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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Η παρούσα εργασία τιτλοφορείται In Silico Ογκολογία: Μοριακά δίκτυα – γράφοι  και χωροχρονική υπολογιστική προσομοίωση  της απόκρισης καρκινικών όγκων  σε θεραπευτικά σχήματα. Ο όρος in silico ( = υπολογιστική) ογκολογία αφορά σε  ένα σύνολο τεχνικών με το οποίο πραγματοποιείται, μέσω του υπολογιστή, προσομοίωση της ανάπτυξης καρκινικού όγκου καθώς και της απόκρισής του σε ποικίλα σχήματα θεραπείας (όπως χημειοθεραπεία, ακτινοθεραπεία, στοχευμένη θεραπεία). Η διπλωματική αυτή πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια της έρευνας της Ομάδας για την In Silico Ογκολογία του ΕΠΙΣΕΥ-ΕΜΠ. 
Το πρώτο κεφάλαιο της εργασίας περιέχει μια επισκόπηση της μοριακής βιολογίας και παθολογίας του καρκίνου και συγκεκριμένα του καρκίνου του μαστού. Επίσης παρουσιάζεται μια συλλογή μοριακών δικτύων που παρουσιάζουν αλληλεπιδράσεις μεταξύ γονιδίων, πρωτεϊνών και άλλων μοριακών ειδών και περιγράφουν διαδικασίες σχετικές με την ανάπτυξη του κυττάρου και την ογκογένεση, με ιδιαίτερη έμφαση στο γονίδιο p53. 

 Στη συνέχεια, στο δεύτερο κεφάλαιο γίνεται  παρουσίαση των χαρτών μοριακών αλληλεπιδράσεων (ΜΙΜ), οι οποίοι είναι διαγράμματα που περιγράφουν ικανοποιητικά και με ακρίβεια μοριακά δίκτυα που περιέχουν γονιδιακά και πρωτεϊνικά συμπλέγματα και τροποποιήσεις καθώς και μεταβολικές οδούς που συμμετέχουν σε κυτταρικές διεργασίες οι οποίες συνδέονται άμεσα με την ύπαρξη καρκινικού όγκου.
Στο τρίτο κεφάλαιο παρουσιάζεται μια πρωτοεμφανιζόμενη στη βιβλιογραφία τεχνική απεικόνισης μοριακών δικτύων σε μορφή ψηφιακών ολοκληρωμένων κυκλωμάτων αποτελούμενων από λογικές πύλες και με χρήση της boolean λογικής. Η τεχνική αυτή είναι μια μηχανιστική περιγραφή αλληλεπιδράσεων που συμβαίνουν σε μοριακό επίπεδο και οι οποίες σχετίζονται άμεσα ή έμμεσα με εμφάνιση καρκίνου, με τρόπο οικείο προς τον ηλεκτρολόγο μηχανικό αλλά και απλό στην κατανόηση και την επεξεργασία. 

Στο τέταρτο κεφάλαιο αναλύεται το τετραδιάστατο υπολογιστικό πρότυπο της απόκρισης στερεών όγκων σε σχήματα χημειοθεραπείας. Συγκεκριμένα παρουσιάζεται το παράδειγμα της απόκρισης καρκίνου του μαστού στο σκεύασμα epirubicin® μέσω ανάλυσης της προσομοίωσης της απόκρισης του όγκου στο εν λόγω σκεύασμα, και πραγματοποιώντας παραμετρική μελέτη για διάφορους χρονισμούς και τρόπους χορήγησης του φαρμάκου. 

Στο πέμπτο κεφάλαιο γίνεται ανασκόπηση της βιβλιογραφίας στο θέμα της προσομοίωσης των καρκινικών όγκων, θεωρητική προσέγγιση του θέματος λαμβάνοντας υπόψη τις διεργασίες του κυτταρικού κύκλου, καθώς και αναφορά προτεινόμενης προσομοιωτικής στρατηγικής για τη γενική περίπτωση ύπαρξης όγκου. Τέλος,  αναφέρεται το κυτταροκινητικό μοντέλο που αναπτύχθηκε στα πλαίσια της έρευνας αυτής.

Στο έκτο κεφάλαιο εκτίθενται τα συμπεράσματα και οι προοπτικές ανάπτυξης του θέματος της διπλωματικής. 

Στο έβδομο κεφάλαιο παρουσιάζεται η βιβλιογραφία που χρησιμοποιήθηκε για τις ανάγκες της παρούσης εργασίας

Λέξεις κλειδιά: μοριακά δίκτυα, προσομοίωση, in silico ογκολογία, epirubicin,  καρκίνος του μαστού.

SUMMARY
The present thesis is entitled In Silico Oncology: Molecular networks – graphs and spatiotemporal computational simulation of the response of cancer tumors in therapeutic schemes. The term in silico (=in the computer) oncology refers to a set of techniques that are used for the simulation of cancer growth as well as treatment response to various therapeutic options (such as chemotherapy, radiation therapy, target therapy etc). This diploma thesis was accomplished under the auspices of the In Silico Oncology Group (ISOG) in ICCS NTUA. As concerns the articulation of the thesis, the contents have as follows:
In the first chapter there is an introduction to cancer epidemiology as well as a review of the molecular biology and pathology of cancer and breast cancer, in particular. Moreover there is a collection of molecular networks showing interactions among genes, proteins and other molecular species and describing procedures such as cell growth, gene expression, emphasizing on gene p53 and tumor development. 

The second chapter covers an overview of the Molecular Interaction Maps (MIMs), which describe molecular interactions in cartoon-like diagrams. These diagrams show interactions among gene and protein complexes, their modifications as well as metabolic pathways that involve in cancer growth.

In the third chapter there is presented a new technique for the display of molecular networks. They are displayed as digital circuits consisted of logical gates, using Boolean logic. This technique is a mechanistic description of interactions that take place in molecular level and which are related to cancer, presented in a way familiar to electronic and computer engineers but also simple to understand and use.

The fourth chapter discusses the four-dimensional computational model for solid tumor response to chemotherapeutic schemes. In fact, there is the paradigm of breast tumor and its response to epirubicin®. The chapter contains a simulation of tumor response to this chemotherapy drug, and also a parametric study on various combinations of drug dose and administration frequency.
The fifth chapter presents a bibliograpy review about cancer tumors’ simulation, a theroretical approach of this subject, taking into consideration the procedures of cell cycle. Furthermore there is analyzed the suggested simulation strategy for cancer tumors in general. Finally, there is presented the cytokinetic model developed by the In Silico Oncology Group.

In the sixth chapter there are the conclusions and possible future perspectives of the subject of this thesis.
The seventh chapter presents the bibliography used for the diploma thesis.
Key words: molecular networks, simulation, in silico oncology, epirubicin, breast cancer
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“Less pain, more life”
Το σύνθημα της Ομάδας για την In Silico ογκολογία.

Κεφάλαιο 1 

Εισαγωγή
1.1 Επιδημιολογικά  στοιχεία
Ο καρκίνος του μαστού είναι ο δεύτερος πιο συνηθισμένος καρκίνος στον κόσμο (μετά τον καρκίνο του πνεύμονα) και μια από τις σημαντικότερες αιτίες θανάτου σχετιζόμενου με τον καρκίνο στις γυναίκες. Πάνω από ένα εκατομμύριο νέες περιπτώσεις καρκίνου του μαστού εκτιμάται ότι θα παρουσιάζονται κάθε χρόνο και πάνω από το 9% των γυναικών θα αναπτύξουν της ασθένεια κατά τη διάρκεια της ζωής τους. Ο καρκίνος του μαστού αυξάνει μεταξύ των γυναικών σε πολλές ευρωπαϊκές χώρες και μια μελέτη εμφάνισης καρκίνου και θνησιμότητας στην Ευρώπη το 2004 έδειξε ότι ο καρκίνος του μαστού  ήταν η τρίτη πιο συχνή μορφή καρκίνου (13% επί του συνόλου των καρκίνων) και η τέταρτη πιο συχνή αιτία θανάτου από καρκίνο (129.000 θάνατοι) . Ο εκτιμώμενος αριθμός νέων περιπτώσεων εμφάνισης καρκίνου του μαστού και θανάτων μεταξύ γυναικών στις ΗΠΑ για το 2005 είναι 211.240 και 40.410 αντίστοιχα. Αν και υπάρχουν εμφανή στοιχεία για μεγαλύτερα ποσοστά επιβίωσης σε ασθενείς με διάγνωση πρώιμου καρκίνου του μαστού, τελικά σχεδόν οι μισοί ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού θα παρουσιάσουν επανεμφάνιση της νόσου, παρά την αρχική θεραπεία. Ο χρόνος επιβίωσης για τους ασθενείς είναι 2-4 χρόνια από τη στιγμή της διάγνωσης μεταστατικού καρκίνου του μαστού. 

Οι ακριβείς αιτίες του καρκίνου του μαστού, όπως και για την συντριπτική πλειοψηφία των καρκίνων, είναι άγνωστες. Οι παράγοντες κινδύνου (risk factors) για τον καρκίνο του μαστού είναι πολυάριθμοι, με το προσωπικό και το οικογενειακό ιστορικό και τη μεγάλη ηλικία να εμφανίζονται ως οι πιο σημαντικοί από αυτούς. Το 5%-10% των γυναικών με καρκίνο του μαστού εκτιμάται ότι έχουν μια μετάλλαξη γεννητικής γραμμής (germ-line mutation) των γονιδίων BRCA1 και BRCA2 (γενετική γραμμή είναι τα κύτταρα των οποίων οι απόγονοι δημιουργούν τους γαμέτες).  Ο εκτιμώμενος παράγοντας κινδύνου για ανάπτυξη καρκίνου του μαστού σε γυναίκες με μεταλλάξεις στα BRCA1 και BRCA2 είναι 40-85%. 

Η έκφραση υποδοχέων οιστρογόνων (ERs)  και / ή υποδοχέων προγεστερόνης (PgRs) από μαστικά καρκινικά κύτταρα θεωρείται σήμερα ο καλύτερος μοριακός παράγοντας πρόγνωσης της ασθένειας. Στα κύτταρα αυτά, το μονοπάτι των ορμονικών υποδοχέων (HR) παρουσιάζει σημαντική ερεθιστικότητα αύξησης (growth stimulus). Η αξιολόγηση της κατάστασης των υποδοχέων οιστρογόνων και προγεστερόνης (ER/PgP) επιτρέπει τον προσδιορισμό των γυναικών εκείνων που έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα ανταπόκρισης σε ορμονική θεραπεία. Σχεδόν τα δύο τρίτα των ασθενών με καρκίνο του μαστού είναι θετικοί σε υποδοχείς ορμονών. Ένα μεγαλύτερο ποσοστό των ασθενών που είναι θετικοί σε υποδοχείς οιστρογόνων είναι μεγάλης ηλικίας – η θετικότητα σε ER ποικίλει αρκετά ανάλογα με τον τύπο του καρκίνου του μαστού και της εθνικότητας. Οι περιπτώσεις καρκίνων θετικών σε υποδοχείς οιστρογόνων έχουν καλύτερη πρόγνωση σε σχέση με αυτούς που είναι αρνητικοί. (Εικόνα 1). Πράγματι, έχει παρατηρηθεί ότι η μεγαλύτερη πιθανότητα για ζήσει μια γυναίκα 5 χρόνια μετά την εμφάνιση της συμπτωματικής απομακρυσμένης μετάστασης παρουσιάζεται στην περίπτωση ορμονο-ευαίσθητου καρκίνου του μαστού (θετικούς ορμονικούς υποδοχείς όγκου). Η πρόγνωση που συνδυάζεται με καρκίνους θετικούς σε υποδοχείς οιστρογόνων συνδέεται άμεσα με την ορμονική ρύθμιση η οποία μπορεί να επιτευχθεί με διάφορα φαρμακευτικά σκευάσματα.
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Εικόνα 1 Ποσοστά επιβίωσης ανάλογα με την απόκριση σε υποδοχείς οιστρογόνων (ER). Με συνεχή γραμμή παρουσιάζονται οι περιπτώσεις ασθενών θετικών σε ER ενώ με διακεκομμένη παρουσιάζονται οι περιπτώσεις ασθενών αρνητικών σε ER.
Ο ανθρώπινος υποδοχέας επιδερμικού παράγοντα ανάπτυξης-2 (human epidermal growth factor receptor-2, HER-2) υπερεκφράζεται στο 20%-30% των ανθρωπίνων καρκίνων του μαστού. Οι καρκίνοι που είναι θετικοί στο HER-2 είναι επιθετικής μορφής και συσχετίζονται με κακή πρόγνωση, περιλαμβανομένου υψηλού  κινδύνου επανεμφάνισης, μετάστασης και μειωμένης συνολικής επιβίωσης. Η συσχέτιση αυτή υποδεικνύει ότι το HER2 διαδραματίζει σημαίνονται ρόλο στην παθογένεση του καρκίνου του μαστού. Το HER2 επίσης μπορεί να αναδειχθεί σε σημαντικό παράγονται πρόβλεψης ως απόκριση σε χημειοθεραπευτικά και ακτινοθεραπευτικά σχήματα στον καρκίνο του μαστού. Ο έλεγχος για την αναγνώριση της κατάστασης του  HER2 όγκων προερχόμενων από γυναίκες με καρκίνο του μαστού έχει ενσωματωθεί σε κλινικές πρακτικές ρουτίνας με σκοπό να συνεργήσει στην πρόγνωση και πρόβλεψη της απόκρισης σε θεραπεία.  Ο έλεγχος αυτός επιτρέπει τη αναγνώριση ασθενών με ασθένεια θετική  σε HER2, η οποία μπορεί να αντιμετωπιστεί με το βέλτιστο τρόπο με θεραπεία με αντισώματα, είτε μόνη της ή σε συνδυασμό με χημειοθεραπεία ή με ορμονική θεραπεία. 
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Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης HER2 συνήθως προκαλείται από πολλαπλασιασμό των αντιγράφων του γονιδίου HER2 η οποία οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα mRNA του HER2 και αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης του HER2 στη επιφάνεια του καρκινικού κυττάρου (Εικόνα 2). Ο πολλαπλασιασμός των αντιγράφων του γονιδίου HER2 συμβαίνει νωρίς στην ανάπτυξη των καρκίνων του μαστού και διατηρείται καθ’ όλη τη διάρκεια της ασθένειας. 

Εικόνα 2.  Συμπεριφορά του γονιδίου HER-2  σε φυσιολογική λειτουργία και σε λειτουργία υπερέκφρασης. Αριστερά απεικονίζεται ένα φυσιολογικό κύτταρο, στην κυτταρική μεμβράνη του οποίου διακρίνεται η πρωτεϊνη υποδοχέα HER-2 και στο κυτταρόπλασμά του το mRNA του ιδίου γονιδίου. Δεξιά απεικονίζεται η κατάσταση στο ίδιο κύτταρο όταν υπάρχει υπερέκφραση του HER-2. Παρατηρούνται: α) αύξηση των γενετικών αντιγράφων, β) αύξηση της μεταγραφής mRNA και γ) έκφραση της πρωτεΐνης υποδοχέα της κυτταρικής επιφάνειας

Πιθανοί μηχανισμοί μέσω των οποίων η υπερέκφραση της πρωτεΐνης HER2 συνδέεται με καρκινογένεση:

· Συχνός σχηματισμός ετεροδιμερών που περιέχουν HER2 και που οδηγούν σε αυξημένη κατάντη (downstream) μετάδοση σήματος λόγω:

· αυξημένης σταθερότητας σε σχέση με άλλα ετεροδιμερή που περιέχουν HER 
· μειωμένης αποσύνδεσης συνδέσμων και

· αυξημένου ρυθμού ενδοκύτωσης (σε σχέση με ομοδιμερή EGFR) 
· Αυξημένη ανακύκλωση του EGFR στην επιφάνεια του κυττάρου, οδηγώντας έτσι σε αυξημένη μετάδοση σήματος (signalling) 
· Δημιουργία ομοδιμερών HER2
· Αποκομμένα διμερή HER2 λόγω διαχωρισμού
· Ενεργοποίηση ή καταστολή πολυαρίθμων μονοπατιών μετάδοσης σήματος (signal transduction με πιθανό ρόλο στην ανάπτυξη και αύξηση όγκων

Στο σημείο αυτό αξίζει να σημειωθούν δύο σημεία. Πρώτον, τα κλινικά δεδομένα υποδεικνύουν ότι μεταξύ 11% και 35% καρκίνων του μαστού θετικών σε ER είναι επίσης θετικοί σε HER2 και ότι λόγω της υψηλότερης επικράτησης των θετικών σε  ER καρκίνους, το 41%-57% των καρκίνων που είναι θετικοί HER2 είναι επίσης θετικοί σε ER. Δεύτερον, υπάρχουν συνεχώς αυξάνουσες ενδείξεις για αλληλεπιδράσεις μεταξύ των κατάντη μονοπατιών, και στην κυτταρική επιφάνεια και στον πυρήνα. 

Ο υποδοχέας επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (epidermal growth factor receptor, EGFR) υπερεκφράζεται σε πολλούς τύπους καρκίνου αλλά η συχνότητα της υπερέκφρασης στον καρκίνο του μαστού δεν ορίζεται επαρκώς. Συνέκφραση των HER2 και EGFR συμβαίνει συχνά στον καρκίνο του μαστού (10%-36%)  και συσχετίζεται με χειρότερη πρόγνωση.
1.2 Μοριακή και κυτταρική βιολογία του καρκίνου 
1.2.1 Κυτταρικός κύκλος και Απόπτωση
1.2.1.1 Εισαγωγή 
Σε πολυκυτταρικούς οργανισμούς, ο πολλαπλασιασμός των κυττάρων καθώς και ο θάνατος αυτών πρέπει να ρυθμίζεται έτσι ώστε να διατηρείται η ομοιόσταση του οργανισμού. Πολλές έρευνες υποστηρίζουν ότι η ρύθμιση αυτή μπορεί εν μέρει να επιτευχθεί ενώνοντας τις διαδικασίες της εξέλιξης του κυτταρικού κύκλου και του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου χρησιμοποιώντας και ελέγχοντας ένα σύνολο παραγόντων. Ένα επιχείρημα υπέρ της υπόθεσης ύπαρξης ενός συνδέσμου μεταξύ του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης προκύπτει από το γεγονός ότι επιδέξιος χειρισμός του κυτταρικού κύκλου μπορεί είτε να αποτρέψει ή να προκαλέσει αποπτωτική απόκριση. Ο σύνδεσμος αυτός έχει αναγνωριστεί σε γονίδια – ογκοκαταστολείς όπως τα p53, Rb, c-Myc, διάφορες εξαρτώμενες-από-κυκλίνες κινάσες (Cyclin dependent kinases, Cdks) και τους ρυθμιστές αυτών. Οι πρωτεΐνες που δραστηροποιούνται στην πρόκληση πολλαπλασιασμού των κυττάρων συχνά εμπλέκονται και στην ευαισθητοποίηση των κυττάρων προς την απόπτωση. 

1.2.1.2 Απόπτωση

Η απόπτωση είναι ένας υψηλά προστατευόμενος μηχανισμός μέσω του οποίου τα ευκαρυωτικά κύτταρα πεθαίνουν. Επιτρέπει σε έναν οργανισμό να μειώσει τα μη επιθυμητά και αναποτελεσματικά κύτταρα μέσω μιας συστηματικής διαδικασίας κυτταρικής αποσύνθεσης. Η μείωση των κυττάρων μέσω της απόπτωσης συμβαίνει κατά τη διάρκεια φυσιολογικής ανάπτυξης των κυττάρων αλλά και κάτω από παθολογικές καταστάσεις. Πράγματι, μη κανονική ρύθμιση της απόπτωσης  οδηγεί σε ανωμαλίες όπως ο καρκίνος, η μόλυνση από ιό, αυτοάνοσες ασθένειες, αναιμία και AIDS. Η απόπτωση μπορεί να προκληθεί από πληθώρα σημάτων. Αυτά περιλαμβάνουν τα σύνδεσμο Fas, ιική ή βακτηριακή μόλυνση, ογκογονίδια, ακτινοβόληση και χημειοθεραπευτικά φάρμακα. 

1.2.1.3 Κυτταρικός κύκλος

Ο κυτταρικός κύκλος είναι μια φυσιολογική κυτταρική διαδικασία μέσω της οποίας τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται. Αποτελείται κατ’ εξοχήν από δύο φάσεις: τη φάση S και τη φάση M. Κατά τη διάρκεια της φάσης S, γνωστής και ως φάσης σύνθεσης  DNA, συμβαίνει μεταφορά γενετικής πληροφορίας από μια γενιά κυττάρων στην επόμενη, μέσω γονιδιακής αντιγραφής. Κατά τη διάρκεια της φάσης Μ, η οποία είναι γνωστή και ως μίτωση, συμβαίνει διαχωρισμός του γονιδιώματος σε δύο νέα θυγατρικά κύτταρα. Οι φάσεις S και M είναι κρίσιμα γεγονότα μιας κυκλικής διαδικασίας η οποία επιτρέπει το σωστό διπλασιασμό του κυττάρου, χωρίς τη συσσώρευση γενετικών ανωμαλιών. Σε έναν κανονικό κυτταρικό κύκλο η φάση S ακολουθείται πάντα από τη φάση M, και η φάση Μ δε συμβαίνει αν δεν έχει πρώτα ολοκληρωθεί η φάση S. Μεταξύ των φάσεων S και M υπάρχουν δύο προπαρασκευαστικά κενά-φάσεις. Οι φάσεις αυτές ονομάζονται G1 και G2. Η φάση G1 διαχωρίζει τη φάση Μ από την S και η G2 βρίσκεται μεταξύ των S και  M. Όταν το κύτταρο υφίσταται διαφοροποίηση, εξέρχεται από τη φάση G1  του κυτταρικού κύκλου για να εισέλθει σε μια αδρανή κατάσταση η οποία αναφέρεται ως G0. Επομένως εκτός από τις δυο βασικές φάσεις S και M έχουμε και τις G0, G1 και G2. 

Ο χρονισμός και η τάξη των γεγονότων που συμβαίνουν στον κυτταρικό κύκλο ελέγχονται κατά τη διάρκεια αυτού από σημεία ελέγχου (checkpoints) τα οποία βρίσκονται στα όρια των φάσεων G1/S, στη φάση S και κατά τη διάρκεια των φάσεων G2/M. Τα σημεία ελέγχου  είναι σύνολο συστημάτων ελέγχου που επιτρέπουν τον πολλαπλασιασμό μόνο υπο την παρουσία σημάτων ενεργοποίησης όπως οι παράγοντες αύξησης. Συμβάλλουν επίσης στην πιστότητα με την οποία η γενετική πληροφορία περνά από τη μια γενιά στην άλλη. Μια άλλη λειτουργία που επιτελούν είναι η ενεργοποίηση τους σε περίπτωση καταστροφής DNA ή κακού συνδυασμού των χρωμοσωμάτων στη μιτωτική άτρακτο. Στην περίπτωση αυτή, η παύση της ανάπτυξης την οποία προκαλούν επιτρέπει στο κύτταρο να επιδιορθώσει τη βλάβη. Μετά την επιδιόρθωση, συνεχίζεται ο κυτταρικός κύκλος. Αν η βλάβη δεν είναι επιδιορθώσιμη, το κύτταρο οδηγείται σε απόπτωση. 

Η πορεία ενός ευκαρυωτικού κυττάρου διαμέσου των τεσσάρων φάσεων του κυτταρικού κύκλου διευθετείται από τη διαδοχική ενεργοποίηση και απενεργοποίηση Cdks. (Εικόνα 1). Οι Cdks ανήκουν σε μια οικογένεια σερινών/θρεονινών πρωτεϊνών κινάσων. Η δράση τους ως κινάσων εξαρτάται από την παρουσία ενεργοποιητικών υπομονάδων που αποκαλούνται κυκλίνες. Η αφθονία συγκεκριμένων κυκλινών αυξάνεται κατά τη διάρκεια της φάσης εκείνης του κυτταρικού κύκλου στην οποία είναι απαραίτητες και μειώνεται όταν αυτές δε χρειάζονται. Η κυκλίνη D (cyc D στην εικόνα) συνδυάζεται με τις Cdk4 και Cdk6 στην αρχή της G1 φάσης. Ο αρχικός στόχος των κινάσων της G1 είναι η οικογένεια πρωτεϊνών pRb. Η φωσφορυλίωση αυτών επιτρέπει τη μεταγραφή των γονιδίων που χρειάζονται στη φάση S. Τα συμπλέγματα κυκλίνης D/Cdk είναι ζωτικής σημασίας για τον κυτταρικό κύκλο καθώς συνδέουν εξωκυττάρια σήματα στον κυτταρικό κύκλο. Στην πραγματικότητα, μετά από ένα μιτωγενετικό ερεθισμό (mitogenic stimulation) τα συμπλέγματα κυκλίνης D/Cdk ενεργοποιούνται και τα κύτταρα οδηγούνται από τη φάση G0 στη G1. Στα τέλη της G1, και αφού παρέλθει το σημείο περιορισμού (Restriction point στην εικόνα), το κύτταρο διατάσσεται να εισέλθει στη φάση S και η δράση των κυκλίνη D – Cdk δε χρειάζεται άλλο για τον κυτταρικό κύκλο. Η κυκλίνη Ε ενεργοποιεί το Cdk2 κατά τη μετάβαση G1-S. Η κυκλίνη Α ενώνεται με το Cdk2 κατά τη διάρκεια της φάσης S ή με το Cdc2 κατά τη μετάβαση G2/M. Το σύμπλεγμα κυκλίνης Β/Cdc2 επίσης λειτουργεί κατά τη μετάβαση G2/M. Η δράση των συμπλεγμάτων Cdk ελέγχεται και από άλλους μηχανισμούς, όπως φαίνεται στην Εικόνα 1. Μεταξύ αυτών συγκαταλέγονται η φωσφορυλίωση σε συγκεκριμένες υποομάδες (residues), οι υπομονάδες καταστολέων Cdks (CKIs) κ.α.
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Εικόνα 1 Παρουσίαση των φάσεων του κυτταρικού κύκλου και των γονιδίων που εμπλέκονται σε κάθε φάση του. 

Η πρωτεΐνη ρετινοβλαστώματος Rb είναι αρνητικός ρυθμιστής της ανάπτυξης του κυττάρου και ογκοκαταστολέας επίσης. Μεταλλάσσεται ή απαλείφεται σε πολλούς καρκίνους όπως το ρετινοβλάστωμα και τα καρκινώματα του πνεύμονα, του μαστού, των οστών και του προστάτη. Είναι το κύριο μέλος μιας οικογένειας πρωτεϊνών η οποία συμπεριλαμβάνει τις pRb2/p130 και p107. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν αλληλοεπικαλυπτόμενες αλλά σαφείς δραστηριότητες στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Σε γενικές γραμμές, υποφωσφορυλιωμένες μορφές των τριών αυτών πρωτεϊνών  λειτουργούν ως εμπόδια στη μεταγραφή των γονιδίων της S φάσης. Η ικανότητά τους αυτή εξαρτάται από τη δυνατότητα πρόσδεσης σε και καταστολής των παραγόντων E2F. Οι παράγοντες E2F είναι μεταγραφικοί ενεργοποιητές που συντίθενται από μια πρωτεΐνη E2F και ένα μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών DP και λειτουργία τους είναι η ρύθμιση της μεταγραφής των γονιδίων της S φάσης.

1.2.2 Γονίδιο p53

1.2.2.1 Εισαγωγή

Το p53, επίσης γνωστό ως TP53 είναι ένα γονίδιο που κωδικοποιεί μια πρωτείνη που ρυθμίζει τον κυτταρικό κύκλο και με αυτό τον τρόπο λειτουργεί ως καταστολέας του όγκου. Η καταστολή του όγκου είναι μια πολύ σημαντική λειτουργία για όλους τους πολυκυτταρικούς οργανισμούς. Το p53 έχει χαρακτηριστεί ως ο «φύλακας του γονιδιώματος», εξαιτίας του ρόλου που διαδραματίζει στη διατήρηση της σταθερότητας, προφυλάσσοντας από γονιδιακή μετάλλαξη (Strachan and Read, 1999). 

1.2.2.2 Δομή

Η πρωτεΐνη του p53 είναι μια φωσφοπρωτείνη αποτελούμενη από 393 αμινοξέα. Έχει τέσσερα μέρη:

1. ένα μέρος που ενεργοποιεί μεταγραφικούς παράγοντες

2. ένα μέρος που αναγνωρίζει συγκεκριμένες ακολουθίες DNA
3. ένα μέρος που είναι υπεύθυνο για τον τετραμερισμό της πρωτεΐνης, και
4. ένα μέρος που αναγνωρίζει κατεστραμμένο DNA, όπως μη ευθυγραμμισμένα ζεύγη βάσεων ή DNA μονής αλυσίδας (single stranded) 
1.2.2.3 Κατανόηση του ρόλου του γονιδίου p53 στον καρκίνο
Το γονίδιο p53 μεταλλάσσεται στο μισό των περιπτώσεων καρκίνου. Το γονίδιο αυτό είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας του οποίου η δράση επιφέρει μια ποικιλία κυτταρικών συμβάντων όπως η παύση του κυτταρικού κύκλου και η απόπτωση, περιορίζοντας κύτταρα με προδιάθεση να αναπτύξουν καρκίνο από το να αρχίσουν να πολλαπλασιάζονται. Συνήθως, η πρωτεΐνη p53 είναι παρούσα στο κύτταρο σε πάρα πολύ μικρές συγκεντρώσεις. Η ογκοπρωτεΐνη Mdm2 προσδένεται στην p53, καταστέλλει τη μεταγραφική της δραστηριότητα και προωθεί την ουμπικουιτινίασή της και τη γρήγορη υποβάθμισή της. Πρόσφατα στοιχεία υποδεικνύουν ότι το Mdm2 μπορεί να προωθήσει είτε μονοουμπικουιτινίαση ή πολυουμπικουιτινίαση του p53, με διαφορετικά αποτελέσματα. (Εικόνα 1Β)
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0 6.44 3.735

1 0.063 0.03653

2 0.048 0.02783

3.2 0.043 0.02494

4 0.04 0.02319

5 0.033 0.01914

6.2 0.032 0.01856

7 0.031 0.01798

9 0.028 0.01624

12 0.023 0.01334

18 0.019 0.01102

24 0.012 0.006959

28.2 0.011 0.006379


Εικόνα 1 Α. Το δίκτυο του p53. Τα βέλη υποδεικνύουν εισόδους ενεργοποίησης, ενώ οι απλές ευθείες γραμμές υποδεικνύουν εισόδους καταστολής. Δύο πρωτεΐνες συνδεόμενες με το p53, οι p63 και p73 υπάρχουν σε μορφή ικανή για ενεργοποίηση. Β. Αποτελέσματα μιας ουμπικουιτινίασης του p53 προκαλούμενης από το Mdm2. Το p53 δρά αρχικά στον πυρήνα. Χαμηλά επίπεδα του Mdm2 καλούνται να προωθήσουν μονοουμπικουιτινίαση του p53 και εξαγωγή από τον πυρήνα. Το κυτταροπλασματικό p53 μπορεί τελικά να υποβαθμιστεί 

Αφού συμβεί καταστροφή του DNA, το p53 φωσφορυλιώνεται. Έχει βρεθεί ότι μετά την επαγωγή ιονίζουσας ακτινοβολίας σε κύτταρα, αυτά παρουσιάζουν γρήγορη φωσφορυλίωση από την κινάση ΑΤΜ. Το φωσφορυλιωμένο Mdm2 είναι λιγότερο ικανό να προωθήσει υποβάθμιση του p53. Έτσι, ως απόκριση σε καταστροφή του DNA, το ΑΤΜ προωθεί σταθεροποίηση και δραστηριοποίηση του p53 μέσω αλλεπάληλων φωσφορυλιώσεων και των δύο μελών του αυτορυθμιστικού δικτύου Mdm2 – p53. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε  μια επιπλέον τροποποίηση του Mdm2: η ακετυλίωση. Η τροποποίηση αυτή συμβαίνει στον τομέα του Mdm2 που εμπλέκεται στην ουμπικουιτινίαση του p53. Το ακετυλιωμένο Mdm2 γίνεται αναποτελεσματικό στην υποβάθμιση του p53, προτείνοντας ένα νέο μηχανισμό για πολλούς ανθρώπινους καρκίνους. Υποστηρίζεται επίσης  ότι παρεκλίνουσα ενεργοποίηση της βήτα – κατενίνης ( beta-catenin) μπορεί να «προειδοποιήσει» το p53 και να αυξήσει την αντι-πολλαπλασιαστική του δραστηριότητα. Αυτό θα μπορούσε να παράσχει μια δικλείδα ασφαλείας ένάντια στην ογκογένεση, επιβάλλοντας μια επιλεκτική πίεση προς μεταλλακτική αδρανοποίηση είτε του ARF ή του ιδίου του p53. 

Υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τη δράση του p53.  Ανάμεσα σε αυτές, σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν μέλη της οικογένειας του p53, όπως οι p63 και p73. Έχει βρεθεί ότι αποκομμένοι (truncated) τύποι του p63 που προέκυψαν φυσιολογικά και οι οποίοι πιστευόταν ότι ήταν αποτελεσματικοί καταστολείς του p53, μπορούν στην πραγματικότητα να προκαλέσουν ενεργοποίηση γονιδίων- προωθητών σχετιζόμενων με την απόπτωση μέσω καταστολής προωθητών γονιδίων εμπλεκομένων στην παύση της ανάπτυξης και άλλες δραστηριότητες του p53.

Πρόσφατα βρέθηκε από τους Oren και συνεργάτες ότι το Mdm2 μπορεί να αλληλεπιδράσει απευθείας με ιστόνες χρωματίνης και να προωθήσει τη μονοουμπικουιτινίαση της χρωματίνης ιστόνης Η2Β. Αυτό μπορεί να οδηγήσει σε καταστολή της μεταγραφής. 
Το σύμπλεγμα p53-Mdm2 (Εικόνα 1Α) είναι το κέντρο για πολλά εισερχόμενα σήματα. Το Mdm2 ρυθμίζεται από πολλές πρωτεΐνες, μεταξύ των οποίων βρίσκονται οι ARF, κινάση Akt, bFGF και IGF-1 και η σχετιζόμενη με την Mdm2 , πρωτεΐνη MdmX. 

1.2.3 Μονοπάτια ενεργοποίησης του γονιδίου p53

1.2.3.1 Το δίκτυο του p53

Το δίκτυο του p53 εμπλέκει πολυάριθμες πρωτείνες. Το p53 συνήθως δεν είναι ενεργοποιημένο. Η ρύθμισή του δεν εξαρτάται τόσο πολύ από την ποσότητα που δημιουργείται όταν ενεργοποιείται, όσο από το βαθμό υποβάθμισης (degradation). Όταν συμβαίνει καταστροφή κυττάρων ή όταν αυτά υποβάλλονται σε κατάσταση stress, το p53 αποκρίνεται «κλείνοντας» τα πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα και αποτρέποντάς τα με αυτό τον τρόπο να εισέλθουν στην επόμενη φάση του κυτταρικού κύκλου. 
1.2.3.2 Πως ενεργοποιείται το p53

Η Mdm2 ως γνωστόν είναι μια πρωτείνη που ρυθμίζει αρνητικά το p53 μέσω πρωτεόλυσης προκαλούμενης από ουμπικουιτίνη (ubiquitin), η οποία πρωτεόλυση με τη σειρά της υποβιβάζει το p53. Τυπικά το p53 δένεται στο γονίδιο Mdm2 και αρχικοποιεί την παραγωγή της πρωτείνης που υποβιβάζει (degradates) το p53. Ως συνέπεια αυτού, τα χαμηλά επίπεδα p53 μειώνουν τη μεταγραφή του Mdm2 και έτσι κλείνει ο βρόχος ανατροφοδότησης, επιτρέποντας στο p53 να αυξήσει την ποσότητά του και πάλι. Όταν το p53 ενεργοποιείται λόγω καταστροφής του DNA τότε φωσφορυλιώνεται στις σερίνη-15 και -20. Η φωσφορυλίωση οδηγεί μετατόπιση του Mdm2. Κατά συνέπεια, παρατηρείται αύξηση του επιπέδου του p53 καθώς δεν μπορεί πλέον να στοχευθεί για υποβιβασμό. Παρόλα αυτά, η αύξηση των επιπέδων του p53 δεν είναι αρκετή από μόνη της να κάνει το γονίδιο μεταγραφικά ενεργό. Η πρωτείνη πρέπει να υποβληθεί σε διαμορφωτικές αλλαγές (conformational changes). Οι αλλαγές αυτές μπορεί να συμβούν από διάφορες αιτίες όπως πρόσθεση ή αφαίρεση φωσφορικού οξέος, ακετυλίου κα
1.2.3.3 Τα τρία μονοπάτια ενεργοποίησης του p53

Υπάρχουν διάφοροι τρόποι με τους οποίους μπορεί να ενεργοποιηθεί το δίκτυο p53. Ανάμεσά τους συγκαταλέγονται η καταστροφή DNA, η αλληλεπίδραση με υπεριώδες φως, «stress» και ογκογονίδια. Όταν έχουμε περίπτωση καταστροφής DNA, από ιονίζουσα ακτινοβολία για παράδειγμα, δύο πρωτείνες κινάσες ενεργοποιούνται, από εκείνες που προσθέτουν ομάδες φωσφορικών οξέων σε άλλες πρωτείνες. Οι δύο αυτές κινάσες είναι οι ΑΤΜ (ataxia telangiectasia mutated) και Chk2 η οποία ενεργοποιείται από την ΑΤΜ. Και οι δύο αυτές κινάσες φωσφορυλιώνουν το p53 σε περιοχές κοντά στο Mdm2. Η φωσφορυλίωση του p53 αναιρεί την ικανότητα της πρωτείνης να αλληλεπιδρά με το Mdm2. Η ρύθμιση αυτή έχει ως αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση του p53. 
Ένα δεύτερο μονοπάτι προκύπτει από μη χαρακτηρισμένα αυξητικά σήματα (growth signals) που προκαλούνται από ογκογονίδια όπως το Ras ή το Myc. Στη συνέχεια το p53 μεταγράφει το γονίδιο p14Arf και αυτό με τη σειρά του καταστέλλει τη λειτουργία του  Mdm2. 

Χημειοθεραπευτικά φάρμακα, υπεριώδης ακτινοβολία και καταστολείς πρωτεινών κινασών αρχικοποιούν το τρίτο και τελευταίο μονοπάτι. Το μονοπάτι αυτό εμπλέκει κινάσες που ονομάζονται ATR (ataxia telangiectasia related) και κινάση ΙΙ καζεΐνης (casein kinase II)  ή οποία καταστέλλει την υποβάθμιση.
Το «κλειδί» και για τα τρία μονοπάτια βρίσκεται στην ικανότητά τους να καταστέλλουν την υποβάθμιση του p53 οδηγώντας έτσι σε άυξηση της συγκέντρωσής του. Η αυξημένη αυτή συγκέντρωση του p53 του επιτρέπει να λειτουργεί αποτελεσματικά ως μεταγραφικός παράγοντας. 
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Εικόνα 1. Μονοπάτια ενεργοποίησης του p53: ενεργοποίηση ογκογονιδίων, καταστροφή του DNA και χημειοθεραπευτικά φάρμακα .
1.2.4 Μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις του γονιδίου p53

1.2.4.1 Εισαγωγή
Το ενδιαφέρον για τον ογκοκαταστολέα p53 έχει ως σήμερα παράξει αρκετές πληροφορίες που αφορούν την πολυπλοκότητα της λειτουργίας του και τη ρύθμιση στην καρκινογένεση. Παρόλα αυτά υπάρχουν ακόμα κενά στην γνώση όσον αφορά το ρόλο των μετα-μεταγραφικών τροποποιήσεων του p53 στην καρκινογένεση και στην προστασία από τον καρκίνο. Μια εις βάθος κατανόηση του p53 θα είναι πάρα πολύ χρήσιμη στην ανάπτυξη νέων στρατηγικών για τη θεραπεία και την προστασία από τον καρκίνο,  συμπεριλαμβανομένων της αποκατάστασης της λειτουργίας του p53 και της επιλεκτικής θανάτωσης όγκων με μεταλλαγμένο TP53

Η λειτουργία της πρωτεΐνης p53 έχει αποδειχθεί ότι είναι πολύ περίπλοκη. Ο ογκοκαταστολέας p53 είναι μια υψηλά ρυθμισμένη πρωτεΐνη που δρα σταματώντας την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου ή ωθώντας το κύτταρο σε απόπτωση  όταν στα κύτταρα συμβαίνει ενεργοποίηση ενός ογκογονιδίου ή καταστροφή του DNA. Έχοντας μικρό χρόνο ημιζωής, το p53 συνήθως διατηρείται σε χαμηλά επίπεδα σε κύτταρα θηλαστικών που δεν «στρεσσάρονται» μέσω συνεχόμενης ουμπικουιτυλίωσης (ubiquitylation) και επακόλουθης υποβάθμισης (degradation) από το 265 πρωτόσωμα (το μέρος εκείνο του συστήματος της ουμπικουιτίνης, το οποίο είναι το κύριο πρωτεολυτικό σύστημα σε ευκαρυωτικά κύτταρα που υποβαθμίζει πολυουμπικουιτυλιωμένες πρωτεΐνες). Αυτό οφείλεται κατά κύριο λόγο στην αντίδραση του p53 με τη RING-fingerubiquitin E3 ligase MDM2 (επίσης γνωστό ως HDM2). Όταν το κύτταρο αντιμετωπίζει κατάσταση «στρες», παρόλα αυτά, η ουμπικουιτυλίωση του p53 καταστέλλεται και το p53 σταθεροποιείται και συσσωρεύεται στον πυρήνα όπου σχηματίζει ένα ομοτετραμερές (homotetrameric) σύμπλεγμα. Μόνο το τετραμερές p53 φαίνεται να είναι πλήρως ενεργό ως μεταγραφικός ενεργοποιητής ή καταστολέας συγκεκριμένων γονιδίων στόχων που περιέχουν περιοχές σύνδεσης DNA συγκεκριμένης ακολουθίας p53. Από τα περισσότερα από 150 γονίδια που είναι στόχοι του p53, τα περισσότερα έχουν σχέση με τη ρύθμιση της παύσης του κυτταρικού κύκλου, την απόπτωση και/η διεργασίες επιδιόρθωσης DNA – διεργασίες που λειτουργούν αποτρεπτικά ως προς τον πολλαπλασιασμό των κατεστραμμένων κυττάρων. Αν και αρχικά είναι πρωτεΐνη πυρήνα, το p53 μπορεί να λειτουργήσει και έξω από τον πυρήνα μέσω αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών. Για παράδειγμα, το p53 μπορεί να μετατοπιστεί στα μιτοχόνδρια όπου θα αλληλεπιδράσει άμεσα με αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες όπως οι BCL2 και BCL-XL με σκοπό την επαγωγή απόπτωσης. Η σημαντικότητα του p53 στην ανάπτυξη του καρκίνου επεξηγείται από το γεγονός ότι το p53 μεταλλάσσεται σε μεγάλη έκταση σε διάφορους τύπους καρκίνου (πάνω από 18000 μεταλλάξεις έχουν αναφερθεί) και πιθανώς καθίσταται ανενεργό από ένα εύρος έμμεσων μηχανισμών (για παράδειγμα, αύξηση του MDM2 ή έλλειψη του ARF) τους περισσότερους καρκινικού τύπους.  Οι μεταλλάξεις συναντώνται κυρίως στο κεντρικό μέρος του p53, (Central core στην παρακάτω εικόνα)  (Εικόνα 1). Το αποτέλεσμα των μεταλλάξεων αυτών είναι η δημιουργία μιας πλήρως μεταλλαγμένης πρωτεΐνης που μπορεί να συσσωρευτεί σε υψηλά επίπεδα σε πολλούς τύπους καρκινικών κυττάρων. 

[image: image12.emf]
Εικόνα 1. Οι τρεις λειτουργικές περιοχές του p53: N-terminal, Κεντρική και C-terminal.
Συνοψίζοντας,
· Όταν ένα κύτταρο έρχεται αντιμέτωπο με μια κατάσταση στρες, το p53 σταθεροποιείται στον πυρήνα όπου αρχικοποιεί κυτταρικές αποκρίσεις μέσω μεταγραφικής ενεργοποίησης ή καταστολής των συγκεκριμένων γονιδίων στόχων που αρχικά λειτουργούν για να αποτρέψουν πολλαπλασιασμό των κατεστραμμένων κυττάρων. 

· Η λειτουργία του p53 ελέγχεται στενά από τις αλληλεπιδράσεις του με αρνητικούς ρυθμιστές, όπως το MDM2 το οποίο προκαλεί υποβάθμιση του p53 και αποτρέπει τη συσσώρευσή του στα κανονικά κύτταρα. Αυτή η αλληλεπίδραση μπορεί να διακοπεί όταν τα κύτταρα ανιχνεύσουν καταστροφή του DNA ή άλλα «στρες», οδηγώντας σε σταθεροποίηση και ενεργοποίηση του p53. 

· Το ενεργό p53 υπόκειται σε μια ποικιλία ομοιπολικών μετα-μεταγραφικών τροποποιήσεων οι οποίες εμφανώς επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων στόχων του p53

· Η φωσφρορυλίωση και η ακετυλίωση του p53 γενικά συναποτελούν στη σταθεροποίησή και συσσώρευσή του στον πυρήνα και στη συνέχεια στην ενεργοποίησή του. Σημαντικός πλεονασμός (redundancies) γίνεται εμφανής, με την έννοια ότι το ίδιο p53 site φωσφορυλιώνεται από αρκετές, διαφορετικές πρωτεΐνες κινάσες και διαφορετικές πρωτεΐνες κινάσες επίσης φωσφορυλιώνουν αρκετά sites του p53

· Οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες p53 γενικά παρουσιάζουν έντονη φωσφορυλίωση και ακετυλίωση σε sites που είναι ευρέως γνστά ότι σταθεροποιούν το μη μεταλλαγμένο (wild type) p53 και μποροεύν με αυτό τον τρόπο να διευκολύνουν τη συσσώρευση δυσλειτουργικών μεταλλαγμένων p53 στον πυρήνα, όπου μπορεί να δράσει ως ογκογονίδιο.

· Υπερέκφραση του MDM2 E3 ubiquitin ligase ανιχνεύεται σε πολλούς τύπους καρκίνου και έχει ως αποτέλεσμα aberrant απενεργοποίηση του p53

· Στα κανονικά κύτταρα, η μετα-μεταγραφική τροποποίηση του p53 προκαλείται από διάφορα καρκινογονίδια (carcinogenes). Στοιχεία αποδεικνύουν ότι τα κανονικά κύτταρα και τα καρκινικά έχουν μια καταφανή διαφορετική απόκριση κατά την έκθεσή τους σε υπεριώδη ακτινοβολία

· Χημειοαπωθητικοί (chemopreventive) παράγοντες παρακινούν σε φωσφορυλίωση του p53, οδηγώντας έτσι σε παύση του κυτταρικού κύκλου ή σε απόπτωση. Οι παράγοντες αυτοί μπορεί να διαδραματίσουν σημαίνοντα ρόλο σε μελλοντικές αντικαρκινικές θεραπείες. 
1.2.4.2 Φωσφορυλίωση και ακετυλίωση του p53

Τα τελευταία χρόνια αμέτρητες ερευνητικές αναφορές έχουν προσφέρει μια καθαρότερη κατανόηση της λειτουργίας της φωσφορυλίωσης και ακετυλίωσης στη λειτουργία του p53. Παρόλα αυτά, η χαρτογράφηση αυτής της γνώσης σε διαφορές μεταξύ κανονικών και καρκινικών κυττάρων είναι μια διαδικασία που βρίσκεται ακόμα σε πρώιμο στάδιο. Αν και η συχνότητα και η σημασία της ακετυλίωσης μπορεί να συναγωνιστεί τη φωσφρορυλίωση ως ζωτικής σημασίας μετα-μεταγραφική τροποποίηση, η φωσφορυλίωση είναι μακράν η πιο συνηθισμένη πρωτεϊνική τροποποίηση που αναφέρεται σε mammalian κύτταρα. Η φωσφορυλίωση είναι μια αναστρέψιμη διαδικασία που είναι κρίσιμη για τη ρύθμιση της βιολογικής δράσης εκατοντάδων πρωτεϊνών. Ένζυμα τα οποία φωσφρορυλιώνουν πρωτεΐνες (πρωτεΐνες κινάσες) άλλα που αφαιρούν φωσφορικά οξέα (φωσφατάσες, phosphatases) συνήθως ενεργοποιούν ή απενεργοποιούν μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Η φωσφορυλίωση του p53 συνήθως  οδηγεί στη σταθεροποίησή του. Σε μερικές περιπτώσεις προηγούμενη φωσφορυλίωση μπορεί να είναι απαραίτητη για επόμενη ακετυλίωση του p53 και σχεδόν κάθε τύπος κυτταρικού στρες αυξάνει τα επίπεδα ακετυλίωσης του p53 σε διάφορους κυτταρικούς τύπους. Η ακετυλίωση φαίνεται να παίζει σημαίνοντα ρόλο στη σταθεροποίηση του p53 και στη μεταγραφική του ενεργοποίηση, αν και αυτό είναι αμφιλεγόμενο. Η αμφισβήτηση του παραπάνω ισχυρισμού έγκειται σε διαφορές σε πειραματικά προτόκολλα που χρησιμοποιούνται και στις μεταλλάξεις που αναλύονται ή μπορεί να είναι απόρροια διαφορών ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο (cell-type-specific). Επίσης η ύπαρξη μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων του συγκεκριμένου γονιδίου μπορεί να οδηγήσει σε διφορούμενα αποτελέσματα όσον αφορά στη σημασία της ακετυλίωσης για τη ρύθμισή του. Παρόλα αυτά τα περισσότερα paper γενικά υποδεικνύουν ότι η απο-ακετυλίωση του p53 οδηγεί στην ουμπικουιτυλίωσή (ubiquitylation) του και στην υποβάθμισή του. Τα καρβοξυλικά (carboxy-terminal) κατάλοιπα (residues) που ακετυλιώνονται ως απόκριση σε συμβάν καταστροφής του DNA επίσης ουμπικουιτυλιώνονται από το MDM2 – με αυτό τον τρόπο η ακετυλίωση μπορεί να αποτρέψει ουμπικουιτινίαση οδηγώντας έτσι σε σταθεροποίηση του p53. Παρομοίως, λόγω του ότι το MDM2 υπερεκφράζεται σε πολλούς τύπους καρκίνου, η ακετυλίωση που ζητείται για την ενεργοποίηση του p53 θα μπορούσε να ισοσταθμιστεί από συναγωνισμό με ουμπικουιτυλίωση, οδηγώντας σε αποσταθεροποίηση και υποβάθμιση του p53. 

1.2.4.3 Φωσφορυλίωση του p53

Η φωσφορυλίωση του p53 έχει αποδειχθεί ότι αυξάνει την ικανότητα σύνδεσής του σε συγκεκριμένες ακολουθίες DNA (sequence-specific DNA binding). Μέχρι στιγμής 17 περιοχές φωσφορυλίωσης / αποφωσφορυλίωσης έχουν βρεθεί σε ανθρώπινα κύτταρα που έχουν υποστεί καταστροφή DNA προκαλούμενη από ιονίζουσα ακτινοβολία (radiation) ή υπεριώδη ακτινοβόληση (irradiation).  Η ίδια περιοχή του p53 μπορεί να φωσφορυλιωθεί από διαφορετικές πρωτεΐνες κινάσες αλλά και διαφορετικές πρωτεΐνες κινάσες μπορούν να φωσφορυλιώσουν αρκετές περιοχές p53. Δεδομένης της δράσης του p53 ως ογκοκαταστολέα, δεν είναι περίεργος ο πλεονασμός αυτός. Για παράδειγμα, ένας συγκεκριμένος συνδυασμός φωσφορυλιωμένων υπολοίπων (residues) μπορεί να είναι ζητείται για διάφορες τροποποιήσεις που οδηγούν σε μέγιστη (maximal) ενεργοποίηση. Είναι επίσης πιθανό ένα μοναδικό pattern φωσφορυλίωσης προκαλούμενο από συγκεκριμένα stimuli να μπορεί να ορίσει την κυτταρική απόκριση. Από την άλλη, ίσως η πολλαπλότητα απλώς παρέχει ένα «fail-safe» μηχανισμό 
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Εικόνα 1. Ακετυλίωση του p53 (αναπαρίσταται ως κύκλος με την ένδειξη Ac)
1.2.4.4 Κατάσταση φωσφορυλίωσης και ακετυλίωσης σε κανονικά κύτταρα και σε κύτταρα σε κατάσταση «στρες» 
Πολλές ερευνητικές ομάδες έχουν εξετάσει τη ρύθμιση του p53 από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις αλλά ελάχιστες από αυτές έχουν επιχειρήσει να να συγκρίνουν τη μορφή της φωσφορυλίωσης και της ακετυλίωσης της πρωτεΐνης σε κανονικά κύτταρα και σε κύτταρα σε κατάσταση stress. Οι Buschmann et al εξέτασαν την κατάσταση της φωσφορυλίωσης σε ινοβλάστες κανονικών ανθρώπινων κυττάρων κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι σε μη ερεθισμένα (unstimulated) κύτταρα, η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων σερινών, των σερινών 9, 15. 20 και 372 αυξήθηκε κατά τη διάρκεια της φάσης G1, ενώ η φωσφορυλίωση κάποιων άλλων σερινών, των Ser37 και Ser392 αυξήθηκαν κατά τη διάρκεια της G2/M φάσης. Η Ser37 είναι η μόνη περιοχή που φωσφορυλιώθηκε κατά τη διάρκεια της φάσης S και η ακετυλίωση του p53 ήταν μέγιστη στη φάση G0. Τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν την άποψη σύμφωνα με την οποία η φωσφορυλίωση του  p53 είναι ένα δυναμικό φαινόμενο το οποίο ίσως γίνει προβλέψιμο κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες και μπορεί να εμπεριέχει μια ελάχιστη συντονισμένη αλληλουχία γεγονότων ενεργοποίησης και απενεργοποίησης. 
1.2.4.5 Καρκινογόνες ουσίες (carcinogens) και τροποποίηση του p53
Οι περισσότερες καρκινογόνες ουσίες δρουν προκαλώντας μεταλλάξεις σε γονίδια που ελέγχουν τον κυτταρικό κύκλο, όπως το TP53, με επακόλουθη ανάπτυξη των παραγώγων προκαρκινικών ή καρκινικών κυττάρων. Οι μεταλλάξεις στο γονίδιο TP53 αποκαλύπτουν ένα μοριακό δεσμό μεταξύ της έκθεσης σε συγκεκριμένες καρκινογόνες ουσίες και ένα συγκεκεριμένο τύπο καρκίνου, όπως το κάπνισμα και η επικράτηση των G ( T μεταβάσεων στον καρκίνο του πνεύμονα, οι G ( T μεταβάσεις προκαλούμενες από την αφλατοξίνη (aflatoxin) στον καρκίνο του ήπατος, ή, τέλος, ο σύνδεσμος μεταξύ έκθεσης σε υπεριώδη ακτινοβολία και οι C:C ( T:T δίδυμες μεταλλάξεις που παρατηρούνται στον καρκίνο του δέρματος. Παρόλα αυτά, εκτός από την πρόκληση μεταλλάξεων στο TP53, πολλές καρκινογόνες ουσίες μπορεί να προκαλέσουν μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις σε μεταλλαγμένες p53 πρωτεΐνες, διευκολύνοντας έτσι την καρκινογένεση. 
Στα φυσιολογικά κύτταρα, οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις του p53 προκαλούνται από πολυάριθμες καρκινογόνες ουσίες των οποίων η υπεριώδης ακτινοβολία φαίνεται να είναι το κοινό τους χαρακτηριστικό. Καταστροφή λόγω υπεριώδους ακτινοβολίας αναγνωρίζεται ως μια άμεση αιτία του καρκίνου του δέρματος και η υπεριώδης ακτινοβολία συχνά θεωρείται μια πλήρης καρκινογόνος ουσία λόγω του ότι μπορεί να προκαλέσει καρκίνους απόντος οποιουδήποτε άλλου παράγοντα. Οι Chatuverdi και συνεργάτες πρόσφατα έδειξαν ότι η έκθεση πολλαπλασιαζόμενων κερατινοκυττάρων σε υπεριώδη ακτινοβολία συντέλεσε σε ακετυλίωση του Lys382 στο p53, ακολουθούμενη από απόπτωση, ενώ κερατινοκύτταρα που υπέστησαν μη αναστρέψιμη παύση ανάπτυξης  (επιταχυνόμενη γήρανση, accelerated senescence) ήταν ανθεκτικά σε απόπτωση προκαλούμενη από υπεριώδη ακτινοβολία και το p53 δεν ακετυλιώθηκε. Αυτές οι αλλαγές συνδέθηκαν με μειωμένα επίπεδα p53. 
Η απόκριση του p53 και των ενεργοποιητών (effectors) του στην υπεριώδη ακτινοβολία εξαρτάται ιδιαίτερα από το μήκος κύματος της ακτινοβολίας: UVC (μήκος κύματος, 180-280 nm), UVB (280-320 nm) ή UVA (UVA I, 340-400 nm και UVA II, 320-340 nm). Αυτό συμβαίνει επειδή αρκετές κινάσες παρουσιάζουν διαφορετική απόκριση στην υπεριώδη ακτινοβολία ανάλογα με το μήκος κύματος αυτής. Η ΑΤΜ εμπλέκεται στη ρύθμιση του p53  ως απόκριση σε καταστροφή DNA και λειυτουργεί ως κινάση η οποία προωθεί φωσφορυλίωση του p53 στη Ser15 ως απόκριση σε ιονίζουσα ακτινοβολία. Αρχικά, τα στοιχεία έδειξαν ότι η δράση της ΑΤΜ κινάσης δεν εμπλέκεται στην απόκριση του p53 σε υπεριώδη ακτινοβολία. Παρόλα αυτά οι Zhang και συνεργάτες έδειξαν ότι η ΑΤΜ φωσφορυλιώνει το p53 ως απόκριση σε επαγωγή υπεριώδους ακτινοβολίας  αλλα όχι σε περίπτωση έκθεσης σε ακτινοβολία UVC, μια κυματική περιοχή που είχε εξεταστεί σε προηγούμενες μελέτες. Η ΑΤΜ εμφανίστηκε επίσης να εμπλέκεται σε κυτταρική απόφαση (cellular decision) να ξεκινήσει απόπτωση εξαρτώμενη από τα p53 και JNK, ως απόκριση σε UVA ακτινοβολία. Από την άλλη, πρωτεΐνες σχετιζόμενες με τα Ataxia Tela                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            giectasia και Rad3 (ATR) δεν ενεργοποιήθηκαν από έκθεση σε UVA αλλα φάνηκαν να είναι αναγκαίες για μεταγωγή σήματος (signalling) στο p53 που οδηγεί σε απόπτωση. Έτσι, οι ATM και ATR ίσως είναι επιλεκτικοί αισθητήρες διαφορετικών τύπων κυτταρικού στρες, με την ΑΤΜ να ανταποκρίνεται σε UVA και ιονίζουσα ακτινοβολία και την ATR να ανταποκρίνεται σε ακτινοβολία UVC, και οι δύο όμως οδηγούν σε ενεργοποίηση απόπτωσης προκαλούμενης από το p53 μέσω φωσφορυλίωσης της Ser15. Τα αποτελέσματα αυτά τονίζουν το γεγονός ότι αν και διαφορετικά ερεθίσματα ενεργοποιούν το p53 μέσω πολλών διαφορετικών μονοπατιών μεταγωγής σήματος, το τελικό αποτέλεσμα φαίνεται να είναι το ίδιο – σε αυτή την περίπτωση είναι η απόπτωση.  
1.2.5 Γενετικά δίκτυα p53

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζεται μια βιβλιογραφική επισκόπηση δικτύων γονιδίων και πρωτεϊνών που σχετίζονται με τον γονίδιο p53 και εμπλέκονται σε διαδικασίες όπως η ρύθμιση ή η παύση του κυτταρικού κύκλου, η απόπτωση, και η  καρκινογένεση.  Παρακάτω παρατίθεται μια πλήρης συλλογή γονιδιακών και πρωτεϊνικών δικτύων, σε διάφορες μορφές. Τα γονίδια και οι πρωτεΐνες συνήθως αναπαρίστανται από ελλείψεις ή ορθογώνια και οι μεταξύ τους αλληλεπιδράσεις υποδεικνύονται από βέλη. Μια σημειογραφία που συναντάται στην πλειοψηφία των δικτύων που παρουσιάζονται είναι η ένδειξη γραμμής  με βέλος στο ένα άκρο, για τις περιπτώσεις ενεργοποίησης, και γραμμής με μικρή κάθετη γραμμή στο ένα άκρο,  για τις περιπτώσεις καταστολής. Για παράδειγμα, η γνωστή περίπτωση του βρόχου αλληλεπίδρασης των γονιδίων p53 και Mdm2 απεικονίζεται με γραμμή με βέλος στο άκρο από το p53 προς το Mdm2 και με γραμμή με μικρή κάθετη γραμμή στο άκρο από το Mdm2 προς το p53. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα με τη σημειογραφία αυτή υποδηλώνεται το γεγονός ότι το p53 λειτουργεί ενεργοποιητικά προς το Mdm2 ενώ το τελευταίο δρα κατασταλτικά ως προς το πρώτο. 
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Δίκτυο 1. Ρύθμιση της λειτουργίας του p53 και επίπεδα έκφρασης σε φυσιολογικά και μετασχηματισμένα κύτταρα (M.Theobald and R.Offringa, Expert Reviews in Molecular Medicine, vol. 5, 2003, http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/03006185h.htm) 
Οι μηχανισμοί  που οδηγούν σε μείωση των steady-state επιπέδων p53 παρουσιάζονται με πράσινα βέλη ενώ αυτοί που οδηγούν σε αυξημένα επίπεδα του p53 παρουσιάζονται με κόκκινα βέλη. Οι συμπαγείς γραμμές υποδεικνύουν ενεργούς μηχανισμούς ενώ οι διακεκομμένες ανενεργούς μηχανισμούς. Τέλος, τα σύμβολα της πρόσθεσης και αφαίρεσης μέσα σε κύκλους ( + ή - ) υποδηλώνουν θετική και αρνητική επίδραση αντίστοιχα. 
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Δίκτυο 2. Δίκτυο αλληλεπίδρασης του γονιδίου p53 το οποίο απεικονίζεται στο δεξιό μέρος της εικόνας. (J.Hallinan, http://www.itee.uq.edu.au/~hallinan/net.html?print=1)
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Δίκτυο 3. Γονιδιακά δίκτυα με ενδείξεις «ειδικών βαρών» (πιθανοτήτων) (S.Kim, E.R.Dougherty, Y.Chen, K.Sivakumar, P.Meltzer, J.M.Trent and M.Bittner, Multivariate Measurement of Gene Expression Relationships, Genomics, vol.67, pp 201–209, 2000)
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Δίκτυο 4. Δράση του γονιδίου p53 για την επαγωγή παύσης του κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης (Lutter-Oppenheim, M. (2004) p53 and apoptosis, Biology of cell cycle, Queen’s University  http://130.15.90.59/Bio508_841/essays/Lutter-Hoppenheim.pdf  p.21, figure 5)
[image: image18.png]LAM Il Compartmental - [Plot]
@ File Edt View Show Compute Set Window Help

) e e o sz =

10°

1073 L L L L
o 10 20 oy 30 a0

For Help, press F1 T





Δίκτυο 5. Ρύθμιση της πρωτεΐνης Rb με μορφή κυκλώματος λογικών πυλών με boolean λογική. (I.Shmulevich, E.R.Dougherty and W.Zhang, “From Boolean to Probabilistic Boolean Networks as Models of Genetic Regulatory Networks”, Proceedings of the IEEE, vol.90, no. 11, 2002.)
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Δίκτυο 6. Η έμμεση συνεισφορά του γονιδίου p53 σε γεγονότα όπως η παύση της φάσης G2, η απόπτωση, η παύση και η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου και η επιδιόρθωση του DNA. (B.Pucci, M.Kasten and A.Giordano, “Cell Cycle and Apoptosis”, Neoplasia, vol. 2, no. 4, pp 291-299,  2000)
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Δίκτυο 7.  Συνεργασία διαφόρων γονιδίων για σύνθεση DNA (I.Shmulevich, E.R.Dougherty and W.Zhang, “From Boolean to Probabilistic Boolean Networks as Models of Genetic Regulatory Networks”, Proceedings of the IEEE, vol.90, no. 11, 2002.)
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Δίκτυο 8. Ρύθμιση του γονιδίου από τα γονίδια Mdm2 και PTEN (L.D.Mayo and D.B.Donner, “The PTEN, Mdm2, p53 tumor suppressor-oncoprotein network”, Trends in Biochemical Sciences, vo.27, no.9, pp 462-467, 2002.)
Δίκτυο 9. Η δράση του PTEN για την προώθηση της λειτουργίας του p53 (L.D.Mayo and D.B.Donner, “The PTEN, Mdm2, p53 tumor suppressor-oncoprotein network”, Trends in Biochemical Sciences, vo.27, no.9, pp 462-467, 2002.)
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Δίκτυο 10. Εκτενές δίκτυο αλληλεπίδρασης του γονιδίου p53 με άλλα γονίδια για επαγωγή παύσης του κυτταρικού κύκλου, απόπτωσης και παρεμπόδιση αγγειογένεσης. (B.Vogelstein, D.Lane and A.Levine, “Surfing the p53 network”, Nature, vol. 408, News and views feature, 2000)
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Δίκτυο 11. Ιικά ογκογονίδια και το δίκτυο του p53 (B.Vogelstein, D.Lane and A.Levine, “Surfing the p53 network”, Nature, vol. 408, News and views feature, 2000)
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Δίκτυο 12. Αριστερά παρουσιάζονται τα γονίδια που ενεργοποιούνται από το p53 και προκαλούν λειτουργίες όπως αυτορύθμιση, απόπτωση και παύση του κυτταρικού κύκλου. Δεξιά παρουσιάζονται τρεις διαφορετικοί σύνδεσμοι (COP1 κτλ) που όταν ενωθούν με τον υποδοχέα Ε2 προκαλούν ουμπικουιτυλίωση και υποβάθμιση του p53 καθώς και η ισοπεπτιδάση HAUSP η οποία μπορεί να αναιρέσει τις παραπάνω ενέργειες. (D.Lane, “From pathway to therapy”, Carcinogenesis, vol.25, no7, pp 1077-1081, 2004.)
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Δίκτυο 13. Η δράση του φυσιολογικού (wild type)  και του μεταλλαγμένου (mutant) γονιδίου p53.  (Lutter-Oppenheim, M. (2004) p53 and apoptosis, Biology of cell cycle, Queen’s University  http://130.15.90.59/Bio508_841/essays/Lutter-Hoppenheim.pdf  p.21, figure 16)
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[image: image29.emf]Δίκτυο 14. Έλεγχος της προόδου του κυτταρικού κύκλου από ρυθμιστικές πρωτεΐνες μέσω συγκεκριμένων μονοπατιών. (Lutter-Oppenheim, M. (2004) p53 and apoptosis, Biology of cell cycle, Queen’s University  http://130.15.90.59/Bio508_841/essays/Lutter-Hoppenheim.pdf  p.21, figure 9)
Δίκτυο 15.  Ο ρόλος του p53 στην επαγωγή παύσης του κυτταρικού κύκλου, απόπτωσης και σχηματισμού όγκου. (B.Pucci, M.Kasten and A.Giordano, “Cell Cycle and Apoptosis”, Neoplasia, vol. 2, no. 4, pp 291-299,  2000
[image: image30.emf]
Δίκτυο 16.  Το εξωτερικό και το εσωτερικό μονοπάτι επαγωγής απόπτωσης μέσω του γονιδίου p53. (S.Haupt, M.Berger, Z.Goldberg and Y.Haupt, “Apoptosis – the p53 network”, Journal of Cell Science, vol. 116, pp 4077-4085, 2003. )
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Δίκτυο 17.  Ρύθμιση του γονιδίου p53 μέσω του ΑΚΤ σε περιπτώσεις επαγωγής σημάτων στρες (αριστερά) και αυξητικών παραγόντων (δεξιά). (S.Haupt, M.Berger, Z.Goldberg and Y.Haupt, “Apoptosis – the p53 network”, Journal of Cell Science, vol. 116, pp 4077-4085, 2003. )
[image: image32.emf]


Δίκτυο 18. Δίκτυο αλληλεπίδρασης του p53 με διάφορα γονίδια, όπως το γονίδιο του καρκίνου του μαστού BRCA1. (K. W. Kohn,  Molecular interaction map of the mammalian cell cylce control and DNA repair systems. Mol. Biol. Cell, vol.10, pp 2703-2734, 1999  by R.V.Sole and R.Pastor-Sattoras, Complex Networks in Genomics and Proteomics, WILEY-VCH Verlag Berlin GmbH May 15, 2002) 
[image: image33.emf]
[image: image34.emf]Δίκτυο 19.  Μοντέλο του γενετικού κυκλώματος που ελέγχει τη λύση των γονιδίων λ στο E.coli (P.Smolen, D.A.Baxter and J.H.Byrne, “Modeling Transcriptional Control in Gene Networks – Methods, Recent Results, and Future Directions”, Bulletin of Mathematical Biology, vol.62, pp 247-292, 2000, available online at http://www.idealibrary.com)
[image: image35.emf]
Δίκτυο 20. Επαγωγή πολλαπλασιασμού, παύσης κυτταρικού κύκλου, εισόδου στον κυτταρικό κύκλο και απόπτωσης από το βρόχο αλληλεπίδρασης p53 – Mdm2 και άλλα γονίδια.(D.Chandra, Apoptosis and its implications in Cancer Therapy, UT/Science Park Summer Lecture Seminars, 2004)
1.3 Μοριακή και κυτταρική βιολογία του καρκίνου του μαστού

1.3.1 Ιστολογικοί τύποι καρκίνου του μαστού
Γενικά μπορούμε να διαχωρίσουμε τους καρκίνους σε εκείνους που διηθούν το στρώμα και τον αδένα, και σε εκείνους που δεν διηθούν και παραμένουν στο επιθήλιο έχοντας βέβαια όλα τα στοιχεία της κακοήθειας.
1.3.1.1 Μη διηθητικοί καρκίνοι

1.3.1.1.1 Πορογενές καρκίνωμα in situ
Περίπου σε ποσοστό 1% εμφανίζεται αυτό το ιστολογικό εύρημα. Είναι καρκίνος που ξεκινά απ'το επιθήλιο των γαλακτοφόρων πόρων. Αρχικά παραμένει μικρός και δε διηθεί το στρώμα των γύρω ιστών (δεν διαπερνά τη βασική μεμβράνη)  αλλά σε ένα ποσοστό 40% εξελίσσεται σε πορογενές διηθητικό. Συχνά είναι πολυκεντρικό και αυτό έχει διαπιστωθεί απ' τις υποτροπές σε άλλα σημεία του μαστού εάν αφαιρεθεί μόνο τοπικά. Η διάγνωση για τέτοιου είδους καρκίνωμα γίνεται εντελώς τυχαία κατά την εξέταση για καλοήθεις όγκους του αδένα.
1.3.1.1.2 Λοβιδιακό καρκίνωμα in situ
Όπως και το προηγούμενο έτσι κι αυτό είναι συνήθως τυχαίο ιστολογικό εύρημα που διαγνώσκεται κατά την ιστολογική εξέταση για καλοήθεις παθήσεις του μαστού. Προέρχεται απ'το επιθήλιο των τελικών μικρών γαλακτοφόρων πόρων του αδένα. Είναι πολυεστιακό σε ποσοστό 70% και αφορά και τους δύο μαστούς σε ποσοστό 20-40% των περιπτώσεων.

1.3.1.2 Διηθητικοί καρκίνοι

1.3.1.2.1 Πορογενές διηθητικό καρκίνωμα

Είναι ο πιο συχνός ιστολογικός τύπος καρκίνου του μαστού. Αποτελεί περίπου το 75% όλων των καρκίνων που εμφανίζονται στο μαστικό αδένα. Ονομάζεται και ΝOS (Not Otherwise Specified) καθώς δεν έχει κάποιο ιδιαίτερο ιστολογικό χαρακτηριστικό. Η νεοπλασία εμφανίζεται ως μάζα με όρια ακαθόριστα, σκληρο-ελαστική υφή. Συμπεριλαμβάνονται σ'αυτήν την κατηγορία και οι ιστολογικές μορφές με έντονη την ινώδη αντίδραση (σκιρρώδη) και τη μορφή του κομεδώνα. Το πορογενές διηθητικό καρκίνωμα γρήγορα τείνει να διηθήσει τα λεμφαγγεία και να δώσει μεταστάσεις στους μασχαλιαίους λεμφαδένες.
1.3.1.2.2 Μυελοειδές καρκίνωμα

Όχι πολύ συχνή ιστολογική μορφή (περίπου στο 5-7% των περιπτώσεων) παρουσιάζεται ως βλάβη μεγάλων διαστάσεων (κατά μέσο όρο 4-5 εκ.).Εντοπίζεται στα ανώτερα τεταρτημόρια του μαστού και συνήθως βαθιά προς τις πλευρές. Έχει σχετικά καλύτερη πρόγνωση απ'ότι το πορογενές διηθητικό. 

1.3.1.2.3 Σωληνώδες καρκίνωμα

Είναι κι αυτό αρκετά σπάνιο (1% των περιπτώσεων).Ελάχιστα μεταστατικό είναι η καλύτερη ιστολογική μορφή από άποψης πρόγνωσης σε σύγκριση με τους άλλους ιστολογικούς τύπους.
1.3.1.2.4 Βλεννώδες καρκίνωμα

Παρουσιάζεται σε ποσοστό περίπου 3% επί του συνόλου. Συνήθως αφορά ασθενείς σε μεγάλη ηλικία, και παρουσιάζει μια αργή ανάπτυξη ενώ μπορεί να φτάσει σε αρκετά μεγάλες διαστάσεις. Ψηλαφητικά έχει μαλακιά υφή με καλώς καθορισμένα όρια. Όσο δε μεγαλύτερο το ποσοστό βλεννώδους ιστού , τόσο καλύτερη και η ιστολογική του συμπεριφορά άρα και πρόγνωση.

1.3.1.2.5 Θηλώδες διηθητικό καρκίνωμα

Σχετικά σπάνιο και σε ποσοστό λιγότερο από 1%. Με πιο συχνή θέση εμφάνισης τα κατώτερα τεταρτημόρια του μαστού, είναι πιο συχνά η εξέλιξη ενός θηλώδους όγκου που αρχικά δεν ήταν διηθητικός και εξαλλάχτηκε. Είναι καρκίνοι με αργή σχετικά εξέλιξη και πριν δώσουν μεταστάσεις στους μασχαλιαίους λεμφαδένες λαμβάνουν μεγάλες διαστάσεις. Έχουν άριστη πρόγνωση εάν χειρουργηθούν σε αρχικό στάδιο. 

1.3.1.2.6 Λοβιδιακό διηθητικό καρκίνωμα

Αποτελεί το 5-10% επί του συνόλου των κακοηθειών του μαστού. Πολύ συχνά σε αυτή την ιστολογική μορφή παρατηρείται ο καρκίνος να είναι πολυεστιακός και με εμφάνιση και στους δύο μαστούς. Ιστολογικά αρκετά δύσκολη η διαφοροδιάγνωση του απ'το πορογενές καρκίνωμα με το οποίο παρουσιάζει μικροσκοπικά πολλές ομοιότητες.

1.3.1.2.7 Φλεγμονώδες καρκίνωμα (καρκινωματώδης μαστίτιδα)

Παρατηρείται σχεδόν πάντα σε νέες γυναίκες με ογκώδης μαστούς ή κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης ή ακόμη και κατά την περίοδο του θηλασμού. Είναι μια κλινική οντότητα περισσότερο και δεν αναφέρεται σε συγκεκριμένο ιστολογικό τύπο. Ο μαστός που πάσχει εμφανίζεται διογκωμένος και σκληρός με έντονο οίδημα και ερυθρότητα του δέρματος. Η τοπική θερμοκρασία είναι αυξημένη. Αυτός ο φλεγμονώδης χαρακτήρας οφείλεται σε φλεβική και λεμφατική στάση καθώς η καρκινική διήθηση των αγγείων είναι ταχύτατη. Σχεδόν πάντα τη στιγμή της διάγνωσης ανακαλύπτονται και μεταστάσεις στους περιοχικούς λεμφαδένες όπως στους μασχαλιαίους, τους υπερκλείδιους αλλά και σε πιο απομακρυσμένους. Αποτελεί μια από τις περιπτώσεις καρκίνου του μαστού με τη χειρότερη πρόγνωση.
1.3.1.2.8 Νόσος του Paget
Η συχνότητα του καρκίνου αυτού είναι από 1 έως 4%. Κλινικά η ασθενής αναφέρει εκζεματοειδείς αλλοιώσεις της θηλαίας άλω που προηγούνται για μεγάλο χρονικό διάστημα. Συνοδεύονται από κνησμό, καύσο και μικροαιμορραγίες. Ο όγκος είναι ψηλαφητός κάτω απ΄το δέρμα στα 2/3 των περιπτώσεων. Η διάγνωση τίθεται με βιοψία απ'τις εξελκώσεις που θα δείξει τα χαρακτηριστικά καρκινικά κύτταρα του Paget. 

1.3.1.3 Σαρκώματα του μαστού

Αποτελούν το 1-2% των καρκίνων του μαστού. Δεν προέρχονται απ'τον μαζικό αδένα. Εμφανίζονται σε οποιαδήποτε ηλικία και λαμβάνουν γρήγορα μεγάλες διαστάσεις ενώ σχετικά καθυστερούν να δώσουν μεταστάσεις στους μασχαλιαίους λεμφαδένες. Η μόνη θεραπεία τους είναι η χειρουργική σε πρώιμο στάδιο.

1.3.1.4 Καρκίνος στον αντρικό μαστό

Είναι πάρα πολύ σπάνιος και συνήθως εμφανίζεται σε άτομα μέσης και μεγάλης ηλικίας (με μέσο όρο τα 60). Προδιάθεση του είναι η γυναικομαστία. Λόγω έλλειψης λίπους στον ανδρικό μαστό ο καρκίνος γρήγορα διηθεί το δέρμα και το θωρακικό τοίχωμα. Έχει κακή πρόγνωση. Ιστολογικά δεν έχει διαφορές απ΄τον καρκίνο του γυναικείου φύλου.
1.3.2 Σταδιοποίηση του καρκίνου του μαστού

Η σταδιοποίηση του καρκίνου του μαστού γίνεται με βάση το «σύστημα Τ-Ν-Μ» και χρησιμοποιείται από τους θεράποντες γιατρούς για να προσδιορίσουν το μέγεθος και τη θέση του όγκου. Η εύρεση του σταδίου του καρκίνου του μαστού είναι ένας από τους σημαντικότερους παράγοντες που επηρεάζουν την επιλογή θεραπείας. Διάφοροι έλεγχοι όπως κλινική εξέταση του μαστού, βιοψία και απεικονιστικοί έλεγχοι όπως μαστογραφία, αξονική τομογραφία (CT), μαγνητική τομογραφία (MRI) και ακτινογραφία θώρακος. Επίσης στη σταδιοποίηση του καρκίνου σημασία έχουν και εξετάσεις αίματος οι οποίες διενεργούνται κατά κανόνα μετά από τους απεικονιστικούς ελέγχους για να πιστοποιηθεί η γενική κατάσταση υγείας της/του ασθενούς και να αποσαφηνιστεί η ενδεχόμενη ύπαρξη μεταστάσεως. 

Για τη σταδιοποίηση του καρκίνου, η Μεικτή Αμερικανική Επιτροπή για τον Καρκίνο (American Joint Committee on Cancer) χρησιμοποιεί ένα σύστημα τριών γραμμάτων: T (tumor size – μέγεθος όγκου), N (palpable nodes – ψηλαφίσιμοι λεμφαδένες), και  M (metastasis – μετάσταση):

Τ: Μέγεθος καρκινικού όγκου

Το γράμμα Τ ακολουθείται από ένα ψηφίο από το 0 έως το 4 και περιγράφει το μέγεθος της πρωτογενούς εστίας του όγκου και το εάν έχει εξαπλωθεί στο δέρμα ή στο θωρακικό τοίχωμα κάτω από το μαστό. Υψηλότερες τιμές της παραμέτρου Τ υποδεικνύουν μεγαλύτερο (γεωμετρικό) όγκο η/και εξάπλωση σε γειτονικούς με το μαστό ιστούς.

· ΤΧ: Απροσδιόριστο στάδιο (έλλειψη στοιχείων ικανών για να προσδιοριστεί ο όγκος )

· Τ0: Καμία ένδειξη όγκου

· Τis: Ο καρκίνος μπορεί να είναι λοβιδιακό καρκίνωμα  in situ (lobular carcinoma in situ (LCIS)) , πορογενές καρκίνωμα in situ (ductal carcinoma in situ (DCIS)),  νόσος του Paget 

· Τ1: Διάμετρος όγκου < 2cm
· T2: Διάμετρος όγκου μεταξύ 2 cm και 5cm
· Τ3: Διάμετρος όγκου μεγαλύτερη των 5cm
· Τ4: Διάμετρος όγκου αδιάφορου μεγέθους, εξάπλωση στο θωρακικό τοίχωμα και στους μαστικούς λεμφαδένες, φλεγμονώδης καρκίνος                                

Ν: Αδένες

Το γράμμα Ν ακολουθούμενο από ψηφία από 0 έως 3 είναι ενδεικτικό του αν ο καρκίνος έχει παρουσιάσει διήθηση στους λεμφαδένες κοντά στο μαστό και, αν αυτό συμβαίνει, εάν οι επηρεασμένοι λεμφαδένες συμφύονται σε άλλα ανατομικά μόρια. 

· ΝΧ: Απροσδιόριστο στάδιο(έλλειψη στοιχείων ικανών για να προσδιοριστεί ο όγκος)

· N0: Ο καρκίνος δεν έχει επεκταθεί στους αδένες   

· Ν1: Ο καρκίνος έχει επεκταθεί στους «ακίνητους» (που δεν συμφύονται σε άλλα ανατομικά μόρια)  μασχαλιαίους λεμφαδένες και βρίσκονται στην ίδια πλευρά με τον καρκίνο

· Ν2: Ο καρκίνος έχει επεκταθεί στους συμφυόμενους με κάποιο ανατομικό μόριο λεμφαδένες, στην ίδια πλευρά με τον καρκίνο

· Ν3: Ο καρκίνος έχει επεκταθεί σε άλλες λεμφαδενικές ομάδες όπως η μαστική και η υπερκλείδιος, στην ίδια πλευρά με τον καρκίνο 

Μ: Μετάσταση

Το γράμμα Μ ακολουθούμενο από τα  ψηφία 0 ή 1 φανερώνει το αν ο καρκίνος έχει ή όχι μετάσταση, αν δηλαδή έχει παρουσιαστεί σε άλλα, απομακρυσμένα, όργανα (π.χ. στους πνεύμονες ή τα οστά) ή σε λεμφαδένες που δεν είναι κοντά στο μαστό, όπως οι αδένες πάνω από το collarbone
· ΜΧ: Απροσδιόριστο στάδιο (έλλειψη στοιχείων ικανών για να προσδιοριστεί ο όγκος )

· Μ0: Δεν υπάρχει απομακρυσμένη μετάσταση σε άλλα όργανα

· Μ1: Απομακρυσμένη μετάσταση σε άλλα όργανα

Στάδια του καρκίνου του μαστού

Το κάθε στάδιο του καρκίνου του μαστού περιγράφει το μέγεθος και την έκταση την οποία έχει καταλάβει ο όγκος.
	Στάδια
	Tumor (T)
	Node (N)
	Metastasis (M)

	Στάδιο 0
	Tis
	N0
	M0

	Στάδιο Ι
	T1
	N0
	M0

	Στάδιο IIA
	T0
	N1
	M0

	
	T1
	N1
	M0

	
	T2
	N0
	M0

	Στάδιο IIB
	T2
	N1
	M0

	
	T3
	N0
	M0

	Στάδιο IIIA
	T0
	N2
	M0

	
	T1
	N2
	M0

	
	T2
	N2
	M0

	
	T3
	N1, N2
	M0

	Στάδιο IIIB
	T4
	N αδιάφορο
	M0

	
	T αδιάφορο
	N3
	M0

	Στάδιο IV
	T αδιάφορο
	N αδιάφορο
	M1


Source: American Joint Commission on Cancer and International Union Againist Cancer
Εικόνα 1. Σταδιοποίηση του καρκίνου του μαστού με βάση το ΤΝΜ σύστημα, από την American Joint Commission on Cancer and International Union Againist Cancer
Στάδιο 0. Ο όρος “in situ” σημαίνει «επι τόπου». Καρκίνος σταδίου 0 είναι ένας περιιορισμένος καρκίνος που δεν έχει εξαπλωθεί πέρα από το λοβιδιακό σύστημα του μαστού. Καρκίνοι του σταδίου αυτού συναντώνται σε ποσοστό δεκαπέντε με είκοσι τοις εκατό (15 – 20%) των συνολικών εμφανίσεων καρκίνου του μαστού. Δύο τύποι καρκίνου σταδίου 0 είναι το λοβιδιακό καρκίνωμα in situ (lobular carcinoma in situ, LCIS) και το πορογενές καρκίνωμα in situ (ductal carcinoma in situ, DCIS), οι οποίοι αναλύθηκαν παραπάνω.  

Στο σημείο αυτό πρέπει να επισημανθούν τα εξής:
· Τα τρέχοντα προγνωστικά κριτήρια μπορούν να δώσουν φτωχή πρόγνωση της πιθανότητας μετάστασης για μεμονωμένες περιπτώσεις ασθενών με καρκίνο του μαστού. Επομένως, πολλές γυναίκες λαμβάνουν κυτταροτοξική θεραπεία χωρίς λόγο.

· Τα χαρακτηριστικά γονιδιακής έκφρασης πρώιμων ανθρώπινων καρκίνων του μαστού προλέγουν με μεγαλύτερη ακρίβεια απ’ ότι τα τρέχοντα προγνωστικά κριτήρια το ποιοι ασθενείς είναι πολύ πιθανό να παρουσιάσουν υποτροπή και τελικά να καταλήξουν από μεταστατικό καρκίνο του μαστού και θα έπρεπε επομένως να λάβουν συμπληρωματική θεραπεία. 

· Νέα μοριακά δεδομένα έρχονται να αντικαταστήσουν το παραδοσιακό μοντέλο της μετάστασης και να υποδείξουν ότι η μεταστατική ικανότητα των καρκίνων του μαστού είναι ένα εγγενές αρχικό κληρονομικό χαρακτηριστικό και όχι απαραίτητα ένας όψιμα κεκτημένος φαινότυπος. 

· Ο τοπικός καρκίνος του μαστού (δηλαδή πρώιμου σταδίου) μπορεί να έχει ως ένα αρχέγονο κύτταρο «μη μεταστατικό, καλής πρόγνωσης», ενώ ο μεταστατικός καρκίνος του μαστού ίσως έχει ένα «μεταστατικό, κακής πρόγνωσης» αρχέγονο κύτταρο

1.3.3 Γονίδια του καρκίνου του μαστού 
Ακολουθεί μια επισκόπηση των γονιδίων που συναντώνται συχνά σε περιπτώσεις καρκίνου του μαστού

1.3.3.1 BRCA1
Πρόσφατα έχει αρχίσει η απομόνωση των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τον κληρονομικό καρκίνο του μαστού. Το 1994 το γονίδιο με το όνομα Γονίδιο Καρκίνου του Μαστού 1 (Breast Cancer Gene 1, BRCA 1) απομονώθηκε τελικά στο χρωμόσωμα 17, ένα από τα 23 ζεύγη χρωμοσωμάτων που υπάρχουν στα περισσότερα ανθρώπινα κύτταρα. Ένα μεταλλαγμένο BRCA 1 συνδέθηκε με ανάπτυξη καρκίνου του μαστού και των ωοθηκών.

Το 1995 οι επιστήμονες ανέπτυξαν πειραματικά τεστ για την ανίχνευση αρκετών προσφάτως εντοπισμένων γονιδίων, συμπεριλαμβανομένου του BRCA 1. Παρόλα αυτά, αρχικές μελέτες έδειξαν ότι η ύπαρξη του μεταλλαγμένου BRCA 1 δεν συνδέεται άμεσα με ανάπτυξη καρκίνου του μαστού.  Τουλάχιστον το 15% των γυναικών που φέρουν το μεταλλαγμένο γονίδιο δε θα αναπτύξουν ποτέ την ασθένεια. Το μεταλλαγμένο γονίδιο εμφανίζεται μόνο στο 5% των περιπτώσεων καρκίνου του μαστού που αναπτύσσονται. Αν μια γυναίκα αποδειχθεί αρνητική στο γονίδιο αυτό (δηλαδή δε φέρει το μεταλλαγμένο γονίδιο BRCA 1), αυτό δε σημαίνει απαραίτητα ότι δε θα αναπτύξει κατά τη διάρκεια της ζωής της καρκίνο του μαστού. 

1.3.3.2 BRCA2

Το γονίδιο αυτό βρίσκεται στο χρωμόσωμα 13. Όπως το BRCA1, έτσι και το BRCA2 φαίνεται να είναι παράγοντας πρόκλησης καρκίνου όταν μεταλλαχθεί και είναι σημαντικός παράγοντας για την εμφάνιση πολλών μορφών καρκίνου του μαστού. Μπορεί να σχετιστεί με την εμφάνιση καρκίνου του μαστού και σε γυναίκες και σε άνδρες. 

1.3.3.3 p53

Το γονίδιο αυτό σχετίζεται με την ανάπτυξη όλων σχεδόν των καρκίνων, ένας από τους οποίους είναι και ο καρκίνος του μαστού. Το p53, όπως έχει αναλυθεί και παραπάνω, ανήκει στην κατηγορία των γονιδίων – ογκοκαταστολέων. Όταν όμως καταστραφεί ή μεταλλαχθεί τότε χάνει την ικανότητα να μπλοκάρει την ανάπτυξη του κυττάρου. Αλλαγές στο γονίδιο έχουν ως αποτέλεσμα την αύξηση πιθανότητας εμφάνισης καρκίνου. Σχεδόν το 50% όλων των ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων περιέχουν μια μετάλλαξη του p53. Οι καρκίνοι αυτοί είναι πιο επιθετικοί και συνήθως θανάσιμοι. 

1.3.3.4 ATM
Μετά από σχεδόν μια δεκαετία εντατικής έρευνας, οι ερευνητές κατάφεραν να απομονώσουν ένα υπολειπόμενο (recessive) γονίδιο που αυξάνει το πιθανότητα ανάπτυξης κάποιων ειδών καρκίνου (όπως και μια σπάνια γενετική ασθένεια). Το γονίδιο ονομάζεται ataxia telangiectasia mutated (ATM) και μπορεί να εμπλακεί σε πολλούς καρκίνους, ανάμεσα στους οποίους βρίσκεται και ο καρκίνος του μαστού. Ο φυσιολογικός ρόλος του γονιδίου ΑΤΜ είναι ο έλεγχος της διαίρεσης του κυττάρου. Αν και οι ερευνητές δεν έχουν ανακαλύψει ακόμα γιατί ένα μεταλλαγμένο ΑΤΜ προκαλεί καρκίνο, εντούτοις το 1% των αμερικανών (το ποσοστό αυτό αντιστοιχεί σε πληθυσμό άνω των δύο εκατομμυρίων) έχει βρεθεί ότι φέρουν τουλάχιστον ένα αντίγραφο της ελλιπούς (;, defective) μορφής του γονιδίου. 

Εκτός από τη σύνδεσή του με τους διάφορους τύπους καρκίνου, το γονίδιο ΑΤΜ μπορεί να εξακριβώσει της ευαισθησία σε ακτινοβολία (ή ραδιενέργεια; radiation). Ο μεταλλαγμένος τύπος του ΑΤΜ συνδέεται στενά με μια παιδική πάθηση του νευρικού συστήματος ,γνωστή ως Ataxia Telangiectasia, ή ΑΤ. Η ΑΤ προσβάλλει 40.000 παιδιά στις ΗΠΑ και 200.000 παγκοσμίως κάθε χρόνο. 
1.3.3.5 p65

Με την πρόσφατη ανακάλυψη του γονιδίου αυτού, οι ερευνητές σκοπεύουν να αναπτύξουν ένα τεστ αίματος το οποίο θα ανιχνεύει καρκίνους του μαστού και του προστάτη σε πολύ πιο πρώιμο στάδιο απ’ ότι είναι σήμερα εφικτό. Ο μεταλλαγμένος τύπος του γονιδίου p65 συνδέεται με υπερπαραγωγή συγκεκριμένων ορμονών που μπορεί να συμβάλλουν στην ανάπτυξη καρκίνου του μαστού και του προστάτη. Το νέο τεστ αίματος, αποκαλούμενο δείκτης αίματος καρκίνου (tumor blood marker) πιστεύεται ότι θα επιτρέψει στους ιατρούς την παρακολούθηση της απόκρισης του ασθενούς σε θεραπεία καρκίνου. Τα επίπεδα της πρωτεΐνης p65 στο αίμα μειώνονται καθώς οι όγκοι καταστρέφονται μέσω της θεραπείας
Κεφάλαιο 2 

Μοριακά δίκτυα και οι Χάρτες Μοριακής Αλληλεπίδρασης (Molecular Interaction Maps, ΜΙΜ)

2.1 Μοριακά δίκτυα, επισκόπηση 
2.1.1 Εισαγωγή

Η φυσιολογική ανάπτυξη ενός κυττάρου εξαρτάται από σύνθετες αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών και γονιδίων που ρυθμίζουν βασικές λειτουργίες όπως η σύνθεση DNA, η έκφραση γονιδίων και η μετάδοση πληροφοριών. Διαταραχή της εσωτερικής ισορροπίας μεταξύ των στοιχείων του δικτύου αυτού μπορεί να οδηγήσει σε καρκινογένεση· επομένως η ανάμειξη με τα σήματα που μεταδίδονται από βιορυθμιστικά δίκτυα είναι ένα σημαντικό εργαλείο στη θεραπεία του καρκίνου. Πρόσφατα, η γνώση όσον αφορά στα μόρια που συνεργάζονται για τη ρύθμιση της ανάπτυξης του κυττάρου έχει επεκταθεί αρκετά. Οι ερευνητές που εστιάζουν στη χρήση σύγχρονης βιολογίας στην καταπολέμηση του καρκίνου χρειάζονται εργαλεία για να οργανώσουν μια τεράστια συλλογή οντοτήτων, όπως η περιγραφή βιορυθμιστικών μορίων, των  τροποποιήσεών τους (π.χ. φωσφορυλίωση) και των συμπλεγμάτων που διαμορφώνουν. 

Ένα από τα μεγαλύτερα εμπόδια στην οργάνωση της μοριακής γνώσης είναι η έλλειψη μιας κοινής γλώσσας που θα επέτρεπε στους επιστήμονες να επεξεργαστούν και να παρουσιάσουν δεδομένα σε μια ακριβή, καθορισμένη και, προτιμότερο, αναγνώσιμη από τον υπολογιστή γλώσσα. Μέχρι προσφάτως οι ερευνητές συνήθως περιγράφουν βιοχημικά μονοπάτια με τη βοήθεια διαγραμμάτων τύπου κινουμένων σχεδίων (cartoon-like) τα οποία όμως είναι συχνά ελλειπή και συγκεχυμένα. Παρουσιάζουν συνήθως τα μόρια σε κύκλους ή ελλειψοειδή τα οποία συνδέονται μεταξύ τους με βέλη. Αυτό όμως δεν είναι αρκετά ακριβές: για παράδειγμα, ένα βέλος μεταξύ δύο στοιχείων θα μπορούσε να σημαίνει αύξηση ποσότητας, αύξηση λειτουργίας ή τροποποίηση ενός μορίου από ένα άλλο. Επιπλέον, πολλά ένζυμα στα δίκτυα αυτά είναι υποστρώματα για άλλα ένζυμα, όπως και πολλά μόρια συχνά υπόκεινται σε τροποποιήσεις που αλλάζουν τις συνδετικές ή ενζυματικές τους ικανότητες. Ακόμα, οι ρυθμιστικές πρωτείνες μπορούν να σχηματίσουν πολυμοριακά συμπλέγματα τα οποία θα έχουν διαφορετικές λειτουργίες, ανάλογα με τη σύνθεσή τους και τις τροποποιήσεις τους. Τελικά, κάθε τομέας μέσα σε ένα ρυθμιστικό μόριο μπορεί να έχει τις δικές του συνδετικές, τροποποιήσεις και ενζυματικές λειτουργίες. Έτσι η λειτουργία ενός μορίου και οι διαδραστικές του ικανότητες μπορεί να εξαρτώνται από την τροποποιημένη κατάστασή του και από άλλα μόρια με τα οποία μπορεί να συνδέεται. Όλες αυτές οι αλληλεπιδράσεις πρέπει να ληφθούν υπόψιν για να επιτευχθεί πλήρης κατανόηση του  συστήματος. 

Προσφάτως, δε, παρατηρείται ένας κατακλυσμός πληροφοριών που αφορούν μοριακές αλληλεπιδράσεις σχετιζόμενες με κυτταρικές λειτουργίες όπως η κυτταρική διαίρεση, η διαφοροποίηση και ο θάνατος. Είναι επομένως επιτακτική η ανάγκη εύρεσης μιας γενικά αποδεκτής γραφικής σημειογραφίας για διαγράμματα βιορυθμιστικών δικτύων τα οποία να μπορούν να χρησιμοποιηθούν με τρόπο παρόμοιο με τα ηλεκτρονικά κυκλωματικά διαγράμματα. 
Σύμφωνα με τους Ideker et al (2001) τα διαγράμματα μπορεί να είναι «μια σημαντικότατη βοήθεια στη βαθύτερη κατανόηση ενός μοντέλου, στην πρόβλεψη πιθανών πειραματικών αποτελεσμάτων και στη μετατροπή των μοντέλων σε άλλες μορφές. Οι Kurata et al (2003) επισημαίνουν ότι «χωρίς σταθερούς και ευκρινείς κανόνες παρουσίασης όχι μόνο χάνεται πληροφορία αλλα υπάρχει και ο κίνδυνος να διαδοθεί λανθασμένη πληροφόρηση». Τα διαγράμματα που χρησιμοποιούνται συνήθως για να καταδείξουν βιορυθμιστικά σχήματα, παρόλα αυτά, είναι συχνά ατελή και διφορούμενα, συγκεχυμένα, επαμφοτερίζοντα (Pirson et al, 2000). Τα βιορυθμιστικά δίκτυα είναι πολύ δυσκολότερο να αποδοθούν σε διάγραμμα σε σχέση με τα κλασσικά μεταβολικά μονοπάτια λόγω του κυριάρχου ρόλου των πολυμοριακών συμπλεγμάτων, των πρωτεινικών διαφοροποιήσεων και των πρωτεϊνών με περισσότερους του ενός τομείς (Kohn, 1999, 2001). Σε μια προσπάθεια λύσης του προβλήματος, προτάθηκε μια γραφική σημειογραφία για τους χάρτες μοριακής αλληλεπίδρασης (MIMs) από τους Kohn, 1999 και Aladjem et al, 2004 και χρησιμοποιήθηκε στη δημιουργία χαρτών διαφόρων βιορυθμιστικών δικτύων (Kohn, 1999, 2001, Kohn et Bohr, 2002, Kohn et al, 2003, 2004, Pommier, 2005; http://discover.nci.nih.gov/mim/). Παρακάτω περιγράφεται η προτεινόμενη σημειογραφία λεπτομερώς και με παραδείγματα. 

2.2 Γλώσσα ΜΙΜ

2.2.1 Εισαγωγή

Το MIM (Molecular Interaction Map – Χάρτης Μοριακής Αλληλεπίδρασης) είναι ένα διάγραμμα ικανό να παρέχει μια σαφή παρουσίαση δικτύων που περιέχουν πολύ-πρωτεινικά συμπλέγματα, τροποποιήσεις πρωτεινών, και ένζυμα που αποτελούν υπόστρωμα για άλλα ένζυμα. Αυτή η γραφική παρουσίαση κάνει δυνατή την απεικόνιση σχεδόν όλων των ενεργειών στις οποίες συμμετέχει ένα μόριο και μπορεί να περιγράψει και λειτουργίες που λαμβάνουν χώρα σε ένα βιορυθμιστικό δίκτυο. Με σκοπό τη διευκόλυνση της σύνδεσης του χάρτη με βάσεις δεδομένων, κάθε μοριακό είδος παρουσιάζεται μόνο μία φορά σε κάθε διάγραμμα.
Μια μοναδική καινοτομία της σημειογραφίας αυτής των ΜΙΜ είναι ότι μπορεί να δείξει όλες τις γνωστές αλληλεπιδράσεις και να επιτρέψει σε άγνωστα ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης να μείνουν απροσδιόριστα μέχρι οι ζητούμενες λεπτομέρειες να καταστούν διαθέσιμες. Υπο αυτή την έννοια τα ΜΙΜ διαγράμματα χαρακτηρίζονται «ευριστικά». 
Έτσι, ένα ευριστικό ΜΙΜ υπάρχει πιθανότητα να μην παρέχει όλες τις ζητούμενες πληροφορίες για την υπολογιστική προσομοίωση. Παρόλα αυτά, από ένα ευριστικό ΜΙΜ μπορεί να προκύψουν συγκεκριμένα μοντέλα προς υπολογιστική προσομοίωση, μετασχηματιζόμενα σε σαφή διαγράμματα με τη βοήθεια υποσυνόλου των συμβόλων των ΜΙΜ (Kohn, 2001). Τα ευριστικά ΜΙΜ είναι «κανονικά», με την έννοια ότι δεν περιορίζονται στην περιγραφή συγκεκριμένων κυτταρικών τύπων ή καταστάσεων και δεν εξαρτώνται από τον τύπο ή την κατάσταση του κυττάρου, ούτε υποδεικνύουν συγκεκριμένη αλληλουχία γεγονότων. Αντί αυτού, καταδεικνύουν τις αλληλεπιδράσεις μου μπορεί να συμβούν εάν τα συμπλεκόμενα μόρια είναι παρόντα στον ίδιο τόπο, την ίδια ώρα. Ένα διάγραμμα ειδικό για συγκεκριμένο τύπο ή κατάσταση κυττάρου μπορεί να εξαχθεί από έναν κανονικό χάρτη διαγράφοντας τα μόρια που δεν εκφράζονται καθώς και τις αλληλεπιδράσεις που δεν συμβαίνουν λόγω έλλειψης φυσικής γειτνίασης.  Ένα συγκεκριμένο μονοπάτι ή αλληλουχία γεγονότων μπορεί να αναπαρασταθεί σε ένα κανονικό χάρτη αριθμώντας ή/και τονίζοντας τις σχετιζόμενες αλληλεπιδράσεις  όπως περιγράφεται και απεικονίζεται παρακάτω. 

Ακόμα και όταν ένα δίκτυο αναπαρίσταται σε ένα ξεκάθαρο διάγραμμα, η κατανόηση της λειτουργίας του μπορεί να απαιτεί υπολογιστική προσομοίωση ευλογοφανών μοντέλων (Ideker et al, 2001b). Παραφράζοντας τον E.O.Wilson (quoted by Strogatz, 2001) «η μεγαλύτερη πρόκληση στην κυτταρική βιολογία σήμερα είναι η ακριβής και πλήρης περιγραφή των σύνθετων συστημάτων. Η σημειογραφία των ΜΙΜ μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να περιγράψει τι είναι γνωστό για ένα σύστημα και να ορίσει ακριβή/σαφή μοντέλα για υπολογιστική προσομοίωση (Kohn, 1998, 2001; Kohn et al., 2004; http://discover.nci.nih.gov/mim/)

Στη γλώσσα ΜΙΜ χρησιμοποιείται ένας μικρός αριθμός ορισμένων συγκεκριμένων  γραφικών συμβόλων που απεικονίζουν κάθε τύπο μοριακής αλληλεπίδρασης. Κάθε μόριο παρουσιάζεται ένα σημείο του διαγράμματος και οι αλληλεπιδράσεις σημειώνονται με ένα βέλος ή μια κάθετη γραμμή στο τέλος κάθε συνδετικής γραμμής. Λόγω του ότι τροποποιημένα μόρια και πολυμοριακά συμπλέγματα μπορεί να έχουν διαφορετικές ιδιότητες από τα αρχικά μόρια, το αποτέλεσμα κάθε αλληλεπίδρασης (όπως ένα φωσφορυλιωμένο μόριο ή ένα πολυμοριακό σύμπλεγμα) απεικονίζεται ως κύκλος ή «κόμβος» πάνω σε μια γραμμή αλληλεπίδρασης. 

2.2.2 Μοριακά είδη

 Τα διαγράμματα ΜΙΜ έχουν δύο είδη μοριακών ειδών: τα «στοιχειώδη (elementary) » και τα «σύνθετα (complex) » (Εικόνα 2). Τα σύνθετα είδη είναι συνδυασμοί ή τροποποιήσεις των στοιχειωδών ειδών. 
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Εικόνα 2.  Σύμβολα μοριακών ειδών. Τα στοιχειώδη μοριακά είδη είναι τα (a)-(c). Τα complex μοριακά είδη προκύπτουν ως αποτέλεσμα αλληλεπιδράσεων και χαρακτηρίζονται από μικρούς κύκλους («κόμβους») τοποθετημένους σε μια γραμμή αλληλεπίδρασης (d-g). (a) Το όνομα μιας  πρωτεΐνης ή του RNA μπορεί να είναι μέσα σε ένα «cartouche». (b) Εναλλακτικά, το «cartouche» μπορεί να περιέχει ονόματα περιοχών (domain names). Τα ονόματα περιοχών κατατάσσονται με N-to C-terminal σειρά από αριστερά προς τα δεξιά. Στη συνέχεια το όνομα της πρωτεΐνης τοποθετείται δίπλα στο αριστερό άκρο του «cartouche». (c) Τα στοιχεία νουκλεοτιδικής ακολουθίας (π.χ. στοιχεία προωθητών) τοποθετούνται σε ένα κουτί. (d) Τα πολυμερή απεικονίζονται με κόμβους τοποθετημένους στις συνδέουσες γραμμές αλληλεπίδρασης: (e) Τα τροποποιημένα (π.χ. φωσφορυλιωμένα) είδη υποδεικνύονται από κόμβους τοποθετημένους στη γραμμή τροποποίησης. Έτσι, ένας κόμβος σε μια γραμμή φωσφορυλίωσης αναπαριστά το φωσφορυλιωμένο μόριο (π.χ. το αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης). (f) Ένας απομονωμένος κόμβος στο τέλος μιας γραμμής αλληλεπίδρασης αναπαριστά άλλο ένα αντίγραφο του μοριακού είδους το οποίο αναπαρίσταται στο άλλο άκρο της γραμμής. Έτσι, το x αναπαριστά άλλο ένα αντίγραφο του Α και το y αναπαριστά το ομοδιμερές Α:Α, το οποίο είναι το αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης. (g) Ένας κόμβος σε μια γραμμή χωρίς βέλη στις άκρες υποδηλώνει το αποτέλεσμα του συνδυασμού των δύο μορίων που βρίσκονται στις άκρες της γραμμής (βλ. Εικόνα 3d και 5i για παραδείγματα)                                                                                                               
Τα στοιχειώδη πρωτεϊνικά είδη συνδέονται με ένα «cartouche» (ένα τετράγωνο με στρογγυλεμένα άκρα) και κατονομάζονται. Το όνομα μπορεί να είναι μέσα στο «cartouche», όπως στην Εικόνα 2a. Εναλλακτικά, το «cartouche» μπορεί να περιέχει ονόματα περιοχών (domain names), περίπτωση κατά την οποία το όνομα της πρωτεΐνης τοποθετείται δίπλα στο δεξιό άκρο του «cartouche», όπως στην Εικόνα 2b. Εάν κάποιες πρωτεΐνες παρουσιάζονται συνήθως μαζί, ως μια μονάδα, μπορούν να ονομαστούν μέσα στο ίδιο «cartouche» και να μεταχειριστούν ως στοιχειώδη είδη. 

Στοιχεία του DNA, όπως οι προαγωγείς (promoters), απεικονίζονται με ένα κουτί. Το όνομα του στοιχείου ή του προαγωγέα μπορεί να είναι μέσα στο κουτί, όπως στην Εικόνα 2c. Εναλλακτικά, το κουτί μπορεί να περιέχει μια κοινή ακολουθία, και τότε το όνομα του στοιχείου μπορεί να τοποθετηθεί πάνω ή κάτω από το κουτί. 

Τα σύνθετα είδη από γεμισμένους κύκλους («κόμβους») που τοποθετούνται πάνω σε γραμμές αλληλεπίδρασης. Ένας κόμβος αναπαριστά το μοριακό είδος που παράγεται ως συνέπεια της αλληλεπίδρασης. Για παράδειγμα, διάφορες αλληλεπιδράσεις παράγουν πολυμερή (multimers) (όπως οι κόμβοι x και y στην Εικόνα 2d ή ο κόμβος y στην Εικόνα 2e) και οι τροποποιήσεις παράγουν τροποποιημένα είδη (όπως ο κόμβος x στην Εικόνα 2e).

Για τη δήλωση ενός ομοδιμερούς χρησιμοποιείται η σύμβαση απομονωμένος κόμβος (Εικόνα 2f) με την οποία αποφεύγεται η παρουσίαση του ίδιου στοιχειώδους ομοδιμερούς δύο φορές. Απομονωμένος κόμβος ορίζεται ως το (άλλο ένα) αντίγραφο του ίδιου είδους που παρουσιάζεται στο άλλο άκρο της γραμμής αλληλεπίδρασης. Συνεπώς, ο κόμβος x είναι άλλο ένα αντίγραφο του Α και ο κόμβος y είναι το ομοδιμερές Α:Α.

Το σύμβολο συνδυασμού κατάστασης (state-combination) (Εικόνα 2g) επεξηγείται σε συνδυασμό με την Εικόνα 3d. 

[image: image38.png]Type aquestion for help X
o ype a P

724

| 59 v

>

Rename.

Remove.

 —
C—
25 coocooco

For Help, press F1 e

“oma

o~ Iy uostopes~ \ % 0 O B 4 |&-L-A- seg.
Page 12 Sec 1 12f12 At 18.1em Ln 11 Col 1 REC_TRK EXT OV Gresk Ox

“0o o

ol iSHEY Y|\,





Εικόνα 3. Συνδέσεις αλληλεπιδράσεων. (a) Πολλαπλή σύνδεση στο ίδιο μόριο. Τα B και C  προσδένονται σε διαφορετικές περιοχές του Α. (b) Αμοιβαία αποκλειστική σύνδεση (allosteric). (c) Ανταγωνιστική σύνδεση (ίδια περιοχή). Οι κόμβοι x και y αναπαριστούν τα διμερή A:B και A:C, αντίστοιχα. Ο κόμβος z αναπαριστά τη σύνδεση του Α στο B ή το C. (Η γωνία στη διακλάδωση που οδηγεί στα  B και C  πρέπει να είναι μικρότερη από 90ο έτσι ώστε να μην υπονοεί ότι το B μπορεί να ενωθεί με το  C). Ο κόμβος w αναπαριστά τη σύνδεση του D με το A:B ή το A:C. (d) Σύνδεση συγκεκριμένης περιοχής. Τα B και C συνδέονται με την πρωτεΐνη Α στις περιοχές domain-1 και domain-2, αντίστοιχα. Το D συνδέεται με την Α αλλά δεν καθορίζεται σε ποια περιοχή του. Ο κόμβος w αναπαριστά τη σύνδεση του Α με το B στην περιοχή domain-1 και με το C στην περιοχή domain-2. (e) Ενδομοριακή (intramolecular) σύνδεση. Η σύνδεση μεταξύ των περιοχών domain-1 και domain-2  μέσα στο ίδιο μόριο (in cis σύνδεση). Ο κόμβος αναπαριστά την πρωτεΐνη Α η οποία περιέχει τον ενδομοριακό αυτό σύνδεσμο. (f) Διαμοριακή (intermolecular) σύνδεση μεταξύ συγκεκριμένων (indicated) περιοχών ενός ομοδιμερούς: οι περιοχές domain-1 και domain-2 σε διαφορετικά μόρια του ίδιου τύπου ενώνονται in trans για το σχηματισμό ενός ομοδιμερούς (το οποίο αναπαριστάται από τον κόμβο)
Η σημειογραφία ΜΙΜ παρέχει συμπαγή διαγράμματα μέσα στα οποία διάφορα μονοπάτια αντίδρασης και διεργασίες μπορούν να ανιχνευτούν. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα ευρετικά ΜΙΜ διαγράμματα είναι κανονικά, με την έννοια ότι  δεν προσδιορίζουν μια συγκεκριμένη διεργασία ή ακολουθία γεγονότων. Ένας ευριστικός χάρτης μπορεί να περιέχει τα συστατικά για πολλαπλές διεργασίες ή ακολουθίες γεγονότων (μονοπάτια) τα οποία μπορεί να λειτουργούν ταυτόχρονα ή μπορεί να είναι συγκεκριμένα για κάποιους κυτταρικούς τύπους. Συγκεκριμένα μονοπάτια παρόλα αυτά μπορούν να τονιστούν σε έναν κανονικό χάρτη (http://discover.nci.nih.gov/mim/). Η Εικόνα 1 (σελ. 68) δείχνει έναν κανονικό χάρτη μέσα στον οποίο μια επίδραση μεταφέρεται από ένα σημείο (ΑΤΜ) σε ένα άλλο (p53) με τέσσερις διαφορετικούς τρόπους. Ο ίδιος κανονικός χάρτης αναπτύσσεται σε τέσσερις πίνακες, στον καθένα από τους οποίους τονίζεται ένα διαφορετικό μονοπάτι. Και τα τέσσερα αυτά  μονοπάτια οδηγούν στο ίδιο αποτέλεσμα. 

Τα επίπεδα του p53 στα κύτταρα συνήθως διατηρούνται πολύ χαμηλά, μέσω έμμεσης υποβάθμισης από το Mdm2. Ως απόκριση σε καταστροφή του DNA, το p53 αυξάνει σε ποσότητα και σε ενέργεια και λειτουργεί για να μεταγράψει γονίδια που καταστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο ή που αρχικοποιούν τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση). Κάποιοι τύποι καταστροφής DNA οδηγούν σε αυξημένα επίπεδα των προϊόντων του γονιδίου ΑΤΜ. 
2.3 Πως διαβάζονται οι χάρτες

Στους χάρτες μοριακής αλληλεπίδρασης κάθε μόριο απεικονίζεται μόνο μια φορά. Μια ποικιλία ορισμένων γραμμών σύνδεσης χρησιμεύει στην περιγραφή των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των μορίων. Παρακάτω φαίνεται μια περίληψη των παραδοχών που χρησιμοποιούνται στην περιγραφή/απεικόνιση των δυαδικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ των μορίων. Πολυμοριακά συμπλέγματα ή τροποποιημένες μορφές περιγράφονται στην απεικόνιση υπό μορφή κόμβων τοποθετούμενων πάνω στις γραμμές. Μια γραμμή μπορεί να προέρχεται είτε από ένα ονομαζόμενο μοριακό είδος ή από ένα κόμβο και μπορεί να τερματίζει σε ένα μοριακό είδος ή σε ένα κόμβο ή σε μια άλλη γραμμή. Γραμμές που διασταυρώνονται δεν υποδηλώνουν αλληλεπίδραση. 

2.3.1 Σύμβολα χαρτών
Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1) παρουσιάζονται οι συμβολισμοί που χρησιμοποιεί η γλώσσα MIM  για να αναπαραστήσει γονίδια, πρωτεΐνες  και  άλλα μοριακά είδη ή λειτουργίες. Επίσης ,στο τέλος του πίνακα αυτού παρατίθενται ορισμένα σύμβολα μοριακής αλληλεπίδρασης τα οποία αναλύονται εκτενέστερα στον επόμενο πίνακα (Πίνακας 2)
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Πίνακας 1. Σύμβολα μοριακών ειδών και μοριακών διεργασιών.
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Πίνακας 2. Σύμβολα μοριακών αλληλεπιδράσεων 
Στον παραπάνω πίνακα παρουσιάζονται πιο αναλυτικά τα  σύμβολα μοριακής αλληλεπίδρασης. Οι αλληλεπιδράσεις είναι δυο ειδών: αντιδράσεις (a-h) και ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης (contigencies) (i-l). Οι αντιδράσεις λειτουργούν σε (δείχνουν σε) μοριακά είδη, ενώ τα ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης λειτουργούν σε αντιδράσεις ή σε άλλες πιθανότητες αλληλεπίδρασης. (a) Μη ομοιοπολική  (δηλαδή αναστρέψιμη) σύνδεση δεικνύεται από γραμμή με βέλη και στα δυο άκρα της (διπλό βέλος). (b) Ομοιοπολική σύνδεση δεικνύεται από ένα απλό βέλος. (c) Στοιχιομετρική αντίδραση (τα αντιδρώντα μετατρέπονται σε αντίστοιχο αριθμό μορίων-παραγώγων) δεικνύεται από βέλος με τριγωνική άκρη μαύρου χρώματος. Το σύμβολο αυτό μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για συμβάντα μετατόπισης (translocation) καθώς τα μόρια εξαφανίζονται από μια τοποθεσία και επανεμφανίζονται σε άλλη, το λογικό ανάλογο μιας στοιχιομετρικής αντίδρασης (d) Η παραγωγή ενός μοριακού είδους χωρίς απώλεια μακρυμοριακών αντιδρώντων (reactants) (όπως στη μεταγραφή ή τη μετάφραση) δεικνύεται με ένα βέλος με τριγωνική άκρη άσπρου χρώματος το οποίο δείχνει σε κάποιο μοριακό είδος (Μικρά πανταχού παρόντα (ubiquitous) μόρια όπως το ATP συχνά μπορεί να αγνοηθούν)  (e) Η παραγωγή μέσω μεταγραφής ενδείκνυται από  από ένα ανοικτό τρίγωνο στην άκρη μιας τεθλασμένης γραμμής (f) Διάσπαση ενός ομοιοπολικού δεσμού ενδείκνυται από μια ζιγκ-ζαγκ γραμμή (g) Η υποβάθμιση (degradation) ενδείκνυται με από ένα βέλος με μαύρο τρίγωνο στην άκρη και το οποίο δείχνει σε ένα σύμβολο ( (null)   (h) Η αντίδραση μεταξύ διαφορετικών μορίων του ιδίου τύπου (αντίδραση in trans) ενδείκνυται με ένα σύμβολο κενού στη γραμμή σύνδεσης (i) Η ενεργοποίηση μιας διεργασίας ενδείκνυται από ένα βέλος με τριγωνική άκρη άσπρου χρώματος το οποίο δείχνει σε γραμμή αλληλεπίδρασης (j) Εάν ο ενεργοποιητικός παράγοντας είναι μια απαίτηση (requirement), προστίθεται μια κάθετη γραμμή πριν την άκρη του άσπρου βέλους (k) Η καταστολή ενδείκνυται από μια κάθετη γραμμή στο τέλος της γραμμής αλληλεπίδρασης (l) Η ενζυματική κατάλυση ενδείκνυται με έναν ανοικτό κύκλο στο τέλος της γραμμής αλληλεπίδρασης
2.4 Παράδειγμα 1 – Τα τέσσερα μονοπάτια ενεργοποίησης του p53 από το ΑΤΜ

Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 1) παρουσιάζονται τέσσερα μονοπάτια μέσω των οποίων ο ΑΤΜ μπορεί να αυξήσει την ποσότητα του μεταγραφικά ενεργού p53.
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Εικόνα  1. Τα τέσσερα μονοπάτια ενεργοποίησης του p53 από το ΑΤΜ
Πιο αναλυτικά,  (a) το ΑΤΜ φωσφορυλιώνει το p53. Η φωσφορυλίωση αυτή εμποδίζει τη σύνδεση του p53  στο Mdm2, εμποδίζοντας έτσι τη γρήγορη- εξαρτώμενη απο το Mdm2- μείωση του p53 (b) Άλλο ένα αποτέλεσμα της – εξαρτώμενης από το ATM - φωσφορυλίωσης του p53 είναι η ενεργοποίηση της σύνδεσης του p53 με το p300 (το οποίο πιθανότατα συναγωνίζεται με το Mdm2 για τη σύνδεση με το p53). Το p300 στη συνέχεια ακετυλιώνει το p53, υποκινώντας έτσι τη σύνδεση του p53 στον προωθητή και ενεργοποιώντας τη μεταγραφή. (c) Το ΑΤΜ φωσφορυλιώνει το Mdm2, μπλοκάροντας έτσι τη σύνδεση p53:Mdm2 και την μείωση του p53 όπως στο μονοπάτι a (d) Το ΑΤΜ φωσφορυλιώνει τα Chk2 Thr68 υποκινώντας έτσι την Chk2 αυτοφωσφορυλίωση του Ser516, το οποίο ενεργοποιεί το Chk2. Το Chk2 μπορεί μετά να φωσφορυλιώσει το p53 με συνέπειες ανάλογες με αυτές των μονοπατιών a και b.

Οι τέσσερις πίνακες της Εικόνας 1 υπογραμμίζουν επομένως αντίστοιχο αριθμό μονοπατιών μέσω των οποίων το ΑΤΜ μπορεί να εντείνει τη δράση του p53. Συνοψίζοντας,   τα μονοπάτια a, c και d το αποτέλεσμα είναι αρχικά καταστολή της υποβάθμισης (degradation) του p53 λόγω της κατάργησης της σύνδεσης p53:Mdm2. Το μονοπάτι b, από την άλλη μεριά, εκτός του ότι σταθεροποιεί το p53, οδηγεί σε αυξημένη συνδεσιμότητα των  προωθητών και σε αυξημένη μεταγραφική ικανότητα. Επιπλέον συμβατά μονοπάτια (που δεν υπογραμμίζονται εδώ) «μπορούν να πάνε από το δρόμο» του c-Abl (Kohn and Pommier, 2005; http://discover.nci.nih.gov/mim/). 
2.5 Παράδειγμα 2 – Δίκτυο επαγωγής έναυσης αντιγραφής DNA
Παρακάτω (Εικόνα 1) παρουσιάζεται ένα πλήρες δίκτυο ΜΙΜ στο οποίο μπορούν να ανιχνευθούν όλες οι παραπάνω λεπτομερείς αναφορές σχετικά με τη σημειογραφία της γλώσσας αυτής. Στον Χάρτη αυτό Μοριακής Αλληλπείδρασης απεικονίζονται όλοι οι εμπλκόμενοι παράγοντες, γονίδια, προωτεΐνες διαφόρων ειδών, οι οποίοι οδηγούν το κύτταρο στην έναυση της διαδικασίας που απαιτείται για την αντιγραφή του DNA. Πιο συγκεκριμένα, οι μοριακές αλληλεπιδράσεις που εμπλέκονται στην αντιγραφή του DNA εξασφαλίζουν τη μια και μοναδική αντιγραφή του γονιδιώματος σε κάθε κυτταρικό κύκλο. Τα μοριακά μονοπάτια που εμπλέκονται στην αντιγραφή μπορούν να χωριστούν σε τρεις σαφής συνισταμένες: σε αλληλεπιδράσεις αδειοδότησης (licencing), αρχικοποίησης και ρύθμισης. Κατά τη διάρκεια της αδειοδότησης, η οποίο συμβαίνει προς το τέλος της μίτωσης και την αρχή της φάσης G1, μεταμιτωτική μη διπλασιασμένη (unreplicated) χρωματίνη συνδέει διάφορα πρωτεϊνικά συμπλέγματα.  Η αρχικοποίηση της αντιγραφής του DNA, η οποία λαμβάνει χώρα κατά τη διάρκεια της S φάσης, απαιτεί την ύπαρξη παραγόντων που συλλέγουν τα επιμέρους συστατικά του μηχανισμού της αντιγραφής.  Μετά την αντιγραφή, τα πρωτεϊνικά συμπλέγματα που σχηματίζουν τον παράγοντα αδειοδότησης μπορούν να εγκαταλείψουν το DNA το οποίο πλέον δεν θα είναι υπόστρωμα για περεταίρω αρχικοποιήσεις. Ρυθμιστικές αλληλεπιδράσεις μπορεί να συμβούν σε αδειοδοτημένης ή μη αδειοδοτημένες χρωματίνες ως απόκριση σε περιβαλλοντικές συνθήκες που καθορίζουν το αν τα κύτταρα θα προβούν σε ή θα σταματήσουν την πορεία τους στον κυτταρικό κύκλο. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές, αρχικά μέσω τροποποιήσεων της κατάστασης φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών που εμπλέκονται σε αδειοδότηση και αρχικοποίηση, καθορίζουν το αν η αντιγραφή θα συμβεί βάσει ενός συγκεκριμένου προτύπου, κατά τη διάρκεια κάποιας συγκεκριμένης χρονικής στιγμής του κυτταρικού κύκλου. 

[image: image3]
Εικόνα 1. Χάρτης Μοριακής Αλληλεπίδρασης που οδηγεί στην έναρξη της διαδικασίας αντιγραφής του DNA
2.6 Γενικές αρχές και κανόνες της σημειογραφίας ΜΙΜ

Η σημειογραφία της γλώσσα ΜΙΜ διέπεται από συγκεκριμένες αρχές και κανόνες: 

1. Ένα κατονομαζόμενο μοριακό είδος μπορεί να εμφανιστεί  μόνο μια φορά σε έναν χάρτη. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τα διαγράμματα να είναι συμπαγή και να παρουσιάζουν όλες τις αλληλεπιδράσεις ενός δεδομένου μορίου σε ένα μέρος στο χάρτη. (Εξαιρέσεις στον κανόνα αυτό αποτελούν μόρια όπως τα GTP και η ουμπικουιτίνη (ubiquitin) τα οποία δρουν με παρόμοιο τρόπο σε διάφορες αντιδράσεις).

2. Αλληλεπιδράσεις μεταξύ μοριακών ειδών παρουσιάζονται με διαφορετικούς τύπους γραμμών σύνδεσης, οι οποίες ξεχωρίζουν από τις κεφαλές των βελών ή άλλα σύμβολα τέλους.

3. Γραμμές αλληλεπίδρασης μπορούν να αλλάξουν κατεύθυνση (αλλά όχι περισσότερο από γωνία 90ο – ο περιορισμός αυτός προστατεύει από ασάφειες).

4. Όταν συμβαίνει διασταύρωση γραμμών, είναι σα να μην εφάπτονται (η διασταύρωση γραμμών δε συνεπάγεται κάποιου είδους αλληλεπίδραση).

5. Οι ορισμοί των συμβόλων δεν επηρεάζονται από το χρώμα. Κατά συνέπεια, η σημειογραφία μπορεί να χρησιμοποιείται ως μια πρόσφορη συντομογραφία για το σχεδιασμό σχημάτων αλληλεπίδρασης με χρήση κοινού μολυβιού και στυλό. 

6. Η συνέπεια ή το προϊόν μιας αλληλεπίδρασης επισημαίνεται τοποθετώντας ένα μικρό γεμισμένο (filled) κύκλο («κόμβος») στη γραμμή αλληλεπίδρασης (αλλά όχι στο τέλος της γραμμής). Έτσι, η συνέπεια της σύνδεσης δύο μορίων είναι η παραγωγή ενός διμερούς, το οποίο παρουσιάζεται από ένα κόμβο στη συνδέουσα γραμμή αλληλεπίδρασης. Η συνέπεια μιας τροποποίησης (π.χ. φωσφορυλίωση) είναι προϊόν του τροποποιημένου (π.χ. φωσφορυλιωμένου) μορίου και το φωσφορυλιωμένο προϊόν παρουσιάζεται με έναν κόμβο στη γραμμή τροποποίησης. Πολλαπλοί κόμβοι σε μια γραμμή αλληλεπίδρασης απεικονίζουν ακριβώς το ίδιο μοριακό είδος (αυτό μπορεί να μειώσει τη συμφόρηση ενός διαγράμματος). Για να αποφευχθεί η ασάφεια, ένας κόμβος δεν θα πρέπει να τοποθετείται σε διασταυρώσεις γραμμών. 

7. Οι κόμβοι μπορούν να αντιμετωπιστούν ως κατονομαζόμενα (named) μοριακά είδη, καθιστώντας με τον τρόπο αυτό επεκτάσιμη τη σημειογραφία. Για παράδειγμα, εάν ένας κόμβος αναπαριστά ένα διμερές, μια γραμμή σύνδεσης που το ενώνει με άλλο μοριακό είδος υποδηλώνει δημιουργία ενός τριμερούς. Η ίδια αρχή εφαρμόζεται σε μοριακές τροποποιήσεις: ένας κόμβος σε γραμμή τροποποίησης αναπαριστά το τροποποιημένο μόριο, το οποίο μπορεί να συμμετάσχει σε άλλες αλληλεπιδράσεις.

8. Οι μοριακές αλληλεπιδράσεις είναι δύο ειδών: αντιδράσεις και ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης, όπως καταγράφονται στον Πίνακα 2. Ο αντιδράσεις δρουν σε μοριακά είδη ενώ τα ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης λειτουργούν σε αντιδράσεις ή σε άλλα ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης (contingencies).

9. Στοιχειώδη (elementary) μοριακά είδη είναι αυτά που παρουσιάζονται μέσα σε ή δίπλα σε «cartouche» ή κουτιά. Αντί για το όνομα το είδους, ένα «cartouche» μπορεί να περιέχει ονόματα τομέων πρωτεϊνών και το όνομα του μοριακού είδους τοποθετείται τότε δίπλα στο αριστερό άκρο του «cartouche». 

10. Αλληλεπιδράσεις μεμονωμένων πρωτεϊνικών τομέων μπορούν να αναπαρασταθούν με τον ίδιο τρόπο όπως ο αλληλεπιδράσεις των μοριακών ειδών (όπως στις αλληλεπιδράσεις σύνδεσης). Εάν η τοποθεσία της είναι άγνωστη, η γραμμή αλληλεπίδρασης δείχνει το όνομα του μοριακού είδους δίπλα που πρόσκειται στο «cartouche» 
2.7 Συμπεράσματα - προοπτικές
Στο τέλος του κεφαλαίου αυτού, αξίζει να  τονιστεί για άλλη μια φορά η σπουδαιότητα της δυνατότητας αυτής που προσφέρουν οι Χάρτες Μοριακής Αλληλεπίδρασης (ΜΙΜ) και η οποία έγκειται στην ικανότητά τους να περιγράφουν με ακρίβεια στις γραφικές παραστάσεις τους  την απεικόνιση σχεδόν όλων των ενεργειών στις οποίες συμμετέχει ένα μόριο. Επίσης σημειώνεται και η καινοτομία των διαγραμμάτων αυτών, η οποία είναι ότι μπορούν να δείξουν όλες τις γνωστές αλληλεπιδράσεις και να επιτρέψουν σε άγνωστα ενδεχόμενα αλληλεπίδρασης να μείνουν απροσδιόριστα μέχρι οι ζητούμενες λεπτομέρειες να καταστούν διαθέσιμες.
Τα διαγράμματα ΜΙΜ παρόλο που αφορούν συγκεκριμένες διεργασίες (σύνθεση DNA, δράση κυκλινών κ.α.) ωστόσο μπορούν να φανούν εξαιρετικά χρήσιμα στη χαρτογράφηση διαφόρων μοριακών δικτύων και των αλληλεπιδράσεων στις οποίες αυτά συμμετέχουν καθώς είναι πολύ αναλυτικά και περιγράφουν σχεδόν όλες τις ενέργειες στις οποίες συμμετέχει ένα μόριο. Οι χάρτες ΜΙΜ λοιπόν μπορούν κάλλιστα να συνδυαστούν με δομές όπως οι μικροσυστοιχίες DNA (DNA microarrays) και να υποδείξουν σχέσεις μεταξύ γονιδίων, πρωτεϊνών και άλλων ειδών, συμβάλλοντας έτσι κατά σημαντικό τρόπο στην κατανόηση της λειτουργίας τυχούσας περίπτωσης παθογένεσης, επιτελώντας επομένως δραστικά στη βέλτιστη αντιμετώπισή της.
Κεφάλαιο 3 

Μοριακά δίκτυα στους καρκινικούς όγκους ως ψηφιακά κυκλώματα
3.1 Εισαγωγή
Στα πλαίσια της έρευνας για την εκπόνηση της παρούσης διπλωματικής εργασίας έγινε μια προσπάθεια παρουσίασης και ανάπτυξης μοριακών δικτύων σε καρκινικούς όγκους. Η ιδιομορφία των εν λόγω δικτύων έγκειται στο ότι είναι σε μορφή δικτύου ηλεκτρονικού κυκλώματος. Τα μοριακά αυτά δίκτυα περιγράφουν διαδικασίες όπως την αλληλεπίδραση γονιδίων με σκοπό την ενεργοποίηση άλλων γονιδίων ή την οδήγηση του κυττάρου σε απόπτωση, καθώς και συμπεριφορές κυττάρων, καλοήθων και μη, κατά την εφαρμογή σε αυτά διαφόρων επεμβάσεων όπως ακτινοθεραπεία, χημειοθεραπεία ή στοχευμένη θεραπεία ή και ελεύθερη ανάπτυξη του όγκου. Η παρουσίαση των δικτύων αυτών έγινε σε μορφή  ηλεκτρονικών κυκλωμάτων, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα οποία αποτελούνται από λογικές πύλες που ακολουθούν την boolean λογική. Χρησιμοποιήθηκαν οι απλούστερες των πυλών, με σκοπό την ανάπτυξη ενός μοντέλου προσομοίωσης κυτταρικών λειτουργιών όσο το δυνατόν πιο κατανοητό, χωρίς όμως αυτό να γίνεται εις βάρος της ακρίβειας ή της λειτουργικότητας. 
Συνοπτικά, προσομοιώθηκαν οι εξής διαδικασίες: 

· Ενεργοποίηση των γονιδίων που χρειάζονται για την είσοδο του κυττάρου στην S φάση

· Παύση κυτταρικού κύκλου / Απόπτωση
· Λειτουργίες ελεγχόμενες από το p53
3.2 Συνοπτική παρουσίαση θεωρίας ψηφιακών κυκλωμάτων

3.2.1 Εισαγωγή

 Κατά την ανάπτυξη των κυκλωμάτων χρησιμοποιήθηκαν οι λογικές πύλες AND, OR, και A’. Οι δύο πρώτες πύλες (AND και OR) είναι δύο εισόδων-μιας εξόδου ενώ η τρίτη πύλη, (A’) είναι μιας εισόδου-μιας εξόδου. Όλα τα δεδομένα που εισέρχονται ή εξέρχονται από τις λογικές αυτές πύλες είναι αριθμοί boolean. Το σύνολο των αριθμών αυτών αποτελείται από δύο μόνο αριθμούς, το 0 και το 1. Όταν σε μια μεταβλητή ή σε μια συνθήκη δίνεται η τιμή 0 τότε θεωρείται ότι αυτή είναι «ψευδής» ενώ όταν της δοθεί η τιμή 1 είναι «αληθής». 
3.2.2 Λογικές πύλες
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Πύλη AND
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Εικόνα 1. Σύμβολο πύλης AND. Οι A και B είναι οι είσοδοι και η C η έξοδος

	A
	B
	AND

	0
	0
	0

	0
	1
	0

	1
	0
	0

	1
	1
	1


Πίνακας 1. Πίνακας αλήθειας της λογικής πύλης AND.
Όπως προκύπτει από τον παραπάνω πίνακα, η τιμή της εξόδου της συνάρτησης AND είναι ίση με 1 (αληθής) μόνο όταν και οι δυο είσοδοι έχουν την τιμή 1 (αληθής).
3.2.2.2 Πύλη OR
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Εικόνα 2. Σύμβολο πύλης OR. Οι A και B είναι οι είσοδοι και η C η έξοδος

	A
	B
	OR

	0
	0
	0

	0
	1
	1

	1
	0
	1

	1
	1
	1


Πίνακας 2. Πίνακας αλήθειας της λογικής πύλης OR. 
Όπως προκύπτει από τον παραπάνω πίνακα, η τιμή της εξόδου της συνάρτησης OR είναι ίση με 1 (αληθής) όταν οποιαδήποτε από τις δυο εισόδους έχει τιμή 1 (αληθής), ανεξαρτήτως της δεύτερης εισόδου.  

3.2.2.3 Πύλη A’
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[image: image56.emf]
Εικόνα 3. Σύμβολο πύλης Α’. Η Α είναι η είσοδος και η Α’ η έξοδος
	A
	A’

	0
	1

	1
	0


Πίνακας 3. Πίνακας αλήθειας της λογικής πύλης Α’. 
Όπως προκύπτει από τον παραπάνω πίνακα, η έξοδος της πύλης Α’ είναι αντίθετη της εισόδου, είτε αυτή είναι 0 (ψευδής) ή 1 (αληθής).

3.3 Σχεδίαση ψηφιακών κυκλωμάτων με βάση μοριακά δίκτυα

3.3.1 Εισαγωγή
Για τη μετάβαση από τη μοριακή μορφή των δικτύων στην ψηφιακή, είναι απαραίτητες ορισμένες  υποθέσεις και αποδοχές
· Για τη λειτουργία ενός μορίου πρέπει να ικανοποιούνται τα εξής:: η ποσότητά του να ανέρχεται σε ικανοποιητικά επίπεδα και η κατάστασή του να είναι φυσιολογική (μη μεταλλαγμένη)

· Η ενεργοποίηση ενός μορίου από ένα άλλο στο ψηφιακό κύκλωμα μεταφράζεται ως ο αποκλειστικός συνδυασμός (πύλη AND) των εξής  δυο γεγονότων : ικανοποιητιική λειτουργία (gene function level, στα σχήματα)  του ενεργοποιούντος και του ενεργοποιούμενου μορίου. 
· Η καταστολή ενός μορίου από ένα άλλο στο ψηφιακό κύκλωμα παρουσιάζεται ως ανεστραμμένη ενεργοποίηση και επομένως μεταφράζεται ως πύλη AND η οποία ακολουθείται από πύλη της μορφής A’.
· Το μεταβληθέν μόριο (το μόριο δηλαδή που έχει υποστεί ενεργοποίηση ή καταστολή) αναφέρεται ως gene controlled function. 

3.3.2 Δίκτυο ενεργοποίησης των γονιδίων που χρειάζονται για την είσοδο του κυττάρου στην S φάση

Για τη σχεδίαση ψηφιακού κυκλώματος που να προσομοιώνει τις διαδικασίες που ακολουθούνται ώστε να ενεργοποιηθούν γονίδια τα οποία είναι απαραίτητα για τη μετάβαση του κυττάρου στη φάση σύνθεσης DNA (φάση S) χρησιμοποιήθηκε το παρακάτω μοριακό δίκτυο
[image: image57.emf]time (h) plasma (μmol) plasma (mg)

0 6.44 3.735

1 0.063 0.03653

2 0.048 0.02783

3.2 0.043 0.02494

4 0.04 0.02319

5 0.033 0.01914

6.2 0.032 0.01856

7 0.031 0.01798

9 0.028 0.01624

12 0.023 0.01334

18 0.019 0.01102

24 0.012 0.006959

28.2 0.011 0.006379


Εικόνα 1. Μοριακό δίκτυο ενεργοποίησης των γονιδίων που απαιτούνται για την εισαγωγή στη φάση S. Τα σύμβολα των μαθηματικών πράξεων, + και -, υποδηλώνουν διεργασίες ενεργοποίησης και καταστολής, αντίστοιχα.
Το ψηφιακό κύκλωμα με λογικές πύλες που σχεδιάστηκε με βάση το παραπάνω μοριακό δίκτυο είναι το εξής:
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Εικόνα 2. Ψηφιακό κύκλωμα ενεργοποίησης των γονιδίων που απαιτούνται για την εισαγωγή στη φάση S.

Το παραπάνω δίκτυο, ξεκινά με το βρόχο αλληλεπίδρασης των Mdm2 και p53, στον οποίο αργότερα συνδέεται το γονίδιο p21. Στη συνέχεια, αρκεί ένα εκ των p21, p16  σε συνδυασμό με το complex (σύμπλεγμα των cyclD και cdk4/6) ώστε να παραχθεί το φωσφορυλιωμένο Rb. Αυτό με τη σειρά του θα αλληλεπιδράσει με το E2F και στην περίπτωση που η συγκέντρωση και η κατάσταση του τελευταίου είναι ικανοποιητικές θα οδηγήσει σε ενεργοποίηση γονιδίων τα οποία με τη σειρά τους θα οδηγήσουν το κύτταρο στη φάση S (φάση σύνθεσης DNA).
Όπως είναι εμφανές στο παραπάνω ψηφιακό κύκλωμα, έχουν γίνει ορισμένες παραδοχές σχετικά με την κατάσταση του κάθε γονιδίου. Θεωρήθηκε ότι για να λειτουργεί σωστά ένα γονίδιο, να θεωρείται δηλαδή ενεργοποιημένο και να μπορεί να αλληλεπιδράσει με άλλα γονίδια ή πρωτεΐνες, θα πρέπει να ικανοποιούνται δύο πράγματα: πρώτον, να βρίσκεται σε αρκετή ποσότητα μέσα στο κύτταρο και δεύτερον, να είναι σε φυσιολογική κατάσταση (να μην είναι δηλαδή μεταλλαγμένο). Αυτή η παραδοχή, στο παραπάνω κύκλωμα, αλλά και σε όλα όσα ακολουθούν, εκφράζεται  με την τοποθέτηση μιας πύλης AND η οποία ως εισόδους έχει το επίπεδο του εκάστοτε γονιδίου (GENE LEVEL στο κύκλωμα) και την κατάστασή του (GENE STATUS στο κύκλωμα). Εάν και οι δύο αυτές προϋποθέσεις τηρούνται, τότε η έξοδος της πύλης θα είναι 1 (αληθής) και θα ονομάζεται πλέον GENE FUNCTION LEVEL (βλ. παραπάνω κύκλωμα).  Όταν δε προσομοιώνονται περιπτώσεις ελέγχου ενός γονιδίου από ένα άλλο (πχ έλεγχος του p53 από το Mdm2), τότε σημειώνεται η ένδειξη GENE CONTROLLED FUNCTION (βλ. παραπάνω κύκλωμα)
3.3.3 Δίκτυο επαγωγής παύσης του κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης
Για τη σχεδίαση ψηφιακού κυκλώματος που να προσομοιώνει τις διαδικασίες που ακολουθούνται ώστε να οδηγηθεί το κύτταρο σε παύση του κυτταρικού κύκλου ή σε απόπτωση  χρησιμοποιήθηκε το παρακάτω μοριακό δίκτυο
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Εικόνα 3. Μοριακό δίκτυο επαγωγής παύσης του κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης.

Το ψηφιακό κύκλωμα με λογικές πύλες που σχεδιάστηκε με βάση το παραπάνω μοριακό δίκτυο είναι το εξής (παρουσιάζεται σε τρία μέρη):
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Εικόνα 4Α. Πρώτο μέρος ψηφιακού κυκλώματος επαγωγής παύσης του κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης
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Εικόνα 4Β. Δεύτερο μέρος ψηφιακού κυκλώματος επαγωγής παύσης του κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης
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Εικόνα 4Γ. Τρίτο μέρος ψηφιακού κυκλώματος επαγωγής παύσης του κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης

Η προσομοιούμενη κυτταρική λειτουργία της παύσης του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης παρουσιάζεται σε τρία μέρη.  Στο πρώτο μέρος σκοπός είναι η παρουσίαση της λειτουργίας του Mdm2, όπως αυτή ρυθμίζεται από την αλληλεπίδραση των γονιδίων Ink4, Arf καθώς και από τις συγκεντρώσεις και την κατάσταση (φυσιολογική ή μεταλλαγμένη) αυτών αλλα και του ιδίου του Mdm2.  Στο δεύτερο μέρος επεξηγείται η ρυθμιζόμενη από το Mdm2 (δηλαδή από τη συγκέντρωση και την κατάστασή του) λειτουργία του p53, η οποία, βέβαια, καθορίζεται εκτός των άλλων και από τη συγκέντρωση του ιδίου του γονιδίου και την κατάστασή του. Στο τρίτο και τελευταίο κομμάτι της προσομοίωσης αυτής παρουσιάζονται τα γονίδια τα οποία σε συνεργασία με το p53 όπως αυτό προέκυψε από το δεύτερο μέρος αλληλεπιδρούν με σκοπό την παύση του κυτταρικού κύκλου (CELL CYCLE ARREST στο κύκλωμα) ή την απόπτωση (APOPTOSIS στο κύκλωμα). Συνοπτικά, στην παύση του κυτταρικού κύκλου εμπλέκονται τα γονίδια p21 και Gadd45, ενώ στην απόπτωση τα Bax, Fas, Bcl2 και IGF1. 
3.3.4 Δίκτυο λειτουργιών ελεγχόμενων από το γονιδίο p53
[image: image63.emf]Για τη σχεδίαση ψηφιακού κυκλώματος που να προσομοιώνει τις λειτουργίες που ελέγχει το γονίδιο p53  χρησιμοποιήθηκε το παρακάτω μοριακό δίκτυο

Εικόνα 5. Μοριακό δίκτυο λειτουργιών ελεγχόμενων από το γονιδίο p53
Το ψηφιακό κύκλωμα με λογικές πύλες που σχεδιάστηκε με βάση το παραπάνω μοριακό δίκτυο είναι το εξής:
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Εικόνα 6. Ψηφιακό κύκλωμα λειτουργιών ελεγχόμενων από το γονίδιο p53.

Στο κύκλωμα αυτό παρουσιάζεται ο τρόπος με τον οποίο το γονίδιο p53 σε συνεργασία με άλλα γονίδια όπως το Mdm2, p21 κ.α. μπορεί να επιφέρει λειτουργίες όπως η παύση της φάσης G2,  η απόπτωση, η παύση ή η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου και η επιδιόρθωση του DNA. 
3.4 Συμπεράσματα - προοπτικές

Παραπάνω παρουσιάστηκε μια καινοτόμος μέθοδος αναπαράστασης μοριακών δικτύων σε μορφή ψηφιακών κυκλωμάτων με λογικές πύλες. Η τεχνική αυτή προβλέπεται να αποδειχθεί ένα χρήσιμο εργαλείο για τους ερευνητές που δρουν στο βιολογικό, ιατρικό και υπολογιστικό τομέα καθώς με τρόπο εύκολο και κατανοητό μπορεί να προσφέρει μια αρχική προσομοίωση της επαγωγής διαφόρων κυτταρικών διεργασιών όπως η απόπτωση, η σύνθεση DNA κ.α.
Για την περεταίρω ανάπτυξη της τεχνικής αυτής προϋποτίθεται η ύπαρξη μιας ενιαίας και όσο το δυνατόν πληρέστερης βάσης ιατρικών και βιολογικών δεδομένων, από την οποία θα μπορούν να ανασυρθούν στοιχεία που αφορούν είτε δίκτυα γονιδίων και πρωτεϊνών τα οποία οδηγούν σε συγκεκριμένες κυτταρικές λειτουργίες ή και συνδυασμός αυτών με διάφορες ιατρικές επεμβάσεις (όπως ακτινοθεραπεία, χημειοθεραπεία κ.α.).  

Εφόσον λοιπόν υπάρξει η γνώση αυτή σχετικά με το ποιά, για παράδειγμα, γονίδια συνεργάζονται, και με ποιό τρόπο, για την επαγωγή απόπτωσης, και πως αυτή η συνεργασία επηρεάζεται από διάφορους άλλους ενδοκυτταρικούς ή εξωκυτταρικούς παράγοντες, τότε θα είναι δυνατή η ανάπτυξη ενός πλήρους ψηφιακού κυκλώματος το οποίο θα προσομοιώνει αυτή ακριβώς τη συνεργασία. Το γεγονός αυτό παρέχει σε οποιονδήποτε ενδιαφερόμενο αλλά περισσότερο στον ιατρό τη δυνατότητα μιας πλήρους εποπτείας της δράσης των εκάστοτε γονιδίων, η οποία σε συνδυασμό με τα παθολογοανατομικά στοιχεία που έχει στην κατοχή του(π.χ. βιοψία)  να διαμορφώσει την πληρέστερη δυνατή άποψη όσον αφορά στη γονιδιακή δράση και να σχεδιάσει με το βέλτιστο τρόπο την εκάστοτε θεραπεία, για κάθε ασθενή αποκλειστικά. 
Καθώς μάλιστα τα ψηφιακά κυκλώματα αυτά μπορούν σχεδόν άμεσα να μετασχηματιστούν σε πρόγραμμα λογισμικού, η αξία τους γίνεται μεγαλύτερη μιας και γίνεται ακόμα ευκολότερος ο χειρισμός της όλης διαδικασίας, γεγονός διόλου ευκαταφρόνητο αν λάβει κανείς υπόψη ότι οι πιθανότεροι χειριστές της εν λόγω τεχνικής θα είναι επιστήμονες από πεδία διαφορετικά της πληροφορικής, οι οποίοι όπως είναι αναμενόμενο δεν θα έχουν την κατάλληλη εμπειρία σε θέματα τέτοιου τύπου. 

Κεφάλαιο 4 

Τετραδιάστατο υπολογιστικό πρότυπο της απόκρισης στερεών όγκων σε στοχευμένα θεραπευτικά σχήματα. Το παράδειγμα της απόκρισης καρκίνου του μαστού στο σκεύασμα epirubicin
4.1 Εισαγωγή

Το παρόν κεφάλαιο αναφέρεται στο τετραδιάστατο υπολογιστικό πρότυπο της  απόκρισης στερεών όγκων σε στοχευμένα θεραπευτικά σχήματα το οποίο αναπτύχθηκε στα πλαίσια της διπλωματικής αυτής. Αναλυτικότερα, στις  επόμενες ενότητες θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα προσομοίωσης που πραγματοποιήθηκε και η οποία αφορά στην απόκριση όγκων  καρκίνου του μαστού όταν αυτοί υποβληθούν σε χημειοθεραπεία  υπο το σκεύασμα epirubicin.
 Για την προσομοίωση χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό SAAM II το οποία αναπτύχθηκε από το Πανεπιστήμιο της Ουάσινγκτον (www.saam.com). Η χρήση του προγράμματος αυτού επέτρεψε την ανάλυση της φαρμακοκινητικής για το συγκεκριμένο σκεύασμα, την ανάλυση δηλαδή του διαμερισματικού μοντέλου που περιγράφει την περίπτωση απόκρισης όγκου καρκίνου του μαστού κατά την εφαρμογή σε αυτόν χημειοθεραπείας με το epirubicin όπως αυτή παρουσιάζεται σε δημοσίευση (R.Danesi, F.Innocenti, S.Fogli, A.Gennari, E.Baldini, A.Di Paolo, B.Salvadori, G.Bocci, P.F.Conte and M.Del Tacca, “Pharmacokinetics and pharmacodynamics of combination chemotherapy with paclitaxel and epirubicin in breast cancer patients”, Journal of Clinical Pharmacology, vol. 53, pp 508-518, 2002) η οποία χρησιμοποιήθηκε ως πηγή δεδομένων. 
Ως είσοδοι του προγράμματος SAAM II εισάγονται διάφορες φαρμακοκινητικές παράμετροι  που αφορούν στο φαρμακευτικό σκεύασμα όπως και σε ποικίλα γεωμετρικά και μη στοιχεία του όγκου, καθώς και χρονικές παράμετροι που καθορίζουν τη διάρκεια και τη συχνότητα της προσομοίωσης. Η έξοδος του εν λόγω προγράμματος είναι γραφικές παραστάσεις που περιγράφουν τη χρονική μεταβολή της συγκέντρωσης του φαρμάκου. 

Παρακάτω αναλύονται έννοιες, μεγέθη και τεχνικές που θα χρησιμοποιηθούν στην πορεία της προσομοίωσης, όπως η φαρμακοκινητική, τα χαρακτηριστικά του epirubicin και η λειτουργία του προγράμματος προσομοίωσης.

4.2 Φαρμακοκινητική
4.2.1 Εισαγωγή

Φαρμακοκινητική είναι η ποσοτική ανάλυση των διεργασιών της απορρόφησης, του καταμερισμού και της απέκκρισης του φαρμάκου  οι οποίες ορίζουν τη χρονική διάρκεια της δράσης του φαρμάκου. Φαρμακοδυναμική είναι η μελέτη των μηχανισμών της δράσης του φαρμάκου. Κλινική φαρμακοκινητική είναι η εφαρμογή των φαρμακοκινητικών προτύπων για τη θεραπεία των ασθενών. Με απλά λόγια, φαρμακοκινητική είναι η μελέτη του τι κάνει το σώμα στο φάρμακο, πως δηλαδή οι ιδιότητες και λειτουργίες του σώματος του ασθενούς επιτρέπουν στο φάρμακο να λειτουργήσει. Κατά τη μελέτη της φαρμακοκινητικής οποιουδήποτε φαρμάκου, θεωρούμε τη χρονική εξάρτηση της συγκέντρωσης. 
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Εικόνα 1. Η συγκέντρωση συναρτήσει του χρόνου 

Ένα σταθερό μέρος του φαρμάκου αποβάλλεται από το σώμα ανα μονάδα χρόνου. Ο ρυθμός αποβολής (elimination) είναι ανάλογος της ποσότητας του φαρμάκου στο σώμα. Η πλειονότητα των φαρμάκων αποβάλλεται με τον τρόπο που περιγράφεται στο παραπάνω σχήμα. 
4.2.2 Χαρακτηριστικά μεγέθη φαρμακοκινητικής

Στη συνέχεια αναφέρονται τα μεγέθη στα οποία βασίζεται η θεωρία της φαρμακοκινητικής
4.2.2.1 Όγκος κατανομής 

Ο όγκος κατανομής (Volume of distribution, Vd) είναι η ποσότητα του φαρμάκου στο σώμα διαιρούμενη από τη συγκέντρωση στο αίμα. Φάρμακα που είναι πολύ λιποδιαλυτά, έχουν πολύ υψηλό Vd (500 λίτρα). Φάρμακα που είναι δεν είναι λιποδιαλυτά, όπως νευρομυικοί καταστολείς παραμένουν στο αίμα και έχουν χαμηλό Vd.

4.2.2.2 Κάθαρση 
Η κάθαρση (clearance, Cl) είναι ο όγκος του πλάσματος από τον οποίο το φάρμακο αφαιρείται τελείως, ανα μονάδα χρόνου. Η ποσότητα που αποβάλλεται είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του φαρμάκου στο αίμα. 
4.2.2.3 Σταθερά αποβολής 
Η σταθερά αποβολής (elimination constant, kel) είναι το μέρος του φαρμάκου που αποβάλλεται από το σώμα ανα μονάδα χρόνου. Αυτό παρουσιάζεται από την κλίση της γραμμής της λογαριθμικής συγκέντρωσης του πλάσματος σε σχέση με το χρόνο. 

Ισχύει Cl = kel * Vd
και Rate of elimination = Cl * Συγκέντρωση στο αίμα
4.2.2.4 Χρόνος ημίσειας ζωής 

Ο χρόνος ημίσειας ζωής της αποβολής του φαρμάκου (elimination half life, t1/2) είναι ο χρόνος στον οποίο η συγκέντρωση στο αίμα έχει μειωθεί στο 50% της αρχικής συγκέντρωσης. Μετά από 4 χρόνους ημίσειας ζωής η αποβολή του φαρμάκου έχει φτάσει σε ποσοστό 94% (σχεδόν ολική αποβολή)

Μπορεί να αποδειχθεί ότι kel = ο λογάριθμος του 2 διαιρούμενος με το t1/2
Ισχύει δηλαδή ότι: kel = 0.693/ t1/2

Επομένως ισχύει επίσης: Cl = kel * Vd = (0.693*Vd) / (t1/2)

και t1/2 = (0.693 * Vd) / Cl
4.2.2.5 Ρυθμός αποβολής του φαρμάκου  

Ο ρυθμός αποβολής (Rate of elimination, Roe) ισούται με την κάθαρση (clearance) πολλαπλασιαζόμενη με τη συγκέντρωση του φαρμάκου στο πλάσμα
Ισχύει δηλαδή: ROE = Cl * Cp
Όταν αυξάνεται ο όγκος κατανομής μειώνεται το kel, αυξάνεται το t1/2, η κάθαρση όμως δεν αλλάζει.

4.2.2.6 Παράδειγμα 
Έστω ότι έχουμε 10ml χυμό πορτοκαλιού, τον οποίο τοποθετούμε σε 990ml νερού. Το Vd  του χυμού είναι 1000ml. Έστω ότι κάθε λεπτό αδειάζουμε 10ml χυμού σε δοχείο των 10ml, το πετάμε και το αντικαθιστούμε με 10ml νερού. Τότε η κάθαρση είναι 10ml ανα λεπτό. Η σταθερά kel είναι Cl / Vd = 10 / 1000 = 0.01. Αν ο όγκος αυξηθεί σε 2000ml τότε η κάθαρση μένει ίδια, όμως το Vd και συνεπώς και το t1/2 αυξάνονται.
Η παραπάνω περιγραφή αφορά μοντέλο ενός διαμερίσματος (one compartment model) και μπορεί να εφαρμοστεί αν ήταν Vd = όγκος αίματος. Το ανθρώπινο σώμα όμως είναι αρκετά πολυπλοκότερο και αποτελείται από αριθμό διαμερισμάτων: μύες, λίπος, εγκεφαλικούς ιστούς κ.α. Για να περιγράψουμε πλήρως ολόκληρο τον ανθρώπινο οργανισμό χρειαζόμαστε ένα πολυδιαμερισματικό μοντέλο. Εντούτοις, λόγω του ότι στην περίπτωση της epirubicin  μπορούμε να εργαστούμε με το μοντέλου ενός διαμερίσματος, δε θα προχωρήσουμε σε περεταίρω περιγραφή του πολυδιαμερισματικού μοντέλου. 
4.2.3 Επιπλέον χαρακτηριστικά μεγέθη φαρμακοκινητικής

Στη συνέχεια της ανάλυσης της φαρμακοκινητικής θεωρίας, παραθέτουμε ορισμένους επιπλέον ορισμούς μεγεθών που εμπλέκονται σε αυτή
4.2.3.1 Βιοδιαθεσιμότητα

Βιοδιαθεσιμότητα είναι το κλάσμα της χορηγούμενης δόσης του φτάνει στη συστημική κυκλοφορία. Η βιοδιαθεσιμότητα είναι 100% όταν το φάρμακο χορηγείται ενδοφλεβίως (intravenous injection). Σε άλλους τρόπους χορήγησης υπάρχει διακύμανση στο ποσοστό βιοδιαθεσιμότητας, εξαρτώμενη από διάφορους παράγοντες όπως η ατελής απορρόφηση κ.α. Στη γραφική παράσταση της συγκέντρωσης στο πλάσμα συναρτήσει του χρόνου, η βιοδιαθεσιμότητα ισούται με το εμβαδό της περιοχής κάτω από την καμπύλη:
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Εικόνα 2. Η βιοδιαθεσιμότητα ως το εμβαδό της συνάρτησης της συγκέντρωσης στο πλάσμα  συναρτήσει του χρόνου. 
4.2.4 Αποβολή μηδενικής τάξης

Στην περίπτωση Αποβολής Κινητικής Μηδενικής Τάξης (Zero order Elimination) μια σταθερή ποσότητα του φαρμάκου αποβάλλεται ανά μονάδα χρόνου. Η μορφή αυτή αποβολής  συναντάται σε διάφορα φάρμακα σε συγκεντρώσεις υψηλής δόσης  όπως τα  phenytoin, salicyclates, theophylline και thiopentone (σε πολύ μεγάλες δόσεις). 


[image: image4] Εικόνα 3. Διάγραμμα Κινητικής Μηδενικής Τάξης
4.3 Σχετικά με το σκεύασμα epirubicin
4.3.1 Κλινική φαρμακολογία
Το epirubicin είναι ένας κυτταροτοξικός παράγοντας που ανήκει στην κατηγορία των ανθρακυκλινών.
Το φάρμακο αυτό δημιουργεί ένα σύμπλεγμα με το DNA παρεμβάλλοντας τους επίπεδους  δακτυλίους του μεταξύ ζευγών νουκλεοτιδίων και καταστέλλει με αυτό τον τρόπο τα νουκλεϊνικά οξέα (DNA και RNA) και τη σύνθεση των πρωτεϊνών. Η παρεμβολή αυτή οδηγεί σε διάσπαση του DNA από την τοποϊσομεράση ΙΙ και στη συνέχεια σε κυτταροκτόνο δράση. Το epirubicin επίσης καταστέλλει την ελικοειδή δράση του DNA, αποτρέποντας έτσι τον ενζυματικό διαχωρισμό της διπλής έλικας του DNA (double stranded DNA) και interfering με αντιγραφή και μεταγραφή. Το epirubicin επίσης εμπλέκεται σε οξειδωτικές / μειωτικές (reduction) ενέργειες παράγοντας κυτταροτοξικές ελεύθερες ρίζες. Η αντιπολλαπλασιαστική και κυτταροτοξική δράση του epirubicin πιστεύεται ότι συμβάλλει σε αυτούς ή άλλους πιθανούς μηχανισμούς. 

Το epirubicin είναι κυτταροτοξικό in vitro σε μια ποικιλία κυτταρικών γραμμών (ανθρωπίνων και ποντικιών) και αρχικές καλλιέργειες ανθρωπίνων όγκων. Έχει επίσης αναπτύξει δράση in vivo ενάντια σε μια ποικιλία όγκων ποντικιών και ανθρωπίνων xenografts σε αθυμικά ποντίκια, συμπεριλαμβανομένων όγκων του μαστού. 

4.3.2 Φαρμακοκινητική του epirubicin
4.3.2.1 Εισαγωγή

Η φαρμακοκινητική του epirubicin είναι γραμμική για το εύρος δόσης 60 – 150 mg/m2  και η clearance του πλάσματος δεν επηρεάζεται από τη διάρκεια της έγχυσης ή του σχήματος χορήγησης. Οι φαρμακοκινητικές παράμετροι για το epirubicin με το εξής σχήμα: 6-10 λεπτά, μια μόνη δόση ενδοφλέβιας χορήγησης σε δόσεις 60-150 mg/m2 σε ασθενείς με στερεούς όγκους παρουσιάζονται στον Πίνακα 1 (Table 1). Η συγκέντρωση πλάσματος απέκλινε με τριφασικό τρόπο με μέσους όρους ημίσειας ζωής για τις φάσεις (phases) αλφα, βήτα και γάμμα 3 λεπτά, 2.5 ώρες και 33 ώρες αντίστοιχα. 
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Πίνακας 1. Φαρμακοκινητικές παράμετροι σε ασθενείς με συμπαγείς όγκους που λαμβάνουν ενδοφλέβια χορήγηση φαρμάκου epirubicin 60-150 mg
4.3.2.2 Κατανομή

Μετά το πέρας της ενδοφλέβιας χορήγησης του σκευάσματος στον οργανισμό, το epirubicin κατανείμεται ευρέως και γρήγορα στους ιστούς. Η σύνδεση του epirubicin στις πρωτεΐνες του πλάσματος, κυρίως στην αλβουμίνη, είναι της τάξης του 77% και δεν επηρεάζεται από τη συγκέντρωση του φαρμάκου. Το epirubicin επίσης εμφανίζεται να συγκεντρώνεται στα ερυθρά αιμοσφαίρια – η συνολική συγκέντρωση του αίματος είναι σχεδόν η διπλάσια από αυτή του πλάσματος. 

4.3.2.3 Μεταβολισμός 

Το epirubicin μεταβολίζεται πλήρως και γρήγορα από το ήπαρ αλλά μεταβολίζεται και από άλλα όργανα και κύτταρα όπως τα ερυθρά αιμοσφαίρια. Έχουν ανιχνευτεί τέσσερις βασικές μεταβολικοί οδοί:

1. μείωση της ομάδας C-13 keto με το σχηματισμό του παράγωγου του 13(S)-dihydro, epirubicinol.

2. σύζευξη των epirubicinol και αμετάβλητου φαρμάκου με το γλυκυρονικό οξύ (glucuronic acid) 

3. απώλεια (loss) του amino sugar moiety μέσω μιας υδρολυτικής διεργασίας με το σχηματισμό των  doxorubicin και doxorubicinol aglycone
4. απώλεια του amino sugar moiety μέσω μιας redox διεργασίας με το σχηματισμό του 7-deoxy-doxorubicin aglycone και του 7-deoxy-doxorubicinol aglycone. 

Το epirubucinol έχει in vitro κυτταροτοξική δράση ίση με το ένα δέκατο σε σχέση με το epirubicin. Καθώς τα επίπεδα του πλάσματος του epirubucinol είναι χαμηλότερα σε σχέση με το unchanged (αμετάβλητο) φάρμακο, είναι σχεδόν απίθανο να φτάσει σε in vivo συγκεντρώσεις αρκετές για κυτταροτοξικότητα. Δεν έχει αναφερθεί συγκεκριμένη δράση ή τοξικότητα για κάποιους από τους άλλους μεταβολίτες
4.3.2.4 Απέκκριση

Το epirubucin και οι κύριοι μεταβολίτες αυτού αποβάλλονται μέσω χολικής (biliary) απέκκρισης και, σε μικρότερη έκταση, μέσω ουρητικής απέκκρισης. 

4.4 Περιγραφή μεθόδων 
4.4.1 Λογισμικό προσομοίωσης φαρμακοκινητικής 

4.4.1.1 Εισαγωγή

Το πρόγραμμα λογισμικού SAAM II έχει αναπτυχθεί από το Πανεπιστήμιο της Ουάσινγκτον (University of Washington) (www.saam.com) 

Το SAAM II είναι ένα δυναμικό πρόγραμμα διαμερισματικών και αριθμητικών μοντέλων ου αναπτύχθηκε για να βοηθήσει ερευνητές και επαγγελματίες στη φαρμακολογία, τη βϊοιατρική και άλλα επιστημονικά πεδία να αναπτύξουν και να χρησιμοποιήσουν μοντέλα για να αναλύσουν τα δεδομένα τους. Συγκεκριμένα βοηθά να δημιουργήσουν  μοντέλα με εύκολο τρόπο, να σχεδιάσουν και να προσομοιώσουν πειράματα πιο γρήγορα, και να  αναλύσουν δεδομένα με μεγαλύτερη ακρίβεια.

Το SAAM II πετυχαίνει τα παραπάνω δημιουργώντας συστήματα συνήθων διαφορικών εξισώσεων από τη δομή του διαμερισματικού μοντέλου, επιτρέποντας την προσομοίωση πειραματικών πρωτοκόλλων στο μοντέλο, επιλύοντας το μοντέλο και προσαρμόζοντάς το στα δεδομένα χρησιμοποιώντας εξελιγμένες μαθηματικές και στατιστικές τεχνικές

Σκοπός της χρήσης του λογισμικού SAAM II στην παρούσα εργασία είναι η δημιουργία διαμερισματικού μοντέλου τριών διαμερισμάτων που να προσομοιώνει τη λειτουργία του φαρμακευτικού σκευάσματος epirubicin. Πιο συγκεκριμένα, θέλουμε μέσω του προγράμματος αυτού να προσομοιώσουμε τη φαρμακοκινητική του συγκεκριμένου σκευάσματος και να παρατηρήσουμε τη μεταβολή του σε σχέση με το χρόνο, για συγκεκριμένο σχήμα θεραπείας, όπως αυτό περιγράφεται στη μελέτη των Danesi και συνεργατών. Στη συνέχεια θα πραγματοποιηθεί μια παραμετρική μελέτη ερευνώντας τις διαφορετικές εκφάνσεις της δράσης του epirubicin κατά τη χορήγηση διαφορετικών δόσεων και χρονισμών χορήγησής τους. 

4.4.1.2 Βασικές λειτουργίες λογισμικού

Οι βασικές λειτουργίες της εφαρμογής SAAM II Compartmental είναι οι εξής:

· χρήση αρχείων μελέτης του SAAM II Compartmental (τύπου .stu)

· χρήση υπολογιστικών χαρακτηριστικών (features) SAAM II Compartmental
· απεικόνιση λύσεων

· δόμηση μοντέλου με τη χρήση εργαλείων δόμησης μοντέλων

· δημιουργία πειράματος βασισμένου σε μοντέλο με χρήση πειραματικών εργαλείων

· εισαγωγή δεδομένων και συνδυασμός αυτών με δείγματα (samples)

· εισαγωγή παραμέτρων μοντέλου

4.4.2 Δημιουργία μοντέλου προσομοίωσης  

4.4.2.1 Δημιουργία αρχείου μελέτης τριών διαμερισμάτων

Για τη δημιουργία ενός αρχείου τριών διαμερισμάτων εργαζόμαστε ως εξής:

1. Εκκίνηση εφαρμογής SAAM II Compartmental.

2. Άνοιγμα του αρχείου study_0.stu. Το αρχείο αυτό βρίσκεται ήδη εγκατεστημένο στο φάκελο SAAM2v1.2Demo του προγράμματος όπως αυτό δίνεται από την ιστοσελίδα του Πανεπιστημίου της Washington (www.saam.com , να το ελέγξω). Σε αυτό παρουσιάζεται ένα μοντέλο δύο διαμερισμάτων.

3. Προσθήκη ενός τρίτου διαμερίσματος στα ήδη υπάρχοντα.

4. Σύνδεση του τρίτου διαμερίσματος με το κεντρικό διαμέρισμα μέσω των σταθερών k(1,3), k(3,1).

Τώρα το μοντέλο έχει τρία διαμερίσματα, το κεντρικό και δυο περιφερειακά. Το κεντρικό διαμέρισμα συνδέεται με τα υπόλοιπα με σταθερές k(1,2), k(2,1), k(1,3), k(3,1) και η σταθερά απέκκρισης (kel) απεικονίζεται ως k(0,1). Όλες οι σταθερές απεικονίζονται με το όνομα k(i,j), όπου i είναι ο αριθμός του διαμερίσματος απόληξης ενώ j ο αριθμός του διαμερίσματος εκκίνησης. 
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Το διαμερισματικό μοντέλο που μόλις δημιουργήσαμε έχει την εξής μορφή:

Εικόνα 1. Αρχείο τριών διαμερισμάτων 
Το SAAM μας δίνει τη δυνατότητα να σχεδιάζουμε ένα μοντέλο σε δύο μορφές: στην απλή «μορφή μοντέλου» (“Model” στο πρόγραμμα) όπου παρουσιάζονται μόνο τα διαμερίσματα και οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους (k(1,2), k(1,2), k(1,3) και k(3,1)), η σταθερά έκκρισης (kel, εδώ k(0,1)) και η χορήγηση του φαρμάκου (U(1)). Οι προαναφερθείσες σταθερές απλώς αναφέρονται στη συγκεκριμένη παρουσίαση του προγράμματος. Οι τιμές των σταθερών αυτών αλλά και άλλων, που δεν είναι άμεσα εμφανίσιμες στην απλή αυτή μορφή, ορίζονται στη δεύτερη μορφή του μοντέλου την οποία παρέχει το SAAM και η οποία είναι η «πειραματική μορφή» (“Experiment” στο πρόγραμμα).
4.4.3 Υπολογισμός παραμέτρων μοντέλου

Αφού έχει περιγραφεί το μοντέλο, η επόμενη κίνηση για την προσομοίωση της φαρμακοκινητικής του σκευάσματος είναι ο ορισμός των παραμέτρων που εμπλέκονται σε αυτή. Οι παράμετροι είναι οι σταθερές k(i,j), ο όγκος κατανομής (volume of distribution) και η clearance. Όσον αφορά τις σταθερές k εκτός της k(0,1), η τιμή που θα τους αποδοθεί δεν επηρεάζει την προσομοίωση παρά ελάχιστα. Κατόπιν έρευνας σε διάφορες μελέτες φαρμακοκινητικής προσομοίωσης που έχουν δημοσιευτεί (να μπει αναφορά) αλλά και στο tutorial (εγχειρίδιο μάθησης / προγράμματος) του ιδίου του SAAM ΙΙ, επιλέχθηκε η τιμή 0.1. Η τιμή της σταθεράς k(0,1), δηλαδή της σταθεράς απέκκρισης kel, υπολογίζεται αριθμητικά από τον τύπο 
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 (1)

Τα μεγέθη των Clearance και Vd λήφθηκαν από τη δημοσίευση των Danesi και συνεργατών η οποία ερευνά τη φαρμακοκινητική και φαρμακοδυναμική των σκευασμάτων paclitaxel και epirubicin σε ασθενείς με καρκίνο το μαστού. Για τις ανάγκες της παρούσας διπλωματικής εργασίας έγινε προσομοίωση του σκευάσματος epirubicin. Από την παραπάνω δημοσίευση χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα που περιέγραφαν παράμετρους της φαρμακοκινητικής του συγκεκριμένου φαρμάκου, όπως αυτές παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα
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Εικόνα 2. Πίνακας δεδομένων
Επομένως τώρα είναι δυνατός ο υπολογισμός του k(0,1). Σύμφωνα με τα δεδομένα που χρησιμοποιεί η μελέτη αυτή, η Clearance έχει τιμή 74.4 ενώ ο Volume of distribution 480.1. 

Σύμφωνα με τα παραπάνω δεδομένα και με τον τύπο (1), η τιμή της k(0,1) υπολογίζεται ίση με 0.155.

4.4.4 Εισαγωγή παραμέτρων στο διαμερισματικό μοντέλο

Τα μεγέθη που αναφέρονται παραπάνω πρέπει να τώρα να εισαχθούν στο μοντέλο ώστε να ληφθούν υπόψη κατά την προσομοίωση του φαρμάκου. Για την εισαγωγή στοιχείων, εφόσον έχουμε εκκινήσει την εφαρμογή SAAM II Compartmental, ακολουθούμε την εξής διαδικασία:

1. Άνοιγμα αρχείου μελέτης τριών διαμερισμάτων.
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3. Πληκτρολόγηση τιμών στα κατάλληλα πλαίσια του πλαισίου παραμέτρων.

Κατά τον ορισμό των παραμέτρων το πρόγραμμα επιτρέπει την εισαγωγή κάποιων επιπλέον στοιχείων σχετικά με αυτές, όπως ο τύπος αυτών. Δίνεται η δυνατότητα επιλογής μεταξύ παραμέτρου σταθερού ή μεταβλητού τύπου. Σε περίπτωση που επιλεγεί ο μεταβλητός τύπος πρέπει να οριστούν επιπλέον το ανώτατο και κατώτατο όριο. 

Όπως έχει προαναφερθεί, οι τιμές που εισάγονται στη συγκεκριμένη προσομοίωση 

είναι οι εξής:

	
	k(1,2)
	k(2,1)
	k(1,3)
	k(3,1)
	k(0,1)
	Vd

	Τύπος
	μεταβλητός
	μεταβλητός
	μεταβλητός
	μεταβλητός
	σταθερός
	σταθερός

	Τιμή
	0.1
	0.1
	0.1
	0.1
	0.155
	480.1

	Κατώτατο όριο
	0.01
	0.01
	0.01
	0.01
	-
	-

	Ανώτατο όριο
	1
	1
	1
	1
	-
	-


Εικόνα 3. Πίνακας μεταβλητών υπο εισαγωγή στο μοντέλο
Το παράθυρο εισαγωγής παραμέτρων, ύστερα από τη συμπλήρωση των παραπάνω τιμών, έχει την εξής μορφή:
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Εικόνα 4. Παράθυρο εισαγωγής δεδομένων στο πρόγραμμα
4.4.5 Μετάβαση στο «μοντέλο πειράματος» 

Είναι σημαντικό να κατανοήσει κανείς τη φιλοσοφία του προγράμματος όσον αφορά στο διαχωρισμό της δημιουργίας ενός μοντέλου συστήματος, με όρους ενός διαμερισματικού μοντέλου, από την αναπαραγωγή ενός πραγματικού πειράματος εργαστηρίου στο μοντέλο. Το πρώτο ονομάζεται μοντέλο συστήματος ενώ το δεύτερο μοντέλο πειράματος. Το μοντέλο συστήματος είναι μια μαθηματική παρουσίαση του τρόπου με τον οποίο το σύστημα λειτουργεί και συνήθως χρησιμοποιείται για να ερμηνεύσει tracee data σε ένα tracer-tracee πείραμα. Όταν το πρόγραμμα βρίσκεται σε αυτή τη μορφή λειτουργίας δημιουργεί ένα σύστημα αλγεβρικών εξισώσεων των οποίων οι συντελεστές είναι οι σταθερές k(i,j) του διαμερισματικού μοντέλου. Η μορφή μοντέλου πειράματος από την άλλη,  επικαλείται την ικανότητα του SAAM II στη δημιουργία διαφορικών εξισώσεων. Όταν επιλεγεί η μορφή λειτουργίας αυτή, το διαμερισματικό μοντέλο θα ερμηνευθεί ως ένα σύστημα διαφορικών εξισώσεων τις οποίες το SAAM II θα λύσει ή θα εφαρμόσει τις παραμέτρους του μοντέλου στα δεδομένα που έχουμε εισάγει. Χρησιμοποιείται όταν χειριζόμαστε φαρμακοκινητικά δεδομένα. 

Όπως είναι προφανές, υπάρχουν διαφορετικά πειράματα που μπορούν να πραγματοποιηθούν βάση του ιδίου μοντέλου. Η βασική διαφορά μεταξύ των διαφόρων αυτών πειραμάτων είναι ο τρόπος με τον οποίο γίνονται οι είσοδοι (αν η εισαγωγή του φαρμάκου για παράδειγμα γίνεται με έγχυση ή bolus) και ο τρόπος με τον οποίο καθώς και το μέρος από το οποίο λαμβάνονται τα δείγματα (samples). Ο διαχωρισμός μεταξύ του μοντέλου συστήματος και του μοντέλου πειράματος επιτρέπει και επιβάλλει τη μέγιστη ευελιξία όσον αφορά στη χρήση των εργαλείων της εργαλειοθήκης του SAAM II. 

Αξίζει να τονιστεί στο σημείο αυτό η διαφορετική μορφή του προγράμματος όταν αυτό λειτουργεί στη μια μορφή μοντέλου ή στην άλλη. Όταν βρίσκεται στην κατάσταση μοντέλου συστήματος, τα διαμερίσματα ονομάζονται με αριθμούς: 1, 2 κλπ. Όταν μεταβούμε όμως στην κατάσταση λειτουργίας μοντέλου πειράματος, τα διαμερίσματα ονομάζονται q1, q2 κλπ. Τώρα τα q1 και q2 αναπαριστούν τις λύσεις των διαφορικών εξισώσεων q1’ και q2’ που δημιουργήθηκαν εσωτερικά από το SAAM II. 

Το μοντέλο των τριών διαμερισμάτων λοιπόν, στη μορφή λειτουργίας μοντέλου πειράματος έχει ως εξής: 
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Εικόνα 5. Διαμερισματικό μοντέλου στη μορφή «μοντέλο πειράματος»
Οι αλλαγές που παρατηρούνται σε σχέση με την προηγούμενη μορφή λειτουργίας είναι, εκτός από τη διαφορετική ονομασία των διαμερισμάτων η οποία αναλύθηκε παραπάνω, τα στοιχεία ex1 και s1. 

4.4.5.1 Στοιχείο ex1

Το ex1 αντιστοιχεί στην εισαγωγή φαρμακευτικού σκευάσματος και μπορεί να οριστεί λεπτομερώς ο τύπος έγχυσης και άλλες παράμετροι αυτού, όπως φαίνεται και στην παρακάτω εικόνα:
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Εικόνα 6. Είσοδος δεδομένων έγχυσης ex1
Όπως παρατηρούμε, ο τύπος εισόδου μπορεί να επιλεγεί μεταξύ των bolus, infusion, primed infusion και equation. Ανάλογα με τον τύπο που θα επιλεγεί αλλάζουν και οι δυνατότητες επιλογής στο δεξιό τμήμα του παραθύρου. Αν για παράδειγμα επιλεγεί Bolus, δεξιά θα είναι ενεργοποιημένα τα πλαίσια Initial Amount, Event Start, Repeat Every και Nr. of Repeats, μόνο. Εάν επιλεγεί το Infusion, θα είναι ενεργοποιημένα όλα τα πλαίσια εισαγωγής δεδομένων, εκτός από το Initial  Amount. 
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Εικόνα 7. Επιλογή τύπου εισόδου δεδομένων έγχυσης: infusion
Η διαφορά αυτή είναι απόλυτα φυσιολογική και εξηγείται από τις διαφορές που υπάρχουν στον τρόπο έγχυσης του φαρμακευτικού σκευάσματος όταν αυτό χορηγείται ως στιγμιαία  (bolus) ή ως έγχυση (infusion). Στη στιγμιαία χορήγηση το φάρμακο χορηγείται με ενδοφλέβια ένεση σε πολύ σύντομο χρονικό διάστημα. Στην έγχυση αντιθέτως, έχουμε ενδοφλέβια ένεση που χορηγείται εις μάκρος χρόνου. Στον ασθενή τοποθετείται ορός με το φάρμακο ο οποίος εισέρχεται αργά στον οργανισμό και η όλη αυτή διαδικασία μπορεί να έχει διάρκεια αρκετές ώρες, σε αντίθεση με τον προηγούμενο τρόπο χορήγησης όπου η χρονική διάρκεια ήταν ελάχιστα λεπτά. Επίσης, στην στιγμιαία χορήγηση ορίζεται αρχική ποσότητα φαρμάκου (η ποσότητα που υπάρχει στο σωληνάριο της ένεσης), κάτι το οποίο δεν υπάρχει στην έγχυση μιας και εκεί έχουμε συνεχόμενη χορήγηση. 

Συνεχίζουμε την ανάλυση του παραθύρου Exogenous Input με την παρουσίαση των πλαισίων εισαγωγής που φαίνονται στο μέσο και δεξιά του κάτω μέρους του παραθύρου. Στη μεταβλητή Constant Rate συμπληρώνουμε έναν αριθμό που αντιστοιχεί στο πηλίκο της διαίρεσης «Δόση / Χρόνος χορήγησης». Παρακάτω θα αναλυθούν λεπτομερέστερα οι αριθμοί που συμπληρώνονται στα εκάστοτε πλαίσια εισαγωγής – προς το παρόν γίνεται απλή αναφορά και συνοπτική επεξήγηση αυτών. Στα πλαίσια εισαγωγής Event Start και Event Stop συμπληρώνουμε το χρόνο έναρξης και λήξης του γεγονότος χορήγησης του φαρμάκου, αντίστοιχα. Στο πλαίσιο εισαγωγής Repeat Every συμπληρώνουμε το κάθε πόσες ώρες (ή όποια άλλη μονάδα μέτρησης χρόνου έχουμε εισάγει) θα πραγματοποιείται επανάληψη της χορήγησης. Τέλος στο πλαίσιο εισαγωγής Nr.of Repeats συμπληρώνουμε τον αριθμό επαναλήψεων που επιθυμούμε να πραγματοποιηθούν. 

4.4.5.2 Εισαγωγή δεδομένων του στοιχείου ex1 (δεδομένα δόσης)

Στην προσομοίωση που πραγματοποιήθηκε για την παρούσα διπλωματική εργασία έγινε χρήση συγκεκριμένων τιμών σε μεταβλητές που αναφέρθηκαν παραπάνω. Τα στοιχεία εισαγωγής λήφθηκαν από την εργασία των Danesi και συνεργατών. Τα στοιχεία της εργασίας αυτής τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για την προσομοίωση είναι η δόση φαρμάκου (90 mg), η τιμή της Clearance (47.7 h-1m-2) και του όγκου κατανομής Vd (480.1m-2). 
	Δόση
	90 mg

	Κάθαρση
	47.7 h-1m-2

	Όγκος κατανομής
	480.1 m-2


Εικόνα 8. Πίνακας δεδομένων δόσης
Πριν ορίσουμε τις παραπάνω τιμές καλό θα είναι να ελέγξουμε τη μονάδα μέτρησης που έχει προεπιλεγμένη το πρόγραμμα. Συνήθως αυτή είναι τα λεπτά (minutes) όμως σε περιπτώσεις όπως αυτή που το χρειαζόμαστε για την προσομοίωση του epirubicin θα χρησιμοποιήσουμε τις ώρες (hours). Αυτό αλλάζει από την εντολή μενού Set - > Experimental Attributes, όπως φαίνεται και από τις παρακάτω εικόνες.
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Εικόνα 9. Ορισμός «ωρών» (hours) ως μονάδα μέτρησης χρόνου
Στο παράθυρο Experimental Attributes που άνοιξε, αλλάξαμε το όρισμα του πλαισίου εισαγωγής Units και από minutes που ήταν το βάλαμε hours, όπως φαίνεται και στην αμέσως παραπάνω εικόνα. Επίσης αλλάξαμε το όρισμα του πλαισίου εισαγωγής End at και βάλαμε την τιμή 48 ώστε να συμφωνεί με την τιμή που είχαμε ορίσει στο πλαίσιο εισαγωγής Repeat Every του παραθύρου Exogenous Input, μερικές εικόνες παραπάνω. Η τιμή στο End at μπορεί να είναι ίση ή μεγαλύτερη από την τιμή στο Repeat Every του παραθύρου Exogenous Input όταν σε αυτό έχει οριστεί ως αριθμός επαναλήψεων ο αριθμός 1 (Nr of Repeats = 1). Για παράδειγμα, μπορεί να έχουμε δώσει τη δυνατότητα να μας απεικονίσει την προσομοίωση για 50 ώρες αλλά η προσομοίωση να διαρκεί λιγότερο (48 ώρες στην περίπτωσή μας). Το αντίθετο δεν ισχύει, το πρόγραμμα θα βγάλει μήνυμα σφάλματος.

Επανερχόμαστε στη συνέχεια στην καταχώρηση τιμών στο μοντέλο. Ο τύπος χορήγησης είναι i.v. infusion σύμφωνα με την εργασία. Επομένως, μετά την εισαγωγή των παραπάνω στοιχείων στο παράθυρο Exogenous Input του SAAM II, αυτό θα έχει ως εξής: 
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Εικόνα 10. Εισαγωγή δεδομένων δόσης

Όπως φαίνεται και από την παραπάνω εικόνα, τα μεγέθη που καταχωρήσαμε στο SAAM II είναι τα εξής:

· Constant Rate = 562.5
· Event Start = 0
· Event Stop = 0.16
· Repeat Every = 48
· Nr. Of Repeats = 1
Στο Constant Rate καταχωρήθηκε η τιμή που αντιστοιχεί στη σταθερά έγχυσης του φαρμάκου και η οποία υπολογίστηκε από το πηλίκο της διαίρεσης Δόση / Χρόνος έγχυσης. Η δόση, σύμφωνα με τη δημοσίευση η οποία χρησιμοποιήθηκε για τη συλλογή δεδομένων, είναι 90 mg και ο Χρόνος έγχυσης 10 min (=0.16 hours). 

Στα Event Start και Event Stop ορίζεται η διάρκεια έγχυσης η οποία όπως αναφέρεται και παραπάνω είναι 10 min δηλαδή 0.16 hours.

Στο Repeat Every ορίζουμε η χορήγηση δόσης να επαναλαμβάνεται κάθε 48 hours.

Στο Nr. Of Repeats καταχωρούμε την τιμή 1 καθώς θέλουμε να γίνει προσομοίωση μίας και μόνης χορήγησης της δόσης. Για το λόγο αυτό, παρόλο που έχουμε ορίσει να επαναλαμβάνεται η δόση κάθε 48 ώρες (ώστε να έχουμε καλύτερα αποτελέσματα στην προσομοίωση), έχουμε ορίσει η γραφική παράσταση να εμφανίζεται για 48 ώρες και μόνο (από το μενού Set- > Experiment Attributes, όπως αναφέρεται στην υποενότητα «Εισαγωγή δεδομένων του στοιχείου ex1 (δεδομένα δόσης)», παραπάνω)

4.4.5.3 Στοιχείο s1 (εισαγωγή δειγμάτων)

Συνήθως τα δείγματα χρησιμοποιούνται για να συνδέσουν ένα διαμέρισμα του μοντέλου σε ένα σετ  δεδομένων και να ορίσουν την εξίσωση δείγματος που θα κάνει τις μονάδες του μοντέλου (που ορίζονται από τις μονάδες της εισόδου) σε συμφωνία με τις μονάδες των δεδομένων (που ορίζονται από το πείραμα). Το s1 όταν δώσουμε την εντολή για δημιουργία και παρουσίαση γραφικής παράστασης των διαμερισμάτων, θα είναι μια γραμμή που θα σχεδιαστεί  βάση των μεταβλητών k(i,j), του ex1 και του volume of distribution που έχουμε εισάγει. 
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Εικόνα 11. Παράθυρο εισαγωγής δειγμάτων
4.4.6 Επίλυση γραφικής παράστασης
[image: image80.emf]Για να εξάγουμε γραφική παράσταση στο SAAM II πρέπει πρώτα να «λύσουμε» το σύστημα. Η επίλυση του συστήματος είναι μια πολύ απλή διαδικασία στο SAAM II και γίνεται με το πάτημα ενός μόνο κουμπιού. Στη γραμμή εργαλείων συναντάμε το κουμπί Solve 

Με το πάτημα του κουμπιού αυτού, το SAAM II χρησιμοποιεί τις τρέχουσες τιμές των παραμέτρων για να επιλύσει το σύστημα των διαφορικών εξισώσεων του διαμερισματικού μοντέλου. 

4.4.7 Εξαγωγή γραφικής παράστασης
[image: image81.emf]Για την εξαγωγή της γραφικής παράστασης, εφόσον έχει προηγηθεί η διαδικασία της επίλυσης αυτής, απαιτείται απλώς το πάτημα του αντίστοιχου κουμπιού της γραμμής εργαλείων 

Μετά το πάτημα του κουμπιού αυτού το SAAM II εμφανίζει το παρακάτω παράθυρο:
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Εικόνα 12. Παράθυρο επιλογής εμφάνισης μεταβλητών στους δυο άξονες
Αν δεν κάνουμε κάποια αλλαγή, τότε το πρόγραμμα θα σχεδιάσει μόνο το s1. Εμείς όμως θέλουμε να σχεδιάσει και το q1. Θέλουμε δηλαδή να σχεδιάσουμε δύο γραφικές παραστάσεις στους ίδιους άξονες. Έτσι λοιπόν από το παρακάτω παράθυρο επιλέγουμε τα plasma και q1 και εμφανίζεται η  γραφική παράσταση:
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Εικόνα 13. Εμφάνιση όλων των δυνατών μεταβλητών
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Εικόνα 14. Εμφάνιση των plasma και q1
Η γραμμή του q1 δε φαίνεται καλά λόγω του συγκεκριμένου τύπου άξονα που έχει επιλεγεί. Αυτό μπορεί εύκολα να αλλάξει από το μενού View-> Semilog
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Εικόνα 15. Βελτιωμένη εμφάνιση των plasma και q1

[image: image88.emf]Έχουμε επιλέξει να παρουσιάζονται δύο σειρές δεδομένων στην ίδια γραφική παράσταση: plasma και s1. Παρατηρούμε όμως ότι υπάρχει μια αναντιστοιχία καθώς η μεν plasma σταματά στις 10  ώρες περίπου ενώ η  s1 συνεχίζεται μέχρι τις 48 ώρες. Αυτό συμβαίνει διότι η plasma σχηματίζεται από δεδομένα που υπάρχουν καταχωρημένα στο πρόγραμμα. Τα στοιχεία αυτά βρίσκονται στο κουμπί data της γραμμής εργαλείων: 
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Εικόνα 16. Παράθυρο πειραματικών στοιχείων (data). Στην αριστερή στήλη απεικονίζονται οι τιμές του χρόνου (t) μετρούμενου σε ώρες ενώ στη δεξιά στήλη απεικονίζονται οι τιμές συγκέντρωσης πλάσματος, όπως έχουν προεπιλεχθεί από το πρόγραμμα. Στη συνέχεια της προσομοίωσης η δεξιά στήλη θα αντικατασταθεί από τα πειραματικά δεδομένα όπως αυτά παρουσιάζονται στη δημοσίευση των Danesi et al. 
Προκειμένου να βρούμε τις ακριβείς τιμές των k(1,2), k(1,3), k(2,1), k(3,1), θα επιχειρήσουμε να εισάγουμε πειραματικά δεδομένα από τη δημοσίευση που χρησιμοποιούμε και στην καμπύλη που εξάγαμε θα κάνουμε προσαρμογή (fit) στα πειραματικά δεδομένα

4.4.8 Προσαρμογή (fit) στα δεδομένα

Αυτό που θέλουμε τώρα είναι να εισάγουμε στο SAAM II τα πειραματικά δεδομένα που έχουμε από τη δημοσίευση και να σχεδιάσουμε την καμπύλη που προκύπτει από αυτά στους ίδιους άξονες με την καμπύλη που προκύπτει από την επεξεργασία των παραμέτρων του μοντέλου. Στη συνέχεια θα δώσουμε την εντολή fit η οποία θα εφαρμόσει την καμπύλη των παραμέτρων πάνω στην καμπύλη των πειραματικών δεδομένων και ως αποτέλεσμα θα έχουμε τις πραγματικές (βέλτιστες) τιμές των k(i,j)

Καταρχήν εισάγουμε τα δεδομένα από το paper στο SAAM II. Τα δεδομένα που χρειαζόμαστε θα τα πάρουμε από την παρακάτω γραφική παράσταση

[image: image90.emf]
Εικόνα 17. Γραφική παράσταση της συγκέντρωσης του φαρμάκου (σε μmol-1) συναρτήσει του χρόνου (σε ώρες)


Εικόνα 18. Πίνακας πειραματικών στοιχείων (data)

Στη μεσαία στήλη αναγράφονται τα δεδομένα από τη δημοσίευση, τα οποία από μmol μεταγράφησαν σε mg ώστε να μπορούν να εισαχθούν στην προσομοίωση ενώ στην τρίτη στήλη  αναγράφονται  τα δεδομένα τα οποία θα εισαχθούν στο SAAM II. 

Μετά την προσαρμογή η γραφική παράσταση έχει ως εξής:
Εικόνα 16. Γραφική παράσταση μετά την προσαρμογή

Μετά λοιπόν την προσαρμογή οι πραγματικές τιμές των k(i,j) είναι: 

Εικόνα 17. Οι τιμές των k(i,j) μετά την προσαρμογή
4.4.9 Παραμετρική μελέτη για δόσεις 60-150 mg/m2 σκευάσματος epirubicin

Εικόνα 1. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L  για αρχική δόση 60mg/m2, infusion.

Εικόνα 2. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 60mg/m2, bolus

Εικόνα 3. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 90mg/m2, infusion
Εικόνα 4. Συγκέντρωση φαρμάκου(epirubicin)  σε mg/L για αρχική δόση 90mg/m2, bolus

Εικόνα 5. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για επαναλαμβανόμενη αρχική δόση 90mg/m2, bolus

Εικόνα 6. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 100mg/m2, infusion
Εικόνα 7. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 100mg/m2, bolus
Εικόνα 8. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 125mg/m2, infusion

Εικόνα 9. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 125 mg/m2, bolus
Εικόνα 10. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 150mg/m2, infusion

Εικόνα 11. Συγκέντρωση φαρμάκου  (epirubicin) σε mg/L για αρχική δόση 150mg/m2, bolus
Εικόνα 12. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για επαναλαμβανόμενη αρχική δόση 150mg/m2, bolus

Εικόνα 13. Συγκέντρωση φαρμάκου (epirubicin) σε mg/L για επαναλαμβανόμενη αρχική δόση 150mg/m2, infusion
4.5 Συμπεράσματα - προοπτικές

Στο κεφάλαιο αυτό έγινε μια προσπάθεια προσομοίωσης της φαρμακοκινητικής του σκευάσματος epirubicin ® για δόσεις των 60-150mg, όπως προβλέπεται από τον FDA. Στη συνέχεια τα αποτελέσματα της προσομοίωσης αυτής συγκρίθηκαν με τα πειραματικά δεδομένα (δημοσίευση Danesi et al) και ελέγχθηκε η ακρίβειά τους. 
Η προσομοίωση αυτή αξίζει προσοχής λόγω του γεγονότος ότι εκπονείται στα πλαίσια της Ομάδας για την In Silico Ογκολογία και συγκεκριμένα της συνεργασίας που η Ομάδα έχει αναπτύξει στο ευρωπαϊκό πρόγραμμα  ACGT με το Ινστιτούτο Jules Bordet, για την αντιμετώπιση του καρκίνου του μαστού. Με την προσομοίωση λοιπόν της φαρμακοκινητικής δίνεται η δυνατότητα στο θεράποντα ιατρό να «δοκιμάσει» σχήματα θεραπείας, σε εικονικό περιβάλλον, για την ακρίβεια in silico (στον υπολογιστή), χωρίς ανάμιξη του ασθενούς και πιθανές επιπλοκές που αυτή μπορεί να επιφέρει. Μάλιστα λόγω της φύσης της προσομοίωσης που έχει επιτευχθεί στην εργασία αυτή, μπορούν να δοκιμαστούν διάφορες δόσεις φαρμάκου, για απεριόριστο αριθμό επαναλήψεων και για οποιοδήποτε φαρμακευτικό σκεύασμα. 

Πιθανή επέκταση της έρευνας που έχει γίνει στην παρούσα εργασία, είναι η συγκέντρωση όλων των παραπάνω  μεθόδων σε έναν κώδικα, ο οποίος θα περιγράφει τις ακολουθούμενες  διαδικασίες, με δυνατότητα εκτέλεσής του για διαφορετικά σκευάσματα, σε ποικιλία ποσοτήτων και χρονισμών δόσεων.
Επίσης, εφόσον υπάρχει η δυνατότητα συνεργασίας με ιατρικό ίδρυμα, όπως στην περίπτωση της Ομάδας και του Jules Bordet, η προσομοίωση έχει προοπτική να γίνει ακόμα πιο ακριβής και σαφής, χάρη στην ανταλλαγή δεδομένων και ελέγχου της λειτουργίας της σε πραγματικές συνθήκες. 
Κεφάλαιο 5 

Τετραδιάστατη προσομοίωση της απόκρισης καρκινικών όγκων σε θεραπευτικά σχήματα (RT, CT)

5.1 Εισαγωγή
Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζεται μια τετραδιάστατη προσομοίωση που αφορά στην απόκριση καρκινικών όγκων, για ακτινοθεραπευτικά και χημειοθεραπευτικά σχήματα, όπως αυτή αναπτύχθηκε από μέλη της Ομάδας για την In Silico Ογκολογία. Παρουσιάζεται εκτεταμένη βιβλιογραφική ανασκόπηση, θεωρητική προσέγγιση και προσομοιωτική στρατηγική για γενική περίπτωση ύπαρξης ογκογένεσης και  επισημαίνεται το κυτταροκινητικό μοντέλο που αναπτύχθηκε στα πλαίσια της έρευνας αυτής. 
5.2 Ακτινοθεραπεία
Η ταχεία αύξηση, η μεγάλη αντοχή καθώς και τα λοιπά χαρακτηριστικά των καρκινικών όγκων οδηγούν στην υπόθεση ότι οι όγκοι δεν συμπεριφέρονται σαν τυχαίες αποδιοργανωμένες μάζες, αλλά σαν εξελισσόμενα καιροσκοπικά βιοσυστήματα. Απόρροια αυτής της υπόθεσης είναι ότι για την κατανόηση του καρκίνου αλλά και τη βέλτιστη αντιμετώπισή του απαιτείται ανάλυση και μελέτη ολόκληρου του υπό εξέλιξη όγκου ως συνθέτου αυτο-οργανούμενου συστήματος και όχι μόνο η αποσπασματική μελέτη κάποιων κυττάρων του. Αυτό δεν είναι πρακτικά δυνατό να επιτευχθεί με τα διατιθέμενα υπεραπλουστευμένα μαθηματικά ή και υπολογιστικά μοντέλα της συμπεριφοράς του όγκου. Υπάρχει συνεπώς πιεστική ανάγκη για την ανάπτυξη εξελιγμένων και καινοτόμων υπολογιστικών μοντέλων τα οποία θα προσομοιώνουν την πολυπλοκότητα της αύξησης των όγκων και τα οποία θα είναι εκ των πραγμάτων βασισμένα σε ένα πλήθος επιστημονικών περιοχών και πεδίων όπως της Βιολογίας, της Κλινικής Ογκολογίας, της Βιοχημείας, των Μαθηματικών (Αναλυτικών και Διακριτών), της Πληροφορικής, της Στατιστικής, της Θεωρίας Δικτύων και πολλών άλλων. Πρόσφατες ερευνητικές προσπάθειες έχουν επικεντρωθεί στην προσομοίωση της απόκρισης του όγκου σε διάφορες θεραπευτικές τεχνικές αλλά δυστυχώς τα παρόντα μοντέλα προσομοίωσης δυναμικών διαδικασιών χρειάζονται σημαντικές βελτιώσεις λόγω της ιδιαίτερα υψηλής πολυπλοκότητας του προβλήματος και της έλλειψης μεγάλων σειρών κλινικών δεδομένων. Ακολούθως παρουσιάζεται μια σύντομη επισκόπηση αντιπροσωπευτικών προσεγγίσεων και σχετικών προηγούμενων ερευνητικών προσπαθειών. Στο παρόν υποκεφάλαιο δίνεται έμφαση στη συνοπτική παρουσίαση διαφόρων υπολογιστικών μοντέλων της απόκρισης κλινικών όγκων in vivo σε ακτινοθεραπευτικά σχήματα. 

Οι Duechting και συνεργάτες εισήγαγαν ένα προσομοιωτικό μοντέλο το οποίο αφορά μόνο την in vitro ανάπτυξη του όγκου ή τα προαγγειογενετικά στάδια μικρών in vivo όγκων και βασίζεται στη θεώρηση διακριτών φάσεων του κυτταρικού κύκλου. Οι Kocher και συνεργάτες ανέπτυξαν ένα προσομοιωτικό μοντέλο της ανάπτυξης ενός σφαιρικού όγκου και της απόκρισής του στην ακτινοθεραπεία. Όμως στο εν λόγω μοντέλο δεν έχει ληφθεί υπόψη η ακριβής γεωμετρία του κλινικού όγκου όπως αυτή εμφανίζεται στα απεικονιστικά δεδομένα. Αντ΄ αυτής χρησιμοποιείται ένας χωρικά ισοδύναμος σφαιρικός όγκος στη θέση του γενικά αυθαιρέτου σχήματος πραγματικού όγκου. Eπιπροσθέτως στο ίδιο μοντέλο δεν έχουν ληφθεί υπόψη οι επί μέρους φάσεις του κυτταρικού κύκλου (G1, S, G2, M). Έτσι τα ζώντα κύτταρα ομαδοποιούνται μόνο σε πολλαπλασιαζόμενα και «κοιμώμενα». Kανένα από τα προαναφερθέντα μοντέλα δεν έχει εφαρμοστεί σε μεγάλους κλινικούς όγκους τυχαίων σχημάτων και επίσης κανένα δεν προσομοιώνει την κατά προσέγγιση σύμμορφη συρρίκνωση τέτοιων όγκων όταν αποκρίνονται σε θεραπευτικά σχήματα. Στα μοντέλα ανάπτυξης όγκων που παρουσιάστηκαν από τους Kansal, Deisboeck και συνεργάτες χρησιμοποιείται ένα πλέγμα διακριτοποίησης κάθε κυψελίδα του οποίου μπορεί να χωρέσει μεγάλο αριθμό βιολογικών κυττάρων. Παρά ταύτα το πλέγμα δεν έχει χρησιμοποιηθεί για τη διακριτοποίηση κλινικών όγκων τυχαίου σχήματος ούτε έχει αντιμετωπιστεί η απόκριση του όγκου στην ακτινοβόληση.

Οι Swanson, Murray και συνεργάτες ανέπτυξαν χωροχρονικά μοντέλα της αύξησης και διήθησης του όγκου του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος (ΠΓΒ) με περισσότερο κλινικό προσανατολισμό. Εντούτοις αν και η αύξηση του όγκου και η διήθηση συνιστούν βασικά φαινόμενα της κατανόησης του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος, οι εν λόγω ερευνητές δεν αντιμετωπίζουν τους ακτινοβιολογικούς μηχανισμούς που καθορίζουν την απόκριση του όγκου στην ακτινοθεραπεία. Οι Byrne, Maini, Alarcon και συνεργάτες πρότειναν μαθηματικά μοντέλα της προαγγειογενετικής φάσης της αύξησης ενός όγκου καθώς και της εξέλιξης του φαινομένου της αγγειογένεσης και αναφέρονται κυρίως στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης του όγκου. Σημειώνεται ότι αν και είναι δυνατό να αποκτηθεί χρήσιμη εποπτεία με αυτά τα μοντέλα, μια ενδεχόμενη μελλοντική τους επέκταση σε ογκώδεις κλινικές νεοπλασίες δεν είναι κατ’ ανάγκη εφικτή. 

Μια συστηματική προσπάθεια για την υπέρβαση σοβαρών προσομοιωτικών προβλημάτων και ελλείψεων, όπως αυτών που προαναφέρθηκαν, έχει ξεκινήσει από την Oμάδα για την In Silico Ογκολογία του ΕΠΙΣΕΥ-ΕΜΠ με την ανάπτυξη ενός τετραδιάστατου εξατομικευμένου προσομοιωτικού μοντέλου in vivo. Όλες οι παράμετροι που χρησιμοποιούνται στο μοντέλο έχουν ήδη οριστεί και είναι δυνατό να ποσοτικοποιηθούν (τουλάχιστο κατ’ αρχή) πειραματικά ή/και κλινικά. Έτσι αποφεύγεται η χρήση νέων παραμέτρων υπαγορευμένων από τα μαθηματικά παρά από τη βιοϊατρική και οι οποίες πολύ συχνά έχουν ασαφές ή αμφιλεγόμενο φυσικό νόημα και δύσκολη ποσοτική αποτίμηση. Eπιπροσθέτως είναι φανερό ότι ένα αξιόπιστο μοντέλο βασισμένο στην πειραματική και κλινική βιολογία παρέχει σημαντική εποπτεία της αλληλεξάρτησης των εμπλεκόμενων μηχανισμών ακόμη και αν μερικές παράμετροι δεν είναι δυνατό επί του παρόντος να αποτιμηθούν με μεγάλη ακρίβεια για κάθε δεδομένο ασθενή. Σε αυτό το κεφάλαιο παρουσιάζονται πρόσφατες επεκτάσεις και βελτιώσεις του τετραδιάστατου προσομοιωτικού μοντέλου της Ομάδας για την In Silico Ογκολογία που προαναφέρθηκε και παρουσιάζονται παραμετρικοί και κλινικοί έλεγχοι της ορθότητάς του. Για τον έλεγχο του μοντέλου χρησιμοποιήθηκε το αποτέλεσμα μιας κατάλληλης κλινικής μελέτης. Σημειώνεται επίσης ότι ένας ενδεχόμενος μελλοντικός συνδυασμός του εν λόγω μοντέλου με τις προσεγγίσεις ορισμένων από τους προαναφερθέντες ερευνητές θα ήταν άξιος προς διερεύνηση. Σε μια τέτοια περίπτωση θα ήταν ίσως δυνατό να προκύψει μια περισσότερο ολοκληρωμένη και κλινικά αξιοποιήσιμη εικόνα όλων των επί πτυχών των υπό προσομοίωση προβλήματος. Σε μια τέτοια προσέγγιση θα λαμβάνονταν παράλληλα υπόψη φαινόμενα όπως η συμπεριφορά του απεικονιστικά ορατού όγκου στον οποίο κατά κύριο λόγο αναφέρεται η παρούσα διατριβή, η συμπεριφορά των μικρομεταστάσεων, τα φαινόμενα κατά την έναρξη του φαινομένου της αγγειογένεσης κτλ. Επιπροσθέτως η προσομοιωτική προσέγγιση που παρουσιάζεται θα μπορούσε να θεωρηθεί ως ένα βήμα για τη διαμόρφωση της αναδυόμενης επιστημονικής περιοχής της In Silico ( Υπολογιστικής) Ακτινοθεραπευτικής Ογκολογίας.

5.2.1 Προσομοιωτική στρατηγική
Στην ανατομική περιοχή ενδιαφέροντος η οποία περιλαμβάνει τον όγκο υπερτίθεται ένα τρισδιάστατο κυβικό πλέγμα διακριτοποίησης και οι πλέον βιολογικοί «νόμοι» εφαρμόζονται σε κάθε κυψελίδα του πλέγματος. Βασικά προσομοιωτικά στοιχεία τα οποία μεταφράζουν αυτούς τους «νόμους» σε αλγορίθμους περιλαμβάνουν την έννοια των μαθηματικών κλάσεων ισοδυναμίας οι οποίες διαμερίζουν τον κυτταρικό πληθυσμό της κάθε κυψελίδας σε υποσύνολα ανάλογα με τη φάση του κυτταρικού κύκλου στην οποία βρίσκονται αυτά σε δεδομένη στιγμή, το πεδίο νεοαγγείωσης με βάση τα απεικονιστικά δεδομένα, το γραμμικό-τετραγωνικό ακτινοβιολογικό μοντέλο (LQ), ειδικούς αλγορίθμους αύξησης και συρρίκνωσης του όγκου κτλ. Η βασική φιλοσοφίας της προσέγγισης παρουσιάζεται στην αναφορά [17] και με συνοπτικό τρόπο στην ιστοσελίδα της Ομάδας για την In Silico Ογκολογία [http://www.in-silico-oncology.iccs.ntua.gr/].

5.2.2 Πρόσφατες επεκτάσεις - βελτιώσεις
5.2.2.1 Δίκτυο αγγείων, νεοαγγειογένεση και τροφοδοσία σε οξυγόνο με βάση τα απεικονιστικά δεδομένα
Η παρατήρηση ότι αγγειογένεση λαμβάνει χώρα στους όγκους έγινε περίπου πριν από 100 χρόνια. Η υπόθεση ότι οι όγκοι παράγουν μια ευκολοδιάχυτη «αγγειογενετική» ουσία διατυπώθηκε το 1968. Τα κύτταρα των θηλαστικών απαιτούν οξυγόνο και θρεπτικά συστατικά για την επιβίωσή τους και κατά συνέπεια τα λειτουργικά κύτταρα πρέπει να βρίσκονται σε απόσταση μικρότερη από 100 έως 200 μm από τα εγγύτερα τριχοειδή αγγεία δηλαδή εντός των ορίων διάχυσης του οξυγόνου. Η διαμόρφωση των αγγείων σε ένα έμβρυο ξεκινά από τους πρόδρομους ενδοθηλιακούς παράγοντες. Το αρχέγονα αγγεία διαστέλλονται και «βλαστάνουν» νέα αγγεία με την παρεμβολή κατάλληλων στηλών ιστού στον αυλό τους. Οι στήλες αυτές χωρίζουν τον αυλό σε περισσότερους νέους αυλούς. Έτσι παράγεται η φυσιολογική αγγειογένεση. Τα νεόπλαστα αγγεία σε ένα όγκο δημιουργούνται επίσης από προϋπάρχοντα αγγεία με ανάλογες διαδικασίες. Πρόδρομοι ενδοθηλιακοί παράγοντες που διαφεύγουν από τα αγγειακά τοιχώματα ή κινητοποιούνται από το μυελό των οστών είναι δυνατό επίσης να συνεισφέρουν στο φαινόμενο της αγγειογένεσης στους όγκους. Καρκινικά κύτταρα μπορούν επίσης να πολλαπλασιαστούν γύρω από ένα προϋπάρχον αγγείο σχηματίζοντας έτσι ένα περιαγγειακό «επίδεσμο» Χωρίς αιμοφόρα αγγεία οι όγκοι δεν μπορούν να αυξηθούν πέρα από ένα κρίσιμο μέγεθος ή να προκαλέσουν μετάσταση σε κάποιο άλλο όργανο. 

Σε αντίθεση με τα φυσιολογικά αγγεία, η νεοαγγείωση σε έναν όγκο έχει τα εξής χαρακτηριστικά:

1. H δομή των αγγείων του όγκου είναι ανώμαλη 

2. Η δομή των αγγείων του όγκου είναι έντονα αποδιοργανωμένη 

3. Τα αγγεία του όγκου είναι συχνά περιστραμμένα και διεσταλμένα, έχουν αυξομειούμενες διαμέτρους και υπερβολικές διακλαδώσεις 

4. Η ροή του αίματος στα νεόπλαστα αγγεία είναι χαοτική και χρονικά μεταβαλλόμενη οδηγώντας έτσι σε υποξικές και όξινες περιοχές εντός των όγκων

5. Τα τοιχώματα των αγγείων έχουν πολυάριθμες «οπές» και ασυνεχή ή και εντελώς απούσα βασική μεμβράνη 

Τα αγγεία του όγκου παρουσιάζουν διαρροές και έχουν εξαιρετική ανομοιομορφία στη διαρροή τόσο στο πεδίο του χώρου όσο και στο πεδίο του χρόνου. O καθορισμός των στρωμάτων του όγκου με βάση τα απεικονιστικά δεδομένα υπαγορεύει τον αριθμό και τη μεταβολική κατάσταση των βιολογικών κυττάρων που περιέχονται μέσα σε κάθε στρώμα. Κατά την προσομοιωτική διαδικασία και για την περίπτωση της αύξησης του όγκου, τα μικρά αγγεία που τροφοδοτούν τους παρακείμενους φυσιολογικούς ιστούς απωθούνται (μαζί με τους ίδιους τους ιστούς) από τον όγκο και νέα τριχοειδή αγγεία δημιουργούνται στην προηγούμενη θέση τους. 

Συνεπώς γίνεται η υπόθεση ότι τα νέα καρκινικά κύτταρα τα οποία βρίσκονται εκτός της αρχικής νεκρωτικής περιοχής και για μια τυπική προσομοιούμενη χρονική περίοδο (της τάξης των μερικών μηνών) οξυγονώνονται καλά σε σημαντικό ποσοστό και μπορούν να διαιρεθούν. Η μη επαρκής οξυγόνωση όλων των νεότευκτων κυττάρων οφείλεται στις ατέλειες της νεοαγγείωσης που προαναφέρθηκαν. Μεταξύ της εξωτερικής επιφάνειας του απεικονιστικά ορατού όγκου και μιας υποθετικής επιφάνειας (HYP) η οποία περικλείει τη νεκρωτική του περιοχή και βρίσκεται σε απόσταση 1.5mm από αυτή θεωρείται ότι μεσολαβεί το «πολλαπλασιαζόμενο στρώμα». O χώρος που καταλαμβάνεται μεταξύ της επιφάνειας HYP και της επιφάνειας της νεκρωτικής περιοχής θεωρείται ότι περιέχει σχετικά μεγάλο αριθμό από «κοιμώμενα» (G0) κύτταρα λόγω του ότι αποτελεί μια μεταβατική περιοχή μεταξύ της νεκρωτικής και της καλά μεταβολιζόμενης περιοχής. Για το λόγο αυτό αποκαλείται και «κυτταρικό στρώμα G0». Υποθέτουμε ότι η πυκνότητα κλωνογόνων κυττάρων στο πολλαπλασιαζόμενο στρώμα είναι διπλάσια εκείνης του στρώματος G0. Eπίσης η πυκνότητα των κλωνογόνων κυττάρων στη νεκρωτική περιοχή λαμβάνεται ίση με το 1/5 της πυκνότητας κλωνογόνων κυττάρων στο πολλαπλασιαζόμενο στρώμα.

5.3 Χημειοθεραπεία
Σημαντικές προσπάθειες έχουν γίνει διεθνώς και για την αναλυτική περιγραφή του τρόπου με τον οποίο οι κακοήθεις όγκοι αυξάνονται και αποκρίνονται στη χημειοθεραπεία. Ακολουθούν μερικά αντιπροσωπευτικά παραδείγματα τέτοιων προσπαθειών. Ο Chuang παρουσίασε μια θεωρητική μελέτη βασισμένη σε φαρμακοκινητικά και φαρμακοδυναμικά μοντέλα για συστήματα καρκινικών όγκων τα οποία υφίστανται χημειοθεραπεία. Στην προσέγγισή του κατάλληλα φαρμακοκινητικά μοντέλα καθώς και οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ κυττάρων και φαρμάκου στην περιοχή του όγκου ενσωματώνονται σε κυτταροκινητικά μοντέλα ώστε να συναποτελέσουν χημειοθεραπευτικά μοντέλα. Oι Levin και συνεργάτες  όρισαν ειδικούς παράγοντες τους οποίους θεώρησαν ότι παίζουν πρωτεύοντα ρόλο τη μεταφορά του φαρμάκου σε όγκους του εγκεφάλου και χρησιμοποιώντας ένα υπολογιστικό μοντέλο προσομοίωσαν τα αποτελέσματά τους. Οι Ozawa και συνεργάτες παρουσίασαν ένα φαρμακοδυναμικό μοντέλο για αντικαρκινικά σκευάσματα με δράση εξαρτώμενη από απο τη φάση του κυτταρικού κύκλου καθώς επίσης και για σκευάσματα με δράση μη εξαρτώμενη από τη φάση του κυτταρικού κύκλου του κυττάρου στο οποίο δρουν. Oι Jean και συνεργάτες ανέπτυξαν ένα εκπαιδευτικό υπολογιστικό πρόγραμμα που προσομοιώνει με υπεραπλοποιημένο τρόπο χημειοθεραπευτικά πειράματα. Η είσοδος του προγράμματος περιλαμβάνει τη δόση, τον αριθμό των χορηγήσεων του φαρμάκου ανά ημέρα, το συνολικό αριθμό των χορηγήσεων του φαρμάκου και το χρονικό διάστημα μεταξύ των χορηγήσεων. Οι Nani και Oguztoereli παρουσίασαν ένα σύνολο μαθηματικών μοντέλων και υπολογιστικών υλοποιήσεων της απόκρισης αιματολογικών και γυναικολογικών όγκων στη χημειοθεραπεία. Για τη βελτίωση της χημειοθεραπείας οι Iliadis και Barbolosi ανέπτυξαν ένα αναλυτικό μοντέλο που περιγράφει τη φαρμακοκινητική αντικαρκινικών φαρμάκων, την αντικαρκινική δράση και την τοξικότητά τους. Οι Davis και Tannock μοντελοποίησαν το αποτέλεσμα του επαναποικισμού του όγκου στα μεσοδιαστήματα μεταξύ των χημειοθεραπευτικών κύκλων. Ο Gardner ανέπτυξε ένα υπολογιστικό μοντέλο που ονόμασε μοντέλο κινητικά προσαρμοσμένης θεραπείας (kinetically tailored treatment ή KITT model) με σκοπό να προβλέψει συνδυασμούς φαρμάκων, δόσεων και χρονικών σχημάτων χορήγησης που θα ήταν αποτελεσματικά για τη μείωση του μεγέθους του όγκου και την παράταση της επιβίωσης του ασθενούς. Οι Ward και King προσάρμοσαν ένα μοντέλο προαγγειογενετικής ανάπτυξης όγκων ώστε να μελετήσουν τα αποτελέσματα της χορήγησης του φαρμάκου σε πολυκυτταρικά σφαιροειδή και μονοστρωματικές

κυτταροκαλλιέργειες. 

Aπό την προηγούμενη σύντομη παράθεση αντιπροσωπευτικών προσομοιωτικών προσεγγίσεων συνάγεται ότι παρά τις εκτεταμένες προσπάθειες για την προσομοίωση της απόκρισης στη χημειοθεραπεία σε ένα γενικό ερευνητικό πλαίσιο, δεν έχουν παρουσιαστεί προσομοιωτικά μοντέλα τα οποία να αναφέρονται στα ατομικά απεικονιστικά (ακριβής τρισδιάστατη γεωμετρία του όγκου) σε συνδυασμό με άλλα δεδομένα του ασθενούς. To παρόν κεφάλαιο παρουσιάζει ένα καινοτόμο τετραδιάστατο (χωροχρονικό) μοντέλο Monte Carlo της απόκρισης στερεών όγκων in vivo σε χημειοθεραπευτική αγωγή σαν προσπάθεια εξατομίκευσης της ανάλυσης και προσομοίωσης της απόκρισης στη χημειοθεραπεία. Το μοντέλο βασίζεται στα ατομικά απεικονιστικά, ιστοπαθολογικά και φαρμακοδυναμικά/γενετικά δεδομένα και στοχεύει να καταστεί μια αξιόπιστη πλατφόρμα για την εκτέλεση εξατομικευμένων πειραμάτων in silico (στον υπολογιστή) τα οποία αποβλέπουν στη βελτιστοποίηση του σχεδιασμού της χημειοθεραπευτικής αγωγής.

5.4 Συλλογή δεδομένων
Συλλέγονται τα απεικονιστικά δεδομένα (π.χ. Τ1 ΜRI με σκιαγραφικό, τομές PET κτλ. ) στα οποία γίνεται τμηματοποίηση του όγκου καθώς και των γειτονικών περιοχών ενδιαφέροντος, τα ιστοπαθολογικά δεδομένα (ακριβής τύπος του όγκου κτλ.) και ενδεχομένως τα γενετικά δεδομένα (εκφράσεις κρισίμων γονιδίων όπως αυτές λαμβάνονται με την τεχνολογία των μικροσυστοιχιών DNA (DNA microarrays) και επεξεργασμένες από κατάλληλο γενετικό δίκτυο ώστε να βελτιώνεται η εκτίμηση των φαρμακοδυναμικών παραμέτρων του μοντέλου). Σημειώνεται ότι τα απεικονιστικά δεδομένα (π.χ. T1 ΜRI με σκιαγραφικό) παρέχουν πληροφορίες σχετικά με (i) τα όρια του απεικονιστικά ορατού όγκου, (ii) τον ίδιο τον όγκο και (iii) τη χωρική κατανομή της μεταβολικής δραστηριότητας του όγκου (περιοχές όπου υπάρχει σημαντική παροχή οξυγόνου και θρεπτικών ουσιών μέσω της νεοαγγείωσης και «νεκρωτικές» περιοχές όπου υπάρχει απουσία επαρκούς λειτουργικά ενεργούς αγγείωσης και συνεπώς έλλειψη επαρκούς οξυγόνωσης και τροφοδοσίας με θρεπτικές ουσίες). Οι τομές T1 MRI με σκιαγραφικό συνήθως παρέχουν σαφή όρια μεταξύ των αιματούμενων και μη αιματούμενων περιοχών του όγκου. Τα ελάχιστα διαφοροποιημένα κύτταρα του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος όταν βρίσκονται στη γειτονιά ενεργών τριχοειδών αγγείων που τα τροφοδοτούν με επαρκές οξυγόνο και θρεπτικά συστατικά αναμένεται να βρίσκονται εντός του κυτταρικού κύκλου τον περισσότερο χρόνο εκτός εάν συμβεί αυθόρμητη απόπτωση ή κάποια θεραπευτική δράση (π.χ. κυτταρόσταση και συνακόλουθη απόπτωση λόγω της δράσης της τεμοζολομίδης). Τα κύτταρα του όγκου τα οποία βρίσκονται σε μεγάλη απόσταση από τα εγγύτερα σε αυτά τριχοειδή της νεοαγγείωσης θα βρίσκονται ή στη G0 ή στη νεκρωτική φάση λόγω ανεπαρκούς οξυγόνωσης και θρέψης. Εντός μιας δεδομένης κυψελίδας η κατανομή των προλλαπλασιαζόμενων καρκινικών κυττάρων στις διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου γίνεται με ένα στατιστικό τρόπο που λαμβάνει υπόψη τη μέση διάρκεια κάθε διακριτής φάσης. Σχετικά με τo χειρισμό των απεικονιστικών δεδομένων, σημειώνεται ότι εναλλακτικά της χειρωνακτικής τμηματοποίησης που εφαρμόζεται μέχρι τώρα θα μπορούσαν να εφαρμοστούν αυτόματες μέθοδοι τμηματοποίησης προσαρμοσμένες σε όγκους του εγκεφάλου όπως αυτές που παρουσιάζονται στις εργασίες. Τονίζεται πάντως ότι στην παρούσα φάση της ανάπτυξης του μοντέλου μια τέλεια τμηματοποίηση δεν είναι απόλυτα απαραίτητη. Αυτό συμβαίνει επειδή κάποιες αβεβαιότητες στην εκτίμηση ορισμένων βιολογικών παραμέτρων δεν επιτρέπουν πλήρη αξιοποίηση μιας απολύτως ιδανικής τμηματοποίησης. 

Τα απεικονιστικά δεδομένα εισάγονται σε κατάλληλο λογισμικό τρισδιάστατης ανασύνθεσης εικόνας (π.χ. 3D Doctor, AVS Express κτλ.) το οποίο μεταξύ άλλων οδηγεί και σε οπτικοποίηση του όγκου και της περιβάλλουσας αυτόν περιοχής συνδυάζοντας τεχνικές απόδοσης όγκου και επιφάνειας. Ειδικά για την περίπτωση του πολυμόρφου γλοιοβλαστώματος έχουν χρησιμοποιηθεί μέχρι τώρα στη συντριπτική τους πλειοψηφία τομές T1 MRI με σκιαγραφικό γαδολίνιο. Σύμφωνα με την εργασία, η φωτεινή λευκή περιοχή του όγκου αντιπροσωπεύει περιοχή του όγκου με εκτεταμένη διαρροή στον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Δεδομένου ότι αυτή η νεοαγγειωμένη περιοχή παρέχει στα καρκινικά κύτταρα επαρκή θρεπτικά στοιχεία, περιέχει τα έντονα μεταβολιζόμενα και συνεπώς τα γρήγορα πολλαπλασιαζόμενα καρκινικά κύτταρα.

Αξίζει να τονιστεί ότι μέχρι πρόσφατα δεν έχει παρουσιαστεί κάποια εργασία στην οποία να γίνεται απευθείας εκμετάλλευση της πραγματικής τρισδιάστασης δομικής και λειτουργικής πληροφορίας η οποία παρέχεται από απεικονιστικές τεχνικές με στόχο να βελτιστοποιηθεί η χημειοθεραπευτική αγωγή στο ατομικό επίπεδο του ασθενούς. Αναμφίβολλα καρκινικά κύτταρα πολύ συχνά διηθούνται στον εγκέφαλο και μπορεί να φτάσουν αρκετά μακριά από το απεικονίσιμο όριο του όγκου. Είναι επίσης γνωστό ότι οι διηθήσεις αυτές παίζουν σημαντικό ρόλο στην επιβίωση του ασθενούς. Ωστόσο ο έλεγχος του κύριου απεικονιστικά ορατού όγκου παραμένει μια προφανής αναγκαιότητα.

5.5 Βιολογικό και κλινικό υπόβαθρο
5.5.1 Βιολογία της αύξησης του όγκου και της απόκρισής του στη χημειοθεραπεία
Προτείνεται και υιοθετείται το κυτταροκινητικό μοντέλο που παρουσιάζεται στην Εικόνα 2. Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο ένα καρκινικό κύτταρο όταν διέρχεται τον κυτταρικό κύκλο περνά από τις φάσεις G1 (gap 1), S (σύνθεση DNA), G2 (gap 2) και M (μίτωση). Αφού ολοκληρωθεί η μίτωση, κάθε ένα από τα προκύπτοντα κύτταρα εισέρχεται πάλι στη φάση G1 εφόσον η παροχή οξυγόνου και θρεπτικών συστατικών στην παρούσα θέση είναι επαρκής. Διαφορετικά εισέρχεται στη φάση G0 στην οποία μπορεί να παραμείνει μόνο για περιορισμένο χρόνο (TG0) εφόσον η οξυγόνωση και η θρέψη είναι ανεπαρκείς. Ακολούθως εισέρχεται στη νεκρωτική φάση η οποία οδηγεί στον πλήρη βιολογικό κυτταρικό θάνατο εκτός κι αν το τοπικό μικροπεριβάλλον του κυττάρου ξαναγίνει κατάλληλο πριν την παρέλευση του χρόνου TG0. Στην τελευταία περίπτωση το κύτταρο εισέρχεται στη φάση G1. Επιπλέον του μονοπατιού που περιγράφηκε μόλις πριν, υπάρχει πάντοτε το ενδεχόμενο κάθε κύτταρο ανεξάρτητα από τη φάση στην οποία βρίσκεται (εξαιρουμένης της νέκρωσης και της απόπτωσης) να θανατωθεί με κάποια πιθανότητα ανά ώρα λόγω γήρανσης και αυθόρμητης απόπτωσης. H εν λόγω πιθανότητα αντιπροσωπεύει το ρυθμό κυτταρικής απώλειας λόγω απόπτωσης και είναι το γινόμενο του παράγοντα κυτταρικής απώλειας λόγω απόπτωσης και του ρυθμού κυτταρικών γεννήσεων. Ο ρυθμός κυτταρικών γεννήσεων μπορεί να θεωρηθεί ως ο λόγος του κλάσματος αύξησης προς τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου.
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Εικόνα 2. Απλοποιημένο κυτταροκινητικό μοντέλο ενός καρκινικού κυττάρου.

Συμβολισμοί: G1: φάση G1, S: φάση σύνθεσης του DNA, G2: φάση G2, G0 : φάση ύπνου G0, N: νέκρωση, A: απόπτωση.

Παρενέργειες της χημειοθεραπευτικής αγωγής, αντιδράσεις του ανοσοποιητικού συστήματος και αντίσταση στο φάρμακο σαν ένα φαινόμενο το οποίο διαμορφώνεται με την πάροδο του χρόνου δε λαμβάνονται υπόψη στην παρούσα έκδοση του μοντέλου. Επί του παρόντος λαμβάνεται υπόψη μόνο ο τομογραφικά ορατός (gross) όγκος. Η απόκριση του σύνολου κλινικού όγκου, του περιβάλλοντος οιδήματος και ολόκληρου του οργανισμού προβλέπεται να αποτελέσει μελλοντικό πεδίο προσομοίωσης της Ομάδας για την In Silico Oγκολογία. Λαμβάνοντας υπόψη την πειραματική παρατήρηση ότι το όριο διάχυσης του οξυγόνου είναι της τάξης των 100μm από τα τριχοειδή αγγεία και ότι υπάρχει συνήθως προοδευτική υποξία από το εξωτερικό στρώμα του όγκου προς το κέντρο

του όγκου, εισάγεται ένα ενδιάμεσο στρώμα «G0» το οποίο περιέχει ικανό αριθμό υποξικών «κοιμώμενων» κυττάρων. Κατά τη διάρκεια της αύξησης του όγκου, νέα τριχοειδή αγγεία θεωρείται ότι αναφύονται. Κατ’ αυτό τον τρόπο τόσο η περιοχή του όγκου που κατά την έναρξη της προσομοιούμενης περιόδου χαρακτηριζόταν από έντονη μεταβολική δραστηριότητα όσο και η περιοχή που ακολούθως προστίθεται στον όγκο θεωρούνται ότι είναι ικανές να υποστηρίξουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. 

Κεφάλαιο 6 

Συμπεράσματα και προοπτικές
Η διπλωματική αυτή εργασία εντάσσεται στο ευρύτερο πλαίσιο της έρευνας που πραγματοποιεί η Ομάδα για την In Silico Ογκολογία στο χώρο της βιοϊατρικής και συγκεκριμένα στην προσομοίωση της ανάπτυξης και της απόκρισης καρκινικών όγκων σε σχήματα θεραπείας, χρησιμοποιώντας στοιχεία ιατρικής απεικόνισης, μοριακής βιολογίας και προγραμματιστικών τεχνικών.

Η χρησιμότητα της διπλωματικής αυτής εργασίας επιβεβαιώνεται και από τις απαιτήσεις του ευρωπαϊκού προγράμματος ACGT (Advancing Clinico-Genomic Trials on Cancer: Open Grid Services for Improving Medical Knowledge Discovery), στο οποίο η Ομάδα για την In Silico Ογκολογία διαδραματίζει σημαίνοντα ρόλο. Οι προαναφερθείσες απαιτήσεις είναι: 

· Υποστήριξη των ιατρών στη λήψη αποφάσεων σχετικά με την επιλογή θεραπευτικών σχημάτων και εξατομικευμένη βελτιστοποίηση της θεραπευτικής αγωγής

· Διεξαγωγή in silico πειραμάτων με σκοπό τη διερεύνηση και έλεγχο νέων θεραπευτικών στρατηγικών

· Ενημέρωση και εκπαίδευση των ιατρών, βιολόγων, ερευνητών και ασθενών σχετικά με την πιθανή απόκριση όγκων σε διαφορετικά υποψήφια σχήματα θεραπείας

Η Ομάδα για την In Silico Ογκολογία συμμετέχει ενεργά στο ευρωπαϊκό ερευνητικό πρόγραμμα ACGT και μάλιστα διαδραματίζει σημαίνοντα ρόλο στα πεπραγμένα αυτού καθώς έχει οριστεί ως ηγέτης (leader) της Ομάδας Εργασίας 8 (Workpackage 8). Συγκεκριμένα δε στην περίπτωση του καρκίνου του μαστού, η Ομάδα συνεργάζεται στα πλαίσια του προγράμματος με το Ινστιτούτο Jules Bordet των Βρυξελλών, έχοντας αναπτύξει μια ιδιαίτερα καρποφόρα αμφίδρομη σχέση, με την ανταλλαγή ιατρικών δεδομένων και προσομοιωτικών τεχνικών με σκοπό την βέλτιστη αντιμετώπιση της παθογένεσης αυτής, με ποικιλία σχημάτων θεραπείας.
Κατωτέρω παρατίθενται αναλυτικά τα συμπεράσματα και οι προοπτικές της διπλωματικής εργασίας.  
1. Έγινε εμπεριστατωμένη βιβλιογραφική επισκόπηση και μελέτη των μοριακών δικτύων αλληλεπίδρασης γονιδίων και πρωτεϊνών που σχετίζονται με τη συμπεριφορά του καρκίνου του μαστού και την απόκρισή του σε θεραπευτικά σχήματα.

2. Για ειδικές περιπτώσεις μεγάλης σημασίας αναπτύχθηκαν πρωτότυπα μοριακά δίκτυα κάνοντας χρήση των δομών / εννοιών στοιχείων λογικών ηλεκτρονικών κυκλωμάτων όπως πύλες AND, OR κλπ. Τα παρόντα δίκτυα μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως παράδειγμα για ευρύτερη εφαρμογή των τεχνικών των λογικών κυκλωμάτων σε γονιδιακά δίκτυα

3. Τα παραπάνω προσομοιωτικά πρότυπα προβλέπεται να χρησιμοποιηθούν σε ένα πολυεπίπεδο μοντέλο της απόκρισης όγκου σε θεραπευτικές τεχνικές (ακτινοθεραπεία, χημειοθεραπεία κλπ)

4. Στα ίδια πλαίσια έγινε προσομοιωτική της φαρμακοκινητικής του σκευάσματος epirubicin το οποίο χορηγείται σε περιπτώσεις καρκίνου του μαστού. Η προσομοίωση έγινε με τη βοήθεια του λογισμικού SAAM II
5. Το παραπάνω προσομοιωτικό μοντέλο της φαρμακοκινητικής θα αποτελέσει μέρος της υλοποίησης του ευρωπαϊκού προγράμματος ACGT (Advancing Clinico Genomic Trials on cancer)

6. Συνολικά η διπλωματική εργασία συνεισφέρει κατά πρωτότυπο τρόπο σε δύο σημαντικά επίπεδα εξάλειψης και απόκρισης σε θεραπευτικά σχήματα του καρκίνου του μαστού: στο μοριακό και στο συστημικό επίπεδο. Παράλληλα προτείνεται μέθοδος ένταξης των εν λόγω προτύπων στο γενικότερο ολοκληρωμένο μοντέλο απόκρισης του όγκου σε θεραπευτικά σχήματα

7. Και τα δύο μοντέλα έχουν ελεγχθεί σε αρχικό στάδιο με βάση υπάρχοντα δεδομένα (πειραματικά κ.α.) και εκτεταμένοι έλεγχοί τους έχουν προγραμματιστεί να γίνουν εντός του προγράμματος ACGT
Μια από τις βασικές εργασίες του προγράμματος ACGT, στα πλαίσια του οποίου και της συνεργασίας που έχει αναπτύξει με αυτό η Ομάδα για την In Silico Ογκολογία, είναι η ανάπτυξη του «Oncosimulator». Ο «Oncosimulator» προβλέπεται να είναι ένα προηγμένο πληροφοριακό σύστημα το οποίο θα είναι ικανό να προσομοιώσει την απόκριση των όγκων και των φυσιολογικών ιστών που επηρεάζονται από αυτούς, σε θεραπευτικά σχήματα βασισμένα σε κλινικά, ιστοπαθολογικά, απεικονιστικά και μοριακά δεδομένα οποιουδήποτε καρκινοπαθούς. Σκοπός είναι η βελτιστοποίηση της θεραπείας του καρκίνου για κάθε ασθενή, εκτελώντας πειράματα in silico (στον υπολογιστή) τα οποία να αφορούν υποψήφια θεραπευτικά σχήματα, σκοπός που συνδέεται άμεσα με τις επιδιώξεις επέκτασης της παρούσης διπλωματικής εργασίας.
Ως μελλοντικές επεκτάσεις, επομένως, της διπλωματικής αυτής εργασίας, θα μπορούσαν να αναφερθούν οι εξής: 
· Ανάπτυξη κώδικα ο οποίος να συνοψίζει και να συνδέει μεταξύ τους 
· Τις φαρμακοκινητικές προσομοιώσεις για διάφορα φαρμακευτικά σκευάσματα, σε ποικιλία χημειοθεραπευτικών σχημάτων

· Τα μοριακά δεδομένα που υπάρχουν (έκφραση γονιδίων)

· Τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων, όπως αυτές εκφράζονται στα διάφορα μοριακά δίκτυα που έχουν αναπτυχθεί 
· Πιθανά δεδομένα από μικροσυστοιχίες DNA (DNA microarrays)

· Έλεγχο της σωστής λειτουργίας του παραπάνω κώδικα, με βάση κλινικά δεδομένα και βελτιστοποίηση αυτού

· Επέκταση του εύρους εφαρμογής του εν λόγω κώδικα και σε άλλες περιπτώσεις παθογένεσης όπως το νεφροβλάστωμα ή άλλες περιπτώσεις καρκίνου
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Οι πρωτείνες Α και Β συνδέονται μεταξύ τους. Ο κόμβος στη γραμμή δηλώνει το σύμπλεγμα Α:Β








Παρουσίαση των πολυμοριακών συμπλεγμάτων: το x είναι το Α:Β και το y είναι το (A:B):C. Η σήμανση αυτή είναι επεκτάσιμη σε οποιοδήποτε αριθμό στοιχείων ενός συμπλέγματος




















Ομοιοπολική τροποποίηση της πρωτείνης Α. Η γραμμή μονού βέλους δηλώνει ότι η Α μπορεί να υπάρξει σε φωσφορυλιωμένη μορφή. Ο κόμβος παρουσιάζει το φωσφορυλιωμένο είδος.





Διάσπαση ομοιοπολικού δεσμού: απόφωσφορυλίωση της Α από μια φωσφατάση.














Στοιχιομετρική μετατροπή του Α σε Β. 











Μεταφορά του Α από το κυτταρόσωμα στον πυρήνα. Ο κύκλος (filled circle) δηλώνει το Α μετά τη μεταφορά του στον πυρήνα.








Σχηματισμός ομοδιμερούς. Ο κύκλος στα δεξιά δηλώνει αντίγραφο του Α. Ο κύκλος (η τελεία;;) στη γραμμή σύνδεσης δηλώνει το ομοδιμερές Α:Α.











Ενζυματική διέγερση μιας αντίδρασης.





Ενζυματική διέγερση μιας αντίδρασης in trans.





Γενικά σύμβολα για διέγερση μιας διαδικασίας. Η γραμμή πριν το βέλος σημαίνει αναγκαιότητα.





Γενικό σύμβολο για αναστολή.





Συντομογραφικό σύμβολο για μεταγραφική ενεργοποίηση.





Συντομογραφικό σύμβολο για μεταγραφική αναστολή.





Παράγωγα υποβάθμισης
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Συγκέντρωση στο πλάσμα





Βιοδιαθεσιμότητα
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Κινητική Μηδενικής Τάξης
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Συμπλέγματα μοριακών ειδών








(d) Ο κόμβος x είναι το σύμπλεγμα Α:Β (το αποτέλεσμα της σύνδεσης του Α με το Β). Ο κόμβος y είναι το σύμπλεγμα (Α:Β):C











(e) Ο κόμβος x είναι το φωσφορυλιωμένο Α και ο κόμβος y είναι το φωσφορυλιωμένο Α συνδεδεμένο με το Β











(f) Ο απομονωμένος κόμβος x είναι μια συντομογραφία για άλλο ένα αντίγραφο του Α. Ο κόμβος y είναι το ομοδιμερές Α:Α





(g) Σύμβολο συνδυασμού καταστάσεων: το z είναι ο συνδυασμός των καταστάσεων που ορίζουν τα x και y





Στοιχειώδη μοριακά είδη





(a) Ένα μοριακό είδος ονομαζόμενο «Protein A»








(b) Παρουσίαση τομέων της  «Protein A»








(c) Μια περιοχή του DNA ονομαζόμενη «promoter A»
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		time (h)		plasma (μmol)		plasma (mg)

		0		6.44		3.735

		1		0.063		0.03653

		2		0.048		0.02783

		3.2		0.043		0.02494

		4		0.04		0.02319

		5		0.033		0.01914

		6.2		0.032		0.01856

		7		0.031		0.01798

		9		0.028		0.01624

		12		0.023		0.01334

		18		0.019		0.01102

		24		0.012		0.006959

		28.2		0.011		0.006379
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