδα μας έδειξαν ότι, εκτός των Dcs, και 
άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος που εκ-
φράζουν tlr-4 διεγείρονται παρουσία προΤα. έιδικότε-
ρα στα ουδετερόφιλα, η προΤα αύξησε τη φαγοκυτταρι-
κή ικανότητα, την παραγωγή και απελευθέρωση ενεργών 
ριζών οξυγόνου, και ενίσχυσε την αντικαρκινική κυττα-
ροτοξικότητά τους 49. Dcs προερχόμενα από μονοκύττα-
ρα που είχαν ωριμάσει με προΤα ήταν φαινοτυπικά50 και 
λειτουργικά 51 ανοσοϊκανά, παρήγαγαν κυτταροκίνες τύ-
που th1, και, παρουσία καρκινικών αντιγόνων, προκάλε-
σαν την in vitro παραγωγή και έκπτυξη αντιγονοδραστι-
κών και ειδικών για τον όγκο cD4+ και cD8+ Τ κυττάρων.

Για να αποκαλύψουμε το ανοσολογικά δραστικό τμή-
μα της προΤα, κατεργαστήκαμε το μόριο με θρυψίνη 
και ελέγξαμε τη δραστικότητα κάθε θραύσματος ξεχω-
ριστά. Έτσι, προσδιορίσαμε το καρβοξυτελικό δεκαπε-
πτίδιο προΤα (100-109), ως το πεπτιδικό τμήμα που πα-
ρουσιάζει την ίδια ανοσοτροποποιητική δράση με το 
ακέραιο πολυπεπτίδιο 50. δείξαμε ότι το προΤα (100-
109) αποκαθιστά τις λειτουργίες των λεμφοκυττάρων 
και των ουδετερόφιλων ασθενών με καρκίνο, επάγει 
την ωρίμανση των Dcs και ενεργοποιεί τα Τ κύτταρα 

έναντι καρκινικών αντιγόνων 49-51. σε πρόσφατη δημο-
σίευση της ομάδας μας, για πρώτη φορά δείξαμε ότι 
λεμφοκύτταρα από ασκιτικό υγρό ασθενών με καρκί-
νο των ωοθηκών, όταν ενεργοποιηθούν ex vivo με προ-
Τα (100-109) και στη συνέχεια χορηγηθούν in vivo σε 
ανοσοανεπαρκή (ScID) ποντίκια που φέρουν ανθρώ-
πινους όγκους ωοθηκών, εκδηλώνουν ενισχυμένη κυτ-
ταροτοξικότητα και καθυστερούν την ανάπτυξη των 
όγκων στα πειραματόζωα 52. μέχρι σήμερα, είναι γνω-
στός ένας τουλάχιστον τρόπος παραγωγής του προΤα 
(100-109) in vivo, μέσω θραυσματοποίησης της προΤα 
από τις ενεργοποιημένες κασπάσες κατά την κυτταρική 
απόπτωση 53. πιθανολογούμε ότι το προΤα (100-109) 
εξωκυτταρώνεται από τα αποπτωτικά κύτταρα με έναν 
άγνωστο προς το παρόν μηχανισμό, και δρώντας ως 
αλαρμίνη (DAmP), επάγει ανοσοδραστικές λειτουργίες.

ο διπλός λειτουργικός ρόλος της προΤα μέσα και έξω 
από το κύτταρο δεν είναι αποκλειστικό χαρακτηριστι-
κό του συγκεκριμένου πολυπεπτιδίου. αντίστοιχοι ρό-
λοι έχουν αποδοθεί και σε άλλες πρωτεΐνες, όπως στην 
hSP90 και στην hmGB1. Φυσιολογικά, τόσο η hSP90 
όσο και η hmGB1 επιτελούν συγκεκριμένες ενδοκυττα-
ρικές λειτουργίες (ως μοριακή συνοδός και ως ρυθμι-
στικό μόριο της μεταγραφής, αντίστοιχα), ενώ εξωκυτ-
ταρικά και οι δύο επιτελούν ανοσορυθμιστικό ρόλο ως 
μεσολαβητές της προφλεγμονώδους αντίδρασης 54. οι 
hSP90 και hmGB1 αλληλεπιδρούν με τον tlr-4 55, ενερ-
γοποιούν τα κύτταρα της φυσικής ανοσίας (π.χ. τα Dcs) 
και επάγουν αποκρίσεις από το ειδικό σκέλος της ανο-
σίας. η προΤα παρουσιάζει πολλά κοινά χαρακτηριστι-
κά και τρόπους δράσης με τις hSPs και hmGB, προσδέ-
νεται στον tlr-4, ενεργοποιεί το εξαρτώμενο από τον 
trIF σηματοδοτικό μονοπάτι, οδηγώντας σε παραγω-
γή IFns τύπου ι και δημιουργεί το κατάλληλο μικροπε-
ριβάλλον από κυτταροκίνες για τη ενίσχυση των λει-
τουργιών των δραστικών ανοσοκυττάρων (έικόνα 2) 48, 

51. με βάση συνεπώς όλα τα παραπάνω στοιχεία, η αρ-
χική μας υπόθεση ότι η προΤα και το προΤα (100-109) 
λειτουργούν ως DAmPs/αλαρμίνες υποστηρίζεται πλέ-
ον και με πειραματικά δεδομένα.

8. ςυμπεράσματα

Το πλεονέκτημα της χρήσης των tlr αγωνιστών ως ανο-
σοενισχυτικά στον αντικαρκινικό εμβολιασμό έχει τεκ-
μηριωθεί τόσο σε προκλινικά in vivo πειράματα σε ζώα, 
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όσο και σε κλινικές μελέτες. οι tlr αγωνιστές είναι ανο-
σοδιεγερτικά μόρια και στα πλαίσια του θεραπευτικού 
αντικαρκινικού εμβολιασμού που βασίζεται στη χορή-
γηση πεπτιδίων, η ικανότητά τους να ωριμάζουν τα Dcs, 
να προωθούν αποκρίσεις τύπου th1 και να αυξάνουν 
τη δράση των κυτταροτοξικών κυττάρων αξίζει να με-
λετηθεί εκτενέστερα. Τρεις tlr αγωνιστές (BcG, mPl 
και imiquimod) χρησιμοποιούνται ήδη στην κλινική, 
ως ανοσοενισχυτικά σε αντικαρκινικά πεπτιδικά εμβό-
λια, στοχεύοντας να μιμηθούν μία μικροβιακή μόλυνση 
και να «αφυπνίσουν» τους αντικαρκινικούς ανοσολογι-
κούς μηχανισμούς. ώστόσο, ο βέλτιστος τρόπος ενορ-
χήστρωσης του αντικαρκινικού μηχανισμού in vivo δεν 
έχει ακόμα επιτευχθεί.

σε αυτά τα πλαίσια, η χρησιμοποίηση των DAmPs 
αντί των PAmPs για την ενεργοποίηση του ανοσοποι-
ητικού συστήματος μπορεί να αποδειχθεί πιο ευεργε-
τική. Τα DAmPs είναι εξ’ ορισμού εαυτά συστατικά του 
οργανισμού, τα οποία κάτω από συγκεκριμένες συν-
θήκες που σχετίζονται με τον κυτταρικό θάνατο, εντο-
πίζονται σε διαφορετική θέση (δηλαδή εξωκυτταρικά) 
από αυτή στην οποία λειτουργούν φυσιολογικά (δη-
λαδή ενδοκυτταρικά). στην περίπτωση του καρκίνου, 
παραδοσιακές θεραπείες όπως η ραδιοθεραπεία και 
η χημειοθεραπεία με συγκεκριμένα φάρμακα (π.χ. αν-
θρακυκλίνες ή αλκυλιωτικούς παράγοντες) οδηγούν σε 
«ανοσογονικό κυτταρικό θάνατο» και επάγουν την χω-
ροχρονική απελευθέρωση τόσο καρκινικών αντιγόνων 
όσο και DAmPs. Τα DAmPs ενεργοποιούν τα Dcs ώστε 
να επεξεργαστούν τα καρκινικά αντιγόνα, και στη συ-
νέχεια να τα παρουσιάσουν στα Τ λεμφοκύτταρα. αυτή 
η εναρμονισμένη και ελεγχόμενη διαδικασία μέσα στο 
μικροπεριβάλλον του όγκου, μας παρέχει έναν εναλλα-
κτικό τρόπο βελτίωσης των στρατηγικών αντικαρκινι-
κού εμβολιασμού, όπου τα DAmPs μπορούν να υποκα-
ταστήσουν τα PAmPs. έκτός από τις hSPs και hmGB1, 
η προΤα και το ανοσοδραστικό της δεκαπεπτίδιο προ-
Τα (100-109) δρουν ως tlr αγωνιστές, έχουν δειχθεί να 
ενεργοποιούν το ανοσοποιητικό σύστημα εναντίον του 
καρκίνου και είναι υποσχόμενα μόρια για μελλοντική 
χρήση τους ως ανοσοενισχυτικά.

9. Προτάσεις και μελλοντικές προοπτικές 

η χρησιμοποίηση των tlr αγωνιστών ως ανοσοενισχυ-
τικά για την ωρίμανση των Dcs είτε ex vivo είτε in situ, 

είναι μία ελκυστική μέθοδος για την επαγωγή ή/και την 
ενίσχυση των αντικαρκινικών αποκρίσεων μετά από 
εμβολιασμό. Ένα βασικό ερώτημα το οποίο εξακολου-
θεί να προβληματίζει το χώρο της ανοσοθεραπείας του 
καρκίνου είναι η επιλογή του καταλληλότερου tlr αγω-
νιστή που, μαζί με το εμβόλιο, θα προκαλέσει τις πιο 
αποτελεσματικές αντικαρκινικές αποκρίσεις. αρχικά, η 
επιλογή αυτή δε φαίνεται εύκολη, κυρίως γιατί οι δοκι-
μασίες ελέγχου των κυτταρικών ανοσοαποκρίσεων πα-
ράγουν μη επαναλήψιμα αποτελέσματα. η εφαρμογή 
προτυποποιημένων δοκιμασιών μέσω πολυκεντρικών 
μελετών, ίσως βοηθήσει στην ανεύρεση και καθιέρω-
ση ενός σταθερά επαναλήψιμου βιοδείκτη κυτταρικής 
ανοσοαπόκρισης. πιο πρακτικό, ίσως, θα ήταν να ανα-
πτυχθούν δοκιμασίες που θα εξετάζουν κατευθείαν την 
ικανότητα διάφορων tlr αγωνιστών να ενεργοποιούν 
τη φυσική ανοσία, αλλά, δυστυχώς, προς το παρόν, τέ-
τοιες δοκιμασίες ελέγχου της ανοσοενισχυτικότητας 
δεν υπάρχουν. η μόνη σχετική κλινική δοκιμή που σχε-
διάστηκε μέχρι τώρα είναι η GSK1203486A σε ασθε-
νείς με προχωρημένο μελάνωμα. σε αυτήν, συγκρίθηκε 
η ικανότητα του tlr-4 αγωνιστή mPl και του συνδυα-
σμού mPl/cpG να ενισχύουν τις ανοσοαποκρίσεις του 
αντικαρκινικού εμβολίου mAGe-A3, αξιολογώντας πα-
ράλληλα και την κλινική τους αποτελεσματικότητα 23. 
Βάσει αυτών των αποτελεσμάτων, σχεδιάστηκαν και εί-
ναι σε εξέλιξη δύο μεγάλες κλινικές δοκιμές φάσης III, 
οι DermA και mAGrIt, σε ασθενείς με μελάνωμα και 
nSclc, αντίστοιχα 19, nct00796445 και nct00480025.

Ένα δεύτερο πρόβλημα πηγάζει από το γεγονός ότι η 
ανάπτυξη αντικαρκινικών εμβολίων συνήθως είναι δια-
δικασία εμπειρική και η ανοσοεπιτήρηση του όγκου του 
κάθε ασθενούς απαιτεί την επαγωγή διαφορετικού τύ-
που ανοσοαποκρίσεων. έπομένως, είναι αδύνατη η εκ 
των προτέρων εξασφάλιση της αντικαρκινικής αποτε-
λεσματικότητας ενός συγκεκριμένου tlr αγωνιστή από 
τους ήδη διαθέσιμους.

Ένας τρίτος περιοριστικός παράγοντας είναι η ανο-
σοκαταστολή που επάγεται στο μικροπεριβάλλον του 
όγκου και η οποία πρέπει να αναστραφεί, ώστε τα αντι-
καρκινικά εμβόλια σε συνδυασμό με τα ανοσοενισχυ-
τικά, να εκδηλώσουν όλο το φάσμα της δραστικότη-
τάς τους. υπάρχουν δύο τρόποι πιθανής παράκαμψης 
της επαγόμενης από τον όγκο ανοσοκαταστολής. ο 
πρώτος είναι ο σχεδιασμός συνδυαστικών θεραπειών, 
που θα περιλαμβάνουν μετρονομική χορήγηση χημει-
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οθεραπευτικών, ακτινοθεραπεία, ή/και απενεργοποί-
ηση των αναστολέων του ανοσοποιητικού συστήμα-
τος. Τέτοιοι συνδυασμοί στοχεύουν στην ανάπτυξη 
αντικαρκινικής ανοσίας τύπου th1 56 και επομένως, 
θα μπορούσαν να βελτιώσουν ουσιαστικά την κλινική 
αποτελεσματικότητα αντικαρκινικών εμβολίων/tlr 
αγωνιστών. ο δεύτερος τρόπος είναι να εμβολιάζεται 
επιλεγμένος πληθυσμός ασθενών. υπάρχουν μελέτες 
που δείχνουν ότι ασθενείς με ικανοποιητική λειτουρ-
γία του ανοσοποιητικού συστήματος και μειωμένο 
καρκινικό φορτίο έχουν περισσότερες πιθανότητες 
να ωφεληθούν από το θεραπευτικό εμβολιασμό 57, 58. 
Τέλος, η ανάπτυξη θεραπευτικά χρήσιμων tlr αγωνι-
στών θα πρέπει επίσης να στοχεύει στη σύνθεση νέων 
ανοσοδιεγερτικών μορίων, όπως η νέα τάξη των cpG 
oDns, η P-τάξη, που συνδυάζει τις βέλτιστες ιδιότη-
τες των γνωστών τάξεων cpG oDn και η in vivo χρή-
ση της δείχθηκε να ενεργοποιεί την αυξημένη παρα-
γωγή κυτταροκινών 59. 

οι υπάρχουσες κλινικές δοκιμές με tlr αγωνιστές 
(όπως παρουσιάσαμε και σε αυτή την επισκόπηση), αν 
και προς το παρόν δεν έχουν επιδείξει την αναμενό-
μενη αποτελεσματικότητα, υποστηρίζουν ότι τα μό-
ρια αυτά μπορεί να αποτελέσουν ασφαλή και αποτε-
λεσματικά ανοσοενισχυτικά εμβολίων. έπιπλέον, οι 
δοκιμές αυτές μας παρέχουν πρώιμα, αλλά και πολύ-
τιμα, στοιχεία για την ιδανική δοσολογία, τη διάρκεια 
και τον τρόπο χορήγησης διαφόρων tlr αγωνιστών 
συγχρόνως με αντικαρκινικά εμβόλια. ακόμα πιο ολο-
κληρωμένη εικόνα για τους μηχανισμούς δράσης των 
tlr αγωνιστών παρέχεται από πρόσφατες αναφορές 
που περιγράφουν τα σηματοδοτικά μονοπάτια τους, 
τα οποία επηρεάζουν την έκφραση συγκεκριμένων γο-
νιδίων. μία εξίσου σημαντική ερευνητική προσπάθεια 
μελετά τη συνδυασμένη χρήση των tlr αγωνιστών για 
την περαιτέρω ενίσχυση της ανοσογονικότητας των 
εμβολίων. έίναι σημαντικό να τονίσουμε ότι ορισμένοι 
συνδυασμοί tlr αγωνιστών δρουν συνεργιστικά ως 

προς την ικανότητά τους να ωριμάζουν τα Dcs και να 
ενισχύουν τις Τ λεμφοκυτταρικές αποκρίσεις, ενώ άλ-
λοι συνδυασμοί είναι ανοσοκατασταλτικοί. Για παρά-
δειγμα, Dcs που ενεργοποιήθηκαν με poly-I:c προκά-
λεσαν ενισχυμένες προφλεγμονώδεις αποκρίσεις και 
οδήγησαν στην παραγωγή ογκοειδικών cD8+ Τ κυττά-
ρων. η ταυτόχρονη χορήγηση αγωνιστών των tlr-7/-8 
αύξησε περαιτέρω αυτές τις αποκρίσεις, αλλά αντίθε-
τα, η σύγχρονη χορήγηση poly-I:c και lPS κατέστειλε 
την παραγωγή προφλεγμονώδων κυτταροκινών 60, 61. 
έπιπλέον, το imiquimod βρέθηκε να καταστέλλει την 
ανοσοδιεγερτική ικανότητα του Gm-cSF σε προκλινι-
κό μοντέλο καρκίνου σε ποντίκια, ενεργοποιώντας τα 
tregs και τα μυελοειδή κατασταλτικά κύτταρα μέσω 
της παραγωγής Il-10 62.

Τέλος, είναι ιδιαίτερα σημαντική η ανακάλυψη νέων 
tlr αγωνιστών με ισχυρότερη ανοσοδιεγερτική ικα-
νότητα. προς αυτή την κατεύθυνση, η προΤα είναι ένα 
υποψήφιο μόριο για μελλοντική χρήση ως ανοσοενι-
σχυτικό σε κλινικά πρωτόκολλα αντικαρκινικού εμ-
βολιασμού. Όπως έχει ήδη δειχθεί in vitro, αλλά και σε 
ζώα in vivo, η χορήγηση προΤα ενισχύει την αποτελε-
σματικότητα των Dcs να επάγουν την έκπτυξη ογκο-
ειδικών δραστικών κυττάρων, μέσω της δημιουργίας 
ενός κατάλληλου περιβάλλοντος κυτταροκινών. έπι-
πλέον, όπως γνωρίζουμε από τη μέχρι σήμερα εμπει-
ρία μας, η χορήγηση σχετικά υψηλών συγκεντρώσε-
ων προΤα σε ζώα στερείται τοξικότητας και σοβαρών 
ανεπιθύμητων παρενεργειών. ώς επόμενο βήμα επο-
μένως, προτείνουμε το σχεδιασμό κλινικών μελετών 
όπου είτε ολόκληρο το πολυπεπτίδιο είτε, κατά προ-
τίμηση, το ανοσοδραστικό του θραύσμα θα χορηγη-
θούν ως ανοσοενισχυτικά, σε ανοσοθεραπευτικά σχή-
ματα κατά του καρκίνου.
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Summary
Toll-like receptor (TLR) agonists are characterized by 
their ability to activate dendritic cells (DCs), promoting 
the production of TH1 type cytokines and enhancing the 
immune responses of cytotoxic T cells. To date, a series of 
preclinical and clinical studies are conducted, suggesting 
that TLR agonists can improve the efficacy of anticancer 
vaccination protocols. Currently, three TLR agonists have 
been approved by the Food and Drug Administration 
(FDA) of the United States of America for clinical use 
in humans. However, their abundant application 
encounters limitations, mainly due to the occurrence 
of toxicity, evoking from the systemic production of 
increased cytokine concentrations. In this review article, 
using selected examples of preclinical and clinical studies, 
we briefly present existing knowledge on the adjuvant 

effect of TLR agonists, as anticancer vaccine components. 
We also provide evidence on the potential clinical use 
of a novel TLR agonist, namely of prothymosin α, which 
reportedly promotes DC maturation and, both in vitro and 
in in vivo cancer models in animals, has been shown to 
enhance the functionality of tumor-reactive effector cells 
without causing severe adverse effects.

key words
Toll-like receptor (TLR) agonists, Adjuvants, 
Anticancer vaccination, DAMP (Damage-Associated 
Molecular Pattern), Prothymosin α
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introduction

tocopherols (both alpha-tocopherol and gamma-
tocopherol) are the major antioxidants found in plasma 
and are commonly referred to as Vitamin e. there 
are eight naturally occurring Vitamin e compounds: 
four tocopherols and four tocotrienols. Among them, 
a-tocopherol (a-toc, Fig. 1) is the most active form of 
Vitamin e in human 1 and is responsible for most of 
the antioxidant activity in animal tissues 2. Disorders 

of antioxidant balance involving tocopherols may be 
involved in the pathogenesis of some of the toxic effects 
of radiotherapy 3,4 or chemotherapy 5. Alpha-tocopherol 

Vitamin E (a-tocopherol, a-Toc) has been widely 
used as a powerful antioxidant that protects against 
oxidation of cellular components. It is used to treat 
muscular dystrophies, menstrual cycle disorders, 
risks of pregnancy interruption and abnormalities of 
gonadal function in men. It is also used frequently from 
athletes as nutritional supplement for performance 
enhancing. A simple HPLC method has been validated 
for the determination of a-Toc in human plasma, using 
a Nova-Pack analytical column. The chromatographic 
run time was less than 12 minutes using a mobile 
phase of Acetonitrile-Methanol 85:15 (v/v), at 0.999 
mL/min flow rate while UV/Vis detector was adjusted 

at 292 nm. The purpose of this study was to evaluate 
two different approaches for the construction of the 
calibration curve and further quantify samples from 
swimmer athletes in order to investigate potential 
quantification differences. It was shown that the 
existence of a-Toc as endogenous compounds 
might affect the actual concentrations and should 
be considered as an essential parameter during 
the development of a bioanalytical method for the 
determination of a-tocopherol in human plasma.

keywords 
a-tocopherol; HPLC; plasma; standard addition
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Figure 1. Chemical structure of a-tocopherol
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may have chemopreventive activity and may also 
alleviate toxicity of retinoic acid administration. normal 
concentrations of a-toc in human plasma appear to range 
between 5-20 μg/ml 6.  

A significant number of athletes, including elite athletes, 
consume vitamin supplements seeking beneficial effects 
on performance 7. In particular, supplementation with 
different types of antioxidants such as tocopherols, has 
been variably shown to have positive effects, no effect, 
even negative effects on training adaptation 8-11. Because 
intensive exercise generates stress in the working muscles 
10, it appears that antioxidant supplementation could 
beneficially reduce this stress. It has become clear that 
cellular stress, which includes increased production of 
free radicals and oxidative stress, in fact works as a signal 
to induce important adaptions in muscle cells, including 
mitochondrial biogenesis and myofiber hypertrophy 12. 

thus, if the cells are exposed to high concentrations of 
antioxidants this signaling may be blunted or blocked, 
which in turn may inhibit physiological adaptations. thus, 
antioxidant vitamins such as tocopherol are necessary for 
quenching free radicals. For this reason, tocopherols are 
frequently studied antioxidants in exercise research and 
there is a requirement for reliable bioanalytical methods.

A number of analytical methods, for the determination 
of a-toc in human plasma have been introduced using 
hPlc-uV/Vis 13-22. of interest, most of them validate their 
method by constructing calibration curves without 
considering the appearance of a-toc as an endogenous 
compound 8,11,13,16. only nirungsan 13 used the approach 
of standard addition while other authors used ethanol as 
a surrogate matrix in order to substitute plasma matrix 9. 

In such a case, the endogenous molecule contributes to 
the detectors response thus affecting the final quantitative 
data and the traditional preparation of the calibration 
curve appears to be problematic 23.the literature propose 
three alternative approaches 24,25 in order to overcome 
this problem. quantitation using surrogate matrix and 
authentic analyte 9, quantitation using authentic matrix 
and surrogate analyte 26 and the standard addition method 
27,28. In this study, the authors evaluated two different 
approaches for the construction of the calibration curve 
and further quantified real samples in order to investigate 
potential quantification differences. the results of our 
study showed that the existence of a-toc as endogenous 
compounds might affect the actual concentrations 

and should be considered as an essential parameter 
for the development of a bioanalytical method for the 
determination of a-tocopherol on human plasma.

2. material and methods 

2.1 Chemical  and  reagents

reference standards of a-tocopherol and tocopherol 
acetate were obtained from Sigma Aldrich chemistry (St. 
louis, uSA). Acetonitrile, methanol, ethanol, n-hexane 
were of hPlc grade and purchased from merck 
(Darmstadt, Germany). n-hexane of analytical grade 
was also purchased by merck (Darmstadt, Germany). 
Water was deionized and further purified by means 
of a Direct-q water purification system from millipore 
SA (molsheim, France). human plasma was obtained 
from plasma units of the blood bank of Aglaia Kyriakou 
Pediatric hospital (Athens, Greece). nova-Pak analytical 
column was purchased from Waters (milford, mA, uSA). 

2.2 HPLC-UV/VIS conditions

chromatography was performed using a hPlc system 
consisting of a Jasco model 880 Pu pump fitted with a 
model 880-2 ternary Gradient unit and a model 875 uV 
variable wavelength uV/Vis from Japan Spectroscopic 
co. ltd. (tokyo, Japan). the pump was used under 
isocratic conditions on manual mode and detector was 
adjusted at 292 nm. the system was fitted with a model 
7125 manual injector rheodyne (cotati, cA, uSA) and 
a 50 μl sample loop. Samples were chromatographed 
on a nova-Pak c18 reversed-phase column (250 × 4.6 
mm, 4μm). mobile phase consisted of Acn/meoh 
(85/15, v/v) and flow rate was adjusted at 1.0 ml/min. 
A hewlett Packard hP 3394A integrator from hewlett 
Packard company (Avondale, PA, uSA) was used to 
record chromatograms, at peak area mode (chart 
speed 0.2 cm/min). A millipore filtration system from 
millipore SA (molsheim, France) with type hV millipore 
filters (pore size 0.45 mm) was used, for degassing the 
mobile phase under vacuum. Vortex was supplied by 
heidolph Instruments GmBh & co KG (Schwabach, 
Germany). A Fisher isotemp dry bath model 145 from 
thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, mA, uSA) was 
used for the evaporation of the extracted solvents. 
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2.3 Stock and working standard solutions

A mixed working standard solution of 250ng/ml a-toc 
and 125ng/ml tocopherol acetate was prepared from 
their appropriate separate stock solutions of 1mg/ml 
in ethanol. this mixture was used for the development 
of the chromatographic separation of both analytes. 
In addition, working solutions at a calibration range of 
50-200 μg/ml (50, 70, 100, 150, and 200 μg/ml) were 
prepared by appropriate dilutions of the 1mg/ml stock 
solution with ethanol. Working solutions were prepared 
also for quality control (qc) samples by appropriate 
dilutions of different batches of stock solutions to obtain 
final concentrations of 80, 120, and 180 μg/ml. 

2.4 Calibration and quality control samples

Plasma standards for calibration curves and qcs were 
prepared by spiking 0.45 ml aliquots of drug free human 
plasma with 50 μl of the appropriate mixed standard 
solution of a-toc, providing a calibration range between 
5-20 μg/ml (5, 7, 10, 15, and 20 μg/ml) and qc levels at 
8, 12 and 18 μg/ml.

2.5 Sample extraction

the extraction procedure was based on a liquid–liquid 
extraction (lle) to an organic phase as proposed by 
Kaprinska et al. 17 with modification. In brief, 500 μl 
of methanol were added in 1 ml plasma for protein 
precipitation and 750 μl of n-hexane were then added 
for liquid-liquid extraction. After 2 min of intense 
vortex, samples were centrifuged at 4500 rpm for 10 
minutes. the supernatant layer was transferred to a 
clean glass tube and an additional amount of 750 μl 
n-hexane was added again in the remaining aquatic 
layer. the same procedure was replicated and the final 
organic layer was combined with the initial amount. 
the combined supernatant organic layers were 
evaporated with 200μl of mobile phase and 50 μl were 
finally injected into the hPlc system.

2.6 Validation procedure

calibration graphs of the recovered standards were 
prepared for each of the three days of analysis to establish 

linearity and reproducibility of the hPlc system. Graphs 
were constructed of the analytes versus the internal 
standard (IS) peak area against drug concentration 
according to european union criteria 29.

our attempts to quantitatively measure plasma 
a-toc, were based on two approaches: Firstly to prepare 
a calibration curve by spiking different concentrations 
of a-toc in samples from donor with minimum amount 
of the analyte and secondly to prepare a standard 
addition curve by spiking different concentrations of 
a-toc in the same donor sample.

For the construction of the calibration curve, spiked 
human plasma calibrators at five concentrations (5, 
7, 10, 15, 20 μg/ml), were prepared and analyzed in 
three different analytical runs. Weight (1/x2) least 
square linear regression was used to obtain the 
equations of the calibration curves. qc samples (8, 
12, 18 μg/ml) were processed in three replicates 
at each concentration for three different analytical 
runs in order to evaluate the intra- and inter-assay 
precision and accuracy. In this case, endogenous a-toc 
concentration was determined from the regression 
equation, representing the relationship between the 
added standard a-toc concentration and the analytical 
response of peak area ratio of a-toc and IS.  

For the standard addition approach, spiked plasma 
samples at three concentrations (5, 10, 20 μg/ml), 
and a fourth sample (zero) without the addition of 
a-toc, were prepared and analyzed in three different 
analytical runs. In the standard addition method, 
endogenous a-toc concentration was determined from 
the regression equation, extrapolated to the x axis. In 
both cases, selectivity was evaluated by analyzing six 
different blank human plasma in order to evaluate the 
absence of interfering peaks in the chromatographs of 
the analyte and the IS. 

2.7 Endogenous a-Toc determination in plasma  
of adolescent swimmers 

the reliability of the two approaches to quantify 
endogenous plasma a-toc was investigated by analyzing 
the analyte in the plasma of adolescent swimmers (n = 
6). the results of endogenous a-toc from this population 
were calculated from both calibration curves (calibration 
curve, standard addition). 
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3.    results and discussion
3.1 HPLC  chromatographic  conditions  optimization
During the preliminary experiments, several 
combinations of mobile phase composition (Acn/h2o 
and Acn/meoh) in nova-Pak c18 analytical column 
were investigated, in order to obtain the optimum 
separation of a-toc and tocopherol acetate. In mobile 
phase A (Acn/h2o) increasing the percentage of Acn, 
did not facilitate the elution of a-toc and tocopherol 
acetate. By increasing the elution power of the 
mobile phase by replacing the water with the less 
polar methanol (mobile phase B), the analytes were 
eluted at sufficient retention time. consequently, 
the best separation of a-toc and IS on the nova-Pak 
c18 column was achieved using a mobile phase of 
acetonitrile:methanol 85:15 (v/v) to obtain retention 
times of 10.08 and 11.52 min, respectively.

3.2 Sample extraction optimization

liquid-liquid extraction was selected due to the 
simplicity of the technique and its ability to remove 
most of the endogenous components of plasma 
matrix allowing thus the detection of a-tocopherol and 
tocopherol acetate. For the liquid-liquid extraction, 
the method of Kaprinska was adopted with slight 
modifications 17. According to this method, 500 μl 
of methanol for protein precipitation and 750 μl of 
n-hexane were added in 250 μl of human plasma. 

After intense vortex for 2 minutes, the samples were 
centrifuged at 4500 rpm for 10 minutes. the supernatant 
organic layer of n-hexane was transferred to a clean 
glass tube and the procedure was replicated to the 
remaining sample. the supernatant n-hexane of this 
second procedure was combined with the first amount 
of the solvent and it was evaporated to dryness using 
nitrogen air. the samples were reconstituted with 
200μl of mobile phase and 50 μl were injected into 
the chromatographic system. According to this liquid-
liquid extraction procedure, the chromatogram was free 
of interferences and recovery was found to be 106.42% 
for a-toc. 

3.3 Selectivity

no endogenous plasma components were eluted at the 
retention time of a-toc.

3.4 Linearity

calibration curves were constructed by reporting the 
nominal a-toc concentration in spiked calibration 
samples on the x-axis and on the y-axis the peaks areas 
ratio between a-toc and the internal standard. At the 
first consideration of calibration curve, these samples 
yielded calibration curves with excellent linearity. 
however, when plasma samples from different donors, 
with same a-toc amount spiked, were analyzed, the 

regression equationa r2b s.dc Lodd  LoQe

Slope intercept

(a) α-toc = 4.1×10-4 × Cα-toc + 0.9×10-4 0.993 1.5 x10-4 1.2 x 10-4 5.0

(B) α-toc = 4.4×10-4 × Cα-toc + 1.1×10-4 0.991 1.6 x 10-4 0.9 x 10-4 1.5 5.0

a Ratio of the peak area amplitude of the analyte to that of the internal standard, (a-tocopherol, a-toc)  vs. the corresponding con-
centration; Ca-toc is the concentration of a-tocopherol.
b Square correlation coefficient.
c  Standard deviation of slope and intercept.
d Limit of detection
e Limit of quantitation

Table 1. Analytical parameters of the calibration equations for the determination of a-Toc in human plasma using standard 
calibration curve (A) and standard addition method (B) (Mean of three calibration curves; calibration range: 5-20 μg/mL)
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slopes and the intercepts of the calibration curves 
obtained from these three different plasma samples 
varied considerably (curve A, table 1).

this fact confirms the necessity of relying upon an 
analytical method independent from interference due 
to the biological matrix. hence, the traditional calibration 
curve strategy was abandoned in favor of the standard 
addition approach that compensated for differences in 
the plasma matrix. this technique is suitably used when 
a blank matrix is not available 28. Samples were analyzed 

and the peak areas ratio between a-toc and the internal 
standard were recorded versus the added concentrations.
the calibration curves were linear in the corresponding 
dynamic ranges with square correlation coefficient (r2 
>= 0.991) ³ for a-toc, while the % rSD of the slopes was 
£ 7.31 (curve B, table 1). Figure 2 represents a typical 
chromatogram of blank plasma sample with the addition 
of IS.  the corresponding chromatogram of a plasma sample 
spiked with a-toc (5 μg/ml) and tocopherol acetate is 
practically the same  (Figure not shown).

3.5  Precision  and  accuracy

the percent inaccuracy (% error) and precision (rSD%) 
were evaluated in both curves approaches (curve A and B). 

For the calibration curve (curve A), the %rSD of intra- 
and interday precision were found to be between 6.4 
and 39.4%, for all concentration levels. the % of intra- 
and interday accuracy were found to be between 9.3 and 
37.3%, for all concentration levels (table 2). It appears that 
at lower concentrations, the % error increased probably 
due to the existing endogenous concentration of a-toc 
which affects the reliability of the measurement. 

For standard addition curve (curve B), the %rSD of 
intra- and interday precision were found to be between 
8.6 and 11.5%, for all concentrations. the % of intra- 
and interday accuracy were found to be between 8.7 
and 11.9%, for all concentrations (table 2). the results 
indicate that standard addition curve provides more 

Conc. added (μg/mL) % r.S.d. % Er % r.S.d. % Er

Calibration curve Standard addition method

intraday (n=3)

8 35.6 34.7 12.6 12.2

12 18.2 21.8 9.4 10.9

20 6.4 9.3 8.6 8.7

intraday (n=9)

8 39.4 37.3 11.5 11.9

12 17.3 20.3 8.9 10.5

20 7.1 11.2 8.1 8.6

Table 2. Comparison between quantification approaches of a-Toc: calibration curve and standard addition method

Figure 2. Representative HPLC chromatogram 
obtained from the analysis of a blank plasma 
sample; endogenous a-tocopherol (tR=9.69 min) 
and tocopherol acetate (IS) (tR=10.93 min)
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accurate determinations compared to the standard 
calibration curve.

3.6 Endogenous a-Toc determination in plasma of healthy 
adolescent swimmers

the method was further applied to the plasma 
samples of adolescent swimmers. the results of this 
study do not fall in the scope of this article. Six plasma 
samples from the above population were quantified 
using both curves (A and B). using curve A, all samples 
provided higher concentrations than curve B. this is 
in line with the observed results of method accuracy 
which showed increased % error in curve A, due to the 
presence of a-toc as endogenous compound. on the 
other hand curve B, provided lower concentrations, 
which are also in line with the obtained results of 
method accuracy (table 3). A typical adolescent 
swimmer hPlc chromatogram is shown in Fig. 3. 

4.    Conclusions 

A number of articles in the literature present the 
development and validation of hPlc methods for the 
quantitation of a-toc in human plasma. Interestingly, 
most of them validate their method by constructing 
cal ibration cur ves without considering the 
appearance of a-toc as an endogenous compound. 
In this case, the final quantified concentrations 
of a-toc might be different from the actual. In 
this study, the authors evaluated two different 
approaches for the construction of the calibration 
curve and further quantifired real samples in order 
to investigate potential quantification differences. 
the results of our study showed that the existence 
of a-toc as endogenous compound might affect the 
actual concentrations and should be considered 
as an essential parameter for the development of a 
method.   

Figure 3. Representative HPLC chromatogram obtained 
from the analysis of a typical swimmer plasma sample 
(a-tocopherol, tR=10.08 min, tocopherol acetate tR=11.52 min

Calibration curve
Standard  

addition method

21.7 13.2

11.3 5.9

14.2 7.4

16.7 11.8

18.1 8.4

12.6 5.7

Table 3. Comparison of a-tocopherol levels using 
standard calibration curve and standard addition 
method in plasma of adolescent swimmers (n=6)
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ο αγαπημένος μας δάσκαλος,   ο πολύτιμος 
συνεργάτης, ο Φίλος μας, ομότιμος καθηγητής 

του Τμήματός μας παύλος κορδοπάτης πέρασε ήρεμα 
στη μέριμνα του ιστορικού χρόνου.

Γεννημένος την πρωταπριλιά του 1947 στην σπα-
ρασσόμενη πρωτεύουσα του υπό ανασυγκρότηση έλ-
ληνικού κράτους, ολοκλήρωσε τα μαθητικά του χρό-
νια αποφοιτώντας από το η΄ Γυμνάσιο  το 1965. στη 
συνέχεια μετακόμισε στην πόλη που τότε φαινόταν 
ως προσωρινή διαμονή για σπουδές, την πάτρα. Τόσο 
προσωρινή,  όσο πολλές φορές η Ζωή αποδεικνύει με 
σαδιστική επάρκεια το αντίθετο. Το νεοπαγές χημικό 
Τμήμα του μόλις πριν ένα χρόνο ιδρυθέντος πανεπι-
στημίου πατρών, υποδέχθηκε μεταξύ άλλων πολλά 
υποσχόμενων εφήβων και τον δεκαοχτάχρονο παύλο 
και τον εμβολίασε ανεξίτηλα τόσο με την γοητευτική 
έπιστήμη της χημείας, όσο και με την απαστράπτουσα 
τήβεννο του ακαδημαϊκού γίγνεσθαι. δύσκολα, όμορ-
φα χρόνια, σε μια πόλη που προσπαθούσε επιδεικτι-
κά να ισορροπήσει μεταξύ της εκλεπτυσμένης αρχο-
ντιάς και του επιδεικτικού βερμπαλισμού, μεταξύ της 
έπτανησιακής  κομψότητας και του υπερφίαλου νεο-
πλουτισμού. ο παύλος άρχισε σταδιακά να νοιώθει μέ-
ρος αυτής της γρήγορα και ιδιαίτερα εξελισσόμενης 
κοινωνίας αξιοποιώντας την ορμέφυτη εξωστρέφεια 

του και την άκρατη προσαρμοστικότητα του. ολοκλη-
ρώνοντας τις σπουδές του κατατάσσεται στην πολεμι-
κή αεροπορία, περίοδο κατά την οποία, όντας δωρικά 
γήινος, απέκτησε τον λογικό φόβο για τις πτήσεις, τον 
οποίο δυστυχώς (για τον γράφοντα που ακόμα επιμέ-
νει) εγκατέλειψε τα τελευταία χρόνια. Το 1973 επιστρέ-
φει ως πολίτης πια, εκεί όπου βιωματικά έμελλε να πε-
ριελίξει την υπόλοιπη ζωή του, στο πανεπιστήμιο της 
πάτρας. 

Ξεκινά την εκπόνηση της διδακτορικής του διατρι-
βής και έρχεται σε στενότερη επαφή με καθηγητές 
υψηλού έπιστημονικού διαμετρήματος και ακαδημαϊ-
κού ήθους οι οποίοι υπηρετώντας έθνικό σκοπό εκλή-
θησαν και υπερήφανα απεδέχθησαν να οργανώσουν 
το πανεπιστήμιο πατρών θυσιάζοντας λαμπρές καριέ-
ρες και αμοιβές σε φημισμένα ιδρύματα της αλλοδα-
πής. δημήτρης θεοδωρόπουλος και ανδρέας Γαληνός 
επικεφαλείς της λίστας αείμνηστων παιδαγωγών που 
ενέπνευσαν τη μετεξέλιξη του νεαρού απόφοιτου σε 
πολλά υποσχόμενο ερευνητή και θιασώτη της πανεπι-
στημιακής ευταξίας.  

Το 1976 υποστηρίζει με επιτυχία τη διδακτορική του 
διατριβή και ως μεταδιδακτορικός ερευνητής εκπαι-
δεύεται σε διεθνώς καταξιωμένα εργαστήρια. Βέλγιο, 
Γαλλία και έλβετία, πανεπιστήμιο mons, cen Saclay 

Το άλας της γης  ή ο παύλος της καρδιάς μας
πέμπτη, 16 οκτωβρίου 2014, ώρα 01:00
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και πανεπιστήμιο Βασιλείας αντίστοιχα. Τέσσερα χρό-
νια στην καρδιά της έυρώπης, οσμίζεται την επερχό-
μενη αύρα του σοσιαλιστικού μετασχηματισμού και 
κατά πάσα βεβαιότητα ωριμάζει μέσα του ο θρησκευ-
τικός φανατισμός για το μεγάλο ρόλο που μπορούσε 
και έπρεπε να διαδραματίσει η Γηραιά Ήπειρος. συνει-
δητοποιεί (και αυτό δεν έπαψε ποτέ να το εκφράζει με 
κάθε δυνατό τρόπο) πως είναι πλέον ιστορική ανάγκη 
ο έυρωπαίος Φάουστ να επιχειρήσει ένα νέο ταξίδι στη 
χώρα του μέτρου και της ισορροπίας για να γεννήσει 
εκ νέου τον έυφορίωνα. μιλά εξαιρετικά Γαλλικά και 
αγγλικά και ούτω πως, επιτρέπει στην αισθητική και 
καλλιτεχνική του διάσταση να δέχονται αλλεπάλληλα 
εναργή ραπίσματα από τη Ζωγραφική, την ποίηση, την 
Λογοτεχνία, τη μουσική. ο μετέπειτα υπέροχα ώριμος 
bon viveur πολλές φορές αναζήτησε την άκρη του νή-
ματος σε εκείνη την περίοδο. 

έπιστρέφει στην πάτρα ως υφηγητής το σωτήριον 
έτος 1981. σωτήριον, γιατί επιτέλους ξεκινά αυτό που 
είναι για τον παύλο η πεμπτουσία της επαγγελματικής 
του αναζήτησης, αυτό που θα υπηρετήσει με ασίγαστο 
πάθος μέχρι τέλους και τον επόμενο χρόνο προάγεται 
σε  έντεταλμένο υφηγητή που την ίδια χρονιά μετονο-
μάζεται σύμφωνα με το νέο νόμο-πλαίσιο σε έπίκου-
ρος καθηγητής. 

Την ίδια περίοδο, ένας πρόσφατα επιτυχών στις πα-
νελλήνιες εξετάσεις έφτανε στην πάτρα ως φοιτητής 
του Τμήματος Φαρμακευτικής, ο οποίος μετά από μια 
αυθαίρετη αλλά εξόχως διδακτική από βιωματικής 
απόψεως ετήσια άδεια από τις φοιτητικές υποχρεώ-
σεις, αποφάσισε να ασχοληθεί με τα μαθήματά του. 
έκεί γνώρισε για πρώτη φορά τον παύλο. αρχικά από 
έδρας, αργότερα εκτός έδρας. Ένας νεαρός καθηγη-
τής δίδασκε Φαρμακογνωσία, αλλά πολύ αργότερα ο 
ίδιος φοιτητής συνειδητοποιούσε πως ουσιαστικά εισέ-
πραττε κάτι πολύ περισσότερο. πίσω και πέρα από τις 
παράξενες δρόγες και τα αβάσταχτα Λεμονένια υπήρ-
χε το πάθος για τη Γνωσιακή μύηση, η προτροπή για 
την αξιολογική ικανότητα και η γοητεία της αισθητι-
κής καλλιέργειας. 

μια δεκαετία αργότερα και ενώ ήδη από το 1988 είχε 
ήδη εκλεγεί καθηγητής Φαρμακογνωσίας  στο Τμήμα 
Φαρμακευτικής, ο παύλος συμμετείχε ενεργά και με 
θέρμη στην έναρξη της ακαδημαϊκής καριέρας του 
τότε φοιτητή και νυν υπογράφοντα το αδιανόητο τού-
το κείμενο.

και όταν δυο δεκαετίες αργότερα έδειξα στον παύλο 
ένα εισαγωγικό σημείωμα για τον οδηγό σπουδών που 
ως νέος πρόεδρος του Τμήματος είχα συντάξει, μου χα-
μογέλασε με το ιδιαίτερο έκείνο αφοπλιστικό χαμόγε-
λο και μου είπε: «Όλα καλά, αλλά δε γράφεις τίποτα για 
το χρόνο. προσπάθησε να εξηγήσεις το χρόνο. στους 
φοιτητές μας απευθύνεσαι...». Το μόνο που έκανα ήταν 
να το προσπαθήσω. και όταν την επόμενη μέρα του 
έδειξα την προσπάθεια μου «…ο χρόνος είναι αμείλι-
κτος, τρέξτε πιο γρήγορα από αυτόν και προσπαθήστε 
να νικήσετε την ανηθικότητα που εμπεριέχει: πάντα θα 
σας κυνηγά και ποτέ δε θα σας χαριστεί.», αυτή τη φορά 
δε χαμογέλασε, παρά μόνο σηκώθηκε από το γραφείο 
του και κοίταξε από το απέναντι παράθυρο τον πατραϊ-
κό που αιμορραγούσε από τα δάκρυα του δύοντος ηλί-
ου και με διακριτικότητα συμπορεύτηκε μαζί του. 

πίσω στο Τμήμα Φαρμακευτικής, στα τέλη της δεκα-
ετίας του 80, που τότε απαριθμούσε μόλις 4 μέλη δέπ, 
ενώ το έργαστήριο Φαρμακογνωσίας και χημείας Φυ-
σικών προϊόντων δεν ήταν παρά μόνο ιδέες, προσδο-
κίες και όνειρα που χόρευαν ακατάπαυστα ασφυκτιώ-
ντας μέσα σε ένα από τα προκατασκευασμένα κτίρια, 
φτιαγμένα από ατόφιο τσιμέντο και περίσσεια σιδήρου 
από την μομα της επταετίας. στα επόμενα 4 χρόνια ο 
νεαρός καθηγητής, λειτουργώντας καταλυτικά ανάμε-
σα σε προσωπικότητες με δυναμική ολετήρα και επι-
διώκοντας την ειλικρινή σύνθεση είδε με την προσή-
κουσα αυταρέσκεια το Τμήμα του να υπερδιπλασιάζει 
τα μέλη δέπ και να δραπετεύει οριστικά από τα νηπι-
ακά σύνδρομα. Όσο για το έργαστήριο του, στο ίδιο 
χρονικό διάστημα, διεκδικώντας και αξιοποιώντας την 
χρηματοδότηση των άρτι αφιχθέντων ανταγωνιστικών 
έυρωπαϊκών προγραμμάτων, κατάφερε να μετατρέψει 
τον άχαρο τσιμεντένιο κύβο σε σύγχρονη και λειτουρ-
γική κυψέλη έρευνας και διδασκαλίας. στα χρόνια που 
ακολούθησαν στον ίδιο αυτό χώρο, καταθέτοντας την 
ψυχή του και …διδάσκων αεί γηρασκόμενος, όπως 
εκλεπτυσμένα παρέφραζε τον σόλωνα, παρήχθησαν 
πάνω από 180 πρωτότυπες ερευνητικές δημοσιεύσεις, 
εκπονήθηκαν με επιτυχία 18 διδακτορικές διατριβές 
και 40 μεταπτυχιακά διπλώματα, με την πλειοψηφία 
των κατόχων αυτών να σταδιοδρομούν σε εξαιρετικές 
θέσεις και να μεταλαμπαδεύουν την σπίθα που τους εμ-
φύτευσε στο μυαλό και στην καρδιά τους.

Για σχεδόν δεκαπέντε χρόνια ηγήθηκε του Τμήμα-
τος και συμμετείχε ενεργά στο ακαδημαϊκό γίγνεσθαι 
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ΕΙΣ ΜΝΗΜΗΝ | MEMORIAL

του πανεπιστημίου πατρών. ο Λόγος του εμπεριείχε 
και εξέφραζε τον στοχασμό του, την ενόραση του, την 
προσδοκία του για το ρηξικέλευθο, την αβάσταχτη αυ-
τοπειθαρχία του στην ακαδημαϊκότητα. και είναι πλέ-
ον πανθομολογούμενο στην δική μας κοινότητα πως 
το πανεπιστήμιο ατύχησε που, με την επικράτηση κα-
ταστροφικών πολώσεων και την δια τούτων επιλογή 
των μετρίων, δεν τον αξιοποίησε στις ανώτατες θέσεις 
διοίκησης. 

Το Τμήμα μας αναπτυσσόταν διάσπαρτο στα ίδια 
προκατασκευασμένα και υπέργηρα κτίρια, και με προ-
σωπικές παρεμβάσεις δημιούργησε το έδαφος για τον 
ερχομό εξαιρετικών συναδέλφων, η δυναμική των 
οποίων κυριολεκτικά μας απογείωσε τα επόμενα χρό-
νια. Ίσως με την αμετροέπεια του ευεργετηθέντος, επι-
τρέψτε μου τώρα να καταθέσω τη συγκίνηση και την 
ευφορία που εξέπεμψε διαβάζοντας την εξαιρετική έκ-
θεση της έξωτερικής αξιολόγησης το 2012. έκείνο το 
λαμπύρισμα στα μάτια του ήταν το συνώνυμο της ολ-
βίστης δικαίωσης. και επειδή ένας απεριόριστα γενναι-
όδωρος άνθρωπος σαν τον παύλο δεν εφείδετο κόπων 
και ονείρων, διεκδίκησε ισχυρά, έπεισε και κατάφερε εν 
μέσω επώδυνων στιγμών, ζηλόφθονων αντιρρήσεων, 

πολυκέλαδων διαδικασιών και την πάροδο σχεδόν ει-
κοσαετίας την ανέγερση του νέου κτιρίου της Φαρμα-
κευτικής. Λίγους μήνες μετά την μετεγκατάσταση του 
εκεί, έφυγε.

Φεύγοντας άφησε πίσω του, εκτός από την ερεβώδη 
σιωπή του και το άδειο γραφείο του, σημαντικές πα-
ρακαταθήκες. στην οικογένεια του, στους φίλους του, 
στους συναδέλφους του, στους μαθητές του, στον κό-
σμο μας, ο γοητευτικός και χαρισματικός αυτός Άνθρω-
πος κατέθεσε τα διάφανα διαπιστευτήρια του διεμβο-
λίζοντας  ανεξίτηλα τις καρδιές μας.  

έίθε το νυκτιφαές περί γαίαν αλώμενον αλλότριον 
φως να τις φωτίζει, να τις παρηγορεί, να τις εμπνέει. 
Όλοι νοιώθουμε ότι ο παύλος μας είναι πλέον κομμάτι 
του. με την  ελπίδα της επόμενης συνάντησής μας, ει 
και εν ετέρα μορφή…

σωτηρης στ. νικολαροπουλος
Αναπληρωτής Καθηγητής, Πρόεδρος 
Τμήματος Φαρμακευτικής, Σχολή Επιστημών Υγείας
Πανεπιστήμιο Πατρών
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συνεχίστηκαν με επιτυχία οι Επιμορφωτικές Ημερίδες 
Φαρμακοποιών που διοργάνωσε η Ελληνική 

Φαρμακευτική Εταιρεία σε συνεργασία με τοπικούς 
Φαρμακευτικούς Συλλόγους και την υποστήριξη της 
Εταιρείας Zita Congress. Η πρωτοβουλία αυτή της ΕΦΕ 
εντάσσεται στα πλαίσια των στόχων της για την υπεύθυνη 
δια βίου μάθηση των φαρμακοποιών και ιδιαίτερα 
αυτών που στηρίζουν την πρωτοβάθμια φαρμακευτική 
περίθαλψη της χώρας μεσω της λειτουργίας φαρμακείων 
ανοιχτών στο κοινό. Ήδη ολοκληρώθηκε ο Α’ Κύκλος 
Επιμορφωτικών Ημερίδων που ξεκίνησε στην Τρίπολη 
στις 23/2/2014. Ακολούθησαν οι ημερίδες  στην 

Κομοτηνή στις 9/3/2014, στο Ναύπλιο στις 16/3/2014, 
στο Βραχάτι στις 30/3/2014, στην Καστοριά στις 6/4/2014, 
στη Λέσβο στις 27/4/2014, στην Αλεξανδρούπολη στις 
11/5/2014, στα Τρίκαλα στις 17/5/2014 και στον Βόλο 
στις 24/5/2014. Στις ημερίδες συμμετείχαν φαρμακοποιοί 
που λειτουργούν φαρμακείο ανοιχτό στο κοινό καθώς και 
άλλοι επαγγελματίες υγείας αλλά και ευρύτερο κοινό. ΟΙ 
ημερίδες περιελάμβαναν κεντρικές ομιλίες σε επίκαιρα 
φαρμακευτικά θέματα και φαρμακευτικό φροντιστήριο 
από καταξιωμένους επιστήμονες καθώς και σύντομες 
ενημερωτικές ομιλίες από φαρμακευτικές εταιρίες-
χορηγούς των εκδηλώσεων.  

ημερίδες Επιμόρφωσης & Εκπαίδευσης  
Φαρμακοποιών Φαρμακείου  

από την Ελληνική Φαρμακευτική Εταιρεία

1. Φ.Σ. Κορινθίας, 30/03/2014, 2. Φ.Σ. Καστοριάς, 06/04/2014, 3. Φ.Σ. Έβρου, 11/05/2014, 4. Φ.Σ. Τρικάλων, 17/05/2014,  
5. Φ.Σ. Λέσβου, 27/04/2014,

3

1

4

2

5
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Μετά το έντονο ενδιαφέρον που εκδηλώθηκε από τους 
φαρμακευτικούς συλλόγους ξεκίνησε ο Β΄ Κύκλος των 
Επιμορφωτικών Ημερίδων και ήδη πραγματοποιήθηκαν 
δυο Ημερίδες:
   Ημερίδα Χανίων  στις 21/9/2014 σε συνδιοργάνωση με 

τους Φαρμακευτικούς Συλλόγους Χανίων & Ρεθύμνης. Τα 
θέματα που αναπτύχθηκαν στις κεντρικές ομιλίες ήταν 
τα εξής:
•	 Βιοτεχνολογικά Φάρμακα, από τον Καθηγητή κ. Κ. 

Δεμέτζο
•	 Συμπληρώματα Διατροφής στο Φαρμακείο & 

ΜΥΣΥΦΑ, από την Καθηγήτρια κ. Ι. Χήνου 
   Ημερίδα Ιωαννίνων σε συνεργασία με το Φαρμακευτικό 

Σύλλογο Ιωαννίνων και  την εξής θεματολογία:
•	 Προϊόντα Φυτικής Προέλευσης στο Φαρμακείο – 

Ασφάλεια στη Χρήση, από την επίκουρη καθηγήτρια 
κ. Μ Λάζαρη

•	 Οι πιο κοινές Ανεπιθύμητες Ενέργειες και ο Ρόλος 
του Φαρμακοποιού, από τον φαρμακοποιό κ. Γ. 
Παπαδόπουλο.

Θα ακολουθήσουν 5 ακόμη ημερίδες Β’ Κύκλου 
σύμφωνα με το εξής πρόγραμμα.
   Κυριακή 12/10/2014, Πάτρα, σε συνεργασία με Φ.Σ. 

Πατρών
   Σάββατο 1/11/2014, Μεσολόγγι, σε συνεργασία με Φ.Σ. 

Αιτωλοακαρνανίας 
   Σάββατο 8/11/2014, Σέρρες, σε συνεργασία με Φ.Σ. 

Σερρών
   Κυριακή 23/11/2014, Κέρκυρα,  σε συνεργασία με ΦΣ. 

Κέρκυρας
   Σάββατο 30/11/2014, Θεσσαλονίκη, σε συνεργασία με 

Φ.Σ Θεσσαλονίκης
   Κυριακή 14/12/2014, Λάρισα, σε συνεργασία με Φ.Σ. 

Λάρισας

 Για οποιαδήποτε περαιτέρω πληροφορία σχετικά με τη 
θεματολογία και τον χώρο διεξαγωγής της κάθε Ημερίδας 
ανά νομό παρακαλούμε  επικοινωνήσετε με την κ.Φοίβη 
Καραουλάνη στο τηλ. 211 1001764 ή ηλεκτρονικά στη 
διεύθυνση f.karaoulani@zitamanagement.com . 

7 8

6

9

6. Φ.Σ. Χανίων,  21/09/2014, 7, 8. Φ.Σ. Ιωαννίνων, 05/10/2014, 9. Οργανωτική υποστήριξη Zita Medical Management
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Η Ελληνική Φαρμακευτική Εταιρεια ευχαριστεί  θερμά τις εταιρείες, οι οποίες 
μέσω της ενεργούς παρουσίας και συμμετοχής τους στις Επιμορφωτικές 

Ημερίδες της ΕΦΕ συμβάλλουν στην προώθηση της Επιστημονικής Γνώσης

χΡΥςΟΙ χΟΡΗΓΟΙ

ΑΡΓΥΡΟΙ χΟΡΗΓΟΙ

χΟΡΗΓΟΙ
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χΟΡΗΓΟΙ

ΥΠΟςΤΗΡΙΚΤΗς χΟΡΗΓΟς ΕΠΙΚΟΙνωνΙΑς
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