
1. Φυσικό Αντικείμενο
1.1 Αντικείμενο του έργου 

Περιγράψτε την μέχρι σήμερα πρόοδο του έργου σε σχέση με τους βασικούς στόχους 
Βασικοί Στόχοι της Kοινοπραξίας ΡΟΜ
H Kοινοπραξία PΟΜ επιδιώκει την ανάπτυξη φαρμάκων (θεραπευτικά παράγωγα) και βιολογικών δεικτών (διαγνωστικά παράγωγα) για περιπτώσεις καρκίνου του μαστού και του παχέος εντέρου που εμφανίζουν μεταλλάξεις του γονιδίου PIK3CA. 

Στο πρώτο σκέλος του Έργου, επιλέγονται μικρά μόρια μέσω εικονικής αξιολόγησης (virtual screening) που θα έχουν την δυνατότητα να δράσουν ως επιλεκτικοί αναστολείς της δράσης της μεταλλαγμένης, αλλά όχι της φυσιολογικής μορφής του σηματοδοτικού ενζύμου PIK3CA. Δηλαδή, το ερευνητικό πρόγραμμα βασίζεται στη  μεταλλαγμένη μορφή του PIK3CA, έτσι ώστε τα υποψήφια φάρμακα να αναστέλλουν τη δράση της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης, ενώ θα αφήνουν ανέπαφη την PIK3CA φυσιολογικού τύπου. Έτσι, θα παρέχεται ένα ασφαλές «θεραπευτικό παράθυρο». Η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση υποψηφίων ενώσεων επιδιώκεται από την Ενότητα Εργασίας 1(ΕΕ1).

Ενώσεις-οδηγοί (lead compounds) αξιολογούνται εν συνεχεία in vitro με σύστημα ελεύθερο κυττάρων (cell-free) και με χρήση καταλλήλων κυτταρικών σειρών (ΕΕ2). Έτσι, επιτυγχάνεται φιλτράρισμα των υποψηφίων φαρμάκων, τα οποία μπορούν να αξιολογηθούν σε προκλινικές μελέτες in vivo χρησιμοποιώντας ειδικά σχεδιασμένα μοντέλα γενετικά τροποποιημένων ποντικών που έχουν στο γονιδίωμά τους κατάλληλα μεταλλαγμένα γονίδια Pik3ca (ΕΕ3). 

Το δεύτερο σκέλος του Έργου αποσκοπεί στη συλλογή, αποθήκευση και ανάλυση όγκων (χειρουργικών παρασκευασμάτων) καρκίνου του μαστού και παχέος εντέρου που θα συνοδεύονται από κλινικοπαθολογικά ιατρικών ιστορικά (ΕΕ4). Επιδιώκεται δηλαδή μελέτη της συχνότητας εμφάνισης μεταλλάξεων PIK3CA σε ομάδες Ελλήνων ασθενών με καρκίνο μαστού ή παχέος εντέρου, προκειμένου να ανακαλυφθούν νέοι βιοδείκτες και φαρμακευτικοί στόχοι, αλλά και να επιτευχθεί επιλογή εκείνων των υποσυνόλων ασθενών που θα επωφεληθούν από τη στοχευμένη θεραπεία με βάση την καρκινική μετάλλαξη που εμφανίζουν.

Επικοινωνία και διάδραση (interaction) μεταξύ των Ενοτήτων Εργασίας 1-4 επιτυγχάνεται μέσω Πληροφορικής διασύνδεσης και ειδικά σχεδιασμένου POM ιστοτόπου (ΕΕ5). Επίβλεψη και διαχείρηση του όλου Έργου γίνεται από την ΕΕ6, ενώ η ΕΕ7 επιδιώκει την διάχυση πληροφοριών.

Κατά την διάρκεια του 2ου έτους του Έργου, η Κοινοπραξία POM ακολούθησε το εγκεκριμμένο χρονοδιάγραμμα και έκανε σημαντική πρόοδο, όπως περιγράφεται πρώτα περιληπτικά και ύστερα λεπτομερειακά στην Έκθεση που ακολουθεί. Παρουσιάστηκαν όμως και ορισμένες απρόβλεπτες δυσκολίες (βλ. παρακάτω).
Περίληψη της Προόδου του Έργου σε Σχέση με τους Βασικούς Στόχους

ΕΕ1

Στα πλαίσια του πρώτου χρόνου εργασιών του προγράμματος, πραγματοποιήθηκε σχεδιασμός φαρμάκων μέσω εικονικής αξιολόγησης της χημειοθήκης Maybridge (24.000 ενώσεις) και στη συνέχεια της χημειοθήκης ΖΙΝC (2.000.000 ενώσεις) (Εργαστήριο της Δρ. Κούρνια, φορέας ΙΙΒΕΑΑ). Ο σχεδιασμός φαρμάκων στόχευσε το σημείο της μετάλλαξης H1047R, το οποίο παρουσιάζει δομικές διαφορές στη μεταλλαγμένη μορφή της ΡΙ3Κ έναντι του φυσικού τύπου. Για τις πρώτες 2.000 ενώσεις που προέκυψαν από την εικονική αξιολόγηση, έγινε οπτικοποίηση και υπολογισμός των φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων και επελέγησαν οι 50 πιο υποσχόμενες ενώσεις από κάθε χημειοθήκη. Από τις 100 αυτές ενώσεις τελικά επελέγησαν, αγοράστηκαν και αξιολογήθηκαν 17 ενώσεις. Βάσει των αποτελεσμάτων αυτής της αξιολόγησης, μία ένωση, η PI3K-010 [N,N'- (pyridine- 2,6- diylbis (methanylylidene)) bis(1H- benzo[d]imidazol- 2- amine), παρουσίασε την πιο ενδιαφέρουσα βιολογική δράση ως αναστολέας της Η1047R μεταλλαγμένης PI3Kα πρωτεΐνης και χρησιμοποιήθηκε ως ένωση-πρότυπο για τη σύνθεση παραγώγων από τον φορέα proACTINA, με στόχο τη βελτιωμένη βιολογική δράση αλλά και εξειδίκευση στην μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης. 

Με αυτά τα δεδομένα, αρχικά έγινε η σύνθεση της ένωσης PI3K-010 σύμφωνα με γνωστή μέθοδο της βιβλιογραφίας, προκειμένου να χρησιμοποιηθεί σαν πρότυπη ένωση και να διαπιστωθεί η επαναληψιμότητα των αντιδράσεων. Ακολούθησε ο σχεδιασμός και η σύνθεση 17 παραγώγων της PI3K-010 σύμφωνα με τις υπολογιστικές υποδείξεις του φορέα ΙΙΒΕΑΑ (Εργαστήριο Κούρνια). Για κάθε μία από τις ενώσεις που σχεδιάστηκαν, πραγματοποιήθηκε η σχετική βιβλιογραφική έρευνα και επελέγησαν οι καλύτερες συνθήκες για την σύνθεσή τους από τον φορέα proACTINA. Για ενώσεις που δεν βρέθηκε σχετική βιβλιογραφία, χρησιμοποιήθηκαν πρωτόκολλα από παρόμοιες συνθετικές πορείες. 

Ένας περαιτέρω στόχος της ΕΕ1 είναι η πειραματική αξιολόγηση διαθέσιμης βιβλιοθήκης φυσικών προϊόντων με σκοπό την ανακάλυψη επιλεκτικών αναστολέων των μεταλλαγμένων μορφών της PIK3CA. Για το σκοπό αυτό τον πρώτο χρόνο του προγράμματος ΡΟΜ, αναπτύχθηκε μία βιβλιοθήκη 1500 εκχυλισμάτων προερχόμενα από μικροβιακές, φυτικές και θαλάσσιες πηγές, και κυρίως εκχυλίσματα φυτών της μεσογειακής χλωρίδας από την ομάδα του Δρ. Σκαλτσούνη (υπεργολαβία, Πανεπιστήμιο Αθηνών). Επίσης η χημειοθήκη περιλαμβάνει 600 καθαρές ενώσεις μικρού ΜΒ (φυσικές, ημισυνθετικές, συνθετικές). Όλα τα εκχυλίσματα και οι καθαρές ενώσεις χαρακτηρίστηκαν πλήρως (βοτανικά, χημικά, βιολογικά). Ο χαρακτηρισμός των ενώσεων περιλαμβάνει φασματοσκοπικά δεδομένα πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού NMR, έκχυση σε φασματογράφο μάζας υψηλής ευκρίνειας (orbitrap) και υγρή χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης HPLC. Για τις ανάγκες του έργου παραδόθηκε στην κοινοπραξία ΡΟΜ κατάλογος 63 προσεκτικά επιλεγμένων ενώσεων για να αξιολογηθούν πειραματικά (Δρ. Ταμβακόπουλος, ΙΙΒΕΑΑ).
Στα πλαίσια του δεύτερου χρόνου εργασιών του προγράμματος, συνεχίστηκε ο ορθολογικός σχεδιασμός φαρμάκων μέσω εικονικής αξιολόγησης εμπορικών χημειοθηκών (Εργαστήριο Δρ. Κούρνια, φορέας ΙΙΒΕΑΑ). Ο σχεδιασμός φαρμάκων στόχευσε το σημείο της μετάλλαξης H1047R, το οποίο παρουσιάζει δομικές διαφορές στη μεταλλαγμένη μορφή της ΡΙ3Κ έναντι του φυσιολογικού τύπου. 
Για την εξεύρεση νέων ενώσεων-οδηγών, αρχικά πραγματοποιήθηκαν Μοριακές Δυναμικές (ΜΔ) προσομοιώσεις με βάση την φυσικού τύπου και μεταλλαγμένη πρωτεΐνη. Από τις τροχιές ΜΔ εξάγαμε αντιπροσωπευτικές δομές των δύο πρωτεϊνών (μεταλλαγμένη και φυσικού τύπου) και εφαρμόσαμε αλγόριθμο αναγνώρισης κοιλοτήτων πρόσδεσης μικρών μορίων. Στη συνέχεια αναγνωρίστηκαν ο κοιλότητες πρόσδεσης που υφίστανται στην μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης αλλά όχι στην φυσιολογικού τύπου πρωτεΐνη. Στις υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης στην ΡΙΚ3CA μεταλλαγμένου τύπου έγινε σχεδιασμός φαρμάκων μέσω εικονικής αξιολόγησης της χημειοθήκης Maybridge (24.000 ενώσεις) και στη συνέχεια της χημειοθήκης ΖΙΝC (2.000.000 ενώσεις). Για τις πιο υποσχόμενες ενώσεις έγινε οπτικοποίηση, υπολογισμός των φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων, ομαδοποίηση, έλεγχος τοξικότητας και διαμόρφωσης μέσω του εργαλείου ChemBioSever, που αναπτύχθηκε ειδικα για τις ανάγκες του ΡΟΜ, και τελικά επιλέχθηκαν 122 ενώσεις. Από τις 122 αυτές ενώσεις τελικά αγοράστηκαν 32 ενώσεις για την πρώτη κοιλότητα (Κοιλότητα 0), 4 ενώσεις από την δεύτερη κοιλότητα (Κοιλότητα 1) και 7 ενώσεις από την τρίτη κοιλότητα (Κοιλότητα 2), οι οποίες και αξιολογήθηκαν/θα αξιολογηθούν in vitro όπως περιγράφεται στην ΕΕ2. Βάσει των μέχρι τώρα αποτελεσμάτων αυτής της αξιολόγησης τρεις ενώσεις, η PI3K-010, η ΡΙ3Κ-104 και η ΡΙ3Κ-106 παρουσίασαν την πιο ενδιαφέρουσα βιολογική δράση ως αναστολείς της μεταλλαγμένης PI3Kα πρωτεΐνης (Η1047R) και δύο από αυτές (PI3K-010 και ΡΙ3Κ-104) χρησιμοποιήθηκαν ως ένωση-πρότυπο για τη σύνθεση παραγώγων από τον φορέα proACTINA, με στόχο τη βελτιωμένη βιολογική δράση αλλά και εξειδίκευση στην μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης. Επιπρόσθετα, μία ένωση, γνωστός αναστολέας της ΡΙ3Κα από τη βιβλιογραφία (ΡΙΚ-108) συντέθηκε από τον φορέα proACTINA σύμφωνα με γνωστή μέθοδο της βιβλιογραφίας προκειμένου να χρησιμοποιηθεί σαν πρότυπη ένωση και να διαπιστωθεί η επαναληψιμότητα των αντιδράσεων. Έτσι, εγινε τελικά ο σχεδιασμός και η σύνθεση 10 επιπλέον παραγώγων της PI3K-010 σε συνεργασία με το φορέα ΙΙΒΕΑΑ (Εργαστήριο Κούρνια).  Επιπρόσθετα έγιναν τα αρχικά πειράματα για τη σύνθεση της ένωσης PI3K-104 που θα χρησιμποιηθεί ως ένωση-οδηγός. 

ΕΕ7
Η ΕΕ7 έχει 2 στόχους.
Ο πρώτος στόχος είναι η δημιουργία μιας δημόσιας Ιστοσελίδας, τόσο για τη διάδοση της γνώσης, όσο για την επιστημονική και διοικητική πληροφόρηση των μελών του Έργου. Η ιστοσελίδα αυτή έχει ήδη αναπτυχθεί και λειτουργεί σε συνδυασμό με την δικτυακή πλατφόρμα που περιγράφεται στο ΕΕ5. Σκοπός της είναι να βοηθήσει στη διάδοση των πληροφοριών που προκύπτουν από το Έργο. 

H ιστοσελίδα διαθέτει επίσης ένα «εσωτερικό δίκτυο» (intranet) στο οποίο έχουν πρόσβαση αποκλειστικά οι ερευνητές που συμμετέχουν στο Πρόγραμμα, οι οποίοι είναι σε θέση να συνδεθούν με ασφάλεια, χρησιμοποιώντας κωδικό πρόσβασης. Τα στοιχεία επικοινωνίας όλων των συμμετεχόντων, οι συναντήσεις, οι εκθέσεις προόδου των ενοτήτων εργασίας, λεπτομέρειες σχετικά με ορόσημα, και άλλα έγγραφα που είναι εμπιστευτικού χαρακτήρα είναι προσβάσιμα στην ιστοσελίδα μέσω αυτού του μηχανισμού.

Ο δεύτερος στόχος της ΕΕ7 είναι η διάχυση των αποτελεσμάτων του Προγράμματος σε διεθνή συνέδρια, ημερίδες (workshops) και μέσω δημοσιεύσεων. Παρουσιάσεις αποτελεσμάτων που προέκυψαν από το πρόγραμμα σε διεθνή Συνέδρια από ερευνητές του POM ξεκίνησαν το 1ο Έτος και συνεχίστηκαν κατά τη διάρκεια του 2ου Έτους. Λεπτομέρειες για τις δραστηριότητες αυτές και μία βιβλιογραφική παραπομπή σε δημοσίευση του POM αναφέρονται στην ενότητα ΕΕ7.   

1.2 Αναλυτική Περιγραφή των Ενοτήτων Εργασιών (Ε.Ε.) που υλοποιήθηκαν 
ΕΕ1
	α/α ΕΕ
	1
	Μήνας Έναρξης
	1
	Μήνας Λήξης
	48

	Τίτλος ΕΕ
	ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΥΠΟΨΗΦΙΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΚΑΤΑ ΤΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΗΣ PIK3CA

	Δραστηριότητες ΕΤΑ/ Είδος Έρευνας ή/και Λοιπές Δραστηριότητες

	Βασική Έρευνα

	Συντονιστής της ΕΕ
	Ζ. Κούρνια & Η. Κουλαδούρος

	Φορείς Εκτέλεσης


	ΙΙΒΕΑΑ και proACTINA

	Σκοπός


	•
Επιλογή υποψηφίων χημικών ενώσεων (μικρών μορίων) που θα δρουν ως επιλεκτικοί αναστολείς μεταλλαγμένων μορφών της PIK3CA ύστερα από εικονική αξιολόγηση (virtual screening) χημικών βιβλιοθηκών βασισμένη στη δομή του στόχου (PIK3CA).
•
Σχεδιασμός υποψηφίων αναστολέων της PIK3CA «εξαρχής» (de novo) με βάση την τρισδιάστατη δομή της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας επιπρόσθετες υπολογιστικές μεθόδους αιχμής.
•
Χημική σύνθεση (α) υποψηφίων φαρμάκων που προέκυψαν με μεθοδολογία σχεδιασμού «εξαρχής», (β) υποψηφίων φαρμάκων που προέκυψαν από την εικονική αξιολόγηση χημικών βιβλιοθηκών και (γ) αναλόγων που θα προκύψουν από τη διαδικασία βελτιστοποίησης (βλ. παρακάτω) ύστερα από αξιολόγηση in vitro.
•
Βελτιστοποίηση των ενώσεων-οδηγών (lead compounds) που έχουν πειραματικά επιβεβαιωθεί με τις δοκιμασίες ελέγχου του EΕ.2 ως αναστολείς της δράσης της μεταλλαγμένης PIK3CA χρησιμοποιώντας υπολογιστικές μεθόδους αιχμής.
•
Πειραματική αξιολόγηση διαθέσιμης βιβλιοθήκης φυσικών προϊόντων καθώς και άλλων επιλεγμένων βιβλιοθηκών, όπως η βιβλιοθήκη NCI Diversity Set II (του Εθνικού Κέντρου Καρκίνου των ΗΠΑ), με σκοπό την ανακάλυψη επιλεκτικών αναστολέων των μεταλλαγμένων μορφών της PIK3CA.


	Παραδοτέα


	Π1.1. Παράδοση 100 υποψήφιων ενώσεων-οδηγών όπως προκύπτουν από υπολογιστικές μελέτες σχεδιασμού φαρμάκων. Οι ενώσεις αυτές θα εξεταστούν πειραματικά για ενδεχόμενη αναστολή της δράσης της μεταλλαγμένης καρκινογόνου μορφής του ενζύμου PIK3CA. 
[Μήνας Παράδοσης 12]
Π1.2. Παράδοση βελτιστοποιημένων αναλόγων των ενώσεων-οδηγών που θα συντεθούν από την ProΑctina. [16]
Π1.3. Παραδόση 100 περαιτέρω υποψήφιων ενώσεων-οδηγών (βλ. Π1.1) [24]
Π1.4. Παράδοση βελτιστοποιημένων αναλόγων των ενώσεων-οδηγών που θα συντεθούν από την ProΑctina. [28].
Π1.5. Παραδόση του τρίτου συνόλου 100 υποψήφιων ενώσεων-οδηγών (βλ. Π1.1) [36]
Π1.6. Παράδοση βελτιστοποιημένων αναλόγων των ενώσεων-οδηγών που θα συντεθούν από την ProΑctina. [40]
Π1.7. Παράδοση βιβλιοθήκης φυσικών προϊόντων που θα χρησιμοποιηθούν σε βιολογικές δοκιμές. Χαρακτηρισμός των φυσικών προϊόντων (ΝΜR κλπ). [4]
Π1.8. Παράδοση 10-30 αναλόγων (οργανική σύνθεση) σε ποσότητα 10-100 mg για κάθε ενεργό αναστολέα της μεταλλαγμένης PIK3CA που προκύπτει από τις βιολογικές δοκιμές (διαδικασία βελτιστοποίησης ενώσεων-οδηγών). [12]
Π1.9. Παράδοση περαιτέρω ενώσεων (βλ. Π1.8) [24]
Π1.10. Παράδοση επιλεγμένων ουσιών για επιπρόσθετες βιολογικές δοκιμές (100-200 mg). [36]
Π1.11. Παράδοση της ολοκληρωμένης τελικής έκθεσης περιλαμβάνοντας αναλυτική περιγραφή για τη σύνθεση, τον καθαρισμό και χαρακτηρισμό των ουσιών που έχουν συντεθεί. [48].

	Ανάλυση της Πορείας Υλοποίησης της Ε.Ε. Αναμενόμενα Αποτελέσματα – 
Οφέλη Κάθε Φορέα

	Τα Παραδοτέα Π1.1, Π1.7 και Π1.8, ολοκληρώθηκαν εντός του χρονικού πλαισίου (12 μήνες). Τα Παραδοτέα Π1.2, Π1.3 και Π1.9 ολοκληρώθηκαν εντός του χρονικού πλαισίου (24 μήνες). Τα Παραδοτέα αυτά περιγράφονται λεπτομερώς κατωτέρω.  


Π1.1

Π1.1: Εισαγωγή

Το Εργαστήριο Κούρνια (IIBEAA) δραστηριοποιείται στη μοντελοποίηση βιολογικών συστημάτων και στον ορθολογικό σχεδιασμό φαρμάκων μέσω υπολογιστή. Στα πλαίσια του Προγράμματος της Κοινοπραξίας POM και για το διάστημα 16.12.2010-15.12.2011, επικεντρωθήκαμε στο λογικό σχεδιασμό φαρμάκων μέσω υπολογιστή για την εξεύρεση ενώσεων-οδηγών με στόχο την καρκινογόνο μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης PIΚ3CA( Η1047R). Ο κύριος στόχος των εργασιών μας ήταν να σχεδιάσουμε χημικές ενώσεις οι οποίες θα αναστέλλουν την λειτουργία της μεταλλαγμένης, καρκινογόνου μορφής της πρωτεΐνης, ενώ δεν θα επιδρούν στην πρωτεΐνη του φυσικού τύπου (wild-type) ή σε άλλες ισόμορφες παραλλαγές της PI3K (αναλυτική περιγραφή υπάρχει στο εγκεκριμένο Τεχνικό Δελτίο).

Αρχικά έγινε σχεδιασμός φαρμάκων μέσω εικονικής αξιολόγησης της χημειοθήκης Maybridge (24.000 ενώσεις) και στη συνέχεια της χημειοθήκης ΖΙΝC (2.000.000 ενώσεις) στοχεύοντας στο σημείο της μετάλλαξης (Εικόνα 1.1), το οποίο παρουσιάζει δομικές διαφορές στη μεταλλαγμένη μορφή της ΡΙ3Κ έναντι του φυσικού τύπου (Εικόνα 1.2). Για τις πιο υποσχόμενες ενώσεις έγινε οπτικοποίηση και υπολογισμός των φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων και επελέγησαν 50 ενώσεις από κάθε ομάδα ως πιο υποσχόμενες. Από τις 100 αυτές ενώσεις τελικά αγοράστηκαν 17 ενώσεις.
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Εικόνα 1.1. Η δομή της πρωτεΐνης ΡΙ3Κα φυσικού τύπου. Σε κόκκινο πλαίσιο εμφανίζεται το σημείο της μετάλλαξης H1047R που στοχεύεται από τις παρούσες έρευνες. Η εικόνα εμφανίζεται στη δημοσίευση Huang et al. (2007) και προσαρμόστηκε για τις ανάγκες της αναφοράς ΡΟΜ.
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Εικόνα 1.2. Δομικές αλλαγές που εμφανίζονται στην περιοχή της μετάλλαξης της πρωτεΐνης φυσικού τύπου (αριστερά, χρωματισμένη με κυανό, PDB ID: 2RD0) και της μεταλλαγμένης μορφής (δεξιά, χρωματισμένη με πράσινο, PDB ID: 3HIZ). Το αμινοξύ της μετάλλαξης 1047 είναι χρωματισμένο μωβ, αριστερά Η1047 και δεξιά 1047R (βλ. Huang et al, 2007; Mandelker et al, 2009).
Π1.1: Εικονική αξιολόγηση χημειοθηκών με στόχο την μεταλλαγμένη μορφή της ΡΙ3Κα

Χρησιμοποιήσαμε τις χημειοθήκες Maybridge (24.000 ενώσεις) και ZINC (2.000.000 ενώσεις) για να στοχεύσουμε την μεταλλαγμένη μορφή της PIΚ3CA. Για την εικονική αξιολόγηση χρησιμοποιήσαμε το λογισμικό «GLIDE» (Friesner et al, 2006). Οι ενώσεις αξιολογήθηκαν με δύο φίλτρα ως προς τη συγγένεια πρόσδεσής τους με την πρωτεΐνη. Αρχικά, όλες οι ενώσεις αξιολογήθηκαν με την συνάρτηση αξιολόγησης SP (Friesner et al, 2004). Στη συνέχεια οι ενώσεις που κατετάγησαν στις πρώτες 10.000 από τη χημειοθήκη Maybridge και στις πρώτες 40.000 από τη χημειοθήκη ZINC, με βάση πάντα τη συγγένεια πρόσδεσής τους με την πρωτεΐνη, αξιολογήθηκαν περαιτέρω με τη συνάρτηση αξιολόγησης XP (Friesner et al, 2006) του λογισμικού GLIDE. Μετά το πέρας της εικονικής αξιολόγησης, οι πρώτες 1.000 ενώσεις από από κάθε χημειοθήκη οπτικοποιήθηκαν, οι φυσικοχημικές τους ιδιότητες υπολογίστηκαν και τελικά επελέγησαν οι 50 πιο υποσχόμενες από κάθε ομάδα. Ο υπολογισμός των φυσικοχημικών ιδιοτήτων πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό «QikProp», το οποίο υπολογίζει γρήγορα και αξιόπιστα ιδιότητες όπως υδατοδιαλυτότητα, λιποφιλία, κυτταρική διαπερατότητα κ.ά. Οι 100 ενώσεις που επελέγησαν με αυτή τη διαδικασία εμφανίζονται στους Πίνακες 1.1 & 1.2. Από τις 100 ενώσεις, επελέγησαν 17 για πειραματική αξιολόγηση της πιθανής αναστολής δράσης του ενζύμου ΡΙ3CA. Η διαδικασία εικονικής αξιολόγησης δίδεται σχηματικά στην Εικόνα 1.3.
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Εικόνα 1.3. Σχηματική περιγραφή της διαδικασίας εικονικής αξιολόγησης. 
Π1.1: Επιλογή ενώσεων

Η επιλογή 17 ενώσεων για πειραματική αξιολόγηση έγινε με βάση τα εξής κριτήρια:

· Τιμή της συγγένειας πρόσδεσης με το ένζυμο ΡΙΚ3CA όπως προέκυψε από το λογισμικό GLIDE.

· Οπτικοποίηση της δομής της χημικής ένωσης στο σημείο πρόσδεσης του ενζύμου, όπως όπως προέκυψε από το λογισμικό GLIDE. Συγκεκριμένα ελέγχθηκαν οι παράμετροι: van der Waals επαφές, επίπεδο πεπτιδικού δεσμού, ισομερείωση αμιδίων cis-trans και εστέρων Ε-Ζ.

· Αναγνώριση μη επιθυμητών ή τοξικών περιοχών σε μία χημική ένωση (πχ κινόνες).

· Αναγνώριση περιοχών με πιθανή μεταβολική δράση (πχ σημεία πιθανής γλυκουρονιδίωσης, διάνοιξη δακτυλίων κλπ).

· Υπολογισμός φυσικοχημικών ιδιοτήτων και επιλογή ενώσεων με τις πιο κατάλληλες ιδιότητες (πχ υδατοδιαλυτότητα, κυτταρική διαπερατότητα κτλ).

· Εμπορική διαθεσιμότητα.

· Χημική διαίσθηση.

Οι 17 ενώσεις που επελέγησαν για πειραματική αξιολόγηση εμφανίζονται στον Πίνακα 1.3.

Πίνακας 1.1. Δομή 50 ενώσεων που επελέγησαν από τη χημειοθήκη Maybridge μετά από τη διαδικασία εικονικής αξιολόγησης.
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Πίνακας 1.2. Δομή 50 ενώσεων που επελέγησαν από τη χημειοθήκη ZINC μετά από τη διαδικασία εικονικής αξιολόγησης.
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Πίνακας 1.3.  Ενώσεις που επελέγησαν για πειραματική αξιολόγηση in vitro. Πρώτη Στήλη: το κωδικό όνομα της ένωσης. Δεύτερη Στήλη: Δισδιάστατη απεικόνιση του χημικού τύπου της ένωσης. Τρίτη Στήλη: Κωδικό όνομα χημειοθήκης. Τέταρτη Στήλη: Μοριακό βάρος. Πέμπτη Στήλη: Λογάριθμος υδατοδιαλυτότητας. Έκτη Στήλη: Λογάριθμος λιποφιλίας. Έβδομη Στήλη: Κυτταρική Διαπερατότητα. Οι φυσικοχημικές ιδιότητες υπολογίστηκαν θεωρητικά με το πρόγραμμα «QikProp» (Schrodinger, Inc).
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Π. 1.3
Εισαγωγή

Τον δεύτερο χρόνο του προγράμματος οι δραστηριότητες τους Εργαστηρίου Κούρνια (ΙΙΒΕΑΑ) επικεντρώθηκαν στο λογικό σχεδιασμό φαρμάκων μέσω υπολογιστή για την εξεύρεση νέων ενώσεων-οδηγών με στόχο την καρκινογόνο μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης PIΚ3CA (Η1047R) αλλά και για την βελτιστοποίηση της ένωσης-οδηγού ΡΙ3Κ-010 που ανακαλύφθηκε κατά τον 1ο χρόνο του προγράμματος και επίσης της ένωσης-οδηγού ΡΙ3Κ-104 που ανακαλύφθηκε κατά τον 2ο  χρόνο του προγράμματος. Για την εξεύρεση νέων ενώσεων-οδηγών ακολουθήθηκε η παρακάτω μεθοδολογία. 

Αρχικά πραγματοποιήθηκαν προσομειώσεις Μοριακής Δυναμικής (ΜΔ) με βάση το PIK3CA φυσικού τύπου (κρυσταλλική δομή με κωδικό 2RD0 από τη διεθνή βάση πρωτεϊνικών δομών www.pdb.org) και με βάση το μεταλλαγμένο PIK3CA (Η1047R, κρυσταλλική δομή με κωδικό 3HIZ). Από τις τροχιές ΜΔ, εξάγαμε αντιπροσωπευτικές δομές των δύο πρωτεϊνών (μεταλλαγμένη και φυσικού τύπου) (Εικόνα 1.4). Στις τρεις πιο αντιπροσωπευτικές δομές των τροχιών ΜΔ για την κάθε πρωτεΐνη, εφαρμόσαμε αλγόριθμο αναγνώρισης κοιλοτήτων πρόσδεσης μικρών μορίων. Στη συνέχεια αναγνωρίστηκαν οι κοιλότητες πρόσδεσης που υφίστανται στην μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης, αλλά όχι στην φυσιολογικού τύπου πρωτεΐνη. Επελέγησαν έτσι 5 υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης στην ΡΙΚ3CA μεταλλαγμένου τύπου (Εικόνα 1.5) που βρίσκονται κοντά στο σημείο της μετάλλαξης. 
Για την πρώτη υποψήφια κοιλότητα πρόσδεσης έγινε σχεδιασμός φαρμάκων μέσω εικονικής αξιολόγησης της χημειοθήκης Maybridge (24.000 ενώσεις) και στη συνέχεια της χημειοθήκης ΖΙΝC (2.000.000 ενώσεις), στοχεύοντας στο σημείο της μετάλλαξης, το οποίο παρουσιάζει δομικές διαφορές στη μεταλλαγμένη μορφή της ΡΙ3Κα έναντι εκείνης του φυσικού τύπου (Εικόνα 1.4). 
Για τις επόμενες 4 υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης, πραγματοποιήθηκε εικονική αξιολόγηση μόνο της χημειοθήκης Maybridge. Για τις πιο υποσχόμενες ενώσεις έγινε οπτικοποίηση, υπολογισμός των φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων και ομαδοποίηση, και επιλέχθηκαν 122 ενώσεις από τις τρεις πρώτες κοιλότητες ως πιο υποσχόμενες και καμία ένωση απο τις επόμενες δύο κοιλότητες διότι οι κοιλότητες αυτές κρίθηκαν ακατάλληλες. Από τις 122 αυτές ενώσεις, τελικά αγοράστηκαν 32 ενώσεις για την πρώτη κοιλότητα (Κοιλότητα 0), 4 ενώσεις από την δεύτερη κοιλότητα (Κοιλότητα 1) και 7 ενώσεις από την τρίτη κοιλότητα (Κοιλότητα 2), οι οποίες και αξιολογήθηκαν/θα αξιολογηθούν in vitro.
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Εικόνα 1.4. Αντιπροσωπευτικές δομές του PIK3CA φυσιολογικού τύπου (αριστερά) και του μεταλλαγμένου τύπου (δεξιά) όπως προέκυψαν από προσομοιώσεις Μοριακής Δυναμικής. Δομικές αλλαγές που εμφανίζονται στην περιοχή της μετάλλαξης της πρωτεΐνης φυσικού τύπου (αριστερά) και της μεταλλαγμένης μορφής (δεξιά). Η περιοχή της μετάλλαξης 1047 περικλείεται σε κόκκινο πλαίσιο.

Προσομοιώσεις Μοριακής Δυναμικής (ΜΔ)

Για τις προσομοιώσεις ΜΔ χρησιμοποιήθηκαν α) η κρυσταλλική δομή του PIK3CA φυσιολογικού τύπου (κωδικός PDB: 2RD0) και β) η κρυσταλλική δομή του μεταλλαγμένου PIK3CA (κωδικός PDB: 3HIZ)  [Huang et al, 2007; Mandelker et al, 2009]. Στις κρυσταλλικές αυτές δομές λείπουν περιοχές του ηλεκτρονιακού χάρτη που δεν μπόρεσαν να προσδιοριστούν μέσω των ακτίνων Χ διότι αυτά τα τμήματα της πρωτεΐνης είναι πολύ ευκίνητα με αποτέλεσμα να μην αποτυπώνονται στον ηλεκτρονιακό χάρτη. Επομένως, το πρώτο βήμα για την πραγματοποίηση των προσομοιώσεων ΜΔ ήταν η συμπλήρωση του ηλεκτρονιακού χάρτη για τα αμινοξέα που λείπουν μέσω μοριακής μοντελοποίησης. Ο ηλεκτρονιακός χάρτης συμπληρώθηκε για τις δύο πρωτεΐνες (α) με βάση άλλες γνωστές δομές ΡΙ3Κα (πχ κωδικός PDB: 3HHM) και την τεχνική μοντελοποίησης μέσω ομολογίας πρωτεϊνών και β) με υπολογισμούς εξ’αρχής (ab initio loop modeling) για τμήματα της πρωτεΐνης που δεν είναι γνωστά μέσω του προγράμματος Modeller. Πραγματοποίηθηκε στην συνέχεια ΜΔ προσομοίωση για 80 ns του PIK3CA φυσιολογικού τύπου και 80 ns του μεταλλαγμένου PIK3CA. Μόνο τα 50 τελευταία ns χρησιμοποίηθηκαν για την ανάλυση της τροχιάς διότι διαπιστώθηκε ότι στα 30 πρώτα nanoseconds το σύστημα δεν είχε φθάσει σε ισορροπία ενώ η ενέργειά του εξισορροπήθηκε  στα επόμενα 50 ns.

Εξαγωγή αντιπροσωπευτικών δομών για την κάθε πρωτεΐνη από την τροχιά ΜΔ και αναγνώριση πιθανών κοιλοτήτων πρόσδεσης

Από τις τροχιές ΜΔ, εξάγαμε αντιπροσωπευτικές δομές των δύο πρωτεϊνών (μεταλλαγμένης και φυσικού τύπου). Δύο αντιπροσωπευτικές δομές που προέκυψαν από αυτή την ανάλυση παρουσιάζονται στην Εικόνα 1.4. Για την εξαγωγή των αντιπροσωπευτικών αυτών δομών, χρησιμοποήθηκε ως μέτρο η τετραγωνική ρίζα της τυπικής απόκλισης (RMSD) μεταξύ των συντεταγμένων της εκάστοτε πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης. Η ανάλυση έγινε με τον αλγόριθμο g_cluster (GROMACS). Τελικά, τρεις αντιπροσωπευτικές δομές επελέγησαν για κάθε μία μορφή της πρωτεΐνης. Οι 6 αυτές δομές υποβλήθηκαν σε ανάλυση με στόχο την αναγνώριση πιθανών κοιλοτήτων πρόσδεσης με τους αλγορίθμους QSiteFinder και SiteMap. Σκοπός της ανάλυσης αυτής ήταν η εξεύρεση κοιλοτήτων πρόσδεσης στην μεταλλαγμένη πρωτεΐνη που βρίσκονται κοντά στο σημείο της μετάλλαξης Η1047R και δεν εμφανίζονται στην φυσιολογική πρωτεΐνη. Έτσι, είναι πιθανό να επιτευχθεί ορθολογικός σχεδιασμός φαρμάκων σε κοιλότητες πρόσδεσης που βρίσκονται εκτός του ενεργού κέντρου της πρωτεΐνης και μπορεί να εμφανίζουν αλλοστερικές ιδιότητες. Επελέγησαν έτσι 5 υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης στην ΡΙΚ3CA μεταλλαγμένου τύπου (Εικόνα 1.5). Οι υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης ονομάστηκαν: α) Κοιλότητα 0, β) Κοιλότητα 1, γ) Κοιλότητα 2, δ) Κοιλότητα 3, ε) Κοιλότητα 4.
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Εικόνα 1.5. Παραδείγματα υποψηφίων κοιλότητων πρόσδεσης που αναγνωρίζει ο αλγόριθμος QSiteFinder πάνω σε αντιπροσωπευτικές δομές της πρωτεΐνης φυσικού τύπου (αριστερά) και της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης (δεξιά). Οι αντιπροσωπευτικές δομές των πρωτεϊνών προέκυψαν από προσομοιώσεις ΜΔ και φαίνονται με μωβ, πράσινο και μπλε χρώμα. Με κόκκινο πλαίσιο φαίνονται δύο κοιλότητες οι οποίες αναγνωρίζονται στην μεταλλαγμένη μορφή, αλλά όχι στην πρωτεΐνη φυσιολογικού τύπου. Με κόκκινο χρώμα φαίνεται επίσης το αμινοξύ 1047 που φέρει την μετάλλαξη.

Πειραματική επιβεβαίωση των υπολογισμών για την αναγνώριση κοιλοτήτων πρόσδεσης

Πειραματικές μελέτες κρυσταλλογραφίας που έγιναν τον Δεκέμβριο του 2011 επιβεβαίωσαν την ύπαρξη μίας κοιλότητας πρόσδεσης εκτός του ενεργού κέντρου (Hon et al, 2011) που είχε αναγνωριστεί από τις υπολογιστικές μας μελέτες για την πρωτεΐνη φυσικού τύπου. Στην Εικόνα 1.4 (αριστερά) φαίνονται οι υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης που αναγνωρίζει ο αλγόριθμος QSiteFinder πάνω σε αντιπροσωπευτικές δομές της πρωτεΐνης φυσικού τύπου (αριστερή εικόνα με κουκίδες), όπως φαίνονται και στην Εικόνα 1.5. Στην Εικόνα 1.6 (δεξιά) αναπαρίσταται η κρυσταλλική δομή και το μικρό μόριο που κρυσταλλώθηκε στην κοιλότητα που αναγνώρισε ο αλγόριθμος QSiteFinder. Το αμινοξύ της μετάλλαξης βρίσκεται πάρα πολύ κοντά στην κοιλότητα πρόσδεσης.
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Εικόνα 1.6. Υποψήφιες κοιλότητες πρόσδεσης που αναγνωρίζει ο αλγόριθμος QSiteFinder πάνω σε αντιπροσωπευτικές δομές της πρωτεΐνης φυσικού τύπου (αριστερή εικόνα με κουκίδες), όπως φαίνονται και στην Εικόνα 1.2. Σε κόκκινο πλαίσιο βρίσκεται η κοιλότητα πρόσδεσης μικρού μορίου που επιβεβαιώθηκε με φασματοσκοπία ακτίνων Χ. Στην δεξιά εικόνα με πράσινο αναπαριστάται η κρυσταλλική δομή και με μωβ το μικρό μόριο που κρυσταλλώθηκε στην κοιλότητα που αναγνώρισε ο αλγόριθμος QSiteFinder (κίτρινες κουκίδες). Με γαλάζιο φαίνεται η αντιπροσωπευτική δομή της πρωτεϊνης από ΜΔ και το αμινοξύ 1047 κοντά στην νέα κοιλότητα πρόσδεσης.

Εικονική αξιολόγηση χημειοθηκών με στόχο την μεταλλαγμένη μορφή της ΡΙ3Κα

Χρησιμοποιήσαμε την χημειοθήκη Maybridge (24.000 ενώσεις) για να στοχεύσουμε την μεταλλαγμένη μορφή της PIΚ3CA στις κοιλότητες 0, 1, 2, 3, 4 που προέκυψαν από τη μοριακή μοντελοποίηση και την χημειοθήκη ZINC (2.000.000 ενώσεις) για αναγνώριση πιθανών αναστολέων στην κοιλότητα 0. Για την εικονική αξιολόγηση χρησιμοποιήσαμε το λογισμικό «GLIDE» (Friesner et al, 2006). Οι ενώσεις αξιολογήθηκαν με δύο φίλτρα ως προς την ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσής τους με την πρωτεΐνη. Αρχικά, όλες οι ενώσεις αξιολογήθηκαν με την συνάρτηση αξιολόγησης SP (Friesner et al, 2004). Στη συνέχεια οι ενώσεις που κατετάγησαν στις πρώτες 10.000 από τη χημειοθήκη Maybridge και στις πρώτες 40.000 από τη χημειοθήκη ZINC, με βάση πάντα τη συγγένεια πρόσδεσής τους με την πρωτεΐνη, αξιολογήθηκαν περαιτέρω με τη συνάρτηση αξιολόγησης XP (Friesner et al, 2006) του λογισμικού GLIDE. Μετά το πέρας της εικονικής αξιολόγησης, καταλήξαμε στις πρώτες 1.000 ενώσεις από τη χημειοθήκη Maybridge και στις πρώτες 4.000 από τη χημειοθήκη ZINC τις οποίες χρησιμοποιήσαμε για περαιτέρω ανάλυση. Η διαδικασία εικονικής αξιολόγησης δίδεται σχηματικά στην Εικόνα 1.3.
Επιλογή ενώσεων

Η επιλογή ενώσεων για πειραματική αξιολόγηση έγινε με βάση τα εξής κριτήρια:

· Τιμή της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης του μικρού μορίου με το ένζυμο ΡΙΚ3CA όπως προκύπτει από το λογισμικό GLIDE.

· Έλεγχος van der Waals αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ατόμων του μορίου.

· Αναγνώριση μη επιθυμητών ή τοξικών περιοχών σε μία χημική ένωση (π.χ. κινόνες).

· Αναγνώριση περιοχών με πιθανή μεταβολική δράση (π.χ. σημεία πιθανής γλυκουρονιδίωσης, διάνοιξη δακτυλίων κλπ).

· Ομαδοποίηση (clustering) των ενώσεων ως προς δομικά χαρακτηριστικά και φυσικοχημικές ιδιότητες, ώστε να γίνει επιλογή όσο το δυνατόν διαφορετικών ενώσεων-οδηγών (exemplars).

· Υπολογισμός φυσικοχημικών ιδιοτήτων και επιλογή ενώσεων με τις πιο κατάλληλες ιδιότητες (π.χ. υδατοδιαλυτότητα, κυτταρική διαπερατότητα κτλ).

· Εμπορική διαθεσιμότητα.

· Οπτικοποίηση της δομής της χημικής ένωσης στο σημείο πρόσδεσης του ενζύμου, όπως όπως προέκυψε από το λογισμικό GLIDE. Συγκεκριμένα ελέγχθηκαν οι παράμετροι: van der Waals επαφές, επίπεδο πεπτιδικού δεσμού, ισομερείωση αμιδίων cis-trans και εστέρων Ε-Ζ.

· Χημική διαίσθηση.
Για την αξιολόγηση των επιλεγμένων ενώσεων με βάση τα παραπάνω, χρησιμοποιήσαμε το υπολογιστικό εργαλείο ChemBioServer που δημιουργήθηκε στα πλαίσια της κοινοπραξίας POM (ΕΕ5). Ο ChemBioServer παρέχει τη δυνατότητα να «φιλτράρονται» οι ενώσεις, ώστε να επιλεγούν τελικά οι πιο αντιπροσωπευτικές με βάση την χημική δομή αλλά και με τις καλύτερες ιδιότητες. Οι ενώσεις που προέκυψαν από το φιλτράρισμα αυτό οπτικοποιήθηκαν, οι φυσικοχημικές τους ιδιότητες υπολογίστηκαν και τελικά επιλέχθηκαν οι πλέον υποσχόμενες για κάθε κοιλότητα πρόσδεσης. Ο υπολογισμός των φυσικοχημικών ιδιοτήτων πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό «QikProp», το οποίο υπολογίζει γρήγορα και αξιόπιστα ιδιότητες όπως υδατοδιαλυτότητα, λιποφιλία, κυτταρική διαπερατότητα κ.ά. 

Το πρώτο κριτήριο για την επιλογή των ενώσεων είναι η τιμή της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης με το ένζυμο ΡΙΚ3CA όπως προκύπτει από την εικονική αξιολόγηση μέσω του λογισμικού GLIDE. Η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης είναι η πλεόν χρήσιμη θερμοδυναμική παράμετρος για τον προσδιορισμό του, εάν ένα μικρό μόριο θα προσδεθεί σε ένα υποδοχέα. Όσο πιο αρνητική τιμή λαμβάνει η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης τόσο πιο ισχυρά προσδένεται ένα υπόστρωμα στον υποδοχέα του. Από την εικονική αξιολόγηση των κοιλοτήτων 0, 1 και 2 υπολογίστηκαν αρνητικές τιμές ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης της τάξεως των -10 kcal/mol για τις καλύτερες ενώσεις. Αντίθετα, για τις κοιλότητες 3 και 4 προέκυψαν τιμές ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης της τάξεως των -6 kcal/mol. Επομένως, οι κοιλοτήτες 0, 1 και 2 παρήγαγαν ενώσεις που προβλέπεται να έχουν πιο ισχυρή πρόσδεση με την μεταλλαγμένη ΡΙ3Κα σε σχέση με τις κοιλότητες 3 και 4. Επομένως οι κοιλότητες 3 και 4 απορρίφθηκαν από περαιτέρω αξιολόγηση και η επιλογή των ενώσεων πραγματοποιήθηκε με βάση τις κοιλότητες 0, 1 και 2 με χρήση του ChemBioServer. Ένα παράδειγμα χρήσης του ChemBioServer παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.7 για την κοιλότητα 1 και την χημειοθήκη Maybridge.
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	Εικόνα 1.7. Σχηματική περιγραφή της εικονικής αξιολόγησης και διαδικασίας επιλογής ενώσεων για πειραματική αξιολόγηση με βάση τον ChemBioServer . Η επιλογή έγινε από την χημειοθήκη Maybridge και για ενώσεις που προέκυψαν με βάση την κοιλότητα 2.


Το δεύτερο κριτήριο για την επιλογή των ενώσεων είναι η ενέργεια van der Waals μεταξύ των ατόμων της κάθε ένωσης. Είναι γνωστό ότι διαμορφώσεις των ενώσεων που απέχουν από το ενεργειακό τους ελάχιστο δεν είναι πιθανό να υιοθετούνται στη φύση. Επομένως τέτοιες διαμορφώσεις πρέπει να απορριφθούν από πειραματική αξιολόγηση. Κατά την εικονική αξιολόγηση με το GLIDE, παρατηρήσαμε ότι περίπου το 20% των διαμορφώσεων των μορίων βρίσκονται μακριά από το ενεργειακό τους ελάχιστο με βάση τις αλληλεπιδράσεις van der Waals μεταξύ των ατόμων τους. Μέσω του φίλτρου van der Waals του εργαλείου ChemBioServer απορρίφθηκαν ενώσεις με μη ρεαλιστικές διαμορφώσεις (όπως αυτή που παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.8), οι οποίες εμφάνισαν ενέργεια van der Waals μεγαλύτερη από 50 kcal/mol ή παρουσίασαν ατομικές ακτίνες van der Waals που είχαν αλληλεπικάλυψη. 
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Εικόνα 1.8. Σχηματική αναπαράσταση «κακών» van der Waals αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ατόμων μιας ένωσης.
Οι ενώσεις που πέρασαν από το φίλτρο VDW μελετήθηκαν ως προς πιθανές τοξικές ομάδες, όπως αυτές περιγράφονται από το φίλτρο τοξικότητας του ChemBioServer (Εικόνα 1.9 και Εικόνα 1.10). Το φίλτρο τοξικότητας δεν εφαρμόστηκε στις αρχικές χημειοθήκες Maybridge και ZINC, επειδή κάποιες ενώσεις με υψηλές τιμές ενέργειας πρόσδεσης, παρόλο που μπορεί να περιέχουν κάποια τοξική ομάδα, είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν σαν αρχικές δομές με δυνατότητες βελτιστοποίησης, η οποία θα εξαλλείψει την τοξική ομάδα, διατηρώντας όμως την υψηλή τιμή ενέργειας πρόσδεσης. 

Στη συνέχεια, για τις υπόλοιπες ενώσεις που «πέρασαν» το φίλτρο τοξικότητας, χρησιμοποιήθηκε ιεραρχική ομαδοποίηση (hierarchical clustering) χρησιμοποιώντας τον συντελεστή Τanimoto και την μέθοδο Complete Clustering Linkage. Πιο συγκεκριμένα, η ιεραρχική ομαδοποίηση χωρίζει τις ενώσεις σε ομάδες ως προς τα δομικά χαρακτηριστικά τους, την τρισδιάστατη διαμόρφωσή τους κατά την πρόσδεση στην πρωτεΐνη καθώς και άλλες ιδιότητες (π.χ. υδροφοβικότητα). Από τις ομάδες που προέκυψαν από την ιεραρχική ομαδοποίηση επιλέχθηκαν οι πιο αντιπροσωπευτικές ενώσεις μέσω της τεχνικής συγγένειας διάδοσης (affinity propagation). Με τη χρήση της ιεραρχικής ομαδοποίησης σε συνδυασμό με την τεχνική συγγένειας διάδοσης είναι δυνατό να αναλυθούν με επιτυχία αποτελέσματα μεγάλων βιβλιοθηκών, όπως αυτές που χρησιμοποιήθηκαν στο συγκεκριμένο έργο, ώστε κατά την τελική επιλογή των ενώσεων που θα μελετηθούν πειραματικά να υπάρχει όσο το δυνατόν ποικιλία ως προς τις χημικές δομές. Η ιεραρχική ομαδοποίηση καθώς και η τεχνική συγγένειας διάδοσης εφαρμόστηκαν μέσω του ChemBioServer (Εικόνα 1.11 και Εικόνα 1.12). 
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Εικόνα 1.9. Τοξικές ομάδες που απορρίπτονται από την αξιολόγηση με τον ChemBioServer.
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Εικόνα 1.10. Στιγμιότυπο από τη χρήση του ChemBioServer για την ανίχνευση τοξικών ομάδων.
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                          Εικόνα 1.11. Εφαρμογή του ChemBioServer για ομαδοποίηση των ενώσεων (Clustering).
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                            Εικόνα 1.12. Επιλογή των πιο αντιπροσωπευτικών ενώσεων (exemplars) με την 

                            τεχνική συγγένειας διάδοσης (affinity propagation) μέσω του ChemBioServer.

Στην συνέχεια προχωρήσαμε σε οπτικοποίηση των ενώσεων και υπολογισμό των φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων. Οι ενώσεις αξιολογήθηκαν βάσει του κανόνα των τριών (Jorgensen rule of 3) και των ευνοϊκών διαμοριακών αλληλεπιδράσεων με τα γειτνιάζοντα αμινοξέα της πρωτεϊνης. Ένα παράδειγμα ευνοϊκών διαμοριακών αλληλεπιδράσεων φαίνεται στην Εικόνα 1.13 όπου η ένωση-οδηγός PI3K-104 σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου με την Arg916 καθώς και με την Phe945. 

Με τις παραπάνω διαδικασίες αξιολόγησης και επιλογής επιλέχθηκαν προς αγορά οι ενώσεις που περιγράφονται πιο κάτω με βάση τις κοιλότητες 0, 1 και 2 (Πίνακες 1.1 – 1.8). Για ενώσεις που κρίθηκαν ιδιαίτερα ενδιαφέρουσες λόγω των διαμοριακών τους αλληπεδράσεων με την μεταλλαγμένη πρωτεΐνη, αλλά δεν ήταν εμπορικά διαθέσιμες, ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: Μέσω της βάσεως δεδομένων SciFinder, αναζητήθηκαν οι εμπορικά διαθέσιμα ενώσεις που προσομοιάζουν την δομή της αρχικής ένωσης. Οι ενώσεις με χημική ομοιότητα πάνω από 95% με την αρχική ένωση αγοράστηκαν προς πειραματική αξιολόγηση.
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             Εικόνα 1.13. Ένωση PI3K-104 και αλληλεπίδραση με τα γειτνιάζοντα αμινοξέα της πρωτεϊνης.

Κοιλότητα 0: Στον Πίνακα 1.4 παρουσιάζονται οι 40 επικρατέστερες ενώσεις που προέκυψαν από την εικονική αξιολόγηση της χημειοθήκης Maybridge για την Κοιλότητα 0 και στον Πίνακα 1.5 οι ενώσεις που τελικά αγοράστηκαν.

Πίνακας1.4. Δομές 40 επιλεγμένων ενώσεων από την χημειοθήκη Maybridge για την Κοιλότητα 0.
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Πίνακας  1.5.  Οκτώ ενώσεις που επελέγησαν για πειραματική αξιολόγηση in vitro με βάση την Κοιλότητα 0 από την χημειοθήκη Maybridge. Πρώτη στήλη: το κωδικό όνομα της ένωσης. Δεύτερη στήλη: Δισδιάστατη απεικόνιση του χημικού τύπου της ένωσης. Τρίτη στήλη: Κωδικό όνομα χημειοθήκης. Τέταρτη στήλη: Μοριακό βάρος. Πέμπτη στήλη: Λογάριθμος υδατοδιαλυτότητας. Έκτη στήλη: Λογάριθμος λιποφιλίας. Έβδομη στήλη: Κυτταρική Διαπερατότητα. Οι φυσικοχημικές ιδιότητες υπολογίστηκαν θεωρητικά με το πρόγραμμα «QikProp» (Schrodinger, Inc). 
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Κοιλότητα 0: Στον Πίνακα 1.6 παρουσιάζονται οι 38 επικρατέστερες ενώσεις που προέκυψαν από την εικονική αξιολόγηση της χημειοθήκης ZINC για την Κοιλότητα 0 και στον Πίνακα 1.7 οι ενώσεις που τελικά αγοράστηκαν.

Πίνακας1.5. Δομές 38 επιλεγμένων ενώσεων από την χημειοθήκη ZINC για την Κοιλότητα 0.
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Πίνακας  1.6.  24 ενώσεις που επελέγησαν για πειραματική αξιολόγηση in vitro από την Κοιλότητα 0 από την χημειοθήκη ZINC. Πρώτη στήλη: το κωδικό όνομα της ένωσης. Δεύτερη στήλη: Δισδιάστατη απεικόνιση του χημικού τύπου της ένωσης. Τρίτη στήλη: Κωδικό όνομα χημειοθήκης. Τέταρτη στήλη: Μοριακό βάρος. Πέμπτη στήλη: Λογάριθμος υδατοδιαλυτότητας. Έκτη στήλη: Λογάριθμος λιποφιλίας. Έβδομη στήλη: Κυτταρική Διαπερατότητα. Οι φυσικοχημικές ιδιότητες υπολογίστηκαν θεωρητικά με το πρόγραμμα «QikProp» (Schrodinger, Inc).
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Κοιλότητα 1: Στον Πίνακα 1.7 παρουσιάζονται οι 16 επιλεγμένες ενώσεις που προέκυψαν από την εικονική αξιολόγηση της χημειοθήκης Maybridge για την Κοιλότητα 1 και στον Πίνακα 1.8 οι ενώσεις που τελικά αγοράστηκαν.

Πίνακας 1.7  Δομές 16 επιλεγμένων ενώσεων από την χημειοθήκη Maybridge για την Κοιλότητα 1.
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Πίνακας  1.8. 4 ενώσεις που επελέγησαν για πειραματική αξιολόγηση in vitro από την Κοιλότητα 1 από την χημειοθήκη Maybridge. Πρώτη στήλη: το κωδικό όνομα της ένωσης. Δεύτερη στήλη: Δισδιάστατη απεικόνιση του χημικού τύπου της ένωσης. Τρίτη στήλη: Κωδικό όνομα χημειοθήκης. Τέταρτη στήλη: Μοριακό βάρος. Πέμπτη στήλη: Λογάριθμος υδατοδιαλυτότητας. Έκτη στήλη: Λογάριθμος λιποφιλίας. Έβδομη στήλη: Κυτταρική Διαπερατότητα. Οι φυσικοχημικές ιδιότητες υπολογίστηκαν θεωρητικά με το πρόγραμμα «QikProp» (Schrodinger, Inc).
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Κοιλότητα 2: 
Πίνακας 1.9.  Χημικές δομές 27 ενώσεων που επελέγησαν από την χημειοθήκη Maybridge μετά από τη διαδικασία εικονικής αξιολόγησης για την Κοιλότητα 2.
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Πίνακας  1.10. Επτά ενώσεις που επελέγησαν για πειραματική αξιολόγηση in vitro από την Κοιλότητα 2 από την χημειοθήκη Maybridge. Πρώτη στήλη: το κωδικό όνομα της ένωσης. Δεύτερη στήλη: Δισδιάστατη απεικόνιση του χημικού τύπου της ένωσης. Τρίτη στήλη: Κωδικό όνομα χημειοθήκης. Τέταρτη στήλη: Μοριακό βάρος. Πέμπτη στήλη: Λογάριθμος υδατοδιαλυτότητας. Έκτη στήλη: Λογάριθμος λιποφιλίας. Έβδομη στήλη: Κυτταρική Διαπερατότητα. Οι φυσικοχημικές ιδιότητες υπολογίστηκαν θεωρητικά με το πρόγραμμα «QikProp» (Schrodinger, Inc).
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Π1.2
Ορθολογικός σχεδιασμός αναλόγων της ένωσης-οδηγού ΡΙ3Κ-10

Με βάση τα δεδομένα του 1ου Έτους του προγράμματος POM, η ένωση ΡΙ3Κ-10 αξιολογήθηκε ως ένωση-οδηγός και ακολουθήθηκε ορθολογικός σχεδιασμός φαρμάκων για την εξεύρεση αναλόγων με ισχυρότερη δράση από εκείνη της της ΡΙ3Κ-10 έναντι στην μεταλλαγμένη ΡΙΚ3CA.
Οι ερευνητικές ομάδες Κουλαδούρου και Κούρνια συνεργάστηκαν για τον ορθολογικό σχεδιασμό αναλόγων της ένωσης PI3K-10. Στον Πίνακα 1.11 παρουσιάζονται πιθανά ανάλογα της ένωσης όπως προέκυψαν μετά από βιβλιογραφική έρευνα (εργαστήριο Κουλαδούρου). 
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	Πίνακας 1.11. Ανάλογα της ένωσης PI3K-010 και εικονική αξιολόγηση της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης με τη χρήση του λογισμικού GLIDE και τη συνάρτηση XP.


Στη συνέχεια, το λογισμικό Glide (ΧΡ) χρησιμοποιήθηκε για την αξιολόγηση της θέσης και της ελεύθερης ενέργιας πρόσδεσης με την οποία τα προτεινόμενα ανάλογα προσδένονται στον στόχο (εργαστήριο Κούρνια). Από τη μελέτη των αναλόγων (Πίνακας 1.11) προτείνεται μία ανάλογη ένωση (analog_10.1) για σύνθεση. Τα υπόλοιπα ανάλογα θα μπορούσαν να συντεθούν και να χρησιμοποιηθούν ως ενώσεις αρνητικού ελέγχου. 

Ορθολογικός σχεδιασμός αναλόγων της ένωσης οδηγού ΡΙ3Κ-104
Από τις ενώσεις που μελετήθηκαν πειραματικά κατά το 2ο  Έτος του προγράμματος, η PI3K-104 βρέθηκε ότι παρουσιάζει ενδιαφέρουσα βιολογική δράση ως αναστολέας της PIK3CA και χρησιμοποιήθηκε ως ένωση-οδηγός για περαιτέρω βελτιστοποίηση. Όπως και για την περίπτωση της ένωσης-οδηγού ΡΙ3Κ-10, οι ερευνητικές ομάδες Κουλαδούρου και Κούρνια συνεργάστηκαν για τον ορθολογικό σχεδιασμό αναλόγων της ένωσης PI3K-104. 
Αρχικά διερευνήθηκαν οι δυνατοί συνδυασμοί αναλόγων της ένωσης όπως αυτοί προέκυψαν μετά από βιβλιογραφική έρευνα (εργαστήριο Κουλαδούρου). Στη συνέχεια, το λογισμικό Glide χρησιμοποιήθηκε για την αξιολόγηση της θέσης και της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης με την οποία τα προτεινόμενα ανάλογα προσδένονται στον στόχο και αξιολογήθηκαν ως την πρόσδεση αυτή (εργαστήριο Κούρνια). Από τις ενώσεις προέκυψαν τρεις ανάλογες ενώσεις, οι οποίες έδωσαν καλύτερη ενέργεια πρόσδεσης σε σχέση με την PI3K-104 και προτάθηκαν ως ανάλογα προς σύνθεση και πειραματική μελέτη. 
Στην Εικόνα 1.14 παρουσιάζονται κάποιες από τις ανάλογες ενώσεις της PI3K-104 που προτάθηκαν προς σύνθεση. Στην Εικόνα 1.15 φαίνεται το ανάλογο 1 στο οποίο έχει γίνει η αντικατάσταση ενός υδρογόνου από ένα υδροξύλιο. Η αντικατάσταση αυτή οδήγησε σε έναν ακόμα δεσμό υδρογόνου με την πρωτεΐνη, συγκεκριμένα με την Asp1056. 
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     Εικόνα 1.13.  Ανάλογα της ένωσης PI3K-104 και η σχετική βαθμολόγηση με τη χρήση του λογισμικού GLIDE.
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Εικόνα 1.15. Μοντέλο του αναλόγου 1 της ένωσης PI3K-104 σε σύμπλεγμα με την μεταλλαγμένη ΡΙ3Κα μετά από εικονική αξιολόγηση με το λογισμικό GLIDE.
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Π1.8, Π1.9
Εισαγωγή
Στα πλαίσια του Προγράμματος της Κοινοπραξίας POM για την ανάπτυξη θεραπευτικών παραγώγων για την καρκινογόνο μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης PI3Kα (H1047R), έγινε από τον φορέα ΙΙΒΕΑΑ (εργαστήριο Ζ. Κούρνια), όπως περιγράφηκε στην 1η Ετήσια Έκθεση Προόδου, επιλογή της ένωσης PI3K-010 (N,N'- (pyridine- 2,6- diylbis (methanylylidene)) bis(1H- benzo[d]imidazol- 2- amine), Εικόνα 1.16) η οποία παρουσίασε την πιο ενδιαφέρουσα βιολογική δράση ως αναστολέας της μεταλαγμένης PI3Kα. Κατά τη διάρκεια του πρώτου έτους πραγματοποιήθηκε η σύνθεση ενώσεων- παραγώγων της PI3K-010 οι οποίες αξιολογήθηκαν in vitro από τα εργαστήρια Χριστοφορίδη, Αλέξη, Ευστρατιάδη και Κούρνια, και κρίθηκε σκόπιμο να πραγματοποιηθεί η σύνθεση και άλλων παραγώγων, που είναι ευθέως ανάλογα της ένωσης-οδηγού.
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Εικόνα 1.16. Δομή της ένωσης PI3K-010
 Κατά τη διάρκεια του 2ου Έτους έγινε η επιλογή άλλων δύο ενώσεων- οδηγών: ΡΙΚ-108 (ανεξάρτητες πειραματικές μελέτες Hon et al, 2011) και ΡΙΚ-104 (in silico μελέτες εργαστήριο Ζ. Κούρνια) . Με βάση τα in vitro αποτελέσματα προκύπτει ότι οι ενώσεις αυτές, οι οποίες φαίνονται στην Εικόνα 1.17,
 μπορεί να  έχουν ενδιαφέρουσα βιολογική δράση ως αναστολείς της PI3Kα. 
[image: image35.emf]O

O

HN

N

O

N N

H

NH

O

S

O

O

PIK-108

PIK-104


Εικόνα 1.17. Δομή των ενώσεων-οδηγών ΡΙΚ-108 και ΡΙΚ-104

Η σύνθεση των ενώσεων αυτών, καθώς και των αναλόγων τους, αναλύεται διεξοδικά παρακάτω. 

Σύνοψη αποτελεσμάτων 1ου έτους

Κατά τη διάρκεια του πρώτου έτους του έργου έγινε αρχικά η σύνθεση της ένωσης-οδηγού PI3K-010 σύμφωνα με γνωστή μέθοδο της βιβλιογραφίας1 προκειμένου να χρησιμοποιηθεί σαν πρότυπη ένωση και να διαπιστωθεί η επαναληψιμότητα των αντιδράσεων. Ακολούθησε ο σχεδιασμός και η σύνθεση μιας σειράς παραγώγων της PI3K-010 σύμφωνα με τις in silico υπολογιστικές υποδείξεις του φορέα ΙΙΒΕΑΑ. Για κάθε μία από τις ενώσεις που σχεδιάστηκαν, πραγματοποιήθηκε εκτενής βιβλιογραφική έρευνα και επελέγησαν οι καλύτερες συνθήκες για την σύνθεση αυτώνADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 
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. Για ενώσεις που δεν βρέθηκε σχετική βιβλιογραφία, χρησιμοποιήθηκαν πρωτόκολλα από παρόμοιες συνθετικές πορείες.

a. ΕΠΙΛΟΓΗ ΣΥΝΘΕΤΙΚΩΝ ΠΟΡΕΙΩΝ

Η σύνθεση που σχεδιάστηκε περιγράφεται από το παρακάτω γενικό ρετροσυνθετικό σχήμα που παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.18:
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Εικόνα 1.18. Ρετροσυνθετική ανάλυση των παραγώγων της ένωσης PI3K-010 (τα R1 και R2 περιγράφονται παρακάτω).

Οι αλλαγές στις δομές των παραγώγων γίνονται για να εξακριβωθεί αν συγκεκριμένες ομάδες συμμετέχουν στην αλληλεπίδραση με την πρωτεϊνη μέσω δεσμών υδρογόνου ή με άλλο τρόπο, δηλαδή αν η θέση τους πάνω στο μόριο αποτελεί σημείο πρόσδεσης πάνω στην πρωτεϊνη. Ανάλογα με τα αποτελέσματα της βιολογικής δράσης των παραγώγων, γίνεται επανασχεδιασμός και σύνθεση νέων παραγώγων.

Σε πρώτη φάση ακολουθήθηκαν τρεις διαφορετικές πειραματικές πορείες, που εμφανίζονται στην Εικόνα 1.19, για τη σύνθεση παραγώγων που είναι συμμετρικά όπως η αρχική ένωση-οδηγός PI3K-010.
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Εικόνα 1.19. Γενικές πειραματικές πορείες.
B. ΠΡΩΤΕΣ ΥΛΕΣ

Από τις πρώτες ύλες που χρησιμοποιήθηκαν (χλωρίδια, αμίνες και θειόλες) για την εφαρμογή των συνθετικών πορειών, οι περισσότερες ήταν εμπορικά διαθέσιμες εκτός από το χλωρίδιο (2) της Εικόνας 1.19, το οποίο συντέθηκε με βάση τη βιβλιογραφίαADDIN EN.CITE.DATA 
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 (Εικόνα 1.20).
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Εικόνα 1.20. Σύνθεση χλωριδίου (2).

 Γ.    ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΕΛΙΚΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ

Στις Εικόνες 1.21-1.23 που ακολουθούν παρουσιάζονται συνοπτικά τα 17 ανάλογα της ένωσης PI3K-010 που συντέθηκαν κατά τη διάρκεια του 1ου έτους, χωρισμένα στις 3 κατηγορίες (a), (b) και (c) σύμφωνα με την Εικόνα 1.19. Λεπτομερή συνθετικά πρωτόκολλα θα παραδοθούν στην τελική έκθεση του έργου.
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Εικόνα 1.21. Παράγωγα της PI3K-010 του γενικού τύπου (α).
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Εικόνα 1.22. Παράγωγα της PI3K-010 του γενικού τύπου (β).

[image: image41.emf]SH
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Εικόνα 1.23. Παράγωγα της PI3K-010 του γενικού τύπου (γ).

Σημείωση: Με έντονους χαρακτήρες, σημειώνεται στα σχήματα η ομάδα που συμμετέχει στο σχηματισμό του δεσμού κατά την αντίδραση.

Ολοκλήρωση σύνθεσης παραγώγων της ένωσης ΡΙ3Κ-010

Η σύνθεση των καινούριων αναλόγων ακολουθεί ακριβώς τη λογική και συνθετική πορεία που περιγράφεται στην Έκθεση Προόδου του 1ου έτους. Ακολουθήθηκαν τρεις διαφορετικές πειραματικές πορείες (Εικόνα 1.19) για τη σύνθεση παραγώγων που είναι συμμετρικά όπως η αρχική ένωση. Στην Εικόνα 1.24 παρουσιάζεται η γενική δομή των ευθέως αναλόγων της PI3K-010. Οι δομές των αναλόγων καθώς και συνοπτικά οι συνθήκες αναφέρονται παρακάτω (Πίνακες 1.12-1.14).
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Εικόνα 1.24. Γενική δομή των ευθέως αναλόγων της ΡΙ3Κ-010.

A. ΠΡΩΤΕΣ ΥΛΕΣ

Από τις πρώτες ύλες που χρησιμοποιήθηκαν, οι αμίνες και οι θειόλες είναι όλες εμπορικά διαθέσιμες εκτός από τις θειόλες που έχουν ως υποκαταστάτη στον αρωματικό δακτύλιο φθόριο ή χλώριο, οι οποίες συντέθηκαν ή θα συντεθούν σύμφωνα με μεθόδους της βιβλιογραφίας11 όπως φαίνεται στις Εικόνες 1.25-1.28.
Το χλωρίδιο (ii) της Εικόνας 1.19 συντέθηκε με βάση τη βιβλιογραφία12 όπως περιγράφεται στην προηγούμενη αναφορά, και το χλωρίδιο (i) συντέθηκε σύμφωνα με γνωστή μέθοδο της βιβλιογραφίας, όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.29.
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Εικόνα 1.25. Σύνθεση του 4-φθορο-βενζιμιδαζολίου. 

Η σύνθεση και ο χαρακτηρισμός του 4-φθορο-βενζιμιδαζολίου ολοκληρώθηκε επιτυχώς.  Κατά τον ίδιο τρόπο, όπως φαίνεται στις παρακάτω εικόνες, έγινε ο σχεδιασμός για το 2-φθορο- καθώς και για το 2- και 4-χλωρο-βενζιμιδαζόλιο, των οποίων η σύνθεση βρίσκεται σε εξέλιξη:
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Εικόνα 1.26. Σύνθεση του 2-φθορο-βενζιμιδαζολίου. 
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Εικόνα 1.27. Σύνθεση του 4-χλωρο-βενζιμιδαζολίου.
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Εικόνα 1.28. Σύνθεση του 2-χλωρο-βενζιμιδαζολίου.
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Εικόνα 1.29. Συνθετική πορεία για το χλωρίδιο (i).

Κρίθηκε σκόπιμο να γίνει και η σύνθεση ενός επιπλέον χλωριδίου που θα περιλαμβάνει ένα υδροξύλιο στον δακτύλιο της πυριδίνης, σύμφωνα με τη μέθοδο που φαίνεται στο παρακάτω σχήμαADDIN EN.CITE.DATA 
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 (Εικόνα 1.30):
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Εικόνα 1.30. Συνθετική πορεία για το χλωρίδιο (iv).

Η σύνθεση του χλωριδίου αυτού είναι εν εξελίξει.
B. ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΕΛΙΚΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ

Στους Πίνακες 1.9-1.11 που ακολουθούν παρουσιάζονται αναλυτικά τα ανάλογα της PI3K-010 που συντέθηκαν τον 2ο  χρόνο του έργου, χωρισμένα στις 3 κατηγορίες (a), (b) και (c) της Εικόνας 1.19.

 Από τα in vitro πειράματα φάνηκε ότι τα πιο δραστικά παράγωγα είναι της μορφής (b), στα οποία και θα επικεντρωθούμε από εδώ και στο εξής.

Για κάθε περίπτωση σημειώνονται οι συνθήκες των αντιδράσεων και η μέθοδος καθαρισμού. ‘Ολες οι ενώσεις χαρακτηρίστηκαν με NMR και LC-MS. 

Σημείωση: Με έντονους χαρακτήρες, σημειώνεται στους Πίνακες, η ομάδα που συμμετέχει στο σχηματισμό του δεσμού κατά την αντίδραση.

Πίνακας 1.12. Παράγωγα της PI3K-010 της μορφής (α).
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Πίνακας 1.13. Παράγωγα της PI3K-010 της μορφής (β).
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Πίνακας 1.14. Παράγωγα της PI3K-010 της μορφής (γ).
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*Recrystallisation= Ανακρυστάλλωση
**Column chromatography= Χρωματογραφία στήλης μέσης πιέσεως

Πρέπει να σημειωθεί ότι σε αρκετές περιπτώσεις, τα πειράματα ήταν ανεπιτυχή, παρόλο που τα αντιδραστήρια και οι συνθήκες ήταν παρόμοια, με κύρια παραδείγματα το μερκαπτο-βενζιμιδαζόλιο με το καρβονυλο-χλωρίδιο (1) της Εικόνας 1.19 και η κυτοσίνη με το χλωρίδιο (1). Επίσης όπως παρατηρείται από τους παραπάνω Πίνακες, οι αποδόσεις στις περισσότερες περιπτώσεις είναι αρκετά χαμηλές καθιστώντας επίπονους τους καθαρισμούς, ενώ οι συνθήκες αντίδρασης που φαίνονται είναι οι βελτιστοποιημένες έως τώρα.
Σύνθεση της ένωσης ΡΙΚ-108

Η δεύτερη ένωση οδηγός που επιλέχτηκε στη διάρκεια του δεύτερου έτους είναι η μορφολινο-χρωμόνη PIK-108 (Hon et al, 2011). Το εργαστήριο Ζ. Κούρνια, μέσω Υπολογιστικών Μοριακών Δυναμικών Προσομοιώσεων, υπολόγισε ότι το μόριο PIK-108 που κρυσταλλώθηκε στην δομή φυσιολογικού τύπου κοντά στο σημείο της μετάλλαξης (βλ. προηγούμενη ενότητα: «Εξαγωγή αντιπροσωπευτικών δομών για την κάθε πρωτεΐνη από την τροχιά ΜΔ και αναγνώριση πιθανών κοιλοτήτων πρόσδεσης»),  σταθεροποιείται όχι μόνο στη δομή φυσιολογικού τύπου της πρωτεϊνης αλλά και στη μεταλλαγμένη δομή Η1047R. Στόχος του φορέα proACTINA, είναι να συντεθεί το ΡΙΚ-108 για in vitro αξιολόγηση στην μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης.

Έπειτα από εκτενή βιβλιογραφική ανασκόπηση, επιλέχθηκε η πειραματική πορεία όπως αυτή περιγράφεται στην δημοσίευση του Knight17, με μικρές αλλαγές όπου κρίθηκε απαραίτητο προκειμένου να επιτευχθεί βελτίωση της μεθόδου σε όσα στάδια ήταν προβληματικά. Αναλυτικά η συνθετική πορεία παρουσιάζεται στην ακόλουθη Εικόνα 1.31:
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Εικόνα 1.31. Συνθετική πορεία της Μορφολινο-χρωμόνης ΡΙΚ-108.

A. ΠΡΩΤΕΣ ΥΛΕΣ

Οι πρώτες ύλες είναι όλες εμπορικά διαθέσιμες εκτός από το αλάτι του εξαμεθυλο-δισιλαζανίου με το λίθιο (LiHMDS) που χρησιμοποιείται στο τρίτο στάδιο, το οποίο παρασκευάζεται κάθε φορά πρίν από την αντίδραση από βουτυλολίθιο και εξαμεθυλοδισιλαζάνιο, όπως φαίνεται στο παρακάτω σχήμα (Εικόνα 1.32):
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Εικόνα 1.32. Συνθετική πορεία για το LiHMDS.

B. ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΕΛΙΚΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩν

Η σύνθεση της ένωσης ΡΙΚ-108 έχει ολοκληρωθεί και όλα τα ενδιάμεσα στάδια έχουν χαρακτηριστεί με φασματοσκοπία MS και NMR.

Κατά τη σύνθεση της ΡΙΚ-108 παρουσιάστηκαν αρκετές δυσκολίες και έγιναν αρκετές μετατροπές στις συνθήκες προκειμένου να προκύψει το επιθυμυτό προϊόν ή και να αυξηθεί η απόδοση. Στο πρώτο στάδιο της σύνθεσης, με τον οξικό ανυδρίτη, διαπιστώθηκε ότι ο πειραματικός χρόνος που έδινε το άρθρο της βιβλιογραφίας ήταν υπερβολικά μεγάλος, με αποτέλεσμα να χαλάει το προϊόν και να πέφτει η απόδοση. Η αντίδραση του δεύτερου σταδίου αρχικά ήταν σε διχλωρομεθάνιο, για 4 μέρες σε θερμοκρασία δωματίου, όμως το χλωριούχο αργίλιο είναι πολύ ευαίσθητο στην υγρασία και η αντίδραση μετάθεσης ποτέ δεν ολοκληρωνόταν. Προτιμήθηκε τελικά να γίνει η αντίδραση σε υψηλή θερμοκρασία, χωρίς διαλύτη, προκειμένου να μειωθεί ο χρόνος και να βελτιωθεί η απόδοση. Στο τρίτο στάδιο, έπειτα από πολλές δοκιμές, εκτιμήθηκε ότι η αντίδραση είναι πιο αποδοτική σε υψηλότερη θερμοκρασία (0οC) από αυτή που έδινε το άρθρο της βιβλιογραφίας (-78οC), χρησιμοποιώντας περισσότερα ισοδύναμα LiHMDS. Το τέταρτο στάδιο ακολουθήθηκε ως έχει, η αντίδραση όμως δίνει περισσότερα από ένα προϊόντα, με αποτέλεσμα η απόδοση να παραμένει χαμηλή. Το τελικό στάδιο δίνει απόδοση 100%.

Ακολουθούν τα φάσματα LC-MS και NMR του τελικού προϊόντος.

LC-UV της ένωσης ΡΙΚ-108:
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Peak Table and MS Spectrum της ένωσης ΡΙΚ-108:
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1Η- NMR της ένωσης ΡΙΚ-108:
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Βιβλιογραφική Ανασκόπηση και αρχικά πειράματα σύνθεσης αναλόγων της ένωσης ΡΙ3Κ-104 
Η τρίτη ένωση-οδηγός που επιλέχθηκε για τη σημαντική βιολογική της δράση ως αναστολέας της μεταλλαγμένης PIK3CA είναι η PI3K-104 (Εικόνα 1.34). Το εργαστήριο Ζ. Κούρνια, μέσω εικονικής αξιολόγησης πρότεινε το PI3K-104 ως υποψήφια ένωση-οδηγό, το οποίο και επιβεβαιώθηκε με πειράματα των εργαστηρίων Ευστρατιάδη (ΙΙΒΕΑΑ), Κούρνια (ΙΙΒΕΑΑ), Χριστοφορίδη (ΙΜΒΒ/ΒΕ) και Αλέξη (ΕΙΕ). 

Για τα ανάλογα της PIK-104, μετά από εκτενή βιβλιογραφική ανασκόπηση καθώς και virtual screening σε υπολογιστή, σχεδιάστηκε μια σειρά αναλόγων, των οποίων η γενική δομή φαίνεται στην Εικόνα 1.33. Παρακάτω φαίνεται αναλυτικά η συνθετική πορεία που επιλέχθηκε (Εικόνα 1.34).
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Εικόνα 1.33. Δομή των σχεδιασμένων αναλόγων της ένωσης ΡΙΚ-104.

Η ΡΙΚ-104 αποτελείται από δύο δομικές υπομονάδες, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1.34: από μια αμινοκινολίνη και από μια ομάδα σουλφονυλο-ακετανιλιδίου. Οι δομικές αλλαγές που σχεδιάστηκαν (Εικόνα 1.33) αποσκοπούν στη βελτίωση της πρόσδεσης του μορίου πάνω στην μεταλλαγμένη πρωτεϊνη. Από την in silico μελέτη αποδείχθηκε ότι τα δύο δευτεροταγή άζωτα της ένωσης παίζουν σημαντικό ρόλο στη σταθεροποίησή της μέσα στην κοιλότητα πρόσδεσης. Για το λόγο αυτό, στον σχεδιασμό συμπεριλάβαμε και ανάλογα που θα χρησιμεύσουν σαν αρνητικά δείγματα (negative controls). Η συνθετική πορεία για τη σύνθεση της ΡΙ3Κ-104 και των αναλόγων της φαίνεται στο σχήμα που ακολουθεί (Εικόνα 1.34).

[image: image67.emf]N NH

2

NH

O

S Cl

O

O

N N

H

NH

O

S

O

O

base

NNH

2

NH

2

OH

NH

O

S Cl

O

O

NH

2

S Cl

O

O

S Cl

O

O

S Cl

O

O

NH

O

S Cl

O

O

Cl

quinoline0

selectedcouplingpartners:

sulfanilyl0

PIK-104

NNH

2

NNH

2

F

F

NH

O

S Cl

O

O

F

F

NNH

2

N

Cl

F

Q1

Q2

Q3

Q4

Q5

S1

S2

S3

S4

S5

S6


Εικόνα 1.34. Σύνθεση της ΡΙ3Κ-104 και προτεινόμενες δομικές αλλαγές.

 
     Α. ΠΡΩΤΕΣ ΥΛΕΣ

Οι πρώτες ύλες είναι εμπορικά διαθέσιμες, εκτός από την 2-Ναφθυλαμίνη του παραπάνω σχήματος  που παρασκευάσθηκε από το 2- Ναφθοϊκό οξύ σύμφωνα με την παρακάτω μέθοδο18 (Εικόνα 1.35):
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Εικόνα 1.35. Σύνθεση 2-Ναφθυλαμίνης.

Διερευνάται επίσης η σύνθεση φθοριωμένων αναλόγων.



Β. ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΕΛΙΚΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ
Η σύνθεση της PIK-104 πραγματοποιήθηκε επιτυχώς ως «απόδειξη αρχής» (proof-of-concept) για τη σύνθεση και των υπολοίπων ενώσεων των οποίων η σύνθεση βρίσκεται σε εξέλιξη.

Μέθοδοι-Χαρακτηρισμός τελικών προϊόντων 
Σε όλα τα τελικά προϊόντα, έγινε επιβεβαίωση και πλήρης χαρακτηρισμός της δομής τους με χρήση φασματομετρίας μάζας (MS) και NMR (1H ή /και 13C).

· Φασματομετρία μάζας (MS) 

Για τη φασματομετρία μάζας χρησιμοποιήθηκε ο ανιχνευτής μάζας του μηχανήματος Smimadzu LCMS 2010EV που χρησιμοποιήθηκε και για τη διεξαγωγή των αναλύσεων. Εξετάστηκε η χρήση δύο τεχνικών ιονισμού των δειγμάτων: Electron Spray Ionization (ESI) και Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI) με τις ακόλουθες παραμέτρους:

· Electron Spray Ionization (ESI)
CDL temperature: 250 oC

Nebulizing gas flow: 1.5L/min

Heat block: 200 oC

· Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI)

Interface temperature: 400 oC

CDL temperature: 250 oC
Nebulizing gas flow: 2.25L/min

Heat block: 200 oC
Τελικά επιλέχθηκε η ESI, ως πιο ήπια τεχνική ιονισμού και με καλύτερα αποτελέσματα στα υπό εξέταση παράγωγα του PI3K-010.

· Φάσματα NMR 

Η λήψη των φασμάτων 1H ή /και 13C NMR έγινε σε όργανο BRUKER AVANCE DRX 500 MHz. Η ανάλυση έγινε χρησιμοποιώντας τον κατάλληλο δευτεριωμένο διαλύτη και σε θερμοκρασία 25oC. Αντίγραφα των φασμάτων MS και NMR, θα παραδοθούν στην τελική έκθεση του έργου.

Μελλοντικοί Στόχοι
    Μελλοντικός στόχος είναι να ολοκληρωθεί η σύνθεση υδροξυλιωμένων, φθοριωμένων και χλωριωμένων αναλόγων της ΡΙ3Κ-010, που αναμένεται να δώσουν πιο ικανοποιητικά αποτελέσματα από τα μέχρι τώρα ανάλογά της. Το χλωρίδιο στο οποίο θα επικεντρωθούμε πλέον σαν κεντρικό πυρήνα είναι το (2) της Εικόνας 1.19, διότι οι ενώσεις με αυτόν τον πυρήνα έχουν δώσει συγκριτικά τα καλύτερα αποτελέσματα.

Επίσης θα συνεχιστεί η σύνθεση των αναλόγων της ΡΙ3Κ-104 που σχεδιάστηκαν και, ενδεχομένως, θα γίνει σχεδιασμός και σύνθεση αναλόγων για την ΡΙΚ-108, εφόσον η in vitro αξιολόγησή της είναι καλή. 

Τέλος επιλεγμένα ανάλογα αναμένεται να παρασκευαστούν σε μεγαλύτερη κλίμακα 100-200 mg (scale up) ώστε να είναι διαθέσιμες επαρκείς ποσότητες για τις βιολογικές δοκιμές.
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Χημειοθήκη Φυσικών Προϊόντων
Για τις ανάγκες του έργου της Κοινοπραξίας POM, o τομέας Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων της Φαρμακευτικής Σχολής του Πανεπιστημίου Αθηνών ανέπτυξε μία βιβλιοθήκη αποτελούμενη από 1500 εκχυλίσματα προερχόμενα από μικροβιακές, φυτικές και θαλάσσιες πηγές, και κυρίως εκχυλίσματα φυτών της μεσογειακής χλωρίδας, η οποία θεωρείται ιδιαίτερα πλούσια σε χημειοποικιλότητα. Επίσης η χημειοθήκη περιλαμβάνει 600 καθαρές ενώσεις μικρού ΜΒ (φυσικές, ημισυνθετικές, συνθετικές). Τα εκχυλίσματα και οι φυσικές ενώσεις απομονώθηκαν από την επιστημονική ομάδα του κ. Σκαλτσούνη που ασχολείται με την απομόνωση φυσικών προϊόντων, ενώ αντίστοιχα τα συνθετικά μόρια συνετέθησαν από την συνθετική ομάδα του εργαστηρίου (Εικόνα 1.36). Όλα τα εκχυλίσματα και οι καθαρές ενώσεις χαρακτηρίστηκαν πλήρως (βοτανικά, χημικά, βιολογικά) και αφού εξακριβώθηκε η καθαρότητα τους, δημιουργήθηκαν τα απαιτούμενα διαλύματα σε DMSO, κωδικοποιήθηκαν και τοποθετηθήκαν σε ειδικά φιαλίδια με δισδιάστατο barcode τα οποία φυλάσσονται σε κατάλληλο περιβάλλον ψύξης για τη σωστή συντήρηση τους (Εικόνα 1.37). Ο χαρακτηρισμός των ενώσεων περιλαμβάνει φασματοσκοπικά δεδομένα πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού NMR, έκχυση σε φασματογράφο μάζας υψηλής ευκρίνειας (orbitrap) και υγρή χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης HPLC.

Τα χαρακτηριστικά των εκχυλισμάτων και των καθαρών ενώσεων καταχωρήθηκαν σε βάση δεδομένων απ’ την οποία μπορεί ο ενδιαφερόμενος να αντλήσει πληροφορίες για το προφίλ των ενώσεων που τον ενδιαφέρουν (Εικόνα 1.38). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι έλεγχος για την καθαρότητα των μορίων γίνεται σε καθορισμένα χρονικά διαστήματα για τη σωστή συντήρηση της χημειοθήκης. Το εργαστήριο μας διαθέτει επίσης εκτυπωμένους χάρτες για την πλήρη πρόσβαση και διευκόλυνση των ενδιαφερομένων. Η χημειοθήκη αποτελείται από μία μεγάλη ποικιλία χημικών δομών με μεγάλες φαρμακολογικές δράσεις. Η προσπάθεια που γίνεται στο εργαστήριο μας για την ύπαρξη και διατήρηση αυτής της χημειοθήκης είναι μοναδική στην Ελλάδα εξ όσων γνωρίζουμε.
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                            Εικόνα 1.38. Βάση δεδομένων InstantJChem. 

Για τις ανάγκες του έργου παραδώσαμε στην κοινοπραξία ΡΟΜ και συγκεκριμένα στο εργαστήριο του Δρ. Ταμβακόπουλου (ΙΙΒΕΑΑ) ένα κατάλογο 63 προσεκτικά επιλεγμένων ενώσεων για να αξιολογηθούν πειραματικά in vitro για την ανεύρεση επιλεκτικών αναστολέων της μεταλλαγμένης PIK3CA όπως έχει περιγραφεί στην αντίστοιχη Ενότητα Εργασίας. Ο κατάλογος αυτός προέκυψε ύστερα από υπολογιστικό σχεδιασμό φαρμάκων με τεχνική αγκυροβόλησης (docking) σε διάφορες διαμορφώσεις του κέντρου πρόσδεσης, χρησιμοποιώντας λογισμικό GLIDE από την επιστημονική ομάδα του κ. Μικρού (υπεργολαβία, Πανεπιστήμιο Αθηνών) σε συνδυασμό με τις βιολογικές ιδιότητες αυτών των ουσιών από τη εμπειρία μας καθώς και από την διεθνή βιβλιογραφία.

Πιο συγκεκριμένα, στον κατάλογο των ενώσεων που μέχρι τώρα έχουν παραδοθεί συμπεριλαμβάνονται ενώσεις διαφόρων χημικών κατηγοριών: ιντιρουμπίνες, χαλκόνες, βενζοφουράνια, κουμαρίνες, υποκατεστημένα πυραζολοπυραζόλια κ.α. Στους Πίνακες 1.15-1.18 που ακολουθούν απεικονίζονται οι μέχρι τώρα δοθείσες ενώσεις στην κοινοπραξία ΡΟΜ.

	Πίνακας 1.15


	mol_ID
	Structure
	MW
	[C] DMSO
	Quantity

	780
	[image: image75.emf]
	356.17
	-
	3.18mg

	787
	[image: image76.emf]
	341.16
	-
	 3.68mg

	810
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	541.27
	 C=10mM
	50μl

	820
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	356.17
	-
	 3.1mg

	821
	[image: image79.jpg]o

oH

o




	355.19
	-
	3.2mg

	822
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	355.19
	-
	3.6mg

	823
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	370.20
	-
	 3.32mg


	824
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o

o




	341.16
	-
	 3.2mg

	825
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	541.27
	-
	 3.39mg


Ο Πίνακας 1.15 περιλαμβάνει ιντιρουμπίνες, οι οποίες απέκτησαν μεγάλο ενδιαφέρον όταν ανακαλύφθηκαν οι αντικαρκινικές ιδιότητες της ιντιρουμπίνης. Δύο κατηγορίες πρωτεϊνικών κινασών, οι CDKs και η GSK-3, αποτελούν τους πιο γνωστούς και μελετημένους στόχους των ιντιρουμπινών μέχρι τώρα. 

Πράγματι, τα αποτελέσματα από το εργαστήριο του Δρ. Ταμβακόπουλου ανίχνευσαν καλή δράση δύο μορίων (μόρια 780 και 820) στις κυτταροσειρές που αφορούν τον καρκίνο του μαστού, MCF-7 με μετάλλαξη E545K και στην T47D με μετάλλαξη H1047R. Τα δύο μόρια είναι σχετικά υδατοδιαλυτά που μπορούν εύκολα να λάβουν μέρος σε βιολογικά πειράματα. 
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Το μόριο 780 είναι ήδη γνωστό για την εκλεκτική αναστολή κινασών GSK3/CDK σε αντίθεση με το μόριο 820 που αποδείχθηκε αδρανές σ’ αυτούς τους στόχους, αλλά παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, αφού είναι λιγότερο τοξικό από το 780, και μπορεί να αποτελέσει ένα πιθανό επιλεκτικό αναστολέα της μεταλλαγμένης PIK3CA. Το μόριο 820 θα αποτελέσει ένωση-οδηγό  και με βάση τη δομή του θα παραδώσουμε στην κοινοπραξία ανάλογα μόρια.

	Πίνακας 1.16


	mol_ID
	Structure
	MW
	[C] DMSO
	 Quantity 

	492
	[image: image86.jpg]



	244.24
	50mM
	10μl

	493
	[image: image87.jpg]



	307.14
	50mM
	10μl

	495
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	278.69
	50mM
	10μl

	496
	[image: image89.jpg]



	258.27
	50mM
	10μl

	498
	[image: image90.jpg]



	262.69
	50mM
	10μl

	504
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	294.69
	50mM
	10μl

	661
	[image: image92.jpg]



	224.25
	50mM
	10μl

	662
	[image: image93.jpg]



	252.26
	50mM
	10μl

	663
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	224.25
	50mM
	10μl

	664
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	222.24
	50mM
	10μl

	665
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	210.23
	50mM
	10μl

	666
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	238.28
	50mM
	10μl

	667
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	224.25
	50mM
	10μl

	743
	[image: image99.jpg]



	242.31
	50mM
	10μl

	746
	[image: image100.jpg]



	246.73
	50mM
	10μl

	752
	[image: image101.jpg]



	258.27
	50mM
	10μl

	753
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	244.29
	50mM
	10μl

	754
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	256.25
	50mM
	10μl

	761
	[image: image104.jpg]He
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	307.14
	50mM
	10μl

	762
	[image: image105.jpg]



	248.71
	50mM
	10μl


Ο Πίνακας 1.16 περιλαμβάνει χαλκόνες, διϋδροστιλβένια, βενζοφουράνια, διαρυλοπροπάνια, διϋδροχαλκόνες, μόρια με σημαντικές βιολογικές δράσεις. Τα διϋδροστιλβένια και τα βενζοφουράνια είναι ήδη γνωστά για την αντιοξειδωτική, αντιφλεγμονώδης και αντιβακτηριδιακή δράση τους. Επίσης τα βενζοφουράνια έχουν ισχυρή συγγένεια σύνδεσης με τον οιστρογονικό υποδοχέα. Οι χαλκόνες έχουν φυτοοιστρογονική και αντικαρκινική δράση και είναι επίσης ισχυροί αναστολείς τυροσινάσης. Από τις δοθείσες ενώσεις μεγάλο ενδιαφέρον έδειξε το μόριο 754. Πρόκειται για μία χαλκόνη, η οποία έδειξε καλή εκλεκτική δράση στην κυτταροσειρά HCC1954 με μετάλλαξη H1047R. 
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Λόγω της καλής εκλεκτικής δράσης του μορίου 754, οκτώ μόρια δομικά ανάλογα, παραδόθηκαν στην κοινοπραξία προς αξιολόγηση. Τα πειράματα βρίσκονται υπό εξέλιξη.
	Πίνακας 1.17


	mol_ID
	Structure
	MW
	[C] DMSO
	Quantity 

	344
	[image: image107.jpg]NO,





	228.24
	50mM
	10μl

	345
	[image: image108.jpg]



	228.24
	50mM
	10μl

	346
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	310.34
	50mM
	10μl

	347
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	258.27
	50mM
	10μl

	348
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	244.24
	50mM
	8μl

	903
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	397.22
	50mM
	10μl

	904
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	292.28
	50mM
	10μl

	909
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	178.14
	50mM
	8μl

	913
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	288.30
	50mM
	10μl

	916
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	228.24
	50mM
	10μl

	917
	[image: image117.jpg]LoH

5




	246.26
	50mM
	10μl

	924
	[image: image118.jpg]&




	239.22
	50mM
	10μl

	925
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	239.22
	50mM
	10μl

	926
	
	207.23
	50mM
	10μl


Ο Πίνακας 1.17 αποτελείται από κουμαρίνες, μόρια, τα οποία έχουν απασχολήσει αρκετά την επιστημονική κοινότητα ως προς το εύρος των βιολογικών τους δράσεων τόσο στα ζώα όσο και στον άνθρωπο. Πολλά είδη φυτών έχουν χρησιμοποιηθεί στην παραδοσιακή ιατρική πολλών λαών και είναι σχεδόν βέβαιο ότι η κύρια δράση τους οφειλόταν στην παρουσία κουμαρινών. Κυριότερες δράσεις των κουμαρινών αποτελούν η αγγειοδιασταλτική, διεγερτική του αναπνευστικού, αντιπηκτική, αντιμικροβιακή, αντικαρκινική, αντιοξειδωτική και διουρητική δράση. Όσον αφορά την αντικαρκινική δράση η κουμαρίνη 1,2-βενζοπυρόνη εμφανίζεται να συντελεί στη μακροχρόνια μείωση του λεμφοοιδήματος στον άνθρωπο. Με βάση λοιπόν τις ιδιότητες τους, δόθηκαν στη κοινοπραξία για να δοκιμαστούν ως προς την ανασταλτική τους δράση της μεταλλαγμένης PIK3CA. Από τις ουσίες αυτής της κατηγορίας που μέχρι τώρα εξετάσθηκαν δεν παρατηρήθηκε κάποια ενδιαφέρουσα δράση.
	Πίνακας 1.18


	mol_ID
	Structure
	MW
	[C] DMSO
	Quantity (μl)

	999
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	227.22
	50mM
	10μl

	1000
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	213.24
	50mM
	10μl

	1001
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	233.27
	50mM
	10μl

	1004
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	311.38
	50mM
	10μl

	1005
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	269.30
	50mM
	10μl

	1006
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	255.32
	50mM
	10μl

	1007
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	275.35
	50mM
	10μl

	1008
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	261.37
	50mM
	10μl

	1009
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	367.45
	50mM
	10μl

	1010
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	353.46
	50mM
	10μl

	1011
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	227.22
	50mM
	10μl

	1012
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	213.24
	50mM
	10μl

	1013
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	233.27
	50mM
	10μl

	1015
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	275.35
	50mM
	10μl

	1016
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	123.12
	50mM
	10μl

	1017
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	166.14
	50mM
	10μl

	1018
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	208.22
	50mM
	10μl

	1019
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	241.25
	50mM
	10μl

	1020
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	299.28
	50mM
	10μl

	1021
	πυραζολοπυραζόλια 

νέος χημικός σκελετός
	195.18
	50mM
	10μl


Ο Πίνακας 1.18 περιλαμβάνει υποκατεστημένα πυραζολοπυραζόλια, μόρια νέου χημικού σκελετού, τα οποία δεν έχουν μελετηθεί καθόλου στην διεθνή βιβλιογραφία και τα όποια μπορούν να αποτελέσουν ενδιαφέρουσες ουσίες με στόχο την ανακάλυψη νέων αντικαρκινικών φαρμάκων κατά τις μεταλλαγμένης μορφής της PIK3CA (πειράματα υπό εξέλιξη).

Τα μόρια που έχουν παραδοθεί μέχρι τώρα στην κοινοπραξία είναι συνθετικά μικρά μόρια. Έχουν όμως ετοιμαστεί για να παραδοθούν (εκτός και από άλλα συνθετικά μόρια) και μία σειρά φυσικών προϊόντων για να αξιολογηθούν ως προς την επιλεκτική καταστολή της δράσης της μεταλλαγμένης PIK3CA. Τα φυσικά προϊόντα είναι πολύ σημαντικά για την αντιμετώπιση ποικίλων νοσημάτων που περιλαμβάνουν τον καρκίνο (η φύση είναι μία ανεξάντλητη πηγή πολύτιμων χημικών μορίων για την φαρμακευτική έρευνα και, ιστορικά, τα φυσικά προϊόντα είναι γνωστά για την πλούσια χημειοποικιλότητα και βιοδραστικότητά τους).

ΕΕ7
	α/α ΕΕ
	7
	Μήνας Έναρξης
	4
	Μήνας Λήξης
	48

	Τίτλος ΕΕ
	ΔΙΑΧΥΣΗ/ΕΜΠΟΡΙΚΗ ΕΚΜΕΤΑΛΕΥΣΗ

	Δραστηριότητες ΕΤΑ/ Είδος Έρευνας ή/και Λοιπές Δραστηριότητες

	Βασική Έρευνα

	Συντονιστής της ΕΕ
	Α. Ευστρατιάδης, Κ. Ταμβακόπουλος

	Φορείς Εκτέλεσης


	ΙΙΒΕΑΑ

	Σκοπός


	· Καθιέρωση ενός μηχανισμού για την ευρεία διάδοση των αποτελεσμάτων του Προγράμματος που θα απευθύνεται σε ενδιαφερομένους εκτός της Κοινοπραξίας POM, όταν αυτό κρίνεται σκόπιμο και χρήσιμο.
· Δημιουργία Ιστοσελίδας αφιερωμένης στην κοινοπραξία POM που θα ενημερώνεται συνεχώς.

	Παραδοτέα


	Π7.1 Δραστηριότητες σχετικές με την διάχυση θα υπάρχουν σε όλες τις φάσεις της υλοποίησης του προγράμματος. [Μήνας Παράδοσης 3-48]



Ιστοσελίδα POM
Για την ευρεία διάδοση των αποτελεσμάτων των εργασιών του Προγράμματος έχει αναπτυχθεί μια δημόσια ιστοσελίδα που διευκολύνει τη διάδοση επιστημονικών όσο και διοικητικών πληροφοριών σε όλα τα μέλη του έργου. Μέσω του ανοιχτά προσβάσιμου μέρους της ιστοσελίδας είναι εφικτή η διάδοση των πληροφοριών στο πλαίσιο του έργου σε άλλους επιστήμονες που δεν έχουν σχέση με το έργο, σε άλλους ενδιαφερόμενους όπως χρηματοδοτικοί φορείς, μέλη της κυβέρνησης, μέσα μαζικής ενημέρωσης (π.χ. τύπος, τηλεόραση, ραδιόφωνο) και στο ευρύ κοινό. H επικαιροποίηση της ιστοσελίδας γίνεται από την ομάδα Πληροφορικής υπό την εποπτεία των συντονιστών / διαχειριστών (Δρ. Ευστρατιάδης και Ταμβακόπουλος) και διαθέτει επίσης ένα «εσωτερικό δίκτυο» (intranet) στο οποίο έχουν πρόσβαση αποκλειστικά οι ερευνητές που συμμετέχουν στο Πρόγραμμα, οι οποίοι είναι σε θέση να συνδεθούν με ασφάλεια, χρησιμοποιώντας κωδικό πρόσβασης. Τα στοιχεία επικοινωνίας όλων των συμμετεχόντων, οι συναντήσεις, οι εκθέσεις πρόοδου των ενοτήτων εργασίας, λεπτομέρειες σχετικά με ορόσημα, και άλλα έγγραφα που είναι ενδεχομένως εμπιστευτικού χαρακτήρα είναι προσβάσιμα στην ιστοσελίδα μέσω αυτού του μηχανισμού. Περισσότερες λεπτομέρειες για την οργάνωση και λειτουργία της ιστοσελίδας του Προγράμματος έχουν περιγραφεί στην ενότητα ΕΕ5. Η επικαιροποίηση της σελίδας γίνεται από την ομάδα Πληροφορικής του ΕΕ5 και εποπτεύεται από τους συντονιστές/διαχειριστές  (Ευστρατιάδης και Ταμβακόπουλος).
Ανακοινώσεις

Κατά τον πρώτο χρόνο του προγράμματος έγιναν οι ακόλουθες ανακοινώσεις σε Συνέδρια:

1.Παρουσίαση της ακόλουθης αναρτημένης ανακοίνωσης (Poster) στο 6ο Συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Υπολογιστικής Βιολογίας και Βιοπληροφορικής (Συνεδριακο & Πολιτιστικό Κέντρου του Πανεπιστημίου Πατρών, 7-9 Οκτωβρίου, 2011, http://hscbb11.hscbb.gr/) από την Δρ. Ζωή Κούρνια και την Μεταδιδακτορική Ερευνήτρια Δρ. Παρασκευή Γκέκα (ΙΙΒΕΑΑ):

Poster Session I: Structural Bioinformatics

P9 Thomas Evangelidis, Paraskevi Gkeka and Zoe Cournia: Molecular modeling of the human wild-type and H1047R mutant form of the catalytic subunit of PI3Ka.

Οι ερευνήτριες παρουσίασαν τα αποτελέσματα που προέκυψαν στο πλαίσιο της ΕΕ1 από τη μοριακή μοντελοποίηση της μεταλλαγμένης και της φυσικού τύπου μορφής της ΡΙ3Κα κατά τον πρώτο χρόνο του προγράμματος. 
2. Τα αποτελέσματα της ΕΕ2β1 που προέκυψαν κατά τον πρώτο χρόνου του προγράμματος παρουσιάστηκαν σε δύο αναρτημένες ανακοινώσεις (Posters) από την ομάδα του Δρ. Μ. Αλέξη κατά την διάρκεια του 62ου Πανελληνίου Συνεδρίου της Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας (Ευγενίδειο Ίδρυμα, Αθήνα, 9-11 Δεκεμβρίου, 2011, http://www.eebmb2011.gr/)

(α) Zerva S., Kyriakou V., Mitsiou D.J., Alexis M.N.: Anticancer activity of PI3K inhibitors alone and in combination with anti-estrogens.
(β) Kyriakou V, Zerva S., Alexi X., Mitsiou D.J. and Alexis M.N.: Estrogen Receptor and HER2 crosstalk: resistance to endocrine therapy and re-sensitization using inhibitors of RTK signalling. 
Κατά τον δεύτερο χρόνο του προγράμματος έγιναν οι ακόλουθες ανακοινώσεις σε Συνέδρια:
Το εργαστήριο της Δρ. Κούρνια στο πλαίσιο της ΕΕ1 παρουσίασε τα εξής αποτελέσματα από τη μοριακή μοντελοποίηση και το σχεδιασμό φαρμάκων με στόχο την μεταλλαγμένη και φυσικού τύπου PI3Kα πρωτεΐνη μέσω προφορικών ανακοινώσεων:

4. Διεθνές workshop “New Approaches in Drug Design and Discovery”, Schloss Rauischholzhausen,  Germany (March 2012): 
Z. Cournia, “MD simulations of the PI3Ka wild type and  mutant forms: Drug Design and Aspects towards Personalized Medicine” 
5. Διεθνές συνέδριο της Αμερικανικής Χημικής Εταιρείας (American Chemical Society).

243rd ACS National Meeting & Exposition. San Diego, USA (April 2012):
T. Evangelidis, P. Gkeka, and Z. Cournia, “MD simulations of the PI3Kα wild type and mutant forms: Implications for drug design.” 
Η ακόλουθη Προφορική Ανακοίνωση έγινε στο 12th IEEE International Conference on BioInformatics and BioEngineering (November 2012) από τον Δρ. Ε. Αθανασσιάδη και αφορά στην παρουσίαση του πρωτοκόλλου που αναπτύχθηκε από τις ομάδες Κούρνια και Σπύρου σχετικά με την επεξεργασία των αποτελεσμάτων της εικονικής αξιολόγησης (ChemBioServer):

6. P. Gkeka, E. Athanasiadis, G. Spyrou, and Z. Cournia “Enhancing the effectiveness of virtual screening by using the ChemBioServer: Application to the discovery of PI3Kα inhibitors.” 

Η ακόλουθη αναρτημένη ανακοίνωση (Poster) από την ομάδα του Δρ. Μ. Αλέξη (EE2) παρουσιάστηκε στο International Conference on Chemistry for Health, Athens, Sept 9-14, 2012.
7. Sofia Zerva, Dimitra Siakouli, Vicky Kyriakou, Dimitra J. Mitsiou, Michael N. Alexis. Combinatorial targeting of breast cancer with PI3K pathway inhibitors and antiestrogens:  a comparative study using breast cancer cell lines. 
Δημοσιεύσεις
Η ακόλουθη μελέτη, προϊόν συνεργασίας των ομάδων Κούρνιας (ΕΕ1) και Σπύρου (ΕΕ5) στο πλαίσιο του Προγράμματος POM, δημοσιεύτηκε στο περιοδικό Bioinformatics (Impact factor 5.5):
Athanasiadis E, Cournia Z, Spyrou G. (2012). ChemBioServer: a web-based pipeline for filtering, clustering and visualization of chemical compounds used in drug discovery. Bioinformatics. 28:3002-3. 

2.3  Οροσήμα/Σημεία Ελέγχου  του Έργου 

	Α/Α
	Τίτλος 
	Σχετικές ΕΕ
	Ημερομηνία (μήνες)
	Τρόπος Επαλήθευσης

	Σ1.1 
	Ολοκλήρωση της εικονικής αξιολόγησης της βιβλιοθήκης φαρμάκων ZINC και για τις δύο μεταλλαγμένες μορφές της PIK3CA. Έναρξη του πρώτου γύρου βελτιστοποίησης ενώσεων για αναστολή δράσης και φαρμακολογικών ιδιοτήτων. Ολοκλήρωση του σχεδιασμού αναστολεών «de novo» και για τα δύο μεταλλαγμένα γονίδια της PIK3CA. 
	1 
	7-11 
	Έγινε παρουσίαση των αποτελεσμάτων στους ειδικούς της ομάδας ιατρικής χημείας και εν συνεχεία αρχειοθέτηση στη βάση δεδομένων. Τα αποτελέσματα της εικονικής αξιολόγησης απέφεραν 17 ενώσεις που αξιολογήθηκαν in vitro κατά την διάρκεια του Έτους 01. Μία ένωση (ΡΙ3Κ-010) παρουσίασε βιολογικό ενδιαφέρον στην αναστολή της πρωτεΐνης με μετάλλαξη H1047R και πέρασε στον πρώτο γύρο βελτιστοποίησης. 

Κατά την διάρκεια του Έτους 02, η εικονική αξιολόγηση απέφερε 43 ενώσεις, από τις οποίες δύο (ΡΙ3Κ-104 και ΡΙ3Κ-106) χρήζουν περαιτέρω αξιολόγησης.

Θεωρήθηκε σκόπιμο για πρακτικούς λόγους, οι οποίο αφορούν κυρίως στην έλλειψη πληροφοριών για την κρυσταλλική δομή της PIK3CA με μετάλλαξη E545K, να επικεντρωθεί η προσπάθεια του POM κατά τα δύο πρώτα έτη στην μετάλλαξη Η1047R. Κατά συνέπεια, δεν πραγματοποιήθηκε ορθολογικός σχεδιασμός φαρμάκων για την μετάλλαξη Ε545Κ, ωστόσο οι ενώσεις που σχεδιάστηκαν για την μετάλλαξη H1047R αξιολογήθηκαν πειραματικά και για την μετάλλαξη Ε545Κ. Δύο εκ των ενώσεων που αξιολογήθηκαν το πρώτο έτος (ΡΙ3Κ-33 και 44α) και μία ένωση που αξιολογήθηκε το δεύτερο έτος (PI3K-105) παρουσίασαν βιολογικό ενδιαφέρον στην αναστολή της πρωτεΐνης με μετάλλαξη Ε545Κ και θα μελετηθούν περαιτέρω. Ο σχεδιασμός φαρμάκων με στόχο την Ε545Κ μετάλλαξη θα ξεκινήσει περίπου τον 30ο μήνα.

.

	Σ1.2 
	Ολοκλήρωση των μελετών Μοριακής Δυναμικής (ΜΔ) για το μεταλλαγμένο γονίδιο Ε545Κ. Παραγωγή νέων πρωτεϊνικών δομών (με βάση την προσομοίωση ΜΔ) για περαιτέρω υπολογιστική αξιολόγηση υποψηφίων φαρμάκων. 
	1 
	14 
	Θεωρήθηκε σκόπιμο για πρακτικούς λόγους, οι οποίο αφορούν κυρίως στην έλλειψη πληροφοριών για την κρυσταλλική δομή της PIK3CA με μετάλλαξη E545K, να επικεντρωθεί η προσπάθεια του POM κατά τα δύο πρώτα έτη στην μετάλλαξη Η1047R.
Ελλείψει κρυσταλλικής δομής, η μετάλλαξη Ε545Κ εισήχθη στην πρωτεΐνη φυσικού τύπου με υπολογιστικές τεχνικές και η ΜΔ άρχισε τον μήνα 24.

	Σ1.3 
	Ολοκλήρωση των μελετών ΜΔ για το μεταλλαγμένο γονίδιο H1047R. Παραγωγή νέων πρωτεϊνικών δομών (με βάση την προσομοίωση ΜΔ) για περαιτέρω υπολογιστική αξιολόγηση υποψηφίων φαρμάκων.
	1 
	16 
	Έγινε παρουσίαση των αποτελεσμάτων στους ειδικούς της ομάδας ιατρικής χημείας, τα οποία εν συνεχεία αρχειοθετήθηκαν στην βάση δεδομένων.

	Σ1.4 
	Ανάπτυξη σχέσεων δομής-δραστικότητας (structure-activity relationships) για τους αναστολείς και εν συνεχεία βελτιστοποίηση των μοριακών τους δομών.
	1 
	20 
	Έγινε παρουσίαση των αποτελεσμάτων στους ειδικούς της ομάδας ιατρικής χημείας, τα οποία εν συνεχεία αρχειοθετήθηκαν στην βάση δεδομένων.

	Σ1.5 
	Ολοκλήρωση της εικονικής αξιολόγησης πρόσθετων βιβλιοθηκών υποψηφίων φαρμάκων.
	1 
	25 
	Παρουσίαση των αποτελεσμάτων στους ειδικούς της ομάδας ιατρικής χημείας και εν συνεχεία αρχειοθέτηση στη βάση δεδομένων.

	Σ1.6 
	Περάτωση επιπρόσθετων προσομοιώσεων ΜΔ για τις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες (πιθανότατα με μικρά μόρια-αναστολείς που έχουν ανακαλυφθεί από το πρόγραμμα ή και με νέες κρυσταλλογραφικές δομές που μπορεί να εμφανιστούν στην βιβλιογραφία).
	1 
	35 
	Παρουσίαση των αποτελεσμάτων στους ειδικούς της ομάδας ιατρικής χημείας και εν συνεχεία αρχειοθέτηση στη βάση δεδομένων.

	Σ1.7 
	Ολοκλήρωση της σύνθεσης για κάθε ένωση-οδηγό.
	1 
	6-8 
	17 ανάλογα της ένωσης-οδηγού ΡΙ3Κ-010 συντέθηκαν και παραδόθηκαν για πειραματική αξιολόγηση στο ΠΕ2 το πρώτο έτος. 

Έγινε αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.



	Σ1.8 
	Ολοκλήρωση της σύνθεσης για κάθε ένωση-οδηγό και αναλόγων τους.
	1 
	15 
	10 ανάλογα επιπλέον ανάλογα της ένωσης ΡΙ3Κ-010 συντέθηκαν και παραδόθηκαν για πειραματική αξιολόγηση στο ΠΕ2 το δεύτερο έτος. Τα πρώτα στάδια για την σύνθεση αναλόγων της ένωσης ΡΙ3Κ-104 έχουν ξεκινήσει.

Έγινε αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ1.9 
	Σύνθεση των τελικών βελτιστοποιημένων αναλόγων.
	1 
	36 
	Παράδοση των ενώσεων στο ΠΕ3 Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ1.10 
	Παράδοση ολοκληρωμένης έκθεσης για τις βελτιστοποιημένες ενώσεις-οδηγούς.
	1 
	48 
	Η έκθεση θα καταχωρηθεί στην βάση δεδομένων.

	Σ1.11 
	Διάθεση της ανεπτυγμένης  in vitro δοκιμής  (χωρίς τη χρήση κυττάρων) για τη δοκιμασία της δράσης της μεταλλαγμένης και φυσικού τύπου PIK3CA.
	1 
	6 
	Η μέθοδος έχει χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για την μέτρηση της δραστικότητας πρότυπων ουσιών με γνωστή θετική ή ανασταλτική δραστικότητα (βλέπε ΕΕ2α).

	Σ2.1 
	Κυτταρικές σειρές καρκίνου του μαστού (BCCL) συγκεκριμένου υποδοχέα οιστρογόνου, HER2 και μεταλλαγμένης PIK3CA σε τροποποιημένη κατάσταση για τη σίγαση της έκφρασης του PTEN.
	2 
	12 
	Χρήση των τροποποιημένων κυτταρικών σειρών, αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. 

	Σ2.2 
	Επίδραση των μεταλλαγμένων PIK3CA αναστολέων και ταμοξιφαίνης, χωριστά και σε συνδυασμό, στον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και τη διεισδυτικότητα  των  κυττάρων PTEN+ και PTEN-BCCL. 
	2 
	36 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ2.3 
	Επίδραση του πιο ενεργού αναστολέα της μεταλλαγμένης PIK3CA, χωριστά και σε συνδυασμό με ταμοξιφαίνη στην αναστολή όγκου ξενοεμφυτευμάτων σε ποντίκια SCID.
	2 
	48 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ2.4 
	Προφίλ RNA από ανάλυση μικροσυστοιχιών (microarrays) της επίδρασης του πιο ενεργού αναστολέα της μεταλλαγμένης PIK3CA, ξεχωριστά και σε συνδυασμό με ταμοξιφαίνη σε κυτταρικές σειρές PTEN+ και PTEN- MCF7.
	2 
	48 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

Ανάλυση των αποτελεσμάτων από το ΠΕ5.

	Σ2.5 
	Καρκινικές σειρές τροποποιημένες για να εκφράζουν ή να καταστέλλουν μεταλλαγμένα γονίδια PIK3CA.
	2 
	12 
	Χρήση των τροποποιημένων κυτταρικών σειρών σε δοκιμές, αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ2.6 
	Επίδραση των αναστολέων PIK3CA στον πολλαπλασιασμό, επιβίωση, διεισδυτικότητα καρκινικών κυττάρων του παχέος εντέρου.
	2 
	36 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ2.7 
	Επίδραση των κύριων αναστολέων PIK3CA ανάλογα με την κατάσταση του KRAS. 
	2 
	42 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ2.8 
	Επίδραση των κυρίων αναστολέων κατά της μεταλλαγμένης ΡΙΚ3CΑ σε συνδυασμό με αναστολείς ΜΕΚ, TRAIL και α-EGFR στον πλλαπλασιασμό καρκινικών κυττάρων του παχέος εντέρου.
	2 
	48 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ2.9 
	Πιλοτική μελέτη (βασισμένη σε φασματομετρία μάζας) για τον ποσοτικό υπολογισμό νέων ενώσεων και των αντίστοιχων μεταβολιτών τους σε βιολογικά υγρά (πλάσμα, ιστοί).
	2 
	1-3 
	Εφαρμογή της μεθόδου. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. 

	Σ2.10 
	Εφαρμογή της μεθοδολογίας σε ζωικά μοντέλα για φαρμακοκινητική αξιολόγηση.


	2 
	3-24 
	Προσδιορισμός σε πλάσμα/ορό του επιλεγμένου μορίου μετά τη χορήγηση. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. 

	Σ2.11 
	Φαρμακοκινητικές μελέτες σε ζωικά μοντέλα (ποντίκια) χρησιμοποιώντας διαδοχικές αιμοληψίες (serial bleeds) με σκοπό να μειωθεί ο αριθμός των ζώων που απαιτούνται για κάθε μελέτη.
	2 
	12-18 
	Σύγκριση μεταξύ δεδομένων από διαδοχικές αιμορραγίες και τερματικών αιμοληψιών. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. 

	Σ2.12 
	Συσχέτιση μεταξύ υπολογιστικών προβλέψεων και πειραματικών μελετών των φαρμακοκινητικών και των ADME ιδιοτήτων των ενώσεων.
	2 
	12-24 
	Για μια επιλεγμένη λίστα μορίων, δεδομένα θα συγκριθούν μεταξύ υπολογιστικής πρόβλεψης και πειραματικής αξιολόγησης. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.
Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ3.1 
	Ανάπτυξη ενός μοντέλου ποντικού με καρκίνο του παχέος εντέρου. 
	3 
	12 
	Η ανάπτυξη του μοντέλου έχει καθυστερήσει. Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ3.2 
	Πλήρης χαρακτηρισμός (λανθάνουσα κατάσταση, ιστοπαθολογία) του μοντέλου του καρκίνου του παχέος εντέρου. 
	3 
	18 
	Η ανάπτυξη του μοντέλου έχει καθυστερήσει. Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ3.3 
	Πρώτα αποτελέσματα των προκλινικών δοκιμών με τα μοντέλα ποντικού με καρκίνο του μαστού. 
	3 
	18 
	Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ3.4 
	Πρώτα αποτελέσματα των προκλινικών δοκιμών με τα μοντέλα ποντικού με καρκίνο του παχέος εντέρου.
	3 
	24 
	Η ανάπτυξη του μοντέλου έχει καθυστερήσει. Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ3.5 
	Δοκιμή 2-3 επιπλέον ενώσεων σε ποντίκια με όγκους καρκίνου του μαστού.
	3 
	24-36 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ3.6 
	Δοκιμή 2-3 επιπλέον ενώσεων σε ποντίκια με όγκους καρκίνου του παχέος εντέρου.
	3 
	30-40 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ3.7 
	Περαιτέρω λεπτομερής αξιολόγηση των καλύτερων υποψηφίων ενώσεων σε μοντέλα ποντικού με καρκίνους του μαστού και του παχέος εντέρου και ολοκλήρωση των προκλινικών μελετών. 
	3 
	40-48 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ3.8 
	Πιλοτική μελέτη βασισμένη σε LC-MRM (στοχευμένες μετρήσεις) σημαντικών βιοδεικτών (πρωτεϊνών προερχόμενων από πρωτεομική αξιολόγηση) σε ιστό (όγκο) ή σε ορό.
	3 
	30-36 
	Εφαρμογή της μεθοδολογίας.

	Σ3.9 
	Εφαρμογή της παραπάνω προσέγγισης σε ιστούς ζώων στα οποία έχουν χορηγηθεί επιλεγμένες ενώσεις. 
	3 
	36-42 
	Παραγωγή δεδομένων και αρχειοθέτησή τους στη βάση δεδομένων.

	Σ3.10 
	Τοξικολογία/μεταβολισμός επιλεγμένων υποψηφίων ενώσεων σε τρωκτικά. Φαρμακοκινητική και μεταβολισμός (δοκιμή ελέγχου GLP).
	3 
	42 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ3.11
	Παράδοση υλικού GMP.
	3
	45
	Παράδοση υλικού για πιθανή μελέτη φάσης 0.

	Σ4.1 
	Συλλογή 200 δειγμάτων καρκίνου του μαστού και 200 δειγμάτων καρκίνου του παχέος εντέρου. 
	4 
	24 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. Παγωμένα δείγματα διαθέσιμα για μεταλλακτική ανάλυση.

Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ4.2 
	Συλλογή επιπλέον 200 δειγμάτων καρκίνου του μαστού και 200 δειγμάτων καρκίνου του παχέος εντέρου. 
	4 
	24-45 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. Παγωμένα δείγματα διαθέσιμα για μεταλλακτική ανάλυση.

Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ4.3 
	Ανάλυση μεταλλάξεων των δειγμάτων του καρκίνου του μαστού και του καρκίνου του παχέος εντέρου (200 το καθένα). 
	4 
	26 
	Ενδιάμεσες αναφορές. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ4.4 
	Ανάλυση μεταλλάξεων των επιπλέον δειγμάτων του καρκίνου του μαστού και του καρκίνου του παχέος εντέρου (200 το καθένα). 
	4 
	26-48 
	Ενδιάμεσες αναφορές. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

Βλ. Σχόλια στην Ενότητα 3.1 (Αιτιολόγηση Αποκλίσεων).

	Σ4.5 
	Πιλοτική μελέτη για να αξιολογηθεί η ποσοτική Πρωτεομική βασισμένη σε LC-MS στην ανάλυση δειγμάτων που προέρχονται από laser capture dissection (LCM).
	4 
	2-12 
	Η πρωτεομική μέθοδος έχει αναπτυχθεί και οι σχετικές πληροφορίες έχουν αρχειοθετηθεί στην ιστοσελίδα του POM 

	Σ4.6 
	Ανάλυση LCM κυττάρων προερχόμενα από δείγματα όγκων ποντικών.
	4 
	12-36 
	Δεν έχει ξεκινήσει ακόμα.

	Σ4.7 
	Ανάλυση LCM κυττάρων προερχόμενα από δείγματα όγκων ανθρώπων.
	4 
	12-36 
	Δεν έχει ξεκινήσει ακόμα.

	Σ4.8 
	Πρωτεομική και RNA (Afymetrix) ανάλυση ολόκληρων δειγμάτων όγκου προερχόμενων από ποντίκια χρησιμοποιώντας βελτιώσεις των δημοσιευμένων μεθόδων, πριν και μετά τη χορήγηση σε προκλινικές μελέτες. 
	4 
	24-45 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

	Σ4.9 
	Πρωτεομική και RNA (Afymetrix) ανάλυση ολόκληρων δειγμάτων ιστών προερχόμενων από ανθρώπους χρησιμοποιώντας βελτιώσεις των δημοσιευμένων μεθόδων, πριν και μετά τη χορήγηση σε προκλινικές μελέτες. 
	4 
	12-36 
	Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων.

Τώρα που μπορούμε να ελέγξουμε τις ΡΙΚ3CA μεταλλάξεις στα χειρουργικά δείγματα, θα ξεκινήσει και η μελέτη της έκφρασης RNA το τρίτο έτος.

	Σ4.10 
	Ανίχνευση μονοπατιών σηματοδότησης τα οποία συνδέουν τη δράση της μεταλλαγμένης PIK3CA με τη μεταγραφική ρύθμιση επαγωγέων και αναστολέων της αγγειογένεσης. 
	4 
	36-45 
	Παράδοση των αποτελεσμάτων στο ΠΕ5. Αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων στη βάση δεδομένων. 

	Σ5.1 
	Πρώτη λειτουργική έκδοση της συγκεντρωτικής δικτυακής πλατφόρμας. 
	5 
	3 
	Ολοκληρώθηκε.

	Σ5.2 
	Στανταρισμένη (μετά από βελτιστοποίηση) έκδοση της συγκεντρωτικής δικτυακής πλατφόρμας έτοιμη για να διευκολύνει όλα τα θέματα πληροφοριακής ροής μεταξύ των συνεργατών. 
	5 
	6 
	Δημιουργήθηκε επιτυχώς και παραδόθηκε προς χρήση στα υπόλοιπα μέλη του προγράμματος το πληροφοριακό σύστημα παρακολούθησης της απόδοσης των υποψήφιων ουσιών.

	Σ5.3 
	Πρώτη λειτουργική έκδοση της δικτυακής βάσης δεδομένων.
	5 
	3 
	Ολοκληρώθηκε.

	Σ5.4 
	Στανταρισμένη (μετά από βελτιστοποίηση) έκδοση της δικτυακής βάσης δεδομένων για τον εντοπισμό ενώσεων. 
	5 
	6 
	Ολοκληρώθηκε.

	Σ5.5 
	Ενδιάμεση ανάλυση προφίλ RNA για να στανταριστούν οι διαδικασίες προ-επεξεργασίας. 
	5 
	30 
	Αρχειοθέτηση στη βάση δεδομένων και σχόλια από ΠΕ2 και ΠΕ4. 

	Σ5.6 
	Επισημασμένες λίστες διαφορικά-εκφραζόμενων γονιδίων από πειράματα μικροσυστοιχιών. 
	5 
	45 
	Αρχειοθέτηση στη βάση δεδομένων και σχόλια από ΠΕ2 και ΠΕ4

	Σ5.7 
	Υπολογιστική ανάλυση πρωτεομικής για πρωτεΐνες όγκου ποντικού και ανθρώπου και πιθανοί βιοδείκτες. 
	5 
	30-45 
	Αποθήκευση στη βάση δεδομένων και σχόλια από ΠΕ4.

	Σ5.8 
	Σχεδιασμός και δοκιμή ενός υπολογιστικού πλαισίου το οποίο θα έχει ως στόχο τη συσχέτιση μοριακών μονοπατιών μέσα στο κυτταρικό περιβάλλον και τη συνεισφορά τους στον κυτταρικό φαινότυπο. 
	5 
	36-45 
	Σχόλια από χρήστες. 

	Σ5.9 
	Δημιουργία βάσης γνώσης αναφορικά με τη σηματοδότηση της ογκογόvου PIK3CA. 
	5 
	36 
	Σχόλια από συνεργάτες.

	Σ5.10 
	Εφαρμογή ενός πρωτότυπου εξειδικευμένου συστήματος για μοριακή πρόγνωση/διάγνωση. 
	5 
	48 
	Σχόλια από συνεργάτες.

	Σ6.1 
	Εναρκτήρια συνάντηση της Εκτελεστικής Επιτροπής και της Διαχειριστικής Ομάδας. 
	6 
	1 
	Ολοκληρώθηκε.

	Σ6.2 
	Δημιουργία φορμών προόδου για τα παραδοτέα/ορόσημα.
	
	3 
	Διάδοση στους συνεργάτες.

	Σ6.3 
	Συλλογή Αναφορών Προόδου. 
	6 
	6,12, 18, 24, 30, 36, 42 
	Σχόλια από την Εκτελεστική Επιτροπή.

	Σ6.4 
	Οικονομική εποπτεία των συνεργατών. 
	6 
	6,12, 18, 24, 30, 36, 42 
	Σχόλια από την Εκτελεστική Επιτροπή.

	Σ6.5 
	Οργάνωση γενικών συναντήσεων της ολομέλειας. 
	6 
	13, 25, 37, 40 
	Συμπλήρωση των αναφορών προόδου στη βάση δεδομένων.

	Σ7.1 
	Δραστηριότητες διάδοσης/αξιοποίησης. 
	7 
	12-48 
	Έγινε συμπλήρωση των αναφορών στη βάση δεδομένων.


3. Σχόλια - Προβλήματα - Παρατηρήσεις 
3.1 Αιτιολόγηση αποκλίσεων 
Ορόσημο Σ1.1

Θεωρήθηκε σκόπιμο για πρακτικούς λόγους, οι οποίοι αφορούν κυρίως στην έλλειψη πληροφοριών για την κρυσταλλική δομή της PIK3CA με μετάλλαξη E545K, να επικεντρωθεί η προσπάθεια του POM κατά τα δύο πρώτα έτη στην μετάλλαξη Η1047R. Κατά συνέπεια, δεν πραγματοποιήθηκε ορθολογικός σχεδιασμός φαρμάκων για την μετάλλαξη Ε545Κ, ωστόσο οι ενώσεις που σχεδιάστηκαν για την μετάλλαξη H1047R αξιολογήθηκαν πειραματικά και για την μετάλλαξη Ε545Κ. Δύο εκ των ενώσεων που αξιολογήθηκαν το πρώτο έτος (ΡΙ3Κ-33 και 44α) και μία ένωση που αξιολογήθηκε το δεύτερο έτος (PI3K-105) παρουσίασαν βιολογικό ενδιαφέρον στην αναστολή της πρωτεΐνης με μετάλλαξη Ε545Κ και θα μελετηθούν περαιτέρω. Ο σχεδιασμός φαρμάκων με στόχο την Ε545Κ μετάλλαξη θα ξεκινήσει περίπου τον 30ο μήνα.
Ορόσημα Σ2.12

Όπως αναλύθηκε λεπτομερώς στην ενότητα EE2 αναφορικά με τη φαρμακοκινητική και το μεταβολισμό των υποψήφιων φαρμάκων, η μεθοδολογία και η τεχνολογία είναι απολύτως έτοιμη για να τη μελέτη των αναστολέων. Δεν προέκυψαν όμως 40 ενώσεις με ισχυρή δράση έναντι της μεταλλαγμένης PIK3CA, ώστε να μελετηθούν. Πράγματι, ο ρυθμός ταυτοποίησης αναστολέων έναντι της μεταλλαγμένης μορφής της κινάσης δεν είναι ο αναμενόμενος και ως εκ τούτου θεωρούμε σκόπιμο τη μετάθεση του χρόνου επίτευξης του στόχου συσχέτισης μεταξύ υπολογιστικών προβλέψεων και πειραματικών μελετών των φαρμακοκινητικών και των ADME ιδιοτήτων των ενώσεων για τον μήνα 48, όταν θα έχουμε όλες τις ενώσεις με ισχυρή δραστικότητα ταυτοποιημένες.  

Ορόσημα Σ3.1- Σ3.4
Η δημιουργία μοντέλου ποντικού του καρκίνου του παχέος εντέρου έχει καθυστερήσει από απρόβλεπτες δυσκολίες με βιολογική βάση που σχετίζονται με τον αρχικό πειραματικό σχεδιασμό (λεπτομέρειες περιγράφονται στο ΕΕ3). Δοκιμάζονται εναλλακτικές λύσεις και υπάρχει μεγάλη πιθανότητα να γίνει το μοντέλο διαθέσιμο εντός δύο μηνών. 
Σημειώνεται επίσης ότι δεν είναι ακόμα εφικτό να γίνουν δοκιμές του πρώτου υποψηφίου φαρμάκου σε μοντέλο καρκίνου του μαστού καθότι ενώ το μοντέλο υπάρχει, δεν υπάρχει ακόμα διαθέσιμο φάρμακο, το οποίο να πληρεί τις προδιαγραφές του προγράμματος για προκλινική αξιολόγηση. 

Ορόσημα Σ4.1-Σ4.4   

Μέχρι σήμερα έχουν συλλεγεί 62 δείγματα καρκίνου μαστού και 72 δείγματα καρκίνου παχέος εντέρου. Η συλλογή των δειγμάτων γίνεται σύμφωνα με το διεθνώς αποδεκτό πρωτόκολλο απομόνωσης ιστών για επακόλουθη πρωτεομική ανάλυση (Standard Operating Procedures for Tissue, Serum and Plasma Collection). Εν συντομία, αμέσως μετά την χειρουργική αφαίρεση του ιστού συλλέγεται από τον παθολογοανατόμο παθολογικός και φυσιολογικός ιστός. Ένα μέρος του παθολογικού ιστού μονιμοποιείται ώστε να πραγματοποιηθούν οι εξετάσεις ρουτίνας ενώ ένα άλλο μέρος τοποθετείται σε υγρό άζωτο ώστε να χρησιμοποιηθεί για πρωτεομική ανάλυση. Ο ορός και ολικό αίμα έχουν συλλεγεί το πρωί πρίν την επέμβαση. Tα δείγματα φυλάσσονται στους -80ο C.  Παρόλο που η διαδικασία συλλογής δειγμάτων εξελίσσεται ομαλά, υπάρχει μία υστέρηση στον αριθμό συλλογής δειγμάτων έναντι του αρχικού στόχου.  Πρόσφατα (στην 2η ετήσια γενική συνέλευση) συζητήθηκε η πιθανότητα να μην είναι εφικτή η συλλογή 400 δειγμάτων ανά είδος καρκίνου (μαστού και παχέος εντέρου), για οικονομικούς λόγους. Όπως αποδεικνύεται οι διάφορες αμοιβές και έξοδα για την συλλογή χειρουργικών παρασκευασμάτων ήταν απρόβλεπτες και υπερβαίνουν τις δυνατότητες του προϋπολογισμού. Πάντως, ο ελάχιστος αριθμός δειγμάτων κατά είδος δεν πρόκειται να είναι κατώτερος των 200 και θα γίνει κάθε προσπάθεια να αυξηθεί περαιτέρω. Οι στόχοι ανεύρεσης νέων βιοδεικτών με τους κατώτερους αριθμούς δειγμάτων θα εκπληρωθούν. Σημειώνεται ότι η συλλογή 400 δειγμάτων ανά είδος καρκίνου δεν είναι αναγκαία από στατιστική άποψη. 
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� Στις δραστηριότητες ΕΤΑ να καθοριστεί μόνο ένα είδος δραστηριότητας έρευνας ανά ΕΕ. ΒΑΕ: Βασική Έρευνα ή ΒΙΕ: Βιομηχανική Έρευνα ή ΠΕΑ: Πειραματική Ανάπτυξη. Στις Λοιπές Δραστηριότητες, εφόσον υπάρχουν περιλαμβάνονται οι ΜΤΣ: Μελέτες Τεχνικής Σκοπιμότητας και η ΔΒΙ: Κατοχύρωση Δικαιωμάτων Βιομηχανικής Ιδιοκτησίας.


� Με βάση τον τίτλο και την περιγραφή του τεχνικού παραρτήματος του έργου.


� Στις δραστηριότητες ΕΤΑ να καθοριστεί μόνο ένα είδος δραστηριότητας έρευνας ανά ΕΕ. ΒΑΕ: Βασική Έρευνα ή ΒΙΕ: Βιομηχανική Έρευνα ή ΠΕΑ: Πειραματική Ανάπτυξη. Στις Λοιπές Δραστηριότητες, εφόσον υπάρχουν περιλαμβάνονται οι ΜΤΣ: Μελέτες Τεχνικής Σκοπιμότητας και η ΔΒΙ: Κατοχύρωση Δικαιωμάτων Βιομηχανικής Ιδιοκτησίας.


� Με βάση τον τίτλο και την περιγραφή του τεχνικού παραρτήματος του έργου.
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