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Στόχος και Αντικείμενο της Εργασίας

Το περιεχόμενο της διπλωματικής εργασίας αναφέρεται σε τρεις επιστημονικούς  τομείς:

· στον βιολογικό τομέα, όπου μελετάται ο όγκος του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος από τη μοριακή και κυτταρική σκοπιά με ιδιαίτερη έμφαση στη γενετική συμπεριφορά του

· στον κλινικό τομέα, όπου γίνεται μια ανασκόπηση της ακτινοθεραπευτικής αντιμετώπισης του πολύμορφου γλοιoβλαστώματος, και

· στον προσομοιωτικό/ υπολογιστικό τομέα, όπου γίνεται In Silico μελέτη της απόκρισης του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος σε διάφορα ακτινοθεραπευτικά σχήματα με τη χρήση του προσομοιωτικού προτύπου της Ομάδας για την In Silico Ογκολογία του ΕΠΙΣΕΥ-ΕΜΠ.
Το βιολογικό και κλινικό μέρος παρουσιάζονται στο πρώτο κεφάλαιο. Το δεύτερο κεφάλαιο αναφέρεται στην εξέλιξη και τον εμπλουτισμό της βάσης δεδομένων, ERASISTRATOS, που αναπτύχθηκε από τις Σταμάτα Π. Θανοπούλου, Αγγελική Θ. Λοϊζου και Άννα Κ. Ξυδιάρη και η οποία θα ενσωματωθεί στα πρωτότυπα υπολογιστικά προγράμματα προσομοίωσης της απόκρισης όγκων στην ακτινοθεραπεία και χημειοθεραπεία που έχουν αναπτυχθεί στο Εργαστήριο. Στο πρόγραμμα ERASISTRATOS αποθηκεύονται όλα τα δεδομένα που χρησιμοποιούνται από το προσομοιωτικό πρότυπο. Στο τρίτο κεφάλαιο, παρουσιάζεται το προσομοιωτικό πρότυπο καθώς και τα αποτελέσματα προσομοίωσης για την περίπτωση όγκου πολύμορφου γλοιοβλαστώματος. 

Κεφάλαιο 1

Εισαγωγή

1.1
Στατιστικά στοιχεία

Στις τελευταίες δύο δεκαετίες οι πρόοδοι στους τομείς της διάγνωσης και των θεραπευτικών τεχνικών θεραπείας έχουν αλλάξει την αντίληψη για την αντιμετώπιση του καρκίνου της διάγνωσης του καρκίνου. Φυσικά κανένας δεν αντιμετωπίζει με ελαφρότητα την είδηση για την πάθηση, αλλά σε πολλές περιπτώσεις ο καρκίνος δεν ισοδυναμεί πλέον με καταδίκη σε θάνατο όπως συχνά συνέβαινε στα παλαιότερα χρόνια. Οι θεραπευτικές αγωγές μπορούν να αποτελούν σοβαρές και επίπονες δοκιμασίες, αλλά πολλές φορές oι πάσχοντες τις ξεπερνούν και απολαμβάνουν πολύ περισσότερα χρόνια ζωής με υγεία. Φυσικά τις τελευταίες δεκαετίες παρατηρείται δραματική αύξηση των κρουσμάτων καρκίνου, φαινόμενο που φαίνεται να συνδέεται κα με τους σύγχρονους και αγχώδεις ρυθμούς της νέας καταναλωτικής και τεχνολογικής  ζωής. Mάλιστα, ο καρκίνος αποτελεί τη δεύτερη συχνότερη αιτία θανάτου για τους νέους ανθρώπους, μετά τα δυστυχήματα. Παρήγορο είναι πάντως ότι ενώ αυξάνεται η συχνότητα εμφάνισης καρκίνου, η θνησιμότητα των πασχόντων μειώνεται, εξαιτίας των εξελισσόμενων μεθόδων αντιμετώπισης. Είναι λοιπόν μια πραγματικότητα σήμερα ότι λόγω των συνεχών εξελίξεων στη διάγνωση και θεραπεία καρκίνου μπορούμε να ατενίζουμε το μέλλον με περισσότερη αισιοδοξία και ελπίδα.

Σημαντικό ρόλο στις σύγχρονες εξελίξεις γύρω από το πρόβλημα του καρκίνου έχει παίξει η βελτίωση των γνώσεων γύρω από μια σειρά βιολογικών παραμέτρων που λαμβάνουν χώρα σαν ρυθμιστές της δημιουργίας, ανάπτυξης και ενδεχόμενης διασποράς του όγκου. Παράγοντες που ενεργοποιούν ή αδρανοποιούν την αγγειογένεση, πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τη λειτουργικότητα  των τριχοειδών αγγείων, ογκογονίδια που αναστέλλουν την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων και πρωτεΐνες που ενισχύουν την ανθεκτικότητα των καρκινικών κυττάρων στα χημειοθεραπευτικά φάρμακα είναι μερικά από τα στοιχεία που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη και την πρόγνωση των διάφορων νεοπλασιών. Με βάση τα στοιχεία που συλλέγονται σήμερα από τις εργαστηριακές έρευνες, κλινικές αλλά και θεωρητικές που πραγματοποιούνται, καταβάλλεται μια προσπάθεια από τους εμπλεκόμενους  διεθνείς φορείς ώστε μέσα από μια σειρά συντονισμένων ενεργειών και δραστηριοτήτων σε όλο τον κόσμο να βρεθεί και να επιτευχθεί μια πιο αποτελεσματική αντιμετώπιση του προβλήματος του καρκίνου. Στον ιατρικό τομέα χιλιάδες μελέτες αναλύονται για να αξιολογηθεί με τον πιο αντικειμενικό τρόπο τι είναι αυτό που στην πράξη αποδεικνύεται αποτελεσματικότερο, χρησιμότερο και δραστικότερο για την καταπολέμηση καρκίνου.

Επιπλέον, τις τελευταίες δεκαετίες, εντατικές έρευνες πραγματοποιούνται στο πεδίο της μοντελοποίησης των όγκων. Δημιουργούνται πρότυπα προσομοίωσης και οπτικοποίησης των βιολογικών φαινομένων που λαμβάνουν χώρα τόσο κατά τη διάρκεια όσο και μετά την ακτινοθεραπεία, προκειμένου να προβλεφθεί η κατάληξη της θεραπείας του όγκου.

Σημαντικό σταθμός στην εξέλιξη των ερευνών των γενικών βιολογικών φαινομένων στο μοριακό-κυτταρικό επίπεδο θεωρείται η μοντελοποίηση του βιολογικού συστήματος της Δροσόφιλας (Drosophila melanogaster) . Ο χάρτης των ακολουθιών αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών  που συνθέτουν το βιολογικό σύστημα της Δροσόφιλας (Drosophila melanogaster) θεωρείται ως το σημείο αφετηρίας για τη μοντελοποίηση και άλλων πιο πολύπλοκων βιολογικών συστημάτων, όπως του ανθρώπου.

Με βάση τα πορίσματα της Παγκόσμιας Έκθεσης για το Καρκίνο, το 2000 οι κακοήθεις όγκοι ήταν υπεύθυνοι για το 12% των σχεδόν 56 εκατομμυρίων θανάτων παγκοσμίως από όλες τις αιτίες. Σε πολλές χώρες περισσότερο από το ¼ των πρόωρων θανάτων ενοχοποιεί τον καρκίνο. Η Παγκόσμια Έκθεση για τον Καρκίνο αναφέρει ότι το έτος 2000 5.3 εκατομμύρια άνδρες και 4.7 εκατομμύρια γυναίκες ανέπτυξαν κακοήθεις όγκους και συνολικά 6.2 εκατομμύρια άτομα πέθαναν από την νόσο. Η έκθεση επίσης αποκαλύπτει ότι ο καρκίνος έχει μετατραπεί σε σημαντικό δημόσιο πρόβλημα υγείας και στα αναπτυσσόμενα κράτη. Ο Dr. Paul Kleihues, διευθυντής της Διεθνούς Επιτροπής Έρευνας για το Καρκίνο (International Agency for Research on Cancer-IARC) ο οποίος συμμετείχε και στην κατάρτιση της συγκεκριμένης έκθεσης αναφέρει ότι “Η Παγκόσμια Έκθεση για τον καρκίνο μας λέει ότι τα ποσοστά εμφάνισης καρκίνου τείνουν να αυξηθούν σε ανησυχητικά επίπεδα παγκοσμίως. Μπορούμε να αλλάξουμε τα πράγματα αναλαμβάνοντας δράση σήμερα. Αυτή η έκθεση καλεί όλες τις κυβερνήσεις, τους γιατρούς και τους πολίτες να λάβουν αμέσως δράση”. Η  προβλεπόμενη απότομη αύξηση σε νέα περιστατικά από 10 εκατομμύρια το 2000, σε 15 εκατομμύρια το 2020 θα οφείλεται κυρίως στους σταθερά υπό γήρανση πληθυσμούς αλλά και στις υπάρχουσες τάσεις επικράτησης του καπνίσματος και της αυξανόμενης υιοθέτησης ανθυγιεινών τρόπων ζωής. Από αριθμητικής πλευράς οι αριθμοί είναι αρκετά απογοητευτικοί: ο πιο κοινός καρκίνος είναι εκείνος του πνεύμονα με 1.2 εκατομμύρια κρούσματα ετησίως, ακολουθούμενος από τον καρκίνο του μαστού με 1 εκατομμύριο περιπτώσεις ετησίως, του ορθού με 940.000, του στομάχου με 870.000, του ήπατος με 560.000, του εγκεφάλου με 470.000, του οισοφάγου με 410.000, του τραχήλου και της κεφαλής με 390.000, τα κακοήθη λεμφώματα non-Hodgkin με 290.000, τη λευχαιμία με 250.000, του προστάτη και των όρχεων με 250.000, του παγκρέατος με 216.000, των ωοθηκών με 190.000, των νεφρών με 190.000, του ενδομητρίου με 188.000, του νευρικού συστήματος με 175.000, το μελάνωμα με 133.000, το καρκίνο του θυρεοειδούς με 123.000, του φάρυγγα με 65.000 και του λεμφώματος Hodgkin με 62.000 νέα κρούσματα κάθε χρόνο.

1.2
Η βιολογία του καρκίνου

Ο καρκίνος μπορεί να θεωρηθεί ως μια μορφή βιολογικής αναρχίας όπου μια ομάδα κυττάρων παύει να πειθαρχεί στην νομοτέλεια της βιολογικής εξέλιξης που διέπει τα άλλα κύτταρα με αποτέλεσμα να προκληθεί μια μη ελεγχόμενη ανάπτυξη των κυττάρων αυτών η οποία μπορεί να οδηγήσει σ’ ένα καταστρεπτικό αποτέλεσμα.

Ιδιαίτερη σημασία δίνεται στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Ο πολλαπλασιασμός αυτός ρυθμίζεται προσεκτικά και αποκρίνεται με τον πιο αποτελεσματικό τρόπο στις ανάγκες του οργανισμού. Σε πολλές περιπτώσεις οι έλεγχοι οι οποίοι ρυθμίζουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων παρουσιάζουν δυσλειτουργίες και παρόλο που ο οργανισμός δεν χρειάζεται άλλα κύτταρα, το κύτταρο συνεχίζει να αυξάνεται και να διαιρείται. Όταν ένα τέτοιο κύτταρο δημιουργήσει απογόνους οι οποίοι έχουν κληρονομήσει την τάση να αυξάνονται χωρίς να είναι δυνατό να τους ασκηθεί έλεγχος από τους διάφορους ρυθμιστικούς παράγοντες του κυτταρικού κύκλου, το αποτέλεσμα είναι η δημιουργία ενός κλώνου κυττάρων τα οποία εξαπλώνονται θεωρητικά “επ’ άπειρον” και πρακτικά μέχρι το θάνατο του οργανισμού. Το βιολογικό σύμπλεγμα που δημιουργείται από τα κύτταρα αυτά ονομάζεται όγκος και έχει καταστροφικά αποτελέσματα στους ζωντανούς οργανισμούς. Για αυτό το λόγο και μεγάλο μέρος της επιστημονικής έρευνας στοχεύει στην κατανόηση της δημιουργίας του όγκου.

Κεφάλαιο 2

Βιολογία του Πολύμορφου Γλοιοβλαστώματος
2.1
Βασική μοριακή μηχανή του κυττάρου

Τα νουκλεϊκά οξέα DNA (δεσοξυριβονουκλεϊκό οξύ)  και RNA (ριβονουκλεϊκό οξύ) είναι μακρομόρια αποτελούμενα από μια σειρά νουκλεοτιδίων. Τα νουκλεοτίδια σχηματίζονται από μια αζωτούχο βάση ενωμένη με ένα σάκχαρο (μια πεντόζη, που μπορεί να είναι δεσοξυριβόζη (για το DNA) ή ριβόζη (για το RNA)) και ένα έως τρία μόρια φωσφορικού οξέος. Οι αζωτούχες βάσεις που αποτελούν συστατικά του μορίου των νουκλεοτιδίων είναι: αδενίνη A, γουανίνη G, ουρακίλη U, θυμίνη T και κυτοσίνη C. Τα νουκλεοτίδια μπορούν να εμφανίζονται στην αλυσίδα του DNA με οποιαδήποτε σειρά. Το σύμπλεγμα του σακχάρου και των φωσφορικών οξέων αποτελεί τη ραχοκοκαλιά του μορίου του DNA. Επειδή μία μόνο αλυσίδα του μορίου του DNA είναι αρκετά εύθραυστη συνήθως το DNA εμφανίζεται να σχηματίζει διπλές αλυσίδες. Ο κανόνας για τον σχηματισμό των αλυσίδων αυτών είναι η τήρηση της συμπληρωματικότητας των βάσεων. Τα επιτρεπτά ζεύγη είναι A-T και C-G (στην περίπτωση σχηματισμού συμπληρωματικής RNA αλυσίδας, οι συνδυασμοί αυτοί γίνονται A-U και C-G, καθώς όπου υπάρχει θυμίνη στο DNA υπάρχει ουρακίλη στο RNA). Η συμπληρωματικότητα είναι το χαρακτηριστικό εκείνο του DNA που του παρέχει τη δυνατότητα του αυτοδιπλασιασμού (αντιγραφή του DNA).

Το DNA αποτελεί το γενετικό υλικό όλων των κυττάρων και των περισσοτέρων ιών. Συνοπτικά οι λειτουργίες του γενετικού υλικού είναι:

· Η αποθήκευση της γενετικής πληροφορίας. Στο DNA περιέχονται οι πληροφορίες που καθορίζουν όλα τα χαρακτηριστικά ενός οργανισμού και οι οποίες οργανώνονται σε λειτουργικές μονάδες, τα γονίδια.

· Η διατήρηση και η μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας από κύτταρο σε κύτταρο και από οργανισμό σε οργανισμό, που εξασφαλίζονται με τον αυτοδιπλασιασμό του DNA.

· Η έκφραση των γενετικών πληροφοριών, που επιτυγχάνεται με τον έλεγχο της σύνθεσης των πρωτεϊνών.

Το γενετικό υλικό ενός κυττάρου αποτελεί το γονιδίωμα του. Τα κύτταρα στα οποία το γονιδίωμα υπάρχει σε δύο αντίγραφα, όπως είναι τα σωματικά κύτταρα των ανώτερων οργανισμών, ονομάζονται διπλοειδή.

Στα διπλοειδή κύτταρα τα μόρια του DNA ανά ζεύγη αποτελούν τα χρωμοσώματα. Στον άνθρωπο υπάρχουν 2n=46 χρωμοσώματα τα οποία σχηματίζουν n=23 ζεύγη.  Τα χρωμοσώματα είναι ορατά κατά τη διάρκεια της μίτωσης, οπότε τα μόρια του DNA συσπειρώνονται. Κατά τις υπόλοιπες φάσεις του κυτταρικού κύκλου, το DNA έχει πολύ μεγαλύτερο μήκος και για χωροταξικούς λόγους είναι αναδιπλωμένο μέσα στον πυρήνα των κυττάρων. Για το σχηματισμό των χρωμοσωμάτων απαιτούνται επίσης και ιστόνες, πρωτεΐνες οι οποίες στηρίζουν το μόριο.

Μια σειρά νουκλεοτιδίων του DNA αποτελούν ένα γονίδιο. Τα γονίδια περιέχουν τον κωδικό για την παραγωγή των πρωτεϊνών, που είναι τα μακρομόρια εκείνα που διεκπεραιώνουν τις περισσότερες εργασίες στο κύτταρο. Για τη σύνθεση των πρωτεϊνών απαιτείται πρώτα η μεταγραφή (transcription) του DNA σε αγγελιοφόρο RNA (mRNA), με τη βοήθεια  ενός ενζύμου, της RNA πολυμεράσης. Στη συνέχεια το mRNA οδηγείται  εκτός του πυρήνα, στα ριβοσωμάτια για τη μετάφραση (translation) κάθε τριπλέτας (κωδικόνιο, codon) του στα αντίστοιχα αμινοξέα και τη σύνθεση  τελικά της πρωτεΐνης. Τα παραπάνω παρουσιάζονται στο σχήμα -1 που αποτελεί το κεντρικό δόγμα της μοριακής βιολογίας όπως ονομάστηκε από τον  F. Crick (1958).
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Σχήμα – 1

Τα διάφορα γονίδια που μπορούν να βρεθούν στην ίδια θέση των χρωμοσωμάτων για τον έλεγχο της ίδιας ιδιότητας ονομάζονται αλληλόμορφα. Ένα αλληλόμορφο γονίδιο μπορεί να είναι επικρατούν ή υπολειπόμενο, ενώ δύο γονίδια μπορεί επίσης να είναι ισοεπικρατούντα. Για ένα υπολειπόμενο γονίδιο απαιτείται η παρουσία του και στα δύο ομόλογα χρωμοσώματα ώστε να εκφραστεί τα χαρακτηριστικό κατά τον τρόπο που υπαγορεύει το εν λόγω γονίδιο. Απαιτείται δηλαδή να είναι το άτομο ομοζυγωτό για το γονίδιο αυτό. Αντίθετα ένα χαρακτηριστικό ελεγχόμενο από επικρατούν γονίδιο μπορεί να εκφραστεί ακόμα και εάν το άτομο είναι ετεροζυγωτό για αυτή την ιδιότητα. Έτσι ο γονότυπος, δηλαδή το σύνολο γονιδίων του οργανισμού, δεν συμπίπτει κατ’ ανάγκη με το φαινότυπο, την «εμφάνιση» δηλαδή του οργανισμού που καθορίζεται από την έκφραση των γονιδίων. Στην περίπτωση των ισοεπικρατούντων γονιδίων, ο φαινότυπος αποτελεί συνδυασμό των χαρακτηριστικών που υπαγορεύονται από τα δύο διαφορετικά γονίδια, τα οποία είναι ισοδύναμα μεταξύ τους.

Τα γονίδια ωστόσο δεν είναι συνεχή τμήματα DNA, καθώς το 90% περίπου του DNA δεν κωδικοποιεί πρωτεΐνες (noncoding or junk DNA) και αποτελεί ένα είδος θορύβου που παρεμβάλλεται ανάμεσά τους. Ακόμα όμως και στην ίδια την περιοχή κωδικοποίησης ενός γονιδίου (coding region) υπάρχουν τμήματα, τα ενδόνια, τα οποία δεν προορίζονται για μεταγραφή σε mRNA (introns, ενώ τα τμήματα που πρέπει να μεταγραφούν ονομάζονται εξόνια, exons). Μπορούμε να παρομοιάσουμε την περιοχή ενός γονιδίου με ένα πακέτο τηλεπικοινωνιακού δικτύου, στο οποίο παρεμβάλλονται μηνύματα αρχής και τέλους, ακολουθίες δηλαδή που δηλώνουν σε ποια σημεία πρέπει να αρχίσει (προαγωγέας, promoter) και να τερματιστεί η μεταγραφή, καθώς και άλλες πληροφορίες για το μήνυμα.

Τα γονίδια μπορούν να καταταχθούν σε δύο μεγάλες κατηγορίες, τα δομικά (structural) και τα ρυθμιστικά (regulatory). Τα δομικά γονίδια είναι εκείνα που περιέχουν τον κωδικό για τη σύνθεση ενζύμων που καταλύουν χημικές αντιδράσεις του κυττάρου ( παραγωγή ενέργειας, άμυνα του κυττάρου). Τα ρυθμιστικά γονίδια κωδικοποιούν πρωτεΐνες που προσδένονται σε σημεία του DNA για να μεταβάλλουν την έκφραση των δομικών γονιδίων. Οι ρυθμιστικές πρωτεΐνες που παράγονται από τα γονίδια αυτά μπορούν είτε να εμποδίσουν τη μεταγραφή  ενός άλλου γονιδίου, προσκολλώμενες σε αυτό, είτε εμποδίζοντας τη μετάφραση ορισμένων μηνυμάτων στα ριβοσώματα. Επίσης οι πρωτεΐνες μπορούν να αλληλεπιδράσουν μεταξύ τους, μεταβάλλοντας τη δράση τους. Για παράδειγμα, μια ρυθμιστική πρωτεΐνη μπορεί  να επιβάλλει την απομάκρυνση μιας άλλης που παρεμποδίζει την έκφραση ενός δομικού γονιδίου.

Επομένως ο γενετικός κώδικας καθορίζει το πλήθος των πρωτεϊνών που μπορούν δυνητικά να παραχθούν από το κύτταρο. Όλα τα κύτταρα ενός οργανισμού, ανεξάρτητα από τη μορφολογία, δομή και λειτουργία τους περιέχουν το ίδιο γενετικό υλικό. Ωστόσο, η διαφοροποίηση των κυττάρων έγκειται ακριβώς στην έκφραση των γονιδίων εξαρτάται και από περιβαλλοντικούς παράγοντες.

Κάθε λειτουργία του κυττάρου για να ολοκληρωθεί απαιτεί μια ακολουθία αντιδράσεων  (μονοπάτι - pathway). Η ακολουθία αυτή καταρχήν δεν είναι απαραίτητο να είναι σειριακή. Μπορεί να περιέχει κλάδους, βρόχους ανατροφοδότησης, ταυτόχρονη πραγματοποίηση χημικών αντιδράσεων και αλληλεπιδράσεις μεταξύ δύο διαφορετικών ακολουθιών. Ακόμα, παρατηρείται συχνά πλεονασμός στους κλάδους που είναι δυνατό να ακολουθηθούν. Διαφορετικοί συνδυασμοί γονιδίων οδηγούν σε διαφορετικά αποτελέσματα. Στην περίπτωση των δομικών γονιδίων μετά τη σύνθεση μιας πρωτεΐνης, μπορεί να ακολουθήσει τροποποίηση της, ανάλογα με την ανατροφοδότηση και τους ρυθμιστικούς παράγοντες σε κάθε φάση της διαδικασίας μετάφρασης και μεταγραφής του DNA. Η τροποποίηση αυτή μπορεί να προσδώσει διαφορετικό λειτουργικό ρόλο στην πρωτεΐνη. Έτσι μπορούμε να πούμε ότι υπάρχουν γονίδια τα οποία δεν κωδικοποιούν μόνο μία, αλλά μέχρι και εκατοντάδες διαφορετικές πρωτεΐνες.

Επομένως ένα πληρέστερο σχήμα για την απεικόνιση του κεντρικού δόγματος της βιολογίας είναι το ακόλουθο (σχήμα – 2):
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Σχήμα – 2

2.2
Ο κυτταρικός κύκλος

Οι διαδικασίες διπλασιασμού του DNA, αύξησης και διαίρεσης του κυττάρου, ρυθμίζονται με ακρίβεια ώστε να διασφαλίσουν ότι τα κύτταρα διαιρούνται κατά περιόδους ανάλογα με το μέγεθος και την κατάσταση του DNA.

Ο κυτταρικός κύκλος αποτελείται από πέντε φάσεις:

[image: image5.png]61

period of cell =

growth bofore

the DNA is period when
the DNATs.

duplicated

duplicated
(that is, when

(interphase begins chromosomes

in daughter cells) are duplicated)

G2

period after DNA
is duplicated;
cell prepares

for division




Σχήμα - 3

· Φάση G1 (first gap phase): ανάπτυξη του κυττάρου και παραγωγή όλων των απαραίτητων πρωτεϊνών για τη σύνθεση του DNA. Προετοιμασία του κυττάρου για τη φάση S.

· Φάση S (σύνθεση του DNA) : πραγματοποιείται η αντιγραφή του DNA (διπλασιασμός του DNA). Οι συμπληρωματικές αλυσίδες αποχωρίζονται σε πολλά σημεία και ελεύθερα νουκλεοτίδια που βρίσκονται στον περιβάλλοντα χώρο τοποθετούνται με τη βοήθεια ενζύμων στις κατάλληλες θέσεις, απέναντι από τις βάσεις στις οποίες αντιστοιχούν. Έτσι κάθε αλυσίδα χρησιμεύει ως εκμαγείο ή καλούπι για το σχηματισμό της συμπληρωματικής της.

· Φάση G2 (second gap phase): χρονικό διάκενο που παρεμβάλλεται μεταξύ των φάσεων S και M και το κύτταρο προετοιμάζεται για τη μίτωση (ανάπτυξη κυττάρου και σύνθεση πρωτεϊνών) 

· Μίτωση (M) : Είναι η διαδικασία διαίρεσης του κυττάρου και περιλαμβάνει μια σειρά από αλληλένδετα γεγονότα που συμβαίνουν μέσα στο κύτταρο, τα οποία εκτυλίσσονται διαδοχικά και χωρίζονται σε τέσσερα στάδια:

1. πρόφαση: η πυρηνική μεμβράνη και ο πυρινίσκος αρχίζουν να εξαφανίζονται, οι χρωματίδες συσπειρώνονται, το κεντροσωμάτιο διαιρείται και τα δύο τμήματά του βρίσκονται στους πόλους του κυττάρου και τα πρωτεϊνικά νημάτια διαπερνούν τον πυρήνα συγκλίνοντας προς τους πόλους και σχηματίζουν την άτρακτο.

2. Μετάφαση: τα χρωμοσώματα μετακινούνται προς τον ισημερινό του κυττάρου και διατάσσονται στο ισημερινό επίπεδο. Προς το τέλος της το κεντρομερίδιο (ή κεντρόμερο) διαιρείται και αρχίζει ο αποχωρισμός των αδελφών χρωματίδων και η μετακίνηση τους προς τους πόλους του κυττάρου. Στον άνθρωπο διαρκεί 2-6 λεπτά και στη φάση αυτή τα χρωμοσώματα είναι ορατά με μικροσκόπιο.

3. Ανάφαση: το κινητικό στάδιο της μίτωσης κατά το οποίο ολοκληρώνεται η μετακίνηση των χρωματίδων στην περιοχή των πόλων.

4. Τελόφαση: αντίστροφη φάση της πρόφασης. Τα χρωμοσώματα συσπειρώνονται και αυξάνουν σε μήκος, διαλύεται η άτρακτος και εμφανίζεται η πυρηνική μεμβράνη και ο πυρηνίσκος.

·  Κυτταροκίνηση C: το κυτταρόπλασμα  διαιρείται, δημιουργώντας δύο νέα θυγατρικά κύτταρα.

Οι φάσεις G1, S και G2 συναποτελούν τη μεσόφαση (interphase).

Τα περισσότερα διαφοροποιημένα κύτταρα εγκαταλείπουν τον κυτταρικό κύκλο και περνούν στη φάση G0, φάση ανάπαυσης (dormant or quiescent phase), κατά την οποία οι μεταβολικές διαδικασίες (σύνθεση μακρομορίων) είναι περιορισμένες και το μέγεθος του κυττάρου είναι μικρότερο σε σχέση με άλλες φάσεις.

2.3
Σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα υπάρχουν τρία σημεία κυτταρικού ελέγχου προκειμένου να αναγνωριστούν πιθανές βλάβες στο γενετικό υλικό του κυττάρου. Τα σημεία ελέγχου είναι:

· G1 σημείο ελέγχου: Εντοπίζεται στο τέλος της φάσης G1, ακριβώς πριν την είσοδο στην φάση S.  Στο σημείο αυτό αξιολογείται η ανάπτυξη του κυττάρου, αν θα πρέπει να διαιρεθεί, ή να επιβραδυνθεί η διαίρεση  αυτού ή να εισέλθει στη φάση ανάπαυσης G0. Εάν οι συνθήκες είναι κατάλληλες για διαίρεση, τότε ξεκινά η αντιγραφή του DNA και αρχίζει η S φάση.

· G2 σημείο ελέγχου: Συμβαίνει στο τέλος στη φάσης G2 , αξιολογεί την επιτυχία της αντιγραφής του DNA και είναι αυτό που δίνει το έναυσμα να αρχίσει η φάση της μίτωσης.

· M σημείο ελέγχου: Πραγματοποιείται κατά τη διάρκεια της μετάφασης και είναι αυτό το σημείο ελέγχου που επιτρέπει την είσοδο στη φάση G1 μετά τη μίτωση και τη κυτταροκίνηση. 

Για την πραγματοποίηση του κυτταρικού ελέγχου είναι απαραίτητη η παρουσία δύο τύπων πρωτεϊνών, των εξαρτώμενων από τις κυκλίνες κινασών (cyclin-dependent protein kinases, Cdks) και των κυκλινών (cyclins).

Οι εξαρτώμενες από κυκλίνες κινάσες (Cdks) είναι ένζυμα που φωσφορυλιώνουν τα αμινοξέα σερίνη και θρεονίνη, κρίσιμων κυτταρικών ενζύμων, καθώς και άλλων πρωτεϊνών. 

Οι κυκλίνες είναι πρωτεΐνες που προσδένονται στις κινάσες, δίνοντάς τους τη δυνατότητα να δράσουν ως ένζυμα. 

Τα επίπεδα των Cdks παραμένουν μονίμως σταθερά, ενώ τα επίπεδα κάθε κυκλίνης παρουσιάζουν αυξομειώσεις κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, με κυριότερους ρυθμιστές της παρουσίας τους εξωκυττάριους παράγοντες, όπως οι ορμόνες και οι αυξητικοί παράγοντες (growth factors). Για αυτό το λόγο παρατηρείται εξειδίκευση των συμπλεγμάτων Cdk – κυκλινών, με κάθε ένα από αυτά να είναι υπεύθυνο για διαφορετικό σημείο του κυτταρικού κύκλου.

Συγκεκριμένα, το σύμπλεγμα της κυκλίνης D και της κινάσης CDK4 ωθεί το κύτταρο να μεταβεί από τη φάση G1 στην φάση S, καθώς τα επίπεδα της κυκλίνης D φτάνουν στο υψηλότερό τους σημείο λίγο πριν το G1 σημείο ελέγχου. Τα επίπεδα της κυκλίνης E αυξάνονται αργότερα και παραμένουν υψηλά σε όλη τη διάρκεια της φάσης S , σχηματίζοντας ενεργό κινάση σε συνδυασμό με την CDK2. Για τη μετάβαση από τη φάση G2 στη μίτωση, δηλαδή για το πέρασμα του G2 σημείο ελέγχου απαιτείται η παρουσία του συμπλέγματος της κυκλίνης B και της κινάσης cdc2.

Ο ρόλος των κινασών και των κυκλινών στην ογκογένεση είναι σημαντικός. Αυτό ισχύει, γιατί η υπερέκφραση των κινασών και η μετάλλαξη των κυκλινών β μπορούν να προκαλέσουν τη λανθασμένη είσοδο στη φάση της σύνθεσης του DNA.

2.4
Κυτταρικός Θάνατος

Υπάρχουν δύο βασικοί τύποι κυτταρικού θανάτου στα καρκινικά κύτταρα:

· Απόπτωση (apoptosis)

· Όγκωση (oncosis)

Συχνά χρησιμοποιείται και όρος νέκρωση (necrosis) αλλά σύμφωνα με τους Majno G. και Joris I. (1995) δεν είναι σωστός, διότι δεν υποδηλώνει μια μορφή κυτταρικού θανάτου, αλλά αναφέρεται σε αλλαγές που ακολουθούν τον κυτταρικό θάνατο, με οποιοδήποτε μηχανισμό και αν προήλθε. Η απόπτωση συνεπάγεται νέκρωση με συρρίκνωση του κυττάρου ενώ η όγκωση συνεπάγεται νέκρωση σε καρυόλυση (karyolysis).

Η απόπτωση είναι ένας τρόπος αυτοκτονίας του κυττάρου βασισμένος στον γενετικό μηχανισμό αυτού. Τα χαρακτηριστικά της απόπτωσης είναι τα ακόλουθα:

· Η απόπτωση είναι μια μορφή κυτταρικού θανάτου που χαρακτηρίζεται τόσο από μορφολογικές όσο και από βιοχημικές αλλαγές και μπορεί να θεωρηθεί αντίθετη της μίτωσης.

· Μορφολογικά το κύτταρο συρρικνώνεται και γίνεται πιο πυκνό. Επιπλέον, ο πυρήνας πιθανόν να διαλυθεί.

· Υπάρχει μερική ή καθόλου διόγκωση των μιτοχονδρίων ή άλλων οργανιδίων

· Βιοχημικά, το DNA κατακερματίζεται.

· Η διαδικασία είναι υπό γενετικό έλεγχο και μπορεί να αρχίσει από ένα εσωτερικό ρολόι ή από εξωκυττάριους παράγοντες όπως οι ορμόνες, κυττοκίνες, κύτταρα-δολοφόνοι και μια ποικιλία από χημικούς, φυσικούς και ιογενείς παράγοντες.

· Η απόπτωση μπορεί να πραγματοποιηθεί πολύ γρήγορα.

Ο όρος όγκωση (oncosis) έχει προταθεί για τον  ισχαιμικό κυτταρικό θάνατο που είναι ένας τύπος τυχαίου κυτταρικού θανάτου και προκαλείται από αποτυχία των ιονικών  αντλιών (ionic pumps) της πλασματικής μεμβράνης.

Η όγκωση μπορεί να προσδιοριστεί ως εξής:

· Είναι μια μορφή κυτταρικού θανάτου που συνοδεύεται από κυτταρική διόγκωση, διόγκωση των οργανιδίων, φυσαλιδοποίηση (blebbing) και αύξηση της διαπερατότητας της μεμβράνης. Μέσω πειραμάτων έχει δειχθεί ότι η φυσαλιδοποίηση ξεκινά στα πρώτα στάδια της ισχαιμικής βλάβης και στα αρχικά στάδια είναι αντιστρέψιμη.

· Ο μηχανισμός της βασίζεται στην αποτυχία των ιονικών αντλιών της πλασματικής μεμβράνης

· Εξελίσσεται σε νέκρωση μέσα σε 24 ώρες.

· Συνήθως ακολουθείται από καρυόλυση
· Μπορεί να διαγνωστεί με έλεγχο διαπερατότητας όλου του κυττάρου

· Το DNA διασπάται με μη συγκεκριμένο τρόπο

· Οι κυτταρικές αλλαγές μπορούν να διαπιστωθούν μόνο με ιστολογικές τεχνικές

2.5
Γήρανση (senescence)

Η γήρανση των κυττάρων ορίζεται ως η απώλεια της αναπαραγωγικής τους ικανότητας. Το αποτέλεσμα αυτό προκύπτει ύστερα από έναν αριθμό μιτωτικών διαιρέσεων ή από υπεροξία, και ο τρόπος υλοποίησης του είναι η οριστική και μη αντιστρεπτή  «σύλληψη» των κυττάρων στο σημείο ελέγχου G1. Τότε τα κύτταρα γίνονται πλέον αναίσθητα στα σήματα υποκίνησης της ανάπτυξης. Θεωρώντας τη γήρανση σαν κατάσταση αντίστροφη της αναπαραγωγής, είναι σαφές ότι αποτελεί και έναν τρόπο καταστολής των όγκων. Οι μεταλλάξεις των γονιδίων που ρυθμίζουν την πρόκληση της γήρανσης δρουν υπέρ της ογκογένεσης. Το αποτέλεσμα των μεταλλάξεων στα γονίδια αυτά είναι η καθυστέρηση ή και η αποφυγή της γήρανσης και η ανεξέλεγκτη αναπαραγωγή. 

Τα επιχειρήματα που συνηγορούν στο ότι η γήρανση είναι μηχανισμός αγκοκαταστολής είναι δύο:

· Τα ερεθίσματα που προκαλούν γήρανση – σμίκρυνση τελομερών, καταστροφή DNA, καταστροφή χρωματίδων, σήματα μίτωσης άνω του φυσιολογικού – μπορούν δυνητικά να προκαλέσουν και καρκίνο.

· Η κυτταρική γήρανση ελέγχεται από ογκοκατασταλτικά γονίδια. Η δραστηριότητα του γονιδίου p53 αυξάνεται στα κύτταρα στην κατάσταση αυτή, ενώ το γονίδιο pRb συναντάται τότε μόνο στην ενεργό του μορφή.

Η γήρανση μπορεί να προκύψει ως το αποτέλεσμα της προοδευτικής μείωσης του μήκους των τελομερών. Τα τελομερή είναι οι ακολουθίες στα άκρα των χρωμοσωμάτων που με την παρουσία τους τα προστατεύουν, αποτρέποντας την ανάμιξη διαφορετικών χρωμοσωμάτων μεταξύ τους. Μετά από κάθε κυτταρική διαίρεση, το μήκος των τελομερών μειώνεται γιατί η δική τους αναπαραγωγή κατά τη φάση της αντιγραφής του DNA είναι ημιτελής. Όταν το μήκος του τελομερούς έχει πλέον μειωθεί τόσο, ώστε να μην επαρκεί για την προστασία του χρωμοσώματος, τότε το κύτταρο εκπέμπει σήμα για την πρόκληση της γήρανσης, δηλαδή την οριστική παύση των κυτταρικών διαιρέσεων.

Από την άλλη μεριά, έχει παρατηρηθεί ότι δεν υπάρχει ένα συγκεκριμένο μήκος τελομερών έπειτα από το οποίο επέρχεται η γήρανση. Το γεγονός αυτό σημαίνει επιπρόσθετα σήματα είναι απαραίτητα για την πρόκληση της γήρανσης.

Η δυνατότητα αποφυγής σμίκρυνσης των τελομερών εξασφαλίζεται από την παρουσία της τελομεράσης, η οποία κανονικά υπάρχει στα εμβρυϊκά και γενετικά κύτταρα, αλλά εμφανίζεται συνήθως και στα περισσότερα καρκινικά, συμβάλλοντας έτσι στο να μπορούν τα καρκινικά κύτταρα να παρακάμψουν και αυτόν τον μηχανισμό ογκοκαταστολής, τη γήρανση.

2.6
Μεταλλάξεις 

Το DNA δεν είναι ένα αδρανές μόριο αφού η αλληλουχία μιας αλυσίδας του μπορεί να αλλάξει μετά τη σύνθεση της όπως για παράδειγμα όταν αλλάζει λόγω έκθεσης σε εξωγενή ακτινοβολία ή χημικές επιδράσεις από ειδικά χημικά καρκινογόνα. Το σημαντικό είναι τέτοια λάθη του γενετικού κώδικα να μη μεταβιβασθούν στις θυγατρικές αλυσίδες κατά την αντιγραφή του. Η διαδικασία αυτόματης διόρθωσης των βάσεων του DNA παρέχει την ευκαιρία να επισημανθούν τέτοια γεγονότα γιατί άλλωστε αυτά θα διαταράξουν τη “συμπληρωματικότητα” των βάσεων στις αλυσίδες. Αν οι διορθωτικοί μηχανισμοί αποτύχουν, ή αν οι θυγατρικές αλυσίδες που δεν “ταιριάζουν” πλέον ξεχωρίσουν σε μονές αλυσίδες και διπλασιασθούν μόνες τους πλέον, τα “λάθη” της κωδικοποίησης μπορεί να παραμείνουν. Τότε έχουμε πλέον μετάλλαξη. Η πλέον συχνή μετάλλαξη μονής βάσεως στον άνθρωπο είναι η αλλαγή της C με T που προέρχεται από αδυναμία διόρθωσης της απαμινωμένης κυτοσίνης. 

2.7
Κατηγορίες γονιδίων που σχετίζονται με τον καρκίνο

Τα γονίδια που σχετίζονται με τον καρκίνο μπορούν να ομαδοποιηθούν σε δύο βασικές κατηγορίες:

· Μεταλλαξιογόνα γονίδια (mutator genes): Οι μεταλλάξεις στο DNA των κυττάρων μπορούν να προκληθούν είτε από εξωγενείς (περιβαλλοντικούς), είτε από ενδογενείς (κυτταρικούς) παράγοντες. Στους εξωγενείς παράγοντες συμπεριλαμβάνονται η ακτινοβόληση, αλλά και τα χημικά παράγωγα της βιομηχανίας ή ακόμα και τα χημικά συστατικά που προσλαμβάνονται με την τροφή, ενώ στους ενδογενείς τα τοξικά παράγωγα που προκύπτουν σε διάφορα στάδια των μεταβολικών αντιδράσεων του κυττάρου. Συνεπώς, η πρόκληση βλαβών στις αλυσίδες του DNA και η επιδιόρθωση τους είναι διαδικασίες που συμβαίνουν συνεχώς, και οι μεταλλάξεις ως σφάλματα στις διαδικασίες αυτές είναι ένα φαινόμενο όχι και τόσο σπάνιο.

Όμως όλες οι μεταλλάξεις δεν βαρύνουν το κύτταρο στον ίδιο βαθμό, ούτε οδηγούν όλες στην ογκογένεση. Οι πιο κρίσιμες είναι αυτές που συμβαίνουν στα γονίδια που ελέγχουν την ακεραιότητα του γενετικού υλικού.

Οι κυρίαρχοι μηχανισμοί δημιουργίας μεταλλάξεων στα καρκινικά κύτταρα έχουν αναγνωριστεί οι εξής δύο:

· Ανεπαρκής ή αναξιόπιστη επιδιόρθωση των βλαβών του DNA.

· Εσφαλμένος διαχωρισμός χρωμοσωμάτων κατά την κυτταρική διαίρεση.

· Ογκογονίδια (oncogenes): Ο όρος αναφέρεται σε γονίδιο που έχει μεταλλαχθεί ώστε να διευκολύνει την νεοπλασματική ανάπτυξη. Η φυσιολογική λειτουργία τέτοιων γονιδίων μπορεί να είναι η σύνθεση παραγόντων που εμπλέκονται στον έλεγχο της αύξησης, τον κυτταρικό κύκλο ή στην απόπτωση. Τα ογκογονίδια μπορεί να διαιρεθούν σε δύο ευρείες ομάδες ανάλογα με το κατά πόσο η ογκογόνος δράση τους προέρχεται από την υπερ-δραστηριότητα ενός προ-ογκογονιδίου ή από την απώλεια ενός ογκοκατασταλτικού γονιδίου.

· Προ-ογκογονίδια ( proto-oncogenes) : Είναι γονίδια που υπό κανονικές συνθήκες διαδραματίζουν ρόλο σχετικό με τον έλεγχο της κυτταρικής ανάπτυξης και υποκινούν την κυτταρική διαίρεση. Ονομάζονται μερικές φορές προ – ογκογονίδια, επειδή μεταλλάξεις τα αναγκάζουν να υπερεκφραστούν ή να είναι υπερενεργητικά  και τα μετατρέπουν έπειτα σε ογκογονίδια, με αποτέλεσμα τον υπερβολικό πολλαπλασιασμό των κυττάρων που είναι χαρακτηριστικό του καρκίνου.
· Ογκοκατασταλτικά γονίδια (tumor suppressor genes): Είναι γονίδια που υπό φυσιολογικές συνθήκες εμποδίζουν την διαίρεση του κυττάρου. Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια τείνουν να κωδικοποιούν πρωτεΐνες που έχουν για φυσιολογική λειτουργία την αναστολή του κυτταρικού κύκλου ή την πρόκληση απόπτωσης για να αποφευχθεί η μεταβίβαση (σε θυγατρικά κύτταρα) ανεπανόρθωτων λαθών του DNA. Ωστόσο, οι λειτουργίες τους  συχνά σχετίζονται με τον τύπο του κυττάρου και τη δομή του ιστού.  Όταν μεταλλάσσονται μπορεί να οδηγήσουν σε ασυγκράτητη διαίρεση του κυττάρου. Αυτό μπορεί να συμβεί μόνο στην περίπτωση που και τα δύο αντίγραφα του γονιδίου είναι μεταλλαγμένα. Οι μεταλλάξεις των ογκοκατασταλτικών γονιδίων έχουν ως αποτέλεσμα μοναδική κατάληξη στο νευρικό σύστημα συγκριτικά με το ρόλο τους σε άλλα όργανα. Αυτό είναι στενά σχετιζόμενο με τον τύπο του κυττάρου στα οποία συμβαίνουν οι μεταλλάξεις και την εξελικτική φάση των ιστών που επηρεάζονται.
2.8

      Όγκοι του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος

Πολύμορφο γλοιoβλάστωμα 

Οι όγκοι του κεντρικού νευρικού συστήματος έχουν ιδιόμορφα χαρακτηριστικά γνωρίσματα λόγω των οποίων διαφέρουν από άλλα νεοπλάσματα στο σώμα. Πρώτον, η διάκριση ανάμεσα σε καλοήθη και κακοήθη όγκο είναι λιγότερο εμφανής στο κεντρικό νευρικό σύστημα (ΚΝΣ). Δεύτερον, ανεξαρτήτως της ιστολογικής κατηγοριοποίησης, οι όγκοι μπορεί να είναι ιδιαίτερα κακοήθεις, ανάλογα με την ανατομική τους θέση. Τρίτον, σπάνια κάνουν μετάσταση εκτός του ΚΝΣ, παρόλο που συχνά διεισδύουν στο πέριξ εγκεφαλικό παρέγχυμα.

Τα χαρακτηριστικά του νευρικού συστήματος που επηρεάζουν την κατάληξη της δυσλειτουργίας των γονιδίων είναι η εξελικτική φάση, η κατάσταση πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης, και η κυτταρική ταυτότητα. 

Τυπικοί όγκοι του νευρικού συστήματος είναι οι εξής:

· Ακουστικό νεύρωμα (Acoustic neuroma)
· Ατυπικός τερατοειδής / ραβδοειδής όγκος  (Atypical teratoid/ rhabdoid tumour)

· Όγκος του χοριοειδούς πλέγματος (Choroid plexus tumour)

· Γλοίωμα (Glioma)
· Aστροκύττωμα (Astrocytoma)
· Νευροΐνωμα (Neurofibroma)
· Ρετινοβλάστωμα (Retinoblastoma)
· Σβάνωμα (Schwannoma)
Το πολύμορφο γλοιοβλάστωμα είναι τύπος όγκου του κεντρικού νευρικού συστήματος που ανήκει στην κατηγορία των αστροκυττωμάτων (astrocytic tumours). Είναι το πιο κοινό και επιθετικό αρχικό νεόπλασμα του ΚΝΣ και επικεντρώνεται στο βάθος της λευκής ουσίας του ημισφαιρίου του εγκεφάλου, πιο συχνά στο μετωπικό λοβό (frontal lobe).

Οι όγκοι του μετωπικού λοβού κατά κανόνα εκδηλώνονται με διανοητικές αλλαγές αλλά και με αλλαγές ψυχοσύνθεσης ως αρχικά συμπτώματα. Ο πονοκέφαλος είναι η πιο συνηθισμένη πάθηση και το οίδημα του οπτικού νεύρου (papilledema) το πιο συνηθισμένο εύρημα στην ιατρική εξέταση των ασθενών με γλοιοβλάστωμα στο ημισφαίριο. Τα τρία συμπτώματα: πονοκέφαλος, επιληψία και ημιπάραιση (hemiparesis) παρατηρούνται ταυτόχρονα σε ποσοστό μικρότερο του 50% των ασθενών. 

Η κατάληξη για τους ασθενείς με κακοήθη γλοίωμα δεν έχει βελτιωθεί αρκετά κατά τις τελευταίες δεκαετίες, παρά την εξέλιξη στους τομείς της νευροχειρουργικής, της ακτινοθεραπείας και της χημειοθεραπείας. Η επιβίωση σχετίζεται γενικά με τα ιστοπαθολογικά χαρακτηριστικά και την ανατομική θέση του όγκου, και την ηλικία των ασθενών. Η ηλικία είναι συνήθως ένας καλός προγνωστικός παράγοντας, και οι ασθενείς γλοιωμάτων νεαρής ηλικίας επιβιώνουν για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα. Συγκεκριμένα, σύμφωνα με τη μελέτη του Villà L. και των συνεργατών του, η ηλικία άνω των 70 ετών αποτελεί έναν ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για το θάνατο των ασθενών που ακολουθούν ακτινοθεραπεία. Ασθενείς ηλικίας άνω των 70 ετών είχαν μέσο χρόνο επιβίωσης 34 εβδομάδες, ενώ ασθενείς ηλικίας από 65 έως 70 ετών είχαν αντίστοιχο χρόνο 55 εβδομάδων. 

Οι πρόοδοι στη μοριακή βιοτεχνολογία συμβάλλουν στην καλύτερη κατανόηση των χαρακτηριστικών του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος. Έτσι, ένας αριθμός γενετικών διαφοροποιήσεων έχει συσχετιστεί με το πολύμορφο γλοιοβλάστωμα. Μοριακές γενετικές έρευνες έχουν σημειώσει την ασυνήθιστη έκφραση μιας ποικιλίας κυτταρικών ογκογονιδίων που εμπλέκονται στις αλυσίδες αντιδράσεων των παραγόντων ανάπτυξης και τον κυτταρικό έλεγχο. Απώλεια των χρωμοσωμάτων 1, 10, 11, 13, 17, 19 και 22, μεταλλάξεις των ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως τα CDKN2, PTEN/MMAC1(10q), DMBT1(10q), Rb(13q), p16(9p) και TP53(17p), και ενίσχυση και/ή υπερέκφραση γονιδίων όπως τα EGFR, CDK4, MYCN, PDGFR, MDM2, GLI, και MET παρατηρούνται συχνά στον όγκο αυτό.
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Σχήμα – 4

Το παραπάνω διάγραμμα (σχήμα – 4) απεικονίζει πιθανές μοριακές μεταλλάξεις κατά την ανάπτυξη του ανθρώπινου αστροκυττώματος, συμπεριλαμβάνοντας απώλεια ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως τα p53, Rb, p16 και κέρδος προ-ογκογονιδίων όπως τα PDGFR και EGFR. Τουλάχιστον δύο αλληλουχίες αντιδράσεων έχουν αναπτυχθεί για το πολύμορφο γλοιοβλάστωμα (GBM): το δευτερογενές γλοιοβλάστωμα (secondary GBM) που δημιουργείται από πρόοδο από χαμηλότερου προς υψηλότερου βαθμού αστροκύττωμα και το πρωτογενές  γλοιοβλάστωμα (primary GBM) που δημιουργείται απ’ ευθείας από φυσιολογικά αστροκύτταρα.

Η δράση των γονιδίων και των αντίστοιχων πρωτεϊνών τους που συμμετέχουν στον φυσιολογικό έλεγχο νεοπλασίας (physiological growth control) μπορούν να απεικονιστούν σαν μια ισορροπία ανάμεσα σε θετικές (αποτέλεσμα έκφρασης προ-ογκογονιδίων) και αρνητικές (δραστηριότητα των ογκοκατασταλτικών γονιδίων) δυνάμεις που ωθούν ή αποτρέπουν το κύτταρο από τη σύνθεση του DNA (σχήμα – 5). Αποτυχία του μηχανισμού ελέγχου ως αποτέλεσμα της υπερβολικής δραστηριότητας των προ-ογκογονιδίων ή της διαγραφής των ογκοκατασταλτικών γονιδίων ίσως επιτρέψει την μη ελεγχόμενη αύξηση των κυττάρων και την έναρξη της ανάπτυξης του καρκίνου.
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Σχήμα – 5

Excessive oncogene activation
: Υπερβολική ενεργοποίηση ογκογονιδίου
Suppressor gene deletion

: Εξάλειψη κατασταλτικών γονιδίων
Uncontrilled proliferation

: Ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασμός
Balance



: Ισορροπία
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2.9
Ογκογονίδια που σχετίζονται με το πολύμορφο γλοιοβλάστωμα

Στον όγκο του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος εμφανίζεται μετάλλαξη ή απώλεια ή υπερέκφραση των γονιδίων ή πρωτεϊνών p53, Mdm-2, p16, p21-Ras, p14(ARF), p73, ATM, Bcl-2, Bax, pRb, EGFR, HC-gp39, PTEN, TMS1/ASC, PDGFR, Cathepsin L, Akt, πρωτεΐνη SIRT2 και της κινάσης Cdk4.

2.9.1
p53

Στον άνθρωπο, το γονίδιο p53 βρίσκεται στο βραχύ σκέλος του χρωμοσώματος 17, στη θέση 13 και το μήκος του είναι περίπου 20kb. Κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p53, μια 53 kilodalton φωσφοπρωτεΐνη  που αποτελείται από 393 αμινοξέα. Η δομή της p53 φαίνεται στο παρακάτω σχήμα:
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Σχήμα - 6

“hot spot” codons


: κωδικόνια “θερμού σημείου”
 Transactivation


: διενεργοποίηση

 Sequence-specific DNA binding
: πρόσδεση DNA εξειδικευμένης ακολουθίας 

Evolutionary conserved regions
: εξελεικτικά συντηρημένες περιοχές

Oligomerization


: ολιγομερισμός
Κατάλοιπο 1 - 42 


: περιοχή ενεργοποίησης μεταγραφής

Κατάλοιπο 102 - 292
: περιοχή πρόσδεσης DNA εξειδικευμένης       ακολουθίας

Κατάλοιπο 343 – 393


: περιοχή ολιγομερισμού ή τετραμερισμού 

  
  (περιοχή αλλοστερικού ελέγχου)
Λειτουργία του p53

Το γονίδιο p53 είναι ένας παράγοντας μεταγραφής που ρυθμίζει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και ελέγχει τους κυτταρικούς μηχανισμούς που συντηρούν την ακεραιότητα του γονιδιώματος, γι’ αυτό είναι και γνωστό ως  «φύλακας του γονιδιώματος» ή παράγοντας των σημείων ελέγχου. 
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Σχήμα - 7

Στα φυσιολογικά κύτταρα, το γονίδιο p53 είναι συνήθως αδρανοποιημένο (κατάσταση off). Το γονίδιο p53 ενεργοποιείται ως απόκριση σε ερεθίσματα βλάβης του DNA. Από έρευνες στο βιοχημικό υπόστρωμα του διακόπτη του p53 από ανέκδηλη σε δραστήρια μορφή έχει αποκαλυφθεί πληθώρα αλληλεπιδράσεων που έχουν το p53 στο επίκεντρο δραστηριότητας ενός ευρέος δικτύου σημάτων μεταγωγής και ελέγχου ποιότητας των αλληλεπιδράσεων. 

Η βλάβη του DNA μπορεί να έχει προκληθεί από χημικές καρκινογόνες ουσίες (που προκαλούν απλές τοπικές αλλαγές στην ακολουθία του DNA ), από ιοντίζουσα ακτινοβολία (που ίσως οδηγήσει σε αστάθεια των χρωμοσωμάτων ή μετακίνηση των νουκλεοτιδίων) ή από ιούς (οι οποίοι εισάγουν ξένο DNA στο κύτταρο). 

Το γονίδιο p53, οδηγεί το κύτταρο στη φάση G0 (cell cycle arrest) του κυτταρικού κύκλου ή στην απόπτωση στην περίπτωση ανίχνευσης βλάβης στο DNA. Επιπλέον, κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p53, που είναι μια πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη που λειτουργεί ως παράγοντας αντιγραφής, π.χ. ως διαμορφωτής που μπορεί να θέσει άλλα γονίδια στην κατάσταση on ή off. Η πρωτεΐνη αυτή, εμποδίζει τον πολλαπλασιασμό του DNA (DNA replication) και είναι ένα μόριο ελέγχου στα σημεία ελέγχου της προόδου του κυτταρικού κύκλου από τη φάση G1 στη φάση S και από τη G2 στη M. Επομένως, η φυσιολογική λειτουργία του p53 πιστεύεται να είναι σημαντική για τη συντήρηση της ακεραιότητας του γονιδιώματος και την αποτροπή της εμφάνισης του καρκίνου, και απώλεια της λειτουργίας του wild-type p53 (ορθό αντίγραφο του p53) ίσως στην πραγματικότητα να είναι η πιο σημαντική μετάλλαξη στα ανθρώπινα νεοπλάσματα.

Στη φάση G0 του κυττάρου η p53 εκφράζεται σε χαμηλά επίπεδα  και εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα. Ακολουθεί τον κανόνα ημιζωής.  Ο χρόνος ημιζωής της wt p53 είναι 15-30 λεπτά και μπορεί να αυξηθεί με θεραπεία με κυκλοεξιμίδιο (cycloheximide). Αρκεί μία φορά να ενεργοποιηθεί το p53 προκειμένου να οδηγηθεί το κύτταρο στη φάση G0 , διακόπτοντας  την είσοδο των κυττάρων στη φάση S, έτσι ώστε να διορθωθεί η βλάβη του DNA πριν την αντιγραφή του γονιδιώματος. Στην περίπτωση που το ερέθισμα στρες (stress) δεν επηρεάζει την ακεραιότητα του DNA ή εάν η βλάβη του DNA είναι ιδιαίτερα σοβαρή το p53 ίσως οδηγήσει σε απόπτωση εξαρτώμενη από το p53 (p53-dependent apoptosis).

Ο ρόλος του “άγριου τύπου” ( wild-type) wt p53 στον έλεγχο της επιδιόρθωσης του DNA, της απόπτωσης και της παύσης του κυτταρικού κύκλου στο σημείο G1 εμπλέκεται στη ρύθμιση της αντίδρασης του κυττάρου στην ιοντίζουσα ακτινοβολία.

Μεταλλάξεις του p53

Μεταλλάξεις του γονιδίου p53 είναι συνηθισμένες στα δευτερογενή  γλοιοβλαστώματα που είναι αποτέλεσμα της εξέλιξης αστροκυττωμάτων βαθμού II και III και συμβαίνουν συνήθως στους νέους ενήλικες. Αντιθέτως, στα πρωτογενή γλοιοβλαστώματα (που προκύπτουν de novo), σπάνια συναντούνται μεταλλάξεις του p53. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός, ότι μεταλλάξεις του p53 παρατηρούνται σπάνια σε πρωτογενές γλοιοβλάστωμα με ενισχυμένο EGFR. Οι μεταλλάξεις του p53 ίσως προλέγουν ευνοϊκή απόκριση στη χημειοθεραπεία, πιθανόν λόγω της αποτυχημένης παύσης ανάπτυξης και επιδιόρθωσης του DNA σαν αντίδραση στο γονιδιοτοξικό στρες (genotoxic stress) 

Σύμφωνα με ανάλυση πολλών δειγμάτων όγκων εγκεφάλου (Hernandez-Boussard και συνεργατών του., 1999), η πλειονότητα των μεταλλάξεων ομαδοποιείται στην περιοχή πρόσδεσης του DNA, ειδικά στην περιοχή μεταξύ των αμινοξέων 151 and 180, καθώς και στην περιοχή των αμινοξέων από 240 εώς 300. Επιπλέον, η κατανομή των μεταλλαγμένων αμινοξέων στην πρωτεΐνη p53 εξαρτάται από τον τύπο του όγκου. Η ανάλυση βασίστηκε σε δεδομένα 721 ασθενών από τη βάση δεδομένων IARC TP53 MUTATION DATABASE. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης παρουσιάζονται στο σχήμα - 8.
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Σχήμα – 8

Η περιοχή στην οποία παρουσιάζεται η μετάλλαξη προσδίδει διαφορετικές ιδιότητες στο μεταλλαγμένο γονίδιο p53, γεγονός που επηρεάζει και την απόκριση του p53 στην ακτινοθεραπεία. Ο  Okaichi Kumio και οι συνεργάτες (2003) του μελέτησαν τέσσερις μεταλλάξεις του p53, στα κωδικόνια 123, 143, 175 και 273. Εξέτασαν  το αποτέλεσμα αυτών των μεταλλάξεων  ως προς την ευαισθησία προς την ακτινοβολία  και την απόκριση προς την ακτινοβολία.

Τα αποτελέσματα της μελέτης τους παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα.

	
	wild
	123A
	143A
	175H
	273H

	Συσσώρευση του p53
	+
	+
	-
	-
	-

	Εισαγωγή του Waf-1
	+
	-
	-
	-
	-

	Εισαγωγή του Bax
	+
	+
	-
	-
	-

	Παύση G1 
	+
	-
	-
	-
	-

	Απόπτωση
	+
	+
	-
	-
	-

	Ακτινευαισθησία
	S
	S
	R
	R
	R

	Λειτουργικό τεστ ζυμομυκήτων
	W
	W
	M
	M
	M


R = αντίσταση, S = ευαισθησία, W= ορθό αντίγραφο(wild type),  M= μετάλλαξη

Αδρανοποίηση του p53
Αδρανοποίηση του p53, π.χ. από μετάλλαξη, απώλεια, απομόνωση, ή δέσμευση από άλλες πρωτεΐνες ίσως οδηγήσει σε αυξανόμενο ρυθμό πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Επιπλέον, αδρανοποίησή του μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα ανθεκτικότητα ως προς της απόπτωση, ένας από του μηχανισμούς που πιστεύεται ότι εξηγεί την αποτυχία των σκευασμάτων να ανταποκριθούν στη ζημιά του DNA. 

Η ευαισθησία σε ποικιλία κυτταροτοξικών φαρμάκων μπορεί να προσδιοριστεί από την κατάσταση του p53. In-vitro δεδομένα υποδεικνύουν ότι έλλειψη της λειτουργίας του “ άγριου τύπου” (wild type) p53 στο πολύμορφο γλοιοβλάστωμα (GBM) σχετίζεται με ανθεκτικότητα στην εφάπαξ δόση και στην κλασματοποιημένη ακτινοθεραπεία.

Επομένως, αδρανοποίηση του p53 ίσως να σχετίζεται με χειρότερη πρόγνωση. 

Αξία του p53

Η απώλεια του ογκοκατασταλτικού γονιδίου  p53 έχει συσχετιστεί με την πρόοδο του όγκου, την υποτροπή (εκ νέου επιδείνωση) της ασθένειας, την ανεπιτυχή αντίδραση στην αντινεοπλαστική θεραπεία και την κακή πρόγνωση σε πολλές κακοήθειες. Ωστόσο, λαμβάνοντας υπόψη κάποια ασάφεια που φαίνεται να εμπεριέχεται στα αποτελέσματα πρόσφατων μελετών, δεν είναι πλήρως τεκμηριωμένο το ότι το p53 μπορεί από μόνο του να συσχετιστεί με την απόκριση στη θεραπεία και την πρόγνωση της εξέλιξης του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος.

p53 και ακτινοβόληση

Μεταλλάξεις του p53 έχουν συσχετιστεί με πρόοδο του όγκου και ανεπιτυχή κλινική κατάληξη για τους ασθενείς με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα. Η ακτινοβόληση είναι ένας σημαντικός τρόπος θεραπείας για το πολύμορφο γλοιοβλάστωμα. Με συνδυασμό αφαίρεσης (μερικής ή ολικής) και ακτινοθεραπείας,  5% των ασθενών επιβιώνουν για χρονικό διάστημα μεγαλύτερο των 5 ετών.

Η Haas-Kogan D. και οι συνεργάτες της (1996) ερεύνησαν τη συμβολή από δύο ενδιάμεσες λειτουργίες του p53 (p53 – mediated functions) - την απόπτωση και την παύση στο G1 σημείο - στην εγγενή απόκριση στην ακτινοβολία από τους όγκους πολύμορφου γλοιοβλαστώματος. 

Σύμφωνα με τη μελέτη τους, τα κύτταρα προερχόμενα από πολύμορφο γλοιοβλάστωμα υφίσταντο απόπτωση προκαλούμενη από ακτινοβολία και στην απουσία την δράσης του wt p53, σε αντίθεση με άλλους τύπους κυττάρων που απόπτωση προκαλούμενη από ακτινοβολία προέκυψε μόνο σε αυτά με έκφραση του wt p53. 

Επιπλέον, εξέτασαν την εξάρτηση της αποπτωτικής αντίδρασης που ακολουθεί την ακτινοβόληση συναρτήσει της δόσης και του χρόνου και προέκυψε ότι οι κυτταρικές σειρές πολύμορφου γλοιοβλαστώματος (GM cell lines) υφίσταντο μόνο ελάχιστη απόπτωση. 

Αυξημένη ευαισθησία σε ακτινοβόληση που επιφέρει απόπτωση συσχετίστηκε με αυξημένη ευαισθησία ακτινοβόλησης όπως εκτιμήθηκε από μείωση της δόσης D0, αύξηση του λόγου α/β και αύξηση των τιμών α χωρίς σημαντικές διαφοροποιήσεις στις τιμές β.

Επίσης, μελέτησαν το αποτέλεσμα της λειτουργίας του wt p53 στην απόκριση των κυττάρων GM στην ιοντίζουσα ακτινοβολία και αξιολόγησαν την G1 παύση προκαλούμενη από ακτινοβολία που χαρακτηρίζει την κατανομή του κυτταρικού κύκλου σε ένα μοναδικό χρονικό σημείο μετά από εφάπαξ δόση ακτινοβολίας. Επίσης, επέκτειναν την ανάλυσή τους στο σημείου ελέγχου του κυτταρικού κύκλου που ελέγχεται από το p53, αποδίδοντας τη σπουδαιότητα του στην παρεμπόδιση της διέλευσης των κυττάρων μέσω της μετα-ακτινοβολούμενης G1/S  μετάβασης. Η διέλευση μέσω της μετάβασης G1/S αποδεικνύει ότι μόνο τα κύτταρα στα οποία εκφράζεται η λειτουργία του wt p53 υφίσταντο παρατεταμένη G1 παύση ως αντίδραση στην έκθεση ακτινοβολίας. Αντιθέτως, κύτταρα με έλλειψη της λειτουργίας του wt p53 απέτυχαν να σταματήσουν στη φάση G1 και συνέχισαν να εξελίσσονται στον κυτταρικό κύκλο ως απόκριση στην ακτινοβολία.

Αξιοσημείωτη είναι η παρατήρησή τους ότι αυξημένη ανθεκτινότητα προς την ακτινοθεραπεία συσχετίζεται με την παρουσία μεταλλάξεων του p53.

Συμπερασματικά, στη μελέτη τους, περιέγραψαν το ρόλο της ανεξάρτητης από το p53 απόπτωσης και της εξαρτώμενης από το p53 παύσης στο σημείο G1 στο συντονισμό της αντίστασης στην ακτινοβολία του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος.  Έδειξαν ότι η προκαλούμενη από ακτινοβολία απόπτωση συντελείται κατά ένα τρόπο ανεξάρτητα από το wt p53. Επιπλέον, ευπάθεια στην wt p53 –ανεξάρτητη απόπτωση ήταν ασθενώς συσχετισμένη με αύξηση στην κλωνογονική (clonogenic) ευαισθησία ακτινοβολίας. Αξιοσημείωτη είναι η παρατήρησή τους, ότι η αυξημένη ευαισθησία στην απόπτωση συσχετίστηκε με αύξηση της συνιστώσας α της κλωνογονικής καμπύλης επιβίωσης, ενώ καμιά σημαντική αλλαγή της συνιστώσας β δεν ήταν έκδηλη. Ο συσχετισμός ανάμεσα στην ευαισθησία στην απόπτωση και στη συνιστώσα α θα βοηθήσει σε καλύτερη πρόγνωση και καλύτερο σχεδιασμό για την πιο κατάλληλη ακτινοθεραπεία.      

Σύμφωνα με επόμενη μελέτη της  Haas-Kogan D. και των συνεργατών της (1999), η αντίδραση του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος στην κλασματοποιημένη ακτινοθεραπεία εξαρτάται από τη λειτουργία του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53. 

Οι φυσιολογικοί και οι κακοήθεις ιστοί γενικά κατηγοριοποιούνται με βάση τα ακτινοβιολογικά χαρακτηριστικά τους ως αργά-ανταποκρινόμενοι ή οξέως (acutely) ανταποκρινόμενοι. Αυτές οι διαφορές στην ακτινοβιολογική συμπεριφορά αντικατοπτρίζονται στις τιμές α/β που χαρακτηρίζουν τις καμπύλες επιβίωσης μετά από ακτινοβόληση (radiation survival curves). Οι αργά ανταποκρινόμενοι ιστοί έχουν χαμηλή τιμή στο λόγο α/β ενώ οι εντόνως ανταποκρινόμενοι ιστοί έχουν υψηλότερες τιμές του λόγου α/β. Η κλασματοποίηση στην κλινική ακτινοθεραπεία βασίζεται στο γεγονός ότι οι όγκοι συμπεριφέρονται ως “οξέως” (acutely) – ανταποκρινόμενοι ιστοί ενώ οι περιβάλλοντες φυσιολογικοί ιστοί είναι όψιμα – ανταποκρινόμενοι. Υπό αυτές τις συνθήκες η διαφορά στους λόγους α/β έχει ως αποτέλεσμα τα καρκινικά κύτταρα να θανατώνονται από επαναλαμβανόμενες δόσεις ακτινοβολίας που όμως είναι ανεπαρκείς για τα φυσιολογικά κύτταρα.

Σύμφωνα με τη μελέτη τους, οι όγκοι του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος που «φιλοξενούν» μεταλλάξεις του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 ίσως συμπεριφέρονται ως αργά-ανταποκρινόμενοι ιστοί παρά ως οξέως-ανταποκρινόμενοι ιστοί. Βασισμένοι σε αυτά τα συμπεράσματα μελέτησαν την περίπτωση τα κύτταρα του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος, που τους λείπει η λειτουργία του p53, να είναι πιο ανθεκτικά στην κλασματοποιημένη ακτινοθεραπεία. Σύμφωνα με τη μελέτη τους, τα κύτταρα με έλλειψη της λειτουργίας του wt p53 δεν παρουσιάζουν παύση στο σημείο G1 προκαλούμενη από ακτινοβολία, όπως συμβαίνει στα κύτταρα με έκφραση του wt p53. Επίσης, οι διαφοροποιήσεις (alterations) στα σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου μπορούν να συμβάλλουν σε αυξημένη αντίσταση στην κλασματοποιημένη ακτινοβολία στα κύτταρα με έλλειψη του wt p53. 

Η ακτινοβιολογική βάση για την κλασματοποιημένη ακτινοθεραπεία είναι η χαμηλότερη τιμή α/β των κανονικών, αργά - αποκρινόμενων ιστών, συγκρινόμενη με την α/β τιμή των νεοπλασματικών, οξέως - αποκρινόμενων ιστών. Εντούτοις, σύμφωνα με τη μελέτη τους, προτείνεται ότι οι όγκοι πολύμορφου γλοιοβλαστώματος που περιέχουν μεταλλάξεις του p53 μπορούν να θεωρηθούν ως αργά - αποκρινόμενοι ιστοί στην ακτινοβιολογική τους συμπεριφορά. Επίσης, σύμφωνα με τα αποτελέσματά τους, η p53 κατάσταση των όγκων πολύμορφου γλοιοβλαστώματος θα έπρεπε να καθοδηγεί την επιλογή για τα σχήματα κλασματοποίησης. Οι όγκοι που φέρουν τις μεταλλάξεις του p53 μπορούν να αντιμετωπιστούν καλύτερα με λιγότερες, μεγαλύτερων κλασμάτων συνεδρίες, ενώ οι όγκοι που εκφράζουν wt p53 μπορούν να αντιμετωπιστούν καλύτερα με μικρότερα κλάσματα ή συνεχόμενη  χαμηλού ρυθμού δόση ακτινοβόλησης.

Συμπερασματικά, σύμφωνα με τη μελέτη τους, η κλασματοποιημένη ακτινοβόληση παρέχει επιλεκτικό πλεονέκτημα στα κύτταρα με έκφραση mt p53. Ο μηχανισμός που αποτελεί το θεμέλιο αυτής της προνομιακής αύξησης στην αντίσταση ακτινοβολίας συσχετίζεται με μεταλλάξεις του p53 δεν εμπλέκονται στην απόπτωση  προκληθείσα από ακτινοβολία. Σε κάποιο βαθμό, (μάλλον) το έλλειμμα στο σημείο ελέγχου G1 και μια αύξηση στη διάρκεια της πιο ανθεκτικής προς την ακτινοβολία φάσης S,  στην κατανομή του κυτταρικού κύκλου, που οφείλεται στην ακτινοβολία, ίσως συμβάλλουν στην παρατηρούμενη αυξημένη αντίσταση στην ακτινοβολία στα κύτταρα με έλλειψη της λειτουργίας wt p53. Σύμφωνα με τη μελέτη τους, η λειτουργία του p53 στο πολύμορφο γλοιoβλάστωμα ίσως χρησιμοποιηθεί ως οδηγός για την επιλογή του κλασματικού σχήματος. Για τη θεραπεία ενός ασθενή με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα με έκφραση από mt p53 η κλασματοποιημένη ακτινοθεραπεία ίσως δεν παρέχει θεραπευτικό πλεονέκτημα αλλά θα μπορούσε να συμβάλει στον έλεγχο του όγκου.     

2.9.2
Mdm2

Η ογκοπρωτεΐνη Mdm2 ( Murine double minute ) είναι από τους πιο σημαντικούς αρνητικούς ρυθμιστές της p53. Το προϊόν του γονιδίου Mdm2, το οποίο μειώνει και απενεργοποιεί την πρωτεΐνη p53, παρατηρείται ενισχυμένο ή υπερεκφρασμένο σε περίπου 10% των όγκων πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος (Krauws A.,2000).

Η Mdm2 δεσμεύεται στο τερματικό -  N της p53 και προάγει τον υποβιβασμό του p53, εμποδίζοντας τελικά τη δραστηριότητα μεταγραφής του p53. Ωστόσο, η σχέση της αλληλεπίδρασης Mdm2-p53 είναι ιδιόμορφη, ένα είδος αυτορυθμιζόμενου βρόχου ανατροφοδότησης. Από τη μια πλευρά, η πρωτεΐνη Mdm2 ενώνεται με το p53 και δρα ως ο κύριος κυτταρικός ανταγωνιστής του. Αυτό επιτυγχάνεται διαμέσου απ’ευθείας επέμβασης της δεσμευμένης Mdm2 στις αντιγραφικές δραστηριότητες του p53 και μέσω της ιδιότητας της Mdm2 να στοχεύει το p53 για γρήγορο πρωτεολυτικό θάνατο. 

Από την άλλη πλευρά, το γονίδιο mdm2 είναι ο άμεσος στόχος της αντιγραφικής δραστηριότητας της p53. Η ενεργοποιημένη p53  αυξάνει σημαντικά τη μεταγραφή των γονιδίων mdm2.  Η ενίσχυση ή υπερέκφραση του Mdm2 έχει αναγνωριστεί ως ένας μηχανισμός αδρανοποίησης του p53
[image: image12.emf]
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Σύμφωνα με μελέτη των Mao H. και Hamoudi R. (2000), που μελέτησαν πέντε δείγματα πολύμορφου γλοιοβλαστώματος χρησιμοποιώντας τις μεθόδους κυτταρογενετικής (cytogenetics), CGH (comparative genomic hybridization), FISH (fluorescence in situ hybridization) και άμεσης αλληλούχησης (direct sequencing), ενίσχυση του γονιδίου MDM2 παρατηρήθηκε σε δύο όγκους. 

2.9.3
p14 (ARF)

Η πρωτεΐνη αυτή είναι μεταξύ των θετικών ρυθμιστών της πρωτεΐνης p53. Το p14ARF είναι ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο που έχει αναγνωριστεί ως ένας θετικός ρυθμιστής της p53. Συγκεκριμένα, δεσμεύει και απενεργοποιεί την πρωτεΐνη Mdm2 με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση της p53. Το p14 απομονώνει την Mdm2 στους πυρηνίσκους αποτρέποντας τη φυσική αλληλεπίδραση των p53, και Mdm2. Επίσης, έχει δειχθεί ότι μπορεί να απομονώσει όλο το σύμπλεγμα p53-Mdm2 στον πυρηνίσκο, με αποτέλεσμανα εμποδίζεται η έξοδος του συμπλέγματος από τον πυρήνα και ο υποβιβασμός του p53.

2.9.4
p21-Ras
Είναι η πρωτεΐνη που παράγεται από το προ-ογκογονίδιο Ras. Αυτή η 21 KDa ογκοπρωτεΐνη λειτουργεί σαν ένας μοριακός διακόπτης για τη μεταφορά σημάτων που παράγονται από την αλληλεπίδραση υποδοχέων – προσδεμέτων στην κυτταρική μεμβράνη στον πυρήνα, και έτσι παίζει έναν πολύ ουσιαστικό ρόλο στη ρύθμιση του πολλαπλασιασμού, της μετανάστευσης και της διαφοροποίησης των κυττάρων. Έρευνες έχουν δείξει ότι αυτή η ογκοπρωτεΐνη αν και σπανίως είναι μεταλλαγμένη, εμφανίζει μια δραματική υπερδραστηριότητα στα υψηλού βαθμού γλοιώματα. Έρευνες απέδειξαν ότι η επιμόλυνση (transfection)  ανθρώπινων κυττάρων αστροκυττώματος με μεταλλαγμένο EGFR  παρουσίασαν σημαντική ανάπτυξη γλοιοβλαστώματος, που ήταν τουλάχιστον κατά ένα μέρος αποτέλεσμα της αυξημένης δραστηριότητας του στοιχείου p21-Ras στην αλυσίδα αντιδράσεων. Επιπλέον, υπερέκφραση της p21-Ras έχει βρεθεί στα υψηλού βαθμού αστροκυττώματα, γεγονός που συντελεί στην υψηλή δραστηριότητά της που παρατηρείται στους όγκους αυτούς. Η ισχυρή συσχέτιση ανάμεσα στη δραστηριότητα της p21-Ras και το ρυθμό ανάπτυξης αυτών των όγκων ίσως να υποδηλώνει κλινική συσχέτιση και να υποδεικνύει ότι η παρεμπόδιση της p21-Ras ίσως προσφέρει ένα μέσο για το φραγμό του πολλαπλασιασμού του γλοιώματος.

Σε πέντε δείγματα κυττάρων από ανθρώπινο πολύμορφο γλοιοβλάστωμα που έγιναν αναλύσεις βρέθηκε ότι συμπληρωματικά με το EGFR, το N-Ras ήταν υπερεκφρασμένο και στα πέντε δείγματα. Αυξημένη έκφραση του N-Ras δεν βρέθηκε ούτε σε δείγματα από πρόσφατα ανεπτυγμένο όγκο εγκεφάλου (fresh brain tumor) ούτε σε δείγματα από μη νεοπλαστικό εγκέφαλο (non-neoplastic brain). Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η μελέτη των Tsurushima και των συνεργατών του (1996)., σύμφωνα με την οποία, παρουσιάζεται διαφορά στην έκφραση του N-Ras ανάμεσα σε δείγματα από υποτροπή του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος και σε δείγματα από πολύμορφο γλοιοβλάστωμα χωρίς υποτροπή, υποδεικνύοντας ότι ενισχυμένη έκφραση του Ras που έχει προκληθεί από ανωμαλία της μεταγραφής ( disorder of transcription) ίσως δεν είναι σημαντική μόνο για την εξέλιξη του όγκου από το ένα στάδιο στο άλλο αλλά και για την εξέλιξη του όγκου ίδιου βαθμού.

2.9.5
p21
To p21 μπορεί να ενεργοποιηθεί από το p53 ως αντίδραση σε βλάβη του DNA που ίσως ελέγχει τον πολλαπλασιασμό του DNA και προωθεί τη διαφοροποίηση. Η ανάπτυξη των κυττάρων που ελέγχεται από το γονίδιο p53 επιτυγχάνεται με μεσολάβηση του γονιδίου p21. Η υπερέκφραση του γονιδίου p21 ίσως έχει ένα πιο άμεσο αποτέλεσμα.

2.9.6
p73 
Το γονίδιο p73 αποκωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που έχει οργανικές και λειτουργικές ομοιότητες με την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53. Η p73 πρωτεΐνη μπορεί να πυροδοτήσει την απόπτωση και την παύση/αναστολή του κυτταρικού κύκλου προκαλώντας την αντιγραφή του p21waf. Σε φυσιολογικούς ιστούς, η έκφραση του p73 εμφανίζεται πανταχού παρούσα και θεμελιώδης, αλλά μετάλλαξη του p73 δεν προκαλείται ούτε από βλάβη του DNA ούτε από υπεριώδη ακτινοβολία. 

Από την ομάδα του Loiseau και των συνεγατών του (1999) εξετάσθηκαν 129 δείγματα ασθενών με όγκους εγκεφάλου, εκ των οποίων 73 αστροκυττώματα (6 πρώτου βαθμού, 8 δευτέρου βαθμού, 6 τρίτου βαθμού και 53 τετάρτου βαθμού), 12 μηνιγγιώματα (meningiomas), 14 νευρινώματα (neurinomas), 9 επενδυμώματα (ependymomas) (βαθμού 2), 5 μυελοβλαστώματα (medulloblastomas) και 16 μεταστάσεις από πνεύμονα, μαστό ή από αδιαφοροποίητα καρκινώματα. Σύμφωνα με τη μελέτη τους, οι περισσότεροι όγκοι του νευρικού συστήματος σχετίζονται με χαμηλά ή μέσα επίπεδα από p73 αντίγραφα, με διασκορπισμένες τιμές όσων αφορά το γλοιοβλάστωμα και τις μεταστάσεις. Συγκεκριμένα τα αποτελέσματα της μελέτης τους παρουσιάζονται στα παρακάτω ιστογράμματα:

[image: image13.png]Levels of p73 transcripts.

1o
o PR iy
At omy

s
e



[image: image14.png]3

3

oy
1y
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Επίπεδα των μεταγραφών του γονιδίου p73
Η έκφραση του p73 mRNA (A: απόλυτες τιμές(individual values), B: μέσες τιμές) όπως υπολογίστηκε με τη μέθοδο ημιποσοτικό (semi-quantitative) RT-PCR σε δείγματα από ιστούς εγκεφάλου χωρίς όγκο ή από ιστούς διαφόρων τύπων όγκου του κεντρικού νευρικού συστήματος: νευρίνωμα, μυελοβλάστωμα, μηνιγγίωμα, μετάσταση, αστροκύτωμα (Βαθμού I–IV) και επενδύμωμα.
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Μάτισμα (επανασύνδεση) του p73 mRNA 
Χαρακτηριστικά επανασύνδεσης των μεταγραφών του p73 (ποσοτικοποιούμενα ως ο λόγος των mRNA που κωδικοποιούν τη βραχεία ισο-μορφή της πρωτεΐνης p73β προς εκείνα που κωδικοποιούν την πλήρη μορφή της πρωτεΐνης p73) δείχνουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των διαφόρων τύπων όγκου του κεντρικού νευρικού συστήματος του ανθρώπου. 

2.9.7
Κινάσες
Η πρωτεΐνη p53 μπορεί να φωσφορυλιωθεί από κινάσες όπως την κινάση της καζείνης Ι, την κινάση της καζεϊνης II, τις κινάσες πρωτεϊνών εξαρτώμενες από κυκλίνες (cdk), JNK1, την κινάση p38, την κινάση πρωτεΐνης εξαρτώμενη από το DNA (DNA-dependent protein kinase (DNA-PK))  και την έκφραση του μεταλλαγμένου γονιδίου ataxia teleangiectasia (ATM). Η αντιστρέψιμη φωσφορυλίωση της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 σε συγκεκριμένες περιοχές διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη δραστηριότητά της.

Σύμφωνα με την έρευνα των Mao H. και Hamoudi R. (2000),που μελέτησαν πέντε δείγματα πολύμορφου γλοιοβλαστώματος χρησιμοποιώντας μεθόδους κυτταρογενετικής (cytogenetics), CGH (comparative genomic hybridization, συγκριτικής γονιδιωματικής υβριδίωσης), FISH (fluorescence in situ hybridization, υβριδίωσης με φθορισμό in situ) και άμεσης αλληλούχισης (direct sequencing), ενίσχυση του γονιδίου CDK4 παρατηρήθηκε σε δύο όγκους.

Η πρωτεΐνη κινάση Β (protein kinase B (PKB/Akt) :  Σύμφωνα με μελέτη της D. Haas – Kogan και των συνεργατών της (1998), τα κύτταρα γλοιοβλαστώματος, σε αντίθεση με τα κύτταρα των αρχικών αστροκυττωμάτων, περιέχουν υψιλή δραστηριότητα της ενδογενούς πρωτεΐνης κινάσης Β (PKB/Akt) και υψηλά επίπεδα τιμών από PI 3,4,5- τριφωσφορική (triphosphate) (PI(3,4,5)P3) και PI(3,4)P2, τα λιποειδή προϊόντα της κινάσης PI 3 (lipid products of PI 3-kinase). Σε επτά από τις οκτώ κυτταρικές σειρές πολύμορφου γλοιοβλαστώματος που μελέτησαν, παρατήρησαν αυξημένη δραστηριότητα του PKB/Akt  συγκριτικά με τα αστροκύτταρα (κύτταρα από τα οποία προέρχονται τα κύτταρα γλοιοβλαστώματος). Σε μελέτες in vitro έχει δειχθεί ότι το γονίδιο PTEN μπορεί να αποφωσφορυλιώσει την τριφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (3’ phosphate of PI(3,4,5)P3).  Έτσι, διερεύνησαν εάν οι μεταλλάξεις του PTEN θα μπορούσαν να ερμηνεύσουν τα αυξημένα επίπεδα των 3’ φωσφολιπιδίων ( 3΄ phospholipids) και την αυξημένη δραστηριότητα του PKB/Akt στις κυτταρικές σειρές πολύμορφου γλοιοβλαστώματος. Σύμφωνα με τη μελέτη τους, το wt PTEN προερχόμενο από πρωτογενή αστροκύτταρα, αλλά όχι από μεταλλαγμένη μορφή PTEN, μειώνει τα επίπεδα των 3’ φωσφοϊνοσιτίδων (3’ phosphoinositides) και εμποδίζει τη δραστηριότητα της κινάσης PKB/Akt. Αντιθέτως, στις κυτταρικές σειρές πολύμορφου γλοιοβλαστώματος η έκφραση των μεταλλάγμένων αλληλόμορφων PTEN, δεν ήταν δυνατό να μειώσει τη δραστηριότητα του PKB/Akt.
2.9.8
p16

Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο p16 είναι γνωστό ως μια ανασταλτική κινάση εξαρτώμενη από κυκλίνες. Το p16, που έχει την ιδιότητα να δεσμεύει την CDK4 (cyclin – dependent kinase) και να αποτρέπει το σχηματισμό ενός ενεργού συμπλέγματος με τις πρωτεΐνες κυκλίνες D (cyclin D proteins), εκδηλώνει  την  ικανότητα της υποφωσφορυλίωση (hypophosphation) της πρωτεΐνης ρετινοβλαστώματος (pRb, ένα υπόστρωμα του ενεργού cdk4). Σε συνδιασμό με  σχετική αφθονία από κυκλίνες τύπου D (D – type cyclins) ενδοκυτταρικώς, δρα ανασταλτικά ώστε η συσσώρευση της cdk4 κινάσης να μην προωθήσει τη συνέχιση μέσω της G1 φάσης του κυτταρικού κύκλου. Αυτό το γεγονός υποδηλώνει ότι η πρωτεΐνη p16 ίσως είναι ένας αρνητικός ρυθμιστής του πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Οι cdks ελέγχονται αρνητικά από τον cdk-αναστολέα p16.
2.9.9
 pRb
Η ενεργή αποφωσφορυλιωμένη Rb πρωτεΐνη είναι κύριος διακόπτης της εξέλιξης του κυτταρικού κύκλου που ελέγχει την αντιγραφή των απαραίτητων γονιδίων για τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Αδρανοποίηση της Rb επιτυγχάνεται από τις κινάσες εξαρτώμενες από κυκλίνες (cycllin-dependent kinases), π.χ. cdk-4, που φωσφορυλιώνουν την Rb. Είναι αναγνωρισμένο ότι η αλληλουχία αντιδράσεων του Rb διακόπτεται στην πλειοψηφία των γλοιοβλαστωμάτων in vivo και σχεδόν σε όλες τις κυτταρικές σειρές των κακοηθών γλοιωμάτων in vitro. Προς το παρόν είναι αδύνατο να προσδιορίσουμε πότε η διακοπή της αλληλουχίας αντιδράσεων Rb διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανθεκτικότητα των γλοιοβλαστωμάτων ως προς τη χημειοθεραπεία.

Το γονίδιο ρετινοβλαστώματος pRb εμπλέκεται στη ρύθμιση όλων των φάσεων του κυτταρικού κύκλου και διαδραματίζει ένα ρόλο στην απόπτωση που ακολουθεί τη χορήγηση ιονίζουσας ακτινοβολίας.

Η μεταλλαγμένη λειτουργία του pRb οδηγεί σε ασυνεπή έλεγχο του κυτταρικού κύκλου μετά την ιοντίζουσα ακτινοβολία και σε διπλάσια αντίσταση κατά της ακτινοβολίας.

Η πρωτεΐνη pRb ρυθμίζεται από τα ογκοκατασταλτικά γονίδια p53 και p16. 

Η pRb ενώνεται με το E2F (early gene 2 factor), έναν παράγοντα αντιγραφής που ρυθμίζει την έκφραση κάποιων γονιδίων που είναι αναγκαία για την έναρξη του κυτταρικού κύκλου και τη σύνθεση του DNA. Συγκεκριμένα, τα συμπλέγματα E2F4-pRb συγκεντρώνονται στη φάση G1.

2.9.10
AT - ATM
Το γονίδιο της ατάξιας τελαγγειεκτασίας (ataxia-telangiectasia gene). Στην περίπτωση αδρανοποίησης του γονιδίου αυτού, μειώνεται σημαντικά η δραστηριοποίηση του p53 από την ιοντίζουσα ακτινοβολία. Το ΑΤ γονίδιο καθιστά δυνατή την αντίδραση του p53 με το υπεριώδες φως (ultra violet light).

Σύμφωνα με τον Tribius S. και τους συνεργάτες του (2001), τα κύτταρα τα ανεπαρκή σε ΑΤ παρουσιάζουν μειονεκτήματα/ατέλειες σε αρκετά σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου τα οποία φυσιολογικά επιτρέπουν την επιδιόρθωση της βλάβης του DNA που έχει προκληθεί από την ιοντίζουσα ακτινοβολία που προηγείται της αντιγραφής (replication) και του χρωμοσωμικού διαχωρισμού. Ένα χαρακτηριστικό γνώρισμα από το φαινότυπο ΑΤ (ΑΤ phenotype) είναι η αποτυχία των καλλιεργημένων κυττάρων να σταματήσουν στο G1/S σημείο ελέγχου ως αντίδραση στην ακτινοβολία. Αξιοσημείωτο είναι ότι τα ΑΤ κύτταρα εκδηλώνουν “άγριου τύπου” (wild-type) αντίσταση στην υπεριώδη ακτινοβολία. Σύμφωνα με μελέτες το ΑΤΜ φωσφορολύει την p53 ως επακόλουθο της ιοντίζουσας ακτινοβολίας. 
Το μέσο επίπεδο ακτινευαισθησίας φαινοτύπου των A-T heterozygotes προσδίδουν υποστήριξη στη σχέση ανάμεσα στην έκφραση της ATM και του βαθμού ακτινευαισθησίας. Σε κυτταρικό επίπεδο, η ATM επηρεάζει την κυτταρική ανάπτυξη, την κινητική του κυτταρικού κύκλου, και την κλωνογονική ιδιότητα. Έχει δειχθεί ότι το ATM ρυθμίζει το μεταβολισμό των τελομερών.

 Η έκφραση του ΑΤΜ  έχει συσχετιστεί με το βαθμό του όγκου, συγκεκριμένα όγκοι πολύμορφου γλοιωβλαστώματος εμφανίζουν υψηλότερη τιμή έκφρασης του ΑΤΜ συγκριτικά με όγκους χαμηλότερου βαθμού. Επιπλέον, οι όγκοι πολύμορφου γλοιοβλαστώματος που εξετάστηκαν από τον Tribius S. και την ομάδα του (2001), εμφάνισαν μεγαλύτερη αντίσταση στην ακτινοβολία από τους όγκους χαμηλότερου βαθμού. Με βάση τις δύο αυτές παρατηρήσεις, υποστηρίζουν ότι ο ρόλος του ATM είναι ιδιαίτερα καθοριστικός για την αντίσταση στην ακτινοβολία ( ή ακτινευαισθησία). Σύμφωνα με τη μελέτη τους, είναι πιθανό ότι το ATM παίζει ένα σημαντικό ρόλο στους ιστούς όπου η απόπτωση προκαλούμενη από p53 δεν είναι η επικρατέστερη απόκριση στην ακτινοβολία. Καθώς 40-60% των όγκων πολύμορφου γλοιοβλαστώματος περιέχουν μεταλλάξεις του p53, η πιθανότητα ότι η έκφραση του ΑΤΜ μπορεί να κυριαρχήσει της κατάστασης του p53 ανοίγει νέες προοπτικές στρατηγικής για θεραπευτική παρέμβαση.   

2.9.11
PTEN gene
Το  ογκοκατασταλτικό γονίδιο PTEN ( γνωστό επίσης και με το όνομα MMAC) προσδιορίστηκε στο χρωμόσωμα 10q23 το 1997. Το  PTEN καταλύει την αποφωσφορυλίωση της τριφωσφορικής (3,4,5) φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη, συγκεκριμένα στη θέση 3 στο δαχτυλίδι της ινοσιτόλης και ρυθμίζει καθοδικά τη PI3K/Akt σηματοδότηση της ακολουθίας αντιδράσεων, με αποτέλεσμα να διαμορφώνει την αύξηση και την επιβίωση των κυττάρων και να δρα ως καταστολέας όγκων. Οι σωματικές μεταλλάξεις του γονιδίου PTEN εμφανίζονται στα γλοιώματα,  ειδικά στα υψηλού βαθμού αστροκυτώματα. 

Η διαγραφή του PTEN, που συμβαίνει συχνά στα γλοιώματα υψηλού βαθμού, συνεπάγεται την ενεργοποίηση του AKT λόγω της απελευθέρωσης του αρνητικού ελέγχου της φωσφορυλίωσης του ΑΚΤ που επιβάλλεται από το προϊόν του γονιδίου. Κατά πόσο η μετάλλαξη του  PTEN  επηρεάζει την πρόγνωση στους ασθενείς με πολύμορφο γλοιωβλάστωμα παραμένει υπό αμφισβήτηση. Επιπλέον, το PTEN είναι σημαντικό και σε άλλες πτυχές της φυσιολογίας των κυττάρων, συμπεριλαμβανομένου της ρύθμισης της προσκόλλησης (cell adhesion), της μετανάστευσης και της διαφοροποίησης των κυττάρων. Σύμφωνα με κλινικές μελέτες, η μετάλλαξη του PTEN εμλέκεται στη μετάσταση.

Σύμφωνα με τη μελέτη της Rieger J. και των συνεργατών της (1999) η κατάσταση του PTEN δεν προβλέπει την ευαισθησία ως προς τη χημειοθεραπεία. Αξιόλογο είναι ότι επανεισαγωγή των wt PTEN αλληλόμορφων στις κυτταρικές σειρές γλοιωμάτων με μεταλλάξεις ενδογενών PTEN αλληλόμορφων ενισχύει την ευαισθησία ως προς την ακτινοβολία, χωρίς να μεταβάλλει όμως την ευαισθησία ως προς τη χημειοθεραπεία. Ωστόσο, προς το παρόν δεν υπάρχουν δεδομένα για την πιθανή επίπτωση του PTEN στην απόκριση στη θεραπεία, στο χρόνου προόδου ή στην επιβίωση.

Σε 26 ασθενείς με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα αναλύθηκε η μετάλλαξη του γονιδίου PTEN. Η μετάλλαξή του ανιχνεύθηκε σε 7 (26,9%) από 26 ασθενείς και συσχετίστηκε σημαντική μείωση του χρόνου επιβίωσης των ασθενών (p=0.0012). Επιπλέον, η μετάλλαξη του PTEN μπορεί να συσχετιστεί  με τη διάδοση (p= 0.0140). Συγκεκριμένα, ανιχνεύθηκε σε 6 από τους 12 (50%) ασθενείς που παρουσίασαν διάδοση και σε 1 από τους 14 (7,1%) χωρίς διάδοση. Τέλος, δεν υπήρξε κανένας σημαντικός συσχετισμός μεταξύ των μεταλλάξεων του PTEN και του χρόνου διάδοσης (p=0.1739). 
Σύμφωνα  με τις αναλύσεις προκύπτει ότι η μετάλλαξη του PTEN συνδέεται σημαντικά με τη διάδοση (p=0.0140).

Η πιθανή εμπλοκή του μεταλλαγμένου PTEN στην εμφάνιση της διάδοσης μπορεί να εξηγηθεί από τις ακόλουθες παρατηρήσεις: 

· Το  PTEN έχει παρόμοια ακολουθία με την κυτταροσκελετική (cytoskeletal) πρωτεΐνη τενσίνη (tensin) που δεσμεύεται στις ίνες ακτίνες στις εστιακές προσκολλήσεις. 

· Η υπερέκφραση του PTEN εμποδίζει τη μετανάστευση κυττάρων και τη ρυθμιζόμενη από την ιντεγκρίνη διάδοση κυττάρων από την αλληλεπίδραση και τη μείωση της  φωσφορυλίωσης της τυρισίνης (tyrosine phosphorylation) από την εστιακή κινάση προσκόλλησης FAK (focal adhesion kinase).

· Η έκφραση του PTEN επιλεκτικά εμποδίζει την ενεργοποίηση των εξωκυτταρικών κινασών ρυθμιζομένων από εξωκυτταρικά σήματα – της ακολουθίας αντιδράσεων (μονοπάτι) κινασών που ενεργοποιούνται από μιτωγόνα. 

· Το PTEN ρυθμίζει αρνητικά την εξαρτώμενη από την εξωκυττάρια μήτρα της  PI3K/Akt ακολουθίας αντιδράσεων της επιβίωσης του κυττάρου σε μια διαδικασία που μπορεί να συμπεριλάβει FAK.

· Οι ανεξάρτητες από τη φωσφατάση περιοχές της PTEN μειώνουν εμφανώς τη δυνατότητα εισβολής των κυττάρων γλοιώματος (glioma cells), υποδηλώνοντας ότι το PTEN ρυθμίζει την κυτταρική ευκινησία  σε έναν μηχανισμό ευδιάκριτο από την ακολουθία αντιδράσεων PKB/ Akt .

Από τα παραπάνω προκύπτει ότι η μετάλλαξη του PTEN θα μπορούσε να επηρεάσει την εξάπλωση των κυττάρων και τη μορφολογία του  γλοιοβλαστώματος, και έπειτα να συμβάλλει στην εμφανιζόμενη διάδοση.

Η αλλαγμένη έκφραση του PTEN μπορεί να είναι σημαντική στην πρόοδο του γλοιοβλαστώματος και την κατάληξη του ασθενή.

Σύμφωνα με τους Oren και συνεργάτες του (2002), το PTEN είναι ογκοκαταστολέας, που κρυπτογραφεί μια τριφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοδσιτόλη, που εξουδετερώνει τη δράση της κινάσης PI3 (PI3 – kinase). Κατ’αυτό τον τρόπο, το PTEN εμποδίζει τη δράση του Akt, διευκολύνοντας έτσι την απόπτωση. Το γονίδιο PTEN μπορεί να ενεργοποιηθεί από το p53. Αυτό σημαίνει ότι όταν το p53 ενεργοποιείται, ίσως προκαλέσει ανύψωση των κυτταρικών επιπέδων του PTEN, διαμέσου του μετριασμού του Akt, και στη συνέχεια καθιστά δυνατή την απόπτωση. Στην πραγματικότητα, θα μπορούσε να θεωρηθεί ότι το PTEN μπορεί αποτελεσματικά να προστατέψει το p53 από τις επιδράσης παρεμπόδισης από το Mdm2 και ότι αυξάνει την πιθανότητα θανάτου των κυττάρων εξαρτώμενο από το p53 κατά τη διάρκεια χημειοθεραπείας. 

2.9.12
Akt
Ο Schlegel J. και οι συνεργάτες του (2000), μελέτησαν την δραστηριότητα των συστατικών από δύο σημαντικές αλληλουχίες αντιδράσεων σημάτων μεταγωγής σε ανθρώπινα κύτταρα πολύμορφου γλοιοβλαστώματος. Βρήκαν ότι η φωσφορυλίωση είτε του Akt είτε του MAPK πραγματοποιείται υπό συνθήκες  “serum free”.

Σε όλες τις κυτταρικές σειρές με ενεργοποιημένο Akt εμφανίζεται μόνο μερική (weak) φωσφορυλίωση της MAPK ακολουθίας σημάτων, ενώ σε αυτές που υπάρχει έλλειψη του συστατικού ενεργοποιημένου Akt εκδηλώνονται υψιλά επίπεδα από φωσφορυλιωμένο MAPK υπό συνθήκες “serum free”. Ωστόσο, σε όλες τις κυτταρικές σειρές, κατά τη διέγερση με EGF ή πλάσμα του αίματος παρατηρήθηκε έναρξη και των δύο αλληλουχιών αντιδράσεων. Μεταλλάξεις του RTK (receptor tyrosine kinases) εμπλέκονται σε όλους του βαθμούς κακοήθειας των ανθρώπινων γλοιωμάτων. Μια συνέπεια της απώλειας της λειτουργίας του PTEN είναι η PI3K- εξαρτώμενη ενεργοποίηση του Akt/πρωτεϊνη κινάσης B στα κύτταρα γλοιώματος. Το Akt είναι ξεχωριστού ενδιαφέροντος στην ανθρώπινη νευροογκολογία, καθώς απελευθερώνει ένα αντιαποπτωτικό σήμα. Έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη BAD, μέλος της οικογένειας BCL-2 που εμπλέκεται στη ρύθμιση της απόπτωσης, φωσφοριώνεται από το Akt. Το Phospho-BAD είναι ένα σύμπλεγμα από 14-3-3 πρωτεΐνες και δεν εμποδίζει πλέον τα μέλη της αντιαποπτωτικής οικογένειας BCL-2. Έτσι, η φωσφορολύωση του BAD εξαρτώμενη από το Αkt (Akt-dependent phosphorylation of BAD) οδηγεί σε κυτταρική επιβίωση και θα μπορούσε να είναι ένας σημαντικός παράγοντας στην ανάπτυξη της αντίστασης στα φάρμακα στα ανθρώπινα κακοήθη γλοιώματα. Ωστόσο, η κατάσταση λειτουργίας του BAD στους ανθρώπινους όγκους γλοιώματος δεν έχει εξακριβωθεί.

Ένας άλλος στόχος του Akt είναι ο παράγοντας αντιγραφής FKHR-1 (forkhead transcription factor FKHR-1) που αποκλείεται από τον πυρήνα όταν φωσφορολυωθεί από το Akt . Το FasL (Fas-ligand (FasL)) είναι ένας από τους παράγοντες που η αντιγραφή τους ρυθμίζεται από το FKHR-1. Από τότε που έχει δειχθεί ότι το σύστημα απόπτωσης εξαρτώμενο από το Fas (Fas-dependent apoptosis system) λειτουργεί στις κυτταρικές σειρές, η εξαρτώμενη από το Akt ρύθμιση της αντιγραφής θα μπορούσε να είναι υπεύθυνη για την καθοδική ρύθμιση τηε εισαγώμενης από το FasL απόπτωσης στα γλοιώματα στους ανθρώπους. Η εξαρτώμενη από την  PI3K, λειτουργία της Akt κινάσης στα σήματα επιβίωσης των κυττάρων θα μπορούσε να είναι ενδεικτική για έναν κυρίαρχο ρόλο της Akt στην ανάπτυξη της αντίστασης στην ακτινοβολία και τη χημειοθεραπεία στα κακοήθη κύτταρα γλοιώματος στον άνθρωπο.

Επιπλέον σύμφωνα με τη μελέτη τους, υπάρχει εναλλασσόμενη ρύθμιση των κινασών Akt και MAP, βάση της οποίας οι όγκοι με συστατικό ενεργοποίησης της Αkt εμφάνισαν μόνο μερική φωσφορυλίωση της MAPK και το αντίστροφο. H MAPK cascade ενεργοποιείται επίσης από σήματα των ενδιάμεσων υποδοχέων με τρόπο εξαρτώμενο από το RAS και έχει δειχθεί ότι εμπλέκεται στον πολλαπλασιασμό ή τη διαφοροποίηση των κυττάρων σε αρκετούς ιστούς. Επιπροσθέτως, η ενεργοποίηση του MAPK φαίνεται να απελευθερώνει αντιαποπτωτικά σήματα. Κατ’ αυτό τον τρόπο, η ενεργοποίηση και των δύο αλληλουχιών αντιδράσεων ίσως εξουδετερώνει το θάνατο των κυττάρων και κατά συνεπεία θα μπορούσε να εμπλέκεται στην αντίσταση αυτού του τύπου όγκου ως προς τη θεραπεία.

2.9.13
Bcl-2 οικογένεια γονιδίων

Η Bcl-2 οικογένεια γονιδίων αποτελείται από μια ομάδα σχετικών  γονιδίων που είτε προάγουν είτε παρεμποδίζουν την απόπτωση λόγω των αντιδράσεων μεταξύ τους ή με πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2. Η Bcl-2 οικογένεια πρωτεϊνών περιλαμβάνει αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες, όπως οι Bcl-2, Bcl-xL και Mcl-1, και προαποπτωτικές πρωτεΐνες, όπως οι Bax και Bak. Η ισορροπία μεταξύ των αντι- και προαποπτικών μελών της οικογένειας πρωτεϊνών Bcl-2 θεωρείται ιδιαίτερα σημαντική για την επιβίωση ή το θάνατο των κυττάρων.  

12.9.13.a
Bcl-2 

Το γονίδιο Bcl-2 ανήκει στην οικογένεια των προ-ογκογονιδίων. Έχει την ιδιότητα να καταστέλλει κάποιες κυτταρικές αποπτωτικές ακολουθίες αντιδράσεων και να επιβραδύνει τον κυτταρικό κύκλο στην περίπτωση που έχουμε υπερέκφραση αυτού. Σε αυξημένα ποσοστά εκφράζεται σε νευρογλιακούς καρκίνους υψιλής κακοήθειας.

Η πρωτεΐνη Bcl-2 έχει την ικανότητα να ενισχύει την επιβίωση των κυττάρων παρεμβαίνοντας στις ακολουθίες αντιδράσεων που οδηγούν στην απόπτωση. Επίσης έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη  Bcl-2 μπορεί να καταστείλει την απόπτωση στα B- κύτταρα. Έχει προταθεί ότι επιτρέποντας την επιβίωση αυτών των κυττάρων δημιουργεί ένα απόθεμα ενδεχόμενων προάγγελων των καρκινικών κυττάρων και όταν ενεργοποιηθούν άλλα ογκογονίδια όπως το c-MYC κατά τη διάρκεια της υπερέκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-2 τότε ίσως προκληθεί πρόοδος σε απροκάλυπτο όγκο. Επιπλέον, πειράματα έχουν αποδείξει ότι η υπερπαραγωγή της πρωτεΐνης Bcl-2 συνεπάγεται την αυξημένη αντίσταση των καρκινικών κυττάρων σε μια ευρεία σειρά χημειοθεραπευτικών σκευασμάτων συμπεριλαμβανομένου των μεθοτρεξάτης (methotrexate), αδριαμυκίνης (adriamycin), βινκριστίνης (vincristine), ετοποσίδης (etoposide), cisπλατίνης (cisplatin).

Η σημασία του γονιδίου bcl-2 στη ρύθμιση της επιβίωσης των κυττάρων επιβεβαιώνεται από την  “antisense-mediated” μείωση της έκφρασης του bcl-2 που συνεπάγεται την επιτάχυνση του ρυθμού του κυτταρικού θανάτου, σε αντίθεση με την παρατεταμένη επιβίωση των κυττάρων που παρατηρείται όταν αυξήσεις των επιπέδων των πρωτεϊνών bcl-2 επιτυγχάνονται μέσω της μεταφοράς γονιδίων.

Επομένως, το γονίδιο Bcl-2 διαδραματίζει ένα ρόλο στην πρόοδο  των γλοιωμάτων δρώντας ως ογκογονίδιο, με αποτέλεσμα η παρεμπόδιση της δράσης του να μπορούσε να έχει θεραπευτική επίδραση/ αποτέλεσμα. 

2.9.13.b
Bax
Η πρωτεΐνη Bax είναι μέλος της Bcl-2 οικογένειας γονιδίων. 

Μειώνει τη δράση του γονιδίου bcl-2 και προκαλεί απόπτωση ειδικά στα ακτινοβολημένα κύτταρα  Προτείνεται ότι:

· Η αναλογία των bcl-2 πρωτεϊνών ως προς τις πρωτεΐνες bax καθορίζει την επιβίωση ή το θάνατο ενός κυττάρου μετά από κάποιο σήμα απόπτωσης.

· Η αποπτωτική δράση των πρωτεϊνών bax είναι αναποτελεσματική εφ’ όσον οι πρωτεϊνες bcl-2 εκφράζονται σε πολύ μεγαλύτερο ποσοστό με αποτέλεσμα να διατηρείται η βιωσιμότητα του κυττάρου.

Κατά συνέπεια μειώνοντας το ποσό των πρωτεϊνών bcl-2 στο σύστημα, το κύτταρο οδηγείται στην απόπτωση. 

Η πρωτεΐνη Bax ενεργοποιείται μεταγραφικά από τη wt p53 πρωτεΐνη (Kraus A., 2000).

2.9.14
EGFR ( Epidermal Growth Factor Receptor)

Το ογκογονίδιο αυτό εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 7p12.

Ενίσχυση ή μεταλλάξεις του EGFR (Epidermal growth factor receptor) συναντούνται σε 30%-50% των ασθενών με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα. Σύμφωνα με μελέτη του Rao R. και των συνεργατών του (1996), τα επίπεδα του EGF σε δείγματα από πολύμορφο γλοιοβλάστωμα είναι τέσσερις φορές υψηλότερα από αυτά των δειγμάτων φυσιολογικών ιστών εγκεφάλου.

Από τον Barker F. και τους συνεργάτες του (2001) μελετήθηκαν 170 δείγματα όγκου πολύμορφου γλοιοβλαστώματος. Από αυτά τα 162 (95%) παρουσίασαν τιμές EGFR και 143 (84%) τιμές p53 και 135 (79%) είχαν και των δύο. 130 από τα 170 (76%) είχαν βαθμολογία απόκρισης στην ακτινοθεραπεία. Η μέση ηλικία των ασθενών ήταν 51 χρόνια ( εύρος από 16 έως 78 ετών). Ο μέσος χρόνος επιβίωσης των ασθενών ήταν 12.9 μήνες. Οι διαταραχές (abnormalities) του EGFR, που περιλαμβάνουν ενίσχυση του γονιδίου, υπερέκφρασή του, και/ή έκφραση μιας αναδιατασσόμενη (rearranged), συντακτικά (constitutively) δραστηριοποιημένης πρωτεΐνης, είναι συχνές στο πολύμορφο γλοιοβλάστωμα, ειδικά στην περίπτωση των ασθενών μεγαλύτερης ηλικίας. Σύμφωνα με τη μελέτη τους, η υπερέκφραση του EGFR ίσως συμβάλλει στη σχετική αντίσταση του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος προς την ακτινοβολία. 

Όγκοι με υπερέκφραση του EGFR παρουσίασαν σημαντικά μικρότερο χρονικό διάστημα ζωής. Η ενίσχυση του γονίδίου αυτού έχει βρεθεί στο 40% των όγκων γλοιοβλαστώματος, ποσοστό πολύ πιο υψιλό από αυτό που παρατηρείται σε χαμηλοτέρου βαθμού νευρογλιακά νεοπλάσματα. Στο ένα τρίτο από τους όγκους πολύμορφου γλοιοβλαστώματος με ενίσχυση του EGFR, το ενισχυμένο γονίδιο είναι και μεταλλαγμένο. Σύμφωνα με κάποιες μελέτες σε ασθενείς με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα, όταν οι όγκοι είναι θετικοί στο EGFR, περιέχουν τη μετάλλαξη EGFRvIII, ή παρουσιάζουν ενίσχυση στο χρωμόσωμα 7p, το οποίο συνήθως περιλαμβάνει ενίσχυση του γονιδίου EGFR, τότε το χρονικό διάστημα επιβίωσης είναι συντομότερο ή ο χρόνος προόδου του όγκου είναι μικρότερος. 

Η σχέση μεταξύ της ιδιότητας/υπόστασης (status) του EGFR και της αντίδρασης στην ακτινοβολία θα μπορούσαν εν μέρη να εξηγηθούν από ανεπαρκή κλινική και ακτινογραφική (radiographically)  προσδιορισμένη αντίδραση στην ακτινοθεραπεία των κακοηθών γλοιωμάτων στους ασθενείς μεγαλύτερης ηλικίας. Επιπλέον, υποδεικνύει ότι η παρεμπόδιση του EGFR ίσως δικαιολογεί την εξέταση του ως ακτινοευασθητοποιητή στα κακοήθει γλοιώματα. 

Σε αντίθετα συμπεράσματα οδηγεί η μελέτη του Seiferheld W. και των συνεργατών του (2002), σύμφωνα με τους οποίους το μέσο συνολικό χρονικό διάστημα επιβίωσης των ασθενών με υψηλότερες εκφράσεις του EGFR στον όγκο του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος δεν διαφέρει αισθητά από το αντίστοιχο χρονικό διάστημα των ασθενών με χαμηλότερες εκφράσεις του EGFR στον όγκο. Συγκεκριμένα, το μέσο χρονικό διάστημα επιβίωσης είναι 10.8 μήνες έναντι 12.6 μήνες, αντίστοιχα.

2.9.15
HC gp-39

Το HC gp-39 είναι μεταξύ των γονιδίων  με την πιο ευδιάκριτη μεταλλαγμένη έκφραση στα καρκινικά κύτταρα. Σύμφωνα με τη μέθοδο υβριδοποίησης “Northern hybridization”  έχει δειχθεί ότι πολύ υψηλή έκφραση των επιπέδων του γονιδίου HC gp-39 βρίσκεται αποκλειστικά στα αστροκυττώματα των υψηλότερων βαθμών. Συγκεκριμένα, αυξημένη έκφραση του γονιδίου HC gp-39 ανιχνεύθηκε και στα 20 δείγματα GBM (αστροκύτωμα βαθμού IV) που αναλύθηκαν και σε 4 από τα 15 αναπλαστικά αστροκυτώματα (βαθμού III). Χαμηλά ή μη ανιχνεύσιμα ήταν τα επίπεδα του HC gp-39 mRNA στα δείγματα από τον κανονικό εγκέφαλο δίπλα στα γλοιοβλαστώματα και τα αναπλαστικά αστροκυτώματα. Επιπλέον δεν ήταν καθόλου ανιχνεύσιμο στα αστροκυττώματα βαθμού  II ή στα παρακείμενα κανονικά δείγματα εγκεφάλου. Τέλος, το HC gp-39 mRNA  δεν ήταν ανιχνεύσιμο σε άλλους όγκους εγκεφάλου που αναλύθηκαν: δύο ολιγοδενδροαστροκυτώματα (grade II και grade II-III), ένα μηνιγγίωμα (grade II) και ένα σάρκωμα των μηνίγγων (grade IV).

	Τύπος ιστού
	Μέση τιμή HC gp-39 mRNA
	Αριθμός δειγμάτων

	GBM
	69.9
	20

	Φυσιολογικός
	14.0
	28

	Αστροκύττωμα
	4.1
	4

	Άλλος τύπος όγκου
	15.6
	10

	Αναπλαστικό αστροκύττωμα
	23.0
	15
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Σχήμα -12

Έκφραση του γονιδίου HC gp-39 σε δείγματα φυσιολογικών ιστών και ιστών από όγκο εγκεφάλου

(a) Υβριδοποίηση με τη μέθοδο “Northern blot” της 32P-labeled HC gp-39 cDNA probe με RNA τμήμα όγκου. Η κάθε λωρίδα αντιστοιχεί σε ένα δείγμα ιστού: FB— εμβρυϊκός εγκέφαλος ανθρώπου (human fetal brain),He— καρδιά ανθρώπου (human heart), K— νεφρό ανθρώπου (human kidney), NB— φυσιολογικός ιστός εγκεφάλου ανθρώπου (human normal brain), GB—πολύμορφο γλοιοβλάστωμα (glioblastoma multiforme), AA— αναπλαστικό αστροκύτωμα (anaplastic astrocytoma), A—αστροκύτωμα (astrocytoma), OA—ολιγοδενδροαστροκύτωμα (oligodendroastrocytoma), Ep— επιδερμικό (epidermoid), M— μηνιγγίωμα (meningioma), MS— σάρκωμα των μηνίγγων (sarcomatous meningioma). Προσεγγιστικές τιμές των αντιγράφων του HC gp-39 εμφανίζονται στη δεξιά πλευρά.

(b) Υβριδοποίηση με τη μέθοδο “Northern blot”  της ιδίας κηλίδας με έλεγχο αναφοράς b-ακτίνης cDNA
 (c) Ethidium bromide stained agarose gel. 

(d) Στη ραβδοειδή γραφική παράσταση φαίνεται η έφκραση του γονιδίου HC gp-39 μετά από διόρθωση με πηκτίνη βασισμένη στην έκφραση της b- ακτίνης.
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Σχήμα – 13

Έκφραση του γονιδίου HC gp-39 σε φυσιολογικούς ιστούς και σε ιστούς πολύμορφου γλοιοβλαστώματος.

(a) Υβριδοποίηση με τη μέθοδο “Northern blot” της 32P-labeled HC gp-39 cDNA probe με RNA τμήμα. Η κάθε λωρίδα αντιστοιχεί σε ένα δείγμα ιστού: NB—φυσιολογικός εγκέφαλος ανθρώπου, GB— πολύμορφο γλοιοβλάστωμα, He—καρδιά ανθρώπου, RB—εγκέφαλος αρουραίου, GCL— πολύμορφο γλοιοβλάστωμα κυτταρική σειρά U251MG, FB—εμβρυϊκός εγκέφαλος ανθρώπου. Προσεγγιστικές τιμές αντιγράφων του HC gp-39 παρουσιάζονται στη δεξιά πλευρά

b) Υβριδοποίηση με τη μέθοδο “Northern blot”  της ιδίας κηλίδας με έλεγχο αναφοράς b-ακτίνης cDNA
 (c)Ethidium bromide stained agarose gel. 

(d) Στη ραβδοειδή γραφική παράσταση φαίνεται η έκφραση του γονιδίου HC gp-39 μετά από διόρθωση μετά από διόρθωση με πηκτίνη βασισμένη στην έκφραση της b- ακτίνης.
Σύμφωνα με τους k. Shostak και των συνεργατών του (2003), το γονίδιο HC gp-39 μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ένας μοριακός δείκτης στην ανάλυση της προόδου της κακοήθειας των γλοιωμάτων αστροκυττώματος ή για τη διάγνωση του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος.

2.9.16
TMS1/ASC
Το TMS1 γονίδιο  συμβάλλει στην προαγωγή/ προώθηση της απόπτωσης και ενεργεί ως upstream της caspase-9, ένας κρίσιμος μεσολαβητής της αποπτωτικής αντίδρασης  στα αντικαρκινικά σκευάσματα και άλλων τύπων κυτταρικού στρες. Η απώλεια του  TMS1 μέσω εσφαλμένης μεθυλίωσης (aberrant methylation) ίσως  συντελεί στην ανάπτυξη του ανθρώπινου καρκίνου επιτρέποντας στα κύτταρα να  παρακάμψουν την απόπτωση με πιθανό αποτέλεσμα την αντίσταση των καρκινικών κυττάρων στα αντικαρκινικά φάρμακα και την ακτινοβολία. Ο σκοπός της μελέτης του Bobo W. και των συνεργατών του ήταν να καθορίσει πότε το γονίδιο TMS1 ήταν λανθασμένα μεθυλιωμένο (aberrantly methylated) στο ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα, και να καθορίσει τη σχέση ανάμεσα στην TMS1 μεθυλίωση και την κλινική πορεία της ασθένειας. Σύμφωνα με τη μελέτη τους, βρέθηκε ότι ενώ σε ιστό από φυσιολογικό εγκέφαλο (5/5) ήταν τελείως  μη μεθυλιωμένο το γονίδιο TMS1 και παρουσίασε έκφραση του TMS1 mRNA, 10 από 25 (40%)  από πρωτογενή γλοιοβλαστώματα παρουσίασαν ασυνήθιστη υπερμεθυλίωση του γονιδίου. Σε μια περίπτωση υπήρχε απόλυτη μεθυλίωση του γονιδίου TMS1. Δεν υπήρχε συσχέτιση μεταξύ της μεθυλίωσης του TMS1 και την ηλικία ή το φύλο των ασθενών. Με ενδιαφέρον, η μεθυλίωση του TMS1 τείνει να συσχετιστεί με συντομότερο μετεγχειρητικό χρόνο επιβίωσης. Οι ασθενείς με καρκίνους που παρουσίασαν το μη μεθυλιωμένο γονίδιο TMS1 είχαν μέσο χρόνο επιβίωσης 22 μήνες (median_14) ενώ αυτοί που παρουσίασαν απόλυτη μεθυλίωση του γονιδίου TMS1 είχαν μέσο χρόνο επιβίωσης 9.6 μήνες (median _ 8).

Οι έρευνες συνεχίζονται για να προσδιοριστεί εάν η μεθυλίωση του γονιδίου TMS1 εμφανίζεται στους ασθενείς με μειωμένη απόκριση σε συνεργική (επιβοηθητική) χημειοθεραπεία ή ακτινοθεραπεία. Αυτό θα ήταν σύμφωνο με την υπόθεση ότι η μεθυλίωση του TMS1 ευθύνεται για την αντίσταση των κυττάρων στο θάνατο προκαλούμενο από χημειοθεραπευτικά σκευάσματα και ακτινοβολία. Επιπλέον, η μεθυλίωση του TMS1 θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως ένας προγνωστικός δείκτης για τη θεραπεία του γλοιοβλαστώματος.

2.9.17
PDGFR
Οι Mao H. και Hamoudi R. (2000) μελέτησαν πέντε δείγματα πολύμορφου γλοιοβλαστώματος τις μεθόδους κυτταρογενετικής (cytogenetics), CGH (comparative genomic hybridization), FISH (fluorescence in situ hybridization) και άμεσης αλληλούχίσης (direct sequencing). Σύμφωνα με τη μελέτη τους ενίσχυση του γονιδίου PDGFR  ανιχνεύθηκε σε έναν όγκο.

2.9.18
Cathepsin L
Cathepsin L είναι μια πρωτεάση λυσοσώματος cysteine (lysosomal cysteine protease) της οποίας η έκφραση και η έκκριση προκαλείται από κακοήθη μετατροπή αυξητικών παραγόντων , και προωθητών όγκων ( tumor promoters). Σε  πολλούς όγκους στον άνθρωπο εκφράζονται υψιλά επίπεδα της Cathepsin L, η οποία είναι μία ευρέως φάσματος πρωτεάση με ισχυρή δραστική elastase (potent elastase) και κολλαγονική δραστηριότητα (collagenase activities). Στον άνθρωπο, το γονίδιο Cathepsin L  έχει κλονοποιηθεί και χαρτογραφηθεί στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 9q21–q22. Έχει προταθεί ότι ίσως το γονίδιο Cathepsin L συσχετίζεται με εισβολή (invasion) και μετάσταση του κακοήθη όγκου στον άνθρωπο. Στη μελέτη των Mao H. και Hamoudi R. (2000), ενίσχυση του αριθμού αντιγράαφων του γονιδίου Cathepsin L  παρατηρήθηκε σε δύο όγκους. Ωστόσο, περεταίρω μελέτες είναι αναγκαίες για να προσδιοριστεί εάν το κέρδος ή η ενίσχυση του γονιδίου Cathepsin L  είναι κλινικώς βαρυσήμαντα στο πολύμορφο γλοιοβλάστωμα.
2.9.19
SIRT2 πρωτεΐνη
Η SIRT2 tubulin deacetylase εντοπίζεται στο 19q13.2  που είναι συχνά διεγραμμένο στα γλοιώματα. Η πρωτεΐνη αυτή εμπλέκεται στον έλεγχο της μίτωσης και παρουσιάζει μείωση στην έκφραση της στα γλοιώματα και ίσως παίζει ένα σημαντικό ρόλο στη γέννεση του όγκου του γλοιώματος. Ο Hiratsuka M. και η ομάδα του (2003), πραγματοποίησαν την ανάλυση “Northern blot” στο γονίδιο SIRT2 σε 17 γλοιώματα (βαθμού ΙΙ-ΙV) και σε 3 φυσιολογικούς ιστούς για να προσδιορίσουν πότε η μείωση της έκφρασης παρατηρείται στο επίπεδο του mRna.

[image: image18.emf]
Σχήμα – 14
Ανάλυση με τη μέθοδο “Northern blot” του SIRT2 mRna σε ιστούς μη ογκογόνους και σε ιστούς γλοιωμάτων, και σε κυτταρικές σειρές γλοιώματος. Το συνολικό RNA (5 lg/λωρίδα) ηλεκτροφορήθηκε σε γέλη φορμαλδεΰδης, δημιούργησε κηλίδα σε νάυλον μεμβράνη και ακολούθως υβριδοποιήθηκε με τη χρήση συστήματος SIRT2 Cdna .
Όπως φαίνεται και στο παραπάνω σχήμα, δραματική μείωση ή και απώλεια της έκφρασης mRna παρατηρείται σε 12 από τα 17 γλοιώματα, ενώ στους ιστούς από εγκέφαλο χωρίς όγκο (non-tumor brain tissue) εμφανίζονται συγκριτικά επίπεδα από SIRT2 Mrna αντίγραφα. Αξιοσημείωτο είναι ότι 8 από τα 10 γλοιώματα βαθμού IV εμφανίζουν μόλις ανιχνεύσιμη έκφραση από SIRT2 mRna υποδηλώνοντας ότι μειωμένη έκφραση της SIRT2 συσχετίζεται με την πρόοδο του γλοιώματος. 

Στη μελέτη τους, παρατήρησαν επιπλέον ότι εκτοπική έκφραση της SIRT2 προκάλεσε καταστολή της αύξησης του όγκου σε κυτταρικές σειρές γλοιώματος, τα οποία είχαν μόλις ανιχνεύσιμη ενδογενή έκφραση της SIRT2, αυξάνοντας την πιθανότητα η SIRT2 να  δρα ως καταστολέας όγκων στα κύτταρα γλοιωμάτων.

Παρ’ όλο που δεν είναι ξεκάθαρο ακόμη πώς ακριβώς καταστέλλει την αύξηση του όγκου, είναι πιθανό ότι η SIRT2 εκτελεί αυτή τη λειτουργία μέσω της ρύθμισης των μικροσωληνίσκων.
Επιπλέον, σύμφωνα με τη μελέτη τους, η συνολική ποσότητα της SIRT2 αυξάνεται κατά τη διάρκεια της μίτωσης και η υπερέκφραση της προκαλεί χαρακτηριστική παράταση της διάρκειας της φάσης της μίτωσης. 

2.10



Γενετικά δίκτυα

Χάρη στην εξέλιξη της τεχνολογίας πλήθος πληροφοριών για τη λειτουργία των γονιδίων, των πρωτεϊνών, της κυτταρικής δυναμικής και των οργανισμών έχει κατακλύσει τους ερευνητές. Ωστόσο, ένα θεμελιώδες πρόβλημα στη μελέτη της βιολογικής συμπεριφοράς των κυττάρων είναι η κατανόηση των βιολογικών δραστηριοτήτων που καθορίζονται από τον τρόπο αλληλεπίδρασης των γονιδίων και των πρωτεϊνών. Έτσι, πρόκληση στην επιστήμη της βιολογίας αποτελεί πλέον η εκμετάλλευση και ολοκλήρωση των δεδομένων ώστε να αποκτηθεί μια πιο πλήρη εικόνα για τον τρόπο λειτουργίας των βιολογικών δικτύων από το κυτταρικό επίπεδο έως ολόκληρο το σύστημα του οργανισμού. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ γονιδίων και πρωτεϊνών είναι δυνατό να αναπαρασταθούν με ένα γενετικό δίκτυο. Οι ερευνητές δημιουργούν μοντέλα προκειμένου να μπορούν να κάνουν προβλέψεις για τη συμπεριφορά των βιολογικών συστημάτων, με απότερο σκοπό τους την κατανόηση των βιολογικών μυστηρίων όπως τον τρόπο διαίρεσης των κυττάρων, της ανάπτυξης των ζώων και των φυτών και της ανθρώπινης πνοής.

Ένα γενετικό δίκτυο αποτελείται από ομάδες γονιδίων που αλληλεπιδρούν έτσι ώστε να συνθέσουν ορισμένα προϊόντα όπως οι πρωτεΐνες. Ο τύπος και η ποσότητα των πρωτεϊνών που παράγονται από ένα γενετικό δίκτυο έχουν καθοριστική επίπτωση στην ανάπτυξη του γενετικού δικτύου, καθώς και του βιολογικού συστήματος με το οποίο αλληλεπιδρά το δίκτυο.

Οι νευροβιολόγοι έχουν  δημιουργήσει τα νευρωνικά δίκτυα κάποιων οργανισμών όπως ο σκόρος (moths) και το καλαμάρι (squid). Ωστόσο, η ανάπτυξη των βιολογικών συστημάτων βρίσκεται ακόμη σε αρχικά στάδια. Για την πρόοδο της μοντελοποίησης από τα δίκτυα γονιδίων, στα δίκτυα οργάνων και συστημάτων απαιτούνται πιο συμβατά και κατάλληλα προσωμοιωτικά προγράμματα και βάσεις δεδομένων.

2.10.1
Γενετική Μηχανική

Οι γενετικές και βιοχημικές διαδικασίες που παράγουν την πολυπλοκότητα και την “ευέλικτη” συμπεριφορά των κυττάρων λειτουργούν ως συστήματα υψηλής λειτουργικότητας και μηχανισμού πληροφόρησης. Ιδιάζοντα κύτταρα ή ομάδες αυτοσυστηματοποίησης των κυττάρων εκτελούν άκρως περίπλοκες λειτουργίες, όπως η αίσθηση (sensing), η επικοινωνία, η πλοήγηση (navigation), η συνεργασία (cooperation) και η σύνθεση υλικών. Έτσι, προκειμένου να αναλυθούν και να σχεδιασθούν τα βιολογικά συστήματα, πρέπει αρχικά να  αναπτυχθούν και να κατανοηθούν οι “κανόνες” που τα διέπουν.

2.10.2
Ομοιότητες ηλεκτρονικών και βιολογικών συστημάτων

Τα ηλεκτρονικά συστήματα υλοποιούνται σε υποστρώματα όπου η πληροφορία αναπαριστάται από τη ροή των ηλεκτρικών φορτίων και υφίσταντο επεξεργασία από τον έλεγχο της μεταφοράς των ηλεκτρικών φορτίων μεταξύ των κόμβων του κυκλώματος (Simpson και συνεργάτες, 2004). Όμοια, στα κύτταρα η πληροφορία αναπαρίσταται από τη συλλογή των μορίων και υφίσταντο επεξεργασία από τον έλεγχο της σύνθεσης και της αποσύνθεσης τους. Έτσι, στα βιολογικά συστήματα, η συγκέντρωση των μορίων είναι ανάλογη της τάσης, ενώ η σύνθεση, η αποσύνθεση και η μετατροπή των μορίων από το ένα είδος στο άλλο είναι ανάλογες του ρεύματος.

Όπως, και στα ηλεκτρονικά συστήματα, τα βιολογικά συστήματα επεξεργασίας πληροφοριών έχουν μνήμη, συστήματα διευθύνσεων, λογικό έλεγχο (control logic) και διατάξεις εισόδου και εξόδου (Ι/Ο). Τα βασικά στοιχεία μνήμης είναι τα νουκλεοτίδια. Μια θεμελιώδης μονάδα μνήμης στο βιολογικό υπόστρωμα είναι το γονίδιο. Επιπλέον, μια κατηγορία πρωτεϊνών εμπλέκεται στο λογικό κύκλωμα που ελέγχει τη μεταφορά της πληροφορίας στο γενετικό σύστημα. Η επιλογή των γονιδίων του οργανισμού, που ελέγχουν τη μετάφραση και την αντιγραφή, και αποθηκεύουν και επεξεργάζονται την πληροφορία, για τη δημιουργία του λογικού συστήματος, καθορίζει τα χαρακτηριστικά του οργανισμού.

Η επιδίωξη των μηχανικών σχετικά με τη γενετική διαδικασία είναι να θέσουν τα θεμέλια της μηχανικής γνώσης για τη δημιουργία νέων ζωτικών συστημάτων, με σαφώς καθορισμένους στόχους και συμπεριφορές χρησιμοποιώντας τυποποιημένα και καλώς χαρακτηρισμένα “στοιχεία”. Για την υλοποίηση μιας τέτοιας διαδικασίας χρησιμοποιείται:

- μια βιβλιοθήκη καλών χαρακτηρισμένων και απλών “στοιχείων” που συντίθενται προκειμένου να έχουν την κατάλληλη συμπεριφορά ( τα “στοιχεία” περιλαμβάνουν κυτταρικές πύλες που εκτελούν τις λογικές συναρτήσεις NOT, IMPLIES και AND.

- μια καθορισμένη μεθοδολογία για το συνδυασμό αυτών των “στοιχείων” σε περίπλοκα κυκλώματα με προβλέψιμη και αξιόπιστη συμπεριφορά 

- και ένα εργαλείο λογισμικού για σχεδιασμό και ανάλυση των κυκλωμάτων και των δικτύων.
Η δυσκολία υλοποίησης έγκειται στη δυσκολία σχεδιασμού των “στοιχείων” που θα αποτελούν τη βιβλιοθήκη. Ωστόσο, καθώς η πολυπλοκότητα απορρέει από την πολλαπλή διασύνδεση των απλών “στοιχείων”, η ανάπτυξη ευέλικτων και παράλληλων τρόπων διασύνδεσης αυτών των κυκλωμάτων είναι μια πρόκληση για το σχεδιασμό σύνθετων γενετικών δικτύων.

2.10.3
Μοντελοποίηση γενετικών δικτύων

Σύμφωνα με τους Jacob και Monod (1960) το βασικό χαρακτηριστικό της μοντελοποίησης ενός τέτοιου δικτύου ήταν ο διαχωρισμός των γονιδίων σε δύο τύπους: τα γονίδιο κατασκευής, που συνθέτουν τις πρωτεΐνες, και τα γονίδια ρύθμισης που ελέγχουν το ποσοστό της έκφρασης των γονιδίων κατασκευής. Χάρη στην εξέλιξη της τεχνολογίας και τον αυτοματισμό των εργαστηρίων, έχει πραγματοποιηθεί μεγάλη πρόοδος στην κατανόηση του τρόπου λειτουργίας των δικτύων των γονιδίων σε φυσικό βιολογικό περιβάλλον. Τα πειράματα με μικροδιανυσματικούς αναλυτές DNA (DNA chips ή DNA microarray) μπορούν να δώσουν πολύ γρήγορα αποτελέσματα των τιμών των εκφράσεων ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων. Λόγω της αποτελεσματικότητας των νέων συστημάτων μέτρησης, οι προσδοκίες των αποτελεσμάτων έχουν αυξηθεί. Ο στόχος των ερευνητών μικροδιανυσματικών αναλυτών DNA (DNA chips) είναι να καταφέρουν να αποκρυπτογραφήσουν τις ακριβείς συνδέσεις των γενετικών δικτύων: για κάθε γονίδιο, θέλουν να γνωρίζουν ποια άλλα γονίδια επηρεάζονται και με ποιο τρόπο. Ο στόχος των ερευνητών πλέον είναι η ανάπτυξη τεχνητών δικτύων γονιδίων που θα λειτουργούν σε ένα φυσικό βιολογικό σύστημα με σκοπό να ελέγχουν τη συμπεριφορά αυτού του συστήματος. Ο έλεγχος των βιολογικών συστημάτων θα ανοίξει ένα ευρύ φάσμα δυνατοτήτων για πρακτικές εφαρμογές σε ποικίλα πεδία, όπως στη βιοϊατρική.

2.10.4 Δίκτυο Ανακατασκευής

· Ομαδοποίηση
Οι ερευνητές προσπαθούν να ομαδοποιήσουν τα γονίδια που έχουν παρόμοια έκφραση ή διάταξη (στοιχείων). Αυτό θα μπορούσε να σημαίνει ότι συμπίπτει η βέλτιστη χρονική σειρά πειραμάτων ή ότι η συμπεριφορά της έκφρασής τους σε διαφορετικές μεταλλάξεις ή των διατεταγμένων ιστών είναι παρόμοια.

· Iδιότητες των δικτύων ρύθμισης
Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός παραγόντων που περιπλέκουν απλά μαθηματικά πρότυπα των βιολογικών γενετικών δικτύων. Αυτά είναι:

· Στοχαστικότητα: Πολλές περίπλοκες αλληλεπιδράσεις σε μοριακό επίπεδο έχουν περιγραφεί. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές βασίζονται στην παρουσία συγκεκριμένων παραγόντων που είτε ενισχύουν είτε εμποδίζουν την έκφραση κάποιων γονιδίων. Σύμφωνα με τους McAdams και Arkin (1997) το χρονικό διάστημα που μεσολαβεί από την ενεργοποίηση του πρώτου προωθητή και της επίδρασής του στον επόμενο προωθητή μπορεί να ποικίλει ακόμη και σε πανομοιότυπα κύτταρα, ως αποτέλεσμα στοχαστικών διαδικασιών.
· Πιστό αντίγραφο γονιδίου: Ο Wagner (1994) δημιούργησε μια πρότυπη μήτρα βαρύτητας για να μελετήσει τις επιπτώσεις της πιστής αντιγραφής γονιδίων στην οργάνωση του γονιδιώματος. Συμφωνά με τον Wagner η πιστή αντιγραφή ορισμένων γονιδίων μπορεί να μεταβάλλει την έκφραση ισορροπίας του προτύπου του δικτύου γονιδίων, ενώ η πιστή αντιγραφή του πλήρες γενετικού δικτύου δεν μπορεί. Το αποτέλεσμα της πιστής αντιγραφής των k από τα n γονίδια αυξάνει μονότονα από το μηδέν καθώς το k αυξάνεται από το 0, ή επίσης εάν το k μειώνεται από το n, οδηγεί σε ένα μέγιστο αποτέλεσμα για κάποιο ενδιάμεσο k. Αυτό είναι κάτι που διαισθητικά περιμένουμε.

2.10.5 Πρότυπα για γενετικά δίκτυα 
Για την εκτίμηση ενός γενετικού δικτύου σε ένα οργανικό σύστημα ενδιαφέροντος είναι εξυπηρετικό να έχουμε μια εικόνα αναζήτησης. Η δυσκολία να βγάλουμε συμπέρασμα από ένα υποκέιμενο (underlying) δίκτυο εάν η έκφραση της διάταξης των στοιχείων είναι το αποτέλεσμα μιας στοχαστικής διαδικασίας είναι ο λόγος της απλοποίησης των μοντέλων των γενετικών δικτύων. Για την κατασκευή δυναμικών μοντέλων των δικτύων γονιδίων έχουν παρουσιαστεί ποικίλες προσεγγίσεις ποιοτικές και ποσοτικές. Οι ποιοτικές προσεγγίσεις χαρακτηρίζουν την κατάσταση του δικτύου γονιδίων σε αντιστοιχία προς διακριτές (discrete) λογικές μεταβλητές. Συγκεκριμένα, ένα γονίδιο θεωρείται είτε σε κατάσταση on είτε σε κατάσταση off ενώ ένα “προϊόν” θεωρείται παρών είτε απών. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των γονιδίων στο δίκτυο διέπονται από λογικούς κανόνες. Οι ποσοτικές προσεγγίσεις συνήθως χρησιμοποιούν διαφορικές εξισώσεις για τη μοντελοποίηση της δυναμικότητας ενός δικτύου γονιδίων με στόχο την εξέταση της χρονικής εξέλιξής του.  

Μερικοί από τους τύπους μοντελοποίησης που χρησιμοποιούνται για την περιγραφή των δικτύων γονιδίων είναι: 

· Γράφοι: Η αναπαράσταση ενός γενετικού δικτύου με γράφο γίνεται με το σχεδιασμό n κόμβων, που ο κάθε κόμβος αντιστοιχεί σε ένα γονίδιο και ακμές που αντιπροσωπεύουν την αλληλεπίδραση των γονιδίων που ενώνουν. Για την περιγραφή θετικής αλληλεπίδρασης μεταξύ των γονιδίων, όπου αύξηση της έκφρασης του γονιδίου, έστω gene1, που βρίσκεται στην αρχή της ακμής συνεπάγεται αύξηση της έκφρασης και του γονιδίου, έστω gene2, που βρίσκεται στο πέρας της, σχεδιάζεται ένα βέλος στο πέρας. Στην περίπτωση που αύξηση της δραστηριότητας του γονιδίου gene1 έχει αποτέλεσμα μείωση της δραστηριότητας του γονιδίου gene2, τότε στο πέρας της ακμής σχεδιάζεται μια ράβδος. Στο παρακάτω σχήμα φαίνεται παράδειγμα αναπαράστασης ενός τέτοιου δικτύου:
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Σχήμα - 15

· Μήτρες βαρύτητας: Είναι η πιο καλά τεκμηριωμένη μέθοδος για την αγωγή συμπεράσματος από τα δίκτυα γονιδίων. Αποτελείται από n στήλες και γραμμές που η κάθε μία αντιπροσωπεύει ένα γονίδιο. Η βαρύτητα Wij αντιπροσωπεύει την επιρροή του γονιδίου i στο γονίδιο j , και η συνολική επιρροή ενός γονιδίου j δίνεται από το άθροισμα των επιρροών που δέχεται από κάθε γονίδιο i, πολλαπλασιασμένο από τη βαρύτητά του. Στην περίπτωση που η περιγραφεί του δικτύου γονιδίων γίνεται με ποιοτικό τρόπο τότε η τιμή του Wij μπορεί να είναι 1, -1 ή 0, ανάλογα αν το γονίδιο i επηρεάζει θετικά, αρνητικά ή όχι το γονίδιο j αντίστοιχα. Στην περίπτωση που η περιγραφή πραγματοποιείται με ποσοτική μέθοδο τα στοιχεία της μήτρας είναι πραγματικές τιμές που αντιπροσωπεύουν την ένταση και το σήμα της αλληλεπίδρασης. Η μήτρα με ποιοτικές τιμές που αντιστοιχεί στον παραπάνω γράφο είναι:
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Ή στην περίπτωση ανάλυσης με την ποσοτική μέθοδο, θα μπορούσε να είναι της μορφής:
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· Δίκτυα Boolean: Αποτελούνται από n κόμβους, που ο καθένας αντιπροσωπεύει κάποιο γονίδιο. Ο κάθε κόμβος  έχει την κατάσταση 0 ή 1 ανάλογα αν το γονίδιο που αντιπροσωπεύει είναι καταπιεσμένο (repressed) ή εκφραζόμενο (expressed). Η δυναμικότητα του δικτύου καθορίζεται από μια λίστα από n συναρτήσεις, κάθε μία εκ των οποίων λαμβάνει είσοδο από k συγκεκριμένους κόμβους. Ο κάθε κόμβος έχει τη δικιά του συγκεκριμένη συνάρτηση που μπορεί να καθορίσει την επόμενη κατάσταση από την τρέχουσα κατάσταση. Τα δίκτυα Boolean είναι αρκετά απλοποιημένα συγκριτικά με τα γενετικά, καθώς η έκφραση του γονιδίου δεν είναι ποτέ στις δύο ακραίες καταστάσεις του όλα ή τίποτα και επιπλέον η είσοδος του κάθε κόμβου είναι περιοριζόμενη από τον αριθμό k, μια απαραίτητη συνθήκη για την κατάλληλη ανακατασκευή των δικτύων γονιδίων στους αλγορίθμους που χρησιμοποιούν τα Boolean δίκτυα μοντελοποίησης.
Ένα παράδειγμα τέτοιου τύπου δικτύου αποτελεί μελέτη των Glass και Kauffman (1973). Μελέτησαν τον απλό βρόγχο ανατροφοδότητης όπου το γονίδιο G1 συμβάλλει στην παραγωγή του γονιδίου G2 ενώ, αντιστρόφως, το G2 δρα ως καταστολέας του G1. Χρησιμοποιώντας τη λογική μεταβλητή 1 για την αναφορά στην κατάσταση ON του γονιδίου και τη λογική μεταβλητή 0 για την αναφορά στην κατάσταση OFF του γονιδίου, η Boolean αναπαράσταση του συστήματος αποτελείται από τέσσερις δυνατές καταστάσεις: (1,0), (0,1), (1,1) και (0,0). Θεωρώντας σύγχρονη ενημέρωση των καταστάσεων των G1 και G2, η αναπαράσταση του δικτύου έχει περιοδική λύση μέσω των τεσσάρων καταστάσεων. Συγκεκριμένα, έστω ότι το σύστημα βρίσκεται αρχικά στην κατάσταση (1,1), η καταστολή του G1 λόγω της δραστηριότητας του G2 θα οδηγήσει το σύστημα στην κατάσταση (0,1). Έπειτα, η έλλειψη της δραστηριότητας του G1 συνεπάγεται την κατάσταση (0,0) . Στην κατάσταση (0,0), η έλλειψη καταστολής του G1 οδηγεί στην κατάσταση (1,0) και στη συνέχεια λόγω της δράσης του γονιδίου G1 δραστηριοποιείται το γονίδιο G2 και το σύστημα βρίσκεται τότε στην κατάσταση (1,1). Μόλις το σύστημα βρίσκεται ξανά στην κατάσταση (1,1), η ακολουθία των παραπάνω καταστάσεων επαναλαμβάνεται. Το παραπάνω παράδειγμα παρουσιάζεται και στον παρακάτω πίνακα:

	G1
	G2
	G’1
	G’2

	1
	1
	0
	1

	0
	1
	0
	0

	0
	0
	1
	0

	1
	0
	1
	1

	1
	1
	0
	1


· Διαφορικές εξισώσεις: Η αλληλουχία των μη γραμμικών συμπεριφορών που εμφανίζουν τα γενετικά ρυθμιστικά συστήματα μπορεί να γίνει κατανοητή μέσω της χρήσης των συνήθων διαφορικών εξισώσεων  στο κινητικό πρότυπο αντιδράσεων (model reaction kinetics). Αυτή η μορφή προσέγγισης είναι υπολογιστικά πιο διεξοδική από την προσέγγιση με τη μέθοδο Boolean και απαιτεί την προϋπόθεση εξειδικευμένων κινητικών σχημάτων. Ωστόσο, έχει δύο βασικά πλεονεκτήματα. Μια πιο ακριβής φυσική αναπαράσταση του συστήματος επιτυγχάνεται με τα μικρότερα και συνεχή χρονικά βήματα της μεθόδου αυτής, συγκριτικά με τις λογικές μεταβλητές που χρησιμοποιούνται στα δίκτυα Boolean.( Μικρότερα χρονικά βήματα και συνεχείς παρά λογικές μεταβλητές επιτρέπουν μια πιο ακριβή φυσική αναπαράσταση του συστήματος. Επιπλέον, ένα μεγάλο μέρος της θεωρίας και της μεθοδολογίας είναι διαθέσιμο για να χαρακτηριστεί η δυναμικότητα που παράγεται από αυτά τα μοντέλα. Για παράδειγμα, καθορίζοντας τις συνθήκες κατά τις οποίες συγκεκριμένες λύσεις είτε δεν ισχύουν είτε προκύπτουν, και χρησιμοποιώντας την ανάλυση διακλάδωσης, μπορεί να προβλεφθούν οι τιμές των παραμέτρων κατά τις οποίες θα έπρεπε να πραγματοποιηθούν οι ποιοτικές μετατροπές στη συμπεριφορά του συστήματος. Η αριθμητική ανάλυση αυτών των μοντέλων πραγματοποιείται μέσω ειδικών λογισμικών (π.χ. Doedel (1981)).

· Ο Chen και οι συνεργάτες του έχουν προτείνει ένα μοντέλο διαφορικών εξισώσεων για την έκφραση του γονιδίου και παρέχουν μια μέθοδο για την κατασκευή του μοντέλου από τα ιστορικά δεδομένα της έκφρασης. Ένας αριθμός υποθέσεων είναι απαραίτητος, εκ των οποίων κάποιες είναι η γραμμική συνάρτηση αντιγραφής για το κάθε γονίδιο και η ανάδραση από το προϊόν μετάφρασης του γονιδίου στο ρυθμό αντιγραφής. Διακρίνουν στο μοντέλο τους την αντιγραφή, τη μετάφραση και τη διάσπαση του RNA και των πρωτεϊνών, για τις οποίες οι παράμετροί τους μπορούν  να βρεθούν χρησιμοποιώντας τo μετασχηματισμό Fourrier για ευσταθή συστήματα. Αυτή η προσέγγιση είναι συγκεκριμένη για γονίδια με περιοδική έκφραση. Θέτουν ως πόρισμα ότι το πραγματικό μέρος κάθε ιδιοτιμής είναι μη θετικός αριθμός (αλλιώς προκύπτει μη πιθανή ανάπτυξη του προϊόντος του γονιδίου) και τα πολυώνυμα qij(t) (που είναι συναρτήσεις του t και στοιχείων από τον 
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πίνακα μετατροπής που περιλαμβάνει το σύνολο των διαφορικών εξισώσεων) πρέπει να έχουν σταθερή τιμή. Ωστόσο, δεν αναφέρουν ποιά είναι η επίδραση των παρενεργειών αυτών των μοντέλων επιρροή αυτών των μοντέλων στα αποτελέσματα. 

2.11
Μοντελοποίηση των αλληλεπιδράσεων των γονιδίων που εμπλέκονται στην ανάπτυξη του όγκου του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος

Κάθε γονίδιο αποκωδικοποιεί/ κρυπτογραφεί (encode) μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Στη διαδικασία σύνθεσης μιας πρωτεΐνης, ένα γονίδιο αρχικά αντιγράφεται σε ένα single-stranded ribonucleic acid (RNA) μόριο που ονομάζεται messenger RNA (mRNA), το οποίο στη συνέχεια μεταφράζεται σε μια πρωτεΐνη. Τα γονίδια μπορούν να διεγείρουν ή να εμποδίζουν το ένα το άλλο σε διάφορα επίπεδα (levels). Ο μοριακός μηχανισμός της διέγερσης ή παρεμπόδισης (αναστολής) μπορεί να εμπλέκει απ’ευθείας ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου ενώ το προϊόν μετάφρασης (πρωτεΐνη) ενός γονιδίου ρυθμίζει απευθείας την αντιγραφή ενός άλλου γονιδίου μέσω αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-DNA. Μπορούν επίσης να εμπλέκουν αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης – RNA που ρυθμίζουν τη μετάφραση mRNA, ή αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης – πρωτεΐνης που ρυθμίζουν τη δραστηριότητα, ευστάθεια (ισορροπία) και τον εντοπισμό της πρωτεΐνης. Τα γενετικά δίκτυα είναι μοντέλα που περιγράφουν τα βιολογικά φαινόμενα με βάση τις αλληλεπιδράσεις των γονιδίων. Στα δίκτυα, τα τόξα με μορφή ⊣ δηλώνουν παρεμπόδιση ενώ το σύμβολο 
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 δηλώνει διέγερση.
Οι αλληλεπιδράσεις των γονιδίων που σχετίζονται με την ανάπτυξη και την εξέλιξη του όγκου του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος και η επιρροή που ασκούν στα καρκινογόνα κύτταρα παρουσιάζονται στα παρακάτω διαγράμματα:
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Στο διάγραμμα θεωρούμε ορθά αντίγραφα των γονιδίων, εκτός των περιπτώσεων του ATM και του Bcl-2 στην περίπτωση μόνο που παρουσιάζεται με αυξημένη έκφραση.

Οι καταστάσεις του διαγράμματος -1 μπορούν να μεταβληθούν στην περίπτωση του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος όταν παρουσιάζεται:

· Μετάλλαξη του p53, mt p53

· Ενίσχυση του Mdm2

· Μετάλλαξη του EGFR
· Αυξημένη δραστηριότητα ή /και υπερέκφραση του p21-Ras
· Χαμηλή ή μέση τιμή επιπέδων του p73

· Υψηιλή τιμή της έκφρασης του ATM
· Σωματικές μεταλλάξεις του γονιδίου PTEN
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         Διάγραμμα – 2




Διάγραμμα – 3

Όπου loss SIRT2: απώλεια SIRT2
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Διάγραμμα – 4
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Διάγραμμα - 5
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Διάγραμμα - 6
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Διάγραμμα – 7




Διάγραμμα - 8

Τα σύμβολα που χρησιμοποιήθηκαν δηλώνουν :

·             : Επαγωγική σχέση

·   : Παρεμπόδιση της λειτουργίας του γονιδίου
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Χάρη στην πρόοδο της τεχνολογίας του DNA microarray, είναι δυνατή (εώς ενός σημείου) η μέτρηση του επιπέδου της έκφρασης του γονιδίου των περισσοτέρων γονιδίων ενός μικροοργανισμού ταυτόχρονα. Είναι επίσης εφικτό σε κάποιο βαθμό η διατάραξη ή η υπερέκφραση των γονιδίων και καθώς τα γονίδια συνδέονται μεταξύ τους, η δομή της έκφρασης των γονιδίων θα αλλάξει λόγω της προηγούμενης διαταραχής. Πολλές προσπάθειες έχουν γίνει προκειμένου να προσδιοριστούν τα γενετικά δίκτυα (δίκτυα αλληλεπιδράσεων των γονιδίων) παρατηρώντας τις αλλαγές στη δομή της έκφρασης του κάθε γονιδίου.Ο Akatsu T. και οι συνεργάτες του (2003) υποθέτουν ότι το πρότυπο δίκτυο είναι Boolean, δηλαδή όλα τα γονίδια είναι σε μία από τις δύο καταστάσεις,είτε εκφράζονται είτε όχι. Ωστόσο, με τη μέθοδο DNA microarray τα υπολογιζόμενα λάθη στην έκφραση των επιπέδων των γονιδίων είναι στην τάξη του 10%. Όμως σημαντική δυσκολία στη χρησιμοποίηση πραγματικών τιμών συναρτήσεων είναι ότι δεν υπάρχουν τεκμηριωμένα μαθηματικά μοντέλα τα οποία να περιγράφουν τους κανόνες ρύθμισης των περισσοτέρων γονιδίων. Φυσικά, μαθηματικά μοντέλα όπως οι εξισώσεις Michaelis-Menten έχουν εφαρμοστεί για την ανάλυση των μεταβολικών μονοπατιών. Αλλά δεν είναι γνωστό εάν αυτά τα μοντέλα είναι κατάλληλα για την περιγραφή των κανόνων ρύθμισης των γονιδίων. Επομένως δεν χρησιμοποιούνται πραγματικές τιμές συναρτήσεων και καθορίζεται το γενετικό δίκτυο ως ένα δίκτυο Boolean.

2.12
Κλινική αντιμετώπιση

Η κατάληξη των ασθενών με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα δεν έχει αλλάξει σημαντικά τις τελευταίες δύο δεκαετίες. Η αφαίρεση κυττάρων με νευροχειρουργείο (cytoreductive neurosurgery) και εμπλεκομένου – πεδίου (involved-field) ακτινοθεραπεία παραμένουν οι κύριοι τρόποι θεραπείας αλλά συνεπάγονται μέσο χρόνο επιβίωσης λιγότερο των 12 μηνών. Συνεργική χημειοθεραπεία, συμπληρωματικά με ακτινοθεραπεία, παρέχει μέσο κέρδος επιβίωσης 2-3 μήνες.

Οι τρέχουσες τεχνικές θεραπείας για τον όγκο του εγκεφάλου πολύμορφο γλοιοβλάστωμα είναι:

· Χειρουργική: Έχει μείζων ρόλο στη διαχείριση του γλοιοβλαστώματος. Πιστεύεται ότι μπορεί να επιμηκύνει την επιβίωση των ασθενών πάνω από 6 μήνες. Στην περίπτωση που είναι δυνατή η επέμβαση, τότε οι όγκοι αφαιρούνται ολοκληρωτικά ή μερικώς, ή να πραγματοποιείται βιοψία. Ακόμη και η περίπτωση της μερικής αφαίρεσης του όγκου θεωρείται ευεργετική καθώς βελτιώνει τη λειτουργία του σώματος (body function), ανακουφίζει την πίεση στον εγκέφαλο και επιφέρει ρήξη στον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Έτσι επιτρέπεται το καλύτερο αποτέλεσμα στη δράση των χημειοθεραπευτικών φαρμάκων. Επιπλέον παρέχει χώρο στον όγκο για να αναπτυχθεί και η πίεση που ασκεί στη μάζα του όγκου στην ανάπτυξη του κυτταρικού κύκλου φαίνεται να επιτυγχάνει καλύτερη αντίδραση στην ακτινοβολία και τη χημειοθεραπεία. Εάν η ολοκληρωτική ή η μερική αφαίρεση δεν είναι εφικτή και η διάγνωση με εικονικές τεχνικές, όπως το MRI, είναι δύσκολη, τότε η βιοψία του ανεπίδεκτου εγχείρησης όγκου παρέχει πληροφορίες για την ενδεχόμενη εφαρμογή άλλων θεραπειών.

· Ακτινοθεραπεία: Εφαρμόζεται στα υπολείμματα όγκου μετά την επέμβαση ή σε όγκους που βρίσκονται σε μη-επεμβάσιμες περιοχές του εγκεφάλου προκειμένου να σκοτώσει τα κατάλοιπα των κυττάρων του όγκου ή για να ανακουφίσει τους ασθενείς από τα συμπτώματα της ασθένειας. Η περιοχή ακτινοβόλησης περιορίζεται από τη μάζα του όγκου και 2 cm περιβάλλοντα ιστό. Προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί η ζημιά στα φυσιολογικά κύτταρα του εγκεφάλου από την υψηλή δόση ακτινοβολίας και τα κύτταρα όγκου να συλληφθούν σε περισσότερα στάδια της ανάπτυξης του κυττάρου, η υπερ-κλασματοποιημένη (hyper fractionated) ακτινοθεραπεία είναι μια δυνατότητα. Εάν ο όγκος είναι σαφώς προσδιορισμένος, χειρουργικά προσιτός, και με διάμετρο μικρότερη από 5 cm τότε μπορεί να χρησιμοποιηθεί ενδοϊστική ακτινοβόληση (interstitial radiation therapy). Προκειμένου να βελτιωθούν τα αποτελέσματα της ακτινοθεραπείας και να ελαχιστοποιηθούν οι παρενέργειες έχουν αναπτυχθεί διάφορες τεχνικές, με κυριότερες την υπερθερμία (hyperthermia) και τους ακτινοευαισθητοποιητές (radiosensitizers). Ως υπερθερμία ορίζεται η χρήση της θερμότητας προκειμένου να ενισχυθεί η απόκριση του όγκου στην ακτινοθεραπεία. Η θερμότητα παρέχεται από ραδιοσυχνότητες, μικροκύματα ή υπέρηχους, προϋποθέτοντας ακόμη και την κατανομή τη θερμότητας σε όλη τη μάζα του όγκου προκειμένου να επιτευχθεί θεραπευτικό όφελος. Οι ακτινοευαισθητοποιητές είναι φάρμακα που χρησιμοποιούνται προκειμένου η μάζα του όγκου να παρουσιάζει μεγαλύτερη ευαισθησία στην ακτινοθεραπεία. Προκειμένου να είναι αποτελεσματικά πρέπει να συγκεντρώνονται στη μάζα του όγκου. Για την προστασία των ιστών του φυσιολογικού εγκεφάλου από τις παρενέργειες της ακτινοβολία χορηγούνται  ακτινοπροστατευτές (radioprotectors) (όπως DFMO).

· Χημειοθεραπεία: Το γλοιοβλάστωμα είναι σχετικά ανθεκτικό προς τη χημειοθεραπεία. Η χημειοθεραπεία στους όγκους του εγκεφάλου δεν είναι θεραπευτική και ο στόχος της στη θεραπεία είναι να ελέγξει κυρίως την ανάπτυξη του όγκου και να διατηρήσει σε καλή κατάσταση και ποιότητα τη ζωή του ασθενή για όσο το δυνατόν μεγαλύτερο χρονικό διάστημα. Παρά των νέων χημειοθεραπευτικών σκευασμάτων, των νέων συνδυασμών φαρμάκων και των νέων τεχνικών παράδοσης, η επιτυχία αυτής της μεθόδου στη θεραπεία του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος είναι περιορισμένη. Τα κακοήθη γλοιώματα είναι παραδειγματικά για την εντυπωσιακή τους ανθεκτικότητα στην adjuvant χημειοθεραπεία. Ο ρόλος της απώλειας των συνιθισμένων ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως το γονίδιο ρετινοβλαστώματος Rb, p53 ή PTEN (phosphatase-and-tensnin-homolog) στην ανάπτυξη της ανθεκτικότητας ως προς τη χημειοθεραπεία στα κακοήθη γλοιώματα, δεν έχει εδραιωθεί. Αντιθέτως, τα κύτταρα των κακοηθών γλοιωμάτων εκφράζουν ένα σύνολο από αντιαποπτωτικά γονίδια των οικογενειών bcl-2 και iap (inhibitor-of-apotposis) που εμποδίζουν τους ποικίλους τύπους των αυτογενή (αυφθόρμητα) και προκαλούμενων κυτταρικών θανάτων in vitro. Ως προς την ανθεκτικότητα προς την χημειοθεραπεία η έκφραση της MRP (multidrug resistance-associated protein) εμπλέκεται με δύο τρόπους: πρώτον, η γρήγορη έναρξη της MRP μετά από την έκθεση στα φάρμακα προτείνεται ότι η MRP είναι εν μέρη υπεύθυνη για την αρχική ανθεκτικότητα στην χημειοθεραπεία των κακοηθών γλοιωμάτων. Δεύτερον, αυξημένη έκφραση της MRP μετά τη χημειοθεραπεία ίσως αποτελεί ένδειξη ότι η έκφραση της MRP συσχετίζεται με την αποκτηθείσα ανθεκτικότητα των κακοηθών γλοιωμάτων προς τα φάρμακα. Επιπλέον, η Pgp (P-glycoprotein) εκφράζεται στα ενδοθηλιακά (endothelial) κύτταρα, ενώ η έκφραση της στα κύτταρα γλοιωμάτων φαίνεται ασθενής. Η Pgp ίσως συνεισφέρει στην ανθεκτικότητα προς τη χημειοθεραπεία μειώνοντας την αναρρόφηση των κυτταροτοξικών φαρμάκων στους ιστούς όγκου. 

· Γονιδιακή θεραπεία (gene therapy): Μπορεί να προσδιοριστεί ως η χρήση των νουκλεϊκών οξέων ως φαρμάκων. Επιφέρει βελτιωτικές μετατροπές στη γενετική σύνθεση των κυττάρων που στοχεύει, που δεν είναι δυνατό να επιτευχθούν με καμιά άλλη θεραπευτική μέθοδο. Η θεραπεία με χρήση γονιδίου είναι μια πολύ ελκυστική μέθοδος για τη θεραπεία του καρκίνου. Η τοπική θεραπεία με γονίδια είναι μια ελκυστική μέθοδος ιδιαίτερα για τα κακοήθη γλοιώματα, λόγω της περιορισμένης περιοχής που καταλαμβάνουν στο κεντρικό νευρικό σύστημα και του γεγονότος ότι δεν δημιουργούν απομακρυσμένοι μετάσταση. Προκειμένου να αποδοθούν τα θεραπευτικά γονίδια στη μάζα του όγκου απαιτείται η χορήγηση συστημάτων διανυσμάτων που μπορούν να υποδιαιρεθούν σε δύο κύριες κατηγορίες, με ή χωρίς ιούς.
· Χορήγηση γονιδίων με ιούς (Viral gene delivery): Η χρησιμότητα των ιών ως οργανισμοί που μεταδίδουν γονίδια οφείλεται στη φυσική τους ικανότητα να εισέρχονται και να μεσολαβούν στην έκφραση των δια-γονιδίων στα μολυσμένα κύτταρα-ξενιστές.
· Διανύσματα αδενοϊών (Adenovirus vectors): Στους ανθρώπους, οι αδενοϊοί (Ads) προκαλούν καλοήθεις μολύνσεις, όπως μολύνσεις στην αναπνευστική οδό, (keratoconjunctivitis και gastroenteritis). Τα Ads μπορούν να μολύνουν μια μεγάλη ποικιλία τύπων κυττάρου με υψηλή αποδοτικότητα και κανένα κίνδυνο από γένεση μεταλλάξεων με αποτέλεσμα να θεωρούνται ελκυστικά διανύσματα για θεραπεία με γονίδια.
· Διανύσματα αδενο-συσχετισμένων ιών (Adeno-associated virus vectors): Οι ιοί AAVs (Adeno-associated viruses) είναι μικροί single-stranded DNA ιοί της οικογένειας parvovirus. Είναι μη-παθογόνοι (μη-νοσογόνοι) στον ανθρώπινο οργανισμό και για να πολλαπλασιαστούν εξαρτώνται από άλλους ιούς όπως οι Ad, HSV ή vaccinia virus. Οι AAVs έχουν την ικανότητα να μολύνουν μια ποικιλία από διαιρούμενα ή και μη-διαιρούμενα κύτταρα εφόσον έχουν αλληλεπιδράσει με κύτταρα ξενιστών (η αλληλεπίδραση πραγματοποιείται μέσω heparin sulfate proteoglycans και integrins). Οι AAVs έχουν δύο ευδιάκριτες φάσεις βιολογικού κύκλου ζωής. Στην περίπτωση απουσίας των βοηθητικών ιών (helper virus), το γονιδίωμα του AAV ενσωματώνεται σε ένα συγκεκριμένο σημείο  (AAVS1) του γονιδιώματος ξενιστή (μακρύς βραχίιωνας (q) του χρωμοσώματος, q arm of chromosome 19 in human cells) με υψηλή συχνότητα και παραμένουν σε ανέκδηλη μορφή μέχρι τη στιγμή που η παρουσία ενός helper θα τον εισάγει στη lytic φάση του ιού. Στην περίπτωση παρουσίας των Ad helper, τα πρόωρα Ad γονίδια εκφράζονται και οδηγούνται σε ενεργό (active) AAV πολλαπλασιασμό.
· Διανύσματα ερπετοϊού (Herpes simplex virus vectors): Έχουν πραγματοποιηθεί δύο στρατηγικές μεταφοράς γονιδίου  με χρήση HSV-1 (Herpes simplex vitus type 1). Η πρώτη βασίζεται στα ανασυνδυαζόμενα διανύσματα, ενώ η δεύτερη στη χρήση ενισχυντονίων (amplicons). Oι HSV-1 μπορούν να μολύνουν κύτταρα κατά τη διάρκεια της διαίρεση ή της αδράνειας (quiescent), όπου μπορούν να παραμείνουν για ένα μεγάλο χρονικό διάστημα σε μη ολοκληρωμένη κατάσταση, αλλά η μόλυνση των μη – νευρωνικών κυτταρικών τύπων συνεπάγεται τη διάσπαση του DNA του ξενιστή και τη διακοπή της διαδικασίας σύνθεσης των πρωτεϊνών. Τα ενισχυντόνια (amplicons) είναι διανύσματα πλασμίνης (plasmid vectors) που περιέχουν σύνολα HSV και σήματα πολλαπλασιασμού, τα οποία τους επιτρέπουν να πολλαπλασιάζονται και να “πακετοποιούνται” (be packaged) στην παρουσία των helper ιών να προσφέρουν τον το προϊόν του γονιδίου HSV που λείπει.
· Διανύσματα ρετροϊών (Retroviral vectors):   Η ολοκλήρωση τους είναι τυχαία και περιορισμένη στα διαιρούμενα κύτταρα. Επιπλέον, οι συμπληρωματικές πρωτεΐνες που βρίσκονται στο ανθρώπινο πλάσμα του αίματος μπορούν να αδρανοποιήσουν τους ρετροϊούς και η διαγονιδιακή έκφραση είναι πιθανό να μειωθεί/υποβιβαστεί από φλεγμονώδης ιντερφερόνες,οι οποίες, όπως το γονιδίωμα του ρετροϊού ολοκληρώνεται στο γονιδίωμα του ξενιστή. Τα καρκινικά κύτταρα υφίσταντο υψηλούς ρυθμούς κυτταρικής διαίρεσης, ωστόσο, σε κάποιους κακοήθεις όγκους, συμπεριλαμβανομένου αυτών του εγκεφάλου, και συγκεκριμένα στις εσωτερικές περιοχές της μάζας του όγκου, τα κύτταρα δεν είναι ενεργώς διαιρούμενα.
· Μη ιϊκά διανύσματα (Non-viral vectors): Αν και στο πεδίο της θεραπείας με χρήση γονιδίου τα διανύσματα ιών είναι πιο δημοφιλοί, προσφάτως έχουν αναπτυχθεί αρκετά μη ιϊκά διανύσματα. Στα διανύσματα αυτά συμπεριλαμβάνονται τα naked DNA, liposomomes και DNA complexed to protein/polymers. 
Σε πειράματα σε αρουραίους με γλοιοβλάστωμα από την ομάδα του Wang και των συνεργατών του(2001) βρέθηκε ότι:

· η διανομή p53 μέσω ρετροϊών είχε ως αποτέλεσμα την επιβίωση τους  για 37.1
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12.3 ημέρες έναντι 15.3
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3.5 ημερών. Επιπλέον παρατηρήθηκε 33% ποσοστό θεραπείας μετά από διανομή του γονιδίου p53.

· ότι η διανομή γονιδίου p21 μέσω ρετροϊών είχε ως αποτέλεσμα την επιβίωση των αρουραίων για 45.5 
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15.6 ημέρες και 66% ποσοστό θεραπείας αυτών.

· η διανομή γονιδίου p16 μέσω ρετροϊών είχε ως αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη επιβίωση των αρουραίων και καλύτερο ποσοστό θεραπείας ( 53.5 
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 11.2 ημέρες και 83% ποσοστό θεραπείας)

Συγκριτικά αποτελέσματα μελετών

Στην έρευνα του Wang και των συνεργατών του (2001) παρατηρήθηκε πολύ μεγαλύτερη μείωση στο ρυθμό ανάπτυξης  των κυττάρων που μολύνθηκαν από pCLp21 (66%) και pCLp16 (60%). Αξιόλογες καταστολές στη μέτρηση της περιεκτικότητας σχηματισμού των αποικιών βρέθηκαν σε pCLp21(91%) και pCLp16(98%) συγκρινόμενη με το p53 (50%)

[image: image37.png]ol Number (1310%)





Σχήμα – 16 Συγκρίσεις των in vitro καμπυλών ανάπτυξης του όγκου σε RT-2 κύτταρα “μολυσμένα” από p53, p21 και p16. Ένας μη πολλαπλασιασμένος ρετροϊός pCL κρυπτογραφημένο με ανθρώπινο πλήρους-μήκους cDNA χρησιμοποιήθηκε για να “μολύνει” κύτταρα RT-2 γλοιοβλαστώματος. Εκθετικά ανεπτυγμένα κύτταρα τοποθετήθηκαν 24 ώρες πριν την “μόλυνση” σε πιάτα 10cm2.. High-titered ρετροϊοί χρησιμοποιήθηκαν για να “μολύνουν” τα κύτταρα του όγκου.
· Ακτινοχειρουργική: Η μέθοδος Gamma Knife αποτελεί μια εναλλακτική μορφή θεραπείας έναντι της ανοικτής χειρουργικής κρανιοτομίας. Είναι μη επεμβατική και αντικειμενικά ανώδυνη. Βασίζεται στην εκπομπή 201 υψηλής ακρίβειας ιονίζουσες ακτίνες γ, οι οποίες συναντώνται σ’ ένα συγκεκριμένο σημείο, με ρυθμιζόμενη δόση πάνω στο στόχο κατά τον ιδανικότερο τρόπο. Ταυτόχρονα, η ακτινοβόληση του γύρω εγκεφαλικού ιστού είναι μηδαμινή. Μπορεί να θεραπεύσει βλάβες, βαθιά μέσα στον εγκέφαλο, όπου σε διαφορετική περίπτωση θα είχαμε τους κινδύνους από μια ανοιχτή χειρουργική επέμβαση. Η μέθοδος “Gamma Knife” εφαρμόζεται για τη θεραπεία όγκων εγκεφάλου όπως το γλοίωμα, το μηνιγγίωμα, το νευρίνωμα αλλά και για τη θεραπεία όγκων βάσεως κρανίου (όπως καρκίνωμα, χόρδωμα, παραγαγγλίωμα, χονδροδάρκωμα), οφθαλμικών όγκων (μελάνωμα), αγγεοβριθών βλαβών ( αρτηριοφλεβώδεις δυσπλασίες, σηραγγώδη αιμαγγειώματα), επιληψίας, νόσου του Parkinson και νευραλγίας του τριδύμου νεύρου. Βασικά πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι ότι εφαρμόζεται χωρίς γενική αναισθησία, οι επιπλοκές είναι ελάχιστες, η ενδονοσοκομειακή νοσηλεία είναι 1-2 ημερών (ο ασθενής μπορεί να εξέλθει του νοσοκομείου την ίδια ημέρα ή την επόμενη της εισαγωγής του, ωστόσο η παρακολούθηση συνεχίζεται για τουλάχιστον δύο χρόνια, διότι η θεραπεία εξελίσσεται αργά και όχι αμέσως μετά την “επέμβαση”) και κυρίως ότι παρέχει μια ακρίβεια κατά τη θεραπεία της τάξης του <0,3mm.(αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι κατά τη διάρκεια της θεραπείας, δεν υπάρχει κανένα κινούμενο τμήμα από πλευράς ασθενούς ή εγκατάστασης).
Σύμφωνα με αναλύσεις της έρευνας παγκοσμίως, τα αποτελέσματα της “Gamma knife” επέμβασης είναι εξίσου καλά μ’ εκείνα της κλασσικής μικροχειρουργικής.

Επιπλέον, σύμφωνα με τον Keole S. Και τους συνεργάτες του η χρησιμοποίηση της μεθόδου αυτής μετά από τη συμβατική ακτινοθεραπεία σχετίστηκε με μέσο χρόνο επιβίωσης 17 μηνών ή και μεγαλύτερο.

Οι χειρουργικές τεχνικές και οι ακτινοχημειοθεραπευτικές αγωγές που έχουν αναπτυχθεί για την αντιμετώπιση του πολύμορφου γλοιωβλαστώματος  προσπαθούν να εξασφαλίσουν τον καλύτερο έλεγχο της αρχικής  οργανικής βλάβης και το μεγαλύτερο χρόνο επιβίωσης. Ωστόσο σε μερικούς ασθενείς παρουσιάζεται διασπορά των καρκινικών κυττάρων  που εμποδίζει την κλινική διαχείριση του όγκου και μειώνει το χρόνο επιβίωσης του ασθενούς.

2.13
Μελλοντικές Εξελίξεις

Η βελτίωση της χημειοθεραπείας για την αντιμετώπιση του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος είναι ένας βαρυσήμαντος στόχος. Πολλά υποσχόμενες εξελίξεις συμπεριλαμβάνουν την αξιολόγηση νέων σκευασμάτων (ειδικά του temozolomide, αλλά και των gemeitabine ή topotecan), τη χρησιμοποίηση του συνδυασμού πρωτοκόλλων και τη χορήγηση χημειοθεραπείας πριν την ακτινοθεραπεία.

Η αντικατάσταση ενός γονιδίου που λείπει ή η υπερέκφραση ενός γονιδίου που επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο σε ένα συγκεκριμένο σημείο ελέγχου θα έπρεπε να έχει προφανές αποτέλεσμα στη θεραπεία καταστολής του όγκου.

Κεφάλαιο 3

Πρόγραμμα – Βάση Δεδομένων
ERASISTRATOS
3.1
Συλλογή δεδομένων του όγκου πολύμορφου γλοιοβλαστώματος και εξέλιξη - εμπλουτισμός του προγράμματος ERASISTRATOS
Η βάση δεδομένων Erasistratos αποτελείται από διάφορους κλάδους οι οποίοι έχουν πληροφορίες για τον κάθε ξεχωριστό ασθενή. Τα δεδομένα που συλλέχθηκαν από συγκεκριμένα διαγνωστικά και νοσηλευτικά ιδρύματα της Αθήνας ταξινoμούνται σε διαφορετικές κατηγορίες ανάλογα με το περιεχόμενο τους. Τα δεδομένα που αφορούν τις διάφορες μορφές καρκίνου μπορεί να είναι:

· Απεικονιστικά δεδομένα.

· Ιστοπαθολογικά δεδομένα.

· Γενετικά δεδομένα.

· Ιστορικά δεδομένα.

Η ανάπτυξη της βάσης δεδομένων έγινε με κατάλληλα υπολογιστικά εργαλεία όπως είναι η Visual basic και η Microsoft Access. Η βάση δεδομένων χρησιμοποιείται για την αποθήκευση, ταξινόμηση και επιλεκτική ανάκληση αυτών των δεδομένων. Η βάση επίσης αυτή θα συνεισφέρει στην οριοθέτηση των διαφόρων περιοχών ενδιαφέροντος των όγκων, δηλαδή περιοχές που παρουσιάζουν υψηλό και χαμηλό μεταβολισμό, νεοαγγειώσεις ή ακόμα και νεκρώσεις.

3.2
Απεικονιστικά δεδομένα

Στα απεικονιστικά δεδομένα, εξέχουσα θέση έχουν τα στοιχεία MRI, CT, PET και SPECT.

3.2.1
ΜRI
Ο μαγνητικός απεικονιστικός συντονισμός (magnetic resonance imaging) MRI  είναι μια απεικονιστική τεχνική η οποία χρησιμοποιούταν αρχικά σε ιατρικά μηχανήματα για την παραγωγή υψηλής ποιότητας εικόνες του εσωτερικού του ανθρώπινου οργανισμού. Το MRI βασίζεται στις αρχές του πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού(nuclear magnetic resonance, NMR) ,μιας δηλαδή φασματοσκοπικής τεχνικής η οποία χρησιμοποιείται από επιστήμονες για να συλλέξει μικροσκοπικές χημικές και φυσικές πληροφορίες για τα μόρια. Η τεχνική αυτή ονομάζεται MRI και όχι ΝMRI και αυτό λόγω των αρνητικών προκαταλήψεων που δημιουργήθηκαν με τον πυρηνικό πόλεμο στα τέλη του 1970. Το MRI αρχικά ξεκίνησε σαν μια τομογραφική απεικονιστική τεχνική, η οποία παράγει την εικόνα ενός σήματος ΝMR σε μια λεπτή διαφάνεια στο εσωτερικό του ανθρώπινου οργανισμού. Το MRI εξελίχθηκε πέρα από μια απεικονιστική τομογραφική τεχνική σε μια απεικονιστική τεχνική όγκου. Η εξέλιξη του MRI ήταν ραγδαία και από το 1946 μέχρι και σήμερα έχει επιτευχθεί σημαντική ανάπτυξη. Οι  Felix Bloch και Edward Purcell οι οποίοι βραβεύτηκαν το 1952 με το βραβείο Νόμπελ ανακάλυψαν τον μαγνητικό συντονισμό στα 1946.Την περίοδο μεταξύ του 1950 και1970 το ΝMR αναπτύχθηκε και χρησιμοποιήθηκε για τη χημική και φυσική μοριακή ανάλυση. Το 1971 ο Raymond Damadian έδειξε ότι οι πυρηνικοί μαγνητικοί χρόνοι χαλάρωσης των ιστών και των όγκων είναι διαφορετικοί, παρατήρηση η οποία ενεργοποίησε τους επιστήμονες της εποχής  για να μελετήσουν τον μαγνητικό συντονισμό στην ανίχνευση της ασθένειας του καρκίνου. Το 1973 η τομογραφία από τον υπολογιστή η οποία βασίζεται στις ακτίνες Χ, το CT δηλαδή, κοινοποιήθηκε από το Hounsfield. Αυτή η ημέρα είναι πολύ σημαντική για το MRI και αυτό γιατί έδειξε ότι τα νοσοκομεία αλλά και επιστημονική κοινότητα ήταν επιτέλους διατεθειμένα  να δώσουν μεγάλες ποσότητες χρημάτων για την ανάπτυξη των απεικονιστικών τεχνικών. Ο Paul Lauterbur τον ίδιο χρόνο επίδειξε τα πρώτα δοκιμαστικά δείγματα σε σωλήνες για το MRI. Χρησιμοποίησε μια τεχνική προβολής παρόμοιας με αυτή που χρησιμοποιήθηκε για το CT.To 1975 o Richard Ernst πρότεινε ένα MRI το οποίο χρησιμοποιεί κωδικοποίηση φάσης και συχνότητας και τον μετασχηματισμό Fourier.Αυτή η τεχνική αποτελεί τη βάση για τις σημερινές τεχνικές του MRI. Μερικά χρόνια αργότερα, το 1977 ο Raymond Damadian παρουσίασε το MRI ολόκληρου του ανθρώπινου οργανισμού. Τον ίδιο χρόνο ο Peter Mansfield παρουσίασε μια απεικονιστική τεχνική βασισμένη στον ήχο(echo-planar imaging technique, EPI ). Ο Edelstein και οι συνεργάτες του παρουσίασαν το σώμα με την απεικονιστική μέθοδο που χρησιμοποίησε ο  Ernst το 1980.Μια εικόνα με αυτή την τεχνική μπορούσε να εμφανιστεί σε χρόνο μόνο πέντε λεπτών. Το 1986 ο απεικονιστικός χρόνος μειώθηκε στα πέντε δευτερόλεπτα χωρίς μειώνεται η ποιότητα της εικόνας. Τον ίδιο χρόνο οι επιστήμονες οι οποίοι ασχολούνταν με το μικροσκόπιο του NMR το οποίο έκανε ανάλυση σε δείγματα ενός εκατοστού σε χρόνο 10μm.Το 1987 το ΕΡΙ χρησιμοποιήθηκε για παρουσιάσει μια απεικονιστική ταινία ενός μοναδικού καρδιακού κύκλου. Τον ίδιο χρόνο ο Charles Dumoulin τελειοποίησε τη μαγνητική αγγειογραφία συντονισμού, η οποία επέτρεπε την απεικόνιση του ρέοντος αίματος χωρίς τη χρήση παραγόντων αντίθεσης. Το 1991 στον Richard Ernst απονεμήθηκε το Νόμπελ της χημείας για τα επιτεύγματα του στο παλμικό μετασχηματισμό Fourier NMR και MRI. To 1993 το λειτουργικό MRI ( fMRI ) αναπτύχθηκε. Αυτή η τεχνική επιτρέπει το σχεδιασμό της λειτουργίας των ποικίλων περιοχών του ανθρώπινου εγκεφάλου. Η ανάπτυξη του fMRΙ επέτρεψε μιας νέας εφαρμογής για το ΕΡΙ, τη σχεδίαση περιοχών του εγκεφάλου οι οποίες είναι υπεύθυνες για την κίνηση και τον έλεγχο της κίνησης. Το 1994 ερευνητές στο πανεπιστήμιο της Νέας Υόρκης στο Stony Brook και στο πανεπιστήμιο του Princeton έδειξαν την απεικόνιση ενός υπερπολικού αερίου ξενίου για τις μελέτες που γίνονταν στον αναπνευστικό τομέα. Το MRI είναι σίγουρα μια νέα αλλά και αναπτυσσόμενη επιστήμη.

Το MRI αποτελείται από διάφορα στοιχεία εικόνες που ονομάζονται pixels. Το MRI είναι  βασισμένο στην απορρόφηση και στην έκκριση της ενέργειας στη ζώνη της ραδιοσυχνότητας του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. Πολλοί επιστήμονες υποστηρίζουν ότι δεν μπορούν να απεικονίσουν αντικείμενα μικρότερα από το μήκος κύματος  της ενέργειας που χρησιμοποιείται για την απεικόνιση. Το MRI από την άλλη μπορεί να παράγει εικόνες οι οποίες βασίζονται σε διαφοροποιήσεις στη φάση αλλά και στην συχνότητα της ραδιοσυχνότητας της ενέργειας η οποία απορροφάται και εκκρίνεται από το αντικείμενο που απεικονίζεται. Ένα δείγμα της τεχνικής του MRI είναι και η εικόνα που ακολουθεί.





Εικόνα 1 Απεικόνιση του MRI του εγκεφάλου.

3.2.2
CT
Η υπολογιστική απεικόνιση της τομογραφίας, CT, που επίσης είναι γνωστή και ως CAT scanning(Computed Axial Tomography) αναπτύχθηκε στα μέσα του 1970 και τώρα είναι διαθέσιμη σε 30000 περιοχές σε όλο τον κόσμο. Το CT είναι γρήγορο, φιλικό προς τον ασθενή και έχει τη μοναδική δυνατότητα  να απεικονίζει τους ιστούς, τα οστά και τα αγγεία του αίματος. Το CT είναι το απεικονιστικό σύστημα που χρησιμοποιείται στα περισσότερα τμήματα ακτινοβολίας αλλά και στα διαγνωστικά κέντρα. Από την ανακάλυψη του CT έχουν πραγματοποιηθεί τεράστιες αλλαγές στην τεχνολογία του αλλά και στην κλινική εφαρμογή του. Το CT συνδυάζει την χρήση ενός ψηφιακού υπολογιστή με μια συσκευή περιστροφής ακτινών Χ και ο συνδυασμός αυτός δημιουργεί τμηματικές εικόνες και διαφάνειες διαφορετικών οργάνων και τμημάτων του οργασμού όπως πνεύμονες, ήπαρ, νεφρούς, σπλήνα, εγκέφαλο αλλά και αλλού. Το CT μπορεί να εφαρμοσθεί σε ασθενείς χωρίς αυτοί να είναι αναγκασμένοι να εισαχθούν σε νοσοκομεία. Οι απεικονίσεις του CT σον εγκέφαλο επιτρέπουν στους επιστήμονες να δουν την ανατομική δομή των ιστών όπως τις κοιλίες του εγκεφάλου ή την λευκή και φαιά ουσία. Οι επιστήμονες έχουν τη δυνατότητα μέσω του υπολογιστή να εστιάσουν στις ψηφιακές εικόνες και να επιβλέψουν πιο προσεκτικά τόσο τους ιστούς και τα αγγεία που απαιτούνται για να αποτραπεί η εξέλιξη ασθενειών όπως ο καρκίνος. Το CT είναι ένα από τα κυριότερα εργαλεία μελέτης των πνευμόνων αλλά και της κοιλίας αλλά και της διαγνωστικής διαδικασίας του καρκίνου και είναι η μέθοδος που προτιμάται για την διάγνωση του καρκίνου στο πνεύμονα, το ήπαρ και το πάγκρεας. Η απεικονιστική μέθοδος με το CT διαδραματίζει ένα σημαντικό ρόλο στην ανίχνευση, διάγνωση και θεραπεία ασθενειών της καρδίας, οξείες καρδιακές προσβολές και αγγειακές παθήσεις. Το CT μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση της πυκνότητας των αλάτων των οστών για την ανίχνευση της οστεοπόρωσης. Παρακάτω παρατίθενται κάποιες εικόνες του CT.Στη πρώτη εικόνα είναι το CT του εγκεφάλου, στη δεύτερη εικόνα του στήθους και στην τελευταία είναι το CT μιας αορτής.
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Εικόνα 2 CT εγκεφάλου.
3.2.3
ΡΕΤ

Η τομογραφία με εκπομπή ποζιτρονίων(positron emission tomography) PET είναι μια τεχνική η οποία μετρά τις συγκεντρώσεις των ραδιοϊσοτόπων ποζιτρονίων που εκκρίνονται από τους ιστούς των ζώντων αντικειμένων. Αυτές οι μετρήσεις γίνονται στο εξωτερικό περιβάλλον των ζώντων αντικειμένων. Το ΡΕΤ μπορεί να διαχωριστεί στα εξής βήματα.

· Αναγνώριση ενός επιλεγμένου στοιχείου με την έκκριση ποζιτρονίου από ένα ραδιενεργό πυρήνα.

· Τοποθέτηση του στοιχείου αυτού στο κατάλληλο πεδίο μελέτης.

· Απεικόνιση της διανομής της δραστηριότητας ως λειτουργία του χρόνου με τη εφαρμογή της τομογραφίας.

· Η βιολογική διαχείριση του στοιχείου από τις πληροφορίες που εξάγονται από την εφαρμογή του ΡΕΤ.

Το ΡΕΤ βασίζεται στην υπολογιστική ανακατασκευαστική διαδικασία η οποία παράγει τομογραφικές εικόνες. Πραγματοποιείται με την ανίχνευση της έκκρισης ποζιτρονίων με τη χρήση της τομογραφίας. Οι δύο τρόποι με τους οποίους οι ραδιενεργοί πυρήνες αποσυντίθεται και οι οποίοι ελαττώνουν το περιττό αρνητικό φορτίο στον πυρήνα περιλαμβάνουν την εξουδετέρωση του αρνητικού φορτίου του ηλεκτρονίου ή την έκκριση ενός ποζιτρονίου από τον πυρήνα. Το ποζιτρόνιο στη συνέχεια θα ενωθεί με ένα ηλεκτρόνιο από το περιβάλλον και θα το καταστρέψει. Με την καταστροφή τόσο του ποζιτρονίου αλλά και του ηλεκτρονίου έχουμε και τη δημιουργία ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας. Αυτή η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία έχει τη μορφή δύο πρωτονίων υψηλής ενέργειας τα οποία βρίσκονται 180 μοίρες μακριά το ένα από το άλλο. Αύτη η ακτινοβολία που παράγεται με την καταστροφή μπορεί να ανιχνευθεί εξωτερικά και χρησιμοποιείται για την μέτρηση της ποσότητας αλλά και της τοποθεσίας του ποζιτρονίου που εκκρίνεται. Η ανίχνευση των πρωτονίων από ανιχνευτές στις αντίθετες πλευρές των αντικειμένων που μελετούνται τοποθετεί την καταστροφή που πραγματοποιείται πάνω στη γραμμή η οποία συνδέει τα κέντρα των δύο ανιχνευτών. Σε αυτό το σημείο γίνεται και ο σχεδιασμός της τοποθεσίας των καταστροφών στον υπολογιστή. Αν τα όρια της καταστροφής είναι έξω από την ένταση των δύο ανιχνευτών τότε μόνο το ένα από τα δύο πρωτόνια μπορεί να ανιχνευθεί και λόγω του ότι η ανίχνευση ενός πρωτονίου μόνο δεν ικανοποιεί την συνθήκη που απαιτείται, το γεγονός απορρίπτεται. Η χρησιμότητα του ΡΕΤ έγκειται στο γεγονός ότι έχει τη δυνατότητα να έχει πρόσβαση στις βιοχημικές αλλαγές του οργανισμού. Οποιαδήποτε περιοχή του οργανισμού η οποία παρουσιάζει μη φυσιολογικές βιοχημικές αλλαγές μπορεί να ανιχνευθεί με το ΡΕΤ. Το ΡΕΤ έχει τεράστιο αντίκτυπο στις κλινικές εφαρμογές των νευρολογικών ασθενειών που περιλαμβάνουν εγκεφαλικούς όγκους, επιληψίες και εγκεφαλοαγγειακές ασθένειες. Στους εγκεφαλικούς όγκους το ΡΕΤ  χρησιμοποιείται για την ανίχνευση και την εύρεση της τοποθεσίας λεμφογενών μεταστάσεων αλλά και άλλων όγκων. Άλλη μια σημαντική λειτουργία του ΡΕΤ είναι και η ικανότητα του να μοντελοποιήσει βιολογικές και φυσιολογικές λειτουργίες του σώματος με την ανίχνευση και την μοντελοποίηση των συγκεντρώσεων της ραδιοακτινοβολίας σε ένα συγκεκριμένο όργανο. 




Εικόνα 3:

Σχεδιάγραμμα που παρουσιάζει τη διαδικασία που πραγματοποιείται για την τεχνική απεικόνισης ΡΕΤ.

3.2.4
SPECT
H πρώτη εμπορική απεικονιστική μηχανή SPECT είχε τριανταδύο ανιχνευτές φωτονίων και ονομάστηκε Tomomatic. Τo SPECT περιλαμβάνει την ανίχνευση των ακτινών γάμα που εκπέμπονται από ραδιενεργά άτομα όπως τους ραδιενεργούς πυρήνες. Σήμερα όλοι οι ασθενείς με καρδιακά προβλήματα εξετάζονται προσεκτικά με το SPECT για να ανιχνευθούν οποιεσδήποτε εναλλακτικές ασθένειες. Ο εγκέφαλος αλλά και το ήπαρ εξετάζονται επίσης προσεκτικά με τη μέθοδο SPECT. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται συχνά στην διάγνωση και τη σταδιοποίηση του καρκίνου, ενός εμφράγματος, σε ασθένειες του ήπατος και του πνεύμονα αλλά και σε άλλες μη φυσιολογικές ανωμαλίες που παρουσιάζονται. Το SPECT καθορίζει τις συγκεντρώσεις των ραδιενεργών πυρήνων σε διάφορα συγκεκριμένα όργανα σαν συναρτήσεις του χρόνου. Η εισαγωγή του ραδιοϊσοτόπου Τc-99m από τον Harper,το οποίο εκπέμπει ένα φωτόνιο ακτίνας γάμα με ενέργεια 140ΚeV και με μισή διάρκεια ζωής ίση με έξι ώρες, σηματοδότησε μια σημαντική εξέλιξη για το SPECT από τη στιγμή μάλιστα που η ανίχνευση του φωτονίου γίνεται εύκολα από τις κάμερες γάμα. Το SPECT απαιτεί την ευθυγράμμιση των ακτινών γάμα που εκκρίνονται από τη ραδιοφαρμακευτική διανομή που γίνεται στο σώμα. Οι ευθυγραμμιστές που χρησιμοποιούνται για την SPECT απεικόνιση είναι κατασκευασμένοι από ένα μαλακό υλικό. Οι ευθυγραμμιστές περιέχουν χιλιάδες τετράγωνα, στρογγυλά ή εξαγωνικά παράλληλα κανάλια μέσω των οποίων περνούν οι ακτίνες γάμα. Αυτοί οι ευθυγραμμιστές τοποθετούνται στην κορυφή ενός ευαίσθητου κρυστάλλου ΝαΙ που βρίσκεται σε κάθε κάμερα γάμα. Οι ακτίνες γάμα ταξιδεύουν σε ένα μονοπάτι που συμπίπτει με ένα από τα κανάλια των ευθυγραμμιστών και περνούν από τους ευθυγραμμιστές χωρίς να γίνει καμία απορρόφηση και αλληλεπίδραση με την ακτινοβολία από το κρύσταλλο. Πίσω από το κρύσταλλο υπάρχει ένα πλέγμα από φωτοπολλαπλασιαστικούς σωλήνες που συλλέγουν το φως. Από το φως αυτών των σημάτων παράγονται οι εικόνες SPECT. Για τις ακτίνες γάμα που εκπέμπονται από τα ραδιοφαρμακευτικά στοιχεία παρατηρούνται δύο αλληλεπιδράσεις που έχουν ιδιαίτερη σημασία. Η πρώτη αλληλεπίδραση περιλαμβάνει τη διασπορά της ακτίνας γάμα των ηλεκτρονίων των ατόμων και των μορίων σε όλο το σώμα. Η διαδικασία της διασποράς ονομάζεται διασπορά Compton.Ορισμένα πρωτόνια εκτρέπονται έξω από το πεδίο της κάμερας και χάνονται στη διαδικασία ανίχνευσης. Η δεύτερη αλληλεπίδραση αποτελείται από την απορρόφηση ενός φωτονίου από ένα άτομο που συνδυάζεται με ένα άλμα στο επίπεδο ενέργειας του ηλεκτρονίου του ίδιου ατόμου. Αυτή η διαδικασία ονομάζεται φωτοηλεκτρικό φαινόμενο και ανακαλύφτηκε από την αλληλεπίδραση που παρουσίασαν τα πρωτόνια με τα μέταλλα σε πειράματα που εκτέλεσε ο Einstein.Η απόκτηση αλλά και η εξέλιξη μιας εικόνας SPECT όταν γίνεται σωστά περιλαμβάνει την αντιστάθμιση και ρύθμιση πολλών φυσικών παραμέτρων και παραμέτρων συστήματος. Το SPECT βασίζεται σε υπολογιστές οι οποίοι αποκτούν, εξελίσσουν και παρουσιάζουν μια εικόνα SPECT.
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Εικόνα 4 
SPECT του εγκεφάλου.

3.3
Γενετικά δεδομένα

Στα γενετικά δεδομένα περιλαμβάνονται τα εξής p53,  myb1, EGFR, bcl2, HER/neu, c-myc, c-erb-B2, RB, RAS και HER2.

3.4
Ιστορικά δεδομένα

Στα ιστορικά γεγονότα ανήκουν οι διάφορες μέθοδοι θεραπείας όπως η χειρουργική επέμβαση, η χημειοθεραπεία, η ακτινοβολία και η ορμονοθεραπεία.

3.5
ERASTISTRATOS
Το πρόγραμμα αυτό αναπτύχθηκε από τις Σταμάτα Π. Θανοπούλου, Αγγελική Θ. Λοϊζου, Άννα K. Ξυδιάρη. Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής πραγματοποιήθηκαν κάποιες βελτιώσεις με σκοπό τη φιλικότητα του προγράμματος προς το χρήστη.

3.5.1
Συλλογή δεδομένων

Η βάση δεδομένων που αναπτύχθηκε περιλαμβάνει ιατρικά δεδομένα και στοιχεία της ταυτότητας ασθενών που πάσχουν από τον  καρκίνο. Ο εμπλουτισμός της βάσης πραγματοποιήθηκε με συλλογή δεδομένων από τα νοσοκομεία:

· Παίδων Αγλαΐα Κυριακού

· Παίδων Αγία Σοφία

· Υγεία

· Μεταξά

Όπως αναφέρθηκε ήδη, στη βάση δεδομένων, εκτός από τα ιατρικά δεδομένα, υπάρχει η δυνατότητα συμπερίληψης και στοιχείων της ταυτότητας του ασθενούς. Προφανώς, αυτό συμβαίνει μόνο για αναγνωριστικούς λόγους.

3.5.2
Στοιχεία της βάσης δεδομένων

H βάση δεδομένων έχει δημιουργηθεί για να περιλαμβάνει στοιχεία για ασθενείς που πάσχουν από καρκίνο. Ωστόσο, έχει εμπλουτιστεί με δεδομένα ασθενών με πολύμορφο γλοιοβλάστωμα μόνο, καθώς αυτός είναι ο τύπος όγκου που μελετάται.

 Τα στοιχεία αυτά είναι : 

· Στοιχεία της ταυτότητας του ασθενούς,

·  Αποτελέσματα εξετάσεων,

·  Γνωματεύσεις και σημειώσεις γιατρών. 

Χωρίζονται δε σε τέσσερις κύριες κατηγορίες :

1. Απεικονιστικά στοιχεία ( Imaging data ) 

2. Γενετικά στοιχεία ( Genetic data )

3. Ιστοπαθολογικά στοιχεία ( Histopathologic data )

4. Ιστορικά στοιχεία ( Historical data )

Στη συνέχεια, δίνονται λεπτομερείς πληροφορίες για τα δεδομένα που χρησιμοποιήθηκαν με βάση την κατηγορία στην οποία ανήκουν.

1. Τα απεικονιστικά δεδομένα περιλαμβάνουν τις τομογραφίες MRI (μαγνητική τομογραφία ), CT ( αξονική τομογραφία ), PET ( τομογραφία εκπομπής ποζιτρονίου ), SPECT ( τομογραφία εκπομπής απλών φωτονίων ) και χώρο για ακόμα μια απεικονιστική μέθοδο που ενδεχομένως θα χρειαστεί στη συνέχεια. Η μέθοδος αυτή έχει ονομαστεί OtherModality. Το MRI περιλαμβάνει τρία είδη τομών : Οριζόντιες  ( Horizontal ), Μετωπιαίες ( Frontal ) και Οβελιαίες (Sagittal ). Στις υπόλοιπες μεθόδους προβλέπεται χώρος για αποθήκευση μόνο της εγκάρσιας τομής. Για καθένα από αυτά τα απεικονιστικά δεδομένα έχουν γίνει λήψεις τομών σε 10 - το πολύ - χρονικές στιγμές, τις οποίες αποκαλούμε “Instants”. Oι στιγμές αυτές μπορεί να απέχουν μεταξύ τους π.χ. κατά μια εβδομάδα. Κάθε φορά που γίνονται αυτές οι εξετάσεις, λαμβάνονται και αποθηκεύονται τομές ( Slices ) του εξεταζόμενου μέλους του ανθρώπινου σώματος. Οι τομές αυτές μπορεί να φτάσουν σε αριθμό μέχρι τις 70. Συνεπώς, για κάθε ασθενή, υπάρχουν για 10 χρονικές στιγμές, μέχρι 70 τομές για καθεμιά από τα 5 μεθόδους που αναφέρθηκαν.  

2. Τα γενετικά δεδομένα που αποθηκεύονται αφορούν την έκφραση γονιδίου ( Expression of gene ), την μεταλλακτική κατάσταση ( Mutation ) και σχόλια ( comments ), για διάφορα γονίδια. Oι μετρήσεις μπορούν να γίνουν  σε ως και 10-χρονικές στιγμές, διότι ενδιαφερόμαστε για την εξέλιξη της κατάστασης του ασθενούς. Τα γονίδια που περιλαμβάνει προς το παρόν η βάση δεδομένων και τα οποία εξετάζονται είναι : p53, myb1, EGFR, bcl2, HER2/neu,  c-myc, c-erb-B2, RB, RAS και HER2. Και σε αυτή την κατηγορία, προβλέπονται θέσεις για 10 ακόμα γονίδια που ενδεχομένως θα χρειαστεί όποιος χρησιμοποιήσει την εφαρμογή. Οι θέσεις αυτές ονομάζονται gene1, gene2 ως και gene10.

3. Τα ιστοπαθολογικά δεδομένα αποθηκεύονται στη βάση με παρόμοιο με τα γενετικά δεδομένα, τρόπο. Υπάρχουν δύο πεδία για κάθε μέγεθος, τα δεδομένα ( Data ) και τα σχόλια ( Comments ). Tα μεγέθη που εξετάζονται σε αυτήν την κατηγορία είναι : Ιστολογικός τύπος ( Histologic Type ), Πυκνότητα Νεοαγγείωσης ( Neorasulanzation Density ), Διήθηση ( Invasion ), Διαφοροποίηση ( Differentiation ), Δείκτης πολλαπλασιασμού ( Proliferation Index ), Ανευπλοΐδια DNA ( DNA anuploidy ), Σταδιοποίηση κατά « όγκο – Λεμφαδένες – Μεταστάσεις » ( TNM ), Βαθμολογία Gleason ( Gleason Score ), Ειδικό Αντιγόνο για τον προστάτη ( PSA max ), και Ειδικό μεμβρανικό προστατικό Αντιγόνο ( PSMA ). Υπάρχουν και εδώ θέσεις για ακόμα 10 σχετικά μεγέθη. Οι θέσεις ονομάζονται histo1, histo2 ως και histo10.

4. Τέλος τα ιστορικά δεδομένα περιλαμβάνουν πληροφορίες για την παρούσα κατάσταση και θεραπεία του ασθενούς, πληροφορίες για το ιατρικό παρελθόν του, καθώς και στοιχεία της ταυτότητας του. Συγκεκριμένα τα στοιχεία που υπάρχουν στη βάση δεδομένων είναι : τρέχοντα χειρουργική αντιμετώπιση ( Current Surgery ), τρέχουσα χημειοθεραπεία ( Current Chemotherapy ), τρέχουσα ακτινοθεραπεία ( Current Radiotherapy ) , τρέχουσα ορμονοθεραπεία ( Current Hormonotherapy ), προηγούμενη χειρουργική αντιμετώπιση ( Previous Surgery ), προηγούμενη χημειοθεραπεία ( Previous Chemotherapy ), προηγούμενη ακτινοθεραπεία ( Previous Radiotherapy ), προηγούμενη ορμονοθεραπεία ( Previous Hormonotherapy ), γενικά σχόλια ( General Comments ), επίθετο ( Surname ), όνομα ( Firstname ), μεσαίο όνομα ( Middlename ), ημερομηνία γέννησης ( Date of Birth ), φύλο ( Sex ), κλινική ( Clinical Institution ), διεύθυνση ( Address ), τηλέφωνο ( Telephone ) και είδος καρκίνου ( Disease Type ). Πρέπει να σημειώσουμε ότι προβλέπονται κενές θέσεις για 10 ακόμη στοιχεία, 5 για το παρελθόν και 5 για το παρόν. Τα ονόματα τους είναι αντίστοιχα : PreviousOtherModality1, PreviousOtherModality2 ως PreviousOtherModality5 και CurrentOtherModality1, CurrentOtherModality2 ως CurrentOtherModality5.

H μέθοδος ανάπτυξης και η αναλυτική περιγραφή του προγράμματος Erasistratos παρουσιάζεται στη διπλωματική των Σταμάτα Π. Θανοπούλου, Αγγελική Θ. Λοϊζου, Άννα K. Ξυδιάρη.

Παρακάτω παρουσιάζεται ο τρόπος χρήσης του προγραμμάτος λόγω της διαφοροποίησης του προγράμματος ως προς τη φιλικότητα.

3.6
Περιγραφή του προγράμματος

Ανοίγοντας το εκτελέσιμο αρχείο ERASISTRATOS.exe εμφανίζεται η αρχική φόρμα (εξώφυλλο):
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Ο χρήστης έχει τη δυνατότητα να συνεχίσει στο πρόγραμμα(continue), να βγει (exit) ή να τυπώσει τη φόρμα (print).

Είσοδος στο κυρίως πρόγραμμα και επεξεργασία των στοιχείων

Αρχικά ζητείται η εισαγωγή του κωδικού του χρήστη, καθώς τα στοιχεία των ασθενών επιβάλλεται να παραμένουν απόρρητα και να χρησιμοποιούνται μόνο από συγκεκριμένα άτομα.
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Εφ’ όσον ο κωδικός πρόσβασης είναι σωστός, ο χρήστης εισέρχεται στο κυρίως πρόγραμμα.

[image: image44.png]= PATIENTS DATABASE

Patientlo [j5
Sumame [
Frsthame [

Middle Name

sex.

Date of Birth
Clinical Institution

Disease Type.

Data
© Inaging
© Geretic SrecT
Otheodsiy
 Hisopathoogc 553
o]
 Hisorea et
awo | DELETE SEARCH enr |
W[ 4Paterts e » Db

16 rocords found





Μέσω της φόρμας “PATIENTS DATABASE” ο χρήστης έχει τη δυνατότητα να επιλέξει τον ασθενή που επιθυμεί μέσω των στοιχείων ταυτότητας του ασθενή (κωδικός αριθμός του ασθενή ( Patient No ), το επώνυμο ( Surname ), το όνομα ( First Name ), το πατρώνυμο ( Middle Name ), το φύλο ( Sex ), η ημερομηνία γέννησης ( Date of Birth ), η κλινική στην οποία νοσηλεύτηκε ( Clinical Institution ) και ο τύπος της ασθένειας του ασθενή ( Disease Type )).

Μόλις  ο  χρήστης μεταβεί στον ασθενή που επιθυμεί, μπορεί να συνεχίσει με την προβολή των δεδομένων που αντιστοιχούν στον ασθενή αυτό. Για το σκοπό αυτό πρέπει να επιλέξει μια από τις κατηγορίες δεδομένων που απεικονίζονται στο αριστερό πλαίσιο της φόρμας με το όνομα Data. Οι κατηγορίες είναι : Απεικονιστικά ( Imaging ), Γενετικά ( Genetic ), Ιστοπαθολογικά ( Histopathologic ) και Ιστορικά ( Historical ). Στη λίστα που βρίσκεται δεξιά του πλαισίου, εμφανίζονται τα ονόματα των στοιχείων που ανήκουν στην κατηγορία που επιλέχθηκε. Πριν επιλεχθεί κάποια κατηγορία, η λίστα αυτή περιέχει τα ονόματα όλων των στοιχείων. 

Αφού ο χρήστης επιλέξει κατηγορία, πρέπει να διαλέξει ένα από τα στοιχεία της λίστας κάνοντας κλικ ( με το ποντίκι ) πάνω σ’αυτό. Στην περίπτωση των απεικονιστικών δεδομένων, μόλις κάνει κλικ πάνω στο στοιχείο εμφανίζεται ένα μήνυμα που τον προτρέπει να επιλέξει αν θέλει να επεξεργαστεί μία φωτογραφία ή δύο φωτογραφίες και στη συνέχεια εμφανίζεται αυτόματα η φόρμα του στοιχείου. Στην περίπτωση των μη απεικονιστικών δεδομένων η φόρμα του στοιχείου εμφανίζεται αμέσως.

Επιπλέον, στην αρχική αυτή φόρμα δίνεται η δυνατότητα στο χρήστη μέσω της επιλογής ADD να εισάγει νέα δεδομένα για κάποιον από τους ασθενείς ή να εισάγει τα δεδομένα νέου ασθενή. Ακόμη έχει τη δυνατότητα μέσω της επιλογής SEARCH  να αναζητήσει τα στοιχεία ασθενών με βάση το όνομα, την ηλικία, το φύλο, τον τύπο καρκίνου ή τα ιατρικά δεδομένα.

Στη συνέχεια δίνονται παραδείγματα επίδειξης της εμφάνισης δεδομένων ασθενών, για κάθε κατηγορία για την οποία υπάρχουν στοιχεία, με σκοπό την κατανόηση της χρήσης του προγράμματος. 

1. Επιλογή επίδειξης απεικονιστικών δεδομένων.

· MRI
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· CT
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Στη συνέχεια ο χρήστης αν δε θέλει να εμφανίσει κάποια άλλη τομή, έχει τη δυνατότητα για επιστροφή στη βασική φόρμα μέσω του κουμπιού ‘Κλείσιμο’ (Close) που βρίσκεται στην πάνω δεξιά άκρη της φόρμας και το πάτημα του οποίου κλείνει τη παρούσα φόρμα. 

Επίσης έχει τη δυνατότητα για έξοδο από το πρόγραμμα μέσω του πλήκτρου εντολής EXIT ( Έξοδος ).

Αν ο χρήστης επιστρέψει στην αρχική φόρμα έχει τη δυνατότητα να επιλέξει να δει για τον ασθενή δεδομένα άλλου στοιχείου της ίδιας κατηγορίας, ή οποιουδήποτε στοιχείου άλλης κατηγορίας ή και να επιλέξει άλλο ασθενή. 
2. Επιλογή Ιστοπαθολογικών δεδομένων
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3. Επιλογή Ιστορικών δεδομένων
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08/04/2004 17 123w A8 1 275 283 175 27 a3
13/04/2004 18 123w A8 175 20 23 175 e
14/04/2004 19 e 30 A3 175 %5 X3 175 %5 5080
15/04/2004 2 Tonw B[ A 175 00 23 175 0 s
16/04/2004 2 o B X 7B =Rt 5750
a3





Για την κατηγορία των γενετικών δεδομένων δεν υπάρχουν στοιχεία.

Επιπλέον, στο χρήστη δίνεται η δυνατότητα αναζήτησης των ασθενών μέσω της φόρμας SEARCH:
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Επιπλέον ο χρήστης έχει τη δυνατότητα εισαγωγής νέων δεδομένων για ασθενείς μέσω της επιλογής ADD  ή της διαγραφής ενός ασθενή μέσω της επιλογής DELETE.

Η έξοδος του χρήστη από το πρόγραμμα πραγματοποιείται με την επιλογή EXIT.

Κεφάλαιο 4

Κλινική Προσαρμογή του τετραδιάστατου προσομοιωτικού προτύπου

4.1
Υπολογιστικά προγράμματα προσομοίωσης της απόκρισης όγκων στην ακτινοθεραπεία και χημειοθεραπεία

4.1.1
Μαθηματικά και υπολογιστικά προσομοιωτικά πρότυπα

Η ανάπτυξη μαθηματικών και υπολογιστικών προσομοιωτικών προτύπων των διαδικασιών τόσο της ανάπτυξης των καρκινικών όγκων, όσο και της απόκρισής τους σε θεραπευτικά σχήματα, αποσκοπεί στην καλύτερη κατανόηση των μηχανισμών των διαδικασιών αυτών, και στη βελτιστοποίηση της θεραπευτικής αγωγής. Ο απώτερος στόχος των προσομοιώσεων αυτών είναι να αποτελέσουν ένα χρήσιμο επιπρόσθετο εργαλείο για την εξατομίκευση της θεραπείας, χωρίς φυσικά να αποσκοπούν στην πλήρη αντικατάσταση των διαθέσιμων διαγνωστικών μεθόδων ή της κλινικής και πειραματικής έρευνας. Δεδομένης της πολυπλοκότητας της προσομοιούμενης ασθένειας και της εξ’ ορισμού ατελούς φύσης κάθε προσομοιωτικού μοντέλου, τα πρότυπα αυτά φιλοδοξούν σε ένα συμβουλευτικό και συμπληρωματικό ρόλο.

Οι υπολογιστικές προσομοιώσεις μπορούν να οδηγήσουν στην καλύτερη κατανόηση των διαδικασιών που προσομοιώνουν, καθώς η προσέγγισή τους βασίζεται σε μια διαφορετική σκοπιά. Προσφέρουν επίσης τη δυνατότητα in silico πειραμάτων, με τα σημαντικά πλεονεκτήματα της μη παρέμβεσης στο πραγματικό σύστημα και της επανάληψης των πειραμάτων όσες φορές κρίνεται απαραίτητο. Τέλος ο χρόνος διεξαγωγής ενός τέτοιου πειράματος μπορεί να είναι πολύ μικρότερος του χρόνου στον οποίο συντελείται στην πραγματικότητα η διαδικασία. 

Τα στάδια ανάπτυξης ενός προσομοιωτικού προτύπου περιλαμβάνουν σε πρώτη φάση τη μελέτη του συστήματος και τον προσδιορισμό των παραμέτρων που το προσδιορίζουν. Ακολουθεί η μαθηματική επεξεργασία του προβλήματος και η διατύπωση εξισώσεων ή αλγορίθμων για την περιγραφή του. Το μαθηματικό αυτό μοντέλο “μεταφράζεται” στη συνέχεια σε γλώσσα προγραμματισμού. Το προκύπτον υπολογιστικό μοντέλο πρέπει ακολούθως να περάσει από το στάδιο της σύγκρισης των αποτελεσμάτων που δίνει στην έξοδό του, με τα δεδομένα του πραγματικού συστήματος. Η διαδικασία της σύγκρισης αποβλέπει στη διόρθωση των ατελειών της δομής του μοντέλου (ενδεχόμενη προσαρμογή των βασικών παραδοχών του) και επίσης στη ρύθμιση των παραμέτρων του. Το στάδιο αυτό της επαλήθευσης είναι απαραίτητο για την αξιολόγηση της ορθότητας και της αξιοπιστίας του μοντέλου.

Στα πρότυτα αυτά οι βασικές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται είναι οι διαφορικές εξισώσεις, οι τεχνικές της θεωρίας αυτομάτου ελέγχου, οι στοχαστικές μέθοδοι προσομοίωσης ( παράδειγμα αυτών είναι η μέθοδος Monte Carlo), η θεωρία των κυτταρικών αυτομάτων, η θεωρία του χάους και η θεωρία των μορφοκλασματικών συνόλων (fractals).

Σχηματικά, η διαδικασία ανάπτυξης ενός προσομοιωτικού προτύπου απεικονίζεται στο ακόλουθο διάγραμμα:
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4.1.2
Ενδεικτικά παραδείγματα μοντελοποίησης ανάπτυξης όγκων και της απόκρισης των φυσιολογικών ή καρκινικών ιστών σε θεραπευτικά σχήματα

Τα πειραματικά μοντέλα της ανάπτυξης όγκων περιλαμβάνουν κυτταρικές καλλιέργειες δύο και τριών διαστάσεων (πειράματα in vitro) και δημιουργία των όγκων σε πειραματόζωα (πειράματα in vivo).

Τα μαθηματικά μοντέλα της ανάπτυξης όγκου επιχειρούν να περιγράψουν αναλυτικά πολύπλοκες διαδικασίες όπως η διάδοση (diffusion) του οξυγόνου και της γλυκόζης, ο έλεγχος ευστάθειας, η επικράτηση μεταξύ όγκου και ξενιστή, η αλληλεξάρτηση μεταξύ δομής και ανάπτυξης, και ανάπτυξης και ευστάθειας, η χρονική δραστηριότητα του πολλαπλασιασμού των κυττάρων του όγκου, οι κανόνες της αναπαραγωγής των κυττάρων του όγκου, η διήθηση (invasion) , η μετάσταση, τα σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου και η αγγειογένεση.

· Οι Adam και Madelakis (1990) ανέπτυξαν ένα μαθηματικό πρότυπο διάχυσης. Στο πρότυπο αυτό τα γενικά χαρακτηριστικά της διάχυσης του πολυκυτταρικού σφαιροειδούς όγκου καθορίζονται από τέσσερις παραμέτρους: το ρυθμό παραγωγής ανασταλτικών ουσιών, το ρυθμό κατανάλωσης οξυγόνου, το ρυθμό μείωσης του γεωμετρικού όγκου και τέλος τον εκτιμώμενο βαθμό ανομοιομορφίας των φαινομένων διάχυσης που διαδραματίζονται. Η ολοκληρο-διαφορική εξίσωση ανάπτυξης επιλύεται για την εξωτερική ακτίνα του σφαιροειδούς και για τις τρεις εσωτερικές ακτίνες, με βάση τη λύση των χρονικά ανεξάρτητων εξισώσεων διάχυσης, κάτω από συνθήκες ισορροπίας και των κατάλληλων συνοριακών συνθηκών.

· Από τον Duechting (1995) προσομοιώθηκαν οι διαδικασίες ανανέωσης των των ταχέως και βραδέως αναπαραγόμενων φυσιολογικών ιστών με βάση τη θεωρία αυτομάτου ελέγχου. Η βασική παραδοχή των προσομοιωτικών αυτών προτύπων είναι ότι οι ταχέως αναπαραγόμενοι ιστοί αποτελούνται από τα διαμερίσματα των στελεχιαίων ή αδιαφοροποίητων κυττάρων, των μεταβατικών και τέλος των λειτουργικών (διαφοροποιημένων) κυττάρων. Αντίθετα, οι βραδέως αναπαραγόμενοι ιστοί αποτελούνται από το διαμέρισμα του παρεγχυματικού ιστού, ο οποίος δομείται κυρίως από διαφοροποιημένα κύτταρα που βρίσκονται σε κατάσταση ανάπαυσης. Από τον Duechting (1989)  προσομοιώθηκαν επίσης τα πειράματα ανάπτυξης σφαιρικών όγκων in vitro.

· Ο Gatenby (1995) ανάπτυξε ένα μαθηματικό πρότυπο πληθυσμιακής οικολογίας εξετάζοντας τους όγκους ως μέρος μιας δυναμικής κοινωνίας από κακοήθη και φυσιολογικά κύτταρα.

· Οι Wasserman και Acharya (1996) προσομοίωσαν τη μακροσκοπική πορεία ανάπτυξης ενός πρωτογενούς όγκου του εγκεφάλου. Για να το πετύχουν αυτό συνδύασαν ερευνητικά αποτελέσματα από πρότυπα για την in vitro ανάπτυξη με επιστημονικά συμπεράσματα για τους βιολογικούς και βιοχημικούς παράγοντες, που επιδρούν στην in vivo ανάπτυξη νεοπλασμάτων. Το προτεινόμενο πρότυπο αποτελεί ένα πλαίσιο για την πρόβλεψη για συγκεκριμένο ασθενή συναρτήσει του χρόνου της κατεύθυνσης στην οποία θα παρατηρηθεί διασπορά του όγκου, καθώς και της έκτασης αυτής.

· Ο Kansal και οι συνεργάτες του (2000) ανέπτυξαν ένα τρισδιάστατο πρότυπο κυτταρικής αυτοματοποίησης (cellular automaton) της ανάπτυξης του όγκου του εγκεφάλου το οποίο χρησιμοποιεί τέσσερις παραμέτρους και παρουσιάζει ένα adaptive grid lattice.

· Ο Thames και οι συνεργάτες του (1982) περιέγραψαν με μαθηματικές σχέσεις το διαχωρισμό μεταξύ οξέως και βραχέως απόκρισης στην ακτινοβολία μεταβάλλοντας τη δόση ανά κλάσμα (fraction).

· Η Haas-Kogan και οι συνεργάτες της ανέπτυξαν δύο πρότυπα για τη διάκριση της κυτταρικής απόκρισης στην ακτινοβολία, την απόπτωση ανεξάρτητη από το p53 και την εξαρτώμενη από το p53 παύση του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1, που χαρακτηρίζουν την απόκριση των κυττάρων του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος στην ακτινοβολία, χρησιμοποιώντας το γραμμικό πρότυπο δευτέρου βαθμού (linear quadratic model).  

· Οι Nahum και Sanchez-Nieto (2001) παρουσίασαν ένα υπολογιστικό πρότυπο βασισμένο στην ιδέα της πιθανότητας ελέγχου του όγκου (Tumor Control Probability, TCP) και μελέτησαν τη TCP σαν συνάρτηση της χωρικής κατανομής της δόσης.

· Από τους Kocher και Treuer (1995) και στη συνέχεια από τον Kocher και τους συνεργάτες του (2000) παρουσιάστηκε ένα προσομοιωτικό πρότυπο της ανάπτυξης του σφαιρικού όγκου και της απόκρισής του στην ακτινοχειρουργική. Ωστόσο, στο πρότυπο αυτό αντί για την ακριβή γεωμετρία του όγκου με βάση τα απεικονιστικά δεδομένα, εξετάζεται ένας ισοδύναμος σφαιρικός όγκος. Επιπλέον, δεν λαμβάνονται υπόψιν οι βιολογικές φάσεις του κυτταρικού κύκλου G1, G2 και M, καθώς στο πρότυπό τους ομαδοποιούν τα κύτταρα σε δύο μόνο κατηγορίες, αυτή του πολλαπλασιασμού και αυτή της ανάπαυσης. 

· Ο Stamatakos και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν ένα τρισδιάστατο διακριτό πρότυπο απόκρισης στην ακτινοβολία ενός in vitro σφαιρικού όγκου και εισήγαγαν υψηλής απόδοσης υπολογιστικές και πραγματικά ουσιαστικών τεχνικών προκειμένου να οπτικοποιήσουν και την εξωτερική επιφάνεια αλλά και την εσωτερική δομή ενός δυναμικού όγκου.(dynamic tumour)

4.2
To in vitro προσομοιωτικό πρότυπο που αναπτύχθηκε από την ομάδα In Silico Ογκολογία του ΕΠΙΣΕΥ/ΕΜΠ

Το προσομοιωτικό πρότυπο που παρουσιάζεται αποτελεί επέκταση του αλγορίθμου προσωμοίωσης της εξέλιξης καρκινικών όγκων in vivo και της απόκρισής τους σε ακτινοθεραπεία που προτάθηκε από τον Σταματάκο Γ. και υλοποιήθηκε από την Διονυσίου Δ..

4.2.1
Συλλογή δεδομένων
Τα δεδομένα που συλλέγονται είναι ιστολογικά, γενετικά και απεικονιστικά, δηλαδή τομές CT, MRI, PET,  οι οποίες είναι δυνατό να συνδυαστούν. Στην περίπτωση που η απόσταση ανάμεσα σε δύο διαδοχικές τομές είναι πολύ μεγάλη χρησιμοποιούνται κατάλληλες τεχνικές παρεμβολής (interpolation). Με την εφαρμογή τεχνικών αυτόματης τμηματοποίησης στα συλλεχθέντα απεικονιστικά δεδομένα αποδίδονται ετικέτες στις περιοχές του όγκου (κλινικού και σχεδιασμού θεραπείας), καθώς επίσης και στις βασικές ανατομικές περιοχές ενδιαφέροντος. Τα αποτελέσματα που προκύπτουν από την εφαρμογή της διαδικασίας αυτής εισάγονται στο υπολογιστικό πακέτο τρισδιάστατης οπτικοποίησης AVS-Express, το οποίο πραγματοποιεί την οπτικοποίηση του όγκου όσο και της περιβάλλουσας περιοχής ενδιαφέροντος, συνδυάζοντας τεχνικές απόδοσης όγκου και επιφάνειας. Ακολούθως, υπερτίθεται στην περιοχή ένα τρισδιάστατο πλέγμα διακριτοποίησης και καθορίζονται τα όρια όγκου.

Επιπλέον, απαραίτητο θεωρείται το σχέδιο κατανομής/διανομής της απορροφημένης δόσης (σε Gy) στην περιοχή ενδιαφέροντος. Συγκεκριμένα για την περίπτωση του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος, έχουν χρησιμοποιηθεί μαγνητικές τομογραφίες T1.

4.2.2
Περιγραφή της βιολογικής δραστηριότητας του όγκου

Σύμφωνα με το πρότυπο κυτταροκινητικό μοντέλο ένα cycling κύτταρο όγκου διέρχεται από τις φάσεις  G1., S, G2 και Μ. Πάντα υπάρχει η πιθανότητα ένα κύτταρο όγκου, σε όποια φάση του κυτταρικού κύκλου και αν βρίσκεται, να πεθάνει λόγω του φαινομένου της απόπτωσης. Αυτή η πιθανότητα ανά ώρα αντιπροσωπεύει το ρυθμό απώλειας κυττάρων λόγω απόπτωσης και είναι το αποτέλεσμα του παράγοντα απώλειας κυττάρων λόγω απόπτωσης και του ρυθμού της γένεσης κυττάρων. Ως ρυθμός γένεσης κυττάρων θεωρείται ο ρυθμός του κλάσματος ανάπτυξης (growth fraction) προς τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Στο πρότυπο αμελούνται η αγγειογένεση, οι παρενέργειες, η δημιουργία μετάστασης. Στην περίπτωση που το οξυγόνο και οι θρεπτικές ουσίες του κυττάρου δεν επαρκούν για την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, το κύτταρο εισέρχεται στη φάση ανάπαυσης G0.

Το κυτταροκινητικό πρότυπο που υιοθετείται φαίνεται στο ακόλουθο σχήμα, όπως επίσης και το γεγονός ότι λαμβάνονται υπόψη δύο τρόποι κυτταρικού θανάτου, όγκωση και απόπτωση.
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Σχήμα – 18
Απλουστευμένο κυτταροκινητικό πρότυπο για τα καρκινικά κύτταρα. G1: φάση G1,S: φάση σύνθεσης του DNA, G2: φάση G2, M:Μίτωση, G0: φάση ανάπαυσης, Ο: όγκωση του κυττάρου, Α: απόπτωση του κυττάρου.

Η περιγραφή της βιολογικής δραστηριότητας του όγκου υλοποιείται χρησιμοποιώντας την έννοια του «γεωμετρικού κυττάρου». Κάθε γεωμετρικό κύτταρο που ανήκει στο τρισδιάστατο πλέγμα στην περιοχή του όγκου αποτελείται από έναν αριθμό βιολογικών κυττάρων, κάθε ένα από τα οποία μπορεί να βρίσκεται σε διαφορετική φάση του κυτταρικού κύκλου ή και εκτός αυτού. Συνεπώς, ένα βιολογικό κύτταρο μπορεί να είναι σε οποιαδήποτε από τις φάσεις: G1, S, G2, M,G0, O (όγκωση),Α (απόπτωση), Ν (νέκρωση).

Σε κάθε γεωμετρικό κύτταρο ορίζεται ένας αριθμός διαμερισμάτων, με κάθε διαμέρισμα να περιλαμβάνει τα βιολογικά κύτταρα που ανήκουν στην ίδια φάση του κυτταρικού κύκλου. Για το χαρακτηρισμό της κατάστασης ενός γεωμετρικού κυττάρου και ενός διαμερίσματος σε αυτό χρησιμοποιούνται καταχωρητές, που περιέχουν πληροφορίες όπως το πλήθος των κυττάρων που βρίσκονται στην φάση G1, ή το πλήθος των κυττάρων που έχουν πληγεί υποθανατηφόρα από την ακτινοβόληση (sublethally hit cells).

Ο αριθμός των βιολογικών κυττάρων που απαρτίζουν αρχικά κάθε διαμέρισμα εκτιμάται με βάση τη σχετική θέση του γεωμετρικού κελιού μέσα στον όγκο – για παράδειγμα,  με βάση την ελάχιστη απόσταση από τα όρια του όγκου. Ένα ακόμα κριτήριο είναι η αναμενόμενη αγγείωση του όγκου, που καθορίζει και τα επίπεδα τροφοδοσίας του με οξυγόνο και θρεπτικά συστατικά. Η εκτίμηση των μεγεθών αυτών μπορεί να γίνει με βάση για παράδειγμα αγγειογραφικές εξετάσεις. Τέλος, κριτήριο αποτελεί και η μεταβολική δραστηριότητα του όγκου, για το ποιές πληροφορίες αποκομίζουμε από εξετάσεις PET ή λειτουργικό MRI. Οι πληροφορίες που αφορούν την αγγείωση και την μεταβολική δραστηριότητα του όγκου σε ένα γεωμετρικό κύτταρο μπορούν να αντικατασταθούν από εκτιμήσεις κατανομής βασιζόμενες στην κλινική εμπειρία.

Η κατανομή των κυττάρων στις φάσεις του κυτταρικού κύκλου (G1, S, G2, M) εκτιμάται με βάση την μέση τιμή της διάρκειας και την τυπική απόκλιση για κάθε φάση για το συγκεκριμένο είδος όγκου, σε συνδυασμό με τη στάση των κυττάρων στα σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου. 
Η απλουστευμένη παραδοχή που υιοθετείται είναι ότι σε κάθε γεωμετρικό κύτταρο περιέχεται ένας σταθερός αριθμός βιολογικών κυττάρων (NBC: Normal Biological Cells). Στην περίπτωση που ο πραγματικός αριθμός των βιολογικών ζωντανών ή νεκρών, αλλά ακόμη με μορφολογική υπόσταση, τα  οποία περιέχονται σε ένα γεωμετρικό κύτταρο, γίνει μικρότερος από NBC/2, θεωρείται ότι ολόκληρο το γεωμετρικό κύτταρο, είτε εξαφανίζεται, είτε αποτελεί μέρος της νεκρωθείσας περιοχής του όγκου. Στην πρώτη περίπτωση ο όγκος συρρικνώνεται, λαμβανομένης υπόψη και της χρονικής καθυστέρησης που απαιτείται για τη . διάχυση και φαγοκύτωση των προϊόντων λύσης. Η συρρίκνωση του όγκου μπορεί να συμβεί π.χ. σαν απόκριση σε ακτινοθεραπεία.

Εάν ο αριθμός των βιολογικών κυττάρων  σε ένα γεωμετρικό κύτταρο υπερβεί το NBC+NBC/2, τότε δημιουργείται ένα νέο γειτονικό κύτταρο. Είναι προφανές, ότι ο αριθμός NBC εξαρτάται από τον όγκο του καρκινικού όγκου και τη διαθέσιμη υπολογιστική υποδομή και καθορίζει το σφάλμα διακριτοποίησης του μοντέλου.     

4.2.3
Χωροχρονική προσομοίωση της ανάπτυξης του όγκου
Το γεωμετρικό πλέγμα που καλύπτει την ανατομική περιοχή ενδιαφέροντος «σαρώνεται» κάθε Τ μονάδες του χρόνου. Για κάθε διαμέρισμα, που περιέχει τα κύτταρα μιας δεδομένης φάσης ενός γεωμετρικού κυττάρου, η νέα κατάσταση στην οποία θα περιέλθουν τα βιολογικά κύτταρα  καθορίζεται από αλγόριθμους, οι οποίοι βασίζονται στη διάρκεια των φάσεων του κυτταρικού κύκλου για τα καρκινικά κύτταρα, στην εκτιμώμενη παροχή αίματος στην περιοχή, στην απόσταση από το εξωτερικό περίγραμμα του όγκου, στις καμπύλες επιβίωσης έπειτα από την ακτινοθεραπεία και τα αντίστοιχα μαθηματικά πρότυπα, και τέλος στα γενετικά δεδομένα του όγκου (π.χ. παρουσία μεταλλαγμένου ή φυσιολογικού γονιδίου p53). Για λόγους απλούστευσης θεωρούμε ότι όλα τα βιολογικά κύτταρα ενός γεωμετρικού κυττάρου που βρίσκονται στην ίδια φάση – δηλαδή τα κύτταρα ενός διαμερίσματος  - είναι συγχρονισμένα μεταξύ τους. Τα βιολογικά κύτταρα που ανήκουν στην ίδια φάση αλλά σε διαφορετικά γεωμετρικά κύτταρα εν γένει δεν θεωρούνται συγχρονισμένα.

Στην περίπτωση που ο νέος αριθμός των βιολογικών κυττάρων του όγκου – χωρίς να υπολογίζονται τα προϊόντα της λύσης – ο οποίος συμπεριλαμβάνεται σε ένα γεωμετρικό κύτταρο υπερβαίνει το όριο NBC+NBC/2, προστίθεται ένα γειτονικό γεωμετρικό κύτταρο στο πλέγμα (στο σχήμα 17: d,e,f) . Τα γεωμετρικά κύτταρα που περιβάλλουν το υπόψη «αναπαραγόμενο» κύτταρο ολισθαίνουν κατά κατάλληλο τρόπο, πράγμα που οδηγεί στην διόγκωση του καρκινικού όγκου. Η θέση του νέου γεωμετρικού κυττάρου σε σχέση με το μητρικό του καθορίζεται με τη χρήση μιας γεννήτριας τυχαίων αριθμών. Στην αντίθετη περίπτωση, που τα βιολογικά κύτταρα μειώνονται κάτω από το όριο NBC/2 , θεωρούμε ότι το υπόψη γεωμετρικό κύτταρο εξαφανίζεται από τον όγκο. Η γενική στοχαστική μέθοδος οδηγώντας αυτή τη φορά σε συρρίκνωση του όγκου (στο σχήμα 18: a,b,c). Η γενική στοχαστική μέθοδος Monte Carlo που χρησιμοποιείται, και βασίζεται στην αξιοποίηση γεννητριών τυχαίων αριθμών, εφαρμόζεται εκτενώς για την προσομοίωση φαινομένων στατικής φύσης. Σε αυτά τα φαινόμενα ανήκουν η διάρκεια κάθε φάσης του κυτταρικού κύκλου, η κατανομή του χρόνου που δαπανάται σε κάθε κυτταρική φάση, η εκδήλωση του φαινομένου της αυθόρμητης απόπτωσης και άλλα. Επίσης, για την οπτικοποίηση της ανατομικής περιοχής ενδιαφέροντος χρησιμοποιούνται τεχνικές εικονικής πραγματικότητας, η ανάπτυξη των οποίων αναμένεται να συμβάλλει στην βελτίωση της εικόνας που ένας γιατρός σχηματίζει για την χωρο-χρονική συμπεριφορά του όγκου.
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Σχήμα 18. οπτικοποίηση του αλγορίθμου της συρρίκνωσης και επέκτασης του όγκου.  

Κανόνες που ισχύουν για το γεωμετρικό κύτταρο: 

(i) μια απλοποιημένη υπόθεση υποδεικνύει ότι κάθε γεωμετρικό κύτταρο  του πλέγματος μπορεί “normaly” να προσαρμόσει/ περιέχει ένα σταθερό αριθμό από βιολογικά κύτταρα (NBC), 

(ii) ένα γεωμετρικό κύτταρο του διακριτοποιημένου πλέγματος που καλύπτει τον όγκο αποκανρύνεται εάν περιέχει λιγότερα από (50/100) NBC κύτταρα όγκου

(iii) ένα γεωμετρικό κύτταρο δημιουργεί ένα νέο γεωμετρικό κύτταρο εάν το περιεχόμενό του υπερβαίνει τον αριθμό (150/100) NBC, 

(iv) ένα γεωμετρικό κύτταρο unloads its το πρόσθετο ή το ανεπαρκές περιεχόμενό του (βιολογικά κύτταρο) στα γειτονικά του κύτταρα σύμφωνα με τους δύο προηγούμενους κανόνες

(v) μεγαλύτερη προτεραιότητα για τη λήψη του πρόσθετου ή ανεπαρκές περιεχομένου του «γεωμετρικού κυττάρου» δίνεται σ’ αυτό το γειτονικό «γεωμετρικό κύτταρο» που περιέχει τον ελάχιστο αριθμό βιολογικών κυττάρων,

(vi) Η θέση του νέου «γεωμετρικού κυττάρου» σχετικά με τη θέση του κυττάρου που το δημιούργησε προσδιορίζεται χρησιμοποιώντας μια  γεννήτρια τυχαίων αριθμών.

Στο προσομοιωτικό πρότυπο, προκειμένου να αποδοθεί ικανοποιητικά η συρρίκνωση του όγκου, δημιουργήθηκε ο αλγόριθμος CMA ( centre of mass algorithm). Σύμφωνα με τον αλγόριθμο τα απομακρυσμένα κύτταρα έλκονται προς το κέντρο της μάζας. Το C1 αντιπροσωπεύει το κέντρο της μάζας οf the main cohesive tumour component. Το C2 αντιπροσωπεύει το «γεωμετρικό κύτταρο» που καταλαμβάνεται από τον όγκο and lying outside the main cohesive tumour component. Το C2 μπορεί να μετακινηθεί μόνο κατά τη διεύθυνση των αξόνων (x−, x+, y−, y+, z−, z+), έτσι ώστε να μειωθεί η απόστασή του από το C1 και να ενωθεί στον όγκο. Στην περίπτωση που το C2 μπορεί να μετακινηθεί και προς τις 6 κατευθύνσεις τότε επιλέγεται η ελάχιστη διαδρομή. Το C2 μπορεί να μετακινηθεί είτε προς το L7 είτε προς το M6, έτσι ώστε να μειωθεί η απόσταση από το C1. 

 Σχηματική απεικόνιση του αλγορίθμου σε δυσδιάστατη μορφή φαίνεται στο παρακάτω σχήμα:
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Σχήμα  - 19
Επεξήγηση του σχήματος - 19:

Συρρίκνωση του όγκου:

(a) περιεχόμενο του «γεωμετρικού κυττάρου» (βιολογικά κύτταρα) 

    
C2 = (25/100) NBC < (50/100) NBC. Σύμφωνα με τον κανόνα (ii).

(b) Εκφορτώνει το (ανεπαρκές) περιεχόμενο του C2 στο C1 και μετά στο C3.

(c) μετακίνηση του περιεχομένου από το D2 στο C2 (διαφορική συρρίκνωση του όγκου)

Επέκταση του όγκου:

(d) Περιεχόμενο του «γεωμετρικού κυττάρου» 

C2 >(150/100) NBC. 

(e) Εκφόρτωση περιεχομένου από το C2 στο C1 και μετά στο C3. 

(f ) Δημιουργία ένα νέο «γεωμετρικό κύτταρο». Ολίσθηση περιεχομένου από το C3 στο C4 και μεταφορά (60/100) NBC από το C2 στο C3.

4.2.4
Η απόκριση των κυττάρων όγκου στην ακτινοβολία
 Τα κύτταρα σε κάθε φάση του κυτταρικού κύκλου είναι πιο ευαίσθητα στην ακτινοβολία συγκριτικά με τα υπόξιμα κύτταρα που βρίσκονται στη φάση G0 . Επιπλέον, τα κύτταρα στη φάση S είναι πιο ανθεκτικά στην ακτινοβολία συγκριτικά με τα κύτταρα που βρίσκονται στις φάσεις G1, G2 και Μ. Λόγω της διαφορετικής συμπεριφοράς που εμφανίζει το κύτταρο ως προς την ακτινοβολία ανάλογα με τη φάση του κυτταρικού κύκλου που βρίσκεται, έχουν αποδοθεί τρεις διαφορετικές ομάδες τιμών στις παραμέτρους α και β του LQ προτύπου για την απόκριση ενός κυττάρου όγκου στην ακτινοβολία. Οι ομάδες αυτές είναι:

· αp και βp στην περίπτωση που το κύτταρο βρίσκεται σε μια από τις φάσεις G1, G2 και Μ

· αS και βS για την περίπτωση που το κύτταρο βρίσκεται στη φάση S
· αGo και βGo για την περίπτωση που το κύτταρο βρίσκεται στη φάση ανάπαυσης G0.

Η πιθανότητα επιβίωσης S του κυττάρου μετά την ακτινοβόληση με βάση το πρότυπο LQ είναι:
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Όπου α και β είναι οι παράμετροι του προτύπου LQ και D η απορροφούμενη δόση ακτινοβολίας.

4.2.5
Προσομοίωση της συμπεριφοράς του σφαιρικού όγκου πολύμορφου γλοιοβλαστώματος In Vitro
4.2.5.1
Παράμετροι του προτύπου

Για την προσομοίωση της απόκρισης ενός πολύμορφου γλοιοβλαστώματος  στην ακτινοβόληση χρησιμοποιούνται οι ακόλουθες προσεγγιστικές τιμές για τις διάρκειες των φάσεων του κυτταρικού κύκλου και τις τυπικές αποκλίσεις που εμφανίζουν.

	Φάση κυττάρου
	Νέκρωση (Ν)
	G0
	G1
	Σύνθεση του DNA (S) 
	G2
	Μίτωση (Μ)

	Μέση διάρκεια
	ΤΝΜ=40h
	TGoM=25h
	TG1M=11h
	TSM=13h
	TG2M=4h
	ΤΜΜ=2h

	Τυπική απόκλιση
	TND=2h
	TGoD=5h
	TG1D=1h
	TSD=2h
	TG2D=1h
	ΤMD=0h


Πίνακας – 1 (Μέσες τιμές και τυπικές αποκλίσεις για τις διάρκειες των φάσεων του κυτταρικού κύκλου για κύτταρα όγκου εγκεφάλου)

Οι παράμετροι α και β του Γραμμικού – Τετραγωνικού προτύπου (LQ model) παίρνουν διαφορετικές τιμές ανάλογα με τη φάση του κυτταρικού κύκλου που βρίσκεται το κύτταρο. Συγκεκριμένα η τυπική μέση τιμή της κάθε παραμέτρου ανάλογα με την ομάδα στην οποία ανήκει (σύμφωνα με το διαχωρισμό που αναφέρεται στην προηγούμενη παράγραφο) παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα:

	Φάσεις G1, G2, M
	Φάση S
	Φάση G0

	αP =  0,6 Gy-1
	αS =  0,4 Gy-1
	αG0 =  0,2 Gy-1

	βP =  0,06 Gy-1
	βS =  0,04 Gy-1
	βG0 =  0,02 Gy-1


 Πίνακας – 2 (Μέσες τιμές των παραμέτρων του Γραμμικού – Τετραγωνικού προτύπου για κύτταρα όγκου του εγκεφάλου)

Επιπλέον, στο προσομοιωτικό αυτό πρότυπο λαμβάνεται υπόψιν η επίδραση της κατάστασης του γονιδίου p53 μέσω των παραμέτρων α και β. Συγκεκριμένα, σύμφωνα με τη μελέτη της Haas-Kogan και των συνεργατών της (1996) στην περίπτωση που στο πολύμορφο γλοιοβλάστωμα η λειτουργία του γονιδίου p53 είναι φυσιολογική, τότε 

αoxic = 0.61 Gy-1  και   βoxic = 0.02 Gy-1
ενώ στην περίπτωση που το p53 είναι μεταλλαγμένο, τότε

αoxic = 0.17 Gy-1  και   βoxic = 0.02 Gy-1
Μια άλλη παράμετρος του προτύπου προσομοίωσης αποτελεί ο ρυθμός ενίσχυσης οξυγόνου (oxygen enhancement ratio, OER). Η παράμετρος αυτή λαμβάνεται υπόψιν γιατί η αντίσταση των κυττάρων που είναι υπόξιμα κατά τη διάρκεια της θεραπείας θα επηρεάσουν την αποτελεσματικότητα της ακτινοθεραπείας,της χημειοθεραπείας ή του συνδυασμού τους. Συγκεκριμένα, η απόκριση των κυττάρων στην ιονίζουσα αντινοβολία είναι ιδιαίτερα εξαρτώμενη του οξυγόνου και οποιαδήποτε δόση σκοτώνει σημαντικά μικρότερο αριθμό hypoxic από oxic κύτταρα. Για το μικρόκοσμο ενός όγκου, με τον όρο oxic χαρακτηρίζονται τα κύτταρα που πολλαπλασιάζονται, ενώ ως hypoxic, τα κύτταρα που βρίσκονται στη φάση G0.  Για τα περισσότερα κύτταρα ο αριθμός OER για τις ακτίνες – Χ είναι περίπου 3.0, ενώ μειώνεται για δόσεις ακτινοβολίες των 3Gy ή μικρότερες. Σύμφωνα με μελέτη των Knisely και Rockwell (2002) οι όγκοι εγκεφάλου περιέχουν μεγάλης έκτασης περιοχές που τα κύτταρα όγκου υποτάσσονται σε μη φυσιολογικό βαθμό hypoxia, γεγονός που συμβάλλει στην εξέλιξη του όγκου από κακοήθειες χαμηλού βαθμού σε γλοιοβλάστωμα. Σύμφωνα με μελέτες των Nygren και Ahnhostrom (1997), Palcic και των συνεργατών του (1992), Stuschke και της ομάδας του (1992) και των Speke και Hill (1995) αποδίδονται οι εξείς τιμές για το ρυθμό OER:  περιοχή μεταξύ των τιμών 2.0 – 3.0., 2.3, 2.7 και 2.75 αντίστοιχα.

Ο ρυθμός OER έχει συσχετιστεί και με τις παραμέτρους α και β του Γραμμικού – Τετραγωνικού προτύπου (LQ model) . Συγκεκριμένα, σύμφωνα με  τον Kocher και τους συνεργάτες του ισχύουν οι παρακάτω σχέσεις :
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Ωστόσο, σύμφωνα με μελέτες των Chapman και των συνεργατών του (1975, 2003) οι τιμές των ρυθμών OERα και OERβ κυμαίνονται μεταξύ των τιμών 1.7-1.8 και 3.0-3.5 αντίστοιχα, και οι παραπάνω εξισώσεις γίνονται:
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4.2.5.2
Αποτελέσματα της προσομοίωσης για πολύμορφο γλοιοβλάστωμα

Περίπτωση wt p53
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Περίπτωση mt p53
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Περίπτωση 2 wt  p53
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Περίπτωση 2 mt p53
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4.2.5.3
Ποιοτική ανάλυση των αποτελεσμάτων

Στα παραπάνω διαγράμματα φαίνεται πώς μεταβάλλεται ο αριθμός των επιβιούντων καρκινικών κυττάρων στην περίπτωση που εμφανίζουν ορθό ή μεταλλαγμένο γονίδιο p53.
Παρατηρούμε ότι η αποτελεσματικότητα της ακτινοθεραπείας εξαρτάται από τον τύπο του γονιδίου p53 γεγονός που συμφωνεί με τις πρόσφατες δημοσιεύσεις της Haas-Kogan και των συνεργατών της.
Επιπλέον, παρατηρούμε ότι προκειμένου να είναι πιο αποτελεσματική η ακτινοθεραπεία πρέπει οι δόσεις που χαθήκαν να προστεθούν έστω και στο τέλος της θεραπείας προκειμένου να μειωθεί στο ελάχιστο ο αριθμός των επιβιούντων καρκινικών κυττάρων.
Κεφάλαιο 5

Προτεινόμενη μελλοντική εργασία
5.1
Μελλοντικές Εξελίξεις

Η ανάλυση, η μοντελοποίηση και η προσομοίωση των βιολογικών συστημάτων είναι ακόμη σε πολύ αρχικό στάδιο ανάπτυξης. Θα πρέπει  να κατηγοριοποιηθούν οι χημικές αλληλεπιδράσεις που αποτελούν τα γενετικά δίκτυα και στη συνέχεια να διατυπωθεί η μαθηματική αναπαράσταση αυτών των αλληλεπιδράσεων. Ωστόσο η ανάπτυξη των κατηγοριών αλληλεπιδράσεων είναι μια δύσκολη διαδικασία, καθώς ακόμη και η ποιοτική πληροφορία των σχέσεων μεταξύ των γονιδίων είναι μη ολοκληρωμένη και επιπλέον ο αριθμός των πιθανών μοναδικών χημικών “τύπων” ακολουθεί γεωμετρική πρόοδο.

Η διαδικασία του σχηματισμού των χημικών αλληλεπιδράσεων που επιλέγονται σε ένα μαθηματικό μοντέλο ενός ρυθμιστικού δικτύου εξαρτάται από τον τύπο της προσομοίωσης ή της ανάλυσης που πρόκειται να πραγματοποιηθεί, δηλαδή από τον τύπο της πληροφορίας που μας ενδιαφέρει να αποκομίσουμε από το μοντέλο. 

Ιδιαίτερα ελπιδοφόρα όμως είναι η πειραματική/ κλινική διαπίστωση ότι ένας σχετικά περιορισμένος αριθμός γονιδίων παίζει τον πλέον καθοριστικό ρόλο στη συνολική συμπεριφορά καρκινικών όγκων που αποτελούν και το κύριο αντικείμενο της παρούσας διπλωματικής εργασίας.Έτσι προβλέπεται ότι ένας κατάλληλος συνδυασμός της εξόδου μικροδιανυσματικών αναλυτών DNA  (DNA microarrays ή chips) και γενετικών δικτύων θα μπορέσει ουσιαστικά να συμβάλλει στη μοριακή κατανόηση της συμπεριφοράς  συγκεκριμένων όγκων και πολύ περισσότερο στη βελτιστοποίησδη της αντιμετώπισης τους.
Το τετραδιάστατο ογκολογικό πρότυπο του ΕΠΙΣΕΥ/ΕΜΠ μπορεί να αποτελέσει την πλατφόρμα για την κατανόηση του φυσικού φαινομένου του καρκίνου  στο κυτταρικό και στα ανώτερα επίπεδα βιολογικής πολυπλοκότητας, έχοντας ως είσοδο την έξοδο των προαναφερθέντων γενετικών δικτύω .

Έτσι θα είναι δυνατή η διεξαγωγή πειραμάτων βελτιστοποίησης της αντικαρκινικής αγωγής in silico (στον υπολογιστή) λαμβάνοντας υπόψη τα ατομικά απεικονιστικά, ιστοπαθολογικά, γενετικά, ιστορικά δεδομένα του ασθενούς.
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Hypophosphation of pRb: υποφωσφορυλίωση του pRb.
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