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Περίληψη
Στην εργασία αυτή παρουσιάζεται η θεωρητική θεμελίωση και η ανάπτυξη – υλοποίηση ενός πρωτότυπου τετραδιάστατου μοντέλου προσομοίωσης της συμπεριφοράς καρκινικού όγκου τύπου νεφροβλαστώματος και της απόκρισής του σε χημειοθεραπευτική αγωγή συγκεκριμένου σχήματος χορήγησης βινκριστίνης. 


Αρχικά παρουσιάζεται μια βιβλιογραφική επισκόπηση αντιπροσωπευτικών προσπαθειών μαθηματικής μοντελοποίησης και υπολογιστικής προσομοίωσης της ανάπτυξης καρκινικών όγκων και της ανταπόκρισης αυτών και των φυσιολογικών ιστών σε διάφορα θεραπευτικά σχήματα. 


Στο πρώτο κεφάλαιο δίνονται κάποια βασικά στοιχεία του κλινικού προβλήματος το οποίο προσομοιώνεται, δηλαδή της χημειοθεραπευτικής αντιμετώπισης του νεφροβλαστώματος πριν την χειρουργική εξαίρεση. Το νεφροβλάστωμα είναι ένας κακοήθης όγκος του νεφρού που εμφανίζεται κυρίως σε παιδιά ηλικίας κάτω των 5 ετών. Δίνονται κάποια γενετικά στοιχεία για την ασθένεια και οι κύριοι τρόποι αντιμετώπισης.

Στο δεύτερο κεφάλαιο μελετάται αναλυτικά η φαρμακολογία της βινκριστίνης, τόσο σε συστημικό (φαρμακοκινητική) όσο και σε κυτταρικό επίπεδο (φαρμακοδυναμική). Τα αποτελέσματα  της βιβλιογραφικής μελέτης και η μαθηματική και ποιοτική ανάλυσή τους παρέχουν τις απαραίτητες πληροφορίες για την προσομοίωση της κυτταροτοξικής δράσης του φαρμάκου και της απόκρισης του όγκου στην χημειοθεραπεία.

Οι αλγόριθμοι προσομοίωσης που αναπτύχθηκαν καθώς και πρακτικά ζητήματα που αφορούν στην υλοποίηση τους είναι τα θέματα του τρίτου κεφαλαίου. Η βασική ιδέα είναι η μοντελοποίηση με κυτταρικά αυτόματα του κυτταρικού κύκλου και των υπόλοιπων πιθανών μεταβάσεων μεταξύ των καταστάσεων στις οποίες μπορεί να βρεθεί ένα κύτταρο. Ο όγκος τοποθετείται εικονικά σε ένα πλέγμα διακριτοποίησης, κάθε γεωμετρική κυψελίδα του οποίου θεωρείται ότι καταλαμβάνει συγκεκριμένο χώρο και άρα μπορεί να περιέχει ένα περιορισμένο αριθμό από κύτταρα. Ολισθήσεις των περιεχομένων σειρών κυψελίδων του πλέγματος προκειμένου να προστεθεί στον ή να αφαιρεθεί από τον όγκο μια κυψελίδα, ανάλογα με την πορεία του κυτταρικού πληθυσμού οδηγούν στην προσομοίωση της αύξησης σε μέγεθος ή τη συρρίκνωση του όγκου. Το μοντέλο υλοποιήθηκε στην γλώσσα C++ με βάση τις αρχές του αντικειμενοστρεφούς προτύπου προγραμματισμού, με σκοπό να διευκολυνθεί η μελλοντική επέκταση του και η επαναχρησιμοποίηση του κώδικα. Γίνεται εκτενής παρουσίαση των κλάσεων που ορίστηκαν.

Τα αποτελέσματα του προσομοιωτικού μοντέλου, έλεγχοι αξιοπιστίας και παραμετρικές μελέτες βρίσκονται στο τέταρτο κεφάλαιο. 

Η χρησιμότητα ανάπτυξης μοντέλων in silico (υπολογιστικής) ογκολογίας διαφαίνεται μεταξύ άλλων και από τις απαιτήσεις του ευρωπαϊκού προγράμματος IST “ACGT” (Advancing Clinico-Genomic Clinical Trials on Cancer: Open Grid Services for Improving Medical Knowledge Discovery) και συνοψίζεται στα εξής σημεία :

· υποστήριξη των ιατρών στην λήψη αποφάσεων σχετικά με την επιλογή θεραπευτικών σχημάτων και εξατομικευμένη βελτιστοποίηση της θεραπευτικής αγωγής,

· διεξαγωγή in silico πειραμάτων με σκοπό την διερεύνηση και έλεγχο νέων θεραπευτικών στρατηγικών, 
· εκπαίδευση – ενημέρωση ιατρών, βιολόγων, ερευνητών και ασθενών σχετικά με την πιθανή απόκριση όγκων σε διαφορετικά υποψήφια σχήματα θεραπείας.
Λέξεις κλειδιά: προσομοίωση, νεφροβλάστωμα, in silico ογκολογία, βινκριστίνη

Abstract
This thesis presents the theoretical basis and the development of a novel four-dimensional model simulating the behaviour of the nephroblastoma neoplasm (Wilm’s tumour) and its response to chemotherapeutic schemes of  vincristine.

An account of representative efforts to mathematically and computationally simulate  tumour growth and normal tissue and tumour response to various therapeutic schemes is presented in the intorduction.

The first chapter discusses the clinical problem which is simulated, i.e. nephroblastoma treatment. The term nephroblastoma refers to a quite common pediatric kidney cancer, mostly affecting children younger than five years of age. Some genetic details and the main methods of treatment are presented.

The second chapter covers vincristine pharmacology in detail, both on the systemic (pharmacokinetics) and on the cell (pharmacodynamics) scale. The outcome of a bibliographical study and the algebraic and qualitative analysis that follow provide the information necessary to simulate the cytotoxic action of the drug, and subsequently the response of the tumour to chemotherapy.

The simulation algorithms developed are presented in the third chapter together with practical issues concerning implementation. The concept of cellular automata is adapted in order to model cell cycle and  transitions to and from other possible cell states. The tumour is computationally placed in a discretizing mesh, each geometrical cell of which is considered to occupy a certain size of space and can therefore contain a specific number of biological cells. The growth or shrinkage of the tumour is modeled with the shift of the contents of the discretizing mesh cells, so that some geometrical cells can be added to the tumour or can no longer belong to it, depending on the current cell population. The model was implemented on C++, taking advantage of the object-oriented programming model, so that future adaptations or updating and code reuse can be facilitated. There is an extensive presentation of the classes that were defined.

Simulation results, reliability controls and parametric studies are presented in chapter four.

The usefulness of the model developed is strengthened by the needs of the European IST research program “ACGT” (Advancing Clinico-Genomic Clinical Trials on Cancer: Open Grid Services for Improving Medical Knowledge Discovery)  are taken into account. 

Τhe model presented, after being extensively clinically tested and adapted, is expected to: 

· support clinicians’ decisions concerning various candidate cancer treatment schemes and facilitate  individualized treatment optimization,

·  help suggest new therapeutic strategies based on in silico experiments,

· help train or inform doctors, life scientists, researchers or interested patients by demonstrations of the likely tumour response to different therapeutic schemes.

Key words : simulation, nephroblastoma, in silico oncology, vincristine.
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ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ

 
 Η επιταχυνόμενη κατανόηση του καρκίνου σε μοριακό επίπεδο παρέχει νέα όπλα για την καταπολέμηση της ασθένειας. Παρόλα ταύτα, η παράλληλη ανάγκη για πληρέστερη κατανόηση και περιγραφή του καρκίνου στο κυτταρικό, αλλά και σε υψηλότερα επίπεδα βιοπολυπλοκότητας – τα οποία προφανώς εξαρτώνται από το μοριακό επίπεδο – είναι, επίσης, μεγάλης σημασίας. Σε αυτά ακριβώς τα επίπεδα μπορεί ένας όγκος να απεικονιστεί στις τρεις διαστάσεις, να συσχετιστεί με μαθηματικό και γεωμετρικό τρόπο με τις γειτονικές ανατομικές δομές, να τμηματοποιηθεί χωρικά (βάσει της νεοαγγείωσης του και της συνακόλουθης μεταβολικής δραστηριότητας), να αναλυθεί δομικά και να χρησιμοποιηθεί σαν η κύρια αναφορά θεραπείας από τον κλινικό επιστήμονα. Επιπλέον, ένας πρωτογενής όγκος που δεν έχει αντιμετωπισθεί με επιτυχία αποτελεί μία συνεχή απειλή νέων διηθήσεων και μεταστάσεων. Ως συνέπεια, η ποσοτική κατανόηση και η εικονική αναπαραγωγή των σχετικών φαινομένων σε όλα τα επίπεδα βιοπολυπλοκότητας συμπεριλαμβανόμενου του επιπέδου του απεικονίσιμου όγκου αποτελεί μία επιτακτική ανάγκη.

Τις τελευταίες δεκαετίες έχουν γίνει σημαντικές προσπάθειες για τη μαθηματική προσομοίωση της ανάπτυξης των όγκων και της ανταπόκρισης αυτών και των φυσιολογικών ιστών σε διάφορα θεραπευτικά σχήματα. Η μαθηματική ανάλυση και τα διακριτά μαθηματικά (θεωρία αλγορίθμων, θεωρία γράφων, κυτταρικά αυτόματα, μηχανές πεπερασμένων καταστάσεων κλπ.) μαζί με τη θεωρία πιθανοτήτων έχουν παίξει και παίζουν κεντρικούς ρόλους σε αυτή την διαδικασία. Ο τελικός στόχος της προσομοίωσης όγκων και φυσιολογικών ιστών είναι η συνεισφορά στη βελτιστοποίηση της θεραπείας του καρκίνου μέσω της πλήρους εκμετάλλευσης των ατομικών δεδομένων του ασθενούς [1, 2, 3]. Απώτερος στόχος είναι να δοθεί στο θεράποντα γιατρό η δυνατότητα, με τη χρήση ενός «ογκοπροσομοιωτή», να εκτελεί in silico (δηλαδή μέσω του ηλεκτρονικού υπολογιστή) πειράματα που να αντιστοιχούν σε διαφορετικά θεραπευτικά σενάρια για δεδομένο ασθενή με καρκίνο, έτσι ώστε να επιταχύνει και να στηρίζει καλύτερα επιστημονικά τις αποφάσεις του. Τα πιθανά θεραπευτικά σενάρια μπορεί να αναφέρονται σε διαφοροποιούμενες κλασματοποιήσεις της ακτινοβόλησης, διαφοροποιούμενα σχήματα χορήγησης φαρμάκου κλπ.

 Από μία πιο θεωρητική σκοπιά, τα υπολογιστικά μοντέλα συμπεριφοράς όγκων αναμένεται να επιταχύνουν την ανάπτυξη των επιστημονικών και τεχνολογικών αρχών της αναδυόμενης επιστήμης της in silico ογκολογίας. Μία λεπτομερής ανάλυση και αποτελεσματική προσομοίωση του φυσικού φαινομένου του καρκίνου μπορεί να οδηγήσει στη διαμόρφωση ενός αριθμού αλγοριθμικών αρχών της βιολογίας του καρκίνου [4] που να θυμίζουν αμυδρά τις «Μαθηματικές Αρχές της Φυσικής Φιλοσοφίας» του Νεύτωνα. Προφανώς, μια αυστηρή προσέγγιση αυτού του είδους θα πρέπει να αντιμετωπίζει αποτελεσματικά τόσο το ντετερμινιστικό, όσο και το στοχαστικό χαρακτήρα του καρκίνου. Μία προκαταρκτική συζήτηση πάνω στο θέμα έλαβε χώρα στη Σπάρτη κατά τη διάρκεια του συνεδρίου «1st International Advanced Research Workshop on In Silico Oncology» το Σεπτέμβριο του 2004 [1, 2].

Η παρούσα βιβλιογραφική επισκόπηση είναι μια σύντομη περιγραφή αντιπροσωπευτικών προσπαθειών προσομοίωσης (σε υπολογιστή) της ανάπτυξης όγκων και της απόκρισης αυτών και των φυσιολογικών ιστών στις διάφορες θεραπείες που δίνουν έμφαση στη μοριακή πλευρά του θέματος και χρησιμοποιεί σαν αρχική βάση την εργασία [4]. Ιδιαίτερη σημασία δίνεται στα μοντέλα που αναπτύχθηκαν από την Ομάδα για την In Silico Ογκολογία (ISOG : In Silico Oncology Group) του εργαστηρίου Μικροκυμάτων και Οπτικών Ινών του Εθνικού Μετσοβίου Πολυτεχνείου, στα οποία έχει στηριχτεί το μοντέλο που αναπτύσσεται στην παρούσα εργασία. 

Προσομοίωση ανάπτυξης όγκων

  
Η ελεύθερη ανάπτυξη όγκων αποτελεί ένα φαινόμενο το οποίο συμβαίνει ή μπορεί να συμβεί είτε πριν την ανίχνευση και θεραπεία του όγκου, είτε κατά τη διάρκεια των διαστημάτων ανάμεσα σε δύο διαδοχικές θεραπευτικές συνεδριάσεις. Οι κύριοι τύποι ανάπτυξης όγκου είναι δύο: ο μη αγγειακός / προαγγειακός και ο νεοαγγειακός. Ο πρώτος αναφέρεται στα αρχικά στάδια ανάπτυξης ενός πρώιμου όγκου ή μίας μικρομετάστασης in vivo ή στην ανάπτυξη ενός όγκου in vitro (π.χ. ένας σφαιροειδής όγκος σε κυτταρική καλλιέργεια). Ο δεύτερος αναφέρεται κυρίως στην ανάπτυξη ενός κλινικά ανιχνεύσιμου όγκου in vivo.

Διάφορα επιμέρους φαινόμενα που λαμβάνουν χώρα κατά την ανάπτυξη όγκων έχουν προσεγγιστεί θεωρητικά από διάφορους ερευνητές. Ο Duechting [5] και ο Greenspan [6] πρότειναν μαθηματικά μοντέλα βασισμένα στη θεωρία ελέγχου μέσω των οποίων προσπάθησαν να περιγράψουν αναλυτικά την αστάθεια του καρκίνου. Οι Williams και Bjerkes [65]  επικεντρώθηκαν στη στοχαστικότητα της μη φυσιολογικής διασποράς καρκινικών κλώνων. Ο Τerz και συνεργάτες [7] ανέλυσαν εντός και εκτός κυτταρικού κύκλου κυτταρικούς πληθυσμούς σε ανθρώπινους στερεούς όγκους. Οι Duechting και Vogelsaenger [8] ανέπτυξαν ένα τρισδιάστατο (3D) μοντέλο ανάπτυξης σφαιροειδούς όγκου σε θρεπτικό υλικό. Οι Chen και Prewitt [9] και οι Balding και Mc Elwain [10] πρότειναν μαθηματικές προσεγγίσεις της διαδικασίας νεοαγγείωσης. Οι Adam και Maggelakis [11] ανέπτυξαν ένα μαθηματικό μοντέλο των χαρακτηριστικών της ανάπτυξης ενός σφαιρικού προαγγειακού καρκινώματος που ρυθμίζεται από τη διάχυση οξυγόνου και γλυκόζης. O Gatenby [12] διερεύνησε τον ανταγωνισμό μεταξύ ενός όγκου και του κυτταρικού πληθυσμού του ασθενή. Οι Michelson και Leith [13] μελέτησαν τους πιθανούς μηχανισμούς ανάδρασης και αγγειογένεσης που συναντούνται κατά την ανάπτυξη όγκων. Ο Retsky και συνεργάτες [14] ανέπτυξαν ένα υπολογιστικό μοντέλο προκειμένου να περιγράψουν τις μεταστάσεις του καρκίνου του μαστού. Ο Σταματάκος και συνεργάτες [15], [16], [17] ανέπτυξαν ένα μοντέλο προσομοίωσης Monte Carlo της προαγγειακής καρκινικής ανάπτυξης όγκων και ακολούθως εφάρμοσαν οπτικοποίηση, παραλληλοποίηση κώδικα (στον περιορισμένο βαθμό που αυτό επιτρέπεται από την αλληλεξάρτηση των καρκινικών κυττάρων) και δικτυακές τεχνικές προκειμένου να διευκολυνθεί η πρακτική χρήση του μοντέλου. Ο Goedde [18] πρότεινε ένα μοντέλο που προσομοιώνει την αγγειογένεση , την αναδόμηση των αγγείων και την αιμοδυναμική σε φυσιολογικά και νεοπλαστικά δίκτυα μικροκυκλοφορίας. O Iwata [19] πρότεινε ένα δυναμικό μοντέλο για την ανάπτυξη και την κατανομή μεγέθους πολλαπλών μεταστατικών όγκων. Ο Ηaney και συνεργάτες [20] προσάρμοσε δύο αλγορίθμους ρυθμού ανάπτυξης όγκου σε κλινικά δεδομένα που αφορούσαν κακοήθη γλοιώματα. Ο Deisboeck και συνεργάτες [21], ο Kansal και συνεργάτες [22, 23], ο Mansury και συνεργάτες [24, 25, 26, 27] επικεντρώθηκαν στην προσομοίωση της ανάπτυξης όγκων εγκεφάλου περιλαμβάνοντας στις μελέτες τους την διαδικασία της τοπικής διήθησης των καρκινικών κυττάρων. Εισήγαγαν αποτελεσματικές περιγραφικές μαθηματικές συναρτήσεις και ειδικές κατασκευές κυτταρικών αυτομάτων για το φαινόμενο της διήθησης.

Το μοντέλο προσομοίωσης ανάπτυξης όγκου χωρίς αγγείωση που έχει αναπτυχθεί από την ISOG [28, 29,30,31] χρησιμοποιεί ένα κατάλληλο κυτταροκινητικό μοντέλο που αποτελείται από τις εξής καταστάσεις : τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου G1, S, G2, M, G0, την νέκρωση, την απόπτωση και τις εξής μεταβάσεις μεταξύ καταστάσεων: όλες όσες υπαγορεύονται από τον κυτταρικό κύκλο, πιθανή είσοδο και έξοδο στην φάση G0, αυθόρμητο θάνατο μέσω απόπτωσης, θάνατο που προκαλείται από άλλες αιτίες μέσω απόπτωσης, νεκρωτικό θάνατο, γέννηση κυττάρου και εξαφάνιση. Ένα κύτταρο που βρίσκεται στο εσωτερικό ενός σφαιροειδούς όγκου παραμένει στην φάση G0 για όσο χρόνο η απόστασή του από τις θρεπτικές ουσίες και το οξυγόνο είναι μεγαλύτερη από το πάχος του εξωτερικού πολλαπλασιαζόμενου στρώματος του όγκου και μικρότερη από το πάχος του στρώματος του όγκου που αποτελείται από ζωντανά κύτταρα. Εισάγεται ένα διακριτό πλέγμα του οποίου κάθε γεωμετρικό  κύτταρο (κυβικό στοιχείο) μπορεί να καταλαμβάνεται είτε από ένα καρκινικό κύτταρο, είτε από μη καρκινικό υλικό (όπως θρεπτικά συστατικά ή φυσιολογικός ιστός). Η δημιουργία του σφαιροειδούς όγκου ξεκινά με την τοποθέτηση στο κέντρο του πλέγματος ενός κυττάρου που βρίσκεται στην φάση της μίτωσης ή ενός μικρού σφαιροειδούς όγκου. Η χωρική επικοινωνία μεταξύ των κυττάρων είναι δυνατή κατά μήκος οποιασδήποτε κατεύθυνσης. Τα προϊόντα κυτταρικής λύσης και απόπτωσης  σταδιακά διαχέονται προς το εξωτερικό περιβάλλον του όγκου. Η επέκταση του όγκου επιτυγχάνεται υπολογιστικά με την ολίσθηση μιας αλυσίδας κυττάρων από το νεοκατειλημμένο κυβικό στοιχείο προς το εξωτερικό περιβάλλον του όγκου σε τυχαία κατεύθυνση. Η συρρίκνωση του όγκου προσομοιώνεται με την μετατόπιση μιας αλυσίδας κυττάρων από το εξωτερικό περιβάλλον προς το γεωμετρικό κύτταρο που πρέπει να εξαφανιστεί σε μια κατεύθυνση που ορίζεται από τη σχετική θέση του γεωμετρικού κυττάρού και του κέντρου του πλέγματος διακριτοποίησης. Ο χρόνος κβαντοποιείται και μετριέται σε ώρες. Οι διάρκειες των διαφόρων σταδίων του κυτταρικού κύκλου ακολουθούν κανονική (γκαουσιανή) κατανομή. Η προσομοίωση μπορεί να θεωρηθεί ως υπολογισμός του κυτταρικού αλγορίθμου για κάθε κύτταρο σε κάθε σάρωση του πλέγματος. Το αποτέλεσμα της προσομοίωσης είναι μια χωροχρονική πρόβλεψη της δομής του όγκου και της κυτταροκινητικής του δραστηριότητας. Περισσότερες λεπτομέρειες καθώς και πειραματικοί έλεγχοι περιλαμβάνονται στις εργασίες που αναφέρθηκαν παραπάνω.


Το μοντέλο της ISOG [32, 29, 33, 34], που αφορά στην ανάπτυξη κλινικού όγκου με αγγείωση και χαρακτηρίζεται από υψηλή διεθνή πρωτοτυπία, βασίζεται σε μεγάλο βαθμό στην πραγματική γεωμετρία του απεικονίσιμου όγκου και στην χωρική κατανομή της μεταβολικής του δραστηριότητας. Περιλαμβάνει εν τούτοις κάποια βασικά χαρακτηριστικά του μοντέλου ανάπτυξης μη αγγειωμένου (μικροσκοπικού) όγκου, όπως η κυτταροκινητική περιγραφή και η χρήση της τεχνικής Monte Carlo. Σε αυτήν την περίπτωση πριν την προσομοίωση είναι απαραίτητο να γίνει μια εικονική τρισδιάστατη ανακατασκευή του όγκου. Αυτή η ανακατασκευή μπορεί να βασιστεί σε κατάλληλους συνδυασμούς τομογραφικών δεδομένων (MRI, CT, PET). Η γνώση τόσο της χωρικής δομής όσο και της κατανομής του μεταβολισμού και της νεοαγγείωσης του απεικονίσιμου όγκου είναι απαραίτητη. Λαμβάνονται υπ’ όψιν και θέματα μηχανικής, όπως για παράδειγμα τα όρια εξάπλωσης του όγκου που υπαγορεύονται από το κρανίο στην περίπτωση εγκεφαλικών όγκων. Λόγω του πολύ μεγάλου αριθμού κυττάρων που αποτελούν έναν κλινικό όγκο, κάθε γεωμετρικό  κύτταρο του διακριτού πλέγματος σε αυτήν την περίπτωση θεωρείται ότι περιέχει ένα σχετικά μεγάλο αριθμό βιολογικών κυττάρων (π.χ. 106). Τα βιολογικά κύτταρα που περιέχονται στο ίδιο γεωμετρικό κύτταρο διαχωρίζονται σε κλάσεις ισοδυναμίας ανάλογα με την φάση στην οποία βρίσκονται κάθε δεδομένη χρονική στιγμή. Επίσης χρησιμοποιούνται στοιχεία που αντλούνται από τα δεδομένα βιοψίας. Παραμετρικές μελέτες καθώς και πρόσφατοι κλινικοί έλεγχοι συνηγορούν στην εφαρμοσιμότητα του μοντέλου.

Μοντελοποίηση και προσομοίωση απόκρισης σε ακτινοθεραπεία

Η ακτινοθεραπεία είναι μια από τις πιο ευρέως εφαρμόσιμες θεραπευτικές μεθόδους ενάντια στον καρκίνο. Καθώς η κατανομή της απορροφώμενης ακτινοβολίας στον όγκο και στους παρακείμενους ιστούς μπορεί να υπολογιστεί με ικανοποιητική ακρίβεια και οι μηχανισμοί αλληλεπίδρασης της ιονίζουσας ακτινοβολίας με τους βιολογικούς ιστούς έχουν μέχρι κάποιο σημείο διευκρινιστεί, η υπολογιστική προσομοίωση της απόκρισης όγκων σε ακτινοθεραπεία έχει προοδεύσει σημαντικά. Χωρίς αμφιβολία, η θεωρητική μοντελοποίηση της απόκρισης των όγκων στην ακτινοθεραπεία παίζει τον κεντρικό ρόλο στην διαδικασία βελτιστοποίησης της θεραπείας. Οι προσεγγίσεις που περιγράφονται στην συνέχεια αποτελούν αντιπροσωπευτικά παραδείγματα.
Οι Kocher και Treuer [37] ανέπτυξαν μια υπολογιστική προσομοίωση προκειμένου να μελετήσουν την επαναοξυγονοποήση υποξικών κυττάρων λόγω της συρρίκνωσης  του όγκου κατά την διάρκεια της ακτινοβόλησης. Οι Jones και Bleasdale [38] μοντελοποίησαν την επίδραση της υποτροπής του όγκου και του επαναποικισμού των κυττάρων στον έλεγχο του όγκου με βραχυθεραπεία. Ο Kocher και συνεργάτες [39] προσομοίωσαν τα κυτταροτοξικά και αγγειακά αποτελέσματα της ακτινοχειρουργικής σε στερεές και νεκρωτικές μεταστάσεις εγκεφάλου. Οι Nahum και Sanchez Nieto [40] ανέπτυξαν αλγορίθμους σχεδιασμού της θεραπείας βασιζόμενοι στο μέγεθος «πιθανότητα ελέγχου του όγκου» (“TCP” : Tumour Control Probability) που συνήθως χρησιμοποιείται από κοινού με το μέγεθος «πιθανότητα επιπλοκών σε φυσιολογικούς ιστούς» (“NTCP” : Normal Tissue Complication Probability). O Haney και συνεργάτες [41] προσάρμοσαν την απόκριση στην θεραπεία στην περίπτωση ενός ασθενούς με κακοήθες γλοίωμα.


Ο Σταματάκος και συνεργάτες [28, 29] και η Ζαχαράκη και συνεργάτες [31, 30] ανέπτυξαν μοντέλα Monte Carlo για την απόκριση προαγγειωτικών όγκων σε ακτινοβόληση χρησιμοποιώντας υπολογιστικά συστήματα υψηλής επίδοσης και προχωρημένες τεχνικές οπτικοποίησης. Ο Σταματάκος και συνεργάτες [32, 29] και η Διονυσίου και συνεργάτες [33, 34] ανέπτυξαν προσομοιωτικά μοντέλα της απόκρισης μεγάλων απεικονίσιμων κλινικών όγκων στην ακτινοθεραπεία. Η κατηγοριοποίηση των καρκινικών κυττάρων σύμφωνα με την πολλαπλασιαστική τους κατάσταση και η χρήση των απεικονιστικών δεδομένων όσον αφορά στο σχήμα, στον μεταβολισμό και την νεοαγγείωση του όγκου προσέφεραν ένα καινοτόμο πλαίσιο για την προσομοίωση της απόκρισης του όγκου σε διαφορετικά ακτινοθεραπευτικά σχήματα. Το πολύπλοκο αυτό μοντέλο έχει αξιολογηθεί τόσο ημιποσοτικά με την εκπόνηση  εξαντλητικών παραμετρικών μελετών για την περίπτωση του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος [29, 33, 34, 42], όσο και κλινικά σε αρχικό στάδιο.

Μοντελοποίηση και προσομοίωση απόκρισης σε χημειοθεραπεία

Οι μηχανισμοί της χημειοθεραπευτικής δράσης είναι δυνατόν να διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των διαφόρων κατηγοριών χημειοθεραπευτικών σκευασμάτων. Είναι κατά κανόνα πιο πολύπλοκοι από αυτούς που αντιστοιχούν στην ακτινοθεραπευτική απόκριση, ενώ είναι δύσκολο να προβλεφθεί η ακριβής κατανομή του φαρμάκου και /ή των μεταβολιτών του μέσα στον όγκο. Παρόλα αυτά, η υπολογιστική προσομοίωση των χημειοθεραπευτικών σχημάτων έχει καταστεί απαραίτητη. Αυτό οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι πολλές από τις στρατηγικές θεραπείας του καρκίνου βασίζονται στην χημειοθεραπεία είτε σαν αποκλειστική λύση, είτε σε συνδυασμό με άλλες τεχνικές όπως η ακτινοθεραπεία και/ ή η χειρουργική.

Στα ακόλουθα παρουσιάζεται μια σύντομη περίληψη των προσπαθειών που έχουν γίνει ώστε να προσομοιωθεί υπολογιστικά η απόκριση όγκων σε χημειοθεραπευτικές μεθόδους. Ο  Chuang [43] έκανε μελέτες πάνω στην φαρμακοκινητική για την ανάπτυξη μαθηματικών μοντέλων για την χημειοθεραπεία ενάντια στον καρκίνο. Ο Levin και συνεργάτες [44] ανέπτυξε ένα ευριστικό μοντέλο για την διανομή του φαρμάκου σε κακοήθεις όγκους εγκεφάλου. Ο Ozawa και συνεργάτες [45] έκαναν μια κυτταροκινητική ανάλυση σχετικά με το κυτταροτοξικό αποτέλεσμα της θεραπείας για μεμονωμένες περιπτώσεις. Ο Jean και συνεργάτες [46] εισήγαγε προσομοιώσεις με υπολογιστή στην διδασκαλία της χημειοθεραπείας. Ο Panetta [47] ανέπτυξε ένα μαθηματικό μοντέλο περιοδικά παλμικής χημειοθεραπείας και μελέτησε τα φαινόμενα του υποτροπιασμού της νόσου και της μετάστασης σε θεωρητικό επίπεδο. Οι Nani και Oguztereli [48] προσομοίωσαν την απόκριση αιματολογικών και γυναικολογικών καρκίνων στην χημειοθεραπεία. Οι Ηλιάδης και Barbolosi [49] ανέπτυξαν ένα μοντέλο φαρμακοκινητικής και φαρμακοδυναμικής προκειμένου να βελτιστοποιήσουν την αγωγή φαρμάκων στην χημειοθεραπεία καρκίνου. Ο Gardner [52] μοντελοποίησε χημειοθεραπεία πολλών φαρμάκων προκειμένου να προσαρμόσει την αγωγή εξατομικευμένα στον κάθε ασθενή. Οι Ward και King [53] πρότειναν ένα μαθηματικό μοντέλο μεταφοράς φαρμάκου σε πολυκυτταρικούς σφαιροειδείς όγκους και σε μονοστρωματικές καλλιέργειες.

Ο Σταματάκος και συνεργάτες [54] ανέπτυξαν ένα χωροχρονικό, εξατομικεμένο στον ασθενή μοντέλο της απόκρισης ενός στερεού όγκου στη χημειοθεραπεία in vivo βασισμένο στα απεικονιστικά δεδομένα του ασθενούς. Το διακριτοποιημένο πλέγμα και η ομαδοποίηση κυττάρων της ISOG υιοθετήθηκαν μετά από σημαντικές αλλαγές. Νέα στοιχεία που περιγράφουν την φαρμακοκινητική και την φαρμακοδυναμική του φάρμακου /φαρμάκων αναπτύχθηκαν και ενσωματώθηκαν με κατάλληλο τρόπο. Η ειδική περίπτωση θεραπευτικής αγωγής του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος  με τεμοζολομίδη θεωρήθηκε ως ένα πρώτο παράδειγμα εφαρμογής. Η καλή παραμετρική συμπεριφορά του μοντέλου έχει ήδη ελεγχθεί, ενώ έχουν παρουσιαστεί στοιχεία συμφωνίας με την κλινική πράξη.

Προσομοίωση απόκρισης όγκου σε άλλα θεραπευτικά μέσα

Έχουν καταγραφεί λίγες προσπάθειες να προσομοιωθεί υπολογιστικά η απόκριση όγκων σε άλλα θεραπευτικά μέσα στο βαθμό λεπτομέρειας που υπαγορεύει το κυτταρικό επίπεδο.  Στην γενική περίπτωση, τέτοια μοντέλα τείνουν να αναφέρονται πιο πολύ στο σωματικό (π.χ. επιβίωση ασθενούς) παρά στο βιολογικό επίπεδο. Δυο ενδεικτικά παραδείγματα είναι η προσομοίωση που παρουσιάζεται στην εργασία [55] από τον Wojtowicz και συνεργάτες και η μοντελοποίηση τοπικής εφαρμογής ηλεκτρικών παλμών κατά την διάρκεια ακτινοχημειοθεραπείας με τιραπαζαμίνη που περιγράφεται από τον Maxim και συνεργάτες στο [56].

Μοντελοποίηση και προσομοίωση απόκρισης φυσιολογικών ιστών σε αντινεοπλαστικές παρεμβάσεις

Οι παρενέργειες της θεραπευτικής αγωγής κατά του καρκίνου αναφέρονται κυρίως στην απόκριση των φυσιολογικών ιστών (π.χ. η αντίδραση των παρακείμενων στον όγκο ιστών ή του αιματοποιητικού συστήματος κτλ). Η τοξικότητα τόσο της ακτινοθεραπείας όσο και της χημειοθεραπείας παίζει ένα πολύ μεγάλο ρόλο στο τελικό αποτέλεσμα της θεραπείας. Γι αυτόν ακριβώς τον λόγο πρέπει να λαμβάνεται υπ’ όψιν με προσοχή πριν από την εφαρμογή οποιουδήποτε αντινεοπλασματικού σχήματος. Παρόλα αυτά, λόγω του υψηλού βαθμού πολυπλοκότητας των φυσιολογικών ιστών αλλά και εξ αιτίας ηθικών περιορισμών, τα σχετικά πειραματικά δεδομένα είναι περιορισμένα [4]. Συνεπώς, παρατηρείται έλλειψη σε υπολογιστικά μοντέλα που να προσομοιώνουν την απόκριση των φυσιολογικών ιστών σε θεραπευτικές παρεμβάσεις. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν το μοντέλο “NTCP” που αφορά στις επιπλοκές που προκαλούνται από την ακτινοθεραπεία (π.χ. [40]), καθώς και τα διακριτών σταδίων, βασισμένα στον κυτταρικό κύκλο μοντέλα απόκρισης σε ακτινοθεραπεία που περιγράφονται από τον Duechting και συνεργάτες [57] και τον Αντύπα και συνεργάτες [58].

Ενσωμάτωση μοριακών δικτύων στα μοντέλα προσομοίωσης συμπεριφοράς όγκων

Προκειμένου να μοντελοποιηθούν οι κύριοι μηχανισμοί της συμπεριφοράς των όγκων και των φυσιολογικών ιστών σε όλα τα επίπεδα βιολογικής πολυπλοκότητας, πρέπει αναπόφευκτα να ενσωματωθούν στα πρότυπα προσομοίωσης πληροφορίες μοριακού επιπέδου, όπως οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ φαρμάκου – πρωτεϊνών, ακτινοβολίας – γονιδίων, πρωτεϊνών – πρωτεϊνών, πρωτεϊνών – DNA κ.α.. Η ολοένα και αυξανόμενη χρήση DNA και πρωτεϊνικών μικροπινάκων παρέχει την δυνατότητα να εκτιμηθεί προσεγγιστικά η απόκριση κάθε κυττάρου στην ακτινοθεραπεία, στην χημειοθεραπεία ή σε άλλες θεραπευτικές μεθόδους. Η ανάπτυξη αξιόπιστων μοριακών δικτύων για κάθε όγκο και για κάθε υποψήφιο σχήμα θεραπευτικής αγωγής είναι βασικό προαπαιτούμενο για μια τέτοια προσέγγιση [59-64]. Με την ενσωμάτωση αυτών των κρίσιμων πληροφοριών στο μοντέλο, αυτό αναμένεται να αναπαράγει τις αλληλεπιδράσεις των κυττάρων μεταξύ τους αλλά και με το περιβάλλον με σημαντική χωρική ακρίβεια. Συνεπώς, η προσομοίωση θα πρέπει να είναι σε θέση να προβλέπει σε ικανοποιητικό βαθμό το αποτέλεσμα οποιουδήποτε θεραπευτικού σεναρίου. Εν τούτοις, η εγγενής μερική στοχαστικότητα του καρκίνου μπορεί ακόμα και σε αυτήν την περίπτωση να περιορίσει την ακρίβεια της πρόβλεψης. 
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1
Κλινικό πρόβλημα και αντιμετώπιση

1.1 Το νεφροβλάστωμα

Το νεφροβλάστωμα, ή όπως αποκαλείται τις περισσότερες φορές στην διεθνή βιβλιογραφία ο όγκος του Wilm, είναι ένας εξαιρετικά κακοήθης όγκος του νεφρού. Αποτελεί την συχνότερη κακοήθη αλλοίωση του ουρογεννητικού συστήματος σε παιδιά με ετήσια εμφάνιση 7.8 περιπτώσεων ανά ένα εκατομμύριο παιδιά ηλικίας 1 έως 14 ετών [1]. Ήταν ο πρώτος από τους παιδιατρικούς στερεούς όγκους που φάνηκε να αποκρίνεται σε χημειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία [2]. Κυρίως εμφανίζεται σε παιδιά μικρότερα των πέντε ετών στο ένα από τα δύο νεφρά [1,3].  Το πιο σύνηθες όργανο για μετάσταση είναι ο άλλος νεφρός, οι πνεύμονες και το ήπαρ. 

Ο όγκος του νεφροβλαστώματος προέρχεται από πολυδύναμα πρόδρομα εμβρυακά νεφρικά κύτταρα και έχει πολλά κοινά ιστολογικά στοιχεία με τον αναπτυσσόμενο νεφρό αποτελώντας ένα παράδειγμα παρεμποδιζόμενης διαφοροποίησης σε ογκογένεση [3]. Ένα μικρό ποσοστό των ασθενών που πάσχουν από νεφροβλάστωμα εμφανίζει επίσης το γενετικό σύνδρομο WAGR (προδιάθεση για νεφροβλάστωμα, ανιριδία, γενετοουρολογικές ανωμαλίες, διανοητική καθυστέρηση) [2]. Από τις γενετικές μελέτες που πραγματοποιήθηκαν για αυτό το σύνδρομο αναγνωρίστηκε το γονίδιο WT1. Το γονίδιο WT1 είναι πολύ σημαντικό για την νεφρική ανάπτυξη  και είναι το πρώτο γονίδιο που δείχθηκε ότι απενεργοποιείται σε σποραδικές περιπτώσεις νεφροβλαστώματος [3]. Η [2] δίνει ότι το ποσοστό νεφροβλαστωμάτων στα οποία παρατηρείται μετάλλαξη του WT1 είναι ίσο με 10%  και αναφέρει ότι υπάρχουν και άλλα υποψήφια γονίδια τα περισσότερα από τα οποία βρίσκονται στο χρωμόσωμα 11p, όπως το IGF2.  Η συνολική εικόνα των γενετικών βλαβών που ευθύνονται για την εμφάνιση του νεφροβλαστώματος παραμένει άγνωστη. Λόγω της έντονης συσχέτισης του όγκου με τη νεφρική ανάπτυξη αναμένεται ότι τα γονίδια που εμπλέκονται στο νεφροβλάστωμα θα παίζουν σημαντικό ρόλο τόσο στην ογκογένεση όσο και στην οργανογένεση [3].

Τα κλινικά συμπτώματα του νεφροβλαστώματος είναι : οίδημα στην κοιλιακή χώρα, αιματουρία, δυσφορία, πυρετός [1].

Συνήθως η διάγνωση που έχει γίνει επιβεβαιώνεται κατά την χειρουργική επέμβαση [1].

1.2 Θεραπευτική αγωγή.
Τα πρωτόκολλα θεραπευτικής αγωγής για το νεφροβλάστωμα έχουν βελτιωθεί τόσο τα τελευταία είκοσι χρόνια, ώστε μια ασθένεια που θεωρούνταν θανάσιμη να έχει τώρα ποσοστό ίασης πάνω από 85%.

Λόγω των μακροπρόθεσμων επιβλαβών αποτελεσμάτων που σε πολλές περιπτώσεις έχει  η ακτινοθεραπεία, ιδιαίτερα όταν αυτή λαμβάνει χώρα κατά την διάρκεια της παιδικής ηλικίας του ασθενούς [1], το βασικό ρόλο στην θεραπευτική αγωγή του νεφροβλαστώματος έχει η χημειοθεραπεία και η χειρουργική επέμβαση [3]. Τα χημειοθεραπευτικά σκευάσματα που χρησιμοποιούνται είναι η βινκριστίνη, η δακτινομυκίνη και η δοξορουμπικίνη (το τελευταίο σε πιο προχωρημένα στάδια της ασθένειας). Επίσης στην βιβλιογραφία [1] αναφέρεται η χορήγηση κυκλοφωσφαμίδης.  


Υπάρχουν δύο διαφορετικοί τρόποι προσέγγισης. Σύμφωνα με τον πρώτο, ο οποίος εφαρμόζεται κυρίως στην Αμερική, αρχικά γίνεται αφαίρεση του όγκου με χειρουργική επέμβαση και ακολουθεί χημειοθεραπεία για την πλήρη εξάλειψη της ασθένειας. Αντίθετα, ο δεύτερος τρόπος, ο οποίος είναι συνηθέστερος στην Ευρώπη, υπαγορεύει πρώτα αγωγή με χημειοθεραπεία ώστε ο όγκος να ελαττωθεί σε μέγεθος προκειμένου να διευκολυνθεί η χειρουργική επέμβαση που θα ακολουθήσει.  Σε αυτό ακριβώς το σημείο μπορεί το μοντέλο που ξεκίνησε να αναπτύσσεται στην παρούσα εργασία να υποβοηθήσει σημαντικά την απόφαση του θεράποντα ιατρού. Πιο συγκεκριμένα, με την βοήθεια ενός εξατομικευμένου προσομοιωτικού προγράμματος δίνεται η δυνατότητα σύγκρισης του αποτελέσματος που θα είχαν διάφορα σχήματα χημειοθεραπείας  για τον συγκεκριμένο ασθενή και κατά πόσο θα είναι ωφέλιμη η χημειοθεραπεία πριν την χειρουργική επέμβαση. Στο σχήμα 1.1 δίνεται ενδεικτικά μέρος ενός φύλλου θεραπείας ασθενούς της πανεπιστημιακής σχολής για παιδιατρική στο Saar της Γερμανίας (ευγενική παραχώρηση του Dr. Graf). Στο φύλλο φαίνεται ένα σχήμα προεγχειρητικής θεραπείας διάρκειας 4 εβδομάδων με βινκριστίνη και δακτινομυκίνη.
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Σχήμα 1.1

Τμήμα φύλλου ασθενούς στο οποίο φαίνεται προεγχειρητικό σχήμα χημειοθεραπείας για το νεφροβλάστωμα.
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2

Φαρμακοκινητική και Φαρμακοδυναμική  Χημειοθεραπευτικών Σκευασμάτων που Χρησιμοποιούνται για την Αντιμετώπιση του Νεφροβλαστώματος

2.1 Εισαγωγή

Η χημειοθεραπεία είναι η χρήση κυτταροτοξικών φαρμάκων κατά του καρκίνου. Η θεωρητική γνώση και εφαρμογή της επιστήμης της φαρμακολογίας είναι ζωτικής σημασίας σε οποιαδήποτε προσπάθεια προσομοίωσης της απόκρισης νεοπλασμάτων σε χημειοθεραπευτικά σκευάσματα. Οι κυριότεροι τομείς της φαρμακολογίας που μας ενδιαφέρουν εδώ είναι δύο: η φαρμακοκινητική και η φαρμακοδυναμική. Ως φαρμακοκινητική ορίζεται η ποσοτική ανάλυση των διαδικασιών απορρόφησης, κατανομής και απέκκρισης του φαρμάκου, η οποία επιτρέπει τον καθορισμό της χρονικής πορείας της φαρμακευτικής δράσης, ενώ η φαρμακοδυναμική ασχολείται με τον μηχανισμό δράσης του φαρμάκου [12]. Τελικός στόχος από την μεριά της φαρμακοκινητικής είναι η εξαγωγή μιας σχέσης της συγκέντρωσης του φαρμάκου στο πλάσμα του αίματος ως προς τον χρόνο. Η φαρμακοδυναμική βοηθά πολύ σημαντικά  και με ποιοτικό τρόπο στην προσομοίωση της χημειοθεραπείας, ενώ ποσοτικά στόχος της μελέτης της φαρμακοδυναμικής είναι η εξαγωγή μιας σχέσης του ποσοστού των κυττάρων που πεθαίνουν ως συνάρτηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου.
2.2 Η βινκριστίνη (VCR) 
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Όπως έχει ήδη αναφερθεί σε προηγούμενο κεφάλαιο η βινκριστίνη (C46H56N4O10)  είναι μια από τις χημειοθεραπευτικές ουσίες που χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση του νεφροβλαστώματος. Η βινκριστίνη είναι ένα αλκαλοειδές παράγωγο του φυτού Catharanthus Roseus (σχ.2.2), το οποίο παλαιότερα ήταν γνωστό με το όνομα Vinca Rosea, και το μοριακό βάρος της είναι 824.9. Η μοριακή ένωση φαίνεται στο σχ.2.1.

2.2.1 Φαρμακοκινητική της βινκριστίνης (VCR)
2.2.1.α  Φαρμακοκινητικές παράμετροι 

Προκειμένου να πραγματοποιηθεί μια φαρμακοκινητική ανάλυση για την βινκριστίνη, είναι απαραίτητη η γνώση συγκεκριμένων φαρμακοκινητικών παραμέτρων. Αυτές θα πρέπει να αναζητηθούν στα κατάλληλα επιστημονικά άρθρα. Γι αυτόν τον σκοπό έγινε η αντίστοιχη βιβλιογραφική έρευνα, η οποία και ακολουθεί.

Αν και η βινκριστίνη είναι μια ουσία ευρέως χρησιμοποιούμενη στην παιδιατρική ογκολογία, οι σχετικές φαρμακοκινητικές μελέτες είναι σπάνιες [3].

 Όσον αφορά στην κατανομή και την αποβολή του φαρμάκου, η [2] προτείνει τις εξής τιμές: Vd=8.4 L/kg, t1/2a=5 min, t1/2b=2.3 h,  t1/2c=85 h, Cl=146 mL/min/1.73m2.

	Πίνακας 2.1 [3]
	Μέσος όρος
	Διασπορά
	Διάμεσος
	Ελάχιστο
	Μέγιστο

	t1/2a (min)
	7.6
	2.3
	7.2
	3.7
	15.9

	t1/2β(min)
	              864 
	              402
	792
	206
	2352

	Cl(ml/min per m2)
	              357
	              146
	333
	34
	830

	Vdss(l/m2)
	              325
	              144
	318
	56
	1165

	AUC(mg/l x min)
	5.0
	3.9
	4.2
	1.5
	45.1


 
Η [3] είναι μια μελέτη της συμπεριφοράς της βινκριστίνης μετά από 169 εβδομαδιαίες ενδοφλέφιες ενέσεις σε 32 παιδιά με οξεία λεμφοβλαστική αναιμία, non-Hodgkin  λέμφωμα ή νεφροβλάστωμα. Οι συγκεκριμένοι ερευνητές συμπέραναν ότι στα δεδομένα που είχαν στην διάθεση τους προσαρμόζεται καλύτερα ένα μοντέλο δύο διαμερισμάτων (two compartment model).  Τα αποτελέσματα τους, τα οποία συνοψίζονται στον πίνακα 2.1, καταδεικνύουν μεγάλη μεταβλητότητα στις τιμές του χρόνου ημιζωής κατανομής, του χρόνου ημιζωής απέκκρισης, συνολικής σωματικής κάθαρσης, όγκο κατανομής και περιοχή κάτω από την καμπύλη συγκέντρωσης-χρόνου, τόσο σε συνολικό (μεταξύ του συνόλου των ασθενών) όσο και σε ατομικό (μεταξύ των διαφορετικών ενέσεων ενός ασθενή) επίπεδο. Μάλιστα, ενώ η μεταβλητότητα σε ατομικό επίπεδο ήταν, όπως είναι αναμενόμενο, μικρότερη από την μεταβλητότητα σε συνολικό επίπεδο, ο λόγος (ατομική μεταβλητότητα) προς (συνολική) ήταν μεγαλύτερος από ότι στα περισσότερα φάρμακα. Η [3] επιβεβαιώνει επίσης την παρατήρηση της [4] ότι η κάθαρση της βινκριστίνης σε βρέφη μικρότερα του ενός έτους είναι μικρότερη από ότι σε μεγαλύτερα παιδιά. Η διάγνωση και το σχήμα θεραπείας αποδείχτηκαν τα πιο χαρακτηριστικά με την μεγαλύτερη προβλεπτική αξία ανάμεσα σε άλλες δημογραφικές, κλινικές και βιοχημικές μεταβλητές που μελετήθηκαν [3]. Οι πάσχοντες από λέμφωμα και λευχαιμία παρουσίασαν σημαντικά μεγαλύτερη κάθαρση από τους ασθενείς με νεφροβλάστωμα για τους οποίους η μέση συνολική σωματική κάθαρση προέκυψε ίση με 250 ml/min per m2. Η αιτία γι αυτήν την διαφορά είναι ίσως το γεγονός ότι οι υπόλοιποι ασθενείς λάμβαναν και στεροειδή μαζί με την βινκριστίνη, κάτι που δεν συμβαίνει ποτέ στους πάσχοντες από νεφροβλάστωμα. Αυτή η παρατήρηση κρίνεται άκρως σημαντική για την συγκεκριμένη περίπτωση, καθώς μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι τα αποτελέσματα της [5] είναι καταλληλότερα για χρήση σε μια προσομοίωση απόκρισης όγκων νεφροβλαστώματος, καθώς η [5] είναι μια μελέτη της φαρμακοκινητικής της 

	Πίνακας 2.2 [5]
	Μέσος όρος
	Εύρος τιμών

	t1/2a (min)
	6.6
	6.1-7.5

	t1/2β (min)
	1001
	737-1325

	Cl(ml/min per m2)
	228
	128-360

	Vdss(l/m2)
	262
	158-429

	AUC(mg/l x min)
	6.7
	4.2-12.3


βινκριστίνης που βασίζεται σε 70 παιδιά τα οποία μόλις έχει διαγνωσθεί ότι πάσχουν από οξεία λεμφοβλαστική αναιμία, και τα οποία έλαβαν μια δόση βινκριστίνης σαν μονοθεραπεία. Και σε αυτήν την περίπτωση τα δεδομένα προσαρμόζονται καλύτερα σε ένα μοντέλο δύο διαμερισμάτων. Τα αποτελέσματα δίνονται στον πίνακα 2.2. Η [5] επίσης καταδεικνύει ότι οι φαρμακοκινητικοί παράγοντες της βινκριστίνης διακρίνονται από μεγάλη μεταβλητότητα, ακόμα και σε ένα τέτοιο σχετικά ομογενές δείγμα ατόμων. Η μεγάλη τιμή του χρόνου ημιζωής απέκκρισης και του όγκου κατανομής είναι ενδεικτικά μιας εξαιρετικά μεγάλης τάσης πρόσδεσης στους ιστούς [5].

Από την άλλη, σύμφωνα με το [1],  διάφορες φαρμακοκινητικές μελέτες που έχουν γίνει για την βινκριστίνη προτείνουν τριφασικό σχήμα μείωσης στον ορό, με χρόνους ημιζωής 5 λεπτά, 2.3 ώρες και 85 ώρες. Σύμφωνα πάντα με το [1] ο τελικός χρόνος ημιζωής έχει ένα μεγάλο εύρος από 19 μέχρι 155 ώρες.

Υπάρχει επίσης μια σειρά από σχετικές μελέτες από την δεκαετία του `80:

Η [6] μελετά την φαρμακοκινητική της βινκριστίνης μετά από ενδοφλέβια χορήγηση σε 4 παιδιά. Σε τρεις από τους ασθενείς τα δεδομένα προσαρμόστηκαν καλύτερα σε μοντέλο τριών διαμερισμάτων παρά σε δυο. Τα δεδομένα του τρίτου ασθενή ταίριαξαν καλύτερα σε μοντέλο δύο διαμερισμάτων. Όλες οι αριθμητικές τιμές των φαρμακοκινητικών  μεταβλητών βρίσκονται στην [6]. Επίσης, αναφέρεται ότι στην γενική περίπτωση η βινκριστίνη γίνεται καλύτερα ανεκτή από τα παιδιά παρά από τους ενήλικες.

Η [7] είναι μια μελέτη της φαρμακοκινητικής της βινκριστίνης στον ανθρώπινο οργανισμό. Τονίζει την μεγάλη μεταβλητότητα που παρατηρείται μεταξύ των διαφορετικών ατόμων όσον αφορά  στις τιμές του τελικού χρόνου ημιζωής και του όγκου κατανομής. Το μοντέλο που προτείνουν είναι δύο διαμερισμάτων και προσεγγίζει πολύ γρήγορα μοντέλο ενός διαμερίσματος, δηλαδή ο αρχικός χρόνος ημιζωής είναι πολύ μικρός. Αναφέρει ακόμη ότι το μέγεθος περιοχή κάτω από την καμπύλη συγκέντρωσης-χρόνου επηρεάζεται σημαντικά από την κατάσταση του ήπατος όπως αυτή υποδηλώνεται από την δραστηριότητα της αλκαλικής φωσφατάσης στον ορό του αίματος, μια παρατήρηση με την οποία διαφωνούν τα συμπεράσματα της [3].

Η [8] καταλήγει σε μια τριφασική μείωση του φαρμάκου στον ορό του αίματος, δίνοντας τις ακόλουθες αριθμητικές τιμές: τελικός χρόνος ημιζωής=85(69 ώρες και σωματική κάθαρση Cl=0.106L/kg/h.

Η [9] μελετά την κατανομή της βινκριστίνης για τις τέσσερις πρώτες ώρες. Καταλήγει σε μοντέλο δύο διαμερισμάτων με τιμές: t1/2a=3.37(0.72 min, t1/2β=155(18 min, Va=4.53(0.49 και Va=57.3(21.1.

Η [10] μελετά την φαρμακοκινητική, τον μεταβολισμό και την αποβολή αρωματικοποιημένης βινκριστίνης σε τέσσερις ασθενείς και φτάνει στο συμπέρασμα ότι η κάθαρση της ραδιενέργειας από το αίμα ήταν τριφασική (δηλαδή το άθροισμα τριων εκθετικών ή με άλλα λόγια παρατηρήθηκαν τρεις απότομες διαδοχικές πτώσεις στην τιμή της κάθαρσης) με χρόνους ημιζωής 0.85, 7.4 και 164 λεπτά.

Τέλος, η [11] ερευνά τον μεταβολισμό, την κατανομή στους ιστούς και την αποβολή δια μέσου της χολής σε αρουραίους, δίνοντας αντίστοιχες αριθμητικές τιμες.

2.2.1.β  Φαρμακοκινητική ανάλυση

Θέματα ενδιάμεσης απορρόφησης του φαρμάκου από τον οργανισμό μέχρι αυτό να φτάσει στο πλάσμα του αίματος, όπως για παράδειγμα συμβαίνει σε περιπτώσεις λήψης φαρμάκων δια της στοματικής οδού, δεν θα απασχολήσουν την παρούσα ανάλυση, αφού με βάση τα δεδομένα θεραπευτικά σχήματα για το νεφροβλάστωμα η βινκριστίνη χορηγείται με ενδοφλέβια ακαριαία (bolus) χορήγηση. Η μελέτη [5] επιλέχθηκε ως πηγή όσον αφορά στις αριθμητικές τιμές των φαρμακοκινητικών παραμέτρων. Κρίνεται ως το καταλληλότερο μεταξύ όλων των επιστημονικών άρθρων που παρουσιάστηκαν καθώς τα αποτελέσματα του προκύπτουν με βάση μια έρευνα που διεξήχθη σχετικά πρόσφατα (2002) σε εβδομήντα παιδιά που έλαβαν βινκριστίνη σαν μονοθεραπεία (κανένα από τα παιδιά δεν ελάμβανε ταυτόχρονα άλλα κυτταροτοξικά φάρμακα ή στεροειδή). Το τελευταίο είναι ιδιαίτερης σημασίας επειδή τα αποτελέσματα της φαρμακοκινητικής ανάλυσης αυτής πρόκειται να χρησιμοποιηθούν για την προσομοίωση χημειοθεραπείας νεφροβλαστώματος, και οι πάσχοντες από νεφροβλάστωμα δεν λαμβάνουν στεροειδή, σε αντίθεση με τους ασθενείς λευχαιμίας. Επιπλέον η δοσολογία που ακολουθήθηκε στους εν λόγω ασθενείς ισούται με την δοσολογία που προτείνεται από τα θεραπευτικά σχήματα που πρόκειται να προσομοιωθούν (1.5 mg/m​2). Πρέπει   εδώ να σημειωθεί ότι οι τιμές αυτές έχουν μεγάλη μεταβλητότητα και ότι η σύγχρονη λήψη άλλων χημειοθεραπευτικών σκευασμάτων μαζί με την βινκριστίνη επηρεάζει σημαντικά τον ρυθμό απέκκρισής της [5].

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η [5] προσαρμόζει στα δεδομένα ένα μοντέλο δύο διαμερισμάτων πρώτης τάξης, και καταλήγει στις εξής τιμές: AUC=6.7 M=mg/L *min (περιοχή κάτω από την καμπύλη συγκέντρωσης -χρόνου), t1/2 a=6.6 min (χρόνος ημιζωής κατανομής), t1/2 b=1001 min (χρόνος ημιζωής απέκκρισης), Vdss=262 L/m2 (φαινόμενος όγκος κατανομής σε σταθερή κατάσταση).

Ένα μοντέλο δύο διαμερισμάτων πρώτης τάξης χαρακτηρίζεται από το γεγονός ότι η συγκέντρωση του φαρμάκου στο πλάσμα είναι του τύπου 
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[εξ.2.1]

όπου οι παράμετροι ‘α’, δηλαδή το πρώτο μέλος της εξίσωσης, αντιπροσωπεύουν την φάση κατανομής (μεταφορά του φαρμάκου από ένα σημείο του σώματος σε άλλο) και οι παράμετροι ‘β’, δηλαδή ο δεύτερος όρος του αθροίσματος, την φάση απέκκρισης του φαρμάκου από τον οργανισμό. Με αυτήν την λογική, οι παράμετροι  α και b μπορούν να υπολογιστούν ως εξής:
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[εξ.2.2]

και
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[εξ.2.3]

Για να χαρακτηριστεί πλήρως η συγκέντρωση του φαρμάκου στο πλάσμα πρέπει να προσδιοριστούν ακόμη οι μεταβλητές Α και Β. Χρειάζονται δηλαδή δύο εξισώσεις. Η πρώτη είναι η 
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[εξ.2.4]

όπου τα AUC, α και b είναι γνωστά μεγέθη.

Η δεύτερη εξίσωση θα προκύψει από μια σειρά υπολογισμών, βασισμένων σε εξισώσεις της φαρμακοκινητικής που δίνονται στο [12]. Μια φυσική ερμηνεία για το μοντέλο των δύο διαμερισμάτων και τον τύπο των δύο εκθετικών που το χαρακτηρίζει είναι η θεώρηση δύο διαμερισμάτων, του κεντρικού και του περιφερειακού. Τυπικά, το κεντρικό διαμέρισμα είναι το πλάσμα του αίματος, μέσω του οποίου πραγματοποιείται η ενδοφλέβια εισαγωγή του φαρμάκου στον οργανισμό και η μετέπειτα απέκκρισή του, και το οποίο είναι το μόνο διαθέσιμο για απ’ ευθείας δειγματοληψία. Αν θεωρηθεί σαν αρχή του χρόνου η στιγμή χορήγησης του φαρμάκου¸ η συγκέντρωση για χρόνο μηδέν είναι

C0=A+B. 








[εξ.2.5]

Ο φαινόμενος όγκος του κεντρικού διαμερίσματος υπολογίζεται από τον λόγο της χορηγούμενης δόσης προς την συγκέντρωση την χρονική στιγμή μηδέν [12]:
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[εξ.2.6]

Ο όγκος V1​ δεν είναι γνωστός, αλλά δίνεται ο φαινόμενος όγκος κατανομής σε σταθερή κατάσταση, Vdss, ο οποίος σύμφωνα με το [12] ισούται με 
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[εξ.2.7]

Ισχύουν επίσης οι σχέσεις [12]:
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[εξ.2.8]
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[εξ.2.9]
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[εξ.2.10]

Από τις παραπάνω εξισώσεις 2.8, 2.9 ,2.10 με κατάλληλους αλγεβρικούς χειρισμούς προκύπτει ότι:
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[εξ.2.11]
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[εξ.2.12]

Από την εξίσωση 2.12 χρησιμοποιώντας την εξίσωση 2.7:
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[εξ.2.13]


η οποία με χρήση της εξίσωσης 2.6 καταλήγει στην 
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[εξ.2.14]

που είναι και η δεύτερη απαραίτητη εξίσωση προκειμένου να προσδιορισθούν τα Α, Β. 

Η δόση που χορηγείται (dose), ο Vdss, τα α και b είναι γνωστά, οπότε οι εξισώσεις 2.4 και 2.14 σχηματίζουν ένα σύστημα δύο εξισώσεων με δύο αγνώστους, οπότε υπολογίζονται οι αριθμητικές τιμές των αγνώστων Α και Β: 

A=0.117 mg/L 

και

 B=3.868*10-3 mg/L.

Τελικά, η συγκέντρωση της βινκριστίνης στο πλάσμα όταν χορηγηθεί 1.5 mg/m2 την χρονική στιγμή μηδέν δίνεται από την σχέση: 
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εάν ο χρόνος εκφραστεί σε λεπτά ή 
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εάν ο χρόνος εκφραστεί σε ώρες.

Στο Σχήμα 2.3 απεικονίζεται η συγκέντρωση της βινκριστίνης στο πλάσμα για τα πρώτα 1000 λεπτά μετά την χορήγηση του φαρμάκου. Φαίνεται καθαρά η αρχική απότομη πτώση της συγκέντρωσης (φάση κατανομής) που αντιστοιχεί στον χρόνο ημιζωής κατανομής t1/2a =6.6 λεπτά καθώς και η φάση απέκκρισης που ακολουθεί με χρόνο ημιζωής  t1/2b=1001 λεπτά.

Στο σχήμα 2.4 φαίνεται καθαρότερα η φάση κατανομής, καθώς απεικονίζονται μόνο τα πρώτα 100 λεπτά. Λόγω του πολύ μικρού χρόνου ημιζωής κατανομής η συγκέντρωση έχει ήδη πέσει σε πολύ χαμηλά επίπεδα, ακόμα και μετά την παρέλευση λιγότερων από δύο ωρών.
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	Σχήμα 2.3

Η συγκέντρωση της βινκριστίνης στο πλάσμα για τα πρώτα 1000 λεπτά μετά την χορήγηση του φαρμάκου.
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	Σχήμα 2.4

Aπεικονίζεται η συγκέντρωση της βινκριστίνης στο πλάσμα μόνο τα πρώτα 100 λεπτά. 


2.2.2 Φαρμακοδυναμική της βινκριστίνης (VCR)

2.2.2.α  Ποιοτική  ανάλυση

Σε αυτό το σημείο γίνεται μια σύντομη επισκόπηση βασικών βιολογικών εννοιών. 

Ο κυτταρικός κύκλος (βλ. σχ.2.5) των ευκαρυωτικών κυττάρων, δηλαδή το διάστημα μεταξύ δύο διαδοχικών κυτταρικών διαιρέσεων,  αποτελείται από τέσσερις φάσεις: 

· την G1, όπου το κύτταρο εκτελεί κανονικά όλες τις βιολογικές και μεταβολικές του διαδικασίες. Το τέλος της G1 σηματοδοτεί ένα «σημείο χωρίς επιστροφή», γιατί το κύτταρο δεσμεύεται ότι θα διπλασιαστεί. 

· την S, όπου διπλασιάζεται το DNA,
· την G2, στην διάρκεια της οποίας το κύτταρο προετοιμάζεται για την διχοτόμηση και

· την Μ, κατά την διάρκεια της οποίας το κύτταρο ξεχωρίζει τα χρωμοσώματά του ώστε κάθε νέο κύτταρο να πάρει από ένα ακριβές αντίγραφο της διπλής αλυσίδας DNA (μίτωση), και γίνεται τελικά η διαίρεση του κυτταροπλάσματος (κυτοκίνηση). Η φάση Μ διαρκεί πολύ λίγο σε σχέση με τις υπόλοιπες φάσεις του κυτταρικού κύκλου και χωρίζεται με την σειρά της σε τέσσερις φάσεις: πρόφαση, ανάφαση, μετάφαση και τελόφαση.

Επίσης υπάρχει και η φάση G0, στην οποία εισέρχονται τα κύτταρα όταν δεν υπάρχει επαρκής οξυγόνωση και θρεπτικές ουσίες στο περιβάλλον τους.

Η πρωτεΐνη τουμπουλίνη (σχ.2.6) δομεί τους μικροσωληνίσκους, δυναμικούς πολικούς σχηματισμούς (σχ.2.7). Οι μικροσωληνίσκοι πρέπει να βρίσκονται σε μια δυναμική κατάσταση πολυμερισμού και αποπολυμερισμού για να λειτουργήσουν σωστά [17]. Συναρμολογούνται και αποσυναρμολογούνται πολύ γρήγορα, ανάλογα με τις                                     




Οι εικόνες προέρχονται από τον δικτυακό τόπο www.wikipedia.org.


συνθήκες  που επικρατούν στα δύο άκρα τους. Συνήθως το ένα άκρο αγκιστρώνεται σε κάποιο «οργανωτικό κέντρο» και το άλλο μπορεί είτε να επεκτείνεται με την προσθήκη ετεροδιμερών τουμπουλινών είτε να συρρικνώνεται ταχύτατα [18]. 

Οι μικροσωληνίσκοι σχηματίζουν τον κυτταρικό σκελετό, που υποστηρίζει την δομική ακεραιότητα του κυττάρου, και συμμετέχουν σε πολλές κυτταρικές διαδικασίες, η πιο σημαντική από τις οποίες είναι η μίτωση, όπου τα δύο αντίγραφα του γονιδιώματος (αδελφές χρωματίδες) πρέπει να μεταφερθούν σε δύο διαφορετικά σημεία του κυττάρου  γονέα. Η εύρυθμη λειτουργία των μικροσωληνίσκων είναι ζωτικής σημασίας για την ορθή πορεία της μίτωσης, καθώς οι μικροσωληνίσκοι σχηματίζουν την μιτωτική άτρακτο που υποστηρίζει μηχανικά την όλη διαδικασία (σχ.2.8). Πιο αναλυτικά, πριν την μετάφαση, οι μικροσωληνίσκοι που βρίσκονται στα δύο άκρα της μιτωτικής ατράκτου αυξομειώνονται πολύ γρήγορα ψάχνοντας με αυτόν τον τρόπο προς διάφορες κατευθύνσεις μέσα στο κυτόπλασμα μέχρι να βρουν το κατάλληλο σημείο των χρωμοσωμάτων στο οποίο θα προσκολληθούν [26]. Αργότερα, στην μετάφαση οι μικροσωληνίσκοι της μιτωτικής ατράκτου συμμετέχουν με την κίνησή τους στην παραγωγή σημάτων απαραίτητων για την σωστή πορεία του κυτταρικού κύκλου [26].

Τα αλκαλοειδή παράγωγα της Vinca Rosea (γνωστά σαν Vinca αλκαλοειδή) έχουν πολλές βιοχημικές δράσεις. Παρ’ όλα αυτά, η αντινεοπλαστική τους δραστηριότητα συσχετίζεται συνήθως με την ικανότητά τους να καταστρέφουν τους μικροσωληνίσκους [18, 19, 21, 24].  Πιο συγκεκριμένα θεωρείται ότι η βινκριστίνη προσδένεται στην πρωτεΐνη τουμπουλίνη, και μάλιστα σε χρόνο μικρότερο των 5 λεπτών [22], παρεμποδίζοντας έτσι την ορθή λειτουργία των μικροσωληνίσκων. Με αυτόν τον τρόπο προκαλείται δυσλειτουργία της μιτωτικής ατράκτου και σύλληψη του κυτταρικού κύκλου στην μετάφαση της φάσης Μ, επιφέροντας με έτσι τον κυτταρικό θάνατο [17, 18]. Γι αυτόν ακριβώς το λόγο η βινκριστίνη έχει θεωρηθεί ως ένα φάρμακο που επιδεικνύει την δράση του κατά την Μ φάση του κυτταρικού κύκλου (Μ-phase specific) αφού παρεμποδίζει την μίτωση (μιτωτικός καταστολέας) [18, 20, 21]. 

Κατά την διάρκεια του κυτταρικού κύκλου υπάρχουν κάποια σημεία ελέγχου, ώστε να εξασφαλίζεται η σωστή διαδοχή και ο χρονισμός των γεγονότων. Τα υπεύθυνα στοιχεία γι αυτούς τους ελέγχους είναι μια σειρά κινάσεων και φωσφατάσεων. Το  αντίστοιχο σημείο στην μίτωση ελέγχει (εκτός των άλλων) την σωστή κατασκευή της μιτωτικής ατράκτου [23]. Σε αυτό το σημείο προκαλείται το σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου από την βινκριστίνη. Θεωρείται αρκετά πιθανό ότι ενεργοποιούνται μονοπάτια προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου [18] που οδηγούν στην απόπτωση [18, 21, 26] του κυττάρου.  

Παρ’ όλα αυτά, η καταστροφή των μικροσωληνίσκων είναι κυτταροτοξική και σε άλλες περιπτώσεις και είναι πολύ πιθανό η κυτταροτοξική δράση της βινκριστίνης να προέρχεται όχι μόνο δια της οδού που μόλις περιγράφηκε αλλά και από την διαταραχή διαφόρων διαδικασιών που εξαρτώνται από τους μικροσωληνίσκους, όπως την μεταφορά προϊόντων μεταβολισμού και την μετακίνηση οργανιδίων μέσα στο κυτταρόπλασμα. Έκθεση νευρικών κυττάρων σε Vinca αλκαλοειδή εμποδίζει την αξονική μεταφορά και προκαλεί νευροτοξικότητα. Επίσης τα εν λόγω αλκαλοειδή εμποδίζουν κάποιες εκκριτικές διαδικασίες, προφανώς λόγω διαταραχών στον έλεγχο της μεμβράνης εξ’ αιτίας της καταστροφής του κυτταρικού σκελετού [18].  Στην [19] αμφισβητείται επίσης το κατά πόσο η καταστροφή των μικροσωληνίσκων είναι η κύρια αιτία της κυτταροτοξικότητας της βινκριστίνης και αναφέρεται η επίδραση του φαρμάκου στην σύνθεση DNA και RNA και στον μεταβολισμό των νουκλεοτιδίων ως πιθανοί τρόποι δράσης του φαρμάκου. Τέλος στην [25], η οποία όμως χρονολογείται από το 1968, δεν αναφέρεται καν η αντιμιτωτική δράση της βινκριστίνης, και το φάρμακο εμφανίζεται να είναι περισσότερο τοξικό για τα κύτταρα που βρίσκονται στην S φάση του κυτταρικού κύκλου.

Για τις ανάγκες της προσομοίωσης θα θεωρηθεί ότι το φάρμακο μπορεί να προσδεθεί σε οποιαδήποτε φάση του κυτταρικού κύκλου (εξάλλου όπως έχει ήδη ειπωθεί η βινκριστίνη προσδένεται πάρα πολύ γρήγορα στην τουμπουλίνη), και ότι το κύτταρο πεθαίνει με απόπτωση την στιγμή που πρέπει να πολλαπλασιαστεί, δηλαδή στο τέλος του κυτταρικού κύκλου. Η υπόθεση αυτή συνάδει με και μπορεί να υποστηριχθεί από μια σειρά πρόσφατων εργασιών στις οποίες έχει γίνει αναφορά παραπάνω.

2.2.2.β Ποσοτική  ανάλυση

Μεγάλης πρακτικής σημασίας είναι το ποσοτικό αποτέλεσμα της δράσης του φαρμάκου, Αυτό εκφράζεται μακροσκοπικά ως το ποσοστό των κυττάρων που θα πεθάνουν ως αποτέλεσμα της κυτταροτοξικής δράσης του φαρμάκου για δεδομένη συγκέντρωση του, και μικροσκοπικά ως η πιθανότητα για ένα κύτταρο να πεθάνει εάν βρεθεί σε δεδομένη συγκέντρωση του φαρμάκου.

Στην περίπτωση της βινκριστίνης παρουσιάζεται ένα φαινόμενο γνωστό ως inoculum effect («φαινόμενο εμβολιασμού») [13, 27], δηλαδή η κυτταροτοξική δράση του φαρμάκου γίνεται λιγότερο αποτελεσματική όσο αυξάνεται η πυκνότητα των κυττάρων. Αυτό συμβαίνει επειδή η αποτελεσματικότητα της βινκριστίνης εξαρτάται από τον βαθμό κορεσμού των σημείων πρόσδεσης του φαρμάκου και όχι μόνο από την εξωτερική του κυττάρου συγκέντρωση του φαρμάκου. Με άλλα λόγια το μειωμένο ποσοστό κυτταροτοξικότητας για αυξανόμενη κυτταρική συγκέντρωση είναι αποτέλεσμα της ανεπάρκειας των μορίων του φαρμάκου να προσδεθούν στο αναγκαίο ποσοστό των σημείων πρόσδεσης. Ο αριθμός των σημείων πρόσδεσης ανά κύτταρο έχει υπολογιστεί σε 9.25(106 για την κυτταρική σειρά MOLT-3 ALL (οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία) [13]. Βέβαια ανεξάρτητα από την κυτταρική πυκνότητα, η σχέση ποσοστού νεκρών κυττάρων με τον βαθμό κορεσμού των σημείων πρόσδεσης είναι σταθερή, αφού οι αντίστοιχες καμπύλες συμπίπτουν για διαφορετικές κυτταρικές πυκνότητες [13]. Από τις συγκεκριμένες καμπύλες προκύπτει ότι απαιτείται κορεσμός των σημείων πρόσδεσης κατά τουλάχιστον 35% ώστε η πιθανότητα θανάτου του κυττάρου να φτάσει το 100%.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, στόχος της φαρμακοδυναμικής ανάλυσης είναι η ποσοτικοποίηση της σχέσης του ποσοστού θανάτου κυττάρων ως προς την συγκέντρωση του φαρμάκου. Με αυτόν τον τρόπο μπορούμε να εκμεταλλευτούμε την γνώση που δίνεται από την φαρμακοκινητική, δηλαδή την συγκέντρωση του φαρμάκου ως προς τον χρόνο για να υπολογίσουμε τον αριθμό των κυττάρων που θα θανατωθούν. Ακολουθεί σχετική βιβλιογραφική μελέτη. 

Μια γραφική παράσταση των κυττάρων που μένουν ζωντανά ως προς την συγκέντρωση της βινκριστίνης μπορεί να βρεθεί στην [14],  τόσο για καρκινικά όσο και για φυσιολογικά κύτταρα. Από την γραφική παράσταση αυτή φαίνεται πως η βινκριστίνη έχει έναν ικανοποιητικά υψηλό θεραπευτικό δείκτη (therapeutic index), δηλαδή ότι είναι πολύ περισσότερο τοξική για τα καρκινικά κύτταρα παρά για τα κύτταρα φυσιολογικών ιστών. Η συγκεκριμένη γραφική παράσταση έχει γίνει με βάση ex-vivo ανάλυση κυττάρων που αφαιρέθηκαν από ασθενή που έπασχε από non-Hodgkin λέμφωμα.

Μια γραφική παράσταση του ποσοστού κυττάρων που επιβίωσαν ως προς την συγκέντρωση της βινκριστίνης στην οποία εκτέθηκαν μπορεί να βρεθεί στην [15] και αφορά κύτταρα HEK293 (κύτταρα ανθρώπινου εμβρυακού νεφρού). Η γραφική παράσταση δίνεται κι εδώ στο σχήμα 2.9 (διακεκομμένη γραμμή).

Γραφικές παραστάσεις της επίδρασης της βινκριστίνης την ανάπτυξη νευροβλαστωματικών κυττάρων δίνονται στην [16] για τρεις διαφορετικές κυτταρικές σειρές.

Τέλος, η [27] δίνει γραφικές παραστάσεις επιβίωσης κυττάρων της σειράς MOLT-3 ως προς την συγκέντρωση της βινκριστίνης για διαφορετικές συγκεντρώσεις των κυττάρων, επιτρέποντας να ληφθεί υπ’ όψιν το «φαινόμενο εμβολιασμού» (inoculum). Από την γραφική παράσταση για την πυκνότητα 108 κύτταρα/ml, που είναι η πιο κοντινή στην πυκνότητα των 106κυττάρων/mm3=109κυττάρων/ ml που πρόκειται να προσομοιωθεί προκύπτουν οι τιμές των δυο πρώτων στηλών του πίνακα 2.3. Ο υπολογισμός της τρίτης στήλης είναι τετριμμένος. Με τις αριθμητικές τιμές της τρίτης στήλης υπολογίζονται οι ευθείες ελαχίστων τετραγώνων μεταξύ διαδοχικών στοιχείων οπότε προκύπτουν ο πίνακας 2.4 και η γραφική παράσταση του σχήματος 2.10. 

Στην προσομοίωση θα χρησιμοποιηθεί η γραφική παράσταση που προέκυψε βάσει της εργασίας [27]. Πρέπει να σημειωθεί ότι με την υιοθέτηση αυτής της σχέσης γίνεται αυτόματα η υπόθεση ότι τα κύτταρα του νεφροβλαστώματος έχουν παρόμοια φυσιολογία και αριθμό υποδοχεών με τα MOLT-3 κύτταρα πάνω στα οποία έγινε η έρευνα. Το γεγονός ότι η δοσολογία του φαρμάκου είναι ίδια για τις ασθένειες της λευχαιμίας και του νεφροβλαστώματος ενθαρρύνει αυτήν την υπόθεση. Αυτό που είναι πολύ σημαντικό είναι το γεγονός ότι η πιθανότητα θανάτωσης των κυττάρων θα μειωθεί, πολλαπλασιάζοντας με τον παράγοντα 2/3, προκειμένου να ληφθεί υπ’ όψιν το «φαινόμενο εμβολιασμού» (inoculum), καθώς η πυκνότητα των κυττάρων θα είναι δεκαπλάσια από αυτήν στην οποία αναφέρεται η γραφική παράσταση. Η ορθότητα αυτής της επιλογής είναι δυνατόν να ελεγχθεί όταν διατεθούν τα ανάλογα κλινικά δεδομένα. 

	Συγκέντρωση VCR (mg/L)
	Ποσοστό επιβίωσης % (βάσει των στοιχείων της [27] )
	Ποσοστό θανάτου %

	0.1
	100
	0

	0.3
	75
	25

	1
	25
	75

	3
	9
	91

	Πίνακας 2.3


	C ( 0.1 mg/L
	kill=0

	0.1 mg/L(C(0.3 mg/L
	kill=1.25*C-0.125

	0.3 mg/L(C(1 mg/L
	kill=0.7143*C+0.0357

	1 mg/L(C
	kill=max ((0.08*C+0.67),1)

	Πίνακας 2.4

Με C συμβολίζεται η συγκέντρωση της βινκριστίνης

Kill είναι το ποσοστό των κυττάρων που θα πεθάνουν ως συνάρτηση του  C
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Σχήμα 2.10

Γραφική παράσταση ποσοτικοποίησης της δράσης της βινκριστίνης
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Υπολογιστική προσομοίωση

3.1 Ο αλγόριθμος
Ο αλγόριθμος για την τετραδιάστατη (χωροχρονική) προσομοίωση της ανάπτυξης νεφροβλαστώματος και της απόκρισής του σε θεραπευτική αγωγή με βινκριστίνη που αναπτύχθηκε βασίζεται στις εργασίες που έχουν μέχρι τώρα γίνει από την Ομάδα για την In Silico Ογκολογία [1-6]. 

3.1.α  Χωροχρονική κβαντοποίηση

Ο χώρος απεικονίζεται από ένα τρισδιάστατο πλέγμα με ακρίβεια 1mm για κάθε διάσταση, άρα η στοιχειώδης μονάδα (χωρικού) όγκου, η οποία μπορεί να προσδιορισθεί με τρεις τιμές πάνω στο πλέγμα, είναι ένα κυβικό χιλιοστό (1mm3). Ο καρκινικός όγκος καταλαμβάνει συγκεκριμένες στοιχειώδεις μονάδες μέσα στον χώρο και αρχικά προσεγγίζεται με ένα ελλειψοειδές.  

Ο χρόνος κβαντοποιείται με στοιχειώδη μονάδα την μία ώρα (1 h).
3.1.β  Ο κυτταρικός κύκλος.

Για την προσομοίωση του κυτταρικού κύκλου χρησιμοποιούνται κυτταρικά αυτόματα (σχ. 3.1). Πιο συγκεκριμένα ένα κύτταρο μπορεί να βρίσκεται σε μια από τις τρεις κλάσεις ισοδυναμίας:

· πολλαπλασιαζόμενα (proliferating)

· κοιμώμενα (G0)

· νεκρά (dead)

Tα πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα είναι αυτά που περνάνε από όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου (G1, S, G2, M) μέχρι τελικά να αναπαραχθούν. Τότε κάποια κύτταρα εισέρχονται και πάλι στην G1,  ενώ ένα ποσοστό εισέρχεται στην φάση G0, λόγω μη επαρκούς αγγείωσης και άρα αδυναμίας να προσλάβει τις απαραίτητες θεραπευτικές ουσίες και οξυγόνο. Τα κύτταρα  που βρίσκονται στην φάση G0 είναι πιθανόν κάποια στιγμή να «ξυπνήσουν», εάν οι συνθήκες είναι κατάλληλες να εισέλθουν και πάλι στον κυτταρικό κύκλο και να συνεχίσουν να αναπαράγονται. 
Η κατεύθυνση αυτή δεν προσομοιώνεται στο πρόγραμμα, καθώς θεωρείται ότι οι μεταβάσεις μεταξύ G0 και πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων βρίσκονται σε μια δυναμική ισορροπία με τις μεταβάσεις από πολλαπλασιαζόμενα προς G0 να υπερισχύουν, γιατί όσο ο όγκος αυξάνεται σε μέγεθος, τόσο πιο δύσκολο θεωρείται γι κάποια κύτταρα να έχουν επαρκή πρόσβαση σε θρεπτικές ουσίες και οξυγόνο. Με άλλα λόγια, εάν η πιθανότητα μετάβασης ενός κυττάρου από την πολλαπλασιαζόμενη κατάσταση στην G0 είναι α και η πιθανότητα της αντίστροφης μετάβασης είναι β, γίνεται η παραδοχή ότι α>β και λαμβάνεται υπ’ όψιν  μόνο η μετάβαση από την πολλαπλασιαζόμενη προς την κοιμώμενη κλάση με πιθανότητα (α-β). Τα κοιμώμενα κύτταρα δεν μένουν για πάντα στην G0 φάση. Μετά την παρέλευση συγκεκριμένου χρονικού διαστήματος, εάν δεν έχουν καταφέρει να αντλήσουν από το περιβάλλον τους τις αναγκαίες ουσίες που θα τους επιτρέψουν να ξαναεισέλθουν στον κυτταρικό κύκλο πεθαίνουν μέσω της οδού της νέκρωσης και συνακόλουθης λύσης της μεμβράνης τους. Επίσης, ένα μικρό ποσοστό κυττάρων όλων των φάσεων πεθαίνει αυθόρμητα /λόγω γήρανσης μέσω της οδού της απόπτωσης. Η απόπτωση και η νέκρωση είναι δύο τελείως διαφορετικές διαδικασίες. Η κύρια διαφορά που απασχολεί όσον αφορά στην προσομοίωση των φαινομένων είναι ο χρόνος που απαιτείται προκειμένου να απομακρυνθούν τα προϊόντα της κάθε διαδικασίας. Πιο συγκεκριμένα, λόγω του γεγονότος ότι η απόπτωση είναι ο κυριότερος τύπος προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (PCD, programmed cell death), στέλνονται ειδικά μηνύματα στο ανοσοποιητικό σύστημα  ώστε τα φαγοκύτταρα να μπορέσουν να εντοπίσουν τα υπολείμματα του κυττάρου. Γι αυτόν τον λόγο τα προϊόντα της νέκρωσης αργούν να ανακυκλωθούν από τον οργανισμό και καταλαμβάνουν περισσότερη ώρα χώρο στον όγκο από ότι της απόπτωσης. Ο χρόνος που καταλαμβάνουν τα προϊόντα των κύτταρων μετά τον θάνατό τους εκφράζεται από τον χρόνο που παραμένουν στην κλάση ισοδυναμίας νεκρών κυττάρων πριν εξαφανιστούν.

3.1.γ Εισαγωγή επίδρασης της βινκριστίνης στον κυτταρικό κύκλο.

Ο τρόπος δράσης της βινκριστίνης έχει μελετηθεί διεξοδικά στο αντίστοιχο κεφάλαιο. Η γνώση αυτή πρέπει να ενσωματωθεί στο μοντέλο του κυτταρικού κύκλου για να χρησιμοποιηθεί στην προσομοίωση. Θεωρείται λοιπόν ότι το φάρμακο μπορεί να προσδεθεί σε οποιαδήποτε φάση του κυτταρικού κύκλου και ότι τα κύτταρα στα οποία έχει προσδεθεί ικανός αριθμός μορίων του φαρμάκου πεθαίνουν με απόπτωση την στιγμή που θα έπρεπε να πολλαπλασιαστούν, δηλαδή στο τέλος του κυτταρικού κύκλου. Το ποσοστό των κυττάρων που θεωρείται ότι έχουν χτυπηθεί θανάσιμα από την βινκριστίνη προκύπτει από την φαρμακοκινητική και την φαρμακοδυναμική. Ο κυτταρικός κύκλος τροποποιείται όπως φαίνεται στο σχ.3.2. 

3.1.δ  Μοντελοποίηση του όγκου και χωροχρονική ανάπτυξη

Τα δεδομένα που ζητάει το πρόγραμμα προκειμένου να μοντελοποιήσει αρχικά τον όγκο είναι οι αριθμητικές τιμές των τριών αξόνων του. Το ελλειψοειδές αρχικά τοποθετείται στο μέσον του πλέγματος. Κάθε στοιχειώδης μονάδα όγκου (κυψελίδα ή γεωμετρικό κύτταρο) του χωρικού πλέγματος που περικλείεται από το ελλειψοειδές είναι κομμάτι του καρκινικού όγκου, και περιέχει έναν αριθμό κυττάρων που εξαρτάται από την κυτταρική πυκνότητα. Πιο συγκεκριμένα αν θεωρήσουμε ότι η κυτταρική πυκνότητα είναι ίση με 106 κύτταρα/mm3 (μια τυπική αριθμητική τιμή κυτταρικής πυκνότητας  για νεοπλάσματα) κάθε στοιχειώδης χωρική μονάδα (1 mm3) θα περιέχει 106 κύτταρα. Αυτά τα κύτταρα θα είναι κατανεμημένα στις τρεις κλάσεις ισοδυναμίας (πολλαπλασιαζόμενα, κοιμώμενα, νεκρά) με τέτοιο τρόπο ώστε μακροσκοπικά (στο σύνολο του καρκινικού όγκου) να διατηρούνται κάποια συγκεκριμένα ποσοστά, αλλά μικροσκοπικά (π.χ. μεταξύ δυο τυχαίων στοιχειωδών μονάδων όγκου) η κατανομή των κυττάρων στις τρεις κλάσεις ισοδυναμίας να φαίνεται τυχαία. Η κατανομή αυτή έχει σκοπό να μοντελοποιήσει (όσο είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί ο όρος μοντελοποίηση για να περιγράψει την απόπειρα προσομοίωσης μιας τόσο άναρχης διαδικασίας) το γεγονός ότι δεν υπάρχει ομοιόμορφη διάταξη των αγγείων λόγω νεοαγγείωσης, οπότε μέσα στον όγκο υπάρχουν διάφορες περιοχές όπου τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται χωρίς πρόβλημα ενώ σε άλλες υπάρχει ανεπάρκεια θρεπτικών συστατικών και οξυγόνου. Τα κύτταρα μιας στοιχειώδους μονάδας όγκου είναι συγχρονισμένα ανά κλάση ισοδυναμίας, θεωρείται δηλαδή ότι όλα τα κύτταρα που βρίσκονται στην ίδια κυψελίδα και στην ίδια κλάση ισοδυναμίας έχουν περάσει τον ίδιο χρόνο στην κλάση ισοδυναμίας αυτή. 

Καθώς γίνεται χρονική σάρωση ο χρόνος παραμονής των κυττάρων σε κάθε κλάση ισοδυναμίας μειώνεται κατά μια ώρα. Κάθε ώρα το αντίστοιχο ποσοστό κυττάρων από κάθε κλάση πεθαίνει δια μέσου απόπτωσης οπότε τα αντίστοιχα κύτταρα μεταφέρονται στην κατηγορία των νεκρών κυττάρων. Επιπλέον πραγματοποιείται κυτταροπολλαπλασιαστική και κυτταροφασική ενημέρωση: όταν κάποια κλάση φτάσει το αντίστοιχο χρονικό  μέγιστο (προφανώς διαφορετικό για κάθε κλάση) τα αντίστοιχα κύτταρα μεταφέρονται στην επόμενη κλάση, όπως αυτή υπαγορεύεται από τα αντίστοιχα κυτταρικά αυτόματα. Εάν υπάρχουν πάνω από μια επόμενες κλάσεις ορίζονται ποσοστά μετάβασης για κάθε μια. Στην περίπτωση της πολλαπλασιαζόμενης κλάσης διπλασιάζεται οι αριθμός των κύτταρων. 

Προσθήκη κυττάρων σε κλάση που υπάρχουν άλλα κύτταρα που έχουν περάσει ήδη κάποιο χρόνο σε αυτήν την κλάση ή ταυτόχρονη προσθήκη κυττάρων που θα πρέπει να περάσουν διαφορετικό χρόνο στην κλάση αυτή (παράδειγμα για την τελευταία περίπτωση αποτελεί η ταυτόχρονη προσθήκη κυττάρων που πέθαναν λόγω νέκρωσης και λόγω απόπτωσης στην κλάση των νεκρών κυττάρων) σημαίνει ότι ο χρόνος που θεωρείται ότι απομένει στην κλάση αυτή πρέπει να επανυπολογιστεί με  χρήση σταθμισμένου μέσου όρου.

Κατά την χωρική σάρωση του πλέγματος είναι απαραίτητο να λαμβάνει χώρα μια γεωμετρική /μηχανική αναδιάταξη των κυττάρων στις κυψελίδες έτσι ώστε να είναι εμφανής η μακροσκοπική αύξηση ή συρρίκνωση του όγκου που προκύπτει από το σύνολο των μικροσκοπικών δραστηριοτήτων των κυττάρων. Αυτό καθίσταται δυνατόν με την εισαγωγή νέων κυψελίδων στην περίπτωση υπερφόρτωσης κάποιων από τις ήδη υπάρχουσες ή στην εξαφάνιση κάποιων. Γενικά γίνεται προσπάθεια ο συνολικός αριθμός κυττάρων ανά κατειλημμένη κυψελίδα του πλέγματος να προσεγγίζει όσο το δυνατόν περισσότερο την κυτταρική πυκνότητα που έχει οριστεί. Έτσι, κατά την δοκιμαστική αναδόμηση (tentative reconstruction) για κάθε κυψελίδα της οποίας ο αριθμός κυττάρων ξεπερνά τον επιθυμητό κατά ένα συγκεκριμένο ποσοστό γίνεται απόπειρα να χρησιμοποιηθεί η τακτική «αδειάσματος» κυττάρων στις γειτονικές κυψελίδες, η οποία περιγράφεται αναλυτικότερα στα θέματα υλοποίησης. Εάν ο αριθμός των κυττάρων συνεχίσει να ξεπερνά τον επιθυμητό κατά το συγκεκριμένο ποσοστό, μια νέα κυψελίδα αναδύεται «σπρώχνοντας» μια από τις γειτονικές σειρές κυψελίδων, οδηγώντας σε αύξηση του καρκινικού όγκου. Στη νέα κυψελίδα μεταφέρονται τα περισσευούμενα κύτταρα. Αντίθετα με την δοκιμαστική, η διορθωτική αναδόμηση έχει σαν στόχο τις κυψελίδες που περιέχουν λιγότερα κύτταρα από τον επιθυμητό αριθμό κατά ένα συγκεκριμένο ποσοστό, προσπαθώντας να αδειάσει το σύνολο των κυττάρων αυτών στις γειτονικές κυψελίδες. Εφόσον  αυτό πετύχει, η κυψελίδα αυτή εξαφανίζεται, ενώ κάποια από τις γειτονικές σειρές κυψελίδων μετακινείται για να καλύψει το κενό που δημιουργήθηκε, οδηγώντας σε συρρίκνωση του καρκινικού όγκου.
3.2 Η υλοποίηση

Σε αυτήν την εργασία υιοθετείται η χρήση του αντικειμενοστρεφούς προτύπου προγραμματισμού για την υλοποίηση των αλγορίθμων της in silico ογκολογίας. Η γλώσσα προγραμματισμού που χρησιμοποιήθηκε  είναι η αντικειμενοστρεφής C++.

3.2.α Το αντικειμενοστρεφές  μοντέλο προγραμματισμού

Σε αυτήν την ενότητα γίνεται μια συνοπτική επισκόπηση των βασικών εννοιών του αντικειμενοστρεφούς μοντέλου προγραμματισμού και των πλεονεκτημάτων του, η οποία βασίζεται στα [7] και [8].

Το αντικειμενοστρεφές πρότυπο βασίζεται στην αφαίρεση δεδομένων. Δίνεται η δυνατότητα στον προγραμματιστή να δημιουργήσει νέους τύπους δεδομένων, τις κλάσεις, οι οποίοι χρησιμοποιούνται για να περιγράψουν τις οντότητες που κατασκευάζουν το πρόβλημα που επιχειρεί να λύσει. Μια κλάση είναι μια ομάδα από μεταβλητές και μεθόδους (υποπρογράμματα). Τα στιγμιότυπα των κλάσεων μέσα σε ένα πρόγραμμα λέγονται αντικείμενα. Οι τιμές των μεταβλητών της κλάσης γίνονται συγκεκριμένες στην περίπτωση του αντικειμένου και περιγράφουν την κατάστασή του. Τα αντικείμενα μπορούν να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους στέλνοντας μηνύματα. Τα αντικείμενα που ανήκουν σε μια κλάση χαρακτηρίζονται από τα μηνύματα που μπορούν να δεχτούν, τα οποία περιγράφονται στην δημόσια διεπαφή της κλάσης, και αντιδρούν με πολύ συγκεκριμένο τρόπο σε αυτά. Η αποστολή ενός μηνύματος σε ένα αντικείμενο ισοδυναμεί με την κλήση της αντίστοιχης μεθόδου, η οποία έχει οριστεί στην αντίστοιχη κλάση.

Η χρήση τύπων που έχουν κατασκευαστεί από τον ίδιο τον προγραμματιστή και ανάλογα με την φύση του προβλήματος που αυτός θέλει να επιλύσει είναι ιδιαίτερα εξυπηρετική στην περίπτωση προσομοιώσεων, αφού επιτρέπεται η άμεση αποτύπωση του πραγματικού προβλήματος μέσω της περιγραφής των οντοτήτων που συμμετέχουν σε αυτό και των αλληλεπιδράσεών τους. Ενδεικτικό είναι ότι οι αρχές του αντικειμενοστρεφούς προγραμματισμού πηγάζουν από την γλώσσα Simula, μια γλώσσα που προοριζόταν για την ανάπτυξη προγραμμάτων προσομοίωσης. Στην γενικότερη περίπτωση οι γλώσσες αντικειμενοστρεφούς προγραμματισμού είναι γλώσσες υψηλού επιπέδου που απομακρύνονται ακόμα περισσότερο από την μηχανιστική λογική των υπολογιστών προσεγγίζοντας τον ανθρώπινο τρόπο σκέψης.

Εφόσον οι μέθοδοι μιας κλάσης (δηλαδή ο τρόπος που πρέπει να αντιδρά στα μηνύματα τα οποία λαμβάνει) έχουν οριστεί και δοκιμαστεί, η κλάση μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν «μαύρο κουτί» σε οποιοδήποτε άλλο πρόγραμμα. Αυτό αποτελεί πολύ μεγάλο πλεονέκτημα, αφού κλάσεις που έχουν γραφτεί από κάποιο προγραμματιστή για την επίλυση κάποιου συγκεκριμένου προβλήματος μπορούν να χρησιμοποιηθούν από τον ίδιο ή και από άλλους για την επίλυση κάποιου παρόμοιου προβλήματος μειώνοντας σημαντικά τον όγκο εργασίας που απαιτείται και άρα παρέχοντας αυξημένη παραγωγικότητα. Αυτό μπορεί να βρει εφαρμογή στον τομέα της in silico ογκολογίας, αφού ένας από τους κύριους στόχους του πεδίου είναι η προσομοίωση της πορείας διαφόρων ειδών καρκίνου. Οι προσομοιώσεις αυτές θα έχουν αναπόφευκτα κάποιες διαφοροποιήσεις, αλλά κάποια βασικά αντικείμενα μπορούν κατά περίπτωση να επαναχρησιμοποιηθούν ή να επεκταθούν με τρόπους που θα παρουσιαστούν αμέσως παρακάτω. 

Εκτός λοιπόν από την άμεση επαναχρησιμοποίηση αντικειμένων, η επαναχρησιμοποίηση ήδη γραμμένου κώδικα μπορεί να επιτευχθεί και μέσω της σύνθεσης (composition ή aggregation). Σε αυτήν την περίπτωση μια νεα κλάση εμπεριέχει σαν μεταβλητές κλάσεις που έχουν ήδη οριστεί. Ένας πιο πολύπλοκος τρόπος επαναχρησιμοποίησης κλάσεων είναι η κληρονομικότητα (inheritance). Με την κληρονομικότητα δίνεται η δυνατότητα της κατασκευής μιας νέας κλάσης που βασίζεται σε μια ήδη υπάρχουσα με τροποποιήσεις και προσθήκες. Είναι προφανές ότι οι ιδιότητες του αντικειμενοστρεφούς προτύπου προγραμματισμού όχι μόνο υποστηρίζουν και ενθαρρύνουν την επαναχρησιμοποίηση ήδη γραμμένου κώδικα, αλλά καθιστούν αρκετά απλή την τροποποίηση και την επέκταση ήδη υπάρχοντων προγραμμάτων, αφού το μόνο που χρειάζεται να κάνει κάποιος στην γενική είναι να επεκτείνει /τροποποιήσει μια ή περισσότερες κλάσεις και όχι όλο το πρόγραμμα. Αυτό θεωρείται επίσης βασικό στην περίπτωση της in silico ογκολογίας, καθώς τα βιολογικά δεδομένα που πρέπει να περιγραφούν είναι άκρως πολύπλοκα και είναι λογικό να ξεκινά κανείς από ένα απλό μοντέλο το οποίο στην συνέχεια εμπλουτίζει.

Άλλη μια ιδιότητα του αντικειμενοστρεφούς προγραμματισμού είναι ο πολυμορφισμός, που επιτρέπει την αποστολή του ίδιου μηνύματος σε αντικείμενα διαφόρων τάξεων τα οποία εκτελούν διαφορετική μέθοδο το καθένα, ανάλογα με αυτό που περιγράφεται από την τάξη τους.

3.2.β  Οι σταθερές του προγράμματος και γενικές συναρτήσεις

Πριν παρουσιαστούν οι κλάσεις που δημιουργήθηκαν για την χωροχρονική προσομοίωση του νεφροβλαστώματος δίνονται κάποιες γενικές αριθμητικές σταθερές  που χρησιμοποιούνται στο πρόγραμμα καθώς και ενδεικτικές τιμές τους και συναρτήσεις που χρειάστηκε να γραφούν.

max_g0time=25: η χρονική διάρκεια (σε ώρες) κατά την οποία το κύτταρο παραμένει στην G0,  πριν πεθάνει. 


necrosis_time=20: ο χρόνος (σε ώρες) που χρειάζεται το ανοσοποιητικό σύστημα για να απομακρύνει τα προϊόντα του θανάτου μέσω νέκρωσης, πιο πρακτικά ο χρόνος που τα νεκρά κύτταρα λόγω νέκρωσης θα συνεχίσουν να καταλαμβάνουν χώρο στο πλέγμα
.

apoptosis_time=6: ο αντίστοιχος χρόνος για τα προϊόντα θανάτου λόγω απόπτωσης.

cell_cycle_duration=23: η διάρκεια του κυτταρικού κύκλου (σε ώρες) καρκινικών κυττάρων νεφροβλαστώματος (στο [9] έχει υπολογιστεί ίση με 22.8 h)

apoptosis_rate=0.016 :το ποσοστό των κυττάρων που πεθαίνει αυθόρμητα ανά ώρα.

number_biological_cells=1000000: ο επιθυμητός αριθμός κυττάρων ανά γεωμετρική κυψελίδα, αν υιοθετηθεί η κλασική σύμβαση για την πυκνότητα ιατρικών κυττάρων.

margin_percentage=0.5: το ποσοστό ανοχής όσον αφορά στον αριθμό των κυττάρων ανά γεωμετρική κυψελίδα, βάση του οποίου ορίζονται τα δύο αμέσως επόμενα μεγέθη:

max_population_accepted=(1+margin_percentage)*number_biological_cells

min_population_accepted=margin_percentage*number_biological_cells

sleeping_percentage=0.5: το ποσοστό των κυττάρων παιδιών που θα εισέλθουν στην G0.

Είναι προφανές ότι οι τιμές των σταθερών sleeping_percentage και apoptosis_rate ελέγχουν το πόσο επιθετικός είναι ο όγκος που έχει μοντελοποιηθεί.

Χρειάστηκε επίσης να γραφούν κάποιες συναρτήσεις γενικής φύσεως, όπως συναρτήσεις εύρεσης του μικρότερου ή του μεγαλύτερου από δύο αριθμούς και συναρτήσεις εύρεσης ισοσταθμισμένου μέσου όρου.  

3.2.γ  Οι κλάσεις

Στην ενότητα αυτή δίνονται οι κλάσεις που δημιουργήθηκαν στα πλαίσια αυτής της εργασίας σχηματικά σε σχήματα UML (Unified Model Language) και εξηγούνται αναλυτικά οι μεθόδοι τους. Αυτό έχει σαν σκοπό να βοηθήσει στην καλύτερη κατανόηση του τρόπου υλοποίησης των αλγορίθμων αλλά και να χρησιμεύσει σαν εγχειρίδιο ώστε να καταστεί δυνατή η επαναχρησιμοποίηση των ήδη γραμμένων κλάσεων με βάση τις αρχές του αντικειμενοστρεφούς προγραμματισμού.

Η κλάση point_3d (σχ. 3.3) απεικονίζει ένα γεωμετρικό κύττταρο όγκου 1 mm3 του τρισδιάστατου χώρου που δημιουργείται από το πλέγμα, δηλαδή αντιστοιχεί σε μια συγκεκριμένη κυψελίδα του πλέγματος. Η συνάρτηση set_values θέτει συγκεκριμένες τιμές στις τρεις μεταβλητές του αντικειμένου. Το πεδίο τιμών των συντεταγμένων ορίζεται από τρεις σταθερές: x_dim, y_dim, z_dim. Πιο 

	point_3d

	x:int

y :int

z:int

	set_values(int a, int b, int c)
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	proliferating_time: int

g0_time: int
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dead_population: int

occupied_cell: bool

	tumor_init()
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advance_cycle(float cell_kill)
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	ellipsoid

	a:int

b :int

c:int

center :point_3d

	ellipsoid(int ia, int ib, int ic, point_3d icenter)

bool inside(point_3d p);

	Σχήμα 3.4


 συγκεκριμένα, η συντεταγμένη x παίρνει τιμές από 0 εώς (x_dim-1) κοκ. Το πλέγμα έχει προφανώς (x_dim*y_dim*z_dim) κυψελίδες.

Η κλάση ellipsoid (σχ. 3.4) είναι μια κλάση που χρησιμοποιείται για την αρχικοποίηση του σχήματος του όγκου. Σαν μεταβλητές περιέχει τις αριθμητικές τιμές των τριών ημιαξόνων του ελλειψοειδούς και το σημείο που είναι το κέντρο του. Η συνάρτηση inside(point_3d p)επιστρέφει μια boolean μεταβλητή, η οποία έχει αληθή τιμή αν το σημείο p βρίσκεται εντός των ορίων του ελλειψοειδούς. 

Η κλάση cell_bucket (σχ. 3.5), δηλαδή «κουβάς κυττάρων» αποτελεί μια κυψελίδα ή στοιχειώδη μονάδα όγκου του πλέγματος. Έχει ικανό αριθμό μεταβλητών ώστε να αποθηκεύεται ο αριθμός των κυττάρων κάθε κλάσης ισοδυναμίας (proliferating_population, g0_population, dead_population) και ο αντίστοιχος χρόνος (proliferating_time, g0_time, dead_time) που απομένει μέχρι να φτάσει το χρονικό τέλος της κλάσης αυτής. Εμπεριέχει επίσης μια boolean μεταβλητή, την occupied_cell, η οποία έχει αληθή τιμή αν η συγκεκριμένη κυψελίδα του πλέγματος ανήκει στο σώμα του καρκινικού όγκου. Οι συναρτήσεις της κλάσης (τα μηνύματα δηλαδή που μπορεί να στείλει κάποιος σε μια από τις κυψελίδες) περιγράφονται στις επόμενες παραγράφους.

Η tumor_init()αρχικοποιεί τις τιμές των μεταβλητών για κάποια κυψελίδα που ανήκει στον όγκο και καλείται από την αντίστοιχη συνάρτηση αρχικοποίησης όγκου, όπως θα εξηγηθεί στην συνέχεια. Η συνάρτηση αυτή αρχικοποιεί τις τιμές έτσι ώστε ο συνολικός όγκος να διατηρήσει τα ποσοστά prolif_percentage=40, g0_percentage=30, dead_percentage=30, τα οποία είναι μεταβλητές της συνάρτησης, αλλά σε μικροσκοπικό επίπεδο τα ποσοστά αυτά διαταράσσονται σε βαθμό που εξαρτάται από την μεταβλητή perturbation_percentage=30 της συνάρτησης. Η μικροσκοπική αυτή διαφορά (δηλαδή τα διαφορετικά ποσοστά ανά κυψέλη) αντανακλά την προβληματική νεοαγγείωση που σε καμία περίπτωση δεν θα επέτρεπε ομοιογενή κατανομή των κυττάρων στις κλάσεις ισοδυναμίας σε όλο το σώμα του όγκου. Επίσης οι χρόνοι που υπολείπονται για την ολοκλήρωση της κάθε φάσης αρχικοποιούνται τυχαία με ομοιόμορφη κατανομή στα αντίστοιχα πεδία τιμών.

Η total_population()επιστρέφει το συνολικό πλήθος των κυττάρων της κυψελίδας.

Στην περίπτωση της advance_cycle παρατηρείται η λεγόμενη υπερφόρτωση (overloading) του ονόματος της συνάρτησης, αφού μια συνάρτηση με το ίδιο όνομα διαφοροποιείται ανάλογα με τις παραμέτρους που δέχεται. Με άλλα λόγια, η advance_cycle()και η advance_cycle(float cell_kill)εκτελούν διαφορετικά κομμάτια κώδικα. Οι συναρτήσεις αυτές εκτελούν την κυτταροφασική και κυτταροπολλαπλασιαστική ενημέρωση, εκφράζοντας την χρονική πρόοδο της προσομοίωσης. Η advance_cycle()αντιστοιχεί στο σχ. 3.1 ενώ η advance_cycle(float cell_kill)στο σχ. 3.2, (η παράμετρος cell_kill είναι το ποσοστό των κυττάρων που έχουν χτυπηθεί θανάσιμα από το φάρμακο)  και χρησιμοποιεί το δεδομένο ότι όταν κάποιο κύτταρο έχει προσλάβει ικανή ποσότητα φαρμάκου θα πεθάνει μέσω απόπτωσης σε τόση ώρα, όση απομένει μέχρι τη στιγμή που θα χρειαστεί να αναπαραχθεί στην μίτωση. Με αυτήν την λογική, το κύτταρο που έχει χτυπηθεί προστίθεται στην κλάση ισοδυναμίας των νεκρών κυττάρων με χρόνο παραμονής σε αυτήν την κλάση ίσο με το άθροισμα του χρόνου που απομένει μέχρι την 

	plegma

	c[x_dim][y_dim][z_dim] : cell_bucket
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push_expand(int px,int py, int pz, cell_bucket bucket_to_add)

tentative_reconstruction() 


corrective_reconstruction() 

point_3d find_appropriate_neighbour(int x, int y, int z) 
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	wilmstumor

	mesh : plegma

cell_kill_ratio : float

drug_concentration : float

	vcr_pharmacokinetics(int time)

vcr_pharmacodynamics()

vcr_therapy()

 

grow()

	Σχήμα 3.7


μίτωση συν το χρόνο απομάκρυνσης των προϊόντων του νεκρού κυττάρου λόγω απόπτωσης.

Η κλάση plegma (σχ. 3.6) είναι φυσικά το πλέγμα που απεικονίζει τον χώρο στον οποίο αναπτύσσεται ο όγκος. Υπάρχει μόνο μια μεταβλητή, η οποία είναι ένας τρισδιάστατος πίνακας από κυψελίδες (cell_bucket) και μια σειρά συναρτήσεων, δηλαδή μηνυμάτων που μπορούν να σταλούν σε οποιοδήποτε αντικείμενο της κλάσης αυτής.

Η tumor_initialization(int length, int breadth, int width) αρχικοποιεί έναν όγκο σε ελλειψοειδές σχήμα, σύμφωνα με τις αριθμητικές τιμές για τους άξονες που δίνονται σαν παράμετροι σε χιλιοστά του μέτρου. Όλες οι κυψελίδες του πλέγματος που βρίσκονται εντός του ελλειψοειδούς που προκύπτει (γίνεται ορισμός κατάλληλου αντικειμένου ellipsoid(point_3d p) και χρήση της συνάρτησης του inside για τον προσδιορισμό των κυψελίδων που ανήκουν στον όγκο) αρχικοποιούνται με την συνάρτηση κυψελίδας tumor_init().
Οι συναρτήσεις total_proliferating(), total_dead() και total_g0() δίνουν προφανώς τον συνολικό αριθμό κυττάρων που υπάρχουν στο πλέγμα ανά κλάση ισοδυναμίας.

 
Η συνάρτηση find_appropriate_neighbour(int x, int y, int z) επιστρέφει  σε μορφή point_3d την διεύθυνση του καταλληλότερου γείτονα της κυψελίδας που βρίσκεται στο σημείο εκείνο του πλέγματος που υπαγορεύεται από τις παραμέτρους που δίνονται στην συνάρτηση. Ως γείτονες της κυψελίδας ορίζονται οι έξι προσκείμενες σε αυτή κυψελίδες κατά μήκος των τριών αξόνων. Η καταλληλότητα αναφέρεται ως προς την ικανότητα του γείτονα να δεχθεί κύτταρα από την τρέχουσα κυψελίδα. Ως καταλληλότερος γείτονας ορίζεται η κυψελίδα-γείτονας εκείνη που πληροί τις ακόλουθες προϋποθέσεις

· είναι κατειλημμένη (ανήκει δηλαδή στο σώμα του όγκου).

· ο συνολικός πληθυσμός της δεν ξεπερνά το number_biological_cells, δηλαδή τον επιθυμητό αριθμό κυττάρων ανά γεωμετρική κυψελίδα. 

· από όλους τους κατειλημμένους γείτονες φιλοξενεί τον μικρότερο συνολικό πληθυσμό κυττάρων.

Οι δύο πρώτες προϋποθέσεις σημαίνουν ότι η κυψελίδα είναι κατάλληλη για να δεχτεί κάποια κύτταρα παραπάνω, ενώ η τελευταία εξασφαλίζει ότι έχει επιλεγεί η καταλληλότερη κυψελίδα-γείτονας από τις υπόλοιπες.

Αν δεν υπάρχει κυψελίδα-γείτονας που να πληροί και τις τρεις προϋποθέσεις, τότε επιστρέφεται το σημείο (-1, -1, -1) σαν ένδειξη ότι δεν βρέθηκε κατάλληλος γείτονας.

Η συνάρτηση move_to_neighb(int prolifer, int g0, int dead, int time_prolif, int time_g0, int time_dead, point_3d                        neighbour)μεταφέρει κύτταρα στην κυψελίδα που βρίσκεται στο σημείο neighbour του πλέγματος. Ο αριθμός των κυττάρων που θα μεταφερθούν σε κάθε κλάση ισοδυναμίας δίνεται από τις αντίστοιχες παραμέτρους (prolifer, g0, dead) και απλά προστίθενται στα κύτταρα που ήδη ανήκουν σε αυτές τις κλάσεις ισοδυναμίας στην κυψελίδα αυτή. Οι χρόνοι που τα κύτταρα θα πρέπει να παραμείνουν στις κλάσεις αυτές υπολογίζονται σαν ο ισοσταθμισμένος μέσος του χρόνου που ίσχυε για την κάθε κλάση της κυψελίδας με βάρος τον αριθμό τον κυττάρων που ήδη άνηκαν στην αντίστοιχη κλάση και του χρόνου που δίνεται τώρα (time_prolif, time_g0 ή time_dead) με βάρος τον αριθμό των κυττάρων που προστίθενται.

Η συνάρτηση push_expand(int px, int py, int pz, cell_bucket) τοποθετεί στο πλέγμα την κυψελίδα που δίνεται στην συνάρτηση σαν η παράμετρος bucket_to_add, έτσι ώστε αυτή να πρόσκειται, δηλαδή να είναι γείτονας με την κυψελίδα που βρίσκεται στο σημείο (px, py, pz) του πλέγματος, όπου οι μεταβλητές αυτές επίσης περνιούνται ως παράμετροι στην συνάρτηση. Προφανώς ανάλογα με το σημείο που θα τοποθετηθεί η νέα κυψελίδα, η αντίστοιχη σειρά κυττάρων θα πρέπει να μεταφερθεί μια θέση έτσι ώστε να δημιουργηθεί ο απαραίτητος χώρος. Αυτό θα οδηγήσει σε αύξηση του μεγέθους του όγκου. Προφανώς προτιμάται η περίπτωση κατά την οποία στην πλευρά δεν πρόσκειται κάποια άλλη κυψελίδα, δηλαδή αν το γεωμετρικό κύτταρο δίπλα στο οποίο πρέπει να τοποθετηθεί νέο γεωμετρικό κύτταρο πρόσκειται σε κάποια μη κατειλημμένη κυψελίδα, η νεα κυψελίδα που θα αναδυθεί τοποθετείται σε αυτό το κενό. Αν δεν υπάρχει κενή θέση τότε η θέση στην οποία θα τοποθετηθεί η νέα κυψελίδα, και άρα η σειρά των κυψελίδων που θα πρέπει να μετακινηθούν επιλέγεται τυχαία ανάμεσα από τις έξι διαφορετικές πιθανότητες (προς τα θετικά ή τα αρνητικά καθενός από τους τρεις άξονες , 2*3=6) που υπάρχουν. 

Η συνάρτηση push_shrink(int px,int py, int pz)εξαφανίζει από το πλέγμα την κυψελίδα που βρίσκεται στο σημείο του πλέγματος που καθορίζεται από τις συντεταγμένες px, py, pz. Για να μην μείνει κενή η θέση, επιλέγεται τυχαία μια από τις έξι πιθανές κατευθύνσεις (προς τα θετικά ή τα αρνητικά καθενός από τους τρεις άξονες ),  και η αντίστοιχη σειρά κυψελίδων μετακινείται καλύπτοντας το κενό. Με άλλα λόγια την θέση της κυψελίδας έρχεται να καταλάβει κάποια από τις γειτονικές της.

Η συνάρτηση tentative_reconstruction() υλοποιεί ακριβώς την διαδικασία της δοκιμαστικής αναδόμησης διατρέχοντας το πλέγμα και εφαρμόζοντάς την για όλες τις κατειλημμένες κυψελίδες  όπως αυτή έχει περιγραφεί αλγοριθμικά σε προηγούμενη ενότητα (3.1.δ) , χρησιμοποιώντας τις συναρτήσεις find_appropriate_neighbour, move_to_neighb και push_expand.  Ο αριθμός των κύτταρων που θα μεταφερθούν από τις κυψελίδες που ο συνολικός κυτταρικός τους πληθυσμός ξεπερνά το max_population_accepted ισούται με την διαφορά του συνολικού πληθυσμού της κυψελίδας από το number_biological_cells, και για κάθε κλάση υπολογίζεται αναλογικά με το πλήθος κάθε κλάσης στην κυψελίδα. Αρχικά επιχειρείται μεταφορά του περισσεύματος στους γείτονες (πρώτα στον καταλληλότερο κοκ). Εάν εξαντληθεί αυτή η οδός και ο πληθυσμός της κυψελίδας συνεχίζει να ξεπερνά το καθορισμένο αποδεκτό όριο, μια νέα κυψελίδα, στην οποία τοποθετούνται όλα τα κύτταρα που συνεχίζουν να περισσεύουν, αναδύεται. Οι χρόνοι παραμονής στις κλάσεις για τη νέα κυψελίδα υπολογίζονται ξανά με γεννήτρια τυχαίων αριθμών που παράγει ομοιόμορφη κατανομή μέσα στο πεδίο τιμών του χρόνου κάθε κλάσης για να αποφευχθούν προβλήματα συντονισμού του όγκου.

Η συνάρτηση corrective_reconstruction() υλοποιεί την διαδικασία της διορθωτικής αναδόμησης (βλ. ενότητα 3.1.δ), χρησιμοποιώντας τις συναρτήσεις  find_appropriate_neighbour, move_to_neighb και push_shrink. Το πλέγμα διατρέχεται και για κάθε κατειλημμένη κυψελίδα της οποίας ο συνολικός πληθυσμός είναι μικρότερος του min_population_accepted γίνεται προσπάθεια μεταφοράς του περιεχομένου της στις γειτονικές της, με βάση την καταλλότητά τους. Εάν η προσπάθεια είναι πετυχημένη, δηλαδή εάν η κυψελίδα αδειάσει τελείως, εξαφανίζεται από το πλέγμα.

Η συνάρτηση center_of_mass()εντοπίζει κυψελίδες που έχουν ξεφύγει από το κύριο σώμα του όγκου και προσπαθεί να τις επαναφέρει σε αυτό, μετακινώντας αυτές προς το αρχικό κέντρο του όγκου.

Η συνάρτηση clean()χρησιμοποιείται στο τέλος της προσομοίωσης στην περίπτωση που ενδιαφέρει περισσότερο η τρισδιάστατη απεικόνιση του όγκου που θα προκύψει παρά ο ακριβής αριθμός κυττάρων που απέμειναν. Η συνάρτηση εξαφανίζει από το πλέγμα τις κυψελίδες που προσθέτουν στο μέγεθος του όγκου πλασματικά, δηλαδή καταλαμβάνουν χώρο χωρίς ουσιαστικά να έχουν ικανό αριθμό κυττάρων. Πιο συγκεκριμένα εξαφανίζονται οι κυψελίδες που έχουν συνολικό πληθυσμό σε όλες τις κλάσεις μικρότερο από το ένα δεκακισχιλιοστό του επιθυμητού πληθυσμού ανά κυψελίδα.

Η κλάση wilmstumor είναι στην ουσία ο όγκος του οποίου η ανάπτυξη και απόκριση στην χημειοθεραπεία πρόκειται να προσομοιωθεί. Προφανώς κύρια μεταβλητή της κλάσης αποτελεί ένα αντικείμενο της κλάσεως plegma.

Η συνάρτηση vcr_pharmacokinetics(int time)υπολογίζει την μέση  συγκέντρωση της βινκριστίνης στο πλάσμα του αίματος για την ώρα που ξεκινά την χρονική στιγμή που δίνεται σαν παράμετρος και την αποθηκεύει στην μεταβλητή drug_concentration. Η στιγμή χορήγησης του φαρμάκου θεωρείται η στιγμή μηδέν. Έτσι,  για υπολογισμό της μέσης συγκέντρωσης του φαρμάκου κατά την πρώτη ώρα από την στιγμή χορήγησής του θα πρέπει να δοθεί η τιμή 0. Φυσικά για αυτήν την συνάρτηση είναι απαραίτητη η ανάλογη φαρμακοκινητική μελέτη που έγινε στο κεφάλαιο 2.

Η συνάρτηση vcr_pharmacodynamics()υπολογίζει το ποσοστό των κυττάρων που θα χτυπηθεί θανάσιμα από την βινκριστίνη με βάση την φαρμακοδυναμική μελέτη που έχει γίνει και με δεδομένη την τιμή του drug_concentration που θα έχει ήδη υπολογιστεί από την vcr_pharmacokinetics. Το ποσοστό θανάτου των κυττάρων αποθηκεύεται στην μεταβλητή cell_kill_ratio.

Η συνάρτηση vcr_therapy() προσομοιώνει σχήμα θεραπείας με βινκριστίνη, όπου χορηγούνται ενδοφλέβια 1.5mg/m2 φαρμάκου κάθε επτά ημέρες για τέσσερις φορές. Προσομοιώνεται χρόνος 50 ημερών, και η χορήγηση ξεκινά την μηδενική ημέρα. Κάθε μια ώρα λαμβάνει χώρα κυτταροφασική και κυτταροπολλαπλασιαστική ενημέρωση ενώ λαμβάνονται υπ’ όψιν και οι θάνατοι κυττάρων λόγω γήρανσης κτλ. Αυτά επιτυγχάνονται με αποστολή μηνυμάτων advance_cycle ανά μια ώρα για κάθε κυψελίδα
του πλέγματος που είναι κατειλημμένη. Γίνεται η παραδοχή ότι θα ληφθούν υπ’ όψιν μόνο οι θάνατοι κυττάρων που προκαλούνται κατά την πρώτη ώρα μετά την χορήγηση του φαρμάκου, όπως αυτοί θα υπολογιστούν με την βοήθεια της φαρμακοκινητικής και της φαρμακοδυναμικής. Η υπόθεση αυτή στηρίζεται στις εξής παρατηρήσεις:

· η βινκριστίνη έχει πρώτο χρόνο ημιζωής 6.6 λεπτά,

· εφόσον η χορήγηση είναι ενδοφλέβια η μεγαλύτερη συγκέντρωση του φαρμάκου παρατηρείται κατά την πρώτη ώρα μετά την λήψη,

· κατά την έρευνα που πραγματοποιήθηκε για την φαρμακολογία της βινκριστίνης έχει παρατηρηθεί ότι σε αρκετές μελέτες σχετικές με την φαρμακοδυναμική του φαρμάκου ο χρόνος επώασης των προς μελέτη κυττάρων σε μέσο που περιέχει βινκριστίνη ισούται με μια ώρα. Κάποια παραδείγματα είναι τα [11,12,13,14].

· τα κύτταρα εκείνα που εξ’ αρχής θα προσλάβουν την βινκριστίνη σε θανάσιμη ποσότητα είναι αυτά που έχουν καλύτερη πρόσβαση στα αγγεία του αίματος, και άρα αυτά θα συνεχίσουν να προσλαμβάνουν το φάρμακο και τις επόμενες ώρες. Αν θεωρηθεί ότι κάθε ώρα προστίθενται νέα κύτταρα ανάλογα με την συγκέντρωση του φαρμάκου σε αυτά που θα οδηγηθούν στον θάνατο λόγω της χημειοθεραπείας, τα αποτελέσματα θα είναι υπερβολικά, καθώς θα ληφθούν υπ’ όψιν πάρα πολλές φορές τα ίδια κύτταρα. Η άποψη αυτή στηρίζεται από το γεγονός ότι το «μολυσμένο» από βινκριστίνη κύτταρο πριν πεθάνει συνεχίζει τον κυτταρικό κύκλο κανονικά μέχρι την μίτωση όπου εκδηλώνεται το πρόβλημα και από το ότι η βινκριστίνη προχωρά στο κυτταρόπλασμα και δεν μένει προσκολλημένη στους υποδοχείς του κυττάρου. Άρα είναι πολύ πιθανόν η βινκριστίνη να επηρεάζει καθ’ όλη την διάρκεια της παραμονής της στον οργανισμό μόνο τα κύτταρα που ούτως ή άλλως έχουν χτυπηθεί θανάσιμα κατά την πρώτη ώρα.

Συνεπώς, μόνο τέσσερις φορές (τις ώρες λήψης του φαρμάκου) θα χρειαστεί να σταλεί μήνυμα advance_cycle(cell_kill_ratio), με την παράμετρο να έχει υπολογιστεί για την πρώτη ώρα μετά την ενδοφλέβια χορήγηση. Επιπλέον κάθε ώρα γίνεται η απαραίτητη μηχανική αναδιάταξη του πλέγματος με χρήση των συναρτήσεων tentative_reconstruction και corrective_reconstruction.

Τέλος, η συνάρτηση grow()προσομοιώνει την ελεύθερη ανάπτυξη του όγκου (κυτταροπολλαπλασιαστικη και κυτταροφασική ενημέρωση, αποπτώσεις, μηχανική αναδιάταξη πλέγματος).

3.3 Αποτελέσματα

Στο σημείο αυτό παρουσιάζονται κάποια τυπικά αποτελέσματα του προγράμματος. 
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	Σχήμα 3.8


Στην γραφική παράσταση του σχήματος 3.8 φαίνεται η πορεία του πληθυσμού των κυττάρων του όγκου για το γνωστό σχήμα χημειοθεραπείας που προσομοιώνεται για 50 ημέρες. Ο αρχικός όγκος είναι ένα ελλειψοειδές με άξονες (1cm, 2cm,3cm). Η πρώτη χορήγηση του φαρμάκου λαμβάνει χώρα την χρονική στιγμή μηδέν. Φαίνονται καθαρά και οι τέσσερις συνεδριάσεις χημειοθεραπείας (την πρώτη (ώρα 0), όγδοη (ώρα 168), δέκατη πέμπτη (ώρα 336) και εικοστή δεύτερη(ώρα 504) ημέρα), ενώ διακρίνεται ο άμεσος υποτροπιασμός της πορείας της νόσου μετά την λήξη της θεραπείας. Παρατηρείται ότι μικρότερο μέγεθος του όγκου επιτυγχάνεται την 546η ώρα (ή μετά την παρέλευση  23.75 περίπου ημερών) από την έναρξη της θεραπείας. Την συγκεκριμένη στιγμή το μέγεθος του όγκου φαίνεται να έχει πέσει σε λιγότερο από το 1/40 της αρχικής τιμής. Η χρήση του συγκεκριμένου προτύπου οδηγεί λοιπόν στο συμπέρασμα ότι η χειρουργική επέμβαση θα πρέπει να λαμβάνει χώρα περίπου 1,75 ημέρα μετά την τελευταία χορήγηση βινκριστίνης.

Στο σχήμα 3.9 έχει γίνεται τρισδιάστατη αντιπαραβολή του όγκου αμέσως πριν την έναρξη των συνεδριών χημειοθεραπείας και του όγκου στην 546η ώρα μετά την έναρξη της όλης διαδικασίας, σύμφωνα πάντα με το προσομοιωτικό μοντέλο που έχει αναπτυχθεί.

Στα επόμενα σχήματα (3.10, 3.11, 3.12) φαίνονται κάποιες δισδιάστατες τομές της τρισδιάστατης απεικόνισης του σχ. 3.9.
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	Σχήμα 3.9

Τρισδιάστατη αντιπαραβολή του όγκου αμέσως πριν την έναρξη των συνεδριών χημειοθεραπείας (κενοί κύκλοι) και του όγκου στην 542η ώρα μετά την έναρξη της όλης διαδικασίας (γεμάτα τετράγωνα).
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	Σχήμα 3.10-Επίπεδο xy σχήματος 3.9
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	Σχήμα 3.11-Επίπεδο xz σχήματος 3.9
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	Σχήμα 3.12-Επίπεδο yz σχήματος 3.9
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4

Έλεγχοι Αξιοπιστίας και Παραμετρικές Μελέτες

4.1 Έλεγχοι Αξιοπιστίας

 
Για ένα μοντέλο είναι ύψιστης σημασίας να ελεγχθεί με ποικίλους τρόπους η αξιοπιστία των αποτελεσμάτων του, ώστε αυτό να μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν αναφορά, για την περαιτέρω κατανόηση θεωρητικών θεμάτων αλλά και για την λήψη αποφάσεων σε πρακτικό επίπεδο.

Πέραν των ελέγχων που πρέπει να γίνουν σχετικά με την επιστημονική θεμελίωση και τεκμηρίωση των αρχών του μοντέλου και των λοιπών λογικών ελέγχων, είναι πολύ σημαντικό να ελεγχθεί ότι τα αποτελέσματα της υλοποίησης του μοντέλου δεν εξαρτώνται από άσχετους με την ουσία του μοντέλου λόγους. 

Για παράδειγμα, η εν λόγω προσομοίωση είναι Monte Carlo, και άρα χρησιμοποιεί γεννήτρια ψευδοτυχαίων αριθμών. Ως γνωστόν οι γεννήτριες αυτές ζητούν κάποιους σπόρους (seeds) ώστε να αρχίσουν να παράγουν την ψευδοτυχαία ακολουθία. Ένα εύλογο ερώτημα που τίθεται είναι κατά πόσον οι σπόροι αυτοί θα επηρεάσουν την έξοδο του προσομοιωτικού μοντέλου για δεδομένη είσοδο. Φυσικά, το επιθυμητό είναι η έξοδος να είναι ίδια για οποιοδήποτε αρχικό σπόρο και να χρησιμοποιηθεί. Στο σχήμα 4.1 φαίνονται οι γραφικές παραστάσεις του συνολικού κυτταρικού πληθυσμού του όγκου ως προς τον χρόνο κατά την διάρκεια της χημειοθεραπείας όπως προέκυψαν από τρεις προσομοιώσεις με διαφορετικό αρχικό σπόρο στην ψευδοτυχαία γεννήτρια. Από τις γραφικές παραστάσεις, οι οποίες συμπίπτουν, γίνεται φανερό ότι η έξοδος του  εν λόγω μοντέλου είναι ασυσχέτιστη με τον σπόρο που θα χρησιμοποιηθεί.
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	Σχήμα 4.1

Γραφικές παραστάσεις συνολικού κυτταρικού πληθυσμού ως προς τον χρόνο (h). Χρησιμοποιήθηκε διαφορετικός σπόρος για την γεννήτρια τυχαίων αριθμών για κάθε μια από τις τρεις προσομοιώσεις. Κοινή είσοδος όγκος σχήματος ελλειψοειδούς ,με τιμές  αξόνων (1 cm, 2 cm, 3 cm)


Ένα από τα βασικότερα στοιχεία του προγράμματος είναι το τρισδιάστατο πλέγμα που χρησιμοποιείται για να απεικονίσει τον όγκο. Το θέμα που τίθεται είναι το κατά πόσο ο τρόπος που διατρέχεται το πλέγμα έχει αντίκτυπο στο τελικό αποτέλεσμα. Για αυτόν τον λόγο έγιναν δύο προσομοιώσεις με διαφορετική την σειρά με την οποία διατρέχονται οι μεταβλητές x, y και z του πλέγματος. Τα αποτελέσματα (σχ. 4.2) δείχνουν ότι η υλοποίηση δεν επηρεάζεται.
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	Σχήμα 4.2

Γραφικές παραστάσεις συνολικού κυτταρικού πληθυσμού ως προς τον χρόνο (h). Οι δύο προσομοιώσεις διέτρεχαν το πλέγμα με διαφορετικό τρόπο (διαφορετική σειρά των μεταβλητών). Κοινή είσοδος όγκος σχήματος ελλειψοειδούς αξόνων (1 cm, 2 cm, 3 cm)


Η κρίσιμη δοκιμασία ενός προσομοιωτικού μοντέλου είναι όμως η σύγκριση των αποτελεσμάτων του με τα αναμενόμενα. Τα αποτελέσματα των προσομοιώσεων  του εν λόγω μοντέλου κρίνονται ως πολύ ικανοποιητικά.
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	Σχήμα 4.3

Αποτελέσματα προσομοίωσης του σχήματος χημειοθεραπείας με βινκριστίνη αρχικού όγκου σφαιροειδούς σχήματος ακτίνας 0.5 cm. Με κατακόρυφα βέλη σημειώνονται οι στιγμές χορήγησης του φαρμάκου.


Για μια ανάλυση των αποτελεσμάτων αξίζει να μελετηθεί το σχήμα 4.3, όπου φαίνεται ο αριθμός των ζωντανών κυττάρων (g0+proliferating), των νεκρών κυττάρων (στην ουσία ο χώρος που καταλαμβάνεται από τα υπολείμματά των κυττάρων που έχουν πεθάνει εκφρασμένος σε αριθμό κυττάρων) και ο συνολικός πληθυσμός όλων των κλάσεων κυττάρων, ο οποίος είναι ενδεικτικός του μεγέθους του όγκου μέχρι και μια εβδομάδα μετά την τελευταία (τέταρτη) χορήγηση του φαρμάκου. Σημειώνονται επίσης οι ακριβείς στιγμές χορήγησης του φαρμάκου με κατακόρυφα βέλη. Φαίνεται καθαρά η μείωση των ζωντανών κυττάρων και η αύξηση των νεκρών με την χορήγηση του φαρμάκου. Τα συνολικά κύτταρα  που εκφράζουν και τον συνολικό μέγεθος του όγκου μειώνονται λίγες ώρες μετά, όταν μειώνεται ο αριθμός των νεκρών ως αποτέλεσμα της απομάκρυνσης των προϊόντων της απόπτωσης που έχει προκληθεί από την βινκριστίνη. Πρέπει να σημειωθεί επίσης ότι το συνολικό μέγεθος του όγκου (αρχικά σφαίρα ακτίνας 0.5cm) πέφτει περίπου στο 1/40 της αρχικής τιμής φτάνοντας την ελάχιστη τιμή μετά από περίπου 23.75 ημέρες μετά την έναρξη της χημειοθεραπείας. Ενδεικτικό για την σταθερότητα του μοντέλου είναι ότι οι ίδιες αναλογίες παρουσιάζονται και για όγκο διαφορετικών διαστάσεων ελλειψοειδούς σχήματος με άξονες (1 cm, 2 cm, 3 cm) (βλ. σχήμα 3.8).

Καλά αποτελέσματα παρουσιάζει και η προσομοίωση ελεύθερης ανάπτυξης του όγκου (σχ. 4.4). Από την γραφική παράσταση εξάγεται ο χρόνος διπλασιασμού του συνολικού όγκου ως ο χρόνος που απαιτήθηκε για διπλασιασμό του συνολικού αριθμού κυττάρων ίσος με 16 ημέρες. Αυτό το αποτέλεσμα έρχεται σε συμφωνία με τις παρατηρήσεις κλινικών ιατρών, οι οποίοι περιμένουν διπλασιασμό του όγκου σε περίπου 20 ημέρες αλλά και με τα αποτελέσματα της [1], που δίνει χρόνο διπλασιασμού 11-13 ημέρες. Τα αποτελέσματα της προσομοίωσης δικαιώνουν τις αρχικές επιλογές των παραμέτρων του προγράμματος που επηρεάζουν την επιθετικότητα του όγκου, αφού βρίσκονται στο μέσο των δύο εκδοχών.
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	Σχήμα 4.4

Υπολογισμός χρόνου διπλασιασμού του όγκου που μοντελοποιείται με την βοήθεια γραφικής παράστασης του συνόλου των κυττάρων όγκου αρχικού σχήματος ελλειψοειδούς αξόνων (0.6 cm, 1.2 cm, 1.8 cm) που αναπτύσσεται ελεύθερα.


Τονίζεται πάντως ότι πέραν των παραπάνω ελέγχων απαιτούνται και εκτεταμένοι κλινικοί έλεγχοι προοπτικού χαρακτήρα για την ικανοποιητική επιβεβαίωση / κλινική προσαρμογή του μοντέλου. Τέτοιοι έχουν ήδη ξεκινήσει στα πλαίσια του Ευρωπαϊκού Προγράμματος ACGT που έχει προαναφερθεί.

4.2 Παραμετρικές Μελέτες

Εφόσον το μοντέλο έχει στοιχειωδώς ελεγχθεί και τα αποτελέσματά του κρίνονται κατ’ αρχήν ικανοποιητικά, μπορεί να χρησιμοποιηθεί διερευνητικά για την εκτέλεση προκαταρτικών in silico πειραμάτων και παραμετρικών μελετών.
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	Σχήμα 4.5

Μελέτη της επίδρασης καθυστέρησης χορήγησης της τρίτης δόσης βινκριστίνης για όγκο αρχικού ελλειψοειδούς σχήματος με διαστάσεις  αξόνων (0.6 cm, 1.2 cm, 1.8 cm)


Για παράδειγμα, μπορεί να γίνει μια εκτίμηση της επίπτωσης που θα είχε η καθυστέρηση μιας δόσης (π.χ. της τρίτης) κατά π.χ. 2 ή 3 ημέρες. Η γραφική παράσταση του σχήματος 4.5 αναπαριστά τις περιπτώσεις αυτές για έναν όγκο ελλειψοειδούς σχήματος και αρχικών αξόνων μεγέθους (0.6 cm, 1.2 cm, 1.8 cm). Το συμπέρασμα είναι ότι μια τέτοια καθυστέρηση δεν επηρεάζει το τελικό αποτέλεσμα της θεραπείας.

Εάν όμως μετά την καθυστέρηση της τρίτης δόσης γίνει κύλιση της θεραπείας ώστε η τέταρτη δόση να χορηγηθεί επτά ημέρες μετά την τρίτη, το ελάχιστο μέγεθος όγκου που επιτυγχάνεται αυξάνει. Το γεγονός αυτό παρουσιάζεται γραφικά στο σχήμα 4.6 για αρχικό όγκο διαστάσεων αξόνων (1 cm, 2cm, 3cm).

	[image: image33.wmf]0

100

200

300

400

500

600

700

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

x 10

9

t (h)

tumour size (no of cells)

as scheduled

2 days delay

3 days delay

8.183e+007

9.101 e+007

9.267e+007



	Σχήμα 4.6

Μελέτη της επίδρασης καθυστέρησης χορήγησης της τρίτης δόσης βινκριστίνης και ολίσθησης του σχήματος θεραπείας για όγκο αρχικού ελλειψοειδούς σχήματος με διαστάσεις  αξόνων (1 cm, 2 cm, 3 cm). Με βέλη φαίνεται το ελάχιστο μέγεθος όγκου που επιτυγχάνεται.


Τέλος εξετάζεται πόσο επιδρά στην καταστολή του όγκου η παντελής παράλειψη χορήγησης μιας δόσης. Στο σχήμα 4.7 αντιπαραβάλλεται το κανονικό σχήμα θεραπείας με τις περιπτώσεις που έχει παραληφθεί η δεύτερη και η τρίτη δόση. Προφανώς, στο τέλος της θεραπείας ο όγκος είναι φανερά μεγαλύτερος. Αξιοσημείωτο είναι πως το τελικό αποτέλεσμα είναι ίδιο, ανεξάρτητα ποια δόση θα παραλειφθεί. 

Περαιτέρω κλινικοί έλεγχοι των αποτελεσμάτων των παραμετρικών μελετών έχουν ήδη ξεκινήσει στα πλαίσια του προγράμματος ACGT σε ευρωπαϊκό επίπεδο. Αναμφισβήτητα είναι αυτός ο τύπος των ελέγχων / προσαρμογών που αναμένεται να φέρει τελικά το μοντέλο στην κλινική χρήση.
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	Σχήμα 4.7

Μελέτη της επίδρασης παράλειψης κάποιας δόσης σε αρχικό όγκο ελλειψοειδούς σχήματος με άξονες (1 cm, 2cm, 3cm). Στις γραφικές παραστάσεις δίνονται οι τιμές μικρότερου μεγέθους όγκου που επετεύχθησαν σε κάθε περίπτωση.


Αναφορές κεφαλαίου

[1] Carly M. Scott, Robin B. Britt, Cheryl Juneau, Kathy McKracken: Wilms' Tumor: A Primary Care Case Study And Differential Diagnosis. The Internet Journal of Advanced Nursing Practice. 2001. Volume 5 Number 1.

5

Συμπεράσματα και μελλοντική εργασία

5.1 Συμπεράσματα

Στην παρούσα διπλωματική εργασία αναπτύχθηκε το θεωρητικό υπόβαθρο για ένα τετραδιάστατο προσομοιωτικό πρότυπο της απόκρισης του νεφροβλαστώματος σε  σχήματα της κατάτμησης της δόσης του χημειοθεραπευτικού σκευάσματος βινκριστίνη και γράφηκε το ανάλογο πρόγραμμα στη αντικειμενοστρεφή γλώσσα C++. 

Η χρησιμότητα που θα έχει ένα τέτοιο εγχείρημα διαφαίνεται από τις ανάγκες  του Ευρωπαϊκού Προγράμματος IST “ACGT” (Advancing Clinico-Genomic Clinical Trials on Cancer: Open Grid Services for Improving Medical Knowledge Discovery), οι οποίες υπαγορεύουν την υλοποίηση μοντέλων τέτοιου είδους, ιδιαίτερα μέσω της δράσης του προγράμματος για την in silico ογκολογία.

Στα πλαίσια της εργασίας έγιναν έλεγχοι σε αλγοριθμικό, συστημικό και κλινικό επίπεδο καθώς και παραμετρικές μελέτες που σκοπό είχαν να καταδείξουν τις διαφοροποιήσεις που εμφανίζονται στην απόκριση του όγκου σε σχέση με μεταβολές στα σχήματα κατάτμησης της δόσης.

Το προτεινόμενο προσομοιωτικό μοντέλο φαίνεται να πληροί τις προϋποθέσεις που απαιτούνται ώστε αυτό να καταστεί μια πλατφόρμα περαιτέρω διαμόρφωσης και εφαρμογής της in silico ογκολογίας με τους εξής δύο βασικούς στόχους:

· εξατομικευμένη βελτιστοποίηση της θεραπευτικής αγωγής του καρκίνου

· μαθηματική και υπολογιστική διατύπωση της βιολογίας και της κλινικής αντιμετώπισης του καρκίνου.

Τονίζεται πάντως η σημασία των προοπτικών κλινικών ελέγχων / προσαρμογών που έχουν ήδη ξεκινήσει στα πλαίσια του Ευρωπαϊκού Προγράμματος IST “ACGT”

5.2 Μελλοντική εργασία

Το επιστημονικό πεδίο που διανοίγεται από τον συνδυασμό γνώσεων δύο ταχύτατα, αλλά μέχρι πρόσφατα μόνο παράλληλα αναπτυσσόμενων επιστημών, δηλαδή της βιολογίας του καρκίνου σε μοριακό αλλά και σε ανώτερα επίπεδα και  της επιστήμης των υπολογιστών καθιερώνεται σταδιακά με τον όρο in silico ογκολογία και προβλέπεται να αποτελέσει σημαντικό πυλώνα της κατανόησης και αντιμετώπισης του καρκίνου.

Σχετικά με την επέκταση της παρούσας εργασίας, αναφέρονται ενδεικτικά οι ακόλουθες κατευθύνσεις:

· Εκτεταμένοι κλινικοί έλεγχοι και προσαρμογές του μοντέλου, οι οποίοι όπως έχει προαναφερθεί, ήδη έχουν ξεκινήσει.

· Προσομοίωση της συνδυασμένης χημειοθεραπείας της βινκριστίνης και δακτινομυκίνης για νεφροβλάστωμα σταδίου Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, (μη μεταστατικός καρκίνος) και της βινκριστίνης, δακτινομυκίνης και δοξορουμπικίνης για νεφροβλάστωμα σταδίου IV (μεταστατικός καρκίνος). Οι ανάλογες μελέτες έχουν ήδη ξεκινήσει.

· Ενσωμάτωση στο μοντέλο παραμέτρων όπως η επίδραση των γονιδίων μέσω του γενετικού προφίλ του ασθενούς ή συνυπολογισμός μοριακών και πρωτεωμικών δεδομένων με τελικό στόχο την εξατομίκευση της προσομοίωσης για τον συγκεκριμένο ασθενή.

· Επέκταση του αντικειμενοστρεφούς μοντέλου προγραμματισμού και σε άλλους τύπους όγκων.

· Προσομοίωση συνδυασμού χημειοθεραπείας και ακτινοθεραπείας.

· Προσομοίωση επίδρασης της θεραπείας στους φυσιολογικούς ιστούς.
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Σχήμα 2.1-Μοριακή ένωση VCR





Σχήμα 2.2


Vinca Rosea





Σχ.2.5


Ο κυτταρικός κύκλος.





Σχ.2.6


Η πρωτεΐνη τουμπουλίνη .





Σχ.2.7


Μικροσωληνίσκος.





Σχ.2.8


Μικρόγραμμα στο οποίο απεικονίζονται τα διαχωρισμένα χρωμοσώματα με μπλε και η μιτωτική άτρακτος με πράσινο χρώμα.





Σχήμα 2.9 [15]


Γραφική παράστασηποσοστού επιβίωσης κυττάρων ως προς την συγκέντρωση βινκριστίνης για εμβρυονικά κύτταρα νεφρού.
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Σχήμα 3.2 Απεικόνιση του κυτταρικού κύκλου με κυτταρικό αυτόματο λαμβάνοντας


 υπ’ όψιν την δράση της βινκριστίνης.
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Σχήμα 3.1 Απεικόνιση του κυτταρικού κύκλου με κυτταρικό αυτόματο 
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