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Περίληψη

Η παρούσα διπλωματική εργασία υλοποιεί την ανάπτυξη ενός φαρμακοκινητικού μοντέλου PBPK

για την περιγραφή της βιοκατανομής νανοσωματιδίων TiO2 σε αρουραίους. Η βασική μεθοδολογία

που αναπτύχθηκε σχετίζεται με την εφαρμογή ενός μοντέλου διαφορικών εξισώσεων σε διαθέσιμα

πειραματικά δεδομένων με χρήση Μπεϋζιανής στατιστικής, ενώ ιδιαίτερη έμφαση δόθηκε στην

ανάλυση ευαισθησίας και στην επικουρική της δράση κατά την κατασκευή ενός μοντέλου PBPK.

Το μοντέλο που αναπτύχθηκε για τους σκοπούς αυτής της εργασίας εστιάζει αποκλειστικά στην

προσομοίωση των μηχανισμών κατανομής νανοσωματιδίων και συνδυάζει στοιχεία από τα μοντέλα

των Li et al.(2014) και Aborig et al.(2019). Τα πειραματικά δεδομένα που αξιοποιήθηκαν προέρ-

χονται από τη μελέτη των Kreyling et al.(2017) και αφορούν τη χορήγηση νανοσωματιδίων TiO2

σε αρουραίους με ενδοφλέβια ένεση.

Αρχικά, γίνεται αναφορά στις θεωρητικές έννοιες, οι οποίες απαιτούνται για την κατανόηση του

σκοπού, του τρόπου ανάπτυξης και της λειτουργίας ενός PBPK μοντέλου για νανοσωματίδια.

Επιπλέον, παρουσιάζονται αναλυτικά τα μαθηματικά θεμέλια στα οποία στηρίχτηκε η δόμηση του

μοντέλου της εργασίας.

Η ανάπτυξη του PBPK μοντέλου διακρίνεται σε πολλαπλά στάδια. Το πρώτο στάδιο ανάπτυξης

του μοντέλου εστιάζει στη συλλογή των απαραίτητων φυσιολογικών παραμέτρων που αφορούν τον

οργανισμό των αρουραίων, όπως η μάζα, ο όγκος και η ροή αίματος κάθε οργάνου. Στη συνέχεια,

αναπτύσσονται οι διαφορικές εξισώσεις που περιγράφουν τα ισοζύγια μάζας μεταξύ των δέκα δια-

φορετικών διαμερισμάτων του φαρμακοκινητικού μοντέλου. Ακολουθεί χειροκίνητη προσαρμογή

του μοντέλου στα πειραματικά δεδομένα προκείμενου να προσεγγιστεί αδρομερώς ο χώρος των

παραμέτρων για τις οποίες δεν υπήρχε διαθέσιμη πληροφορία.
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Το επόμενο στάδιο αφορά την εφαρμογή δύο μεθόδων ολικής ανάλυσης ευαισθησίας αλλά και την

ανάπτυξη του στατιστικού μοντέλου για τον προσδιορισμό των σημαντικότερων παραμέτρων. Η

ολική ανάλυση ευαισθησίας εφαρμόστηκε με σκοπό τη διάκριση εκείνων των παραμέτρων που επη-

ρεάζουν περισσότερο την απόκριση του μοντέλου. Προκειμένου να αναλυθεί σε βάθος η επίδραση

της κάθε παραμέτρου δοκιμάζονται διαφορετικά σχήματα ανάλυσης ευαισθησίας. Αρχικά, εφαρ-

μόστηκαν οι μέθοδοιMorris και Sobol, δύο δομικά διαφορετικές προσεγγίσεις στην ολική ανάλυση

ευαισθησίας. Εκτός από την ανάλυση ευαισθησίας των παραμέτρων του μοντέλου, μελετάται η ε-

πίδραση που έχει ο τύπος της κατανομής που ακολουθεί κάθε παράμετρος, καθώς και η πληροφορία

την οποία ενσωματώνει, στα αποτελέσματα της ανάλυσης των δύο μεθόδων. Στο τέλος της ολικής

ανάλυσης ευαισθησίας και μετά την εξαγωγή συμπερασμάτων για τις σημαντικότερες παραμέτρους,

ακολουθεί η ανάπτυξη του στατιστικού μοντέλου για την εκτίμηση των παραμέτρων μέσω των πει-

ραματικών δεδομένων. Το στατιστικό μοντέλο αναπτύχθηκε στην πιθανοτική γλώσσα STAN η

οποία καλείται μέσω της γλώσσας προγραμματισμού R.

Τέλος, γίνεται παρουσίαση και σύγκριση των αποτελεσμάτων των δύο μεθόδων ολικής ανάλυσης

ευαισθησίας μέσω διαγραμμάτων και εξάγονται συμπεράσματα σχετικά με το ποιο σχήμα ανάλυσης

ευαισθησίας δίνει πιο σαφή αποτελέσματα. Ακολουθεί η αξιολόγηση της προβλεπτικής ικανότη-

τας του μοντέλου. Στο πρώτο στάδιο της αξιολόγησης, εξετάζεται η ικανότητα του μοντέλου να

προβλέψει τα πειραματικά δεδομένα που αξιοποιήθηκαν στο στατιστικό μοντέλο. Η αξιολόγηση

πραγματοποιείται μέσω διαγραμμάτων μάζας-χρόνου και διαγραμμάτων οπτικού προβλεπτικού ε-

λέγχου. Στο δεύτερο στάδιο, αναλύεται η ικανότητα του μοντέλου να προβλέπει τα αποτελέσματα

εξωτερικών μελετών, εξετάζοντας πως ανταποκρίνεται το μοντέλο σε νανοσωματίδια διαφορετικών

διαμέτρων και διαφορετικής δόσης σε σχέση με την αρχική έρευνα που χρησιμοποιήθηκε για την

εκτίμηση των παραμέτρων. Τέλος, γίνεται αξιολόγηση των αποτελεσμάτων και εξάγονται συμπε-

ράσματα για την επίδραση που έχει το μέγεθος των νανοσωματιδίων και το ύψος της δόσης στην

προβλεπτική ικανότητα του μοντέλου.
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Abstract

The purpose of this diploma thesis is the development of a Physiologically Based Pharmacoki-

netic Model (PBPK) for predicting the biodistribution of TiO2 nanomaterials after intravenous

injection in rats. The methodology developed focuses on both the implementation of a Bayesian

statistical model for fitting a set of ordinary differential equations to availabe experimental data,

and on how parametric sensitivity analysis can facilitate the construction of a PBPK model.

The target of the PBPK model is to simulate the biodistribution of titanium dioxide nano-

materials in rats. For this reason, the model incorporates some structural elements from the

studies of Li et al.(2014) and Aborig et al.(2019). The experimental data used to estimate the

values of the parameters of the model, were obtained from the study of Kreyling et al.(2017)

and concern the administration of TiO2 nanomaterials in rats after intravenous injection.

On the first stage of this thesis, the necessary theoretical background around pharmacokinetic

modeling of nanomaterials is presented. Following that, a detailed review of the mathematical

theory upon which the model is based is presented.

The development of the PBPK model consists of multiple levels. The primary goal of the first

level is to collect information about the values of the physiological parameters of rats, such

as the organ mass, volume and blood flow. Subsequently, the system of differential equations

which simulate the mass equilibriums between the compartments of the model, is developed. At

the end of this stage, plausible values were assigned to those parameters for which no literature

information was available, via a trial and error process, which included visual comparison of

the experimental data and the simulated curves.
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The second stage is related to the implementation of two global sensitivity analysis methods

and the development of the statistical model that is used to estimate the most influential

parameters. For maximizing the utility of sensitivity analysis, different sensitivity schemes

were tested. The Morris and Sobol sensitivity methods are used with two different approaches.

In the first approach the sampling distributions of the parameters are strongly informative,

while in the second approach they are uninformative. The results of the sensitvity analysis aids

the development of the statistical model, through which parameter estimates are obtained from

fitting the ordinary differential equations system on the experimental data. The development

of the statistical model was accomplished using the statistical language STAN in collaboration

with the programming language R.

In the last part of this thesis, the results of the sensitivity analysis and the model fitting

are presented. More specifically, a detailed comparison between the Morris and Sobol results

is provided to the reader through plots and conclusions regarding the efficiency the different

implementetations. The evaluatuon of the PBPK model is realised through mass-time profiles,

which present the predicted mass of nanoparticles against the experimental data for each organ.

Finally, the ability of the model to accurately predict the biodistribution of different sizes of

TiO2 nanoparticles, as well as different injection doses, is validated using external experimental

data.
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Κεφάλαιο 1

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

΄Ενας επιστημονικός κλάδος που τις τελευταίες δεκαετίες έχει γνωρίσει σημάντική άνθιση λόγω

της προόδου της πληροφορικής είναι η Φαρμακομετρία (Pharmacometrics). Σκοπός της είναι

η σωστή αξιοποίηση των διαθέσιμων δεδομένων και πειραματικών αποτελεσμάτων από φάρμακα,

ασθένειες και κλινικές δοκιμές στη διαδικασία ανάπτυξης μίας νέας φαρμακευτικής ουσίας. Τα

φαρμακομετρικά μοντέλα αναπτύσσονται, ώστε να περιγραφεί είτε ο τρόπος που μεταβολίζεται η

φαρμακευτική ουσία (φαρμακοκινητικά μοντέλα), είτε ο τρόπος που η ουσία επηρεάζει τον οργα-

νισμό (φαρμακοδυναμικά μοντέλα).

Αναλυτικότερα, η φαρμακοκινητική (ΦΚ) μοντελοποίηση στοχεύει στην περιγραφή των κινητικών

που διέπουν την απορρόφηση, την κατανομή, το μεταβολισμό και την απέκκριση μίας ουσίας από

τη στιγμή εισόδου της στον οργανισμό έως τη στιγμή της κάθαρσης της. Επηρεάζεται σημαντικά

τόσο από παράγοντες που αφορούν την ουσία που μελετάται όσο και από παράγοντες οι οποίοι

έχουν να κάνουν με τον οργανισμό στον οποίο χορηγείται. ΄Ενας επιπλέον παράγοντας υψηλής

σημασίας είναι η μέθοδος χορήγησης της ουσίας, καθώς επηρεάζονται άμεσα οι κινητικές του

χημικού μεταβολισμού της ουσίας.

Τα φαρμακοκινητικά μοντέλα χρησιμοποιούν τη διαμερισματοποιήση (compartmental analysis)

του μελετώμενου οργανισμού προκειμένου να προσεγγίσουν, όσο αποτελεσματικότερα γίνεται την

καμπύλη συγκέντρωσης της ουσίας προς το χρόνο. Συνήθως, κάθε διαμέρισμα (compartment)

αντιπροσωπεύει ένα συγκεκριμένο όργανο ενδιαφέροντος και καθένα από αυτά χαρακτηρίζεται

3
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από ένα σύνολο εισόδων και εξόδων της ουσίας και τις αντίστοιχες διαφορικές εξισώσεις που

περιγράφουν τα ισοζύγια μάζας και τους μηχανισμούς μετακίνησης της ουσίας από το αίμα στους

ιστούς και την αντίθετη πορεία.

Τα τελευταία χρόνια έχει αυξηθεί το ενδιαφέρον για την ανάπτυξη φαρμακοκινητικών μοντέλων τα

οποία προσδιορίζουν ικανοποιητικά το μεταβολισμό των νανοϋλικών, εξαιτίας του μεγάλου φάσμα-

τος εφαρμογών που έχουν (π.χ. φαρμακευτικές ουσίες, καλλυντικά κ.α.). Αυτό που διαφοροποιεί

τα νανοσωματίδια σε σχέση με τα απλά μόρια είναι το κατά πολύ μικρότερο μέγεθός τους, το

οποίο επηρεάζει άμεσα τους μηχανισμούς μεταβολισμού του. Συγκεκριμένα, πέραν της κλασικής

μετακίνησης νανοσωματιδίων από το αίμα στους ιστούς, τα νανοσωματίδια συμμετέχουν και στη

διαδικασία της ενδοκύττωσης από τα μακροφάγα κύτταρα που έχουν τα περισσότερα όργανα. Ε-

ίναι αναμενόμενο τα κλασικά φαρμακοκινητικά μοντέλα να αδυνατούν να περιγράψουν την μεταβολή

της συγκέντρωσης των νανοσωματιδίων ως προς το χρόνο μέσα σε ένα οργανισμό και αυτό καθι-

στά απαραίτητη τη διαμόρφωση νέων διαφορικών εξισώσεων οι οποίες θα ενσωματώνουν επιπλέον

όρους για την περιγραφή της ενδοκύττωσης των νανοσωματιδίων όσο το δυνατόν καλύτερα. Ο

προσδιορισμός των απαραίτητων παραμέτρων για ένα τέτοιο μοντέλο, που είναι άμεσα εξαρτώμενες

τόσο από το είδος του νανοσωματιδίου όσο και από τον μελετώμενου οργανισμό, απαιτεί τη χρήση

αποτελεσμάτων ερευνών κατά τις οποίες έχει μετρηθεί η συγκέντρωση της εξεταζόμενης ουσίας

στα υγρά (αίμα, εκκρίσεις) και τους ιστούς των οργανισμών (ζώα ή άνθρωποι που συμμετείχαν) σε

διάφορες χρονικές στιγμές ύστερα από τη χορήγηση συγκεκριμένης ποσότητας. Ωστόσο, επειδή

οι μετρήσεις αυτές απαιτούν την ανατομή των υπό εξέταση οργανισμών, είναι προφανές ότι κάτι

τέτοιο είναι θεμιτό και επιτρεπτό μόνο στην περίπτωση πειραματόζωων, όπως αρουραίοι και όχι

στην περίπτωση των ανθρώπων.

Λαμβάνοντας υπόψιν το μεγάλο αριθμό διαμερισμάτων σε συνδυασμό με το πλήθος των κινητικών

παραμέτρων που περιγράφουν το μεταβολισμό των νανοσωματιδίων και που πρέπει να προσδιορι-

στούν, οδηγούμαστε σε φαρμακοκινητικά μοντέλα αποτελούμενα από ένα μεγάλο πλήθος διαφορι-

κών εξισώσεων. Η επίλυση αυτών των εξισώσεων απαιτεί την εφαρμογή κατάλληλης υπολογιστικής

μεθόδου, η οποία θα αξιοποιεί τις πληροφορίες που προκύπτουν από τις διαθέσιμες πειραματικές

μελέτες, ώστε να προσδιοριστούν οι απαραίτητες παράμετροι του μοντέλου. Μία αρκετά συχνή

μέθοδος είναι η χρήση Μπεϋζιανών στατιστικών μοντέλων.
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Σκοπός αυτής της διπλωματικής εργασίας είναι η δημιουργία ενός στοχαστικού φαρμακοκινητικού

μοντέλου, βασισμένο στη φυσιολογία, μοντέλου το οποίο περιγράφει τη βιοκατανομή νανοσω-

ματιδίων Διοξειδίου του Τιτανίου (Titanium Dioxide) σε αρουραίους, έπειτα από χορήγηση με

ενδοφλέβια ένεση. Η δημιουργία του φαρμακοκινητικού μοντέλου που χρησιμοποιήθηκε διακρίνε-

ται σε τέσσερα στάδια. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει τη διαδικασία αναζήτησης πειραματικών

δεδομένων που αφορούν τη χορήγηση διοξειδίου του τιτανίου με ενδοφλέβια ένεση σε αρουραίους.

Ακόμα, αναζητήθηκαν δεδομένα φυσιολογίας που αφορούν το είδος του αρουραίου που χρησιμο-

ποιήθηκε (π.χ. βάρος οργάνων, ροές αίματος), ενώ μελετήθηκαν μοντέλα διαφορικών εξισώσεων

που έχουν χρησιμοποιηθεί για την περιγραφή της βιοκατανομής νανοσωματιδίων στην παγκόσμια

βιβλιογραφία. Στο δεύτερο στάδιο, πραγματοποιήθηκε ολική ανάλυση ευαισθησίας για την εξα-

γωγή συμπερασμάτων ως προς το ποιων παραμέτρων είναι υψηλής σημασίας ο προσδιορισμός και

ποια ομάδα εξ αυτών είναι εφικτό να προσδιοριστεί. Στο τρίτο στάδιο έγινε χρήση ενός αλγορίθμου

MCMC με σκοπό τον προσδιορισμό των παραμέτρων του μοντέλου. Τέλος, το τέταρτο στάδιο

περιλαμβάνει τη διαδικασία ανάλυσης των προβλέψεων με τη χρήση διαγραμμάτων συγκέντρωσης

χρόνου αλλά και με την κατασκευή διαγραμμάτων VPC που ενσωματώνουν τον παράγοντα της α-

βεβαιότητας. Τέλος, ελέγχθηκε η προβλεπτική ικανότητα του μοντέλου πάνω σε επιπλέον έρευνες

χορήγησης νανοσωματιδίων του διοξειδίου του τιτανίου σε αρουραίους.

Ως υπολογιστικό εργαλείο χρησιμοποιήθηκε η πιθανοτική γλώσσα STAN μέσω της γλώσσας προ-

γραμματισμού R και συγκεκριμένη με τη χρήση του πακέτου RStan.
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Ως Φαρμακομετρία μπορεί να οριστεί ο κλάδος της επιστήμης που συνδυάζει τη μαθηματική μοντε-

λοποίηση βιολογικών συστημάτων, τη φαρμακολογία και τη μελέτη ασθενειών με απώτερο σκοπό

την περιγραφή και ποσοτικοποίηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ μίας ουσίας και ενός οργανισμού

δέκτη, συμπεριλαμβανομένων των θεραπευτικών ιδιοτήτων και των παρενεργειών που προκύπτουν

[1]. Ως βασικό στόχο έχει να συνεισφέρει στην ανάπτυξη φαρμακευτικών ουσιών ή και στην

διαμόρφωση της νομοθεσίας γύρω από αυτές. Αναλυτικότερα, σύμφωνα με τον Οργανισμό Τρο-

φίμων και Φαρμάκων της Αμερικής (Food and Drug Administration(FDA)), οι κύριοι στόχοι της

φαρμακομετρίας συνοψίζονται στους εξής τρεις [2]:

• πρώτος και κυριότερος, η έγκριση χρήσης φαρμακευτικών ουσιών αλλά και η ασφαλής χο-

ρήγησή τους,

• η παροχή συμβουλευτικής υποστήριξης κατά το σχεδιασμό δοκιμαστικών ελέγχων μίας φαρ-

μακευτικής ουσίας αλλά και η πρόταση ενός αποτελεσματικού πλάνου δοσολογίας σε ασθε-

νείς,

• η αξιοποίηση διαθέσιμων δεδομένων για την ορθή διαμόρφωση της νομοθεσίας και την α-

ποτελεσματικότερη ανάπτυξη φαρμάκων. Παράλληλα συνεισφέρει στη δημιουργία νέων ή

στην επικύρωση ήδη υπαρχόντων μοντέλων ασθένειας (disease change models), στη μελέτη

επίδρασης ψευδοφαρμάκων (placebo effects) σε ασθενείς κ.α.

6
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Οι δύο κατηγορίες φαρμακομετρικών μοντέλων είναι τα φαρμακοκινητικά (pharmacokinetic (PK))

και τα φαρμακοδυναμικά (pharmacodynamic (PD)). Η διαφορά τους έγκειται στο ότι τα φαρμακο-

κινητικά μοντέλα μελετούν τη διαδρομή της ουσίας εντός του οργανισμού και την επίδραση αυτού

πάνω στη συγκέντρωση της ουσίας συναρτήσει του χρόνου, ενώ τα φαρμακοδυναμικά μοντέλα

μελετούν το τρόπο με τον οποίο η ίδια ουσία επιδρά στον οργανισμό. Για τον αποτελεσματικότε-

ρο χαρακτηρισμό μιας φαρμακευτικής ουσίας συνήθως χρησιμοποιούνται συνδυαστικά PK/PD

μοντέλα.

Οι μέθοδοι ανάπτυξης ενός φαρμακοκινητικού μοντέλου ποικίλουν. Ο απλούστερος είναι χωρίς

τη χρήση διαμερισματοποίησης (non-compartmental methods). Αυτή η κατηγορία PK μοντέλων

χρησιμοποιείται συχνά εξαιτίας της απλότητας της και του μικρού αριθμού υποθέσεων που γίνο-

νται. Σκοπός των NCA φαρμακοκινητικών μοντέλων είναι συνήθως να προσεγγίσουν τη συνολική

έκθεση ενός οργανισμού σε μία φαρμακευτική ουσία που του χορηγείται, δηλαδή την συνολική επι-

φάνεια που δημιουργείται κάτω από την καμπύλη συγκέντρωσης του φαρμάκου ως προς το χρόνο

(Area Under the Curve (AUC)). Τα μοντέλα αυτά είναι ικανά να περιγράψουν σε ικανοποιητικό

βαθμό τον φαρμακοκινητικά μεγέθη, όπως για παράδειγμα την ποσότητα AUC του φαρμάκου στον

πλάσμα του αίματος ή τη μέγιστη συγκέντρωση που μπορεί να λάβει, όταν οι κινητική μεταβολι-

σμού του φαρμάκου αυτού είναι πρώτης τάξης. Ως μέθοδοι ολοκλήρωσης για τον υπολογισμό των

ποσοτήτων AUC χρησιμοποιούνται συχνά απλές υπολογιστικές μέθοδοι, όπως η μέθοδος του τρα-

πεζίου, κάτι που δίνει τη δυνατότητα για εύκολους και γρήγορους υπολογισμούς [3]. Επομένως,

η χρήση αυτών των μοντέλων προτείνεται σε αρχικά στάδια υπολογισμών, κυρίως για μόρια που

παρουσιάζουν γραμμική (dose-proportional) κινητική.

Η δεύτερη κατηγορία φαρμακοκινητικών μοντέλων είναι τα μοντέλα τα οποία αποτελούνται από

ένα διαμέρισμα. Το διαμέρισμα αυτό χρησιμοποιείται για να προσομοιώσει το μεταβολισμό της

ουσίας που πραγματοποιείται σε όλο τον οργανισμό. Ουσιαστικά πρόκειται για μοντέλα τα οποία

αποτελούνται από ένα διαμέρισμα, το οποίο δέχεται μία ροή αίματος από τις αρτηρίες, εξάγει την

ίδια ροή αίματος προς τις φλέβες αλλά με διαφορετική συγκέντρωση στη φαρμακευτική ουσία και

έχει επιπλέον μία έξοδο η οποία προσομοιώνει την απομάκρυνση της ουσίας μέσω όλων των οδών

κάθαρσης. ΄Οπως στην περίπτωση των NCA μοντέλων, έτσι και τα μοντέλα ενός διαμερίσματος

είναι μοντέλα αρκετά απλοποιημένα, των οποίων οι εξισώσεις περιγράφονται από απλές κινητικές.
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Είναι αρκετά χρήσιμα σε προκαταρκτικά στάδια μελετών, όταν υπάρχει ανάγκη για περιγραφή της

συγκέντρωσης μίας ουσίας συνολικά στον οργανισμό. Παρόλα αυτά αδυνατούν να περιγράψουν

σε μεγαλύτερο βάθος τις κινητικές που υφίστανται εντός των οργάνων του οργανισμού. Τέλος,

όταν υπάρχει ανάγκη για αναλυτικότερη μελέτη του μεταβολισμού της ουσίας σε συγκεκριμένα

όργανα του οργανισμού, είναι αναγκαία η εφαρμογή μοντέλων με περισσότερα διαμερίσματα και

πολυπλοκότερες εξισώσεις [4, 5].

2.1 Φαρμακοκινητικά μοντέλα βασισμένα στη φυσιο-

λογία (PBPK)

2.1.1 Ιστορική αναδρομή

Το πρώτο χρονικά φαρμακοκινητικό μοντέλο που συναντάται στη παγκόσμια βιβλιογραφία είναι

ένα μοντέλο που βασίζεται στη φυσιολογία. Συγκεκριμένα, το 1937 ο Teorell [11] επιχειρεί για

πρώτη φορά να δομήσει ένα μοντέλο εξισώσεων, συμπεριλαμβανομένων πολλαπλών διαμερισμάτων

με βάση τη φυσιολογία, με απώτερο σκοπό την προσομοίωση φαρμακοκινητικών δεδομένων. Ω-

στόσο, λόγω πολυπλοκότητας του μοντέλου και της περιορισμένης υπολογιστικής δύναμης που

ήταν διαθέσιμη εκείνη την εποχή, η λύση των εξισώσεων ήταν πρακτικά αδύνατη. Τα μοναδι-

κά αποτελέσματα που ήταν εφικτό να εξαχθούν ήταν για υπεραπλουστευμένα μοντέλα, με μικρό

αριθμό διαμερισμάτων, τα οποία αδυνατούσαν να αναπαραστήσουν ικανοποιητικά τη φυσιολογία

του οργανισμού [12]. Η αδυναμία πραγματοποίησης πολύπλοκων υπολογισμών κράτησε σταθερή

αυτή την κατάσταση κι έτσι έως τις αρχές της δεκαετίας του 1970 αναπτύσσονταν μοντέλα λίγων

παραμέτρων και διαμερισμάτων, των οποίων οι κινητικές ήταν πρώτης τάξης. Η άνοδος της πληρο-

φορικής και των υπολογιστικών μεθόδων συνέβαλε την εξέλιξη των φαρμακοκινητικών μοντέλων.

Αφετηρία αποτελεί το PBPK μοντέλο για ουσίες οι οποίες χρησιμοποιούνται σε θεραπείες του

καρκίνου και αναπτύχθηκε το 1971 από τους Bischoff et al. [12, 13]. Η αύξηση της διαθέσιμης υ-

πολογιστικής δύναμης στα χέρια των ερευνητών έστρωσε το δρόμο για τη μελέτη και την ανάπτυξη

PBPK πολυπλοκότερων μοντέλων, τα οποία προσομοιώνουν περισσότερες βιολογικές διεργασίες
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των οργανισμών.

2.1.2 Ορισμός και περιγραφή PBPK μοντέλων

Τα PBPK μοντέλα αποτελούνται από ένα σύνολο διαμερισμάτων. Καθένα διαμέρισμα αναπαριστά

ένα συγκεκριμένο όργανο ή ένα σύνολο οργάνων και χαρακτηρίζεται από τον όγκο του, τη ροή

αίματος που το διαπερνά και τις φυσικοχημικές διεργασίες που λαμβάνουν χώρα σε αυτό. [6].

Η αποτελεσματικότητα ενός PBPK μοντέλου μεταφράζεται στην ικανότητα του να περιγράψει

τις τέσσερις βασικές φυσικοχημικές διεργασίες που λαμβάνουν χώρα σε ένα δεδομένο συνδυασμό

οργανισμού, συνθηκών και φαρμακευτικής ουσίας που χορηγείται. Πρόκειται για την απορρόφη-

ση (absorption), κατανομή (distribution), μεταβολισμό (metabolism) και απέκκριση (excretion),

ή αλλιώς ADME .Οι βιολογικές διεργασίες ADME περιγράφονται από κινητικές των οποίων οι

παράμετροι εξαρτώνται τόσο από την ουσία, όσο και από τον οργανισμό-δέκτη. Ωστόσο, στην

πλειοψηφία των περιπτώσεων, η γνώση αυτών των παραμέτρων είναι ελλιπής ή απαιτεί την πραγ-

ματοποίηση πληθώρας πειραμάτων. Η χρήση των PBPK μοντέλων επιτρέπει τον προσδιορισμό

των παραμέτρων των διεργασιών ADME με τη χρήση υπολογιστικών μεθόδων και σχετικά μικρού

όγκου πειραματικών δεδομένων [7].

Αξίζει να σημειωθεί πως ανάλογα με την εξεταζόμενη φαρμακευτική ουσία, χρησιμοποιούνται

δύο διαφορετικές προσεγγίσεις στη μοντελοποίηση της απορρόφησης της ουσίας από το αίμα στα

όργανα. Αν το μοντέλο μελετά μικρά λιπόφιλα μόρια, τότε το περιοριστικό στάδιο της απορρόφησης

είναι η μεταφορά των μορίων από το αίμα στον ιστό. Η θεώρηση αυτή είναι γνωστή ως κινητική

περιορισμένη από το ρυθμό αιμάτωσης (perfusion-rate-limited kinetics). Σε αυτή την περίπτωση

μοντέλων, όταν το σύστημα καταλήγει σε μόνιμη κατάσταση, η συνολική ποσότητα της ουσίας που

είναι δεσμευμένη από τους ιστούς συν η αδέσμευτη ποσότητα της ουσίας είναι ίσες με τη συνολική

ποσότητα που περιέχεται στον οργανισμό [10]. Ο ρυθμός απορρόφησης της ουσίας από το αίμα

στους ιστούς καθορίζεται από την τιμή μίας κινητικής σταθεράς, έστω Kp. ΄Αρα, η ταχύτητα

με την οποία επέρχεται η μόνιμη κατάσταση σε κάθε ιστό εξαρτάται άμεσα από τον όγκο του

ιστού, την αντίστοιχη ροή αίματος και την τιμή της παραμέτρου Kp, η οποία συνήθως συναντάται
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στη βιβλιογραφία ως «συντελεστής κατανομής της ουσίας από τον ιστό στο αίμα» (tissue:blood

partition coefficient).

Αντιθέτως, αν η εξεταζόμενη ουσία είναι μεγαλύτερα και υδρόφιλα μόρια, τότε ο περιοριστικός

παράγοντας είναι η κίνηση των μορίων δια μέσω της κυτταρικής μεμβράνης των κυττάρων του ορ-

γάνου. Αυτή η προσέγγιση ονομάζεται ως κινητική περιορισμένης διαπερατότητας (permeability-

rate-limited kinetics) [8]. Αναλυτικότερα, σε αυτή τη κατηγορία μοντέλων, κάθε διαμέρισμα

χωρίζεται σε δύο υποχώρους: ο πρώτος αναπαριστά τον εσωκυττάριο (intracellular) χώρο των

ιστών και ο δεύτερος των εξωκυττάριο (extracellular) χώρο. Αυτά τα δύο υποδιαμερίσματα χω-

ρίζονται μεταξύ τους μέσω της κυτταρική μεμβράνης των κυττάρων, η οποία παίζει καθοριστικό

ρόλο στο ρυθμό διάχυσης της ουσίας μεταξύ των κυττάρων. ΄Οπως ακριβώς και στην περίπτωση

των perfusion limited μοντέλων, έτσι κι εδώ τηρούνται αυστηρά τα ισοζύγια μάζας ανάμεσα στην

ποσότητα που περιέχεται σε κάθε ιστό και στην αδέσμευτη ποσότητα. Παρόλα αυτά, η ταχύτη-

τα αποκατάστασης της ισορροπίας είναι στενά συνδεδεμένη με την ικανότητα διαπερατότητας της

ουσίας από τον εξωκυττάριο στον εσωκυττάριο χώρο και αντίστροφα και όχι με τα φυσιολογικά

χαρακτηριστικά του οργανισμού. Η ικανότητα αυτή ποσοτικοποιείται μέσω μίας παραμέτρου, η

οποία συνήθως ονομάζεται συντελεστής διαπερατότητας (permiability coefficient), της οποίας η

τιμή προσδιορίζεται κατά τη διαδικασία της μοντελοποίησης [10]. Στο Σχήμα 2.1 παρουσιάζεται

μία σχηματική απεικόνιση των δύο θεωρήσεων.

΄Ενα τυπικό παράδειγμα PBPK μοντέλου, που είναι βασισμένο στην θεώρηση περιορισμένης αι-

μάτωσης παρουσιάζεται στο Σχήμα 2.2. Κάθε διαμέρισμα αναπαριστά ένα συγκεκριμένο όργανο

και τα περισσότερα έχουν μία είσοδο που προέρχεται από το διαμέρισμα του αρτηριακού αίματος

(Arterial Blood) και μία έξοδο που κατευθύνεται στο φλεβικό αίμα (Venous Blood). Εξαίρεση

αποτελούν οι πνεύμονες (Lung), οι οποίοι δέχονται ροή αίματος με αντίθετη κατεύθυνση, κάτι το

οποίο εξυπηρετεί στο να κλείνουν τα ισοζύγια ροής αίματος. Ακόμα μία διαφοροποίηση παρατηρε-

ίται στο διαμέρισμα του ήπατος (Liver). Στο διαμέρισμα αυτό καταλήγουν οι έξοδοι του εντέρου

(Gut) και της σπλήνας (Spleen), καθώς και η ροή του αίματος μέσω της ηπατικής αρτηρίας (Hep-

atic blood flow).

Οι διαφορικές εξισώσεις που προκύπτουν από τα ισοζύγια μάζας του PBPK που παρουσιάζεται
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Σχήμα 2.1: Perfusion vs Permeability rate limited θεώρηση . Στο σχήμα (a) παρουσιάζεται η
βασική δομή των διαμερισμάτων μοντέλου που καθορίζεται από τον ρυθμό αιμάτωσης, ενώ στο

σχήμα (b) παρουσιάζεται η βασική δομή των διαμερισμάτων μοντέλου που καθορίζεται από την
ικανότητα διαπερατότητας της ουσίας [10].

στο Σχήμα 2.2 είναι οι ακόλουθες (2.1):

΄Οργανα χωρίς κάθαρση: Vt ·
dCt
dt

= Qt · CA −Qt · CVt

΄Οργανα με κάθαρση: Vt ·
dCt
dt

= Qt · CA −Qt · CVt − CLint · CVut

CVt =
Ct

Kp/B : P

(2.1)

όπου Q είναι η ροή αίματος (L/h), C η συγκέντρωση της ουσίας (mg/L), V ο όγκος (L), T είναι

δείκτης που αναφέρεται στους ιστούς και το A αναφέρεται στο αρτηριακό αίμα. Επίσης, όπου Kp ο

συντελεστής κατανομής της ουσίας ανάμεσα σε στον ιστό και στο πλάσμα του αίματος, ενώ B : P

είναι ο λόγος αίματος προς πλάσμα (ratio of blood to plasma). Τέλος, ο όρος CLint αναφέρεται

στο ρυθμό κάθαρσης της ουσίας (L/h) και u ο χώρος στο οποίο δεν δεσμεύεται (unbound) η

ουσία και από τον οποίο πραγματοποιείται η κάθαρση.

Οι σχέσεις 2.1 που αποτελούν τυπικό παράδειγμα ενός PBPK μοντέλου, υποδηλώνουν ότι χρει-
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Σχήμα 2.2: Σχηματικό παράδειγμα PBPK μοντέλου [8].

άζονται δύο τύποι δεδομένων κατά την μοντελοποίηση. Αρχικά, απαιτούνται δεδομένα σχετικά με

τη φυσιολογία και την ανατομία του οργανισμού που μελετάται. Συγκεκριμένα, είναι απαραίτητη

η χρήση των όγκων ή των μαζών των ιστών που χρησιμοποιούνται στο μοντέλο καθώς και οι

αντίστοιχες ροές αίματος για κάθε ιστό. Αυτά τα φυσιολογικά δεδομένα είναι πλήρως ανεξάρτητα

από τη μελετούμενη ουσία και εξαρτώνται αποκλειστικά από το είδος του οργανισμού. Η δεύτερη

κατηγορία δεδομένων που είναι απαραίτητη είναι άμεσα εξαρτώμενη από το είδος της υπό εξέτα-

ση ουσίας και με τις κινητικές ADME. Συνεπώς, η αποτελεσματικότητα ενός PBPK μοντέλου

δεν βασίζεται μόνο στην ακριβή γνώση των ανατομικών παραμέτρων αλλά και στη γνώση των

φυσικοχημικών της ουσίας που εξετάζεται.

΄Ενα ακόμα σημαντικό ερώτημα που καλείται να απαντήσει ο δημιουργός του μοντέλου, και μάλιστα

στα αρχικά στάδια ανάπτυξης, είναι το πλήθος των διαμερισμάτων που θα χρησιμοποιήσει και η

λεπτομέρεια με την οποία θα αναπαραστήσει τη φυσιολογία των αντίστοιχων οργάνων. Η αύξηση

αυτών των δύο υπερπαραμέτρων μπορεί να προσδίδει μεγαλύτερη ακρίβεια στα αποτελέσματα του

μοντέλου, ωστόσο αυξάνεται σε μεγάλο βαθμό το υπολογιστικό κόστος. Τα περισσότερα διαθέσιμα

μοντέλα PBPK περιέχουν από τέσσερα έως και πάνω από δέκα διαμερίσματα [9]. ΄Ενα τέχνασμα

το οποίο συναντάται αρκετά συχνά είναι η ομαδοποίηση ορισμένων οργάνων (lump tissues) με
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παραπλήσιες ροές αίματος και ιδιότητες σε ένα κοινό διαμέρισμα. Με τον τρόπο αυτό μειώνεται ο

συνολικός αριθμός των διαμερισμάτων, άρα και η πολυπλοκότητα του μοντέλου [10].

2.1.3 Μέθοδοι χορήγησης ουσιών

΄Ενας ακόμα καθοριστικός παράγοντας στην ανάπτυξη των φαρμακοκινητικών μοντέλων είναι ο

τρόπος χορήγησης της ουσίας στον υποκείμενο οργανισμό. Ανάλογα με την οδό χορήγησης εν-

σωματώνονται στο μοντέλο τα αντίστοιχα όργανα ως διαμερίσματα και οι αντίστοιχες παράμετροι

περιγραφής των κινητικών εξισώσεων που περιγράφουν τις διεργασίες ADME της ουσίας στον

οργανισμό. Ο τρόπος χορήγησης της ουσίας μπορεί να είναι διά του στόματος (oral administra-

tion), με ενδομυϊκή ένεση (intramuscular injection), ενδοφλέβια ένεση (intravenous injection),

υποδόρια ένεση (subcutaneous injection), μέσω του όρθου (rectal administration), με τη χρήση

διαδερμικού έμπλαστρου (transdermal administration), με εισπνοές (inhalation) ή με υπογλώσσιο

σκεύασμα (sublingual administration) [14, 15].

Η διαδικασία επιλογής μίας εκ των παραπάνω μεθόδων για τη χορήγηση της ουσίας εξαρτάται

από πολλές παραμέτρους. Για παράδειγμα, παράγοντες που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο είναι

το χρονικό σχήμα χορήγησης της φαρμακευτικής ουσίας (επαναλαμβανόμενες ή μη δόσεις), η

ποσότητα και το είδος της ουσίας που πρέπει να χορηγηθεί, η ανάγκη για άμεση ή έμμεση επίδραση

της δραστικής ουσίας του φαρμάκου κ.ά.

Η χρήση της ενδοφλέβιας ένεσης ως μέθοδος χορήγησης ενδείκνυται όταν απαιτείται άμεση δράση

της ουσίας, καθώς η απορρόφηση γίνεται ταχύτατα ή όταν η ποσότητα που πρέπει να χορηγηθεί είναι

σχετικά μεγάλη, ενώ δεν προσφέρεται για την χορήγηση ουσιών χαμηλής υδροφιλίας ή διαλυμάτων

ελαίων. Στην περίπτωση της ενδομυϊκής ένεσης, η διάρκεια της απορρόφησης μπορεί να ελεγχθεί

ανάλογα με το είδος της ουσίας που χορηγείται. Επίσης, παρατηρείται γρήγορη απορρόφηση για

υδατικά διαλύματα και προσφέρεται για χορήγηση μέτριου όγκου φαρμακευτικής ουσίας. Ωστόσο, η

χρήση τους απαγορεύεται ρητά κατά τη διάρκεια θεραπειών στις οποίες γίνεται χρήση αντιπηκτικών

φαρμάκων, ενώ αξίζει να σημειωθεί ότι σαν μέθοδος χορήγησης είναι ιδιαίτερα επίπονη. ΄Οπως

στην περίπτωση της ενδομυϊκής, έτσι και στην υποδόρια ένεση δίνεται η δυνατότητα ελέγχου της

ταχύτητας απορρόφησης του φαρμάκου. Ομοίως, έχει άμεση απορρόφηση σε υδατικά διαλύματα,
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ενώ προτείνεται για τη χορήγηση εναιωρημάτων χαμηλής διαλυτότητας και για την τοποθέτηση

εμφυτευμάτων αργής απελευθέρωσης. Πρέπει να σημειωθεί ότι στα θετικά της υποδόριας ένεσης

συγκαταλέγεται και το ότι είναι εύκολη η αυτοχορήγηση από τον ασθενή. Παρόλα αυτά, αυτό

το είδος ένεσης είναι ακατάλληλο για τη χορήγηση μεγάλων ποσοτήτων φαρμακευτικής ουσίας

ή ουσιών που προκαλούν ερεθισμό, καθώς επίσης είναι πιθανό να προκαλέσει πόνο ή ακόμα και

προσωρινή τοπική νέκρωση [15].

Μία ακόμα μέθοδος χορήγησης η οποία συναντά ευρύτατη χρήση είναι η χορήγηση φαρμάκων

μέσω του στόματος, καθώς πρόκειται για τον πιο εύκολο τρόπο χορήγησης φαρμάκων για τον

ασθενή. Ωστόσο, το βασικό μειονέκτημα της χορήγησης φαρμάκων μέσω του στόματος είναι η

απρόβλεπτη επίδραση των γαστρεντερικών διεργασιών στην απορρόφηση του φαρμάκου, καθώς το

pH του στομάχου επηρεάζεται άμεσα από την παρουσία ή την απουσία φαγητού.

2.2 Νανοϋλικά και PBPK μοντελοποίηση

Νανοεπιστήμη (Nanoscience) ονομάζεται ο κλάδος της επιστήμης που είναι αφοσιωμένη στη με-

λέτη και εφαρμογή σωματιδίων εξαιρετικά μικρών διαστάσεων, της κλίμακας από 1-100 νανόμετρα.

Οι φυσικοχημικές ιδιότητες των νανοσωματιδίων μεταβάλλονται αλλάζοντας τον λόγο επιφάνειας-

όγκου του σωματιδίου, με αποτέλεσμα να βρίσκουν εφαρμογή σε ένα πολύ ευρύ φάσμα κλάδων,

όπως τη μηχανική, τη βιολογία, τη φυσική καθώς και την επιστήμη των υλικών. Τα τελευταία

χρόνια, η νανοεπιστήμη έχει εισχωρήσει στον κλάδο της ιατρικής και της φαρμακευτικής, δημιουρ-

γώντας νέες, ελπιδοφόρες προοπτικές για ποικίλες θεραπείες [16, 21].

2.2.1 Εφαρμογή Νανοσωματιδίων στη Φαρμακευτική

Τις τελευταίες δεκαετίες ένα μέρος της επιστημονικής κοινότητας ασχολείται συστηματικά με το

πως θα μπορούσαν να αξιοποιηθούν τα νανοσωματίδια (nanoparticles (NP)) ως φορείς μιας φαρ-

μακευτικής ουσίας (drug delivery) στον ανθρώπινο οργανισμό, ώστε να είναι πρωτίστως ασφαλής

και να επιτυγχάνει τον θεραπευτικό της σκοπό στο μέγιστο δυνατό επίπεδο [17]. Τα πολυμερή
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νανοσωματιδίων έχουν αποκτήσει τόσες εφαρμογές στην φαρμακευτική λόγω μίας πολύ συγκε-

κριμένης και ξεχωριστής ιδιότητας που φέρουν. Τα πολυμερή είναι δυνατό να αποτελούνται από

τμήματα διαφορετικών δομικών στοιχείων, δηλαδή νανοσωματίδια τα οποία είναι διατεταγμένα σε

μία σειρά η οποία είναι πολύ αυστηρά δομημένη. Ο τρόπος με τον οποίο δομούνται τα συγκεκρι-

μένα τμήματα προσδίδει και συγκεκριμένες ιδιότητες στην τελική ουσία. Με τον τρόπο αυτό, είναι

εφικτός ο σχεδιασμός ουσιών που φέρουν επιθυμητές ιδιότητες [18].

2.2.2 Οργανικά και Ανόργανα νανοσωματίδια

Τα νανοσωματίδια κατασκευάζονται από οργανικά πολυμερή (οργανικά νανοσωματίδια) ή/και από

ανόργανα στοιχεία (ανόργανα νανοσωματίδια) [19]. Μερικά από τα πιο συνήθη οργανικά νανοσω-

ματίδια είναι τα λιποσώματα (liposomes), τα δενδριμερή (dendrimers) και οι νανοσωλήνες άνθρακα

(carbon nanotubes).

Τα λιποσώματα είναι φωσφολιπιδικά κυστίδια μεγέθους 50-100 nm, τα οποία περιβάλλονται από

διπλή μεμβράνη παρόμοιας δομής με τις βιολογικές μεμβράνες των κυττάρων, ενώ το εσωτερικό

τους αποτελείται από μία υδατική φάση. Λόγω της αμφιφιλίας που παρουσιάζουν ως προς το νερό,

καθίστανται ιδανικοί φορείς υδρόφιλων ουσιών οι οποίες είναι εγκλωβισμένες εντός του εσωτερικού

υδατικού τους μέρους. ΄Αλλες ιδιότητες που κάνουν τα λιποσώματα ιδιαίτερα νανοσωματίδια είναι η

δυνατότητα τροποποίησης της επιφάνειάς τους, καθώς και η υψηλή ικανότητα διείσδυσης και διάχυ-

σης [19, 20]. Τα δενδριμερή είναι διακλαδισμένα πολυμερή τριών διαστάσεων με μέγεθος έως 15

nm. Παρουσιάζουν εγγενείς ιδιότητες κλασικών φαρμακευτικών ουσιών, χρησιμοποιούνται στην

κατασκευή ικριωμάτων για την επιδιόρθωση ιστών, ενώ αποτελούν καλή επιλογή φορέα φαρμάκων

και διαγνωστικούς φορείς ορισμένων ασθενειών λόγω της χημικής τροποποίησης που μπορούν να

υποστούν στις απολήξεις τους [19]. Τέλος, οι νανοσωλήνες άνθρακα ανήκουν στην κατηγορία

των φουλερένιων και κατασκευάζονται από ομοαξονικά φύλλα γραφίτη, μεγέθους μέχρι 100 nm,

τα οποία αποκτούν μορφή κυλίνδρου. Πρόκειται για νανοϋλικό υψηλής αντοχής, με ηλεκτρικές

ιδιότητες και υψηλή θερμική αγωγιμότητα. Ομοίως με τα δενδριμερή, έτσι και οι νανοσωλήνες

άνθρακα χρησιμοποιούνται ως φορείς φαρμάκων και σε ικριώματα επιδιόρθωσης ιστών, όμως η

συνηθέστερη εφαρμογή τους είναι βιοαισθητήρες [19].
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Ανάμεσα στα ανόργανα νανοϋλικά, εκείνα που εμφανίζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω των εφαρ-

μογών τους είναι οι κβαντικές κουκίδες (quantum dots), τα μαγνητικά νανοσωματίδια (magnetic

nanoparticles) και διάφορα μεταλλικά νανοσωματίδια (metallic nanoparticles). Από τα παραπάνω,

αξίζει να γίνει εκτενέστερη αναφορά στα μεταλλικά νανοσωματίδια, καθώς αποτελούν βασικό στοι-

χείο της μελέτης περίπτωσης που ακολουθεί στην παρούσα διπλωματική εργασία.

2.2.3 Μεταλλικά Νανοσωματίδια

Τα μεταλλικά νανοσωματίδια που χρησιμοποιούνται σε βιοτεχνολογικές εφαρμογές έχουν μέγεθος

που κυμαίνεται σε ένα ευρύτερο φάσμα διαστάσεων σε σχέση με αυτό του ορισμού των νανοϋλι-

κών, δηλαδή βρίσκεται ανάμεσα σε 10 και 500 nm και σπανιότερα έως τα 700 nm. Ανάλογα με

το μέγεθος τους, τα νανοσωματίδια δημιουργούν διαφορετικές συνάψεις τόσο με την επιφάνεια

των κυττάρων, όσο και στο εσωτερικό τους, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα να αποκωδικοποιούν

διαφορετικές βιοχημικές και φυσικοχημικές ιδιότητες αυτών των κυττάρων. Αυτή την ιδιότητα των

νανοσωματιδίων εκμεταλλεύονται διάφορες εφαρμογές στη φαρμακολογία, που χρησιμοποιούν τα

νανοσωματίδια ως φορείς φαρμάκων στον ανθρώπινο οργανισμό. Ωστόσο, αυτό δημιουργεί την

ανάγκη για κατασκευή νανοσωματιδίων υψηλής σταθερότητας, βιοσυμβατότητας και υψηλής εκλε-

κτικότητας (selectivity), δηλαδή να έχουν την ικανότητα να αναγνωρίζουν τα κύτταρα στόχους.

Η εκλεκτικότητα των σωματιδίων βασίζεται στη σύζευξή τους με κατάλληλα σύμπλοκα (lingads),

όπου το καθένα από αυτά μπορεί να συνδεθεί με ένα διαφορετικό είδος κυττάρων. Τα νέα σωματίδια

φέρουν πάνω τους πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης πολλαπλών μορίων από την φαρμακευτική ουσία,

αυξάνοντας έτσι τη θεραπευτική ικανότητα του σωματιδίου στα κύτταρα-στόχους. Η συγκέντρωση

και η δυναμική του δραστικού μέρους του νανοσωματιδίου μπορεί να μεταβληθεί τροποποιώντας το

συνολικό μέγεθός του. Αυτή η ρύθμιση του μεγέθους σε συνδυασμό με τη δυνατότητα επιφανεια-

κής επένδυσης του νανοσωματιδίου επιτρέπουν στο νανοσωματίδιο να μην αντιμετωπίζεται από το

ανοσοποιητικό σύστημα ως ουσία ξένη προς αυτό κι έτσι να διατηρείται για περισσότερη ώρα στην

κυκλοφορία του αίματος. ΄Ετσι, τα νανοσωματίδια εκτός από φορείς μιας ουσίας, χρησιμοποιούνται

σε διαγνωστικές μεθόδους όπως ο υπέρηχος, η ακτινογραφίες ακτίνων Χ, η αξονική τομογραφία

(computed tomography), η τομογραφία εκπομπής ποζιτρονίων (positron emission tomography
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(PET)) και άλλες [21].

Προηγουμένως αναφέρθηκε ότι τα νανοσωματίδια διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο και ανοίγουν

νέες προοπτικές στον τομέα των φαρμάκων, καθώς φέρουν πληθώρα θετικών χαρακτηριστικών

για να λειτουργήσουν ως φορείς φαρμάκων στους οργανισμούς. Η χρήση μεταλλικών νανοσωμα-

τιδίων έχει προσφέρει πολλά στην θεραπεία του καρκίνου, καθώς χρησιμοποιούνται ως φορείς οι

οποίοι ενσωματώνουν χημειοθεραπευτικές ουσίες και τις οδηγούν στα καρκινικά κύτταρα με μεγα-

λύτερη αποτελεσματικότητα. Συγκεκριμένα, με τη χρήση μεταλλικών νανοσωματιδίων ως φορείς

αντικαρκινικών φαρμάκων, επιτυγχάνεται σημαντικά υψηλότερη εκλεκτικότητα, δηλαδή οι αντικαρ-

κινικές ουσίες οδηγούνται κατευθείαν στον όγκο των καρκινικών κυττάρων χωρίς να προσβάλλουν

τα υγιή, όπως συνηθίζεται με τις κλασικές αντικαρκινικές θεραπείες [22]. Ενδεικτικό παράδειγ-

μα αποτελεί η αξιοποίηση των ιδιοτήτων νανοσωματιδίων χρυσού (gold nanoparticles (GNP)) σε

συνδυασμό με φωτοθερμική θεραπεία για την καταστροφή καρκινικών κυττάρων και ιστών [23, 24].

Μία επιπλέον εφαρμογή των μεταλλικών νανοσωματιδίων ως φορείς αφορά τη χρήση νανοσωματι-

δίων χρυσού (gold nanoparticles (GNP)) στη θεραπεία της υποξικής αναπνευστικής ανεπάρκειας

που σχετίζεται με την πνευμονική υπέρταση. Η θεραπεία βασίζεται στη χορήγηση μονοξειδίου του

αζώτου (NO) και τα νανοσωματίδια χρυσού αποτελούν μία καλή επιλογή ως φορέας του (NO),

καθώς με τον τρόπο αυτό επιβάλλεται καλύτερος έλεγχος στην απελευθέρωση του (NO), το οποίο

ελέγχει πολλαπλές κυτταρικές διεργασίες όπως τη δημιουργία αγγείων, την αγγειοδιαστολή και

την ανοσοαπόκριση [25].

Σημαντική περίπτωση μεταλλικού νανοσωματιδίου αποτελεί και το οξείδιο του σιδήρου Fe2O3 (iron

oxide nanoparticles SPION). Οι ιδιότητες του το καθιστούν ως μία από τις καλύτερες επιλογές

νανοσωματιδίου σε διάφορες βιοϊατρικές εφαρμογές είναι το πολύ μικρό του μέγεθος, η βιοσυμβα-

τότητά του και η υψηλή μαγνητικότητα που το χαρακτηρίζει. Αναλυτικότερα, τα νανοσωματίδια

SPION αξιοποιούνται σε εξετάσεις απεικόνισης μαγνητικού συντονισμού (Magnetic Resonance

Imaging (MRI)), ως φορείς φαρμακευτικών ουσιών στον ανθρώπινο οργανισμό, σε γονιδιακές

θεραπείες, σε μεθόδους μοριακής ή/και κυτταρικής ιχνηλάτησης καθώς και σε μερικές ακόμα [21].

Μερικά ακόμα μέταλλα που χρησιμοποιούνται σε παρόμοιες βιοφαρμακευτικές εφαρμογές είναι το

νικέλιο (Ni), η πλατίνα (Pt) και το διοξείδιο του τιτανίου (TiO2), για το οποίο θα γίνει εκτενέστερη
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αναφορά σε επόμενο κεφάλαιο αυτής της εργασίας [19].

2.2.4 PBPK μοντελοποίηση Νανοσωματιδίων

Η ευρεία χρήση των νανοσωματιδίων έχει γεννήσει την ανάγκη για τη μελέτη του προφίλ της

βιοκατανομής τους ως προς το χρόνο σε διάφορους οργανισμούς, ώστε να μπορεί να προβλε-

φθεί πιθανή τοξικότητα, αλλά και να βρεθεί ένα ασφαλές εύρος χορηγούμενης δόσης της ουσίας.

Παρόλα αυτά, τα περισσότερα PBPK μοντέλα που περιγράφουν τη βιοκατανομή μικρών μορίων

αδυνατούν να περιγράψουν και αυτή των νανοσωματιδίων, καθώς οι βιολογικές διεργασίες ADME

που τα συνοδεύουν είναι συνήθως πιο πολύπλοκες.

Αναφορικά με τις μεθόδους απορρόφησης, δηλαδή τους τρόπους με τους οποίους η ουσία μεταβι-

βάζεται εντός του οργανισμού που μελετάται, ισχύει ό,τι έχει περιγραφεί στην υποενότητα 2.1.3.

Αξίζει να σημειωθεί ότι οι συνηθέστερες μέθοδοι χορήγησης νανοσωματιδίων πραγματοποιείται

χορήγηση δια του στόματος, δια της αναπνευστικής οδού, με τη χορήγηση οποιασδήποτε μορφής

ένεσης και τέλος, μέσω οποιασδήποτε μεθόδου απορρόφησης από το δέρμα (dermal exposures)

[26]. ΄Επειτα από την είσοδο της ουσίας εντός του οργανισμού υπάρχουν δυο ενδεχόμενα, καθώς

τα νανοσωματίδια μπορεί να απορροφηθούν και να κυκλοφορήσουν στον οργανισμό ή να υποστούν

πρόωρη κάθαρση πριν την απορρόφηση. Ως πρόωρη κάθαρση περιγράφεται η άμεση απομάκρυνση

των νανοσωματιδίων από το σημείο εισόδου. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η περίπτωση

που η ουσία χορηγείται μέσω της αναπνευστικής οδού, κατά την οποία είναι πιθανό ένα κλάσμα

της χορηγούμενης ποσότητας νανοσωματιδίων να μην απορροφηθεί και να απομακρυνθεί την ίδια

στιγμή με την εκπνοή η με τον βλεννογόνο. Η υπόλοιπη ποσότητα νανοσωματιδίων που ξεπερ-

νάει το στάδιο της πρόωρης κάθαρσης μπορεί να απορροφηθεί μέσω του αίματος στο κυκλοφορικό

σύστημα [26, 27]. Ομοίως, στην περίπτωση που τα νανοσωματίδια χορηγούνται με τη χρήση ένε-

σης, εκτός της ενδοφλέβιας, αρχικά τα νανοσωματίδια πρέπει να απορροφηθούν στο κυκλοφορικό

σύστημα κι έπειτα να απορροφηθούν από τα υπόλοιπα όργανα.

Η κατανόηση της διαδικασίας πρόσληψης νανοσωματιδίων από τα όργανα και τους ιστούς απο-

τελεί κομβικής σημασίας ζήτημα για την ανάπτυξη ενός PBPK μοντέλου. Διαφέρει σημαντικά
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από εκείνη των συμβατικών χημικών ουσιών, των οποίων η πρόσληψη βασίζεται στην παθητι-

κή διάχυση (passive diffusion) τους εντός των ιστών. Αντιθέτως, η διαδικασία απορρόφησης

των νανοσωματιδίων ονομάζεται ενδοκύττωση (endocytosis) και η δυναμική της εξαρτάται από το

μέγεθος και το σχήμα του νανοσωματιδίου, καθώς και από τις χημικές ιδιότητες της επιφάνειας

του. Ο όρος της ενδοκύττωσης περικλείει όλους τους μηχανισμούς απορρόφησης νανοσωματιδίων

από κύτταρα. Συγκεκριμένα, περιλαμβάνει το μηχανισμό της φαγοκυττάρωσης (phagocytosis),

της (μάκρο-)πινοκυττάρωσης ((macro-)pinocytosis), η οποία είναι διεργασία ανεξάρτητη του υ-

ποδοχέα (receptor-independent), και της ενδοκύττωσης που είναι εξαρτώμενη από τον υποδοχέα

(receptor-mediated endocytosis) [28, 29]. Τα φαρμακοκινητικά μοντέλα κλασικών μορίων δεν

ενσωματώνουν τη διαδικασία της ενδοκύττωσης, καθώς είναι μία βιολογική διεργασία που δεν

συμβαίνει στις κλασικές φαρμακευτικές ουσίες, συνεπώς αστοχούν πλήρως στην πρόβλεψη του

προφίλ συγκέντρωσης νανοσωματιδίων [27].

Η διαδικασία της ενδοκύττωσης μέσω υποδοχέων συναντάται αρκετά συχνά στην παγκόσμια βιβλιο-

γραφία και ως ενδοκύττωση μέσω κλαθρίνης και εγκολπώσεων (clathrin and caveolae mediated

endocytosis) [28, 29]. Αυτές οι δύο διαδικασίες ενδοκύττωσης αποτελούν την κύρια μέθοδο ε-

σωτερίκευσης νανοσωματιδίων σε διάφορους τύπους κυττάρων του οργανισμού, καθώς μόλις τα

νανοσωματίδια εκτεθούν σε κάποιο από τα φυσιολογικά διαλύματα (π.χ. αίμα), επικαλύπτονται

άμεσα από πρωτεΐνες του πλάσματος. Η διαδικασία της φαγοκυττάρωσης πραγματοποιείται από εξ-

ειδικευμένα κύτταρα, τα μακροφάγα (macrophages), και εφαρμόζεται για την εσωτερίκευση ξένων

προς τον οργανισμό ουσιών με μέγεθος μεγαλύτερο των 500 nm. Τελευταία περίπτωση ενδοκύτ-

τωσης είναι η (μάκρο-)πινοκυττάρωση, η οποία αναφέρεται στην εσωτερίκευση βιολογικών υγρών

και σωματιδίων μεγέθους μικρότερου των 10 nm στο εσωτερικό του κυττάρου.

Η ένταση του φαινομένου της ενδοκύττωσης σωματιδίων εξαρτάται από ένα σύνολο παραγόντων.

Ενδεικτικά, εξαιρετικά σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν το μέγεθος, το σχήμα και η χημική σύσταση

στην επιφάνεια του νανοσωματιδίου (surface charge), τόσο στο είδος της ενδοκύττωσης που θα

υποστούν, όσο και στον ρυθμό με τον οποίο θα εσωτερικευθούν στα κύτταρα [28].

΄Οπως γίνεται αντιληπτό, η μοντελοποίηση της ενδοκύττωσης συνολικά ως διαδικασία στα πλαίσια

ενός PBPK μοντέλου είναι μία διαδικασία, η οποία αν αναπαριστανόταν πλήρως και αναλυτικά, θα
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απαιτούταν ο προσδιορισμός ενός δυσθεώρητου όγκου παραμέτρων, για τις οποίες τα πειραματικά

δεδομένα είναι ανεπαρκή. Για τον λόγο αυτό, στα περισσότερα PBPK μοντέλα για νανοϋλικά

(Nano-PBPK) συναντάμε μία απλουστευμένη διαδικασία απορρόφησης νανοσωματιδίων από τα

ενδοθηλιακά κύτταρα των ιστών και των οργάνων, στην οποία συμπεριλαμβάνονται όλες οι επι-

μέρους διαδικασίες ενδοκύττωσης. Η ενδοκύττωση μπορεί να προσομοιωθεί με διάφορους τρόπους.

Πρώτη περίπτωση προσομοίωσης είναι η περιγραφή της ενδοκύττωσης με μία γραμμική εξίσωση,

όπου ο συντελεστής της περιγράφει των ρυθμό με τον οποίο τα φαγοκύτταρα κάθε ιστού απορρο-

φούν νανοσωματίδια στη μονάδα του χρόνου απευθείας από τον ίδιο τον ιστό [30]. Διαφορετική

περίπτωση αποτελεί η προσομοίωση κατά την οποία η πρόσληψη των νανοσωματιδίων από τα μα-

κροφάγα πραγματοποιείται απευθείας μέσω του αίματος [31]. Επιπλέον, μία ακόμα προσέγγιση

είναι αυτή που χρησιμοποιεί μία κινητική η οποία περιγράφει τον ρυθμό ενδοκύττωσης με βάση τον

κορεσμό που υπάρχει. Συγκεκριμένα, ο ρυθμός απορρόφησης νανοσωματιδίων από τα μακροφάγα

μειώνεται όσο αυξάνεται η συγκέντρωση των νανοσωματιδίων σε αυτά ή με την πάροδο του χρόνου.

Η προσομοίωση αυτή πραγματοποιείται με τη χρήση μη γραμμικών συναρτήσεων, συγκεκριμένα

της συνάρτησης Michaelis-Menten (εξ. 2.2) ή της συνάρτησης Hill (εξ. 2.3).

Συνάρτηση Michaelis-Menten: υ =
Vmax · [S]

KM + [S]
(2.2)

Συνάρτηση Hill: kup =
Kmax · T n

Kn
50 + T n

(2.3)

Η εξίσωση (2.2) έχει αναπτυχθεί αρχικά για την περιγραφή του ρυθμού ενζυμικών αντιδράσε-

ων, όπου υ ο ρυθμός της αντίδρασης, [S] η συγκέντρωση της περιοριστικής ουσίας, Vmax ο

μέγιστος δυνατός ρυθμός και KM η σταθερά Michaelis-Menten που είναι αριθμητικά ίση με την

συγκέντρωση του S για την οποία ο ρυθμός της αντίδρασης είναι ακριβώς ίσος με το μισό του

μέγιστου δυνατού ρυθμού (Vmax/2). Αντίστοιχα, για να περιγραφεί ο κορεσμός στη διαδικασία

της ενδοκύττωσης, η αντιστοιχία των μεταβλητών έχει ως εξής: υ είναι ο ρυθμός απορρόφησης

νανοσωματιδίων από τα μακροφάγα, [S] η ποσότητα νανοσωματιδίων που έχει απορροφηθεί από

τα μακροφάγα, Vmax ο μέγιστος ρυθμός απορρόφησης νανοσωματιδίων από τα μακροφάγα και KM

είναι ίση με τη συγκέντρωση των νανοσωματιδίων που αντιστοιχεί σε επίπεδο κορεσμού ίσο με

το 50%. Αντίστοιχα η εξίσωση (2.3) αποτελεί προσαρμογή της εξίσωσης Hill για το πρόβλημα
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προσδιορισμού του ρυθμού ενδοκύττωσης με βάση το χρόνο, όπου T ο χρόνος, kup ο ρυθμός απορ-

ρόφησης, Kmax ο μέγιστος ρυθμός απορρόφησης, K50 η χρονική στιγμή στην οποία επιτυγχάνεται

ρυθμός απορρόφησης ίσος με τον μισό του μέγιστου Kmax και n ο συντελεστής Hill [32]. ΄Οπως

με την εξίσωση 2.3, έτσι και η εξίσωση (2.2) Michaelis-Menten μπορεί να διατυπωθεί έχοντας ως

ανεξάρτητη μεταβλητή το χρόνο T αντί της συγκέντρωσης [S]. Αξίζει ακόμα να σημειωθεί ότι η

συνάρτηση Michaelis-Menten ταυτίζεται με τη συνάρτηση Hill για n = 1.

Ωστόσο, ορισμένα μοντέλα ενσωματώνουν και την αντίστροφη διαδικασία της εξωκύττωσης (ex-

ocytosis) [32, 33]. Στην περίπτωση της εξωκύττωσης η διαδικασία περιγράφεται από μία απλή

γραμμική εξίσωση. Συχνά όμως, ο όρος αυτός παραλείπεται, καθώς στους περισσότερους ιστούς

ο ρυθμός του φαινομένου είναι αρκετά χαμηλός σε σχέση με τον ρυθμό ενδοκύττωσης.

Τέλος, η κάθαρση (excretion) των νανοσωματιδίων πραγματοποιείται συνήθως μέσω των κοπράνων

(feces) και των ούρων (urine). Σε οποιαδήποτε από τις δύο περιπτώσεις, ο ρυθμός απομάκρυνσης

νανοσωματιδίων περιγράφεται συνήθως από μία γραμμική εξίσωση όπου ο συντελεστής πολλαπλα-

σιασμένος με την ποσότητα των νανοσωματιδίων που υπάρχουν στο ήπαρ ή τα νεφρά εκφράζει

την ποσότητα νανοσωματιδίων που απομακρύνονται στη μονάδα του χρόνου μέσω των κοπράνων

ή των ούρων αντίστοιχα [27, 30, 32, 33].



Κεφάλαιο 3

ΜΑΘΗΜΑΤΙΚΗ

ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ

Στο κεφάλαιο που ακολουθεί γίνεται παρουσίαση όλης της μαθηματικής θεωρίας και των εργαλείων

εκείνων που αποδείχτηκαν απαραίτητα για την εκπόνηση αυτής της διπλωματικής εργασίας. Αρχικά

θα γίνει εισαγωγή στην Μπεϋζιανή στατιστική, την ολοκλήρωση Monte Carlo, τις Μαρκοβιανές

αλυσίδες καθώς επίσης και στις μεθόδους ανάλυσης ευαισθησίας που χρησιμοποιήθηκαν για την

εξαγωγή συμπερασμάτων αναφορικά με τις παραμέτρους του PBPK μοντέλου.

3.1 Μπεϋζιανή στατιστική

Η Μπεϋζιανή στατιστική βασίζεται στη θεωρία του Bayes, σύμφωνα με την οποία η πιθανότητα

εκφράζει το βαθμό βεβαιότητας για ένα ενδεχόμενο. Ο υπολογισμός της πιθανότητας επομένως

βασίζεται στην εκ των προτέρων γνώση (prior knowledge) για το συγκεκριμένο ενδεχόμενο, η

οποία μπορεί να προέρχεται από την ανάλυση πειραματικών δεδομένων μίας έρευνας ή να βασίζε-

ται στις πεποιθήσεις του ερευνητή σε σχέση με το συγκεκριμένο ενδεχόμενο. Το θεώρημα του

Bayes περιγράφει την δεσμευμένη πιθανότητα ενός ενδεχομένου αξιοποιώντας την εκ των προτέρων

γνώση που είναι διαθέσιμη για τον συγκεκριμένο ενδεχόμενο ή για συσχετιζόμενα ενδεχόμενα.

22
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Σύμφωνα με το θεώρημα του Bayes, αν έχουμε δύο ενδεχόμενα A και B, η δεσμευμένη πιθανότητα

(conditional probability) του A ως προς το B δίνεται από τη σχέση (3.1):

P (A|B) =
P (B|A) · P (A)

P (B)
(3.1)

όπου P (A|B) η δεσμευμένη πιθανότητα του A ως προς το B, δηλαδή η πιθανότητα να συμβεί

το ενδεχόμενο A αν έχει συμβεί το ενδεχόμενο B, P (B|A) η δεσμευμένη πιθανότητα του B ως

προς το A, P (A) και P (B) οι πιθανότητες να συμβούν τα ενδεχόμενα A και B αντίστοιχα και

P (B) 6= 0.

Μία διαφορετική διατύπωση του νόμου του Bayes είναι εκείνη η οποία ορίζει ως θ μία παράμετρο

ή ένα διάνυσμα παραμέτρων και y τα δεδομένα που σχετίζονται με το παραμετρικό διάνυσμα θ.

Κατά συνέπεια, ως P (θ) και P (y) ορίζονται οι κατανομές των θ και y αντίστοιχα. Η P (θ) συχνά

αναφέρεται ως εκ των προτέρων κατανομή (prior distribution) ενώ η P (y|θ) ως πιθανοφάνεια

(likelihood). Η από κοινού κατανομή (joint probability) των θ και y συμβολίζεται ως P (θ, y) και

ισούται με:

P (θ, y) = P (θ) · P (y|θ). (3.2)

Συνεπώς, εφαρμόζοντας τα παραπάνω στη σχέση (3.1) προκύπτει ότι η εκ των υστέρων κατανομή

P (θ|y) (posterior distribution) υπολογίζεται ως εξής:

P (θ|y) =
P (θ, y)

P (y)
=
P (θ) · P (y|θ)

P (y)
. (3.3)

Στην εξίσωση (3.3), η P (y) ισούται με P (y) =
∑

θ P (θ)P (y|θ), όπου το άθροισμα γίνεται πάνω

σε όλες τις πιθανές τιμές του θ (στην περίπτωση που το θ αναφέρεται σε συνεχείς μεταβλητές

τότε ισχύει P (y) =
∫
P (θ)P (y|θ)dθ). Λαμβάνοντας υπόψιν ότι το y παραμένει σταθερό και ότι

η P (y) είναι ανεξάρτητη του θ, μπορούμε να παραλείψουμε τον όρο P (y) από τη σχέση (3.3) και

να καταλήξουμε στην ισοδύναμη σχέση (3.4) που δίνει την μη κανονικοποιημένη εκ των υστέρων

κατανομή (unnormalized posterior distribution):

P (θ|y) ∝ P (θ) · P (y|θ). (3.4)

Η σχέση (3.4) εμπεριέχει όλη την ουσία της Μπεϋζιανής στατιστικής θεώρησης, σύμφωνα με την

οποία, κυρίαρχος στόχος είναι η ανάπτυξη ενός στατιστικού μοντέλου της μορφής P (θ, y) ώστε να
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πραγματοποιηθεί ο υπολογισμός της εκ των υστέρων κατανομής P (θ|y), χρησιμοποιώντας κάθε

φορά τα κατάλληλα υπολογιστικά εργαλεία. ΄Ετσι, μία σωστή προσέγγιση της P (θ|y) μπορεί να

χρησιμοποιηθεί για μελλοντική πρόβλεψη του y με χρήση της σχέσης που το συνδέει με την τιμή

της παραμέτρου θ [34].

Παραπάνω ως y ορίστηκαν τα δεδομένα του εκάστοτε προβλήματος, συνεπώς η κατανομή τους

δίνεται από τον υπολογισμό του ολοκληρώματος:

P (y) =

∫
P (y, θ)dθ =

∫
P (θ)P (y|θ)dθ (3.5)

που συχνά αναφέρεται ως περιθώρια κατανομή των δεδομένων y (marginal distribution of y). Ο

υπολογισμός της σχέσης (3.5) αποτελεί τον κύριο λόγο για τον οποίο αποφεύγεται η χρήση της

Μπεϋζιανής στατιστικής. Αναλυτικότερα, ο υπολογισμός της περιθώριας κατανομής P (y) μπορεί

να αποδειχτεί αρκετά δύσκολος όταν το θ αναφέρεται, όχι σε μία παράμετρο, αλλά σε διάνυσμα

παραμέτρων, δηλαδή έχει τη μορφή θ = (θ1, θ2, ..., θv). Η πολλαπλότητα των διαστάσεων του

διανύσματος θ οδηγεί στη μετατροπή του μονού ολοκληρώματος της σχέσης (3.5) σε ολοκλήρωμα

πολλαπλότητας v. Ο υπολογισμός αυτού του ολοκληρώματος είναι πρακτικά αδύνατος με τη χρήση

αναλυτικών μεθόδων. Το κενό αυτό έρχεται να καλύψει η χρήση άλλων υπολογιστικών μεθόδων

για την προσέγγιση της ολοκλήρωσης και συγκεκριμένα η ολοκλήρωση Monte Carlo.

3.2 Ολοκλήρωση Monte Carlo

Οι μέθοδοι ολοκλήρωσης Monte Carlo αποτελούν μία ομάδα μεθόδων προσέγγισης των εκ των

υστέρων κατανομών (posterior distributions). ΄Εστω ότι ζητείται ο υπολογισμός του κάτωθι

ολοκληρώματος:

I =

∫
Ω

f(x)dx (3.6)

όπου Ω το πεδίο ολοκλήρωσης και f : Ω → R μία πραγματική συνάρτηση. Η αριθμητική ε-

πίλυση του ολοκληρώματος I με την αξιοποίηση της Monte Carlo απαιτεί τη χρήση τυχαίας

δειγματοληψίας. Πραγματοποιώντας δειγματοληψία για N ανεξάρτητα μεταξύ τους σημεία στο

πεδίο ολοκλήρωσης Ω με βάση κάποια βολική κατανομή, με Συνάρτηση Πυκνότητας Πιθανότητας
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(Probability Density Function (PDF)) , ο εκτιμητής FN του ολοκληρώματος I θα είναι:

FN =
1

N

N∑
i=1

f(xi)

PDF
. (3.7)

΄Εστω τώρα ότι το πεδίο ολοκλήρωσης της (3.6) είναι το συνεχές πεδίο [α, β] και ότι η δειγματο-

ληψία των N σημείων έγινε από ομοιόμορφη κατανομή στο διάστημα αυτό. Λαμβάνοντας υπόψιν

ότι για ομοιόμορφη κατανομή στο [α, β], με PDF = 1
(β−α)

, τότε ο εκτιμητής (3.7) γίνεται:

FN = (β − α)
1

N

N∑
i=1

f(xi) (3.8)

Στη συνέχεια, θεωρώντας ότι η xi είναι τυχαία μεταβλητή με xi ∈ [α, β], η μεταβλητή θα μπορούσε

να εκφραστεί ως:

xi = α + ξi · (β − α) (3.9)

όπου ξi ∈ [0, 1]. Συνδυάζοντας τις εξισώσεις (3.8) και (3.9), ο εκτιμητής αποκτά τη μορφή:

FN = (β − α)
1

N

N∑
i=1

f(α + ξi · (β − α)) (3.10)

Το συμπέρασμα που προκύπτει από τη σχέση (3.10) είναι ότι η αριθμητική προσέγγιση του ολοκλη-

ρώματος I μπορεί να πραγματοποιηθεί αρχικά με δειγματοληψία τιμών του ξi στο διάστημα [0, 1]

και στη συνέχεια να γίνει μετατροπή σε οποιαδήποτε γνωστή κατανομή στο διάστημα [α, β]. Για τη

διαδικασία της δειγματοληψίας έχουν αναπτυχθεί γεννήτριες τυχαίων αριθμών (Random Number

Generator (RNG)). Αυτές οι γεννήτριες μπορεί να είναι είτε γεννήτριες υλισμικού, που πράγ-

ματι παράγουν αριθμούς με απόλυτη τυχαιότητα, είτε ψεύδο-γεννήτριες (pseudo-random number

generators), οι οποίες λειτουργούν βάση κάποιου αλγορίθμου προσομοιώνοντας πολύ καλά τον

παράγοντα της τυχαιότητας.

3.3 Μαρκοβιανές αλυσίδες

Πολλοί αλγόριθμοι δειγματοληψίας έχουν βασιστεί στις Μαρκοβιανές αλυσίδες (Markov Chains).

Ως Μαρκοβιανή αλυσίδα ορίζεται κάθε ακολουθία τυχαίων μεταβλητών θ1, θ2, ... για την οποία η τι-

μή της δεσμευμένης πιθανότητας της θt, δεδομένων των θ1, θ2, ..., θt−1, εξαρτάται αποκλειστικά από
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την τελευταία μεταβλητή θt−1. Οι αλγόριθμοι που χρησιμοποιούν την ιδιότητα Markov βασίζουν

την αποτελεσματικότητά τους στο γεγονός ότι σε κάθε επανάληψη η προσέγγιση των κατανο-

μών των μεταβλητών θ βελτιώνονται, δηλαδή προσομοιώνουν όλο και καλύτερα την πραγματική

κατανομή των θ [34].

Σχήμα 3.1: Παράδειγμα Μαρκοβιανής αλυσίδας. Τα A,B,C είναι οι τρεις πιθανές καταστάσεις
και πάνω στα βέλη εμφανίζονται οι πιθανότητες μετάβασης από τη μία κατάσταση στην άλλη.

Στο σχήμα 3.1 απεικονίζεται ένα απλό παράδειγμα για την κατανόηση των Μαρκοβιανών αλυσίδων.

Τα A,B,C αποτελούν τις τρεις πιθανές καταστάσεις ενός υποθετικού συστήματος. ΄Οπως ανα-

φέρθηκε παραπάνω, η πιθανότητα το σύστημα να βρεθεί σε οποιαδήποτε από τις τρεις καταστάσεις

εξαρτάται αποκλειστικά και μόνο από την τελευταία κατάσταση στην οποία βρισκόταν. Αναλυ-

τικότερα, τα βέλη συμβολίζουν την πιθανότητα να μεταβεί το σύστημα από τη μία κατάσταση

στην άλλη. Η πιθανότητα αυτή αποκαλείται στάσιμη πιθανότητα μετάβασης (stationary transition

probability).

Οι Μαρκοβιανές αλυσίδες επιστρατεύονται όταν είναι δύσκολο ή αδύνατο να γίνει απευθείας δειγ-

ματοληψία του θ απευθείας από την εκ των υστέρων κατανομή P (θ|y). Σκοπός των αλγορίθμων

που αξιοποιούν τις Μαρκοβιανές αλυσίδες είναι η κατανομή της δειγματοληψίας να προσεγγίζει

όλο και περισσότερο την εκ των υστέρων κατανομή P (θ|y) με την πάροδο των επαναλήψεων [34].

Οι αλγόριθμοι αυτοί ονομάζονται ευρέως Markov Chain Monte Carlo (MCMC) και δύο από τους

σημαντικότερους είναι ο αλγόριθμος Gibbs και ο Metropolis-Hastings, για τους οποίους θα γίνει

εκτενέστερη αναφορά στην ενότητα 3.4. Στη συνέχεια αναφέρονται και αναλύονται οι όροι στασι-

μότητα (stationarity) και αντιστρεψιμότητα (reverstibility) που αποτελούν σημαντικές ιδιότητες
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των Μαρκοβιανών αλυσίδων.

Γενικότερα, μία ακολουθία X1, X2... τυχαίων στοιχείων ενός συνόλου ονομάζεται στοχαστική

διαδικασία (stohastic process). Μια στοχαστική διαδικασία ονομάζεται στάσιμη (stationary) αν για

κάθε θετικό ακέραιο k η κατανομή των (Xn+1, ..., Xn+k) δεν εξαρτάται από το n. Μία Μαρκοβιανή

αλυσίδα είναι στάσιμη όταν είναι στάσιμη στοχαστική διαδικασία. Συνεπάγεται λοιπόν ότι μια

Μαρκοβιανή αλυσίδα είναι στάσιμη αν και μόνο αν η περιθώρια κατανομή του Xn δεν εξαρτάται

από το n. Επιπλέον, μία αρχική κατανομή ονομάζεται στάσιμη για κάποια κατανομή πιθανοτήτων

μετάβασης αν η Μαρκοβιανή αλυσίδα που έχει αυτή την αρχική κατανομή είναι επίσης στάσιμη.

Η στασιμότητα των Μαρκοβιανών αλυσίδων συνεπάγεται σταθερές πιθανότητες μετάβασης (όπως

στο σχήμα 3.1), αλλά δεν ισχύει και το αντίστροφο. Για να γίνει κατανοητό αυτό, ας υποτεθεί μία

αρχική κατανομή στάσιμη σε ένα σημείο. Τότε η Μαρκοβιανή αλυσίδα μπορεί να είναι στάσιμη αν

και μόνο αν όλες οι επαναλήψεις είναι συγκεντρωμένες στο ίδιο σημείο, όπου δηλαδήX1 = X2 = ...,

με αποτέλεσμα η αλυσίδα να μην μετακινείται καθόλου.

Ακόμα μία σημαντική ιδιότητα των Μαρκοβιανών αλυσίδων είναι αυτή της αντιστρεψιμότητας (re-

versibility). Μία κατανομή πιθανοτήτων μετάβασης είναι αντιστρέψιμη αναφορικά με την αρχική

κατανομή εάν, για την Μαρκοβιανή αλυσίδα X1, X2, ... που προσδιορίζουν, η κατανομή των ζευ-

γών (Xi, Xi+1) είναι ανταλλάξιμη. ΄Επεται ότι μία Μαρκοβιανή αλυσίδα είναι αντιστρέψιμη, εάν

η πιθανότητα μετάβασης της είναι αντιστρέψιμη σε σχέση με την αρχική κατανομή. Επίσης, αν

μία Μαρκοβιανή αλυσίδα είναι αντιστρέψιμη, είναι και στάσιμη. Το αντίστροφο όμως δεν ισχύει.

Για μία αντιστρέψιμη Μαρκοβιανή αλυσίδα ισχύουν οι ίδιοι κανόνες εξέλιξης της αλυσίδας, είτε

προχωρώντας, είτε πηγαίνοντας πίσω στο χρόνο, δηλαδή για κάθε ένα από τα i και k, οι κατανομές

των (Xi+1, ..., Xi+k) και (Xi+k, ..., Xi+1) είναι οι ίδιες [35].

3.4 Αλγόριθμοι MCMC

Στο παρόν υποκεφάλαιο θα αναλυθεί το γενικότερο σκεπτικό πίσω από τους αλγορίθμους MCMC

και θα παρουσιαστούν εκτενέστερα ορισμένοι από τους πιο σημαντικούς. Οι μέθοδοι δειγματο-

ληψίας Markov Chain Monte Carlo (MCMC) βασίζονται στη λήψη τιμών από από κατανομές

που προσεγγίζουν την εκ των υστέρων κατανομή και στη συνέχεια γίνονται διορθώσεις, ώστε να

προσεγγιστεί μία νέα κατανομή που προσομοιώνει ακόμη καλύτερα την κατανομή που έχει τεθεί

ως στόχος.
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3.4.1 Monte Carlo Μέθοδος

Η Συνήθης Monte Carlo μέθοδος (Ordinary Monte Carlo (OMC)), ή αλλιώς «ανεξάρτητα και

πανομοιότυπα κατανεμημένη (independent and identically distributed (i.i.d.)) Monte Carlo» είναι

μία ξεχωριστή περίπτωση MCMC αλγορίθμου, στην οποία τα δείγματα X1, X2, ... είναι ανεξάρτητα

μεταξύ τους και πανομοιότυπα κατανεμημένα. Στην περίπτωση αυτή, η Μαρκοβιανή αλυσίδα είναι

στάσιμη και αντιστρέψιμη. ΄Εστω ότι ζητείται ο υπολογισμός του εκτιμητή:

µ = E{g(X)}, (3.11)

όπου g είναι μία πραγματική συνάρτηση στο χώρο των καταστάσεων και E συμβολίζει τον εκτιμητή

(estimator). Γίνεται η υπόθεση ότι η (3.11) δεν μπορεί να υπολογιστεί με κάποια αναλυτική μέθοδο.

΄Εστω επίσης ότι οι X1, X2, ... ακολουθούν ανεξάρτητη και πανομοιότυπη κατανομή, ίδια με του

X. Τότε θα ισχύει,

µ̂n =
1

n

n∑
i=1

g(Xi). (3.12)

Εάν τεθεί Yi = g(Xi), τότε το Yi αποκτά κατανομή με μέσο µ και διακύμανση:

σ2 = var{g(x)}, (3.13)

µ̂n είναι ο δειγματικός μέσος του Yi και σύμφωνα με το κεντρικό οριακό θεώρημα (Central Limit

Theory (CLT)) προκύπτει ότι:

µ̂n ∼ N

(
µ,
σ2

n

)
(3.14)

σ̂2
n =

1

n

n∑
i=1

(
g(Xi)− µ̂n

)2
. (3.15)

Σύμφωνα με το κεντρικό οριακό θεώρημα, αν υποθέσουμε τυχαία δείγματα {X1, ..., Xn} μεγέθους

n, τα οποία είναι ανεξάρτητες και πανομοιότυπα κατανεμημένες μεταβλητές και ακολουθούν μία

οποιαδήποτε κατανομή με μέσο µ, διακύμανση σ2
και X δειγματικό μέσο, τότε η κατανομή του:

Z =
X − µ
σ/
√
n

(3.16)



3.4. Αλγόριθμοι MCMC 29

προσεγγίζει την τυποποιημένη κανονική κατανομή όσο το n αυξάνεται (n→∞). Μία απλούστερη

ανάγνωση του κεντρικού οριακού θεωρήματος είναι η εξής: έχοντας άθροιση μεγάλου πλήθους

ανεξάρτητων τυχαίων μεταβλητών, το κανονικοποιημένο άθροισμά τους τείνει να ακολουθεί κα-

νονική κατανομή, ακόμη και αν οι αρχικές μεταβλητές δεν ακολουθούν κανονική κατανομή. Με

αυτή τη μεθοδολογία, κάνοντας τυχαία δειγματοληψία μεγάλου αριθμού δειγμάτων είναι εφικτό να

προσεγγιστεί ο επιθυμητός εκτιμητής μίας παραμέτρου [36].

3.4.2 Αλγόριθμος Metropolis

Ως μηχανισμός ανανέωσης (update mechanism) χαρακτηρίζεται ένας κώδικας ο οποίος πραγμα-

τοποιεί ψευδοτυχαίες αλλαγές για να τροποποιήσει την κατάστασή του. Η κατασκευή των Μαρ-

κοβιανών αλυσίδων με σκοπό τη δειγματοληψία από κατανομές βασίζεται στη δημιουργία τέτοιων

μηχανισμών ανανέωσης, οι οποίοι διατηρούν το είδος της κατανομής πριν και μετά την επιβολή της

ανανέωσης.

Ο αλγόριθμοςMetropolis αποτελεί προσαρμογή της διαδικασίας τυχαίου περιπάτου (random walk)

σε συνδυασμό με έναν κανόνα αποδοχής/απόρριψης για σύγκλιση στην επιθυμητή κατανομή. Τα

βήματα του αλγορίθμου είναι τα ακόλουθα:

1. Στο πρώτο στάδιο του αλγορίθμου επιλέγεται ένα αρχικό σημείο θ0
από μία αρχική κατανομή

P0(θ), για το οποίο P (θ0|y) > 0, .

2. Για t = 1, 2, ... :

(αʹ) Γίνεται δειγματοληψία ενός προτεινόμενου θ∗ από μία προτεινόμενη κατανομή σε χρόνο

t, έστω Jt(θ
∗|θt−1). Πρέπει να σημειωθεί ότι η προτεινόμενη κατανομή πρέπει να είναι

συμμετρική, δηλαδή να ισχύει Jt(θα|θb) = Jt(θb|θα), για όλα τα θα, θb και t.

(βʹ) Υπολογισμός του λόγου πυκνοτήτων:

r =
P (θ∗|y)

P (θt−1|y)
. (3.17)

(γʹ) Τίθεται:

θt =

 θ∗ με πιθανότητα min(r, 1)

θt−1
σε οποιαδήποτε άλλη περίπτωση.

(3.18)
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Αν η νέα τιμή θ∗ οδηγεί σε εκ των υστέρων κατανομή μεγαλύτερης πιθανότητας σε σχέση με την

αρχική θt−1
, δηλαδή ισχύει ότι r > 1, τότε θt = θ∗. Στην αντίθετη περίπτωση που η νέα εκ των

υστέρων κατανομή έχει μικρότερη πιθανότητα, δηλαδή r < 1, η πιθανότητα να τεθεί θt = θ∗ είναι

ίση με τον λόγο r των εκ των υστέρων κατανομών. Αν δεν λάβει τη νέα τιμή, τότε θt = θt−1
.

Δεδομένης της ισχύουσας τιμής θt−1
, η κατανομή μεταφοράς Tt(θ

t|θt−1) της Μαρκοβιανής αλυσίδας

είναι ένα μείγμα σημειακής μάζας στο θt = θt−1
και μιας ζυγισμένης εκδοχής της προτεινόμενης

κατανομής, Jt(θ
t|θt−1), η οποία προσαρμόζεται για το λόγο αποδοχής r.

Ο αλγόριθμος πρέπει να έχει τη δυνατότητα να υπολογίζει τον λόγο r της σχέσης (3.17) για όλα

τα (θ, θ∗) αλλά και να εκτελεί τη δειγματοληψία των θ από την προτεινόμενη κατανομή Jt(θ
∗|θ), για

όλα τα θ και t. Επιπλέον, στο βήμα (γ΄) του αλγορίθμου, απαιτείται η χρήση γεννήτριας τυχαίων

αριθμών για τον υπολογισμό της πιθανότητας θt = θ∗. Τέλος, οι επαναλήψεις λογίζονται ακόμα

και όταν το σύστημα δεν μεταβαίνει στη νέα κατάσταση, δηλαδή θt = θt−1
[34].

3.4.3 Αλγόριθμος Metropolis-Hastings

Ο αλγόριθμοςMetropolis, που αναφέρθηκε προηγουμένως, αποτελεί ειδική περίπτωση τουMetropolis-

Hastings. Μία σημαντική διαφορά έγκειται στο ότι η προτεινόμενη κατανομή Jt δεν απαιτείται να

είναι συμμετρική, δηλαδή δεν ισχύει απαραίτητα Jt(θα|θb) = Jt(θb|θα). Η δεύτερη διαφορά μεταξύ

των δύο αλγορίθμων, η οποία αναιρεί και την ανάγκη ύπαρξης συμμετρίας, είναι ότι πλέον ο λόγος

των πυκνοτήτων r ορίζεται ως εξής:

r =
P (θ∗|y)/Jt(θ

∗|θt−1)

P (θt−1|y)/Jt(θt−1|θ∗)
(3.19)

Ο κανόνας αποδοχής/απόρριψης στον Metropolis-Hastings ακολουθεί την ίδια λογική με τον αλ-

γόριθμο Metropolis, δηλαδή ισχύει η σχέση (3.18). Στον αλγόριθμο Metropolis-Hastings ο κα-

νόνας μετάβασης βασίζεται στη δειγματοληψία του θ∗ από την κατανομή στόχο, έτσι ώστε να

ισχύει J(θ∗|θ) ≡ P (θ∗|y) για κάθε θ. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα ο λόγος r της σχέσης (3.19)

να είναι πάντα ίσος με 1, ενώ τα θt είναι μία ακολουθία ανεξάρτητων δειγματοληψιών από την εκ

των υστέρων κατανομή P (θ|y). Γενικότερα, μία καλή κατανομή πρότασης θεωρείται ότι έχει τα

παρακάτω χαρακτηριστικά:

• Για κάθε θ, να είναι εύκολη η δειγματοληψία από την J(θ∗|θ).
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• Να είναι εύκολος ο υπολογισμός του λόγου r.

• Το μέγεθος μεταβολής από την προηγούμενη στη νέα πρόταση κατανομής να είναι σε ανα-

λογία με την τάξη μεγέθους των παραμέτρων, αλλιώς ο ο αλγόριθμος προχωράει με πολύ

αργό ρυθμό αν οι αλλαγές είναι και αυτές πολύ μικρές.

• Το μεγαλύτερο πλήθος των μεταβολών να μην απορρίπτεται από τον κανόνα αποδοχής/απόρριψης,

καθώς έτσι ο αλγόριθμος μένει στάσιμος και σπαταλάει υπολογιστικό χρόνο [34].

3.4.4 Δειγματολήπτης Gibbs

Ο αλγόριθμος Gibbs αποτελεί μία από τις μεθόδους MCMC η οποία χρησιμοποιείται ευρέως σε

πολυδιάστατα προβλήματα. Ας υποτεθεί ότι το παραμετρικό διάνυσμα θ απαρτίζεται από d τμήματα

ή υποδιανύσματα, θ = (θ1, ..., θd). Σε κάθε επανάληψη, ο δειγματολήπτης Gibbs εφαρμόζεται σε

καθένα από τα υποδιανύσματα του θ διαδοχικά, λαμβάνοντας για καθένα από αυτά μία τιμή για

το συγκεκριμένη υποδιάνυσμα, η οποία είναι δεσμευμένη όλων των άλλων. Συνεπώς, σε κάθε

επανάληψη t του αλγορίθμου πραγματοποιούνται d βήματα, όσα και η διάσταση του θ. Σε κάθε

επανάληψη t, μία διάταξη των d υποδιανυσμάτων του θ επιλέγεται και στη συνέχεια κάθε θtj λαμβάνει

τιμές από την δεσμευμένη πιθανότητα δεδομένων των υπολοίπων στοιχείων του διανύσματος θ,

δηλαδή η δεσμευμένη κατανομή είναι της μορφής:

P (θj|θt−1
−j , y), (3.20)

όπου θt−1
−j όλα τα στοιχεία του θ, εκτός από το θj, με τις τιμές που έχουν τη στιγμή της δειγμα-

τοληψίας του θj, δηλαδή:

θt−1
−j = (θt1, ..., θ

t
j−1, θ

t−1
j+1, ..., θ

t−1
d ). (3.21)

Η σχέση (3.21) υποδηλώνει ότι η ανανέωση κάθε υποδιανύσματος θj γίνεται με βάση τις πιο

πρόσφατες τιμές των υπόλοιπων στοιχείων του θ, δηλαδή τα υποδιανύσματα έως και το θj έχουν

την τιμή που έλαβαν στην t επανάληψη (την τρέχουσα δηλαδή), ενώ τα υποδιανύσματα μετά το θj

έχουν την τιμή που έλαβαν στην t− 1 επανάληψη, δηλαδή την αμέσως προηγούμενη, καθώς αυτά

δεν έχουν ανανεωθεί ακόμη.
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3.4.5 Σύγκλιση και Συσχέτιση αλγορίθμων MCMC

Οι επαναληπτικές μέθοδοι που αναπτύχθηκαν έχουν δύο σημεία στα οποία πρέπει να δοθεί αρκετή

σημασία. Αρχικά, όταν εφαρμόζονται αυτοί οι αλγόριθμοι πρέπει να διασφαλίζεται ότι ο αριθμός

των επαναλήψεων είναι αρκετά μεγάλος ώστε το αποτέλεσμα να είναι αντιπροσωπευτικό της κα-

τανομής που έχει τεθεί ως στόχος. Ακόμη και στην περίπτωση που στις αρχικές επαναλήψεις

παρατηρείται ότι ο αλγόριθμος έχει πετύχει φαινομενική σύγκλιση, αυτό αναπαριστά την αρχική

κατανομή που έχει δοθεί και όχι την κατανομή στόχο. Αυτό το πρόβλημα αντιμετωπίζεται με την

απόρριψη ενός μεγάλου αριθμού επαναλήψεων από την έναρξη κάθε Μαρκοβιανής αλυσίδας. Το

σύνολο των επαναλήψεων που απορρίπτονται αναφέρονται συχνά ως «προθέρμανση (warm up)» .

Συγκεκριμένα, μία συντηρητική και ασφαλής προσέγγιση είναι να απορρίπτεται το πρώτο μισό των

επαναλήψεων και τα συμπεράσματα να βασίζονται αποκλειστικά στο δεύτερο μισό.

Το δεύτερο σημείο στο οποίο πρέπει να δοθεί σημασία είναι η ύπαρξη συσχετισμού μεταξύ των

δειγματοληψιών που πραγματοποιούνται με το πέρασμα των επαναλήψεων. Πιο συγκεκριμένα, ένα

συχνό φαινόμενο είναι η τιμή της κάθε δειγματοληψίας να εξαρτάται όχι μόνο αποκλειστικά από

την αμέσως προηγούμενη δειγματοληψία, αλλά να επηρεάζεται και από ένα σύνολο προηγούμενων

τιμών, παραβιάζοντας έτσι τη Μαρκοβιανή ιδιότητα. Η ύπαρξη συσχετισμού οδηγεί σε λιγότερο

ασφαλή συμπεράσματα σε σχέση με μία όμοια διαδικασία, η οποία πραγματοποιεί ακριβώς ίδιο

αριθμό επαναλήψεων και δεν εμφανίζει συσχετισμένες δειγματοληψίες.

΄Ενας αποτελεσματικός τρόπος παρακολούθησης και αντιμετώπισης των δυο προβλημάτων είναι να

πραγματοποιείται η επαναληπτική διαδικασία σε πολλαπλές διαφορετικές Μαρκοβιανές αλυσίδες,

όπου η καθεμία λαμβάνει αρχικές τιμές για τις παραμέτρους από διαφορετικά σημεία του παραμε-

τρικού χώρου. Δεύτερον, η αξιολόγηση της σύγκλισης μπορεί να γίνει με άμεση σύγκριση της

διακύμανσης εντός κάθε αλυσίδας (within variance) και της διασποράς μεταξύ των αλυσίδων (be-

tween variance) για όλα τα στοιχεία ενδιαφέροντος, ούτως ώστε η διακύμανση εντός της αλυσίδας

να είναι σχεδόν ίδια με τη διακύμανση μεταξύ των αλυσίδων. Σωστή προσέγγιση της κατανομής

στόχου πραγματοποιείται μόνο όταν η κατανομή κάθε Μαρκοβιανής αλυσίδας βρίσκεται κοντά με

την κατανομή που σχηματίζεται από το συνδυασμό των τεσσάρων αλυσίδων. Τέλος, εάν παρατη-

ρείται ότι ο αλγόριθμος απαιτεί μεγάλο υπολογιστικό χρόνο για τη σύγκλιση και τον προσδιορισμό

των παραμέτρων που ζητούνται, είναι πιθανό να απαιτούνται αλλαγές στον αλγόριθμο, προκειμένου

να είναι αποτελεσματικότερος [34].
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3.5 Εκ των προτέρων κατανομές

Η επιλογή του είδους των εκ των προτέρων κατανομών είναι ένα ζήτημα υψηλής σημασίας στα

Μπεϋζιανά μοντέλα, καθώς επηρεάζουν τα παραγόμενα αποτελέσματα. Η επιλογή αυτή βασίζεται

στην εκτίμηση του ερευνητή σχετικά με τη κατανομή που θα μπορούσε να περιγράφει καλύτερα τις

παραμέτρους του μοντέλου. Για παράδειγμα, έστω η περίπτωση που χρειαζόταν να προταθεί μία

εκ των προτέρων κατανομή που περιγράφει επαρκώς τη μάζα σώματος σε έναν πληθυσμό. Επειδή

η μάζα ενός πληθυσμού συνήθως ακολουθεί κανονική κατανομή, τότε και η επιλογή για την εκ

των προτέρων κατανομή θα είναι ανάλογη. Επιπλέον, μία ακόμη απόφαση που πρέπει να ληφθεί

κατά τη δημιουργία εκ των προτέρων κατανομών είναι ο τρόπος που θα δομηθεί σε σχέση με την

υποκειμενική γνώση που υπάρχει και πως αυτή θα ενσωματωθεί στην κατανομή. Με βάση αυτό

το κριτήριο υπάρχουν κατανομές με ισχυρή πληροφορία, με ασθενή πληροφορία και κατανομές που

δεν φέρουν καμία πληροφορία.

3.5.1 Εκ των προτέρων κατανομές με πληροφορία

Οι εκ των υστέρων κατανομές με πληροφορία (informative prior distributions) είναι κατανομές

στις οποίες ενσωματώνεται οποιαδήποτε διαθέσιμη γνώση αλλά και αβεβαιότητα για τις τιμές που θα

μπορούσαν να λάβουν οι παράμετροι θ. Τυπικά, η εκ των προτέρων κατανομή οφείλει να καλύπτει

όλες τις πιθανές τιμές που μπορεί να λάβουν οι παράμετροι θ, χωρίς να είναι απαραίτητο να είναι

συγκεντρωμένη σε κάποια ρεαλιστική τιμή, καθώς η πληροφορία που περιέχεται στα δεδομένα για

το θ μπορεί να επαναπροσδιορίσει την εκ των προτέρων κατανομή [34]. Στο στάδιο επιλογής εκ των

προτέρων κατανομών συχνά χρησιμοποιούνται συζυγείς κλάσεις κατανομών, δηλαδή οικογένειες

εκ των προτέρων κατανομών, οι οποίες συνδυαζόμενες με μία κατανομή δεδομένων, δίνουν εκ των

υστέρων κατανομές, οι οποίες ανήκουν στην ίδια κλάση. Αναλυτικότερα, αν F είναι μία κλάση

κατανομών δειγματοληψίας της P (y|θ) και P μία κλάση εκ των προτέρων κατανομών για το θ,

τότε η κλάση P είναι συζυγής (conjugate) της F εάν

P (θ|y) ∈ P ∀ P (·|θ) ∈ F και P (·) ∈ P . (3.22)

Η κανονική κατανομή (normal distribution) είναι θεμελιώδους σημασίας για τη στατιστική μοντε-

λοποίηση. Συγκεκριμένα, με το θεώρημα κεντρικού ορίου εντατικοποιείται η χρήση της κανονικής
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κατανομής για την περιγραφή της πιθανοφάνειας. ΄Εστω ότι ζητείται ο υπολογισμός της πιθανο-

φάνειας μίας μόνο μέτρησης (δηλαδή ενός σημείου), δεδομένης μίας κανονικής κατανομής με μέσο

θ και διακύμανση σ2
. Τότε, η πιθανοφάνεια δίνεται από την συνάρτηση πυκνότητας πιθανότητας

για την κανονική κατανομή [34], δηλαδή:

P (y|θ) =
1

σ
√

2π
· e−

1
2σ2

(y−θ)2 . (3.23)

Η πιθανοφάνεια (3.23), που είναι μία συνάρτηση ως προς θ, εκφράζεται ουσιαστικά μέσω μίας

εκθετικής σχέσης του τετραγώνου του θ. Η γενικότερη κλάση αυτών των συζυγών εκ των

προτέρων κατανομών είναι της μορφής:

P (θ) = eAθ
2+Bθ+C , (3.24)

παραμετροποίηση της οποίας μας δίνει τη σχέση:

P (θ) ∝ exp
(
− 1

2τ 2
0

(θ − µ0)2
)

(3.25)

όπου θ ∼ N(µ0, τ
2
0 ), με υπερπαραμέτρους µ0 και τ

2
0 . Η συζυγής εκ των προτέρων πυκνότητα

υποδηλώνει ότι και η εκ των υστέρων κατανομή θα είναι εκθετικής και τετραγωνικής μορφής ως

προς θ. Με συνδυασμός των σχέσεων 3.4, 3.23 και 3.25, καταλήγουμε στη σχέση:

P (θ|y) ∝ exp

(
− 1

2

(
(y − θ)2

σ2
+

(θ − µ0)2

τ 2
0

))
. (3.26)

Κάνοντας αλγεβρικές πράξεις στην εξίσωση (3.26), η εκ των υστέρων κατανομή αποκτά την τελική

τη μορφή:

P (θ|y) ∝ exp

(
− 1

2τ 2
1

(θ − µ1)2

)
, (3.27)

όπου θ|y ∼ N(µ1, τ
2
1 ) και τα µ1, τ1 δίνονται από τις σχέσεις:

µ1 =

1
τ20
µ0 + 1

σ2y

1
τ20

+ 1
σ2

1

τ 2
1

=
1

τ 2
0

+
1

σ2
.

(3.28)

Παρόλα αυτά, τα περισσότερα στατιστικά μοντέλα βασίζονται στη χρήση δεδομένων μεγαλύτερου

πλήθους και όχι ενός σημείου. ΄Εστω, λοιπόν ότι ένα μοντέλο βασίζεται πάνω σε ανεξάρτητες και
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πανομοιότυπες κατανεμημένες παρατηρήσεις y = (y1, ..., yn). Χρησιμοποιώντας την ίδια λογική,

προκύπτει ότι η εκ των υστέρων κατανομή είναι:

P (θ|y) ∝ P (θ)P (y|θ)

= P (θ)
n∏
i=1

P (yi|θ)

∝ exp

(
− 1

2τ 2
0

(θ − µ0)

) n∏
i=1

exp

(
− 1

2σ2
(yi − θ)2

)
∝ exp

(
− 1

2

(
1

τ0

(θ − µ0)2 +
1

σ2

n∑
i=1

(yi − θ)2

))
.

(3.29)

Με απλοποίηση της σχέσης (3.29) προκύπτει ότι η εκ των υστέρων κατανομή εξαρτάται από τα

δεδομένα y μέσω του μέσου όρου των δειγμάτων, y = 1
n

∑
i yi. Επομένως, δεδομένου ότι η

πιθανοφάνεια ακολουθεί κανονική κατανομή, δηλαδή y|θ ∼ N(θ, σ2/n), και αντιμετωπίζοντας το

μέσο όρο y ως βαθμωτό μέγεθος, μπορεί να πραγματοποιηθεί αλγεβρική επεξεραγασία όμοια με

της σχέσης (3.27) και να εξαχθεί η σχέση:

P (θ|y1, ..., y + n) = P (θ|y) ∼ N(θ|µn, τ 2
n), (3.30)

όπου τα µnn και τn δίνονται από τις σχέσεις [34]:

µn =

1
τ20
µ0 + n

σ2y

1
τ20

+ n
σ2

1

τ 2
n

=
1

τ 2
0

+
n

σ2
.

(3.31)

Αξίζει να σημειωθεί ότι ο αντίστροφος της διακύμανσης συχνά ονομάζεται ακρίβεια (precision).

Μάλιστα, σύμφωνα με τη σχέση (3.31), η ακρίβεια της εκ των υστέρων κατανομής ισούται με το

άθροισμα της ακρίβειας της εκ των προτέρων κατανομής με την ακρίβεια των δεδομένων πολλα-

πλασιασμένη με το πλήθος των δεδομένων. ΄Ετσι, χρησιμοποιώντας την ιδιότητα της συζυγίας

και με την κατάλληλη χρήση πιθανοφάνειας και εκ των προτέρων κατανομής, μπορεί να εξαχθεί η

μορφή της εκ των υστέρων κατανομής.
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3.5.2 Εκ των προτέρων κατανομές χωρίς πληροφορία

Ως εκ των προτέρων κατανομές χωρίς πληροφορία (noninformative prior distributions) ονομάζο-

νται κατανομές οι οποίες δεν ενσωματώνουν καμία γνώση για τις παραμέτρους που περιγράφουν

και σκοπός τους είναι να επηρεάσουν στον ελάχιστο δυνατό βαθμό τη μορφή της εκ των υστέρων

κατανομές. Συνεπώς, οι εκ των υστέρων κατανομές ανανεώνονται σε κάθε επανάληψη ενός αλγο-

ρίθμου αποκλειστικά από τα δεδομένα.

΄Εστω το πρόβλημα υπολογισμού της εκ των υστέρων κατανομής του θ από n δεδομένα y που ανα-

πτύχθηκε στην ενότητα 3.5.1, όπου η παράμετρος θ ακολουθεί κανονική κατανομή, θ ∼ N(µ0, τ
2
0 ).

Τότε, αν η ακρίβεια της εκ των προτέρων κατανομής, 1/τ 2
0 , είναι πολύ μικρή σε σχέση με την α-

κρίβεια των δεδομένων, n/σ2
, δηλαδή ισχύει τ 2

0 →∞, η εκ των υστέρων κατανομή θα προσεγγίζει

κατανομή κανονικής μορφής:

P (θ|y) ∼ N(θ|y, σ2/n). (3.32)

Η χρήση εκ των προτέρων κατανομών οι οποίες δεν φέρουν καμία πληροφορία σε στατιστικά

μοντέλα παρουσιάζουν αρκετές δυσκολίες κατά την μοντελοποίηση. Αρχικά, η αναζήτηση κα-

τάλληλης κατανομής η οποία να είναι αόριστη, ώστε να μην ενσωματώνει πληροφορία είναι αρκετά

δύσκολη. Μάλιστα, η επιλογή ενός τύπου επίπεδης κατανομής (flat distribution) με συγκεκριμένο

εύρος για όλες τις παραμέτρους οδηγεί συχνά σε λανθασμένα συμπεράσματα. Ακόμα, η επιλογή

ενός τύπου κατανομής μπορεί να μην είναι επαρκής σε πολλά προβλήματα. Για παράδειγμα, η χρήση

επίπεδης κανονικής κατανομής χωρίς πληροφορία είναι πιθανό να μην προσεγγίζει την κατανομή

όλων των μεγεθών που παραμετροποιούνται και κάποια από αυτά να χρειάζονται άλλη κατανομή

(π.χ. κανονική κατανομή). Παρόλα αυτά, η χρήση εκ των προτέρων κατανομών χωρίς πληροφορία

εφαρμόζεται συχνά όταν δεν υπάρχει ανάγκη ποσοτικοποίησης της εκ των προτέρων γνώσης για

μία παράμετρο [34].

3.5.3 Εκ των προτέρων κατανομές με ασθενή πληροφορία

Πάνω στην ίδια λογική με τις εκ των προτέρων κατανομές χωρίς πληροφορία βασίζεται και η

χρήση εκ των προτέρων κατανομών με ασθενή πληροφορία (weakly informative piors). Αυτού

του είδους οι κατανομές χρησιμοποιούνται όταν επιθυμείται να δοθούν κάποια όρια στην εκ των

υστέρων κατανομή, πάλι όμως χωρίς να ενσωματώνει λεπτομερή γνώση για τις προσδιοριζόμενες
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παραμέτρους. Ως ασθενής εκ των υστέρων κατανομή χαρακτηρίζεται μία κατανομή της οποίας το

ολοκλήρωμα ισούται με τη μονάδα αλλά η πληροφορία που ενσωματώνει είναι εσκεμμένα λιγότερη

από τη διαθέσιμη που θα μπορούσε να ενσωματωθεί σε μία εκ των προτέρων κατανομή.

Οι λόγοι για τους οποίους χρησιμοποιούνται ασθενείς εκ των υστέρων κατανομές ποικίλουν. ΄Ενας

από αυτούς είναι η δυσκολία που εμφανίζει η διαδικασία αποτύπωσης όλης της διαθέσιμης γνώσης

για τη μελετώμενη παράμετρο εντός ενός στατιστικού μοντέλου, δηλαδή με τη μορφή κατανομής.

Επιπλέον, η χρήση ασθενών κατανομών πολύ συχνά στοχεύει στην απλοποίηση των μαθηματικών

υπολογισμών. Ακόμη, αυτού του είδους οι κατανομές είναι αρκετά χρήσιμες όταν η γνώση που

υπάρχει για τις παραμέτρους δεν προέρχεται από επιβεβαιωμένες πηγές ή υπάρχει μεγάλη αβεβαι-

ότητα. Σε αυτή την περίπτωση χρησιμοποιούνται ασθενείς εκ των προτέρων κατανομές, γιατί μία

εκ των προτέρων κατανομή με ισχυρή πληροφορία (υψηλή ακρίβεια) θα οδηγούσε σε λάθος σημείο

την εκ των υστέρων κατανομή.

3.6 Ανάλυση Ευαισθησίας

Σε μεγάλα και πολύπλοκα μοντέλα συχνά δεν είναι ξεκάθαρο ποιές από τις παραμέτρους επηρε-

άζουν εντονότερα την κατάσταση του συστήματος. Τα φαρμακοκινητικά μοντέλα κατασκευάζονται

με σκοπό την περιγραφή της λειτουργίας ενός οργανισμού για τον μεταβολισμό μίας ουσίας την

οποία δέχεται, χρησιμοποιώντας πολλαπλές διαφορικές εξισώσεις, όπου κάθε μία από αυτές δύνα-

ται να ενσωματώνει πληθώρα παραμέτρων που περιγράφουν τη φυσιολογία του οργανισμού και τις

βιολογικές διεργασίες ADME. Ωστόσο, πολλές φορές η πολυπλοκότητα των διεργασιών οδηγεί

στη χρήση μεγαλύτερου όγκου παραμέτρων από αυτές που είναι εφικτό να προσδιορισθούν και

δημιουργείται η ανάγκη να αποδοθούν σε ορισμένες παραμέτρους σταθερές τιμές (fixed values)

και να προσδιορισθούν μέσω των διαθέσιμων πειραματικών δεδομένων μονάχα οι σημαντικότερες.

Τότε, για να αποφευχθούν προβλήματα ταυτοποιησιμότητας (identifiability) [37], η κατάταξη βάση

σημαντικότητας βοηθά στο να επιλεχθεί ένα υποσύνολο παραμέτρων για εκτίμηση της τιμής τους.

Αυτό το κενό καλύπτει η ανάλυσης ευαισθησίας (Sensitivity Analysis (SA)),η οποία θα μπορούσε

να οριστεί ως η μελέτη του τρόπου κατανομής της αβεβαιότητας στην έξοδο ενός μοντέλου στις

διάφορες πηγές αβεβαιότητας του μοντέλου αυτού [38].

Η ανάγκη για ερμηνεία και αιτιολόγηση της αβεβαιότητας αυτής έχει οδηγήσεις στην ανάπτυξη

ποικίλων μεθόδων ανάλυσης ευαισθησίας. Οι μέθοδοι, ανάλογα με το σκοπό που εξυπηρετούν,
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χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, στις μεθόδους τοπικής ευαισθησίας (Local Sensitivity (LS)) και

στις μεθόδους ολικής ευαισθησίας (Global Sensitivity (GS)). Η θεμελιώδης διαφορά των δύο προ-

σεγγίσεων ανάλυσης ευαισθησίας αφορούν τον τρόπο εξερεύνησης του παραμετρικού χώρου του

μοντέλου. Συγκεκριμένα, η τοπική ανάλυση ευαισθησίας βασίζεται στον υπολογισμό της επίδρα-

σης πάνω στην έξοδο του μοντέλου που έχουν μικρές μεταβολές των τιμών των παραμέτρων όταν

αυτές πραγματοποιούνται μία τη φορά, δηλαδή η κάθε παράμετρος έχει μία συγκεκριμένη τιμή και

υπολογίζεται μέσω παραγώγων η επίδραση που θα επιφέρει μία ποσοστιαία μεταβολή της τιμής

αυτής στην έξοδο του μοντέλου. Αντίθετα, οι μέθοδοι ολικής ανάλυσης ευαισθησίας εστιάζουν

στην εξερεύνηση ολόκληρου του εύρους των παραμέτρων, δηλαδή των κατανομών που ακολου-

θούν. Κάθε μία από τις προσεγγίσεις εμφανίζει σημαντικά πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα, με

την τοπική ανάλυση ευαισθησίας να αποτελεί πιο προσιτή μέθοδο για την πραγματοποίηση ενός

προκαταρκτικού ελέγχου σημαντικότητας των παραμέτρων λόγω του σχετικά χαμηλού υπολογι-

στικού της κόστους, ενώ η ολική ανάλυση, αν και αποτελεί αρκετά πολυπλοκότερη προσέγγιση

με αρκετά μεγαλύτερο υπολογιστικό κόστος, προσφέρει πληρέστερη ανάλυση των παραμέτρων

σχετικά με το πως επηρεάζει την έξοδο του μοντέλου κάθε παράμετρος, τόσο ξεχωριστά όσο

και οι αλληλεπιδράσεις που εμφανίζουν μεταξύ τους. Επομένως, οι βασικοί στόχοι της ανάλυσης

ευαισθησίας συνοψίζονται ως εξής [39]:

• ο προσδιορισμός και κατάταξη των πιο σημαντικών παραμέτρων,

• ο προσδιορισμός των λιγότερο σημαντικών παραμέτρων ώστε να τους αποδοθεί μία σταθερή

τιμή,

• και η αντιστοίχηση της συμπεριφοράς της εξόδου του μοντέλου προς ανάλυση με τις παρα-

μέτρους, εστιάζοντας σε ένα συγκεκριμένο εύρος πιθανών τιμών που μπορούν να λάβουν.

3.6.1 Τοπική Ανάλυση Ευαισθησίας

Η ανάλυση τοπικής ευαισθησίας αποτελεί σημαντικό εργαλείο για την κατάταξη των παραμέτρων

ενός μοντέλου, ανάλογα με τον τρόπο που επηρεάζουν το σύστημα. Εμβαθύνοντας, η τοπική

ανάλυση ευαισθησίας εξετάζει πώς μία μικρή διαταραχή σε ένα παραμετρικό χώρο, έστω x0 =

(x0
1, ..., x

0
p), επηρεάζει την τιμή του y = φ(x0), σύμφωνα με τη σχέση:

Ai =
∂y

∂xi
· (x0

1, ..., x
0
p), (3.33)
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όπου Ai εκφράζει το αποτέλεσμα που είχε η μεταβολή της x
0
i στο y [40].

Η πιο τετριμμένη και απλοϊκή μέθοδος τοπικής ανάλυσης ευαισθησίας είναι η μέθοδος εξέτασης

μίας παραμέτρου κάθε φορά. Η μέθοδος αυτή συχνά καλείται και ως “one-at-a-time” και κάνει

χρήση του Δείκτη Ευαισθησίας (Sensitivity Index - (SI)), ο οποίος ισούται με:

SI =

(
∂yi
∂xi

)/
yi,

∂yi
∂xi

=
y(xi + ∆xi)− y(xi)

xi ·∆xi

(3.34)

όπου∆xi η διαταραχή που επιβάλλεται στην παράμετρο xi. Στη συνέχεια, για να είναι πιο ξεκάθαρα

τα αποτελέσματα της ανάλυσης, συνήθως εφαρμόζεται μία κανονικοποίηση των δεικτών SI ανά

εξαρτημένη μεταβλητή yi και ανά παράμετρο xi [41].

3.6.2 Ολική Ανάλυση Ευαισθησίας

Η ολική ανάλυση ευαισθησίας επιτρέπει την αναγνώριση εκείνων των παραμέτρων που έχουν ση-

μαντικότερη επίδραση στην έξοδο ενός μοντέλου, εξερευνώντας ολόκληρο τον παραμετρικό χώρο,

δηλαδή μεταβάλλοντας ταυτόχρονα όλες τις παραμέτρους, κάτι που επιτρέπει την ποσοτικοποίηση

της επίδρασης που έχει κάθε μία παράμετρος ξεχωριστά στην έξοδο του μοντέλου αλλά και της

επίδρασης που έχουν οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ δύο ή περισσότερων παραμέτρων [42, 43]. Με

μία απλή αναζήτηση στην παγκόσμια βιβλιογραφία μπορεί να έρθει κανείς σε επαφή με πληθώρα

διαφορετικών μεθόδων προσέγγισης της ολικής ανάλυσης ευαισθησίας, με τις σημαντικότερες αυ-

τών να είναι η κατάταξη της επιρροής των παραμέτρων του μοντέλου με τη χρήση της μεθόδου

Morris, οι μέθοδοι που βασίζονται στον υπολογισμό της διακύμανσης της εξόδου των μοντέλων

(variance based) όπως η μέθοδος Sobol και η eFast (extended Fourier Amplitude Sensitivity

Test), η Partial Rank Correlation Coefficients (PRCC) και άλλες [44, 45, 46, 47]. Στο πλαίσιο

της παρούσας διπλωματικής εργασίας η μελέτη εστιάστηκε στις μεθόδους Morris και Sobol, οι

οποίες παρουσιάζονται αναλυτικά στη συνέχεια.

3.6.2.1 Μέθοδος Morris

Η μέθοδος Morris αποτελεί μία από τις πιο εύκολα εφαρμόσιμες μεθόδους ολικής ανάλυσης ευαι-

σθησίας εξαιτίας του μικρού αριθμού υπολογισμών που απαιτεί σε σχέση με τις υπόλοιπες [39]. Η
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συγκεκριμένη μέθοδος στοχεύει στον υπολογισμό των Στοιχειωδών Επιδράσεων (Elementary Ef-

fects (EE)) και επιτρέπει την κατηγοριοποίηση των παραμέτρων σε τρεις ομάδες: σε παραμέτρους

που έχουν αμελητέα επίδραση στην έξοδο, σε παραμέτρους οι οποίες έχουν ισχυρή γραμμική ε-

πίδραση (linear effects) στην έξοδο και σε παραμέτρους που έχουν είτε ισχυρές μη γραμμικές

(non-linear) επιδράσεις, είτε επιδρούν σε συνδυασμό με άλλες παραμέτρους (interactions) στην

έξοδο του μοντέλου. Για κάθε παράμετρο που εξετάζεται, υπολογίζονται δύο δείκτες ευαισθησίας:

ο δείκτης µ, ο οποίος εκφράζει την συνολική επίδραση που έχει η συγκεκριμένη παράμετρος στην

έξοδο του μοντέλου και ο δείκτης σ, ο οποίος εκφράζει την επίδραση που έχει η παράμετρος

συνδυαστικά με τις υπόλοιπες παραμέτρους ή και τη μη γραμμική επίδραση της παραμέτρους στην

έξοδο. Τα πειράματα της μεθόδου βασίζονται στη λογική των OAT (one at a time) πειραμάτων,

δηλαδή σε κάθε επανάληψη λαμβάνεται τυχαία τιμή για μία μόνο παράμετρο. Αν κάθε παράμετρος

συμβολιστεί ως Xi, i = 1, ..., k, όπου k το πλήθος των παραμέτρων που εισάγονται στο μοντέλο,

τότε ορίζονται p δυνατά επίπεδα τιμών για κάθε μεταβλητή, οπότε δημιουργείται ένα πλέγμα k×p.

Μία συνήθης τακτική για δειγματοληψία τιμών για τις παραμέτρους είναι να θεωρείται ότι οι παράμε-

τροι ακολουθούν ομοιόμορφη κατανομή στο διάστημα [0,1] και στη συνέχεια με μετασχηματισμό

βρίσκονται οι ισοδύναμες τιμές από την επιθυμητή κατανομή. Η παραπάνω διαδικασία συναντάται

συχνά με τον όρο αντίστροφη δειγματοληψία (inverse sampling) και πρόκειται να περιγραφεί ανα-

λυτικά σε μετέπειτα κεφάλαιο. Συνεπώς, το εύρος τιμών Ω, από το οποίο λαμβάνονται τιμές για

τις παραμέτρους, έχει διάσταση k και είναι χωρισμένο σε p− 1 τμήματα.

Η τιμή EE για μία παράμετρο Xi που ανήκει στο παραμετρικό διάνυσμα X ορίζεται ως:

di(X) =

(
f(X1, . . . , Xi−1, Xi + ∆, Xi+1, . . . , Xk)− f(X)

∆

)
(3.35)

όπου ∆ λαμβάνει μία μοναδική τιμή για όλη την ανάλυση και η τιμή αυτή επιλέγεται από το διακριτό

σύνολο {1/(p− 1), 2/(p− 2), . . . , 1− 1/(p− 1)}, p ο αριθμός των επιπέδων (levels) στα οποία θα

χωριστεί η αρχική ομοιόμορφη κατανομή των παραμέτρων στο [0,1], X = (X1, X2, . . . , Xk) κάθε

επιλεγμένη τιμή από τον παραμετρικό χώρο Ω τέτοια, ώστε το μετασχηματισμένο παραμετρικό

διάνυσμα X + ei∆ να ανήκει κι αυτό στο Ω για κάθε i = 1, . . . , k, ενώ ei είναι ένα μηδενικό

διάνυσμα εκτός από το i-στό στοιχείο του που είναι ίσο με 1. Συνεπώς, η πεπερασμένη κατανομή

των ΕΕ της i-στής παραμέτρου υπολογίζεται ύστερα από τυχαίες δειγματοληψίες του X από το Ω

και συμβολίζεται με Fi, δηλαδή di(X) ∼ Fi [45]. Η επιλογή της τιμής του ∆ αποτελεί ελεύθερη
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επιλογή του μελετητή. Ωστόσο, οι Campolongo, Cariboni and Saltelli, 2007 [48] προτείνουν την

εξής στρατηγική προκειμένου να βελτιστοποιηθεί η εξερεύνηση του παραμετρικού χώρου. Αυτό

που προτείνουν (και υιοθετήθηκε και στην παρούσα εργασία) είναι ο αριθμός των επιπέδων p να

είναι ένας άρτιος αριθμός, έτσι ώστε το ∆ να λάβει την τιμή ∆ = p
2(p−1)

. Στο σημείο αυτό πρέπει

να γίνει σαφές ότι από τη στιγμή που επιλεχθεί τιμή για το ∆, αυτή παραμένει σταθερή καθ΄ όλη

τη διάρκεια της μεθόδου και δεν μεταβάλλεται.

Προκειμένου να γίνει περισσότερο κατανοητή η λογική της μεθόδου Morris, θα δοθεί ένα απλό

παράδειγμα ενός υποθετικού μοντέλου y = f(X), όπου X = (X1, X2), δηλαδή το μοντέλο απο-

τελείται από δύο παραμέτρους. Αν εφαρμοστεί η μέθοδος Morris στο μοντέλο y, επιλέγοντας ως

αριθμό επιπέδων τον αριθμό p = 4, τότε το σύνολο τιμών που προκύπτουν από την αρχική κατανο-

μή uniform(0, 1) των παραμέτρων είναι οι εξής: Ω = {0, 1/3, 2/3, 1}. Επίσης, εφόσον ορίστηκε

ζυγός αριθμός επιπέδων, η τιμή του ∆ μπορεί να ∆ = 1/3. Κατά το στάδιο έναρξης της μεθόδου,

κάθε μία από τις παραμέτρους X1 και X2 λαμβάνει με τυχαίο τρόπο μία τιμή από το σύνολο Ω.

΄Εστω λοιπόν ότι η παράμετρος X1 λαμβάνει την τιμή X1 = 1/3 και η παράμετρος X2 λαμβάνει

την τιμή X2 = 1. ΄Ετσι σχηματίζεται το πρώτο παραμετρικό σετ θ0 = (X1 = 1/3, X2 = 1).

Στη συνέχεια υπολογίζεται η τιμή του μοντέλου για το συγκεκριμένο παραμετρικό σετ, δηλαδή

y0 = f(θ0). Το επόμενη βήμα είναι να επιβληθεί η μεταβολή ∆ σε οποιαδήποτε από τις δύο διαθέσι-

μες παραμέτρους. Η επιλογή της παραμέτρου η οποία θα μεταβληθεί είναι εντελώς τυχαία. ΄Εστω

ότι μεταβάλλεται η παράμετρος X1 κατά ∆, δηλαδή X∗1 = X1+∆ = 2/3. Τότε, το νέο παραμετρικό

σετ που σχηματίζεται είναι το θ1 = (X∗1 = 2/3, X2 = 1), το οποίο δίνει ένα νέο y1 = f(θ1). Στο

επόμενο βήμα αναγκαστικά μεταβάλλεται η τιμή της παραμέτρου X2 κατά ∆, δηλαδή σχηματίζεται

το νέο παραμετρικό σετ θ2 = (X∗1 = 2/3, X∗2 = 2/3), το οποίο δίνει ένα νέο y2 = f(θ2). Στο

σημείο αυτό έχει ολοκληρωθεί η πρώτη τροχιά της μεθόδου (trajectory). Ωστόσο, η εφαρμογή της

μεθόδου Morris βασίζεται στην επανάληψη της παραπάνω διαδικασίας πολλές φορές, προκειμένου

οι παράμετροι να λάβουν όσο το δυνατόν περισσότερες τιμές από το σύνολο Ω, δηλαδή απαιτούνται

πολλαπλές τροχιές. ΄Οταν η πρώτη τροχιά ολοκληρωθεί, γίνεται εκκίνηση της δεύτερης τροχιάς,

με ανάθεση τιμών από το σύνολο Ω στις παραμέτρους, πάλι με τυχαίο τρόπο, υπό την προϋπόθεση

ότι δεν θα λάβουν την αρχική τιμή που είχαν στην προηγούμενη τροχιά, δηλαδή γίνεται εκκίνηση

από διαφορετικό σημείο για κάθε παράμετρο. Στη συνέχεια ακολουθεί η ίδια διαδικασία μεταβάλ-

λοντας μία παράμετρο κάθε φορά κατά ∆. Το πλήθος των τροχιών που θα πραγματοποιηθούν

εξαρτάται από το υπολογιστικό κόστος του μοντέλου. Ωστόσο, περισσότερες τροχιές και σχετικά

μεγάλος αριθμός p εξασφαλίζουν καλύτερη εξερεύνηση του παραμετρικού χώρου, επομένως και
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ποιοτικότερα αποτελέσματα.

Από την κατανομή Fi που σχηματίζουν οι ΕΕ της παραμέτρου Xi, προκύπτουν οι δύο δείκτες

ευαισθησίας, βάση των οποίων γίνεται η κατάταξη των παραμέτρων με σειρά σημαντικότητας. Αυτοί

οι δείκτες είναι ο αριθμητικός μέσος µ και η τυπική απόκλιση σ της κατανομής Fi. Στο σημείο

αυτό είναι σημαντικό να τονιστεί ότι οι ποσότητες µ και σ είναι αρκετές για να την αξιολόγηση των

παραμέτρων στην περίπτωση που η συνάρτηση του μοντέλου που εξετάζεται είναι μονότονη, δηλαδή

η μέθοδος Morris εφαρμόζεται για μοντέλα που είναι μονότονα. Αν η συγκεκριμένη συνθήκη δεν

ισχύει, τότε είναι αναμενόμενο ορισμένες από τις τιμές των ΕΕ να έχουν αρνητικό πρόσημο με

βάση την 3.35, με άμεσο αποτέλεσμα ο μέσος όρος µ των ΕΕ, ο οποίος εκφράζει την επίδραση κάθε

παραμέτρου στην έξοδο του μοντέλου, να αποκτά χαμηλή τιμή διότι προκύπτει από την άθροιση

θετικών και αρνητικών τιμών κι έτσι η αντίστοιχη παράμετρος θεωρείται εσφαλμένα μη σημαντική

σε σχέση με άλλες.

Παρόλα αυτά, η συνθήκη της μονοτονίας δεν είναι τόσο περιοριστική. Αυτό το εμπόδιο έχει

προσπελαστεί με τη χρήση ενός νέου όρου µ∗, ο οποίος είναι η εκτίμηση της μέσης τιμής των

απόλυτων τιμών των ΕΕ όταν αυτές ακολουθούν μία πεπερασμένη κατανομή Gi, δηλαδή |di(X)| ∼

Gi. Το μειονέκτημα της χρήσης του νέου όρου µ
∗
είναι ότι χάνεται η πληροφορία που εμπεριέχεται

στο πρόσημο των τιμών του όρου µ, δηλαδή τον αν η αντίστοιχη παράμετρος έχει θετική ή αρνητική

επίπτωση στην έξοδο του μοντέλου. Ωστόσο, αυτή η πληροφορία ανακτάται από την ταυτόχρονη

εξέταση των όρων µ και µ∗, κάτι το οποίο είναι εφικτό χωρίς να αυξάνεται το υπολογιστικό

κόστος της μεθόδου. Για παράδειγμα, αν για μία παράμετρο οι τιμές των µ και µ∗ είναι και οι δύο

υψηλές, τότε το πρόσημο των ΕΕ δεν μεταβάλλεται για την αντίστοιχη παράμετρο και η έξοδος

του μοντέλου εμφανίζει μονοτονία ως προς αυτή την παράμετρο. Αντίθετα, αν η τιμή του µ είναι

χαμηλή και η τιμή του µ∗ υψηλή, τότε αυτό δηλώνει ότι οι διάφορες τιμές των ΕΕ της παραμέτρου

εμφανίζουν αντίθετα πρόσημα, συνεπώς η έξοδος του μοντέλου δεν διατηρεί μονοτονία ως προς

την παράμετρο αυτή [48]. Στην περίπτωση εφαρμογής της μεθόδου σε φαρμακοκινητικά μοντέλα

και συγκεκριμένα σε PBPK, η χρήση του όρου µ∗ αποτελεί απαραίτητα προϋπόθεσή για την

αξιολόγηση των παραμέτρων [49].

Τέλος, η εφαρμογή της μεθόδου Morris εμφανίζει σημαντικά πλεονεκτήματα σε μοντέλα τα οποία

έχουν έναν μεγάλο αριθμό παραμέτρων (50 παραμέτρους ή και παραπάνω) σαν είσοδο ή σε μοντέλα

των οποίων ο χρόνος εκτέλεσης θεωρείται μεγάλος, δηλαδή κυμαίνεται από μερικά λεπτά έως

πολλές ώρες. ΄Ετσι, με τη χρήση του Morris test είναι εφικτή η ολική ανάλυση ευαισθησίας στο
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σύνολο των παραμέτρων του μοντέλου, διατηρώντας τη διάρκεια της ανάλυσης σε φυσιολογικά

επίπεδα (μέχρι μερικές ώρες) συγκριτικά με άλλες μεθόδους ολικής ανάλυσης [49, 50].

3.6.2.2 Μέθοδος Sobol

Μία μεγάλη κατηγορία μεθόδων ολικής ανάλυσης ευαισθησίας αποτελούν οι μέθοδοι αποδόμησης

της διακύμανσης της εξόδου του μοντέλου (variance-based methods). Ως θεμελιώδης μέθοδος

αυτής της κατηγορίας θα μπορούσε να θεωρηθεί η μέθοδος Sobol, καθώς όλες οι υπόλοιπες

μέθοδοι της κατηγορίας υπολογίζουν τους δείκτες ευαισθησίας με παρόμοιο τρόπο και αναφέρονται

σε αυτούς ως δείκτες Sobol (Sobol Indices) [50].

΄Εστω ότι η έξοδος του εξεταζόμενου μοντέλου συμβολίζεται με u και σχετίζεται με την είσοδο

του μοντέλου μέσω της συνάρτησης u = f(x), όπου x = (x1, . . . , xn) η είσοδος του μοντέλου, ή

αλλιώς οι παράμετροι των οποίων οι δείκτες ευαισθησίας πρόκειται να υπολογισθούν (όπου n το

πλήθος των παραμέτρων). Στις εξισώσεις που θα ακολουθήσουν θεωρείται ότι όλα τα στοιχεία της

εισόδου x ακολουθούν ομοιόμορφη κατανομή στο διάστημα I = [0, 1] και όλα τα όρια ολοκλήρωσης

είναι από το 0 έως το 1. ΄Εστω λοιπόν ότι η f(x) είναι ολοκληρώσιμη στο διάστημα In. Τότε η

f(x) μπορεί να εκφραστεί με τη μορφή αθροισμάτων ως εξής [51]:

f(x) = f0 +
n∑
s=1

n∑
i1<···<is

fi1...is(xi1 , . . . , xis), (3.36)

όπου 1 ≤ i1 < · · · < is ≤ n. Η εξίσωση (3.36) αποτελεί την αναπαράσταση ANOVA (Analysis

Of Variance) της f(x) αν: ∫ 1

0

fi1...is(xi1 , . . . , xis) dxk = 0, (3.37)

όπου k = i1, . . . , is. Συνδυάζοντας τις εξισώσεις (3.36) και (3.37) προκύπτει ότι:∫
f(x) dx = f0,∫
f(x)

∏
i 6=i

dxk = f0 + fi(xi),∫
f(x)

∏
i 6=i,j

dxk = f0 + fi(xi) + fj(xj) + fij(xi, xj),

(3.38)

και ούτω καθεξής. Τώρα, έστω ότι και το τετράγωνο της f(x) παραγωγίζεται. Αυτό σημαίνει

ότι και όλοι οι όροι fi1...is της εξίσωσης (3.36) είναι και αυτοί παραγωγίσιμοι αν υψωθούν στο
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τετράγωνο. Επομένως, τετραγωνίζοντας και ολοκληρώνοντας την (3.36) στο In λαμβάνουμε

∫
f 2(x) dx− f 2

0 =
n∑
s=1

n∑
i1<···<is

∫
f 2
i1...is

dxi1 . . . dxis . (3.39)

Στην περίπτωση αυτή μπορούμε να ξεχωρίσουμε τους όρους

D =

∫
f 2 dx− f 2

0 ,

Di1...is =

∫
f 2
i1...is

dxi1 . . . dxis ,

(3.40)

ο οποίοι εκφράζουν τις διακυμάνσεις της εξόδου u και ισχύει

D =
n∑
s=1

n∑
i1<···<is

Di1...is . (3.41)

Οι δείκτες ανάλυσης ευαισθησίας, ή αλλιώς δείκτες Sobol, ορίζονται ως ο λόγος:

Si1,...,is =
Di1...is

D
, (3.42)

όπου ο δείκτης S εκφράζει την τάξη του δείκτη Sobol, ή αλλιώς των αριθμό των παραμέτρων στις

οποίες οφείλεται το μέρος της διακύμανσης της εξόδου που εκφράζει ο αντίστοιχος δείκτης Sobol.

Εξ ορισμού όλοι οι δείκτες Si1...is είναι μη αρνητικοί αριθμοί και το άθροισμά τους ισούται με τη

μονάδα [51], δηλαδή:
n∑
s=1

n∑
i1...is

= 1. (3.43)

Για παράδειγμα, ο δείκτης Sobol Si = Di
D
είναι πρώτης τάξης και εκφράζει τη συνεισφορά που

έχει η παράμετρος i στη διακύμανση της εξόδου u. Ομοίως, ο δείκτης Sij =
Dij
D
είναι δεύτερης

τάξης και εκφράζει τη συνεισφορά που επιφέρει η αλληλεπίδραση των παραμέτρων i και j στη

διακύμανση της εξόδου u του μοντέλου. Ολικός δείκτης ευαισθησίας μίας παραμέτρου είναι το

άθροισμα των δεικτών όλων των τάξεων που αφορούν την παράμετρο αυτή, δηλαδή ισχύει ότι

STi = Si + Siji6=j + · · · + Si1...is . Επομένως, όσο μεγαλύτερος είναι ο δείκτης ευαισθησίας μίας

παραμέτρου, τόσο μεγαλύτερη είναι η επίδρασή της στην έξοδο του μοντέλου. Για να θεωρηθεί μία

ή περισσότερες παράμετροι ως μη σημαντικές, πρέπει ο δείκτης ευαισθησίας τους να μην ξεπερνάει

μία τιμή όριο που έχει ορίσει ο πειραματιστής. Οι δύο συχνότερες τιμές που χρησιμοποιούνται ως

όριο είναι το 0.05 και το 0.01 [50]. Αυτό σημαίνει ότι όποια παράμετρος έχει δείκτη ευαισθησίας
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μικρότερο από 0.05 ή 0.01 ευθύνεται για λιγότερο από το 5% ή το 1% αντίστοιχα, της συνολικής

διακύμανσης της εξόδου, άρα μπορεί να θεωρηθεί ως μη σημαντική [44].



Κεφάλαιο 4

ΜΕΛΕΤΗ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗΣ:

ΔΙΟΞΕΙΔΙΟ ΤΟΥ ΤΙΤΑΝΙΟΥ

4.1 Διοξείδιο του Τιτανίου

Τα νανοσωματίδια διοξειδίου του τιτανίου (TiO2) αποτελούν ένα αρκετά διαδεδομένο είδος νανο-

σωματιδίου στη βιομηχανία, καθώς βρίσκουν πληθώρα εφαρμογών σε φαρμακευτικά και καλλυντικά

προϊόντα εξαιτίας των ιδιοτήτων τους. Η συνηθέστερη χρήση του διοξειδίου του τιτανίου είναι ως

χρωστική ουσία η οποία αποδίδει λευκό χρώμα στα προϊόντα που το ενσωματώνουν. Η παραγωγή

νανοσωματιδίων διοξειδίου του τιτανίου ανέρχεται στο 70% της συνολικής παραγωγής χρωστικών

ουσιών παγκοσμίως [53], ενώ η συνολική ετήσια παραγωγή διοξειδίου του τιτανίου ξεπερνάει τα

4 εκατομμύρια τόνους [54], νούμερα που υποδηλώνουν και την ευρεία χρήση του σε διάφορα προ-

ϊόντα. Χαρακτηριστικότερες περιπτώσεις προϊόντων που ενσωματώνουν νανοσωματίδια διοξειδίου

του τιτανίου είναι τα χρώματα, η χαρτική ύλη, τα μελάνια, οι χρωστικές ουσίες σε τρόφιμα και

οδοντόκρεμες με την ονομασία Ε 171, όπως είναι καταχωρημένη στη βάση δεδομένων πρόσθετων

ουσιών για τρόφιμα στην Ευρωπαϊκή Αρχή Ασφάλειας Τροφίμων (European Food Safety Au-

thority - EFSA) [53]. Ακόμη, νανοσωματίδια μεγέθους 10-50 nm χρησιμοποιούνται σε αντηλιακά

προϊόντα αλλά και σε πλαστικά αντικείμενα με με σκοπό χρήσης να εμποδίσουν την υπεριώδη

ηλιακή ακτινοβολία [55].

Μία ακόμη εξαιρετικά σημαντική εφαρμογή των νανοσωματιδίων TiO2 είναι η φωτοκατάλυση, η

οποία αποτελεί μια αρκετά διαδεδομένη τεχνική στην περιβαλλοντική μηχανική. Η αξιοποίηση

46
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νανοσωματιδίων TiO2 στη φωτοκατάλυση είναι μία ευρέως εφαρμοσμένη μέθοδο ήδη από το 1977

[56], κάτι το οποίο οφείλεται στην ισχυρή οξειδωτική τους δράση, στο σχετικά χαμηλό τους κόστος

και στην υψηλή χημική σταθερότητα που τα χαρακτηρίζει [57, 58].

Παρόλα αυτά, το γεγονός ότι τα νανοσωματίδια TiO2 χρησιμοποιούνται σε τόσο ευρεία κλίμακα

σε προϊόντα που καταλήγουν στο μεγαλύτερο μέρος του καταναλωτικού κοινού παγκοσμίως, έχει

εγείρει ερωτήματα γύρω από την καταλληλότητα του υλικού για χρήση σε καλλυντικά, φαρμακευ-

τικά προϊόντα και τρόφιμα και υπό ποιες συνθήκες μπορούν να αποτελέσουν τοξικό παράγοντα

για τον ανθρώπινο οργανισμό. ΄Ερευνές έχουν δείξει ότι είναι πιθανό νανοσωματίδια διοξειδίου

του τιτανίου να αποτελέσουν τοξικό παράγοντα για τους οργανισμούς ανάλογα με το μέγεθός

τους, τον τρόπο με τον οποίο εισέρχονται στον οργανισμό και, φυσικά, την ποσότητα έκθεσης

[59]. Ειδικότερα, έχουν παρατηρηθεί βλάβες στο DNA [60] αλλά και δημιουργία φλεγμονών στο

αναπνευστικό σύστημα πειραματόζωων [61, 62], οι οποίες οφείλονται σε χορήγηση νανοσωματι-

δίων διοξειδίου του τιτανίου. Ακόμα μία αξιοσημείωτη παρατήρηση σχετικά με την τοξικότητα των

νανοσωματιδίων διοξειδίου το τιτανίου είναι η ιδιότητά τους να συσσωρεύονται σε μεγάλο βαθμό

στα όργανα των πειραματόζωων, όπως το ήπαρ και η σπλήνα, με μηχανισμούς που θα περιγρα-

φούν παρακάτω, κάνοντας, έτσι, ακόμα πιο σημαντική την αναζήτηση των επιπτώσεων αυτής της

συσσώρευσης [63, 65].

Τέλος, αξίζει να σημειωθεί ότι η χρήση νανοσωματιδίων διοξειδίου του τιτανίου ως πρόσθετο σε

τρόφιμα έχει αναχθεί σε μείζον ζήτημα από τους αρμόδιους ευρωπαϊκούς φορείς, καθώς ήδη από την

1η Ιανουαρίου του 2020, η γαλλική κυβέρνηση απαγόρευσε την πώληση τροφίμων που περιέχουν

το πρόσθετο Ε 171, ενώ ακολούθησε και ψήφιση της πρότασης της Ευρωπαϊκής Επιτροπής, ώστε

να τροποποιηθεί η ευρωπαϊκή νομοθεσία που αφορά τη χρήση διοξειδίου του τιτανίου ως πρόσθετη

ουσία στα τρόφιμα [66, 67].

4.2 Πειραματικά Δεδομένα

Τα πειραματικά δεδομένα της παρούσας εργασίας προέρχονται από την έρευνα των Kreyling et al.

[63]. Στη συγκεκριμένη έρευνα μελετήθηκε η κατανομή νανοσωματιδίων TiO2 με μέση διάμετρο 70

nm, ύστερα από χορήγηση ενδοφλέβιας ένεσης σε αρουραίους. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε

το στέλεχος αρουραίουWistar-Kyoto, ηλικίας 8-10 εβδομάδων και μάζας 263 g. Κατά τη διάρκεια

της μελέτης λήφθηκαν μετρήσεις στις χρονικές στιγμές 1, 4, 24 ώρες και στις 7 και 28 ημέρες από



48 Κεφάλαιο 4. ΜΕΛΕΤΗ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗΣ: ΔΙΟΞΕΙΔΙΟ ΤΟΥ ΤΙΤΑΝΙΟΥ

τη στιγμή της ενδοφλέβιας χορήγησης ύψους 18.15 µg. Επίσης, πρέπει να τονιστεί ότι οι μετρήσεις

που θα παρουσιαστούν έχουν προκύψει ύστερα από αφαίμαξη των οργάνων. Στον παρακάτω πίνακα

παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των μετρήσεων της έρευνας ανά όργανο.

Πίνακας 4.1: Πειραματικά δεδομένα από την έρευνα των Kreyling et al. [63]. Οι τιμές που
αναφέρονται είναι το ποσοστό % της δόσης που μετρήθηκε σε κάθε όργανο ή ιστό την αντίστοιχη

χρονική στιγμή συνοδευόμενη. από την τυπική απόκλιση της μέτρησης. Η ένδειξη DL (Detection
Limit) σημαίνει ότι η ποσότητα ήταν κάτω του ορίου ανίχνευσης της μεθόδου.

΄Οργανο 1h 4h 24h 7d 28d

΄Ηπαρ 95.5 ± 0.42 94.7 ± 0.51 94.48 ± 0.23 92.44 ± 0.45 88.92 ± 0.17
Σπλήνα 2.34 ± 0.26 2.57 ± 0.18 2.26 ± 0.07 2.75 ± 0.20 2.48 ± 0.27
Νεφροί 0.0523 ± 0.0111 0.045 ± 0.0107 0.032 ± 0.007 0.112 ± 0.021 0.172 ± 0.011
Πνεύμονες 0.118 ± 0.029 0.285 ± 0.123 0.079 ± 0.009 0.089 ± 0.013 0.054 ± 0.008
Καρδιά 0.008 ± 0.005 0.007 ± 0.003 0.002 ± 0.002 0.004 ± 0.0003 0.007 ± 0.002
Εγκέφαλος < DL < DL 0.0005 ± 0.0001 < DL 0.0011 ± 0.0002
Μήτρα 0.016 ± 0.001 0.011 ± 0.002 0.011 ± 0.002 0.015 ± 0.004 0.006 ± 0.0008
Αίμα 0.512 ± 0.062 0.419 ± 0.111 0.230 ± 0.018 0.037 ± 0.003 0.072 ± 0.013
Σκελετός 0.68 ± 0.16 0.88 ± 0.32 0.92 ± 0.16 0.49 ± 0.06 0.96 ± 0.15
Μαλακοί ιστοί 0.32 ± 0.05 0.33 ± 0.07 0.15 ± 0.01 0.61 ± 0.13 0.67 ± 0.14

Ακόμη, μέσω της έρευνας αυτής έγιναν διαθέσιμες και οι μετρήσεις του διοξειδίου του τιτανίου που

εντοπίστηκε στα ούρα και στο κόπρανα των αρουραίων, τα οποία αποτελούν τις βασικές διόδους

απέκκρισης των νανοσωματιδίων. Παρόλα αυτά, τα δεδομένα δεν ήταν διαθέσιμα σε αναλυτική

μορφή πίνακα όπως για τα υπόλοιπα όργανα, αλλά παρουσιάζονταν σε διαγράμματα. Για το λόγο

αυτό αντλήθηκε η πληροφορία από τα διαγράμματα μέσω ψηφιοποίησης των διαγραμμάτων, με τη

χρήση του λογισμικού Web Plot Digitizer [64]. ΄Ετσι έγιναν διαθέσιμες οι αντίστοιχες μετρήσεις,

χωρίς ωστόσο να μπορεί να αντληθεί πληροφορία για την τυπική απόκλιση της κάθε μέτρησης που

απεικονίζονται στα δύο διαγράμματα.

Πίνακας 4.2: Ποσοστό της δόσης των νανοσωματιδίων TiO2 που απεκκρίθηκε μέσω της χολής.

Χρόνος (d) Ηπατική κάθαρση (% δόσης)

0.04 0.122

0.16 0.088

6.87 0.951

27.16 2.683
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Πίνακας 4.3: Ποσοστό της δόσης των νανοσωματιδίων TiO2 που εκκρίθηκε μέσω των ούρων

Χρόνος (d) Μάζα στα ούρα (% δόσης).

1.41 0.341

2.37 0.562

3.29 0.737

5.14 0.900

7.00 1.051

8.27 1.160

14.78 1.253

17.99 1.301

22.00 1.358

25.65 1.407

25.94 1.456

4.3 Δομικό μοντέλο

Το μοντέλο που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα διπλωματική εργασία είναι ένα PBPK μοντέλο,

το οποίο δομήθηκε χρησιμοποιώντας τη δομή των διαφορικών εξισώσεων που παρουσιάζεται στους

Li et al.[30], ώστε να περιγράψει τα πειραματικά δεδομένα που αναφέρθηκαν παραπάνω. ΄Οπως ανα-

φέρθηκε και στην ενότητα 2.2.4, η μεγαλύτερη ιδιαιτερότητα που φέρουν τα nano-PBPK μοντέλα

σε σχέση με τα κλασικά είναι ότι πρέπει να προσομοιώνουν τους μηχανισμούς ενδοκύττωσης που

πραγματοποιούνται στους διάφορους ιστούς στα νανοσωματίδια. ΄Ετσι, η περιγραφή του μηχανι-

σμού της ενδοκύττωσης στο παρόν μοντέλο προέκυψε έπειτα από μελέτη της διαθέσιμης βιβλιο-

γραφίας και των διαθέσιμων μοντέλων αυτής της κατηγορίας και στοχεύει στην αποτελεσματική

περιγραφή της ενδοκύττωσης, διατηρώντας χαμηλό τον αριθμό των παραμέτρων που θα χρειαστεί

να προσδιορισθούν μέσω των διαθέσιμων πειραματικών δεδομένων [26, 27, 30, 31, 32, 33, 68].

Η τελική μορφή του μηχανισμού της ενδοκύττωσης που ακολουθήθηκε στην παρούσα εργασία

αποτελεί συνδυασμό των εξισώσεων που παρουσιάζονται στους Li et al.[30] και Aborig et al [33].

Το PBPK μοντέλο που αναπτύχθηκε αποτελείται από 12 διαμερίσματα. Ο αριθμός αυτός επι-

λέχθηκε λόγω των διαθέσιμων πειραματικών δεδομένων που αφορούν 12 όργανα και ιστούς. Ανα-

λυτικότερα, τα διαμερίσματα αναπαριστούν τους πνεύμονες (lungs (lu)), τη σπλήνα (spleen (spl)),

το ήπαρ (liver (li)), τους νεφρούς (kidneys (ki)), την καρδιά (heart (ht)), τον εγκέφαλο (brain

(br)), τη μήτρα (uterus (ut)), το σκελετό (skeleton (skel)), το σύνολο του φλεβικού αίματος

(venous blood (ven)), το σύνολο του αρτηριακού αίματος (arterial blood (art)) και τέλος τους

μαλακούς ιστούς (soft tissue (st)), το οποίο περιέχει το σύνολο των υπόλοιπων ιστών και ορ-
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γάνων του οργανισμού και χρησιμεύει στο να κλείνουν τα φυσιολογικά ισοζύγια ροής και μάζας.

Συγκεκριμένα, σύμφωνα με τα πειραματικά δεδομένα των Kreyling et al.[63], ως μαλακοί ιστοί

θεωρούνται οι μύες, το λίπος, οι συνδετικοί ιστοί και τα πέλματα του αρουραίου. Στη συνέχεια

της εργασίας πρόκειται να χρησιμοποιηθούν οι παραπάνω συντομογραφίες για λόγους διευκόλυν-

σης γραφής των διαφορικών εξισώσεων. Στο σχήμα 4.1 απεικονίζεται αναλυτικά το μοντέλο και

η δομή των ισοζυγίων μάζας.

΄Οπως φαίνεται στο σχήμα 4.1, κάθε διαμέρισμα τροφοδοτείται με μία παροχή αίματος Qi από το

διαμέρισμα του αρτηριακού αίματος και στη συνέχεια η ίδια παροχή επιστρέφεται στο διαμέρισμα

του φλεβικού αίματος. Εξαίρεση σε αυτό αποτελεί το διαμέρισμα των πνευμόνων και της σπλήνας.

Το διαμέρισμα των πνευμόνων δέχεται ροή αίματος ίση με την συνολική ροή του οργανισμού

από το διαμέρισμα του φλεβικού αίματος και την επιστρέφει στο διαμέρισμα του αρτηριακού. Η

διαφορά φλεβικού και αρτηριακού αίματος είναι το οξυγόνο. Το αρτηριακό αίμα, που είναι πλούσιο

σε οξυγόνο, πηγαίνει στα όργανα, αποξυγονώνεται και το φλεβικό αίμα που δεν έχει οξυγόνο,

πάει στους πνεύμονες και εμπλουτίζεται εκ νέου με οξυγόνο. Αντίστοιχη περίπτωση αποτελεί και

το διαμέρισμα της σπλήνας, καθώς η έξοδος του διαμερίσματος αντί να καταλήγει στο φλεβικό

διαμέρισμα, καταλήγει σαν επιπλέον παροχή εισόδου στο διαμέρισμα του ήπατος. Ακόμα, αξίζει

να σημειωθεί ότι στο παρόν μοντέλο προσομοιώνονται δύο τρόποι απέκκρισης νανοσωματιδίων. Η

μία είναι η ηπατοχολική απέκκριση, η οποία συντελείται μέσα στο διαμέρισμα του ήπατος, και μέσω

της απομάκρυνσης με τα ούρα, η οποία συντελείται στο διαμέρισμα των νεφρών.

Κάθε διαμέρισμα χωρίζεται σε τρία διαφορετικά υποδιαμερίσματα (sub-compartments), όπως απει-

κονίζονται στο σχήμα 4.2, προκειμένου να ενσωματωθούν μηχανισμοί οι οποίοι περιγράφουν τις

διαδικασίες με τις οποίες τα νανοσωματίδια εισέρχονται στο όργανο, ένα μέρος τους απορροφάται

και ένα άλλο απομακρύνεται. Στο σημείο αυτό να τονιστεί ότι δεν λαμβάνει χώρα μεταβολισμός

των νανοσωματιδίων, σε αντίθεση με πολλές άλλες χημικές ουσίες. Το πρώτο υποδιαμέρισμα είναι

αυτό των τριχοειδών αγγείων (Capillaries) και προσομοιώνει το χώρο του οργάνου από τον οποίο

εισέρχεται και εξέρχεται το αίμα. Παράλληλα γίνεται μεταφορά νανοσωματιδίων από το χώρο των

Capillaries στο δεύτερο υποδιαμέρισμα, που είναι ο ιστός του οργάνου (Tissue). Ο ρυθμός μετα-

φοράς από τα Capillaries στο Tissue συμβολίζεται με PAi (ml/h), όπου i το αντίστοιχο όργανο

και ονομάζεται ρυθμός διαπερατότητας (Capillaries:Tissue Permeability Rate). Ο συντελεστής

κατανομής της ουσίας ανάμεσα στο Tissue και στα Capillaries ονομάζεται συντελεστής διαχω-

ρισμού (Partition Coefficient), συμβολίζεται με P (αδιάστατο). Στη συνέχεια, παρατηρείται ότι
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Σχήμα 4.1: Σχηματική απεικόνιση του PBPK μοντέλου για νανοσωματίδια TiO2
.

το τρίτο υποδιαμέρισμα συμβολίζει το σύνολο των φαγοκυττάρων του εκάστοτε οργάνου (Phago-
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Σχήμα 4.2: Σχηματική απεικόνιση του εσωτερικού κάθε διαμερίσματος του μοντέλου.

cytes), τα οποία ευθύνονται για την ενδοκύττωση των νανοσωματιδίων μέσω του υποδιαμερίσματος

του ιστού. Γενικότερα, η διαδικασία της ενδοκύττωσης είναι υψηλής σημασίας, διότι ευθύνεται σε

μεγάλο βαθμό για τη συσσώρευση των νανοσωματιδίων σε ορισμένα όργανα, συνεπώς ως μη-

χανισμός απαιτεί να προσεγγιστεί με υψηλή ακρίβεια. ΄Οπως αναφέρεται και στο σχήμα 4.2, ο

ρυθμός με τον οποίο τα μακροφάγα προσλαμβάνουν νανοσωματίδια εκφράζεται ως Pupi (1/h), ενώ

ο ρυθμός εκρόφησης (desorption) νανοσωματιδίων από τα φαγοκύτταρα στον ιστό συμβολίζεται

με kde (1/h) και είναι ίδιος για όλα τα διαμερίσματα. Ακόμα, πρέπει να σημειωθεί ότι η έξοδος

από το υποδιαμέρισμα Tissue με συντελεστή CLEf (1/h) εμφανίζεται αποκλειστικά στο ήπαρ,

από το οποίο συντελείται η απέκκριση των νανοσωματιδίων, ενώ ο όρος CLEu (1/h) εμφανίζεται

μόνο στο διαμέρισμα των νεφρών και εκφράζει το ρυθμό απομάκρυνσης νανοσωματιδίων μέσω των

ούρων. Τέλος, διαφοροποίηση εμφανίζουν και τα διαμερίσματα του αρτηριακού και του φλεβικού

αίματος, καθώς δεν συμπεριλαμβάνουν το διαμέρισμα των ιστών, αλλά μόνο των φαγοκυττάρων,

συνεπώς αποτελούνται από δύο υποδιαμερίσματα.

Το ισοζύγιο μάζας για το μοντέλο, όπως αυτό απεικονίζεται στα σχήματα 4.1 και 4.2, περιγράφεται

συνολικά από 33 διαφορικές εξισώσεις. ΄Ολα τα διαμερίσματα περιγράφονται από ένα σετ 3 διαφο-

ρικών εξισώσεων, όπου η καθεμία από αυτές περιγράφει τη μεταβολή μάζας των νανοσωματιδίων

σε καθένα από τα υποδιαμερίσματα. Εξαίρεση αποτελούν τα διαμερίσματα του αρτηριακού και του

φλεβικού αίματος, όπου το καθένα περιγράφεται από 2 διαφορικές εξισώσεις, καθώς και η μάζα

των νανοσωματιδίων που απεκκρίνεται μέσω των κοπράνων και των ούρων περιγράφεται από μία

διαφορική εξίσωση στην κάθε περίπτωση.
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Επομένως, για τα διαμερίσματα i = {spl, ht, br, ut, skel, st} οι διαφορικές εξισώσεις για καθένα

από τα υποδιαμερίσματά τους διαμορφώνονται ως εξής:

Capillaries:
dMcapi

dt
= QiCart −QiCcapi − PAiCcapi +

PAiCtisi
P

,

Tissue:
dMtisi

dt
= PAiCcapi −

PAiCtisi
P

− PupiVtisiCtisi + kdeMmi ,

Phagocytes:
dMmi

dt
= PupiVtisiCtisi − kdeMmi

(4.1)

όπου,Mcapi ,Mtisi ,Mmi (μg TiO2) η μάζα των νανοσωματιδίων που περιέχεται στα υποδιαμερίσματα

Capillaries, Tissue και Phagocytes του οργάνου αντίστοιχα, Ccapi (μg TiO2/ml αίματος στα

τριχοειδή), Ctisi(μg TiO2/ml ιστού), οι αντίστοιχες συγκεντρώσεις, Cart (μg TiO2/ml αρτηριακού

αίματος) η συγκέντρωση στο αρτηριακό αίμα, Cven (μg TiO2/ml φλεβικού αίματος) η συγκέντρωση

στο φλεβικό αίμα και Vtisi (ml) ο όγκος του οργάνου i. Οι εξισώσεις για το διαμέρισμα των

πνευμόνων (lu) φέρουν την ιδιομορφία ότι δέχονται ροή αίματος από το φλεβικό διαμέρισμα ίση

με τη συνολική ροή αίματος Qtotal του οργανισμού, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, επομένως οι

διαφορικές εξισώσεις είναι οι εξής:

Capillaries:
dMcaplu

dt
= QtotalCven −QtotalCcaplu − PAluCcaplu +

PAluCtislu
P

,

Tissue:
dMtislu

dt
= PAluCcaplu −

PAluCtislu
P

− PupluVtisluCtislu + kdeMmlu ,

Phagocytes:
dMmlu

dt
= PupluVtisluCtislu − kdeMmlu .

(4.2)

Για το διαμέρισμα του ήπατος (li) παρουσιάζεται και μία επιπλέον διαφορική για την περιγραφή της

μεταβολής της μάζας των νανοσωματιδίων στις απεκκρίσεις. Το ήπαρ έχει μία επιπλέον ροή εισόδου

QsplCcapspl η οποία αντιπροσωπεύει τη ροή εξόδου από το διαμέρισμα της σπλήνας. Συνεπώς, οι

διαφορικές εξισώσεις για το ήπαρ έχουν τη μορφή:
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Capillaries:
dMcapli

dt
= QliCart +QsplCcapspl − (Qli +Qspl)Ccapli−

PAliCcapli +
PAliCtisli

P
,

Tissue:
dMtisli

dt
= PAliCcapli −

PAliCtisli
P

− PupliVtisliCtisli+

kdeMmli − CLEfMtisli ,

Phagocytes:
dMmli

dt
= PupliVtisliCtisli − kdeMmli ,

Feces:
dMfeces

dt
= CLEfMtisli .

(4.3)

Ομοίως, με το διαμέρισμα του ήπατος, παρουσιάζεται μία επιπλέον διαφορική εξίσωση για τους

νεφρούς (ki), η οποία περιγράφει την απομάκρυνση νανοσωματιδίων μέσω των ούρων, δηλαδή:

Capillaries:
dMcapki

dt
= QkiCart −QkiCcapki − PAkiCcapki +

PAkiCtiski
P

−

CLEuMcapki ,

Tissue:
dMtiski

dt
= PAkiCcapki −

PAkiCtiski
P

− PupkiVtiskiCtiski + kdeMmki ,

Phagocytes:
dMmki

dt
= PupkiVtiskiCtiski − kdeMmki ,

Urine:
dMurine

dt
= CLEuMcapki .

(4.4)

Τέλος, οι διαφορικές εξισώσεις για τα διαμερίσματα του αρτηριακού (art) και φλεβικού (ven)

αίματος είναι οι εξής:
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Arterial Blood:
dMart

dt
= QtotalCcaplu −QliCart −QkiCart −

Norgans∑
i

QiCart−

PupartVartCart + kdeMmart ,

Arterial Phagocytes:
dMmart

dt
= PupartVartCart − kdeMmart ,

Venous Blood:
dMven

dt
= −QtotalCven + (Qli +Qspl)Ccapli +QkiCcapki+

Norgans∑
i,i 6=spl

QiCcapi − PupvenVvenCven + kdeMmven,

Venous Phagocytes:
dMmven

dt
= PupvenVvenCven − kdeMmven.

(4.5)

Σε όλα τα διαμερίσματα εκτός του αρτηριακού και του φλεβικού αίματος παρατηρείται ο ρυθμός

διαπερατότητας (Permeability) PAi, ο οποίος εκφράζει το ρυθμό με τον οποίο εισέρχονται τα νανο-

σωματίδια από τα τριχοειδή αγγεία στον ιστό των οργάνων ανά μονάδα χρόνου. Ο συγκεκριμένος

ρυθμός είναι ένας όρος ανάλογος της ροής αίματος κάθε οργάνου, δηλαδή ισχύει PAi = xiQi,

όπου xi είναι αδιάστατο και ονομάζεται συντελεστής διαπερατότητας (Permeability Coefficient).

Επιπλέον, σε όλα τα διαμερίσματα συναντάται ο όρος Pupi , ο οποίος εκφράζει το ρυθμό με τον

οποίο απορροφούν τα φαγοκύτταρα τη μάζα νανοσωματιδίων από το υποδιαμέρισμα του ιστού

και έχει μονάδες 1/h. Ο συγκεκριμένος όρος μεταβάλλεται στη διάρκεια του χρόνου, καθώς εξ-

αρτάται άμεσα από την ποσότητα νανοσωματιδίων που έχουν προσληφθεί από τα φαγοκύτταρα και

το βαθμό κορεσμού τους. Αναλυτικά, ο ρυθμός πρόσληψης νανοσωματιδίων από τα φαγοκύτταρα

υπολογίζεται ως εξής:

Pupi = Pupmax
(
1− Mmi

Wmiuptakei

)
, (4.6)

όπου Pupmax (1/h) ο μέγιστος ρυθμός φαγοκύττωσης,Wmi (g) η συνολική μάζα φαγοκυττάρων που

περιέχεται στο διαμέρισμα i και uptakei η χωρητικότητα σε νανοσωματίδια ανά g φαγοκυττάρων (μg

TiO2/g φαγοκυττάρων). Μελετώντας τη σχέση (4.6) προκύπτει ότι ο ρυθμός της φαγοκύττωσης

ελαττώνεται όσο αυξάνεται η μάζα των νανοσωματιδίων στα φαγοκύτταρα και, μάλιστα, μηδενίζεται

όταν επέλθει κορεσμός.

Στη συνέχεια, ακολουθεί παρουσίαση των τιμών των φυσιολογικών παραμέτρων οι οποίες χρη-

σιμοποιούνται στο παρόν μοντέλο. Για κάθε διαμέρισμα έχουν προσδιορισθεί η ροή αίματος (Q)

την οποία λαμβάνει, η μάζα (W ) και ο όγκος (V ) του αντίστοιχου ιστού ή οργάνου, ο όγκος του
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αίματος στα τριχοειδή αγγεία (Vcap) και η συνολική μάζα φαγοκυττάρων που περιέχεται σε κάθε

διαμέρισμα (Wm). Οι τιμές που παρουσιάζονται στους πίνακες 4.4 και 4.5 είναι υπολογισμένες με

βάση το μέσο όρο μάζας των αρουραίων που χρησιμοποιήθηκαν κατά την διεξαγωγή της μελέτης

των Kreyling et al.[63], δηλαδή BW = 263g (BW: Body Weight). Οι τιμές των φυσιολογικών

παραμέτρων κάθε διαμερίσματος υπολογίστηκαν βάση των ποσοστών που παρουσιάζονται στον

πίνακα 4.7. Η συνολική ροή αίματος, Qtotal, του οργανισμού υπολογίζεται με βάση τη συνολική

μάζα μέσω της σχέσης [69]:

Qtotal(ml/h) = (1.54 ·BW 0.75) · 60, (4.7)

όπου BW δίνεται σε g. Επίσης, ο συνολικός όγκος αίματος (Blood Volume (BV)) του οργανισμού

υπολογίζεται κι αυτός με βάση τη μάζα του οργανισμού, μέσω της σχέσης [70]:

BV (ml) = 0.06 ·BW + 0.77, (4.8)

ενώ ο όγκος του φλεβικού (Vven) και του αρτηριακού (Vart) αίματος είναι το 64% και το 15% του

συνολικού όγκου αίματος αντίστοιχα [69].

Πίνακας 4.4: Τιμές φυσιολογικών παραμέτρων για αρουραίους Sprague Dawley μάζας 263 g [69].

Διαμέρισμα Q(ml/h) W (g) Vcap(ml) Vtis(ml) Wm(g)

Ροή αίματος Μάζα οργάνου ΄Ογκος τριχοειδών ΄Ογκος ιστών Μάζα φαγοκυττάρων

Μαλακοί ιστοί 2840.42 220.92 9.40 235.02 4.42

Καρδιά 295.69 0.87 0.23 0.87 0.017

Νεφροί 850.86 1.92 0.31 1.92 0.038

Εγκέφαλος 120.69 1.50 0.045 1.50 0.060

Σπλήνα 73.62 0.53 0.12 0.53 0.16

Πνεύμονες 6034.47 1.32 0.47 1.32 0.053

΄Ηπαρ 1050.00 9.63 2.021 9.63 0.96

Μήτρα 66.98 0.029 0.0022 0.029 0.00058

Σκελετός 736.20 26.30 0.55 13.70 1.052

Πίνακας 4.5: Τιμές φυσιολογικών παραμέτρων για το φλεβικό και αρτηριακό διαμέρισμα [69],[33].

V (ml) Wm(g)

΄Ογκος Μάζα μακροφάγων

Φλεβικό 10.59 0.106

Αρτηριακό 2.48 0.025



4.3. Δομικό μοντέλο 57

Στον πίνακα 4.4, οι όγκοι των ιστών κάθε διαμερίσματος έχουν υπολογιστεί με βάση τις αντίστοιχες

μάζες διαιρώντας με την κατάλληλη πυκνότητα του πίνακα 4.6. Σε όλα τα διαμερίσματα, εκτός του

σκελετού και των μαλακών ιστών, έχει θεωρηθεί ότι η πυκνότητα των οργάνων είναι ίση με 1 g/ml

[69]. Για το διαμέρισμα των οστών (skeleton) η πυκνότητα είναι σημαντικά υψηλότερη, ενώ για το

διαμέρισμα των μαλακών ιστών θεωρήθηκε ότι η πυκνότητά τους είναι ίση με την πυκνότητα του

λίπους του σώματος των αρουραίων, καθώς το διαμέρισμα soft tissue αποτελείται κατά ένα μεγάλο

ποσοστό από το λίπος του οργανισμού.

Πίνακας 4.6: Τιμές πυκνότητας για τα κάθε διαμέρισμα.

Πυκνότητα Τιμή (g/ml)

dskeleton 1,92 [69]

dsofttissue 0.940 [71]

drest 1 [69]

Τέλος, το παρόν PBPK μοντέλο ολοκληρώνουν οι παράμετροι οι οποίες εξαρτώνται άμεσα από

τη χημική ουσία που μελετάται (Substance-specific parameters). Αυτές οι παράμετροι συγκε-

ντρώνουν το ενδιαφέρον της παρούσας μελέτης, καθώς πρόκειται για παραμέτρους οι οποίες είναι

άμεσα εξαρτώμενες από τα νανοσωματίδια που μελετώνται, όπως για παράδειγμα τη διάμετρο των

νανοσωματιδίων και είναι εκείνες οι οποίες πρόκειται να προσδιορισθούν. Συνοψίζοντας λοιπόν, οι

παράμετροι οι οποίες τίθενται προς μελέτη και προσδιορισμό είναι ο συντελεστής διαπερατότητας

μεταξύ τριχοειδών αγγείων και ιστού, xi (αδιάστατο), ο συντελεστής διαχωρισμού, Pi (αδιάστα-

το), η χωρητικότητα σε νανοσωματίδια ανά g φαγοκυττάρων (μg TiO2/g φαγοκυττάρων), uptakei

(αδιάστατο), για κάθε διαμέρισμα i, ο μέγιστος ρυθμός πρόσληψης νανοσωματιδίων από τα φα-

γοκύτταρα, Pupmax(1/h), που θεωρήθηκε ότι είναι κοινός για όλα τα διαμερίσματα, όπως και ο

ρυθμός εκρόφησης νανοσωματιδίων από τα φαγοκύτταρα στους ιστούς, kde(1/h), και τέλος οι συ-

ντελεστές των ρυθμών κάθαρσης από νανοσωματίδια μέσω της ηπατοχολικής απέκκρισης και των

ούρων, CLEf (1/h) και CLEu(1/h) αντίστοιχα. ΄Ολες οι παραπάνω παράμετροι αντιμετωπίστηκαν

ως στοχαστικές, δηλαδή θεωρήθηκε ότι δεν έχουν μία συγκεκριμένη τιμή αλλά ακολουθούν μία

κατανομή. Η κατανομή που επιλέχθηκε για τη περιγραφή των συγκεκριμένων παραμέτρων είναι η

κανονική λογαριθμική κατανομή (Log-normal distribution), η οποία αποτελεί μία κλασική επιλογή

κατανομής για παραμέτρους οι οποίες λαμβάνουν τιμές στο διάστημα [0,+∞). Στον πίνακα 4.8

παρουσιάζεται συνοπτικά το σύνολο των παραμέτρων του μοντέλου.
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Πίνακας 4.7: Συντελεστές διαμόρφωσης φυσιολογικών παραμέτρων.

Διαμέρισμα Ποσοστό μάζας Ποσοστό ροής Ποσοστό τριχοειδών Ποσοστό φαγοκυττάρων

(% BW ) (% Qtotal) (Vtis) (% V
(6)
tis )

Μαλακοί ιστοί 84 47.7 0.04 2

Καρδιά 0.33 4.9 0.26 2

Νεφροί 0.73 14.1 0.16 2

Εγκέφαλος 0.57 2 0.03 4

Σπλήνα 0.2 1.22(3)
0.22 30

Πνεύμονες 0.5 100 0.36 4

΄Ηπαρ 3.66 17.4 0.21 10

Μήτρα 0.011(1) 1.11(4) 0.077(5)
2

Σκελετός 10(2)
12.2 0.04 4

΄Ολες οι τιμές του πίνακα λήφθηκαν από τη μελέτη των Brown et al.[69], εκτός από τις ακόλουθες εξαιρέσεις.
΄Ολοι οι συντελεστές υπολογισμού μάζας, όγκου ιστών και όγκου τριχοειδών αγγείων λήφθηκαν.

(1)
Η τιμή του συντελεστή της μάζας της μήτρας λήφθηκε από τη βάση δεδομένων του το λογισμικού

PK-Sim [73].
(2)
Η τιμή λήφθηκε από τη μελέτη των (Kreyling et al., 2017)[63].

(3)
Η τιμή του συντελεστή ροής για την σπλήνα λήφθηκε από (Malik, Kaplan and Saba, 1976)[72].

(4),(5),(6)
Η τιμή για το συντελεστή ροής αίματος, του συντελεστή του όγκου για τα τριχοειδή αγγεία στη

μήτρα καθώς και όλα τα ποσοστά για τον υπολογισμό της μάζας των φαγοκυττάρων λήφθηκαν από τη

μελέτη των (Aborig et al., 2019)[33].

4.4 Ανάλυση ευαισθησίας

΄Οπως αναφέρθηκε και στην ενότητα 3.6, η ανάλυση ευαισθησίας αποτελεί ένα σημαντικό στάδιο

στην ανάπτυξη φαρμακοκινητικών μοντέλων. Στόχος της ανάλυσης ευαισθησίας είναι ο προσδιο-

ρισμός εκείνων των παραμέτρων που έχουν μεγαλύτερη επίδραση στην έξοδο των μοντέλων και η

λήψη απόφασης για το ποιες παράμετροι θα προσδιοριστούν και ποιες θα λάβουν σταθερή τιμή. Για

το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε ολική ανάλυση ευαισθησίας με τις μεθόδους Morris και Sobol.

Στο σημείο αυτό πρέπει να τονιστεί ότι είναι σημαντικό οι τιμές των παραμέτρων προς ανάλυση να

είναι αντιπροσωπευτικές της πραγματικότητας, δηλαδή να οδηγούν σε σχετικά καλή αναπαράσταση

των πειραματικών δεδομένων. Για παράδειγμα, έστω ότι δίνουμε στην παράμετρο uptakeli μία τιμή

η οποία είναι αρκετές τάξεις μεγέθους μικρότερη από την πραγματική της τιμή. Αυτό θα έχει σαν

άμεση συνέπεια να μειώσει κατά πολύ (πολλές τάξεις μεγέθους) την ποσότητα των νανοσωματι-

δίων που θα απορροφηθούν από τα φαγοκύτταρα του ήπατος, με αποτέλεσμα να μειωθεί πολύ η

συνολική ποσότητα νανοσωματιδίων που προβλέπει το μοντέλο ότι θα έχει το ήπαρ, σε σχέση με

αυτό που δείχνουν τα δεδομένα. Συνεπώς, μία τιμή της παραμέτρου uptakeli πολύ μικρότερη από

την πραγματική της, σημαίνει ότι έχει σχεδόν μηδαμινή συνεισφορά στη διαμόρφωση της εξόδου
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Πίνακας 4.8: Substance-specific παράμετροι του μοντέλου. Ο δείκτης i αναφέρεται στα διαμε-
ρίσματα του μοντέλου.

Παράμετρος Περιγραφή

xi Συντελεστής Διαπερατότητας

Pi Συντελεστής Διαχωρισμού

uptakei Χωρητικότητα φαγοκυττάρων σε νανοσωματίδια

Pupmax Μέγιστος ρυθμός απορρόφησης από φαγοκύτταρα

kde Ρυθμός εκρόφησης από φαγοκύτταρα

CLEf Συντελεστής ηπατοχολικής απέκκρισης

CLEu Συντελεστής νεφρικής απέκκρισης

του μοντέλου, άρα κινδυνεύει να θεωρηθεί ασήμαντη και να τεθεί σε μία σταθερή τιμή κατά τη

διάρκεια βελτιστοποίησης των υπόλοιπων παραμέτρων. Για αυτό το λόγο, βρέθηκε ένα αρχικό

διάνυσμα Substance-specific παραμέτρων οι οποίες έδιναν προφίλ μάζας-χρόνου πολύ κοντά στα

πειραματικά μέσω δοκιμής και σφάλματος και οπτικής εποπτείας με τα σχετικά διαγράμματα και

στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν αυτά σαν μέσες τιμές lognormal κατανομών με τυπική απόκλιση

που καθορίστηκε από το coefficient of variation. Η επιλογή του CV έγινε με τη λογική να δοθεί

ένα εύρος στις κατανομές των Substance-specific parameter μέσα από το οποίο είναι πιθανό να

λάβουν τιμές. ΄Ετσι, έχοντας βρει τιμές οι οποίες είναι κατάλληλες ως μέσες τιμές των lognormal

κατανομών των παραμέτρων για να προσδιορίσουν τα πειραματικά δεδομένα, ορίστηκε ότι χαρα-

κτηρίζονται από ένα συντελεστή διακύμανσης CV = 50%. Με τον τρόπο αυτό, οι παραγόμενες

τιμές για τις παραμέτρους που αναλύονται θα βρίσκονται στην ευρύτερη περιοχή των τιμών που

ορίστηκαν ως κέντρα των κατανομών.

Παρόλα αυτά, οι δύο μέθοδοι ολικής ανάλυσης εφαρμόστηκαν και στην περίπτωση όπου οι εκ

των προτέρων κατανομές των παραμέτρων δεν περιέχουν καμία πληροφορία, δηλαδή χωρίς να

έχει προηγηθεί ανάλυση για το εύρος τιμών κάθε παραμέτρου βάση των πειραματικών δεδομένων.

Συγκεκριμένα ορίστηκε ότι όλες οι παράμετροι του μοντέλου ακολουθούν ομοιόμορφες κατανομές,

τέτοιες ώστε log10θ ∼ uniform(−4, 1.7), δηλαδή θ ∼ uniform(10−4, 50), ένα πολύ μεγάλο εύρος

τιμών, το οποίο είναι βασισμένο στο εύρος τιμών που λαμβάνουν οι τιμές των συγκεκριμένων

παραμέτρων. Η επιλογή της ομοιόμορφης κατανομής αποτελεί τυπική επιλογή κατανομής χωρίς

πληροφορία, καθώς οποιαδήποτε τιμή ανάμεσα στα άκρα της είναι το ίδιο πιθανό να δοθεί στις

παραμέτρους. Σκοπός αυτής της ανάλυσης είναι τόσο η μελέτη των αποτελεσμάτων δεδομένης της

πλήρους απουσίας εκ των προτέρων γνώσης, όσο και η σύγκριση των αποτελεσμάτων της ανάλυσης

με την ανάλυση που βασίστηκε σε εκ των προτέρων κατανομές που περιείχαν πληροφορία μέσω
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των δεδομένων.

Στην παρούσα εργασία, ως αρχική μέθοδος για ανάλυση ευαισθησίας, επιλέχθηκε η μέθοδος Mor-

ris. Η επιλογή αυτής της μεθόδου βασίζεται στα κύρια πλεονεκτήματά της, που είναι η απλότητα

και η ταχύτητα της σε σχέση με άλλες μεθόδους. Οι παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν στην

ανάλυση ευαισθησίας είναι οι παράμετροι που αναγράφονται στον πίνακα 4.8, θεωρώντας ότι έχουν

ένα συντελεστή διακύμανσης (Coefficient of Variation) CV = 50%, όπως αναφέρθηκε παραπάνω.

Για την εφαρμογή της μεθόδου Morris χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση morris(), ενώ για την εφαρ-

μογή της μεθόδου Sobol χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση sobol2002() της βιβλιοθήκης “sensitivity”

v.1.22.2 [74] στη γλώσσα R. Η συγκεκριμένη συνάρτηση εφαρμόζει τη μέθοδο Morris, όπως αυτή

περιγράφηκε στην ενότητα 3.6.2.1. Σε κάθε επανάληψη λαμβάνει μία τιμή από ένα διάστημα που

έχει ορίσει ο χρήστης. Στην παρούσα ανάλυση, η δειγματοληψία των παραμέτρων γινόταν από

uniform(0, 1) και στη συνέχεια, με τη μέθοδο του αντίστροφου μετασχηματισμού η τιμή μετα-

σχηματιζόταν στην τιμή της εκάστοτε μεταβλητής (informative lognormal στην πρώτη περίπτωση

και uninformative uniform στη δεύτερη). Για τον αντίστροφο μετασχηματισμό της δειγματολη-

ψίας σε ομοιόμορφη κατανομή, έγινε χρήση της αντίστροφης της συνάρτησης CDF (Cummulative

distribution function) των ομοιόμορφων κατανομών, δηλαδή αν u ∼ uniform(a, b) η κατανο-

μή στην οποία πρέπει να μετασχηματιστεί η δειγματοληψία, τότε η τιμή της μετασχηματισμένης

δειγματοληψίας ισούται με:

Y = a+X(b− a), (4.9)

ενώ για κανονικές λογαριθμικές κατανομές, η τιμή της μετασχηματισμένης δειγματοληψίας από τη

uniform στη lognormal ισούται με επίσης με την την τιμή της αντίστροφης CDF της lognormal

κατανομής, δηλαδή:

Y = exp(µ+
√

2σerf−1(2X − 1)), (4.10)

όπου X η τιμή της δειγματοληψίας στην ομοιόμορφη κατανομή και erf−1
η αντίστροφη συνάρτηση

της Error function. Επιπρόσθετα, είναι σημαντικό να μην ταυτιστούν οι παράμετροι µ και σ της

LogNormal κατανομής με τις τιμές του πίνακα 4.8. Επομένως, αν η μέση τιμή των παραμέτρων

αυτών ονομαστεί µX και σX η τυπική απόκλιση τους, τότε τα µ και σ της LogNormal κατανομής

για κάθε παράμετρο υπολογίζονται με τον εξής μετασχηματισμό:
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µ = ln

(
µ2
X√

µ2
X + σ2

X

)

σ =

√
ln

(
1 +

σ2
X

µ2
X

)
.

(4.11)

Εφόσον πραγματοποιηθούν οι παραπάνω μετασχηματισμοί, στη συνέχεια επιλύονται οι διαφορικές

εξισώσεις του μοντέλου κάθε φορά για το νέο παραμετρικό διάνυσμα και υπολογίζονται οι τιμές

των Elementary Effects, όπως περιγράφηκε στην ενότητα 3.6.2.1.

Με τη συνάρτηση morris() δίνεται η δυνατότητα υπολογισμού των συντελεστών ευαισθησίας όλων

των παραμέτρων για κάθε διαμέρισμα. Δηλαδή, η συνολική μάζα νανοσωματιδίων που υπολογίζε-

ται για κάθε διαμέρισμα (από το άθροισμα της μάζας που συγκεντρώνεται στα υποδιαμερίσματα

του ιστού και των φαγοκυττάρων, εφόσον τα δεδομένα αναφέρονται σε ιστούς μετά την αφαίμα-

ξη) αποτελεί ξεχωριστή έξοδο του μοντέλου, συνεπώς το μοντέλο αποτελείται από συνολικά 12

εξόδους (όλα τα διαμερίσματα μαζί με την ποσότητα των μακροφάγων που αποβάλλονται μέσω

των κοπράνων και των ούρων). Για κάθε δειγματοληψία που γίνεται, δηλαδή για κάθε νέο παρα-

μετρικό σετ για το οποίο επιλύονται οι διαφορικές εξισώσεις, προκύπτει ένας πίνακας διαστάσεων

[Ntimes×Noutputs], όπου Ntimes το σύνολο των χρονικών στιγμών ολοκλήρωσης και Noutputs τα 12

διαμερίσματα. Επομένως, έχοντας ως στόχο τον υπολογισμό ενός ζεύγους δεικτών ευαισθησίας

(µ∗, σ∗) για κάθε παράμετρο, που θα αφορά ολόκληρο το χρονικό διάστημα ολοκλήρωσης και όλα

τα διαμερίσματα (δηλαδή όλες της εξόδους), απαιτείται σε πρώτο στάδιο να απαλειφθεί η διάσταση

του χρόνου, δηλαδή ο πίνακας εξόδου της λύσης των διαφορικών εξισώσεων να έχει πλέον δια-

στάσεις [1×Noutputs]. Αυτό επιτυγχάνεται με τον υπολογισμό της επιφάνειας κάτω της καμπύλης

μάζας-χρόνου κάθε εξόδου, ή αλλιώς AUC (Area Under the Curve). ΄Ετσι, για κάθε παραμετρι-

κό σετ που προκύπτει από τις δειγματοληψίες, θα προκύπτει ως αποτέλεσμα των διαφορικών ένα

διάνυσμα τιμών οι οποίες θα αντιστοιχούν στις AUC τιμές κάθε διαμερίσματος. ΄Αρα, από την

εφαρμογή της μεθόδου Morris θα ανακύπτουν Noutputs ζεύγη (µ∗, σ∗) για κάθε παράμετρο (ένα

ζεύγος για κάθε έξοδο του μοντέλου). Συγκεκριμένα, διαμορφώνονται δύο νέοι πίνακες διαστάσε-

ων [Nparams×Noutputs], ένας που θα ενσωματώνει τις τιμές µ
∗
και ο δεύτερος θα ενσωματώνει τα

σ∗ των παραμέτρων.

Προκειμένου κάθε παράμετρος να χαρακτηρίζεται από ένα δείκτη ευαισθησίας για κάθε διαμέρισμα
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και όχι δύο (εφόσον δεν έχει κάποιο ιδιαίτερη σημασία στην παρούσα μελέτη αν κάποια παράμε-

τρος επηρεάζει άμεσα ή μέσω αλληλεπιδράσεων με άλλες παραμέτρους την έξοδο), υπολογίζεται

ένας συνολικός δείκτης ευαισθησίας για κάθε παράμετρο, ο οποίος συνοψίζει την πληροφορία που

περιέχεται στα µ∗ και σ∗, συμβολίζεται με GI (Global Index) και υπολογίζεται ως εξής:

GIi =

√
µ∗

2

i + σ∗
2

i . (4.12)

Δηλαδή, ο δείκτης GI είναι ίσος με το γεωμετρικό μέσο των µ∗ και σ∗.΄Ετσι, πλέον κάθε πα-

ράμετρος χαρακτηρίζεται από ένα δείκτη για κάθε έξοδο του μοντέλου. Στη συνέχεια, για να

απαλειφθεί και η διάσταση των εξόδων, πραγματοποιείται στάθμιση των δεικτών ευαισθησίας GI

κάθε παραμέτρου ως προς τις διαφορετικές εξόδους. ΄Ετσι προκύπτουν οι σταθμισμένοι δείκτες

ολικής ευαισθησίας WGIi (Weighted GIi):

WGIi =

∑N
j=1 wjGIi,j∑N

j=1wj
(4.13)

όπου i η παράμετρος, j η έξοδος του μοντέλου και N = Noutputs και wj ισούνται με:

wj =
AUCobsj
Vtisj

, (4.14)

όπου AUCobsj είναι η τιμή AUC που προκύπτει από τα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα. Η επιλο-

γή του όρου AUCobs/Vtis ως συντελεστή στάθμισης των δεικτών ολικής ανάλυσης ευαισθησίας

βασίζεται στο σκεπτικό ότι η τιμή του κλάσματος αυτού, διατάσσει τις παραμέτρους σε σειρά

σημαντικότητας με κριτήριο το λόγο (μάζα νανοσωματιδίων)/(όγκος οργάνου), ένα μέγεθος που

αναδεικνύει τη σχετική συγκέντρωση μάζας ως προς το μέγεθος του οργάνου. ΄Ετσι, αν ένα υλικό

χαρακτηρίζεται από υψηλή συσσώρευση σε κάποιο όργανο ανά μονάδα όγκου αυτού οργάνου, τότε

αυτό θα αποτυπωθεί στους δείκτες ευαισθησίας που διαμορφώνουν το συγκεντρωσιακό προφίλ του

οργάνου, χωρίς να αλλοιώνει την κατάταξη των παραμέτρων το μέγεθος του οργάνου.

Ανάλογη είναι και η επεξεργασία που εφαρμόστηκε στα αποτελέσματα της μεθόδου Sobol. Συγκε-

κριμένα, πραγματοποιήθηκαν 1000 δειγματοληψίας από την ομοιόμορφη κατανομή y ∼ uniform(0, 1),

και στη συνέχεια εφαρμόστηκε η διαδικασία αντίστροφης δειγματοληψίας για να βρεθεί η αντιστοι-

χία μεταξύ της κατανομής uniform(0, 1) και των επιθυμητών κατανομών, δηλαδή των informative

lognormal και uninformative uniform. ΄Οπως και στη περίπτωσης της Morris, χρησιμοποιήθηκε

συντελεστής διακύμανσης των παραμέτρων ίσος με 50%. Σε κάθε δειγματοληψία που πραγματο-
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ποιείται, μετά την μετατροπή της αρχικής κατανομής στην επιθυμητή, ακολουθεί υπολογισμός των

αποτελεσμάτων των διαφορικών για το συγκεκριμένο παραμετρικό σετ που δημιουργήθηκε. Στη

συνέχεια, προκύπτει ένας πίνακας διαστάσεων [Ntimes × Noutputs], όπου κάθε στήλη του περιέχει

τη συνολική μάζα νανοσωματιδίων που περιέχεται στο αντίστοιχο διαμέρισμα κάθε χρονική στιγ-

μή. Ακολουθεί υπολογισμός της AUC σε κάθε στήλη (διαμέρισμα) προκειμένου να απαλειφθεί

η διάσταση του χρόνου. Στη συνέχεια ακολουθεί κανονικοποίηση των στηλών του νέου πίνακα

προκειμένου να εφαρμοστεί η μέθοδος Sobol σε κάθε στήλη ξεχωριστά και κατ΄ επέκταση να υ-

πολογιστούν οι δείκτες Sobol για κάθε παράμετρο σε κάθε διαμέρισμα ξεχωριστά. Αποτέλεσμα

αυτής της διαδικασία είναι η δημιουργία δύο τελικών πινάκων, όπου ο καθένας έχει διαστάσεις

[Nparams × Noutput]. Ο πρώτος πίνακας περιέχει του δείκτες Sobol πρώτης τάξης και ο δεύτερος

περιέχει του δείκτες ολική ευαισθησίας. ΄Ομως, λόγω του μεγάλου πλήθους των παραμέτρων και

των 12 διαφορετικών διαμερισμάτων, για τα οποία έχουν υπολογιστεί δείκτες ευαισθησίας, είναι

δύσκολη η εξαγωγή συμπερασμάτων για το ποιες παράμετροι είναι σημαντικές και ποιες όχι. Το

πρόβλημα αυτό επιλύεται και σε αυτή τη περίπτωση με τη στάθμιση των δεικτών πρώτης και συ-

νολικής τάξης, με βάση τους όρους που χρησιμοποιήθηκαν και για τη μέθοδο Morris, μέσω των

σχέσεων (4.13, 4.14), οι οποίες αν αναπροσαρμοστούν για του δείκτες ευαισθησίας Sobol έχουν

τη μορφή:

WS1i =

∑Ny
j=1 wjS1i,j∑Ny
j=1wj

WStotali =

∑Ny
j=1wjStotali,j∑Ny

j=1wj

wj =
AUCobsj
Vtisj

,

(4.15)

όπου S1i και Stotali ο πρώτης τάξης και ο ολικός δείκτης Sobol αντίστοιχα, ενώ τα wj υπολογίζονται

ακριβώς όπως και στην περίπτωση Morris.

Τέλος, ελέγχθηκε η περίπτωση υπολογισμού των δεικτών Sobol χωρίς τη στάθμιση με τους όρους

wj της σχέσης 4.14. Αντιθέτως, θεωρήθηκε ότι οι έξοδοι των διαμερισμάτων έχουν όλα την ίδια

βαρύτητα, συνεπώς το τελικό ζευγάρι δεικτών Sobol κάθε παραμέτρου υπολογίστηκε από το μέσο

όρο όλων των δεικτών της, για όλα τα διαμερίσματα. Σκοπός αυτής της δοκιμής ήταν η παρατήρηση

του τρόπου και του βαθμού με τον οποίο επιδρά η στάθμιση μέσω των πειραματικών δεδομένων

στα αποτελέσματα της ανάλυσης ευαισθησίας.
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4.5 Στατιστικό Μοντέλο

Στην ενότητα αυτή θα παρουσιαστεί το στατιστικό μοντέλο με το οποίο θα προσδιοριστούν οι

τιμές των παραμέτρων μέσω των πειραματικών δεδομένων. ΄Οπως αναφέρθηκε και προηγουμένως,

οι παράμετροι που συγκεντρώνουν το μεγαλύτερο ενδιαφέρον είναι αυτές που αναγράφονται στο

συγκεντρωτικό πίνακα 4.8. Ο προσδιορισμός όλων των παραμέτρων θα προκαλούσε προβλήμα-

τα ταυτοποίησης που οφείλονται, τόσο στην πληθώρα των δεδομένων, όσο και στη μορφή των

διαφορικών εξισώσεων [37]. Το πρόβλημα αυτό γίνεται να λυθεί με την εφαρμογή της ανάλυσης

ευαισθησίας, μέσω της οποίας είναι εφικτή η επιλογή των σημαντικότερων παραμέτρων και έτσι

θα γίνει εκτίμηση ενός παραμετρικού υποσυνόλου, με τις υπόλοιπες, μη σημαντικές παραμέτρους

να λαμβάνουν σταθερή τιμή. Επιπλέον, όλες οι φυσιολογικές παράμετροι που αναγράφονται στους

πίνακες 4.4 και 4.5 παραμένουν και αυτές σταθερές στις τιμές που τους έχουν δοθεί και δεν τίθενται

προς προσδιορισμό.

΄Εστω ότι το σύνολο των παραμέτρων που αναγνωρίστηκαν ως σημαντικές από την ανάλυση ευαι-

σθησίας ορίζουν το παραμετρικό διάνυσμα µ. Πρόκειται για ένα παραμετρικό διάνυσμα το οποίο

περιέχει τη μέση τιμή της υποθετικής κανονικής κατανομής κάθε παραμέτρου προς ανάλυση και

δεν αποτελεί κάποια στοχαστική παράμετρο. Επιπλέον, ορίζεται το διάνυσμα σ, το οποία περιέχει

τις τυπικές αποκλίσεις των παραμέτρων του διανύσματος µ, υπολογισμένες με βάση το CV που

τους έχει οριστεί. Δηλαδή ισχύει

σ = CV · µ (4.16)

Ωστόσο, επειδή οι παράμετροι που περιέχονται στο µ είναι στοχαστικές παράμετροι οι οποίες

μπορούν να έχουν μόνο θετικές τιμές, γίνεται η θεώρηση ότι ακολουθούν κανονική λογαριθμική

κατανομή. Αυτή είναι μία αρκετά συνήθης επιλογή κατανομής για παραμέτρους μοντέλων βιολο-

γικών συστημάτων, οι οποίες ορίζονται μέσα στο διάστημα [0,+ inf]. Για το λόγο αυτό, είναι

αναγκαίοι οι μετασχηματισμοί που αναφέρθηκαν στη σχέση 4.11. Με την εφαρμογή των μετασχη-

ματισμών αυτών, προκύπτει το μετασχηματισμένο παραμετρικό διάνυσμα µtr με το αντίστοιχο σtr.

Δηλαδή ισχύει ότι:

µtr = ln

(
µ2√
µ2 + σ2

)

σtr =

√
ln

(
1 +

σ2

µ2

)
.

(4.17)
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΄Αρα το παραμετρικό διάνυσμα θtr ακολουθεί κανονική λογαριθμική κατανομή

θtr ∼ LogNormal(µtr, σtr). (4.18)

΄Ετσι λοιπόν, σε κάθε επανάληψη πραγματοποιείται μία δειγματοληψία για τις παραμέτρους που

περιέχονται στο θtr και επιλύονται οι διαφορικές εξισώσεις για τις χρονικές στιγμές που υπάρχουν

διαθέσιμες πειραματικές μετρήσεις. Στη συνέχεια υπολογίζεται η πιθανοφάνεια των αποτελεσμάτων

για το συγκεκριμένο παραμετρικό σετ που αντιστοιχεί σε κάθε δειγματοληψία. Αν θεωρήσουμε ότι

τα τα δεδομένα των πειραματικών μετρήσεων για κάθε διαμέρισμα ακολουθούν κανονική κατανομή,

τότε αυτή η κατανομή θα πρέπει να έχει ως μέση τιμή την τιμή που προβλέπει το μοντέλο για το

αντίστοιχο διαμέρισμα και θα έχει ως διακύμανση το σφάλμα του μοντέλου, δηλαδή

mobsj ∼ normal(m̂j, ε) (4.19)

όπου mobsj η μάζα νανοσωματιδίων που έχει παρατηρηθεί σε όλες τις χρονικές στιγμές που έχουν

ληφθεί μετρήσεις, m̂j η πρόβλεψη του μοντέλου για την τη συνολική ποσότητα νανοσωματιδίων

(δηλαδή το άθροισμα της μάζας που προβλέπει στα υποδιαμερίσματα του ιστού και των φαγοκυτ-

τάρων κάθε διαμερίσματος) τις αντίστοιχες χρονικές στιγμές χρησιμοποιώντας το παραμετρικό

διάνυσμα θ που προκύπτει σε κάθε δειγματοληψία, j είναι ο δείκτης που συμβολίζει το διαμέρισμα

και ε είναι το προσθετικό σφάλμα του μοντέλου. Δοκιμάστηκαν δύο διαφορετικές στρατηγικές

αναφορικά με το σφάλμα. Η πρώτη ήταν να υπάρχει ενιαίο σφάλμα για όλα τα διαμερίσματα και

η δεύτερη να υπάρχουν τρία σφάλματα, το πρώτο στα διαμερίσματα τάδε, κτλ κτλ. Το δεύτερο

σχήμα χρησιμοποιήθηκε γιατί παρατηρήθηκε μεγάλη διαφορά σε τάξεις μεγέθους μεταξύ των διαμε-

ρισμάτων και θεωρήθηκε καλύτερη στρατηγική να χωρισθούν τα όργανα βάση της τάξης μεγέθους

περιεχόμενων νανοσωματιδίων TiO2. Στην πρώτη περίπτωση η εκ των προτέρων κατανομή του

σφάλματος ήταν:

ε ∼ normal(0, 1), (4.20)

ενώ στη δεύτερη περίπτωση η εκ των προτέρων κατανομή των τριών σφαλμάτων ήταν:

ε1 ∼ normal(0, 0.1)

ε2 ∼ normal(0, 0.01)

ε3 ∼ normal(0, 0.001)

(4.21)
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4.6 Εφαρμογή Στατιστικού Μοντέλου στη STAN

Η προγραμματιστική γλώσσα που χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη και εφαρμογή του στατιστι-

κού μοντέλου ήταν η πιθανοτική γλώσσα STAN v.2.19.2 [75], και συγκεκριμένα η βιβλιοθήκη της

R, rSTAN. Η STAN χρησιμοποιείται κυρίως για την ανάπτυξη στατιστικών μοντέλων που ακο-

λουθούν Μπεϋζιανή ανάλυση λόγω των MCMC αλγορίθμων δειγματοληψίας από εκ των υστέρων

κατανομές που ενσωματώνει. Ακόμα, υπάρχουν ενσωματωμένοι solvers για την επίλυση συνήθων

διαφορικών εξισώσεων. Εκτός από τη γλώσσα R, αντίστοιχες βιβλιοθήκες που αξιοποιούν τη

STAN υπάρχουν και για άλλες γλώσσες, όπως η Python, Julia, Stata, Matlab και Mathematica.

Ο κώδικας της STAN συνεργάζεται με τον κώδικα της R με τον εξής τρόπο: στον κώδικα R ει-

σάγονται όλα τα δεδομένα του μοντέλου, όπως οι τιμές όλων των παραμέτρων, οι αρχικές τιμές των

διαφορικών, τα πειραματικά δεδομένα καθώς και ορισμένες παράμετροι που αφορούν τον αλγόριθμο

επίλυσης. Στο τέλος του κώδικα γίνεται κλίση του κώδικα STAN στον οποίο περιέχονται όλες

οι διαφορικές εξισώσεις και το στατιστικό μοντέλο που αναπτύχθηκε στην προηγούμενη ενότητα.

Συγκεκριμένα, οι παράμετροι που ορίστηκαν στην R και αφορούν τον αλγόριθμο είναι το πλήθος

των μαρκοβιανών αλυσίδων, οι οποίες επιλέχθηκαν να είναι 4, καθώς και ο αριθμός επαναλήψεων

που θα πραγματοποιηθούν σε κάθε αλυσίδα. Για κάθε αλυσίδα επιλέχθηκε να πραγματοποιούνται

1000 επαναλήψεις, ενώ οι 500 πρώτες από αυτές ορίστηκαν ως warm-up επαναλήψεις. Οι warm-

up επαναλήψεις είναι ένα μέρος της αρχής κάθε μαρκοβιανής αλυσίδας, οι οποίες αποφασίζεται

να μην χρησιμοποιηθούν στη διαμόρφωση των τελικών αποτελεσμάτων, καθώς ακόμα ο αλγόριθ-

μος δειγματοληψίας όταν βρίσκεται στο αρχικό στάδιο των επαναλήψεων δεν έχει καταφέρει να

συγκλίνει. Επομένως, η παρουσίαση των αποτελεσμάτων βασίζεται αποκλειστικά στις τελευταίες

500 επαναλήψεις (post warm-up) κάθε αλυσίδας.

Ο κώδικας της STAN απαιτεί μία αρκετά αυστηρή δομή για την εφαρμογή του στατιστικού μο-

ντέλου, καθώς αποτελείται απο συγκεκριμένα τμήματα (blocks). Το πρώτο τμήμα του κώδικα

ονομάζεται functions. Σε αυτό το τμήμα γίνεται δήλωση όλων των διαφορικών εξισώσεων του

μοντέλου καθώς και των μεταβλητών και των παραμέτρων που το απαρτίζουν. Στη συνέχεια α-

κολουθεί το τμήμα data, στο οποίο γίνεται δήλωση των δεδομένων (π.χ. πειραματικά δεδομένα,

πλήθος σταθερών, παραμέτρων, αρχικές συνθήκες κ.α.) που εισάγονται από τον συνεργαζόμενο

κώδικα της R. Τα δεδομένα αυτά είναι απαραίτητα για την εκκίνηση της επαναληπτικής διαδικα-
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σίας των μαρκοβιανών αλυσίδων. Στη συνέχεια υπάρχει το τμήμα transformed data, στο οποίο

επιτρέπονται οι μετασχηματισμοί των δεδομένων που εισήχθησαν στο τμήμα data. Συγκεκριμένα,

στο τμήμα αυτό πραγματοποιούνται οι μετασχηματισμοί της εξίσωσης (4.17). ΄Επειτα, ακολουθεί

το τμήμα των parameters, στο οποίο δηλώνονται οι παράμετροι (χωρίς να γίνεται ανάθεση τιμών)

οι οποίες πρόκειται να προσδιοριστούν, δηλαδή οι παράμετροι για τις οποίες θα γίνουν οι δειγματο-

ληψίες. Το επόμενο τμήμα του κώδικα ονομάζεται model. ΄Οπως υποδηλώνει και το όνομά του, σε

αυτό το τμήμα καταγράφεται το στατιστικό μοντέλου που χρησιμοποιείται. Αρχικά, ορίζονται οι εκ

των υστέρων κατανομές των παραμέτρων που δηλώθηκαν στο προηγούμενο τμήμα (parameters),

έπειτα γίνεται ολοκλήρωση των διαφορικών εξισώσεων για τη δειγματοληψία των παραμέτρων που

πραγματοποιείται σε κάθε επανάληψη και στη συνέχεια γίνεται υπολογισμός της πιθανοφάνειας της

εξίσωσης 4.19. Τέλος, υπάρχει το τμήμα generated quantities, το οποίο δεν έχει καμία επίδραση

στην τιμές των παραμέτρων που έχουν προσδιοριστεί, αλλά χρησιμοποιείται μόνο για την εξαγωγή

των παράγωγων μεγεθών που αποτελούν μετασχηματισμό των παραμέτρων.

Η μέθοδος δειγματοληψίας που χρησιμοποιείται από τη STAN είναι ο αλγόριθμος Hamiltonian

Monte Carlo (HMC). Πρόκειται για μία MCMC μέθοδο, η οποία χρησιμοποιεί αριθμητική ο-

λοκλήρωση για την επίλυση Hamiltonian συστημάτων σε συνδυασμό με το βήμα αποδοχής που

χρησιμοποιείται από τον αλγόριθμο Metropolis. Στόχος της μεθόδου είναι ο προσδιορισμός της

εκ των υστέρων κατανομής πραγματοποιώντας δειγματοληψίες από την εκ των προτέρων κατανο-

μή p(θ). Ο αλγόριθμος HMC χρησιμοποιεί τη βοηθητική παράμετρο ρ, η οποία ονομάζεται ορμή

(momentum) και πραγματοποιεί δειγματοληψία από την από κοινού κατανομή:

p(ρ, θ) = p(ρ|θ)p(θ), (4.22)

όπου θ το σύνολο των παραμέτρων. Πρόκειται για την ίδια σχέση με τη σχέση (3.2), με τη μόνη

διαφορά ότι στη θέση του y χρησιμοποιείται το σύμβολο ρ, λόγω των Hamiltonian συστημάτων.

Η μεταβλητή ρ ακολουθεί μία πολυμεταβλητή κανονική κατανομή, ανεξάρτητη των παραμέτρων θ,

δηλαδή

ρ ∼MultivariateNormal(0,Σ), (4.23)

όπου Σ είναι ένας πίνακας συνδιακύμανσης (covariance matrix) ο οποίος μπορεί να είναι είτε

μοναδιαίος πίνακας, ή να υπολογιστεί στις warmup δειγματοληψίες ή να οριστεί ως ένας οποιοσ-

δήποτε άλλος διαγώνιος πίνακας. Η από κοινού κατανομή p(ρ, θ) μπορεί να εκφραστεί με όρους

Hamiltonian συστήματος υπολογίζοντας τον αρνητικό φυσικό λογάριθμο της κατανομής αυτής,
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δηλαδή:

H(ρ, θ) = − log p(ρ, θ)

= − log p(ρ|θ)− log p(θ)

= T (ρ|θ) + V (θ),

(4.24)

όπου ο όρος T (ρ|θ) = − log p(ρ|θ) ονομάζεται κινητική ενέργεια (kinetic energy) και ο όρος

V (θ) = − log p(θ) ονομάζεται δυναμική ενέργεια (potential energy). Κάθε επανάληψη του αλγο-

ρίθμου χωρίζεται σε δύο τμήματα. Στο πρώτο στάδιο πραγματοποιείται δειγματοληψία της ορμής ρ

από την κατανομή (4.23), η οποία είναι ανεξάρτητη των τιμών των παραμέτρων θ. Στη συνέχεια,

το Hamiltonian σύστημα της από κοινού κατανομής p(ρ, θ) ορίζεται ως εξής:

dθ

dt
= +

∂H

∂ρ
= +

∂T

∂ρ
dρ

dt
= −∂H

∂θ
= −∂T

∂θ
− ∂V

∂θ

(4.25)

Λαμβάνοντας υπόψιν ότι η κατανομή της ορμής είναι ανεξάρτητη των τιμών των παραμέτρων θ,

δηλαδή p(ρ|θ) = p(ρ), τότε το σύστημα (4.25) παίρνει τη μορφή:

dθ

dt
= +

∂T

∂ρ
dρ

dt
= −∂V

∂θ

(4.26)

Η STAN χρησιμοποιεί τον ολοκληρωτή Leapfrog για την επίλυση του συστήματος των δύο δια-

φορικών (4.26). Πρόκειται για έναν αλγόριθμο αριθμητικής επίλυσης διαφορικών εξισώσεων ο

οποίος έχει υποστεί ειδικές προσαρμογές για την επίλυσης Hamiltonian συστημάτων. ΄Ετσι, για

κάθε δειγματοληψία της ορμής ρ, υπολογίζονται οι νέες τιμές των παραμέτρων θ με τη χρήση του

ολοκληρωτή Leapfrog.

Το δεύτερο στάδιο κάθε επανάληψης είναι αυτό που καθορίζει το αν το νέο σετ τιμών (ρ∗, θ∗)

είναι αποδεκτό ή όχι. Αυτό πραγματοποιείται με το βήμα αποδοχής του αλγόριθμου Metropolis.

Η πιθανότητα αποδοχής των τιμών (ρ∗, θ∗) είναι ίση με:

min(1, exp(H(ρ, θ)−H(ρ∗, θ∗))). (4.27)

ενώ αν το νέο σετ τιμών δε γίνει αποδεκτό, τότε χρησιμοποιούνται οι προηγούμενες τιμές για να
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γίνει η επόμενη δειγματοληψία [75, 76]. Τέλος, η STAN χρησιμοποιεί τον αλγόριθμο no-U-turn

sampler (NUTS),ο οποίος εφαρμόζεται προκειμένου να ρυθμιστούν αυτόματα και με το βέλτιστο

τρόπο οι παράμετροι του ολοκληρωτή Leapfrog.

4.7 PBPK Index

Στην ανάπτυξη μαθηματικών μοντέλων είναι σημαντικό να υπάρχει ένα αντικειμενικό κριτήριο με

το οποίο θα αξιολογείται πόσο καλά αναπαριστά το μοντέλο τα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα

(goodness of fit). Πολλές φορές, χρησιμοποιείται η οπτική εποπτεία μέσω σύγκρισης των προσο-

μοιωμένων (simulated) καμπυλών με τα πειραματικά δεδομένα για την αξιολόγηση του μοντέλου,

ωστόσο αυτή η μέθοδος εμφανίζει σημαντικές δυσκολίες εφαρμογής, είτε σε περιπτώσεις διαφορε-

τικών εκδοχών του μοντέλου, οι οποίες δίνουν οπτικά παρόμοια αποτελέσματα, είτε σε περιπτώσεις

μοντέλων με πολλαπλές εξόδους, (όπως το PBPK μοντέλο του της παρούσας εργασίας), όπου ε-

ίναι δύσκολη η σύγκριση των αποτελεσμάτων κάθε διαμερίσματος μεταξύ διαφορετικών εκδοχών

του μοντέλου. Για το λόγο αυτό, επιλέχθηκε ως δείκτης ποιότητας των αποτελεσμάτων ο δείκτης

PBPK Index, όπως αυτός ορίζεται στη μελέτη των Krishnanet al.[77]. Η επιλογή αυτού του

δείκτη βασίζεται στην ικανότητα του να συγκρίνει τα αποτελέσματα του μοντέλου με τα διαθέσιμα

πειραματικά δεδομένα (ακόμη και από πολλαπλές έρευνες) και στη σχετικά εύκολη εφαρμογή του.

Ο υπολογισμός του PBPK Index βασίζεται στον υπολογισμό του απόλυτου σφάλματος μεταξύ

της τιμής του μοντέλου και της τιμής των πειραματικών δεδομένων για τις αντίστοιχες χρονικές

στιγμές και τα αντίστοιχα όργανα, δηλαδή:

et = |St − Et| (4.28)

όπου, et το απόλυτο σφάλμα, St η τιμή του μοντέλου (simulation) και Et η πειραματική τιμή

(experimental) για κάθε χρονική στιγμή t για την οποία υπάρχουν διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα.

Στη συνέχεια γίνεται υπολογισμός της τετραγωνική ρίζας του αθροίσματος των τετραγώνων των

απόλυτων σφαλμάτων διαιρούμενα με το πλήθος των παρατηρήσεων για κάθε διαμέρισμα, δηλαδή:

RMe2
t =

√∑n
t=1 e

2
t

N
(4.29)
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όπου N το πλήθος των πειραματικών μετρήσεων που είναι διαθέσιμες για κάθε όργανο. Ωστόσο, η

τιμή του RMe2
t δεν αποτελεί ξεκάθαρο δείκτη διαφοράς μεταξύ των προβλέψεων του μοντέλου και

των πειραματικών δεδομένων, διότι δεν είναι υπολογισμένος ως προς κάποιο μέγεθος αναφοράς,

ώστε να είναι συγκρίσιμοι μεταξύ τους οι δείκτες διαφορετικών διαμερισμάτων. Για το λόγο

αυτό, ο τελικός δείκτης για κάθε διαμέρισμα υπολογίζεται διαιρώντας την ποσότητα RMe2
t με την

τετραγωνική ρίζα του αθροίσματος των τετραγώνων των πειραματικών μετρήσεων διαιρεμένο με

το πλήθος των παρατηρήσεων του αντίστοιχου διαμερίσματος, δηλαδή:

Ij =
RMe2

t

RME2
t

(4.30)

όπου j ο δείκτης του διαμερίσματος. ΄Ομως, σε αρκετά πειραματικά δεδομένα (όπως αυτό που

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία) οι χρονικές στιγμές για τις οποίες υπάρχουν διαθέσιμες

μετρήσεις διαφέρουν από όργανο σε όργανο. Για λόγο αυτό, είναι σημαντικό ο δείκτης κάθε

διαμερίσματος να μην έχει τον ίδιο συντελεστή βαρύτητας στην τελική διαμόρφωση του τελικού

PBPK Index. Αυτό επιτυγχάνεται αξιοποιώντας της σχέση:

Ic =

Ncomps∑
j=1

Ij ·
(

Nj

Ntotal

)
(4.31)

όπου, Ncomps το πλήθος των διαφορετικών διαμερισμάτων του μοντέλου, Nj το πλήθος των δια-

θέσιμων μετρήσεων για το διαμέρισμα j και Ntotal το σύνολο των διαθέσιμων μετρήσεων για όλα

τα διαμερίσματα.

4.8 Οπτικός ΄Ελεγχος Προβλεπτικής Ικανότητας VPC

Τα διαγράμματα οπτικού ελέγχου της προβλεπτικής ικανότητας (Visual Predictive Check )VPC))

αποτελούν διαγνωστικά διαγράμματα τα οποία χρησιμοποιούνται κυρίως για για την αξιολόγηση των

posterior κατανομών των παραμέτρων που έχουν προσδιοριστεί μέσω των πειραματικών δεδομένων.

Τα VPC διαγράμματα κατασκευάζονται πραγματοποιώντας μεγάλο αριθμό προσομοιώσεων (N ≥

1000), έπειτα από δειγματοληψία από τις posterior κατανομές των παραμέτρων. Στη συνέχεια,

υπολογίζονται τα αποτελέσματα του μοντέλου για κάθε μία από τις προσομοιώσεις και στο δι-

άγραμμα αναπαρίστανται ορισμένα εκατοστημόρια των αποτελεσμάτων των προσομοιώσεων. Συ-
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νήθως, επιλέγονται το 5ο, το 50ο και το 95ο εκατοστημόριο των προσομοιώσεων και συγκεκριμένα

αναπαρίστανται διαστήματα εμπιστοσύνης των εκατοστημορίων, δηλαδή το 95%. Επιπλέον, στα

διαγράμματα περιέχονται τα πειραματικά δεδομένα της έρευνας, που χρησιμοποιήθηκαν στην ε-

κτίμηση των παραμέτρων, ώστε να μπορεί να γίνει αξιολόγηση της προβλεπτικής ικανότητας[78].



Κεφάλαιο 5

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσματα της μελέτης περίπτωσης. Αρχικά

παρουσιάζονται οι αρχικές προσεγγίσεις για τις τιμές των 32 chemical specific παραμέτρων, οι οποί-

ες προέκυψαν έπειτα από επαναληπτική σύγκριση των παραγόμενων καμπυλών του μοντέλου με τα

πειραματικά δεδομένα. ΄Επειτα, αναλύονται τα αποτελέσματα της ολικής ανάλυσης ευαισθησίας του

μοντέλου τόσο από τη μέθοδοMorris όσο και από τη μέθοδο Sobol. Στη συνέχεια παρουσιάζονται

τα αποτελέσματα της προσαρμογής του μοντέλου στα πειραματικά δεδομένα, τα οποία συνοδεύο-

νται από διαγράμματα μάζας-χρόνου καθώς και από διαγράμματα οπτικού προβλεπτικού ελέγχου

(Visual Predictive Check (VPC)) για κάθε διαμέρισμα. Τέλος, όλοι οι κώδικες R και STAN που

χρησιμοποιήθηκαν στη μοντελοποίηση και στη δημιουργία των διαγραμμάτων είναι διαθέσιμοι στο

σύνδεσμο: https://github.com/ntua-unit-of-control-and-informatics/TiO2_IV_PBPK

5.1 Προσέγγιση των Substance-Specific Παραμέτρων

Στο σημείο αυτό πρόκειται να παρουσιαστούν αναλυτικά οι τιμές των παραμέτρων που είναι άμεσα

εξαρτώμενες από το είδος της ουσίας που μελετάται, δηλαδή το διοξείδιο του τιτανίου. Πρόκειται

δηλαδή για τις τιμές των συντελεστών διαπερατότητας, xi, συντελεστών διαχωρισμού, P , της χω-

ρητικότητας των φαγοκυττάρων σε νανοσωματίδια uptakei, του μέγιστου ρυθμού απορρόφησης

νανοσωματιδίων από τα φαγοκύτταρα, Pupmax , του συντελεστή εκρόφησης από τα φαγοκύτταρα,

kde και των συντελεστών ηπατοχολικής και νεφρικής απέκκρισης, CLEf και CLEu, αντίστοιχα.

Αρχικά, αναζητήθηκαν στη βιβλιογραφία τιμές για τις μεταβλητές αυτές. Η μόνη πηγή που βρέθηκε
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ήταν των Carlander et al.[68], οι τιμές των οποίων αδυνατούσαν να αναπαράγουν τα δεδομένα. Για

τον λόγο αυτό, δοκιμάστηκε εμπειρική εκτίμηση των substance-specific παραμέτρων μέσω οπτικής

εποπτείας της εφαρμογής των παραγώμενων καμπυλών μάζας-χρόνου στα διαθέσιμα δεδομένα. Η

διαδικασία της προσέγγισης τιμών των παραμέτρων που εφαρμόστηκε είχε την εξής λογική: αρχικά

ελέγχθηκε αν είναι εφικτό να περιγραφούν τα πειραματικά δεδομένα χρησιμοποιώντας σε όλα τα

διαμερίσματα ίδιο συντελεστή διαπερατότητας, x, ίδιο συντελεστή διαχωρισμού, P , και ίδια τιμή

για την χωρητικότητα των φαγοκυττάρων σε νανοσωματίδια, uptake. Ωστόσο, αποδείχτηκε ότι

ορισμένα διαμερίσματα ήταν αδύνατο να προσεγγίσουν τα πειραματικά δεδομένα χρησιμοποιώντας

κοινούς συντελεστές με όλα τα υπόλοιπα διαμερίσματα. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν διαφο-

ρετικές τιμές για τις παραμέτρους αυτών των διαμερισμάτων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί

το διαμέρισμα του ήπατος, όπως φαίνεται στον πίνακα 5.1, για το οποίο έχουν δοθεί διαφορετικές

τιμές σε σχέση με τα υπόλοιπα διαμερίσματα και για τις τρεις παραμέτρους. Αντίστοιχη περίπτωση

είναι το διαμέρισμα της σπλήνας, στο οποίο δόθηκε ίδιος συντελεστής διαπερατότητας με αυτόν

του ήπατος, ενώ χρειάστηκε και ο ορισμός νέας τιμής uptake για το συγκεκριμένο διαμέρισμα.

΄Αλλα διαμερίσματα στα οποία δόθηκαν διαφορετικές τιμές παραμέτρων από το αρχικό σετ είναι

το διαμέρισμα των μαλακών ιστών και του σκελετού. Προφανώς, για λόγους ταυτοποιησιμότητας

(identifiability), επιχειρήθηκε να βρεθούν τα σετ παραμέτρων με τις λιγότερες δυνατές εξαιρέσεις

παραμέτρων σε σχέση με τις γενικές τιμές (generic values).

Πίνακας 5.1: Τιμές των substance-specific παραμέτρων ανά διαμέρισμα.

Διαμέρισμα Συντ. Διαπερατότητας Συντ. Διαχωρισμού Χωρητικότητα σε νανοσωματίδια

xi (αδιάστατο) Pi (αδιάστατο) uptakei (μg TiO2/g φαγοκυττάρων)

Μαλακοί ιστοί 0.0001 0.06 0.01

Καρδιά 0.0001 0.8 0.1

Νεφροί 0.0001 0.8 0.1

Εγκέφαλος 0.00001 0.8 0.1

Σπλήνα 3 0.8 3

Πνεύμονες 0.0001 0.8 0.1

΄Ηπαρ 3 20 16

Μήτρα 0.0001 0.8 0.1

Σκελετός 3 0.8 0.1

Αίμα - - 0.1

Το σύνολο των παραμέτρων που παρουσιάζονται στους πίνακες 5.1 και 5.2 δημιουργεί ένα παρα-

μετρικό σύνολο 32 παραμέτρων. Ωστόσο, ένα τόσο ευρύ παραμετρικό σετ δημιουργεί αυτόματα

προβλήματα ταυτοποιησιμότητας. Συνεπώς, είναι αδύνατο να γίνει εκτίμηση των 32 παραμέτρων
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Πίνακας 5.2: Τιμές των subastance-specific παραμέτρων που είναι κοινές για όλα τα διαμερίσματα.

Παράμετρος Τιμή Ερμηνεία

Pupmax(ml/h) 20 Μέγιστος ρυθμός απορρόφησης από φαγοκύτταρα

kde(1/h) 4.9 · 10−19
Ρυθμός εκρόφησης από φαγοκύτταρα

CLEf (1/h) 0.001 Ρυθμός ηπατοχολικής απέκκτισης

CLEu(1/h) 0.24 Ρυθμός νεφρικής απέκκρισης

μέσω των πειραματικών δεδομένων. Το πρόβλημα αυτό αντιμετωπίζεται με τη χρήση της ολικής

ανάλυσης ευαισθησίας, μέσω της οποίας επιλέγονται οι σημαντικότερες παράμετροι του μοντέλου.

5.2 Αποτελέσματα Ανάλυσης Ευαισθησίας

5.2.1 Αποτελέσματα Morris και Sobol για κατανομές δειγματο-

ληψίας με πληροφορία

Στο σημείο αυτό θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα των μεθόδων Morris και Sobol για τις

κατανομές δειγματοληψίας με πληροφορία και θα ακολουθήσει σύγκριση των αποτελεσμάτων κάθε

μεθόδου.

Το διάγραμμα 5.1 παρουσιάζει τους δείκτες ευαισθησίας των 32 παραμέτρων, όπως αυτοί υπολο-

γίστηκαν με τη μέθοδο Morris, για κατανομές δειγματοληψίας με πληροφορία που ακολουθούν

λογαριθμική κανονική κατανομή. Στο διάγραμμα αυτό είναι εμφανής η βαρύτητα της παραμέτρου

uptakeli για το μοντέλο. Στη συνέχεια, ακολουθούν με σειρά σημαντικότητας οι παράμετροι

Pli, CLEf και uptakespl. Το ήπαρ και η σπλήνα είναι τα όργανα που μαζεύουν το μεγαλύτε-

ρο ποσοστό νανοσωματιδίων και, όπως αναλύθηκε και στο κεφάλαιο 4.4, ο συνολικός δείκτης

ευαισθησίας υπολογίζεται με στάθμιση των επιμέρους δεικτών ανά διαμέρισμα με την συνολική

ποσότητα νανοσωματιδίων ανά διαμέρισμα που υπολογίσθηκε πειραματικά. ΄Ετσι, οι παράμετροι

που επηρεάζουν περισσότερο τα δύο αυτά διαμερίσματα αναδείχθηκαν ως οι πιο σημαντικές. Η

λογική της επιλογής στάθμισης με βάση τη μάζα που υπολογίσθηκε πειραματικά ανά διαμέρισμα

είναι η ακόλουθη: αν δεν υπολογίζονται σωστά οι ποσότητες στα όργανα που συγκεντρώνουν

τη μεγαλύτερη μάζα, τότε, εξαιτίας των ισοζυγίων μάζας, θα γίνεται αναδιανομή στα υπόλοιπα

όργανα, παράγοντας μία ακόμα χειρότερη προσαρμογή. Αντιθέτως, όργανα που συγκεντρώνουν

μικρή μάζα, αν δεν προσεγγιστούν σωστά, δεν επηρεάζουν τα υπόλοιπα όργανα. Επιπλέον, μας
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ενδιαφέρει το μοντέλο να μπορεί να υπολογίσει με ακρίβεια τα πιο σημαντικά όργανα, δηλαδή αυτά

στα οποία συσσωρεύονται τα νανοσωματίδια (σε όρους συγκέντρωσης) και, κατ΄ επέκταση, μπορεί

να προκαλέσουν αλλοιώσεις στη φυσιολογική λειτουργία του οργάνου.

Στο σημείο αυτό πρέπει να γίνει σαφές ότι δεν υπάρχει ένα καθορισμένο όριο για την τιμή του δείκτη

ευαισθησίας, το οποίο όσες παράμετροι το υπερβαίνουν πρέπει θεωρούνται σημαντικές. Η μέθοδος

Morris χρησιμοποιείται κυρίως ως προκαταρκτική μέθοδος για ανάλυση ευαισθησίας, ώστε να γίνει

ένας αρχικός διαχωρισμός των παραμέτρων και πολλές φορές ακολουθεί μια δεύτερη ανάλυση με

άλλη μέθοδο πάνω στις παραμέτρους που θεωρήθηκαν στο πρώτο στάδιο σημαντικές. Επομένως,

βάση του σχήματος 5.1, κάποιος θα μπορούσε να εισάγει στο σετ των σημαντικών παραμέτρων

και τις CLEu, Pspl, Pupmax και uptakespl ώστε να τις εκτιμήσει μέσω των δεδομένων.

Σχήμα 5.1: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας της μεθόδου Morris για τις 32 πα-
ραμέτρους του μοντέλου. Οι παράμετροι ακολουθούν λογαριθμική κανονική εκ των προτέρων

κατανομή με CV = 50% και μέση τιμή αυτή που παρουσιάζεται στους πίνακες 5.1 και 5.2.

Στη συνέχεια ακολουθούν τα αποτελέσματα από την ανάλυση ευαισθησίας με τη μέθοδο Sobol.

Στην περίπτωση αυτή έχει υπολογιστεί ένα ζεύγος δεικτών για κάθε παράμετρο. Ο ένας δείκτης

είναι ο δείκτης Sobol πρώτης τάξης και ο δεύτερος είναι ο ολικός δείκτης ευαισθησίας κάθε παρα-

μέτρου. Στο διάγραμμα 5.2 συνοψίζονται τα αποτελέσματα της ανάλυσης Sobol. Τα συμπεράσματα

της μεθόδου αυτής είναι αρκετά όμοια με αυτά τηςMorris. Σημαντικότερη παράμετρος αναδείχθηκε
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η παράμετρος uptakeli, ενώ ακολουθούν οι uptakespl και Pli. Στη μέθοδο Sobol, αποτελεί κοινή

πρακτική το σετ των σημαντικών παραμέτρων να λαμβάνεται με χρήση κάποιου κατωφλίου (thresh-

hold). Το σετ των σημαντικών παραμέτρων διαφοροποιείται ανάλογα με το όριο που θα τεθεί για

το διαχωρισμό των παραμέτρων σε σημαντικές και μη σημαντικές. Οι δύο επικρατέστερες τιμές ως

όρια είναι το 0.05 και το 0.01. Δείκτες Sobol με τιμή άνω του 0.05 ή 0.01, σημαίνει ότι ευθύνονται

για μεγαλύτερο ποσοστό από το 5% ή 1% αντίστοιχα της διακύμανσης της εξόδου του μοντέλου.

Αν τεθεί ως τιμή-όριο το 1%, τότε η παράμετρος Pli μπορεί να θεωρηθεί σημαντική, ενώ αν οριστεί

σαν όριο το 5%, τότε θεωρείται μη σημαντική. Επίσης, για την εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά

με το ποιες παράμετροι είναι σημαντικές και ποιες όχι, αρκεί να ελέγξει κανείς μόνο την τιμή του

συνολικού δείκτη ευαισθησίας κάθε παραμέτρου, καθώς αυτή αναφέρει το ποσοστό της συνολικής

διακύμανσης του μοντέλου για το οποίο ευθύνεται η παράμετρος. Παρόλα αυτά, οι δείκτες Sobol

πρώτης τάξης, μπορούν να οδηγήσουν σε ενδιαφέροντα συμπεράσματα για το αν μία παράμετρος

αυξάνει τη διακύμανση της εξόδου άμεσα ή μέσω αλληλεπιδράσεων με άλλες παραμέτρους.

Σχήμα 5.2: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας πρώτης και ολικής τάξης της μεθόδου

Sobol για τις 32 παραμέτρους του μοντέλου. Οι παράμετροι ακολουθούν λογαριθμική κανονική εκ
των προτέρων κατανομή με CV = 50% και μέση τιμή αυτή που παρουσιάζεται στους πίνακες 5.1
και 5.2.

Ανάλογα διαγράμματα για τη μέθοδο Sobol έχουν εξαχθεί και για κάθε ένα διαμέρισμα ξεχωριστά.

Συνοπτικά παρουσιάζονται τα διαγράμματα για το διαμέρισμα του ήπατος και της σπλήνας, καθώς
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είναι τα δύο όργανα που συγκεντρώνουν τα μεγαλύτερα ποσοστά διοξειδίου του τιτανίου.

Σχήμα 5.3: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας πρώτης και ολικής τάξης της μεθόδου

Sobol για τις 32 παραμέτρους του μοντέλου, αναφορικά με το διαμέρισμα του ΄Ηπατος. Οι παράμε-
τροι ακολουθούν λογαριθμική κανονική εκ των προτέρων κατανομή με CV = 50% και μέση τιμή
αυτή που παρουσιάζεται στους πίνακες 5.1 και 5.2.

Σχήμα 5.4: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας πρώτης και ολικής τάξης της μεθόδου

Sobol για τις 32 παραμέτρους του μοντέλου, αναφορικά με το διαμέρισμα της Σπλήνας. Οι πα-
ράμετροι ακολουθούν λογαριθμική κανονική εκ των προτέρων κατανομή με CV = 50% και μέση
τιμή αυτή που παρουσιάζεται στους πίνακες 5.1 και 5.2.

Παρατηρώντας τα δύο διαγράμματα 5.3 και 5.4, προκύπτουν πάλι παρόμοια συμπεράσματα, δηλαδή
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οι παράμετροι uptakeli και uptakespl είναι σημαντικές για τα διαμερίσματα του ήπατος και της

σπλήνας αντίστοιχα. Το αποτέλεσμα αυτό είναι αναμενόμενο καθώς καθεμία από αυτές τις δύο

παραμέτρους ρυθμίζει σε μεγάλο βαθμό την ποσότητα διοξειδίου του τιτανίου που μπορεί να δια-

τηρήσει το ανάλογο όργανο. Το γεγονός ότι στο διάγραμμα των δεικτών για τη σπλήνα (σχήμα

5.4) η παράμετρος uptakespl υπολογίζεται ως σημαντικότερη σε σχέση με την uptakeli έχει να

κάνει με το εξεταζόμενο διαμέρισμα αυτό καθ΄ αυτό. Δηλαδή, εφόσον μετράται η ευαισθησία των

παραμέτρων αποκλειστικά με βάση την έξοδο του διαμερίσματος της σπλήνας, είναι αναμενόμενο να

δίνεται μεγαλύτερη βαρύτητα σε μία παράμετρο που επηρεάζει άμεσα το συγκεκριμένο διαμέρισμα,

σε σχέση με τη βαρύτητα που θα δινόταν όταν μετράται η ευαισθησία της συνολικής σταθμισμένης

εξόδου.

Το κοινό συμπέρασμα που μπορεί να εξαχθεί από τα διαγράμματα 5.1 και 5.2 των δύο μεθόδων

είναι ότι οι παράμετροι uptakeli και uptakespl είναι αρκετά σημαντικές για τη διαμόρφωση, όχι μόνο

των αποτελεσμάτων στα διαμερίσματα του ήπατος και της σπλήνας, αλλά καθολικά.

Σχήμα 5.5: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας πρώτης και ολικής τάξης της μεθόδου

Sobol για τις 32 παραμέτρους του μοντέλου, αναφορικά με το διαμέρισμα της Σπλήνας. Οι πα-
ράμετροι ακολουθούν λογαριθμική κανονική εκ των προτέρων κατανομή με CV = 50% και μέση
τιμή αυτή που παρουσιάζεται στους πίνακες 5.1 και 5.2. Οι δείκτες Sobol κάθε παραμέτρου είναι
υπολογισμένες ως ο μέσος όρος των δεικτών της παραμέτρου για κάθε διαμέρισμα.

Τέλος, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της μεθόδου Sobol, όπως αυτά διαμορφώθηκαν θεω-

ρώντας ότι όλα τα διαμερίσματα είναι ίσης βαρύτητας, δηλαδή τα αποτελέσματα δεν σταθμίστηκαν

μέσω των πειραματικών δεδομένων. Παρατηρώντας το αντίστοιχο διάγραμμα 5.5, προκύπτει το
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συμπέρασμα ότι περισσότερες παράμετροι θα μπορούσαν να θεωρηθούν σημαντικές. ΄Οπως σε

οποιαδήποτε άλλη περίπτωση μέχρι τώρα, έτσι κι εδώ η παράμετρος uptakeli είναι με διαφορά η

σημαντικότερη, ενώ και η παράμετρος uptakespl αναδεικνύεται ως σημαντική. Παρόλα αυτά, ορι-

σμένες παράμετροι, όπως η Put και η xbr, εμφανίζονται με αυξημένους δείκτες παρόλο αφορούν

διαμερίσματα τα οποία συγκεντρώνουν μηδαμινά ποσοστά της δόσης, συνεπώς θα έπρεπε να ε-

ίναι μικρότερης βαρύτητας. Συνεπώς, η στάθμιση των δεικτών Sobol των παραμέτρων μέσω των

πειραματικών δεδομένων οδηγεί σε ασφαλέστερα συμπεράσματα, καθώς μπορεί οι σημαντικότε-

ρες παράμετροι να μην διαφοροποιήθηκαν αλλά προτάθηκαν νέες οι οποίες αφορούν διαμερίσματα

ελάχιστης σημασίας.

5.2.2 Αποτελέσματα Morris και Sobol για κατανομές δειγματο-

ληψίας χωρίς πληροφορία

Η ολική ανάλυση ευαισθησίας των παραμέτρων ενός μοντέλου επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από

τα εύρη τιμών που δίνονται στις παραμέτρους. Στην προκειμένη περίπτωση, τα αποτελέσματα

ευαισθησίας επηρεάζονται από την κατανομή δειγματοληψίας που λαμβάνουν οι παράμετροι. Για το

λόγο αυτό, ελέγχθηκε η περίπτωση που δεν υπάρχει διαθέσιμη πληροφορία για τις κατανομές των

παραμέτρων, ώστε να φανεί κατά πόσο επηρεάζουν οι κατανομές τα αποτελέσματα της ανάλυσης,

με βάση τη μεθοδολογία που παρουσιάστηκε στο κεφάλαιο 4.4.

Παρατηρώντας τα διαγράμματα 5.6 και 5.7 προκύπτει το συμπέρασμα ότι και οι δύο μέθοδοι αναδει-

κνύουν περισσότερες παραμέτρους ως σημαντικές, σε σχέση με την προηγούμενη περίπτωση. Αυτό

οφείλεται στο γεγονός ότι οι παράμετροι πλέον λαμβάνουν τιμές από ένα πολύ ευρύτερο σύνολο, με

αποτέλεσμα σε ορισμένες δειγματοληψίες να παίρνουν με μεγαλύτερη συχνότητα πολύ μεγαλύτερες

τιμές από αυτές που λάμβαναν όταν ακολουθούσαν στενότερες κατανομές, οι οποίες προκαλούν

ανάλογα μεγάλες μεταβολές στις εξόδους του μοντέλου. Παρόλα αυτά, στα δύο διαγράμματα πα-

ρατηρείται ότι οι παράμετροι uptakeli, uptakespl και CLEf συνεχίζουν να αναγνωρίζονται ως πολύ

σημαντικές ανάμεσα σε άλλες παραμέτρους.

Επομένως, όταν η διαθέσιμη πληροφορία εκφράζεται μέσω των κατανομών δειγματοληψίας των

παραμέτρων, η ολική ανάλυση ευαισθησίας μπορεί να οδηγήσει σε πιο ξεκάθαρα συμπεράσματα.

Επίσης, από τα διαγράμματα 5.6 και 5.7 φαίνεται ότι η μέθοδος Morris αδυνατεί να ορίσει με

σχετική σαφήνεια ποιες παράμετροι είναι σημαντικές, καθώς οι μόνες παράμετροι που μπορούν να
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Σχήμα 5.6: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας της μεθόδου Morris για τις 32 παρα-
μέτρους του μοντέλου. Οι παράμετροι ακολουθούν uninformative uniform κατανομή.

θεωρηθούν με βεβαιότητα ασήμαντες είναι μόνο η Put και η uptakest.

Ωστόσο, σε αυτό το σημείο να τονιστεί ότι ο αριθμός δειγματοληψιών της informative και non-

informative μεθοδολογίας ήταν οι ίδιες, γεγονός που μπορεί να έχει επηρεάσει τα αποτελέσματα.

Επειδή τα εύρη των non informative κατανομών ήταν πολύ μεγαλύτερα, θα έπρεπε να δοκιμασθούν

πολύ περισσότερες επαναλήψεις, το οποίο δεν πραγματοποιήθηκε για λόγους οικονομίας χρόνου.

Σε αντίθεση με τηMorris, η μέθοδος Sobol προτείνει ένα αισθητά πιο περιορισμένο σετ παραμέτρων

ως σημαντικές, παρόλο που είναι και εδώ εμφανής η επιρροή της κατανομής των παραμέτρων στα

αποτελέσματα της ανάλυσης.

Τέλος, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της μεθόδου Sobol, όπως αυτά διαμορφώθηκαν θεω-

ρώντας ότι όλα τα διαμερίσματα είναι ίσης βαρύτητας, δηλαδή τα αποτελέσματα δεν σταθμίστηκαν

μέσω των πειραματικών δεδομένων, όπως ακριβώς έγινε και στην περίπτωση των informative κα-

τανομών δειγματοληψίας. Σαφώς, τα συμπεράσματα για την επιρροή του τρόπου στάθμισης των

διαμερισμάτων είναι ίδια, καθώς αυτή η δοκιμή οδήγησε σε ακόμα λιγότερο ξεκάθαρα αποτελέσμα-

τα, καθώς όπως φαίνεται στο σχήμα 5.8, το σετ των παραμέτρων που αναδείχθηκαν ως σημαντικές

είναι πολύ μεγαλύτερο.
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Σχήμα 5.7: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας της μεθόδου Sobol για τις 32 παρα-
μέτρους του μοντέλου. Οι παράμετροι ακολουθούν uninformative uniform κατανομή.

Σχήμα 5.8: Απεικόνιση των τιμών των δεικτών ευαισθησίας της μεθόδου Sobol για τις 32 παρα-
μέτρους του μοντέλου. Οι παράμετροι ακολουθούν uninformative uniform κατανομή. Οι δείκτες
Sobol κάθε παραμέτρου είναι υπολογισμένες ως ο μέσος όρος των δεικτών της παραμέτρου για
κάθε διαμέρισμα.
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5.3 Επιλογή Παραμέτρων προς Προσδιορισμό

Μέσω της διαδικασίας προσέγγισης των τιμών των παραμέτρων με δοκιμή και σφάλμα, προέκυψε

μία παραμετρική ομαδοποίηση, η οποία παρουσιάζεται με πιο συνεκτικό τρόπο στον πίνακα 5.3.

Ωστόσο, επειδή ο προσδιορισμός 14 διαφορετικών παραμέτρων ήταν πρακτικά αδύνατος, διότι το

μοντέλο αντιμετώπιζε προβλήματα ταυτοποιησιμότητας και αδυναμίας σύγκλισης, έγινε προσπάθεια

προσδιορισμού των πιο σημαντικών παραμέτρων από αυτές που αναγράφονται στον πίνακα 5.3.

Συγκεκριμένα, ελέγχθηκαν έξι διαφορετικές περιπτώσεις, οι οποίες διέφεραν μεταξύ τους ως προς

τον αριθμό των παραμέτρων που προσδιορίζονται και τον αριθμό των προσθετικών σφαλμάτων του

στατιστικού μοντέλου, όπως παρουσιάστηκε στο κεφάλαιο 4.5. Η επιλογή του τελικού μοντέλου

έγινε με τη χρήση του PBPK Index, δηλαδή το μοντέλο με τον μικρότερο δείκτη θεωρήθηκε το

καλύτερο.

Πίνακας 5.3: Ομαδοποίηση και σύνοψη παραμέτρων του μοντέλου

Παράμετρος Τιμή

xfast 3

xslow 0.0001

xbr 0.00001

Pli 20

Pst 0.06

Prest 0.8

Pupmax 20

uptake 0.1

uptakespl 3

uptakeli 16

uptakest 0.01

kde 4.9 · 10−19

CLEf 0.0006

CLEu 0.24

Προκειμένου να προκύψει το βέλτιστο μοντέλο ελέγχθηκαν διάφορες παραλλαγές. Η λογική που

ακολουθήθηκε ήταν η εξής: αρχικά οι παράμετροι που επιλέχθηκαν να εκτιμηθούν μέσω των δε-

δομένων είναι η χωρητικότητα των φαγοκυττάρων του ήπατος σε νανοσωματίδια (uptakeli), η

χωρητικότητα των φαγοκυττάρων της σπλήνας (uptakespl) και η γενική χωρητικότητα φαγοκυτ-

τάρων για τα υπόλοιπα όργανα (uptake), ενώ το μοντέλο περιγράφεται από ένα ενιαίο στατιστικό

σφάλμα για όλα τα διαμερίσματα. Στη συνέχεια, αυξήθηκε το παραμετρικό σετ που προσεγγίζεται

κατά μία παράμετρο, το συντελεστή κατανομής αίματος-ιστού (Prest), και έγινε εκτίμηση των 4 πα-
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ραμέτρων μέσω των δεδομένων. ΄Επειτα, ελέγχθηκε η δοκιμή εκτίμησης μίας επιπλέον παραμέτρου,

του ρυθμού ηπατοχολικής απέκκρισης (CLEf ). Τέλος, για κάθε σετ στοχαστικών παραμέτρων

που εκτιμήθηκε, δοκιμάστηκε η εφαρμογή τριών στατιστικών σφαλμάτων. Συγκεκριμένα, τα δια-

μερίσματα του ήπατος, της σπλήνας, του αίματος και του σκελετού έχουν την ίδια παράμετρο

στατιστικού σφάλματος. Τα διαμερίσματα των νεφρών, των πνευμόνων, των μαλακών ιστών, των

κοπράνων και των ούρων χαρακτηρίζονται από τη δεύτερη παράμετρο στατιστικού σφάλματος, ε-

νώ τα υπολειπόμενα όργανα χαρακτηρίζονται από την τρίτη παράμετρο στατιστικού σφάλματος. Η

ομαδοποίηση αυτή βασίστηκε με βάση το τετραγωνικό σφάλμα κάθε διαμερίσματος του μοντέλου,

όπως αυτό υπολογίστηκε στη δοκιμή του πρώτου μοντέλου, των τριών παραμέτρων και του ενός

στατιστικού σφάλματος. ΄Ετσι τα διαμερίσματα που είχαν παρόμοια τιμή τετραγωνικού σφάλματος

ομαδοποιήθηκαν και δημιουργήθηκαν τρία γκρουπ διαμερισμάτων, το καθένα με διαφορετικό στα-

τιστικό σφάλμα. Συνεπώς ελέγχθηκαν συνολικά 6 μοντέλα, των οποίων οι δείκτες PBPK Index

παρουσιάζονται στον πίνακα 5.4.

Επομένως, το καλύτερο μοντέλο με βάση τον πίνακα 5.4 ήταν αυτό στο οποίο εκτιμήθηκαν μέσω

των δεδομένων οι ακόλουθες παράμετροι: uptakeli, uptakespl, uptake, Prest και CLEf και εν-

σωματώνει τρεις διαφορετικές παραμέτρους για τον προσδιορισμό του στατιστικού σφάλματος στα

διαμερίσματα του μοντέλου.
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Πίνακας 5.4: PBPK Index για τα 6 μοντέλα.

Αριθμός παραμέτρων Αριθμός σφαλμάτων PBPK Index

3 1 2.798

3 3 2.364

4 1 2.790

4 3 1.670

5 1 2.723

5 3 1.627

Τα αποτελέσματα της εκτίμησης του έκτου μοντέλου παρουσιάζονται στην εικόνα 5.9.

Σχήμα 5.9: Αποτελέσματα εκτίμησης των 5 παραμέτρων και των τριών στατιστικών σφαλμάτων.

Ο αριθμός των μαρκοβιανών αλυσίδων που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 4, ενώ ο αριθμός των επα-

ναλήψεων κάθε αλυσίδας ήταν 1000, εκ των οποίων οι 500 ήταν warm-up. Οι παράμετροι θ με
τη σειρά που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στις παραμέτρους uptake, uptakespl, uptakeli, Prest και
CLEf .

Η σύγκλιση των τεσσάρων Μαρκοβιανών αλυσίδων για τις 5 στοχαστικές παραμέτρους και τα τρία

διαφορετικά στατιστικά σφάλματα παρουσιάζονται στα διαγράμματα 5.10 και 5.11.

΄Επειτα από την εκτίμηση των παραμέτρων κάθε μοντέλου μέσω των πειραματικών δεδομένων,

πραγματοποιούνταν έλεγχος σύγκλισης των Μαρκοβιανών αλυσίδων, καθώς μόνο τότε είναι α-

ποδεκτά τα αποτελέσματα. Αρχικά, η σύγκλιση των Μαρκοβιανών αλυσίδων πραγματοποιείται

εύκολα μέσω οπτικού ελέγχου των διαγραμμάτων 5.10 και 5.11, που αφορούν τα αποτελέσματα

του επικρατέστερου μοντέλου, στα οποία φαίνεται ότι οι τέσσερις Μαρκοβιανές αλυσίδες έχουν

συγκλίνει για όλες τις παραμέτρους που εκτιμήθηκαν, καθώς και για τα τρία στατιστικά σφάλματα.

Η σύγκλιση των Μαρκοβιανών αλυσίδων μπορεί να ελεγχθεί και μέσω του αριθμητικού δείκτη

Rhat. Ο αριθμός Rhat ισούται με το λόγο της διακύμανσης κάθε αλυσίδας (within variance) προς
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Σχήμα 5.10: Αποτελέσματα σύγκλισης των 4 Μαρκοβιανών αλυσίδων για τις στοχαστικές πα-

ραμέτρους του μοντέλου. Οι παράμετροι θ με τη σειρά που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στις
παραμέτρους uptake, uptakespl, uptakeli, Prest και CLEf .

τη διακύμανσση που παρατηρείται μεταξύ των αλυσίδων (between variance). Επομένως, όταν η

τιμή του Rhat είναι ίση με τη μονάδα, τότε έχει επέλθει πλήρης σύγκλιση των αλυσίδων. Ωστόσο,

οποιαδήποτε τιμή μικρότερη του 1.1 είναι αποδεκτή και θεωρείται ότι οι Μαρκοβιανές αλυσίδες

έχουν συγκλίνει. Συνεπώς, παρατηρώντας το σχήμα 5.9 φαίνεται ότι οι Μαρκοβιανές αλυσίδες

έχουν συγκλίνει για όλες τις παραμέτρους, καθώς οι τιμές Rhat για κάθε παράμετρο είναι πολύ

κοντά στη μονάδα και μικρότερες του 1.1.
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Σχήμα 5.11: Αποτελέσματα σύγκλισης των 4 Μαρκοβιανών αλυσίδων για τα τρία στατιστικά

σφάλματα. Η παράμετρος sigma[1] αντιστοιχεί στο στατιστικό σφάλμα της πρώτης ομάδας δια-
μερισμάτων ( ήπαρ, σπλήνα, σκελετός, αίμα), η παράμετρος sigma[2] αντιστοιχεί στο στατιστικό
σφάλμα της δεύτερης ομάδας διαμερισμάτων (νεφροί, πνεύμονες, μαλακοί ιστοί, κόπρανα, ούρα)

και η παράμετρος sigma[3] αντιστοιχεί στα υπόλοιπα διαμερίσματα (καρδιά, εγκέφαλος, μήτρα).



5.4. Σύγκριση εκ των προτέρων και εκ των υστέρων κατανομών 87

5.4 Σύγκριση εκ των προτέρων και εκ των υστέρων

κατανομών

Προκειμένου να γίνουν πιο κατανοητά τα αποτελέσματα του στατιστικού μοντέλου, παρουσιάζονται

σε διαγράμματα οι εκ των προτέρων και οι εκ των υστέρων κατανομές κάθε παραμέτρου που

εκτιμήθηκε. Βασικός στόχος του στατιστικού μοντέλου ήταν η μείωση της αβεβαιότητας που

περιέχεται στην εκ των προτέρων πληροφορία που είναι διαθέσιμη για κάθε παράμετρο.

Παρατηρώντας πρώτα το διάγραμμα της γενικής παραμέτρου χωρητικότητας νανοσωματιδίων στα

φαγοκύτταρα (σχήμα 5.12), παρατηρείται μία μικρή ελάττωση τη αβεβαιότητας που ενσωματώνεται

στην κατανομή της. Αναφορικά με την ίδια παράμετρο για το διαμέρισμα της σπλήνας (σχήμα

5.13) παρατηρείται μικρή αύξηση του εύρους της εκ των υστέρων κατανομής σε σχέση με την εκ

των προτέρων, ενώ έχει μετατοπιστεί και το κέντρο της σε ελαφρώς μεγαλύτερη τιμή. Αρκετά

διαφορετική είναι η εικόνα που λαμβάνεται από το διάγραμμα για την παράμετρο χωρητικότητας

νανοσωματιδίων στα φαγοκύτταρα του ήπατος (σχήμα 5.14). Στην περίπτωση αυτή, η αβεβαιότη-

τα που φέρει η εκ των υστέρων κατανομή έχει μειωθεί σημαντικά σε σχέση με αυτή της εκ των

προτέρων κατανομής, ενώ φαίνεται να έχει μετατοπιστεί ελάχιστα η κορυφή της. Ανάλογη είναι η

εικόνα που λαμβάνεται από το διάγραμμα 5.15, το οποίο αφορά το γενικό συντελεστή κατανομής

νανοσωματιδίων ανάμεσα στο αίμα και τους ιστούς. Παρατηρείται ότι το εύρος της εκ των υστέρων

κατανομής είναι στενότερο, δηλαδή έχει μειωθεί η αβεβαιότητα για τη συγκεκριμένη παράμετρο.

Τελευταία παράμετρος που εκτιμήθηκε μέσω των δεδομένων είναι ο ρυθμός ηπατοχολικής απέκκρι-

σης νανοσωματιδίων. Στην περίπτωση αυτής της παραμέτρου παρατηρείται ταυτόχρονη μετατόπιση

της κατανομής σε ελαφρώς μεγαλύτερη τιμή, ενώ η μεταβολή της διακύμασης μεταξύ των δύο

κατανομών δεν είναι ξεκάθαρη με τον οπτικό έλεγχο (σχήμα 5.16).

Συνοψίζοντας, με την παρατήρηση διαγραμμάτων σύγκρισης των εκ των προτέρων και των εκ των

υστέρων κατανομών κάθε παραμέτρου μπορεί να αξιολογηθεί το στατιστικό μοντέλο ως προς έναν

από τους στόχους του, δηλαδή αν μειώθηκε η αβεβαιότητα της ήδη υπάρχουσας πληροφορίας για

τις παραμέτρους μέσω της χρήσης της πληροφορίας που υπάρχει στα πειραματικά δεδομένα. Σε

αυτόν τον τομέα, φάνηκε ότι το μοντέλο ανταποκρίθηκε επαρκώς, καθώς παρατηρείται μείωση της

αβεβαιότητας σχεδόν σε όλες τις στοχαστικές παραμέτρους που προσεγγίστηκαν, ενώ κατάφερε

να επανεκτιμήσει τα κέντρα των κατανομών τους, όπου αυτό ήταν αναγκαίο
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Σχήμα 5.12: Σύγκριση εκ των προτέρων και εκ των υστέρων κατανομής για τη γενική παράμε-

τρο χωρητικότητας νανοσωματιδίων ανά μονάδα μάζας φαγοκυττάρων (uptake). Ο άξονας x που
παρουσιάζεται σε αυτό το διάγραμμα είναι περικομμένος για καλύτερη παρουσίαση των αποτελε-

σμάτων. Ο πραγματικός άξονας δίνει πολύ μικρή πυκνότητα για την prior μέχρι την τιμή 15.

Σχήμα 5.13: Σύγκριση της εκ των προτέρων και της εκ των υστέρων κατανομής για τη παράμετρο

χωρητικότητας νανοσωματιδίων ανά μονάδα μάζας φαγοκυττάρων στη Σπλήνα (uptakespl).
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Σχήμα 5.14: Σύγκριση της εκ των προτέρων και της εκ των υστέρων κατανομής για τη παράμετρο

χωρητικότητας νανοσωματιδίων ανά μονάδα μάζας φαγοκυττάρων στο ΄Ηπαρ (uptakeli).

Σχήμα 5.15: Σύγκριση της εκ των προτέρων και της εκ των υστέρων κατανομής για το γενικό

συντελεστή κατανομής αίματος-ιστού (Prest).
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Σχήμα 5.16: Σύγκριση της εκ των προτέρων και της εκ των υστέρων κατανομής για το ρυθμό

ηπατοχολικής απέκκρισης (CLEf ).Ο άξονας x που παρουσιάζεται σε αυτό το διάγραμμα είναι
περικομμένος για καλύτερη παρουσίαση των αποτελεσμάτων. Ο πραγματικός άξονας δίνει πολύ

μικρή πυκνότητα για την prior μέχρι την τιμή 0.15.
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5.5 Προσαρμογή μοντέλου στα πειραματικά δεδομένα

Η αξιολόγηση της εκτίμησης των 5 στοχαστικών παραμέτρων του μοντέλου πραγματοποιείται με

τη χρήση διαγραμμάτων της μάζας διοξειδίου του τιτανίου που προβλέπεται σε κάθε όργανο ως

προς το χρόνο και σύγκριση αυτής της καμπύλης με τα πειραματικά δεδομένα. Μέσω αυτών των

διαγραμμάτων είναι εύκολη η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων του μοντέλου για κάθε διαμέρισμα

ξεχωριστά. Για το σχεδιασμό των διαγραμμάτων αυτών, οι πέντε παράμετροι που εκτιμήθηκαν

μέσω των δεδομένων λαμβάνουν ως τιμή τη μέση τιμή που προέκυψε από από την επαναληπτική

διαδικασία, δηλαδή έλαβαν τις τιμές της στήλης «mean» του σχήματος 5.9. ΄Επειτα, χρησιμο-

ποιώντας αυτές τις τιμές των παραμέτρων, υπολογίστηκε η προβλεπόμενη μάζα νανοσωματιδίων

διοξειδίου του τιτανίου που περιέχεται σε κάθε όργανο κάθε χρονική στιγμή μέσα στο χρονικό

διάστημα που υπάρχουν διαθέσιμες πειραματικές μετρήσεις.

Σχήμα 5.17: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του ΄Ηπατος.
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Σχήμα 5.18: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Σπλήνας.

Σχήμα 5.19: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Σκελετού.
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Σχήμα 5.20: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα των Νεφρών.

Σχήμα 5.21: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Αίματος.
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Σχήμα 5.22: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα των Πνευμόνων.

Σχήμα 5.23: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Καρδιάς.
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Σχήμα 5.24: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Εγκεφάλου.

Σχήμα 5.25: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Μήτρας.
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Σχήμα 5.26: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα των Μαλακών Ιστών.

Σχήμα 5.27: Πρόβλεψη μάζας TiO2 που απομακρύνεται μέσω της ηπατοχολικής απέκκρισης.
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Σχήμα 5.28: Πρόβλεψη μάζας TiO2 που απομακρύνεται μέσω της νεφρικής απέκκρισης.
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Από τα παραπάνω διαγράμματα βγαίνουν αρκετά συμπεράσματα, αναφορικά με την προβλεπτική

ικανότητα του μοντέλου. Το μοντέλου φαίνεται να προσεγγίζει σε μεγάλο βαθμό τα πειραματικά

δεδομένα για τα διαμερίσματα του ήπατος (Σχήμα 5.17), της σπλήνας (5.18), του σκελετού (5.19),

του αίματος (Σχήμα 5.21), των πνευμόνων (Σχήμα 5.22) και των μαλακών ιστών (Σχήμα 5.26).

Αντιθέτως, το μοντέλο αδυνατεί να προβλέψει τα πειραματικά δεδομένα για τα διαμερίσματα του

εγκεφάλου και της μήτρας, ενώ υπερεκτιμά την ποσότητα νανοσωματιδίων στην καρδιά. Τέλος,

το μοντέλο ανταποκρίνεται ικανοποιητικά στην προσομοίωση απέκκρισης νανοσωματιδίων μέσω

της ηπατοχολικής και νεφρικής απέκκρισης. Ακόμα, αξίζει να σχολιαστεί ο τρόπος με τον οποίο

το μοντέλο προβλέπει τη διάρκεια των φάσεων της κατανομής (distribution) των νανοσωματιδίων

μεταξύ των οργάνων και της αποβολής (elimination) τους. Συγκεκριμένα, το μοντέλο προβλέπει

ότι για τα περισσότερα όργανα, η ουσία κατανέμεται ταχύτατα από τη στιγμή της χορήγησης. Σε

όργανα όπως το ήπαρ, τη σπλήνα, το σκελετό, τους πνεύμονες και τη μήτρα, η φάση της κατανομής

ολοκληρώνεται μέσα σε λίγες ώρες, ενώ στους νεφρούς στην καρδιά και στους μαλακούς ιστούς

διαρκεί περισσότερο.

Στο σχήμα 5.29 παρουσιάζονται τρεις επιπλέον καμπύλες για την πρόβλεψη του μοντέλου για το

διαμέρισμα του ήπατος. Οι επιπλέον καμπύλες απεικονίζουν τη μάζα των νανοσωματιδίων στα

υποδιαμερίσματα των τριχοειδών (capillaries), του ιστού (tissue) και των φαγοκυττάρων (phago-

cytes). Η άθροιση των καμπυλών του ιστού και των φαγοκυττάρων δίνει τη συνολική ποσότητα

μάζας που προβλέπεται από το μοντέλο για το ήπαρ, δηλαδή την καμπύλη Total, η οποία είναι

ίδια με τη καμπύλη του σχήματος 5.17. Μελετώντας το σχήμα 5.29 φαίνεται ότι η απορρόφηση

των νανοσωματιδίων από τα φαγοκύτταρα του ήπατος είναι ακαριαία, καθώς κορυφώνεται μέσα

στις πρώτες ώρες από τη στιγμή της χορήγησης, και είναι αυτή η οποία καθορίζει στο μεγαλύτε-

ρο βαθμό το ύψος της καμπύλης της συνολικής μάζας. Αντίθετα, η μάζα των νανοσωματιδίων

στα τριχοειδή αγγεία είναι σχεδόν μηδαμινή, επηρεάζοντας ελάχιστα τη διαμόρφωση της καμπύλης

συνολικής ποσότητας διοξειδίου του τιτανίου. Τέλος, η καμπύλη της μάζας νανοσωματιδίων στο

υποδιαμέρισμα του ιστού, υποδηλώνει ότι εισέρχεται μεγάλη μάζα νανοσωματιδίων, την οποία όμως

αδυνατεί να διατηρήσει, καθώς το μεγαλύτερο ποσοστό της διοχετεύεται ακαριαία στα φαγοκύττα-

ρα του οργάνου. Ωστόσο, η κατάσταση μεταξύ των υποδιαμερισμάτων των μαλακών ιστών διαφέρει

στο σχήμα 5.30. Αρχικά, παρατηρείται ότι το διοξείδιο του τιτανίου κατανέμεται πιο αργά στους

μαλακούς ιστούς, καθώς η μέγιστη συγκέντρωση επιτυγχάνεται μετά τις 100 ώρες από τη στιγμή

της ενδοφλέβιας ένεσης. Επιπλέον, η καμπύλη συνολικής μάζας νανοσωματιδίων διαμορφώνεται

τόσο από τη καμπύλη του ιστού, όσο και των φαγοκυττάρων, σε αντίθεση με το διαμέρισμα του
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ήπατος.

Σχήμα 5.29: Κοινό διάγραμμα πρόβλεψης της μάζας στα τριχοειδή αγγεία, στον ιστό και στα

φαγοκύτταρα του ΄Ηπατος.
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Σχήμα 5.30: Κοινό διάγραμμα πρόβλεψης της μάζας στα τριχοειδή αγγεία, στον ιστό και στα

φαγοκύτταρα των Μαλακών Ιστών.
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5.6 Διαγράμματα VPC

Στο σημείο αυτό παρουσιάζονται τα διαγράμματα VPC για κάθε διαμέρισμα. Για τη δημιουργία

των διαγραμμάτων χρησιμοποιήθηκαν οι posterior κατανομές των παραμέτρων που εκτιμήθηκαν.

Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκαν 25,000 προσομοιώσεις, δηλαδή έγιναν 1000 δειγματοληψίες

από τις posterior κατανομές για 25 εικονικούς αρουραίους. Στα διαγράμματα αναπαραστάθηκαν

το 95% διάστημα εμπιστοσύνης του 5ου, του 50ού και του 95ου εκατοστημορίου. Επιπλέον,

η μαύρη γραμμή αναπαριστά τη μέση τιμή των δεδομένων που παρήχθησαν από το σύνολο των

προσομοιώσεων. Παρατηρώντας τα διαγράμματα 5.31 έως 5.42 παρατηρείται ότι σχεδόν ολόκληρο

το σύνολο των πειραματικών δεδομένων βρίσκονται εντός των περιοχών πρόβλεψης του μοντέλου.

Ωστόσο, φαίνεται πως το μοντέλο αδυνατεί να προβλέψει τις πειραματικές τιμές για το διαμέρισμα

του εγκεφάλου, ειδικότερα αυτές που αναφέρονται σε αρκετά μεταγενέστερους χρόνους από της

στιγμή της χορήγησης της δόσης.

Σχήμα 5.31: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του ΄Ηπατος.
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Σχήμα 5.32: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Σπλήνας.

Σχήμα 5.33: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Σκελετού.
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Σχήμα 5.34: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα των Νεφρών.

Σχήμα 5.35: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Αίματος.
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Σχήμα 5.36: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα των Πνευμόνων.

Σχήμα 5.37: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Καρδιάς.
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Σχήμα 5.38: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Εγκεφάλου.

Σχήμα 5.39: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Μήτρας.
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Σχήμα 5.40: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα των Μαλακών

Ιστών.

Σχήμα 5.41: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 που απομακρύνεται μέσω της ηπατο-

χολικής απέκκρισης.
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Σχήμα 5.42: Διάγραμμα VPC για την πρόβλεψη μάζας TiO2 που απομακρύνεται μέσω της νεφρικής

απέκκρισης.
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5.7 Πρόβλεψη Εξωτερικών Πειραματικών Δεδομένων

Η επικύρωση του μοντέλου μέσω σύγκρισης με τα δεδομένα που χρησιμοποιήθηκαν στην προ-

σαρμογή του, δίνει μία πρώτη εικόνα για την αξιοπιστία του μοντέλου, ωστόσο δεν διασφαλίζει

τη δυνατότητα χρήσης του για πρόβλεψη διαφορετικών σεναρίων, όπως διαφορετική χορήγηση

δόσης και διαφορετικό μέγεθος νανοσωματιδίων. Προφανώς, τονίζεται ότι το μοντέλο μπορεί να

χρησιμοποιηθεί μόνο για σενάρια ενδοφλέβιας χορήγησης νανοσωματιδίων διοξειδίου του τιτανίου

σε αρουραίους. Για να αυξηθεί η εμπιστοσύνη στην προβλεπτική ικανότητα του μοντέλου, δοκι-

μάσθηκε η πρόβλεψη εξωτερικών δεδομένων από άλλες μελέτες. Πιο συγκεκριμένα, αναζητήθηκαν

μελέτες που αφορούν την χορήγηση νανοσωματιδίων διοξειδίου του τιτανίου με ενδοφλέβια ένεση

σε αρουραίους. Ωστόσο, παράμετροι όπως το ύψος της δόσης και το μέγεθος των νανοσωματιδίων

διαφέρουν. Αυτό όμως δεν αποτελεί πρόβλημα, διότι είναι σημαντικό να εξεταστεί η προβλεπτι-

κή ικανότητα του μοντέλου τόσο σε συνθήκες διαφορετικών δόσεων όσο και σε νανοσωματίδια

διαφορετικού μεγέθους, κάτι το οποίο έχει επίδραση στη βιοκατανομή του διοξειδίου του τιτανίου

στους οργανισμούς.

Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η αξιολόγηση του μοντέλου ως προς την ικανότητα του να πε-

ριγράφει διαφορετικές πειραματικές μελέτες, ήταν απαραίτητη η τροποποίηση του τρόπου υπολογι-

σμού των δεικτών PBPK. Ο λόγος για τον οποίο τροποποιήθηκε είναι επειδή είναι σχεδιασμένος

κυρίως για μοντέλα τα οποία ανταποκρίνονται καλά στην πρόβλεψη των πειραματικών δεδομένων,

δηλαδή έχουν δείκτη μικρότερο της μονάδας. Αυτό συμβαίνει διότι, ανάλογα με τις τιμές που

παίρνει ο δείκτης, φανερώνει διαφορετική σχέση μεταξύ του μοντέλου του και των πειραματικών

μετρήσεων. Συγκεκριμένα, έστω ότι το μοντέλου υπερεκτιμά σε μεγάλο βαθμό τα πειραματικά,

δηλαδή St >> Et (όπου St και Et η τιμή που προβλέπει το μοντέλο και η πειραματική τιμή, α-

ντίστοιχα) για ένα διαμέρισμα, τότε ο δείκτης Ij της σχέσης 4.30 θα είναι μεγαλύτερος από τη

μονάδα και όσο πιο έντονη είναι η υπερεκτίμηση των δεδομένων, τόσο μεγαλύτερος είναι ο δε-

ίκτης. Επομένως, στην περίπτωση που το μοντέλο δίνει προβλέψεις πάνω από τα πειραματικά σε

κάποια όργανα, αυτή η πρόβλεψη βελτιώνεται όσο ο δείκτης ελαττώνεται και πλησιάζει τη μονάδα.

Αντίθετα, αν το μοντέλο υποεκτιμά τα πειραματικά, η τιμή του δείκτη είναι ανάμεσα στο 0 και στο

1. Ωστόσο, αυτή τη φορά τιμές κοντά στο 1 φανερώνουν σοβαρή αδυναμία πρόβλεψης και τιμές

κοντά στο 0 καλύτερη περιγραφή των δεδομένων. ΄Ετσι, ο δείκτης PBPK Index τροποποιήθηκε,

ώστε μικρότερες τιμές να αντιστοιχούν σε καλύτερη περιγραφή των δεδομένων από το μοντέλο,

ανεξάρτητα αν υποεκτιμά ή υπερεκτιμά τα δεδομένα. Η τροποποιημένη εκδοχή της σχέσης 4.30
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είναι η εξής:

Ij =

RMe2t
RME2

t
+

RMe2t
RMS2

t

2
, (5.1)

όπου:

RMS2
t =

√∑n
t=1 S

2
t

N
. (5.2)

Με αυτό τον τρόπο πλέον ο δείκτης για ένα όργανο θα λαμβάνει μεγάλες θετικές τιμές όταν

αστοχεί να προβλέψει τα πειραματικά (είτε τα υπερεκτιμά είτε τα υποεκτιμά) ή θα λαμβάνει τιμές

κοντά στο μηδέν όταν το μοντέλο προβλέπει με επιτυχία τα πειραματικά δεδομένα.

Στη συνέχεια, δίνεται ένα παράδειγμα ώστε να γίνει αντιληπτή η διαφορά μεταξύ των δύο δεικτών.

Σε μία εκ των μελετών που χρησιμοποιήθηκαν ([79]), το μοντέλο αδυνατεί να προβλέψει τη δυ-

ναμική και την τάξη μεγέθους της μάζας των νανοσωματιδίων που συγκεντρώνονται στη σπλήνα

και στον εγκέφαλο, όπως φαίνεται στα σχήματα 5.43 και 5.44 αντίστοιχα. Η ποιοτική διαφορά

μεταξύ των δύο σχημάτων είναι ότι στην πρώτη περίπτωση το μοντέλο υποεκτιμά τα πειραματικά

δεδομένα για τη σπλήνα, ενώ στη δεύτερη περίπτωση υπερεκτιμά τη μάζα νανοσωματιδίων στον

εγκέφαλο. Οι τιμές PBPK Indexes υπολογισμένες με βάση την αυθεντική σχέση 4.30 και την

τροποποιημένη σχέση 5.1 για τα δύο όργανα δίνονται στον πίνακα 5.5. Παρατηρώντας τις τιμές του

πίνακα και τα σχήματα 5.43 και 5.44 γίνεται εμφανής η συμπεριφορά που έχει ο αρχικός δείκτης

PBPK Index ανάλογα με το αν υπάρχει υποεκτίμηση ή υπερεκτίμηση των δεδομένων. Συνεπώς,

αυτό που επιτυγχάνεται με την τροποποίηση στον τρόπο υπολογισμού των δεικτών PBPK είναι

ότι όσο πιο επιτυχημένη είναι η πρόβλεψη του μοντέλου για τα πειραματικά, τόσο μικρότερη είναι

η τιμή του δείκτη και το αντίθετο. ΄Ετσι, είναι εφικτή η σύγκριση της απόδοσης του μοντέλου

ανάμεσα σε πολλαπλές έρευνες. Τέλος, στον πίνακα 5.6 παρουσιάζονται όλα τα απαραίτητα στοι-

χεία των μελετών των οποίων τα δεδομένα χρησιμοποιήθηκαν για πρόβλεψη από το μοντέλο, ενώ

στον πίνακα 5.7 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του Modified PBPK Index για κάθε μελέτη,

αναλυτικά για κάθε όργανο αλλά και συνολικά για κάθε μελέτη. Τα αποτελέσματα της προβλέψεις

του μοντέλου για όλα τις μελέτες είναι διαθέσιμα στο παράρτημα.

Πίνακας 5.5: Συγκριτικά αποτελέσματα μεταξύ των τιμών των PBPK Indexes όπως υπολογίζονται
από τους Krishnan et al. (1995)[77] και όπως υπολογίζονται έπειτα από την τροποποίηση.

Τιμές Σπλήνα Εγκέφαλος

PBPK Index (Krishnan) 0.997 5.495

Modified PBPK Index 183.084 0.702
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Σχήμα 5.43: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα της Σπλήνας. Τα πειραματικά δεδομένα

είναι από τη μελέτη των Xie et al.[79].

Σχήμα 5.44: Πρόβλεψη μάζας TiO2 για το διαμέρισμα του Εγκεφάλου. Τα πειραματικά δεδομένα

είναι από τη μελέτη των Xie et al.[79].
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Παρατηρώντας τον πίνακα 5.7 εξάγονται αρκετά συμπεράσματα αναφορικά με το μοντέλο που έχει

αναπτυχθεί στην παρούσα εργασία. Από το σχολιασμό που θα γίνει στη συνέχεια, οποιαδήποτε

αναφορά γίνεται στα πειραματικά δεδομένα του πίνακα 5.7 δεν αφορά τα αποτελέσματα των Kamal

et al.[84], διότι το μοντέλο εμφανίζει έντονη αδυναμία πρόβλεψης των πειραματικών τιμών για όλα

τα όργανα. Ο λόγος που συμβαίνει αυτό είναι επειδή για κάθε όργανο έχουν λάβει μετρήσεις μόνο

σε μία χρονική στιγμή, συνεπώς είναι αδύνατο να αξιολογηθεί το μοντέλο ως προς το αν προ-

σεγγίζει τη δυναμική των δεδομένων. Επίσης, η μεγάλη απόκλιση από τις πειραματικές τιμές της

συγκεκριμένης μελέτης, ενδέχεται να οφείλεται σε εσφαλμένη αποκωδικοποίηση των δεδομένων

κατά το στάδιο αξιοποίησης τους. Ακόμα, πρέπει να σχολιαστεί αναφορικά με αυτή τη μελέτη, ότι

εξετάζει τη βιοκατανομή της ίδιας δόσης τριών νανοσωαμτιδίων διαφορετικών σχημάτων. Ωστόσο,

παρατηρείται σημαντική διαφορά ανάμεσα στην ποσότητα που συσσωρεύεται από κάθε τύπο νανο-

σωματιδίου, παρόλο που η συνολική ποσότητα που χορηγείται είναι η ίδια. Συνεπώς, είναι πολύ

πιθανό η αστοχία του μοντέλου να περιγράψει τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης μελέτης να

οφείλεται στις διαφοροποιήσεις που έχουν τα νανοσωματίδια ως προς το σχήμα τους. Επομένως,

μελετώντας τις τιμές των δεικτών του μοντέλου για τις υπόλοιπες μελέτες, φαίνεται πως το μοντέλο

ανταποκρίνεται με σχετικά υψηλή ακρίβεια στην πρόβλεψη της μάζας νανοσωματιδίων που συγκε-

ντρώνονται στο ήπαρ, καθώς σε όλες τις μελέτες ο αντίστοιχος δείκτης PBPK είναι μικρότερος

της μονάδας. Ικανοποιητικά αποτελέσματα φαίνεται πως δίνει και για τα όργανα των νεφρών και

της καρδιάς, για τα οποία το μοντέλο πετυχαίνει μέγιστη τιμή δείκτη 3.333 και 3.200 αντίστοιχα για

τα δύο όργανα. Αντιθέτως, για το όργανο της σπλήνας παρατηρούνται πολύ μεγάλες αποκλίσεις

μεταξύ των προβλέψεων του μοντέλου και των πειραματικών δεδομένων, με εξαίρεση τα δεδομένα

των Kreyling et al., μέσω των οποίων εκτιμήθηκαν οι στοχαστικές παράμετροι. Αυτή η έντο-

νη απόκλιση οφείλεται στο γεγονός ότι τα πειραματικά δεδομένα που χρησιμοποιήθηκαν για την

προσαρμογή του μοντέλου αποδίδουν ένα πολύ μικρό ποσοστό απορρόφησης νανοσωματιδίων από

την αρχική δόση, σε σχέση με αυτό που έχει μετρηθεί στις περισσότερες μελέτες που χρησιμοποι-

ήθηκαν. Συνεπώς, οι παράμετροι εκτιμήθηκαν μέσα στο πλαίσιο ότι η μέγιστη χωρητικότητά της

σπλήνας είναι πολύ χαμηλότερη σε σχέση με αυτό που ισχύει στις υπόλοιπες μελέτες. Αυτή διαφο-

ροποίησή που εμφανίζεται ανάμεσα στη μελέτη των Kreyling et al. και των υπολοίπων είναι πολύ

πιθανό να οφείλεται στο διαφορετικό μέγεθος των νανοσωματιδίων που έχουν χρησιμοποιηθεί,

καθώς η διάμετρος είναι μία παράμετρος με άμεση επιρροή στην βιοκατανομή των νανοσωματιδίων

στα διάφορα όργανα. Αναφορικά με τα όργανα των πνευμόνων, του εγκεφάλου και της μήτρας,

το μοντέλο φαίνεται πως αδυνατεί να περιγράψει τα πειραματικά δεδομένα με συνέπεια σε όλες
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τις μελέτες. ΄Οσον αφορά το διαμέρισμα του σκελετού, υπήρχε δυνατότητα να γίνει σύγκριση της

πρόβλεψης με την πειραματική τιμή μόνο στη μελέτη των Xie et al.[79], όπου η συγκεκριμένη τιμή

ήταν κάτω από τη μονάδα, δηλαδή τα περιέγραφε με επιτυχία. Ωστόσο, δεν μπορεί να εξαχθεί

κάποιο ασφαλές γενικό συμπέρασμα για το διαμέρισμα του σκελετού διαθέτοντας μόνο μία μελέτη.

Επιπλέον, παρατηρείται ότι ο δείκτης λαμβάνει υψηλές τιμές και για το διαμέρισμα του αίματος,

κάτι το οποίο αποτελεί ένδειξη πως πρέπει να αναθεωρηθούν και οι παράμετροι που αφορούν το

διαμέρισμα του αίματος. Τέλος, επισημαίνεται ότι σε πολλές από τις μελέτες του πίνακα 5.6 η

μάζα των αρουραίων που χρησιμοποιήθηκαν δινόταν με τη μορφή εύρους τιμών, με αποτέλεσμα

να χρησιμοποιείται καταχρηστικά ο μέσος όρος των ακραίων τιμών του εύρους για την εξαγωγή

των αποτελεσμάτων του μοντέλου. Ωστόσο, είναι πολύ πιθανό αυτή η υπόθεση να μη συμπίπτει

με την πραγματικότητα, δηλαδή να μη συμπίπτει το κέντρο της κατανομής των μαζών των αρου-

ραίων με τον μέσο όρο της μικρότερης και της μέγιστης μάζας αρουραίων που χρησιμοποιήθηκαν.

Αυτή η αβεβαιότητα για την τιμή της μάζας προκαλεί αισθητή διαφοροποίηση στα αποτελέσματα

του μοντέλου, καθώς ανάλογα την τιμή της μάζας του αρουραίου υπολογίζεται πληθώρα φυσιο-

λογικών παραμέτρων. Στο διάγραμμα 5.45 φαίνεται η επίδραση που έχει η μάζα των αρουραίων

στη διαμόρφωση της πρόβλεψης του μοντέλου για το όργανο του ήπατος. Επομένως, μία μη

αντιπροσωπευτική τιμή μάζας μπορεί να οδηγήσει σε αλλοίωση του δείκτη του μοντέλου.

Σχήμα 5.45: Αποτελέσματα του μοντέλου για το διαμέρισμα του ΄Ηπατος για ίδια δόση και τρεις

διαφορετικές τιμές μάζας αρουραίων.

΄Ενα επιπλέον ζήτημα που εγείρεται αναφορικά με τις εξωτερικές μελέτες είναι το γεγονός ότι



5.7. Πρόβλεψη Εξωτερικών Πειραματικών Δεδομένων 115

εμφανίζουν σημαντικές διαφορές ακόμα και μελέτες που έγιναν με ίδια δοσολογία και μέγεθός

νανοσωματιδίων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν οι μελέτες των Shinohara et al.[85] και

Disdier et al.[83], οι οποίες παρουσιάζουν σημαντικές διαφορές συσσώρευσης νανοσωματιδίων στο

ήπαρ και στους πνεύμονες, ενώ η δόση και το μέγεθος των νανοσωματιδίων είναι ίδια. Παρατη-

ρώντας το διάγραμμα 5.46, διαπιστώνεται ότι υπάρχει μεγάλη διακύμανση μεταξύ των τιμών των

δύο μελετών για τα ίδια όργανα.

Σχήμα 5.46: Απεικόνιση απόκλισης των πειραματικών δεδομένων για τα όργανα του ήπατος και

των πνευμόνων ανάμεσα στις μελέτες των Shinohara et al.[85] και Disdier et al.[83]. Ο άξονας y
έχει λογαριθμική κλίμακα.

Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε ανάλυση των δεδομένων του πίνακα 5.7 προκειμένου να διαπιστωθεί αν

υπάρχει κάποια σημαντική σχέση μεταξύ της τιμής των δεικτών των διαμερισμάτων του μοντέλου

με το μέγεθος των νανοσωματιδίων και το ύψος της δόσης. Συγκεκριμένα, ορίστηκε ένας νέος

δείκτης Si,d (Similarity metric), που εκφράζει πόσο καλύτερα ή χειρότερα περιγράφει το μοντέλο τα

πειραματικά δεδομένα μίας εξωτερικής μελέτης σε σχέση με τα πειραματικά δεδομένα των Kreyling

et al.[63], ο οποίος είναι ίση με:

Si,d = |
PBPKmod

exti,d

PBPKmod
kreylingi

− 1| (5.3)

όπου, PBPKmod
exti,d

η τιμή του τροποποιημένου (modified) δείκτη PBPK για το διαμέρισμα i, για

την εξωτερική μελέτη (external) d, ενώ η τιμή PBPKmod
kreylingi

αναφέρεται στον αντίστοιχο δείκτη
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για τα δεδομένα των Kreyling et al.. Στο διάγραμμα 5.47 παρουσιάζονται οι κατανομές του δείκτη

Similarity για κάθε διαμέρισμα, υπολογισμένος ως προς τις εξωτερικές μελέτες που αναφέρονται

στον πίνακα 5.6. Αυτό που φαίνεται από το συγκεκριμένο διάγραμμα είναι το πόσο καλά καταφέρνει

να περιγράψει το μοντέλο για τα εξωτερικά πειραματικά δεδομένα συγκριτικά με τα δεδομένα των

Kreyling et al.. Συγκεκριμένα, το μοντέλο φαίνεται να περιγράφει με την ίδια τάση, επιτυχώς

ή όχι, τα διαμερίσματα των πνευμόνων, των νεφρών και της καρδιάς. Ωστόσο, πρέπει να γίνει

ξεκάθαρο ότι το διάγραμμα δεν απεικονίζει την ικανότητα πρόβλεψης του μοντέλου για τα διάφορα

διαμερίσματα, αλλά το πόσο καλά περιγράφει εξωτερικές μελέτες σε σχέση με το πόσο καλά

περιγράφει τη μελέτη αναφοράς, μέσω της οποίας εκτιμήθηκαν και οι παράμετροι του μοντέλου.

Μία διαφορετική απεικόνιση της ίδιας πληροφορίας είναι αυτή που φαίνεται στο διάγραμμα τύπου

violin (Σχήμα 5.48).

Σχήμα 5.47: Απεικόνιση των αποτελεσμάτων του δείκτη ομοιότητας για όλα τα όργανα αναφορικά

με τις εξωτερικές μελέτες. Σε κάθε ορθογώνιο η άνω πλευρά αντιπροσωπεύει το 75ο και η κάτω

πλευρά το 25ο εκατοστημόριο των τιμών του δείκτη ομοιότητας για κάθε όργανο, ενώ η οριζόντια

γραμμή κάθε ορθογωνίου αναπαριστά το μέσο όρο του δείκτη. Ο άξονας y έχει λογαριθμική
κλίμακα.

Ο έλεγχος της συσχέτισης μεταξύ του Sd για κάθε όργανο, του μεγέθους των νανοσωματιδίων

και της δόσης που χρησιμοποιείται σε κάθε μελέτη, έγινε μέσω προσδιορισμού των παραμέτρων

της σχέσης:

log10Sd = a0+a1(sized−sizeref )+a2(dosed−doseref )+a3(dosed−doseref )(sized−sizeref ) (5.4)

όπου, sized και dosed το μέγεθος και η δόση των νανοσωματιδίων στην εξωτερική μελέτη d,
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Σχήμα 5.48: Απεικόνιση της πυκνότητας της κατανομής του δείκτη ομοιότητας για κάθε διαμέρισμα

του μοντέλου. Ο άξονας y έχει λογαριθμική κλίμακα.

ενώ sizeref και doseref τα αντίστοιχα μεγέθη για τη μελέτη αναφοράς, δηλαδή τη μελέτη των

Kreyling et al.. Ο δεκαδικός λογάριθμος χρησιμοποιείται διότι εξορισμού ο δείκτης Sd είναι

θετική ποσότητα, οπότε με αυτή την παραμετροποίηση, οι συντελεστές του δεξιού μέλους δεν

υπόκεινται σε περιορισμούς. Το μοντέλο με το μέγεθος, τη δόση και την αλληλεπίδραση μεταξύ

δόσης και μεγέθους δεν φάνηκε να δίνει αξιόλογα αποτελέσματα και έτσι, δομήθηκε ένα μοντέλο

με ανεξάρτητη μεταβλητή μόνο τη δόση. Το μόνο όργανο για το οποίο εντοπίστηκε σημαντική

συσχέτιση μεταξύ του δείκτη Sd και της δόσης είναι το όργανο της σπλήνας. Αυτό μπορεί να

δικαιολογηθεί, καθώς η παράμετρος μέγιστης χωρητικότητας νανοσωματιδίων ανά μονάδα μάζας

φαγοκυττάρων εκτιμήθηκε από πειραματικά δεδομένα με σημαντικά μικρότερη δόση σε σχέση με

τις υπόλοιπες μελέτες που αξιοποιήθηκαν. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να επέρχεται άμεσα κορεσμός

στη σπλήνα και η μέγιστη ποσότητα νανοσωματιδίων που μπορεί να συγκρατήσει στα φαγοκύτταρα

είναι πολύ μικρή. Τα αποτελέσματα της γραμμικής παλινδρόμησης για το διαμέρισμα της σπλήνας

παρουσιάζονται στην εικόνα 5.49 και στο διάγραμμα 5.50.

Από τα αποτελέσματα αυτής της ανάλυσης προκύπτουν ορισμένα σημαντικά ζητήματα ως προς το

PBPK μοντέλο που αναπτύχθηκε αλλά και ως προς της μελέτες της βιοκατανομής νανοσωματιδίων

του διοξειδίου του τιτανίου. Αρχικά, το μοντέλο φαίνεται ότι αδυνατεί να προβλέψει τη συσσώρευση

νανοσωματιδίων στο όργανο της σπλήνας και απαιτείται επαναπροσδιορισμός των παραμέτρων του

διαμερίσματος, πιθανότατα με τη χρήση περισσότερων πειραματικών δεδομένων. Ως προς το σκέλος

των ερευνών, που είναι διαθέσιμες μέχρι αυτή τη στιγμή, παρατηρούνται έντονες διαφορές στις
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Σχήμα 5.49: Αποτελέσματα γραμμικής παλινδρόμησης.

μετρήσεις μεταξύ των ερευνών ακόμα κι όταν οι συνθήκες ήταν παρόμοιες. Κάτι τέτοιο είναι

λογικό να μην μπορεί να το προβλέψει ένα μοντέλο, καθώς αν περιγράφει καλά τη μία μελέτη, τότε

θα αστοχεί στο να περιγράψει τα πειραματικά δεδομένα μίας άλλης που εμφανίζει τόσο έντονες

διαφορές, όπως αυτές που φαίνονται στο διάγραμμα 5.46. Επιπλέον, η ανακριβής αναφορά της

μάζας των αρουραίων στις μελέτες, δηλαδή η αναφορά μόνο της ελάχιστης και της μέγιστης μάζας

των αρουραίων και όχι του μέσου όρου των μαζών, δημιουργεί αυτομάτως μεγάλα σφάλματα στις

προβλέψεις του μοντέλου.
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Σχήμα 5.50: Συσχέτιση του δείκτη ομοιότητας Sd με τη διαφορά των δόσεων ανάμεσα στις εξω-
τερικές μελέτες και τη μελέτη αναφοράς.



Κεφάλαιο 6

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η ανάπτυξη ενός PBPK μοντέλου αποτελεί μία διαδικασία η οποία έχει πολλαπλά στάδια και απαιτεί

ιδιαίτερη λεπτομέρεια σε καθένα από αυτά. Πιο καθοριστικό σημείο στην ανάπτυξη του μοντέλου

αποδείχτηκε πως ήταν η επιλογή των στοχαστικών παραμέτρων που θα εκτιμηθούν μέσω των

πειραματικών δεδομένων καθώς και η ανάπτυξη μία συλλογιστικής πορείας για την επιλογή αυτού

του σετ. Στην παρούσα εργασία, η επιλογή των στοχαστικών παραμέτρων βασίστηκε σε μεγάλο

βαθμό στην ολική ανάλυση ευαισθησίας που εφαρμόστηκε.

Οι δύο μέθοδοι ολικής ανάλυσης ευαισθησίας που εφαρμόστηκαν, η μέθοδος Morris και η Sobol,

πρότειναν παραμετρικά σετ σημαντικών παραμέτρων τα οποία στη βάση τους συμφωνούν. Η διαφο-

ροποίηση μεταξύ των αποτελεσμάτων των δύο μεθόδων είναι κάτι αναμενόμενο, καθώς διαφέρουν

ριζικά τόσο στον τρόπο με τον οποίο υπολογίζουν τους δείκτες ευαισθησίας των παραμέτρων, όσο

και στον τρόπο με τον οποίο εξερευνούν τον παραμετρικό χώρο. Εντούτοις, η μέθοδος Sobol

πρότεινε ως σημαντικές μόνο δύο παραμέτρους, την παράμετρο uptakeli και την uptakespl. Η

μέθοδος Morris αναγνώρισε κι αυτή ως πολύ σημαντικές παραμέτρους αυτές τις δύο, ενώ πρότει-

νε μερικές ακόμα. Επιπρόσθετα, φάνηκε ότι σημαντικό ρόλο στα αποτελέσματα και των δύο

μεθόδων ανάλυσης διαδραμάτισαν οι κατανομές δειγματοληψίας των παραμέτρων. Κατανομές οι

οποίες χαρακτηρίζονται ως uninformative, δηλαδή που δεν ενσωματώνουν πληροφορία από τη

βιβλιογραφία, τείνουν να οδηγήσουν σε λιγότερο σαφή αποτελέσματα ολικής ανάλυσης ευαισθη-

σίας, καθώς και οι δύο μέθοδοι σε αυτήν την περίπτωση αναδείχθηκε ως σημαντικό ένα πολύ

ευρύτερο παραμετρικό σετ σε σχέση με την περίπτωση που οι κατανομές δειγματοληψίας ήταν

informative. Ακόμη διαπιστώθηκε ότι η στάθμιση των τελικών δεικτών Sobol των παραμέτρων
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μέσω των AUC των καμπυλών των πειραματικών δεδομένων είχε ως αποτέλεσμα να αναδείξει σε

σημαντικές τις παραμέτρους εκείνες που καθορίζουν άμεσα τη μάζα νανοσωματιδίων σε όργανα τα

οποία συγκεντρώνουν μεγαλύτερα ποσοστά της δόσης, ενώ ταπείνωσε τη σημαντικότητα εκείνων

των παραμέτρων που συμμετέχουν σε όργανα, τα οποία συγκεντρώνουν μηδαμινά ποσοστά και

συνεπώς είναι δευτερευούσης σημασίας ο προσδιορισμός τους. Μελλοντικά, αντί για στάθμιση

με βάση μόνο των AUC, προτείνεται να χρησιμοποιηθεί η ποσότητα που συγκεντρώνεται σε ένα

όργανο προς το σημείο αναχώρησης (point of departure), δηλαδή εκείνη τη δόση πάνω από την

οποία παρατηρούνται διαταραχές στις κανονικές βιολογικές λειτουργίες ενός οργανισμού.

Ωστόσο, η χρήση των informative κατανομών δειγματοληψίας για την ανάλυση ευαισθησίας α-

ποτελεί πολλές φορές σοβαρό εμπόδιο, λόγω της απουσίας πληροφοριών για τις τιμές αυτών των

παραμέτρων. Η οπτική βελτιστοποίηση με δοκιμή και σφάλμα των τιμών αυτών των παραμέτρων,

η οποία επιτεύχθηκε μέσω της οπτικής σύγκρισης των αποτελεσμάτων του μοντέλου με τα πει-

ραματικά δεδομένα στα αντίστοιχα διαγράμματα μάζας-χρόνου, αποδείχτηκε ότι ήταν απαραίτητη,

διότι οδήγησε σε καλύτερα και πιο ξεκάθαρα συμπεράσματα για την ολική ανάλυση ευαισθησίας.

Επίσης, το στατιστικό μοντέλο που αναπτύχθηκε φάνηκε να ανταποκρίνεται καλύτερα όταν οι κα-

τανομές δειγματοληψίας των παραμέτρων οδηγούσαν εξαρχής σε καλά αποτελέσματα αναφορικά

με τα πειραματικά δεδομένα.

Εν τέλει, η επιλογή του τελικού παραμετρικού σετ δεν βασίστηκε αποκλειστικά στα αποτελέσματα

της ολικής ανάλυσης ευαισθησίας. Αυτό συνέβη διότι ο στόχος δεν ήταν αποκλειστικά ο προσ-

διορισμός των σημαντικότερων παραμέτρων, αλλά εκείνων των παραμέτρων οι οποίες οδηγούν σε

καλή περιγραφή των πειραματικών δεδομένων σε όσο περισσότερα διαμερίσματα γίνεται. Ωστόσο,

λόγω των εμφανών προβλημάτων ταυτοποιησιμότητας του συνόλου των παραμέτρων, υιοθετήθηκε

η λογική προσδιορισμού μόνο τριών παραμέτρων και ενός προσθετικού σφάλματος για όλες τις πα-

ραμέτρους και στη συνέχεια αυξανόντουσαν οι παράμετροι, μία τη φορά, ενώ παράλληλα ελεγχόταν

και η επιρροή που είχε στα αποτελέσματα η ενσωμάτωση επιπλέον παραμέτρων για την περιγρα-

φή του σφάλματος στα διαμερίσματα. Ωστόσο, κρίθηκε απαραίτητος ο υπολογισμός ενός δείκτη

για κάθε μία από τις εκδοχές που ελέγχθηκαν, ο οποίος θα δείχνει πόσο ποιοτικά περιγράφονται

τα πειραματικά δεδομένα από το μοντέλο. Για το λόγο αυτό αξιοποιήθηκε ο δείκτης PBPK In-

dex. Από τις δοκιμές που πραγματοποιήθηκαν εξήχθησαν ενδιαφέροντα συμπεράσματα. Αρχικά,

φάνηκε ότι η αύξηση των στοχαστικών παραμέτρων που προσδιορίζονται από 3 σε 5 οδήγησε σε

μικρότερη τιμή PBPK Index, συνεπώς σε καλύτερη προσαρμογή του μοντέλου στα δεδομένα.Είναι
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αναμενόμενο ότι η αύξηση των εκτιμώμενων παραμέτρων οδηγεί και σε καλύτερα αποτελέσματα,

ωστόσο, η από ένα σημείο και μετά προκύπτουν προβλήματα ταυτοποιησιμότητας. Οπότε, η λο-

γική που ακολουθήθηκε ήταν η εκκίνηση των δοκιμών από έναν ελάχιστο αριθμό παραμέτρων,

για τις οποίες δεν υπάρχει πρόβλημα ταυτοποιησιμότητας και στη συνέχεια ακολουθούσε σταδιακή

αύξηση του παραμετρικού σετ, προσθέτοντας μία παράμετρο τη φορά. Ακόμα, πρέπει να τονιστεί

ότι η μείωση που επιτεύχθηκε στο δείκτη PBPK Index με την χρήση τριών διαφορετικών παρα-

μέτρων για το σφάλμα των διαμερισμάτων ήταν μεγαλύτερη σε σχέση με τη μείωση που προσέφερε

η αύξηση των παραμέτρων. Μέσω αυτής της διαδικασίας επιλέχθηκαν οι στοχαστικές παράμετροι

του μοντέλου και ο αριθμός των παραμέτρων που θα περιγράφουν το σφάλμα στα διαμερίσματα.

Η προσαρμογή των παραπάνω στοχαστικών παραμέτρων οδήγησε σε αρκετά καλή περιγραφή της

βιοκατανομής του διοξειδίου του τιτανίου σχεδόν σε όλα τα διαμερίσματα. Εξαίρεση αποτελούν τα

διαμερίσματα της μήτρας και του εγκεφάλου, όπου το μοντέλο αδυνατεί να προσεγγίσει τις τιμές

των πειραματικών δεδομένων. Ωστόσο, αυτά τα δύο όργανα είναι εκείνα που συγκεντρώνουν σχε-

δόν μηδαμινά ποσοστά της δόσης που χορηγείται και είναι τα δύο όργανα με τη λιγότερη βαρύτητα.

Αντιθέτως, το μοντέλο δείχνει να προσεγγίζει με μεγάλη αποτελεσματικότητα τη συσσώρευση των

νανοσωματιδίων που πραγματοποιείται στο ήπαρ, όργανο στο οποίο συσσωρεύεται το μεγαλύτερο

ποσοστό της δόσης. Εξίσου ικανοποιητικά περιγράφεται η μάζα του διοξειδίου του τιτανίου στα

όργανα της σπλήνας, του σκελετού, των πνευμόνων, των μαλακών ιστών, καθώς και στο αίμα.

Παρόλα αυτά, λιγότερο ικανοποιητική είναι η προβλεπτική ικανότητα του μοντέλου για το διαμέρι-

σμα της καρδιάς και των νεφρών, παραμένοντας όμως στην ίδια τάξη μεγέθους με τα πειραματικά

δεδομένα.

Προκειμένου να είναι πιο ολοκληρωμένη η αξιολόγηση της προβλεπτικής ικανότητας του μοντέλου,

χρησιμοποιήθηκε η τελική μορφή του μοντέλου ώστε να προβλέψει τα αποτελέσματα επιπλέον ε-

ρευνών. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν 7 διαφορετικές μελέτες χορήγησης νανοσωματιδίων

διοξειδίου του τιτανίου σε αρουραίους με ενδοφλέβια ένεση. Από την σύγκριση των προβλέψεων

το μοντέλου με τα πειραματικά δεδομένα των ερευνών αυτών, προέκυψαν ενδιαφέροντα συμπε-

ράσματα. Αρχικά, παρατηρήθηκε ότι το μοντέλο πραγματοποιεί ικανοποιητικές προβλέψεις για το

διαμέρισμα του ήπατος για όλες τις μελέτες, προσεγγίζοντας τόσο της δυναμική της βιοκατανομής

των νανοσωματιδίων στο συγκεκριμένο όργανο, όσο και το ύψος της μάζας που συσσωρεύεται.

Αντιθέτως το μοντέλο αδυνατεί να περιγράψει την συσσώρευση των νανοσωματιδίων στο διαμέρι-

σμα της σπλήνας σε όλες τις μελέτες, εκτός αυτής που χρησιμοποιήθηκε για την εκτίμηση των
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παραμέτρων του μοντέλου. Το βασικό συμπέρασμα που αναδείχθηκε με τη βοήθεια του γραμμικού

μοντέλου συσχέτισης του δείκτη ομοιότητα με τη διαφορά της δόσης ανάμεσα στις εξωτερικές

μελέτες και τη δόση της μελέτης που χρησιμοποιήθηκε για την εκτίμηση των παραμέτρων του

μοντέλου, είναι ότι έχει ρυθμιστεί σε πολύ χαμηλή τιμή η μέγιστη χωρητικότητα σε των φαγο-

κυττάρων σε νανοσωματίδια στο διαμέρισμα της σπλήνας. Συνεπώς όταν ζητείται από το μοντέλο

να προβλέψει τη βιοκατανομή των νανοσωματιδίων στην περίπτωση που χορηγούνται μεγαλύτε-

ρες δόσεις, επέρχεται κατευθείαν κορεσμός στη σπλήνα, καλύπτοντας της μέγιστη χωρητικότητα

των φαγοκυττάρων, συσσωρεύοντας ένα πολύ μικρό ποσοστό σε σχέση με αυτό που αναφέρουν

τα δεδομένα. Επιπλέον, επειδή ισχύουν τα ισοζύγια μάζας, αν η σπλήνα συγκεντρώνει σημαντι-

κά λιγότερη ποσότητα σε σχέση με τα δεδομένα, αυτό σημαίνει ότι η υπολειπόμενη ποσότητα θα

προστεθεί σε άλλα διαμερίσματα, αυξάνοντας το σφάλμα και σε αυτά.

Επιπρόσθετα, κατά τον έλεγχο και σύγκριση των αποτελεσμάτων των εξωτερικών μελετών που

χρησιμοποιήθηκαν παρατηρήθηκε μεγάλη διακύμανση για τα αποτελέσματα που έδιναν σε ίδια όρ-

γανα ακόμα και όταν χορηγούταν η ίδια δόση στους αρουραίους. Αυτό προκαλεί πρώτον μεγάλη

αβεβαιότητα στο στάδιο επικύρωσης του μοντέλου, καθώς το μοντέλο είναι αδύνατο να περιγράψει

ταυτόχρονα δύο τόσο διαφορετικές καταστάσεις, λαμβάνοντας ως είσοδο την ίδια ποσότητα δόσης.

Επιπλέον, αυτό γεννά ερωτήματα σχετικά με το ποιες μελέτες είναι καταλληλότερες για την αξιο-

ποίησή τους ως δεδομένα για την εκτίμηση των στοχαστικών παραμέτρων του μοντέλου. Αξίζει

να σημειωθεί ότι η διαφορά στη βιοκατανομή δύο μελετών ίδιου μεγέθους και δόσης μπορεί να

οφείλεται, πέρα από τη διαφορετική μεθοδολογία εκτίμησης της μάζας του TiO2 στα όργανα, και

σε παράγοντες που δεν αναφέρονται στα δεδομένα της μελέτης, για παράδειγμα στο δυναμικό Ζ

(zeta potential) της ουσίας. Προφανώς, το ιδανικό θα ήταν να γίνει τροποποίηση του στατιστι-

κού μοντέλου ώστε να αξιοποιεί την πληροφορία που περιέχεται σε πολλαπλές μελέτες. ΄Ετσι, θα

αποφεύγονται αστοχίες που πιθανό να έχει κάποια έρευνα για κάποιο όργανο και θα διορθώνεται

σε μεγάλο βαθμό από τα δεδομένα των υπολοίπων μελετών, αν αυτές συμφωνούν. Επίσης, η αβε-

βαιότητα για την κατανομή της μάζας των αρουραίων που χρησιμοποιήθηκαν σε ορισμένες μελέτες

δημιουργεί σοβαρή αβεβαιότητα στα αποτελέσματα του μοντέλου. Για το λόγο αυτό, θα έπρεπε να

δίνεται η μέση τιμή των μαζών των αρουραίων και όχι απλά το εύρος τους. ΄Ετσι, θα είναι εφικτό να

υπολογιστεί με ακρίβεια όλο το σύνολο των φυσιολογικών παραμέτρων των αρουραίων, να δοθούν

ακριβή αποτελέσματα της βιοκατανομής, αλλά και να προσδιοριστούν με μεγαλύτερη βεβαιότητα τα

σφάλματα του μοντέλου για κάθε μελέτη. Στο σημείο αυτό να τονιστεί ότι το βέλτιστο θα ήταν

να δίνονται αναλυτικά τα δεδομένα για κάθε αρουραίο αντί για στατιστικούς δείκτες.
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Συμπερασματικά, λαμβάνοντας υπόψιν όλα τα παραπάνω, θα μπορούσαν να ακολουθήσουν ορι-

σμένες ενέργειες για τη βελτίωση του μοντέλου. Πρώτα, προτείνεται να αξιοποιηθούν πολλαπλές

πειραματικές μελέτες κατά το στάδιο εφαρμογής του στατιστικού μοντέλου για την εκτίμηση των

στοχαστικών παραμέτρων. Ωστόσο, πρέπει να δοθεί προσοχή στις συνθήκες κάτω από τις οποίες

έγιναν οι μελέτες, καθώς το ύψος της δόσης φάνηκε να επηρεάζει τα αποτελέσματα του μοντέλου.

Τέλος, προτείνεται η ενσωμάτωση του σχήματος των νανοσωματιδίων στη διαδικασία της μο-

ντελοποίησης. ώστε να μπορεί να προβλεφθεί η βιοκατανομή των νανοσωματιδίων διαφορετικών

σχημάτων, καθώς φάνηκε ότι ένα μοντέλο που χτίστηκε πάνω σε anatase TiO2 ήταν αδύνατο να

προβλέψει την βιοκατανομή nanorods, nanoribbons και nanotubes. Σε διαφορετική περίπτωση, θα

πρέπει για κάθε διαφορετικό σχήμα, και ενδεχομένως μέγεθος, να δομείται διαφορετικό μοντέλο

βασισμένο σε διαφορετικό πείραμα βιοκατανομής. Με τον τρόπο αυτό, ελαττώνεται σε σημαντικό

βαθμό η ανάγκη εκτέλεσης πειραμάτων για τον προσδιορισμό των κινητικών κάθε σχήματος των

νανοσωματιδίων.

Ως προς την ανάπτυξη του στατιστικού μοντέλου, θα μπορούσε να δοκιμαστεί η εφαρμογή διαφο-

ρετικού είδους στατιστικού σφάλματος. Συγκεκριμένα, στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν

προσθετικά σφάλματα για την περιγραφή των σφαλμάτων του μοντέλου στα διάφορα διαμερίσμα-

τα, ενώ θα μπορούσαν να δοκιμαστούν και πολλαπλασιαστικά ή μικτά σφάλματα. Επιπρόσθετα,

αξίζει να εξεταστεί αν η χρήση ενός ξεχωριστού στατιστικού σφάλματος για κάθε διαμέρισμα

είναι εφικτή και οδηγεί σε μείωση της αβεβαιότητας των παραμέτρων, ή δημιουργεί προβλήματα

ταυτοποιησιμότητας.

Γενικότερα, το θέμα της ταυτοποιησιμότητας είναι υψίστης σημασίας στην ανάπτυξη των μοντέλων

και αποτέλεσε σημαντικό πρόβλημα και στην παρούσα μελέτη. Η εφαρμογή μεθόδων εξέτασης της

ταυτοποιησιμότητας του μοντέλου είναι ένα πολύπλοκο ζήτημα λόγω του μαθηματικού υποβάθρου

που απαιτείται για την προσέγγιση του θέματος. Ωστόσο, προτείνεται η εφαρμογή ελέγχου ταυ-

τοποιησιμότητας κατά την ανάπτυξη του μοντέλου, καθώς και η μελέτη μεθόδων οι οποίες όχι

μόνο εντοπίζουν προβλήματα ταυτοποιησιμότητας, αλλά προτείνουν και συνδυασμούς παραμέτρων

οι οποίες είναι ταυτοποιήσιμες. Επιπλέον, η ανάλυση ταυτοποιησιμότητας συχνά συνδέεται με

την ανάλυση ολικής ευαισθησίας των παραμέτρων. Ωστόσο, δεν έχει ξεκαθαριστεί αν η ανάλυση

ευαισθησίας πρέπει να προηγείται ή να έπεται της ανάλυσης ταυτοποιησιμότητας. Αν η ανάλυ-

ση ευαισθησίας προηγηθεί, τότε θα αποκλειστούν οι ασήμαντες παράμετροι από την ανάλυση

ταυτοποιησιμότητας, επομένως θα είναι πιο εύκολη υπολογιστικά η ανάλυση ταυτοποίησιμότητας.
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Αντιθέτως, αν προηγηθεί η ανάλυση ταυτοποιησιμότητας, θα προταθούν παραμετρικά σετ τα οποία

είναι εφικτό να εκτιμηθούν και η ανάλυση ευαισθησίας θα πραγματοποιηθεί μόνο σε αυτές και όχι

σε παραμέτρους οι οποίες δεν είναι εφικτό να προσδιοριστούν με ακρίβεια.
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Αʹ.3.4 Νανοσωματίδια NM104
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Σχήμα Αʹ.46: Διάγραμμα προβλεπτικής ικανότητας του μοντέλου ως προς τα πειραματικά δεδομένα
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Αʹ.6 Διαγράμματα πρόβλεψης δεδομένων Kamal et al.[84]
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Αʹ.6.2 Nanorods
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Αʹ.6.3 Nanotubes
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