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Kapitel 0

EinfUhrung

Die Wissenschaft ist ein System gesicherter Erkenntnisse und Erkenntnisverfahren.
Diese zu erweitern und zu vertiefen, ist Aufgabe der Forschung.
Resultate der Forschung sind im allgemeinen vorldufig,

d. h. komplettierbar und revidierbar;
daher gehdrt der Zweifel zum Wesen des Wissens.

Lothar Sachs

(Sachs, L., 1998)

Mathematische Modelle

Mathematische Modellsysteme sind aus Wissenschaft und Forschung nicht wegzudenken. Sie bilden u. a.
die Grundlage der Steuerung technischer Systeme (Industrie, Luft- und Raumfahrt), meteorologischer Vor-
hersagen sowie des Verstandnisses und der gezielten Beeinflussung biologischer Systeme. Trotz des unter-
schiedlichen Kontextes lassen sich drei wesentliche Aufgaben benennen: Beschreibung und Widerspiege-
lung realer Zusammenhénge (Beschreibung), Vorhersagen und Prognosen bei verdnderten inneren und/oder
auleren Bedingungen (Vorhersage) und neue Einblicke in das Zusammenwirken komplexer Strukturen und
Prozesse (Erkenntnisgewinn).

Erfalst wird stets nur ein Teil der Wirklichkeit und nie die Gesamtheit aller Wechselwirkungen. Eine klare
Zielsetzung, die eine sinnvolle Idealisierung des Originals — unter Berticksichtigung aller wesentlichen und
dem Ausschluf aller unwesentlichen Elemente — ermdglicht, bildet die Basis einer addquaten und praxis-
relevanten Modellierung. Dabei fliel3t vorhandenes (a priori) Wissen in Entscheidungen Uber die Zerlegung
komplexer Systeme in Teilsysteme oder das Zusammenfassen elementarer Komponenten ein. Nach der er-
sten Phase der Modellbildung ist das entwickelte allgemeine Modell durch die Anpassung realer Daten zu
identifizieren. Die Modellparameter sind dabei so zu bestimmen, dall vorhandene Daten bestmdglich be-
schrieben werden. Neben der Eignung des Modells ist dabei in gleicher Weise die Giite des Datenmaterials
von Bedeutung: alle anhand des Modells zu identifizierenden Prozesse missen durch die MelRpunkte aus-
reichend charakterisiert sein, um eine Identifizierung der Modellparameter zu ermdglichen.

Wihrend des gesamten Modellierungsprozesses geht es immer wieder darum, die Validiertheit, d. h. die
Giite des Modells im Sinne der Zielstellung zu bewerten und ggf. neue Aspekte fur eine weiterfihrende
Modellierung anzuregen. Mit einer neu formulierten Zielstellung schliet sich der Kreis der Modellierung,
der als iterativer ProzeR der Modellbildung, Prifung, Korrektur und Verbesserung verstanden wird.
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Pharmakokinetische Modellierung

Die Anfange der pharmakokinetischen Modellierung liegen am Beginn dieses Jahrhunderts. Nach er-
sten Analysen und der Beschreibung der Konzentrationen von Xenobiotika, formulierten WIDMARK UND
TANDBERG 1924 das Ein-Kompartiment-Modell, und THEORELL leitete 1937 die Gleichung des Zwei-
Kompartiment-Modells her. Trotz dieser Entwicklungen wurde der Begriff Pharmakokinetik erstmals von
Dost, in seiner 1953 erschienenen Monographie ,,Der Blutspiegel — Kinetik der Konzentrationsabldufe in
der Kreislaufflissigkeit* als der ,,Lehre von der quantitativen Auseinandersetzung zwischen Organismus
und appliziertem Pharmakon®, gepragt (Pfeiffer, S. et al., 1995). Neben Untersuchungen zur Absorption
leisteten RESIGNO UND SEGRE mit der 1966 publizierten Darstellung ,,Drug and Tracer Kinetics* einen
wesentlichen Beitrag zur Zusammenstellung der theoretischen Grundlagen. Bereits Anfang der 60er Jahre
setzte eine rasche Entwicklung der Pharmakokinetik ein, die jedoch ,,von einer teilweise paradigmenhaften
Anwendung der Kompartimentmodelle gepragt war“ (Weiss, M., 1990a).

Kompartimentmodelle bestehen aus einem oder mehreren homogenen Verteilungsraumen, in denen alle Par-
tikel die gleiche Wahrscheinlichkeit besitzen, von ihrem gegenwaértigen in einen anderen identifizierbaren
Zustand zu gelangen (stochastische Definition nach RESIGNO UND SEGRE). Der Vorteil dieser Modelle be-
steht in der Handhabbarkeit der entstehenden Systeme linearer Differentialgleichungen, die mit bekannten
Methoden der linearen Algebra zu I6sen sind. Demgegeniber steht der Nachteil, daB aufgrund der festgeleg-
ten kinetischen Eigenschaften der Kompartimente kein weitgehend isomorphes Modell des realen Transport-
systems entwickelt werden kann und geschatzte Modellparameter somit nicht physiologisch interpretierbar
sind (Weiss, M., 1990a).

Anfang der 80er Jahre tendierte die Entwicklung in der Pharmakokinetik deshalb zunehmend zur Anwen-
dung physiologisch orientierter Modelle. Aufbauend auf der Struktur der Blutzirkulation im menschlichen
Organismus entstanden sogenannte Kreislaufmodelle. Je nach Anzahl der als Subsysteme eingebundenen
Organe besitzen diese a priori Strukturmodelle eine mehr oder weniger hohe Komplexitét.
Gesamtkorpermodelle (Weiss, M. et al., 1997), die alle Organe einzeln einbeziehen, dienen in der Regel
Simulations-Untersuchungen zum Verstandnis der Dynamik des komplexen Systems. Voraussetzung ist die
Kenntnis physiologischer KenngréRen, wie Flisse, Verteilungsvolumina und physikochemische Parame-
ter. Neben der Simulation von Dispositionskurven (Konzentrations-Zeit-Profile nach Impuls-Input) kénnen
zusétzlich Gewebekonzentrations-Zeitverldufe berechnet werden, die beispielsweise der Interpretation tier-
experimenteller Daten dienen.

Die Identifizierbarkeit solch komplexer Modelle ist nur dann moglich, wenn zusétzlich zu den Blutkonzen-
trationen auch die Konzentrationen der Subsysteme (Gewebekonzentrationen u. &.) vorliegen. Bei fehlenden
Informationen zu Membranpermeabilitidten werden Subsysteme im einfachsten Fall als Ein-Kompartiment-
Modelle modelliert, deren Verteilungsdynamik und Membraneinflu vernachlassigt werden. Darlber hinaus
wird in der Regel auch der Blutpool als homogen angesehen und damit die Initialverteilung vernachldssigt
(Weiss, M., 1990a).

Durch Experimente an isoliert perfundierten Organen und Geweben erweiterte sich in den letzten 10-15 Jah-
ren das Wissen Uber Verteilungsparameter der Subsysteme und ermdglichte realere Simulationsmodelle
(Weiss, M. et al., 1997). Grundlage dafir ist eine starker an der Realitdt orientierte Modellierung der einzel-
nen Organ- und Gewebesysteme, wie sie im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht.
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Verweilzeitkonzept

Neben der physiologischen Modellierung fand mit der sogenannten Verweilzeittheorie ein grundlegend neu-
es, auf der statistischen Theorie der Lebensdauerverteilungen basierendes Konzept in der Pharmakokinetik
Anwendung (Weiss, M., 1992). Durch die Betrachtung der Verweilzeit des einzelnen Pharmakonmolekiils
im biologischen System wird eine modellunabhéngige Charakterisierung der Systemeigenschaften maglich.
Die Besonderheit der pharmakokinetischen Anwendung besteht im Einsatz eines wahrscheinlichkeitstheo-
retischen Konzeptes zur Analyse deterministischer Systeme. Durch die Betrachtung der stochastischen Pro-
zesse auf Mikroniveau (Verweilzeit des einzelnen Molekiils) — deren Zufélligkeit nach dem Gesetz der
grolRen Zahlen bei hinreichend groRer Molekiilanzahl verschwindet — wird das melbare deterministische
Verhalten charakterisiert (Makroniveau). Die innere mathematische Struktur bleibt bei diesem ,,Niveau-
wechsel* erhalten.

Wie in der Anwendung der Uberlebenstheorie zeigt sich auch im Bereich der Modellierung durch die Adap-
tion bekannter Theorien und Vorgehensweisen eine starke Verflechtung der Pharmakokinetik mit anderen
wissenschaftlichen Disziplinen, wie z. B. der Systemtheorie oder chemischen Verfahrenstechnik.

Modellklassifikationen und Validitatskriterien

Die Klassifikation von Modellen kann nach unterschiedlichen Gesichtspunkten erfolgen. Eine grundlegen-
de Einteilung ist die Unterscheidung zwischen empirischen und theoretischen Modellen bzw. deren Misch-
form (Carson, E. R. et al., 1983; Weiss, M., 1990a).

Empirische Modelle sind Verhaltensmodelle, sogenannte Black-Box-Modelle, die keinerlei Annahmen zur
inneren Struktur des Modells in die Modellierung einbeziehen, vielmehr den kausalen Zusammenhang zwi-
schen Eingangs- und Ausgangsgréfen empirisch abbilden. Dabei wird der spezielle Zusammenhang mit
Hilfe beliebiger mathematischer Funktionen (z. B. Exponentialfunktionen) beschrieben. Ihr Vorhersagewert
beschrénkt sich deshalb nur auf den Bereich der experimentell erhobenen Daten; sie kdnnen die Struktur
des Systems nicht erkldren und eignen sich in diesem Sinne nicht zum Erkenntnisgewinn.

Theoretische Modelle hingegen basieren auf validierten Erkenntnissen zu Struktur, Eigenschaften und Funk-
tionsweisen des Systems und beziehen glltige chemische und physikalische GesetzmaRigkeiten in die Mo-
dellierung ein. Ihre Voraussagen des Systemverhaltens gelten deshalb auch fiir nicht beobachtete oder nicht
testbare Situationen. Aufgrund ihrer a priori Eigenschaften sind sie unter definierten Voraussetzungen gliltig
und besitzen in diesem Rahmen Aussagekraft. Besteht Isomorphie zum biologischen Objekt (z. B. bei
Kreislaufmodellen), sind physiologische und/oder biophysikalische Interpretationen des Systemverhaltens
mdoglich. Beispiele fur Strukturmodelle, die wegen fehlender physiologischer Korrelate und damit fehlender
Isomorphie ohne Erklarungswert bleiben, sind die klassischen Kompartimentmodelle. Ihre Anwendung ist
im Einzelfall kritisch zu Gberpriifen. — Generell ist die Validitat des gewahlten Modells am speziellen Sy-
stem zu Kldren.

Innerhalb der vorgestellten Modellklassen sind weitere Charakterisierungen moglich. Zum Beispiel kann
einerseits zwischen linearen und nichtlinearen Modellen unterschieden werden, andererseits sind globale
Systeme oder einzelne Organe modellierbar. In der Pharmakokinetik nehmen lineare Modelle, trotz prinzi-
pieller Nichtlinearitdt der pharmakokinetischen Prozesse, einen breiten Raum ein.

Alle nachfolgenden Betrachtungen dieser Arbeit setzen Linearitdt des pharmakokinetischen Systems vor-
aus, d. h. sie postulieren einen linearen Zusammenhang zwischen der applizierten Dosis und der Flache
unter dem gemessenen Konzentrations-Zeit-Verlauf. Diese Annahme ist aufgrund niedriger Dosierungen
i. A. gerechtfertigt und nach dem Sparsamkeitsprinzip sinnvoll. Sie impliziert die Giiltigkeit des zentralen
Clearance-Konzeptes (S. 10).
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Die Uberpriifung der Modellvaliditét, die wahrend des gesamten Modellierungsprozesses erfolgt, mift
sich an verschiedenen internen und externen Giitekriterien. Neben der inneren Konsistenz (keine logischen,
mathematischen oder konzeptionellen Widerspriiche) und algorithmischen Validitat (konvergente, stabile
numerisch approximative Verfahren u. &.) sind als externe Kriterien empirische, theoretische, heuristische
und pragmatische Validitét zu priifen. Wahrend empirische Validitat die Ubereinstimmung des Modells mit
verfiigbaren Daten fordert, bezieht sich die theoretische Validitat auf die Ubereinstimmung mit Naturge-
setzen und anerkannten Theorien. Heuristische Validitét ist gegeben, wenn sich das Modell zur Gewinnung
neuer Erkenntnisse eignet, Hypothesen gepriift werden kénnen oder neue Experimente angeregt werden.
Pragmatische Validitat spiegelt die praktische Anwendbarkeit, d. h. seine Effektivitat unter Berlicksichti-
gung des Aufwandes an Zeit, Geréten etc., wider (Weiss, M., 1990a).

Modellierung der Leberkinetik

Die Leber steht als das grofite und bedeutendste Stoffwechselorgan, insbesondere als wichtigstes Organ der
Biotransformation (Metabolisierung) des Organismus, im Mittelpunkt dieser Arbeit.

Aufgrund der Vielfalt ihrer Aufgaben zeichnet sie sich durch eine sehr komplexe und heterogene Struk-
tur aus (siehe Anhang A), die es bei der Modellierung in ihren wesentlichsten Komponenten zu erfassen
gilt. Das besondere Interesse der praktischen Arzneimitteltherapie ergibt sich aus ihrer Lage zwischen Ga-
strointestinaltrakt und Systemkreislauf: Bis auf einige Ausnahmen (z. B. parenterale, bukkale und sublin-
guale Applikation) unterliegen extravaskulér applizierte Pharmaka auf ihrem Weg zum Systemkreislauf ei-
ner ersten Leberpassage, die aufgrund der Metabolisierungskapazitét der Leber zu einer wesentlichen Her-
absetzung der systemischen Verfligbarkeit (Bioverfligbarkeit) der Substanz, dem sogenannten ,First-Pass-
Effekt”, fihren kann. Dariiber hinaus zeigen entstehende Metabolite inaktive, aktive oder toxische Wirkung.

Die vorliegenden ,,Beitrdge zur Mathematischen Modellierung der hepatischen Pharmakokinetik” spannen
deshalb einen Bogen von der Erweiterung eines bisher fur nicht-eliminierende (d. h. konservative) Systeme
vorliegenden Organmodells bis hin zu Untersuchungen zum Beitrag der Leber am First-Pass-Effekt, welcher
neben hepatischer Elimination auch durch aul3erhepatische Metabolisierung und Absorption bestimmt sein
kann.

Nachdem in den ersten zwei Kapiteln theoretische Grundlagen vermittelt und die tierexperimentelle Daten-
gewinnung durch isolierte Leber-Perfusion skizziert werden, stellt das dritte Kapitel bisher bekannte Leber-
modelle, insbesondere das stochastische 2-Phasen-Modell — Basismodell des anschlieRend im Mittelpunkt
stehenden Diffusionsmodells — vor.

Der Schwerpunkt der eigenen Untersuchungen liegt in Kapitel 4, das neben der Erweiterung des Diffusions-
modells um Metabolisierung Untersuchungen zum Modellverhalten, der Validitdt des Modells sowie der
Parameter-ldentifizierbarkeit umfaft, die in eigenstandigen Teilkapiteln dargestellt werden.

Im funften Kapitel geht es um die Frage, ob die simultane Analyse verschiedener Indikatoren der hepati-
sche Verteilung Hinweise auf eine Dispersion in den sogenannten ,,GroRen GeféRen™ gibt. Diese Gefdle
befinden sich innerhalb der Leber und dienen als Zu- und Abflisse der kleinsten funktionellen Einheiten
(Acini). Sie sind im Diffusionsmodell nicht berticksichtigt, kdnnten jedoch durch Systemkopplung in die
Leber-Modellierung einbezogen werden.

Abschlieend betrachtet das sechste Kapitel die Leber aus Sicht des Gesamtorganismus und untersucht ih-
ren Beitrag am First-Pass-Effekt an Daten einer speziellen Bioverfugbarkeitsstudie am Menschen.

Im Anhang findet der interessierte Leser neben der Darstellung der Anatomie und Morphologie der Leber
verschiedene Ergebnistabellen sowie die Bedienungsanleitung zum Programm der Sensitivitatsanalyse.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, da im Folgenden alle Gleitkommazahlen entsprechend der
Englisch-sprachigen Konvention mit Punkt dargestellt sind.



Kapitel 1

Theoretische Grundlagen

1.1 Systemtheoretische Betrachtungen

Experimente der isoliert perfundierten Leber sind im allgemeineren Kontext der Systemtheorie Untersu-
chungen zum Verhalten eines dynamischen, d. h. explizit zeitabhangigen Systems. In der Pharmakokinetik
handelt es sich dabei in der Regel um Systeme mit jeweils einem System-Ein- und -Ausgang (SISO-Systeme
- single input, single output, Abb. 1.1).

INPUT OUTPUT
SYSTEM
N
[(t) f(t)

Abbildung 1.1: Charakterisierung des Systemverhaltens

Zur vollstandigen Charakterisierung aller im System stattfindenden, das Systemverhalten bestimmenden
Prozesse, wird die Systemantwort (Output) nach Impuls-Input untersucht (Abb. 1.1), denn prinzipiell kénnen
nur im Vergleich zum Input langsamer ablaufende Prozesse erfalit werden. In der pharmakokinetischen Pra-
xis bedeutet dies die Bestimmung des Konzentrations-Zeit-Verlaufes am Organ-Ausgang nach Bolusinjek-
tion (Dispositionskurve).

Der den Zusammenhang zwischen Input I(¢) und Output £(t) vermittelnde Operator wird dabei als Uber-
tragungsfunktion H bezeichnet

f(t) = H(I(t)) (1.1)

und ermdglicht die Definition grundlegender Systemeigenschaften, von deren Giltigkeit im Folgenden stets
ausgegangen wird.
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1.1.1 System-Eigenschaften

Linearitat Ein System H ist genau dann linear, wenn fiir beliebige reelle Konstanten a; und as

H(a1 Il(t)—i-agfz(t)) = a H(Il(t))—i-ag H(Ig(t)) (1.2)
= a1 f1(t) + a2 fa(?)

— das sogenannte Superpositionsprinzip — gilt. Linearitat impliziert Homogenitét,

H(ay 1(t)) = a1 H(I1(?)) = a1 f1(¢) (1.3)

die in der Pharmakokinetik bereits ein hinreichendes Kriterium flir Linearitdt zu sein scheint (Weiss, M.,
1990a). Homogenitét besagt z. B., daR eine a-fache Dosis die a-fache Konzentration bewirkt.

Die Annahme der System-Linearitat ist bei pharmakokinetischen Untersuchungen aufgrund geringer the-
rapeutischer Dosierungen i. a. berechtigt. Grundsatzlich kann nichtlineares Verhalten bei allen zentralen
pharmakokinetischen Prozessen (Invasion, Dispersion, Elimination) auftreten und wird vorrangig durch die
Séttigung bimolekularer Reaktionen (Bindungsproteine, Enzymkapazitat, Carriersysteme) verursacht.

Zeitinvarianz  Ein System H entsprechend Gleichung (1.1) ist genau dann zeitinvariant, wenn fiir eine
beliebige wohldefinierte Zeitverschiebung to € R* gilt:

H(I(t+ty)) = f(t+to) vt € RT (1.4)

d. h. wenn es zu beliebigen Zeiten bei gleichen duRReren Bedingungen (Input) dasselbe Verhalten zeigt. Auf
der Grundlage dieser Eigenschaft lassen wiederholte Experimente zur Charakterisierung eines Systems ein
bis auf zufallige Schwankungen gleiches Systemverhalten erwarten. Die Parameter eines solchen Systems
sind zeitunabhangig.

Unter Annahme dieser System-Eigenschaften gelten fiir unterschiedliche Verknupfungen zweier oder
mehrerer Systeme (Abb. 1.2) die folgenden GesetzméaRigkeiten.

1.1.2 Systemkopplung

Reihenschaltung Fir zwei in Reihe geschaltete Systeme ergibt sich der Gesamt-Output f(¢) als Faltung
der Einzel-Funktionen f1(¢) und fa(t),

ft) = flt) fa(t)
= /flt—T (1.5)

Die bei der Lésung von Differentialgleichungen in der Praxis hdufig genutzte (komplexwertige) Laplace-
Transformation, s € C,

L{f(t) / f(t)e stat (1.6)
Uberfiihrt diese Faltung in eine einfache Multiplikation der Laplace-Transformierten,

Fit) * f2(t) — fi(s) fa(s) (1.7)
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Reihenschaltung

Parallelschaltung

fq

Abbildung 1.2: Wichtigste prinzipielle Mdglichkeiten der Kopplung zweier Systeme

Parallelschaltung  Die parallele Verknlipfung zweier Systeme fiihrt zur Linearkombination der einzelnen
Ubertragungsfunktionen. Dadurch ergibt sich als Gesamtsystem-Output, unter Beriicksichtigung des Anteils
der einzelnen Systeme am Gesamtsystem durch Wichtungsfaktoren ¢, g2 € R: q1 + g2 = 1,

f(t) = @ fi(t) + g2 fa(t) (1.8)

Diese Beziehung gilt auch fur die zugehorigen Laplace-Transformierten.

1.2 Pharmakokinetische Grundlagen

1.2.1 Verweilzeitkonzept

Die Theorie der Verweilzeitverteilungen (Residence Time Distibutions — RTD) stellt ein mathematisches
Konzept dar, das der Pharmakokinetik linearer Systeme (lineare Pharmakokinetik) eine verallgemeinerte
Sicht auf die zu untersuchenden Verteilungs- und Eliminationsprozesse ermdéglicht (Weiss, M., 1992).
Ihr Vorteil liegt in der Unabhédngigkeit von Strukturmodellen oder der a priori Annahme gut gemischter
Verteilungsraume (Kompartimente).

Ausgangspunkt ist die zuféllige (stetige) Verweilzeit T der einzelnen Substanz-Molekiile im System,
die einer kumulativen Verweilzeitverteilung F'(t) unterliegt,

F(t) = P(T<t) (1.9)

(der Wahrscheinlichkeit, daf ein Molekiil eine Verweilzeit T kleiner oder gleich ¢ besitzt).
F(t) wird als eine auf [0,00) differenzierbare Funktion angenommen, fir die zusétzlich F'(—0) = 0 und
F(o0) = 1 gelten (spezifizierte Eigenschaften einer Verteilungsfunktion). Ihre erste Ableitung

dF ()

f(t) 7 (1.10)
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ist die sogenannte RTD-Dichte, auch als Verweilzeit- oder Transitzeitdichte (TTD) bezeichnet, die (iber die
zugehdrigen Momente (Abschnitt 1.2.2) ndher charakterisiert werden kann.
f(¢) dt représentiert die Wahrscheinlichkeit, daB die Verweilzeit des Molekdls im Intervall (¢,¢ + dt] liegt.

Geht man von der Betrachtung des individuellen Molekiils (Mikrolevel) zur Betrachtung groferer
Molekil-Ensembles lber (Makrolevel), ergibt sich zwischen der Verweilzeitdichte f(¢) und der bis zum
Zeitpunkt ¢ aus dem System eliminierten Menge A;(¢) der Zusammenhang

 dAg/dt
Ael (OO)

() (1.11)
Dabei liegen folgende Annahmen zugrunde: 1) die einzelnen Molekiile sind nicht voneinander zu unter-
scheiden, 2) zwischen ihnen finden keine Interaktionen statt, 3) ihre individuellen Verweilzeiten sind von-
einander unabhangig und 4) ein Molekil, das das System verldRt, kann nicht wieder in dieses zurlickkehren
(irreversibler ProzeR).

Aufgrund der Proportionalitdt der Austrittsgeschwindigkeit dA.;/dt aus dem System und der als System-
Output gemessenen Konzentration C(t) gilt (siehe Gleichung (1.25) und (1.26)),

C(t)

)= —— 7 1.12
Fur nicht-metabolisierte Substanzen folgt daraus (siehe Gleichung (1.19)),
C(t)
t) = ——= 1.13

\on dieser Dosis (D) / FluB (Q) - normierten Konzentration wird im Folgenden bei der Verwendung des
Begriffes Verweilzeitdichte stets ausgegangen, selbst wenn flir metabolisierte Substanzen der Begriff Dichte
wegen

/ Ty <1 (1.14)
0

nicht mehr im mathematischen Sinn Anwendung findet. Um auf diese Ausnahme explizit hinzuweisen, wird
in der pharmakokinetischen Literatur der Begriff defekte Dichte verwandt. Der Vorteil dieser Normierung
wird bei der im nachsten Abschnitt folgenden Definition der Leber-Durchldssigkeit (Glg. (1.18)) deutlich.

1.2.2 Momentenanalyse

Die Momentenanalyse beruht auf der (numerischen oder modellabhéngigen) Bestimmung der Momente m;
des Konzentrations-Zeit-Verlaufes bzw. der Verweilzeitdichte, i € {0,1,2,...},

m; = / - tf(t)dt (1.15)
0

die die nachfolgend beschriebenen pharmakokinetischen KenngréRen definieren. Fir analytische Funktio-
nen, die im Laplace-Raum vorliegen, ist keine Riicktransformation in den Zeitbereich notwendig. In diesem
Fall gilt aufgrund der Korrespondenzen zwischen Zeit- und Laplace-Raum:

m; = (—1) limidif(s)

. 1.16
s—0 ds* ( )
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Bioverflgbarkeit bzw. Organ-Durchléssigkeit Die Bioverflgbarkeit F' € [0, 1] charakterisiert den An-
teil einer applizierten Substanz, der die systemische Zirkulation erreicht und somit dem Weitertransport
zum Wirkort zur Verflgung steht. Sie ergibt sich tiber die Absorptionsquote und die Durchlassigkeit aller
am First-Pass-Effekt beteiligten Organe, wie der Leber (H), der Niere (R) und dem Gastrointestinaltrakt (I):

F = FyFRFy (1.17)

Es sei darauf hingewiesen, dal im Gegensatz zur Definition in der pharmakologischen Literatur in dieser
Arbeit unter Bioverfligbarkeit nur der Anteil und nicht die Geschwindigkeit, mit der dieser Anteil im Sy-
stemkreislauf zur Verfiigung steht, verstanden wird.

Die Leber-Durchldssigkeit F'i berechnet sich, unter Einbeziehung des Leber-Flusses @ i und der Dosis D,
als das nullte Moment der Dispositionskurve C(t), auch als AUC (Area Under the Curve) bezeichnet,

Qu [, C(t)dt
D

Qu AUC

Fg =

D
- [ roa (L.18)
0

Dabei ist f(t) die spezielle Leberverweilzeitdichte. (Der Einfachheit halber wird hier und im Folgenden von
der Bezeichnung fz(t) abgesehen.) Fir nichteliminierte Substanzen (F' = 1) ergibt sich demzufolge

D
AUC = — 1.19
Qu (1.19)
Liegt Elimination vor, bezeichnet die (hepatische) Extraktion Egz = 1 — Fg den eliminierten Anteil der
urspriinglich applizierten Substanz. Die Extraktion steht im engen Zusammenhang zur Organ-Clearance

CLy (dem pro Zeiteinheit von der Substanz gereinigten Leber-Volumen)
CLy

Ey = — 1.20
H On (1.20)
Aus Gleichung (1.26) folgt als allgemeiner Zusammenhang zwischen Verfuigbarkeit, AUC und Clearance
Fy D
Ly = —— 1.21
CLa AUC (1.21)

Mittlere Transitzeit Die mittlere Transitzeit MT'T der betrachteten Substanz durch das Organ ergibt sich
als Quotient des ersten und nullten Momentes der Dispositionskurve bzw. Verweilzeitdichte

Jo tf(t)dt _my
fooo f(t)dt mo
Das erste Moment stellt den Schwerpunkt der Kurvenverlaufs dar.

MTT = (1.22)

Relative Dispersion Als relative Dispersion C'V?2 wird die MTT?-normierte Varianz (VAR) der Ver-
weilzeit der Substanz im System bezeichnet. Sie ergibt sich tber das nullte, erste und zweite Moment der
Dispositionskurve bzw. Verweilzeitdichte

VAR _ ma Mo
MTT?  m?

cv? = 1 (1.23)
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Verteilungsvolumen Im Gegensatz zum realen geometrischen Volumen ist das Verteilungsvolumen V
ein scheinbares Volumen, welches einen Zusammenhang zwischen der im System vorhandenen Substanz-
Menge und der zu einem bestimmten Zeitpunkt (z. B. ¢ = 0: Initialverteilungsvolumen) beobachteten Kon-
zentration herstellt,
A(t) .

Vait) = —=, tfix 1.24
Eine starke Verringerung der Konzentration durch Bindungsprozesse o. . kann das Verteilungsvolumen
derart vergroRern, daB es das anatomische Volumen um ein Vielfaches ubersteigt. Das Verteilungsvolumen
reprasentiert das Volumen, in dem sich die Substanz verteilen mifte, um die beobachtete Konzentration zu
erreichen.

1.2.3 Clearance-Konzept

Das Clearance-Konzept — ein grundlegendes Konzept der Pharmakokinetik — basiert auf der bereits
erwdhnten Annahme, dal’ die Eliminationsgeschwindigkeit der Substanz zu jedem Zeitpunkt proportional
der gemessenen Konzentration ist, d. h.

dAe
dt

= CLC(®) (1.25)

gilt. Der Proportionalitatsfaktor CL, die sogenannte Clearance, ist das konstante Verhaltnis zwischen Eli-
minationsrate und Konzentration am Eliminationsort, die das pro Zeiteinheit von der Substanz gereinigte
Volumen widerspiegelt. Eine wesentliche Voraussetzung dieser Clearance-Definition ist das schnelle, nahe-
zu sofortige Erreichen des Gleichgewichts zwischen den Konzentrationen am Ort der Messung und am Ort
der Elimination. Fir arterielles Blut ist diese Bedingung im allgemeinen erfullt (Weiss, M., 1990a).
Integriert man die Beziehung beziiglich der gesamten positiven Zeitachse, folgt

Ag(o0) = CL /0 ooC(t)dt (1.26)

wobei A.(oco) die im Zeitintervall [0,00) insgesamt eliminierte Menge ist (siehe auch Gleichung (1.21)).

1.3 Modellselektionskriterien

Zum Vergleich unterschiedlicher Modelle im Hinblick auf die Qualitdt ihrer Datenbeschreibung und die
Anzahl der Modellparameter existieren verschiedene Kriterien (Heinzel, G. et al., 1993). Ein haufig ange-
wandtes ist das Akaike-Kriterium AIC:

AIC =nln (Zn: w; [C(t;) — f(ti)]2> +2p (1.27)

=1

Es basiert auf der gewichteten (w;) Summe der Abweichungsquadrate der gemessenen Konzentration C(¢;)
vom Modellwert f(¢;) und bezieht die Anzahl der MeRwerte n und die Modellparameterzahl p explizit in
die Bewertung mit ein (Akaike, H., 1974). Je kleiner der AIC-Wert, um so geeigneter ist das Modell.
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Eine Modifikation stellt das MSC-Kriterium (Model Selection Criterion) dar:

Sicyw [O) = O] 2p (1.28)
S wi [O(t) — f(6:)] n :

Neben den Abweichungen der Modellwerte von den gemessenen Konzentrationen werden die Schwankun-
gen der MeRwerte um die mittlere Konzentration C(t) = .1, C(t;)/n berlcksichtigt. Da sie auf die
Modellabweichungen bezogen wird, ist ein Modell mit gréBerem MSC-Wert geeigneter als ein Modell mit
geringerem (Micromath Scientific Software, 1995).

MSC = ln(



Kapitel 2

Perfusion der isolierten Leber

2.1 Experimentelle Durchfiihrung

Die folgende Beschreibung der Single-Pass-Experimente an der isoliert perfundierten Ratten-Leber erfolgt
aus Sicht des Theoretikers und beschréankt sich deshalb auf die prinzipielle Vorgehensweise.

Ausgehend von der Zielstellung — der Charakterisierung der hepatischen Verteilungsprozesse durch Auf-
nahme der Leber-Dispositionskurve — ist das Organ aus der systemischen Zirkulation zu lésen und gleich-
zeitig seine reale Funktionsfahigkeit zu gewahrleisten. Wechselwirkungen mit anderen Organen werden
dadurch ausgeschlossen, so daR unabhangige Aussagen zum Organverhalten maéglich sind.

Vorbereitung der Leber Die Isolation der Leber erfolgt an der narkotisierten Ratte, welcher durch einen
Langsschnitt Bauchraum und Brustkorb gedffnet werden, so daR die zentralen Arterien und Venen des Her-
zens und der Leber fiir die isolierte Perfusion vorbereitet werden kénnen. Nachdem die notwendigen Inflow-
und Outflow-Katheter der Leber gelegt und die HauptgefaRe der systemischen Blutversorgung zum Abbin-
den vorbereitet sind, kann die Leberperfusion gestartet werden (Wolkoff, A. W. et al., 1987; Waynforth, W.
B. und Flecknell, 1992).

Leberperfusion Die Perfusion erfolgt in situ, d. h. das Organ wird an Ort und Stelle aus dem Blutkreislauf
gel6st und unabhangig perfundiert.

Nach Abschluf® der Vorbereitungen werden das Perfusat-Reservoir und der Inflow-Katheter miteinander
verbunden (Abb. 2.1) und das Perfusat tber eine regelbare Pumpe mit definierter FlieRgeschwindigkeit der
Leber zugefiihrt. Gleichzeitig ist die systemische Blutzufuhr, durch das Abbinden der praparierten Gefale,
zu unterbrechen.

Ab dem Zeitpunkt der Injektion aller zu untersuchenden Substanzen in den Inflow-Katheter ist das die
Leber (iber den Outflow-Katheter verlassende Perfusat mit Hilfe eines Probenkollektors intervallweise zu
sammeln und anschlielend der Auswertung zuzufihren.

Als Perfusat wird in der Regel MOPS-Puffer verwandt, der, im Gegensatz zum friiher hdufig verwandten
Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Puffer, eine hohere Stabilitat der Puffereigenschaften (p.H-Wert konstant 7.4)
aufweist (Kuhlmann, O., 1998).

Das Perfusat wird auf etwa 42°C temperiert, so dafl in der Leber Kérpertemperatur (37°C) herrscht.
Zusétzlich wird es entweder vor der Perfusion mit Sauerstoff angereichert oder wahrenddessen iber
einen Oxygenator mit Sauerstoff versorgt. Neben Messungen des Sauerstoffgehaltes erfolgt zur Kontrolle
der Funktionstiichtigkeit des Organs eine zusatzliche Beobachtung des Leber-Innendrucks wéahrend des
gesamten Experimentes.

12
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Perfusat

Perfusionsflul3 QL

Probenkolben

LEBER

y
BoluLnjektion @ @ @

Dosis D C®

t=0 t

Abbildung 2.1: Prinzipieller Aufbau der Single-Pass Perfusion einer isolierten Leber

Die erste Injektion der zu untersuchenden Substanzen erfolgt nach einer Auswaschzeit von etwa 15
min, die der Entfernung letzter Blutriickstdnde dient. Da die Leber in der Regel fur 1.5 — 2 Stunden ihre
Funktionstiichtigkeit behalt, sind mehrere Injektionen mdoglich (Kuhlmann, O., 1998). Um Kumulationen
zu vermeiden, werden zwischen den aufeinanderfolgenden Injektionen substanzabhéngige Auswaschzeiten
eingehalten.

Proben-Vermessung Zur Detektion der injizierten Substanzen, wie Wasser, Saccharose oder Albumin,
ist in der Regel eine Markierung erforderlich. Dabei zeichnen sich radioaktive Marker (3H, 4C, 121), im
Gegensatz zu Farbmarkern wie Evans Blue, durch eine hohere Empfindlichkeit der MeBmethoden aus.

Neben Szintillationsmessungen radioaktiv markierter Substanzen und der Anwendung von Mikroplatten-
lasern bei Farbmarkierungen steht die Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie (High Performance
Liquid Chromatography - HPLC) als eine leistungsfahige Methode der Spurenanalytik immer mehr im Mit-
telpunkt der Anwendungen. Ihre Stérke liegt im Einsatz hochempfindlicher Detektoren (z. B. Fluoreszenz-
und chemischer Detektoren sowie Massenspektrometer), die im Gegensatz zu radioaktiv markierten Sub-
stanzen eine selektive Bestimmung, d. h. die Unterscheidung verschiedener, gleich markierter Substanzen
ermdoglichen (Kuhlmann, O., 1998).
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2.2 MID-Methode

Die ,,Multiple Indicator Dilution Method* (Goresky, C. A., 1963; Goresky, C. A., 1983) stellt die zentrale
Methode zur Analyse der aus mehreren Verteilungsraumen bestehenden Organe dar. Sie ist durch die Injek-
tion eines Gemisches verschiedener Indikator-Substanzen (Chinard, F. P. et al., 1955) gekennzeichnet, die
sich hinsichtlich ihrer Verteilung im Organ unterscheiden und damit die unterschiedlichen Verteilungsrdume
widerspiegeln.

Neben der Bestimmung der Verteilungsvolumina dient die MID-Methode der Charakterisierung von Sub-
stanzen mit unbekannten Verteilungseigenschaften. Wahrend sich erste Informationen bereits aus dem Ver-
gleich des Konzentrations-Zeit-Verlaufes der ,,unbekannten* Substanz mit denen der Indikator-Substanzen
ergeben, erfolgt die Schatzung der Verteilungsparameter in der Regel modellbasiert.

Marker der hepatischen Verteilung sind Wasser, Saccharose, Albumin und rote Blutzellen. Wéhrend sich
Wasser ungehindert im Organgewebe verteilt (intrazelluldrer Indikator), gelingt es Saccharose und Albumin
nicht, die Membrambarriere der Hepatozyten zu tberwinden. Albumin verteilt sich im Gegensatz zu Sac-
charose (extrazelluldrer Indikator) nur in etwa 2/3 des Dissé-Raumes (Abb. A.3 im Anhang S. IV). Die roten
Blutzellen (RBC) hingegen verbleiben vollstdndig im GefdRsystem (intravaskulérer Indikator) und verteilen
sich weder im Interstitium noch in den Zellen.

Fir die Indikator-Substanzen gilt das sogenannte Superpositionsprinzip: Da sich ihre Verteilung bei glei-
chem FluB zwar bezuglich der Verteilungsvolumina jedoch nicht in den zugrundeliegenden Mischungspro-
zessen unterscheidet, filhrt eine geeignete Korrektur zur Uberlagerung der Zeitverldufe (Goresky, C. A.,
1983; Schwab, A. J. et al., 1990). Detaillierte Informationen und eine bisherige Anwendung dieser Eigen-
schaft finden sich in Kapitel 5.1.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dall im Folgenden der Einfachheit halber von ,intravaskulédrer”
Verteilung bzw. Markern gesprochen wird, obwohl dabei in der Regel sowohl die Dispersion in den Sinu-
soiden als auch die Verteilung im Dissé-Raum gemeint sind, die entweder vollstandig oder, wie im Falle des
Albumins, nur teilweise erfolgt.



Kapitel 3

Lebermodelle

Zum Verstandnis der im Gesamtorganismus stattfindenden Prozesse und deren EinfluB auf die Kinetik ap-
plizierter Pharmaka bildet die Modellierung der Leber, dem wichtigsten Ort der Elimination und Metabolit-
entstehung, eine wesentlich Grundlage.

Aufgrund der charakteristischen Struktur der Leber wird die mathematische Modellierung durch die Be-
schreibung zweier in Abb. 3.1 dargestellter Mischungsprozesse bestimmt:

1. der makroskopischen Mischung, verursacht durch das Netzwerk der Kapillargefale, und

2. der mikroskopischen Mischung, der Verteilung zwischen Sinusoid und Hepatozyt.

Mischung

makroskopisch mikroskopisch

\
intrazelluldre Phase \\ extravaskular
* 1
|
L

stark ver zweigtes Sinusoidnetzwerk N 1| extrazellular

I |} Membran-Barriere

Abbildung 3.1: Hepatische Mischungsprozesse; Informationen tiber den intrasinusoidalen Mischungsprozel3
(makroskopische Mischung) sind auf Basis der Transitzeitverteilung vaskuldrer bzw. extrazelluldrer Marker

maoglich.

15
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Bisherige Lebermodelle unterscheiden sich insbesondere in der Modellierung der makroskopischen
Mischungsprozesse.

Die Basis der Beschreibung des intravaskuldren Mischungsverhaltens bildet in den meisten Féllen
(Tab. 3.1) die eindimensionale Transportgleichung

_ A2
oC | 90 5 0%C

5 05, Poz = @40 (3.1)
Sie charakterisiert die zeitliche Anderung der Substratkonzentration C(t,z), die durch einen in FluB-
richtung = vorliegenden Konzentrationsgradienten v 9C/0x (Konvektionsterm der Geschwindigkeit o),
molekulare Diffusion bzw. Dispersion D 0?C /02 sowie einen zusatzlichen Weg- und/oder Konzentrations-
abhéngigen ProzeR r(z) g(C) verursacht wird. Da in der Regel vereinfachend von homogener (mittlerer)
Enzymaktivitdt und Permeabilitédt innerhalb der Leber ausgegangen wird, ist r(z) = konstant.

Modell Spezifizierte Transportgleichung
Kompartiment-Modell 0C /ot = —r(x) g(C)

Roéhrenmodell 9C/0t +v0C/0x = —r(z) g(C)
Dispersionsmodell dC /ot + 59C [0z — D 8>C/0z* = —r(zx) g(C)

Tabelle 3.1: Spezifikation der Transportgleichung zur Beschreibung der intravaskuldren Mischung in unter-
schiedlichen Lebermodellen

Waihrend die Extreme Kompartiment- und Rohrenmodell von vollstéandiger bzw. keinerlei Mischung
zwischen den Sinusoiden ausgehen, ist die in der Realitét auftretende zeitliche und 6rtliche Verteilung in
hdufiger genutzten Modellen, wie dem Goresky- oder Dispersionsmodell, auf unterschiedliche Art und
Weise modelliert.

Das vorliegende Kapitel stellt neben bereits erwdhnten Lebermodellen das von WEISS UND ROBERTS 1996
in die Pharmakokinetik eingefiihrte, allgemeine(re) stochastische 2-Phasen-Modell vor (Abschnitt 3.3).
Es wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit um Metabolisierung erweitert, um es als Organmodell der
Leber nutzen zu kdénnen und enthélt die obigen Extremmodelle und das Dispersionsmodell als Spezialfélle
(siehe S. 25f.).

3.1 Kompartiment- und Rohrenmodelle

Kompartimentmodelle

Kompartimentmodelle (Wagner, J. G., 1975) sind die Modelle der klassischen Pharmakokinetik. Sie un-
terscheiden durch Kombination mehrerer Einzel-Kompartimente unterschiedliche, jeweils gut gemischte
Verteilungsraume.
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Gleichverteilungsmodell (well-stirred model) Im einfachsten Fall wird das zu beschreibende System als
ein gut gemischtes Kompartiment modelliert (Ein-Kompartiment-Modell, Abb. 3.2), dessen Ausflukonzen-
tration gleich der inneren Konzentration des Kompartiments ist. Die zeitliche Anderung der Konzentration

G2
I PR

Abbildung 3.2: Ein-Kompartiment-Modell

dieses Systems wird entsprechend Tabelle 3.1 durch die Differentialgleichung

aC(t) Q + CLipnt
— = ———(C(t 3.2

5 o) (32)
beschrieben. Ihre Losung stellt, unter Bertlicksichtigung der Anfangsbedingung C'(0) = D/V/, die Impuls-
antwort des Systems dar und fiihrt auf den exponentiell abfallenden Konzentrations-Zeit-\Verlauf

o) = 2 exp (—% t) (3.3)

Dabei sind D die applizierte Dosis, V' das Verteilungsvolumen, ) der konvektive FIuR und CL;,; die
Metabolisierungsclearance (intrinsische Clearance) der modellierten Elimination erster Ordnung. Als AUC,
MTT und CV?2 ergeben sich D/(Q+ CLint), V/(Q+ CLiy:) und 1. Die Abhéngigkeit der AUC und MTT
vom FIluf3 weist darauf hin, dall der Stofftransport durch das System durch die FlieBgeschwindigkeit limi-
tiert wird. Neben der Beschreibung des zeitlichen Konzentrationsverlaufes geht es, im Zusammenhang der
Bewertung des First-Pass-Effektes (siehe Anhang S. I), um die Giite der modellabhéngigen Schatzung der
Leberdurchldssigkeit. Fir das Gleichverteilungsmodell ergibt sich nach Gleichung (1.18)

Q

FH,Komp - Q+ CLint (34)
Fur gering metabolisierte Substanzen unterscheiden sich die Vorhersagen der Verfiigbarkeit dieses einfa-
chen Modells — das die wahren Mischungsprozesse in der Leber in keiner Weise realistisch beschreibt —
nur geringfligig von denen komplexerer Modelle. Mit steigender Metabolisierung vergroRern sich die Un-
terschiede zwischen den Vorhersagen der verschiedenen Lebermodelle immer mehr (Abb. 3.3) und werden
somit in hohem Mal3e modellabhdngig. Um so bedeutsamer ist fir extensiv metabolisierte Pharmaka eine
mdoglichst realitdtsnahe mathematische Beschreibung der in der Leber stattfindenden Prozesse.

Zwei-Kompartiment-Modell (well-stirred tank model) Fir sogenannte Barriere-limitierte Substanzen,
deren Verteilung in die Leberzellen durch die Zellmembran als Permeationsbarriere beschrankt ist, stellt
das Lebergewebe einen zusétzlichen Verteilungsraum dar, der durch ein zweites Kompartiment (Abb. 3.4)
beriicksichtigt werden kann. Die Leber wird somit als ein aus zwei gut gemischten Verteilungsraumen
(Gefalsystem und Lebergewebe) bestehendes System betrachtet, die liber eine gemeinsame Grenzflache,
die Membran des Hepatozyten, in Verbindung stehen. Die Verteilung aus dem zentralen in das periphere
Kompartiment wird durch die substanzabhéngigen Permeabilitdtseigenschaften der Membran bestimmt.
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Diffusionsmodell d=100 sec

Durchléssigkeit

Diffusionsmodell d=1 sec

1-Kompartimentmodell
Dispersionsmodell

Einfaches Rohrenmodell

00 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Intrinsische Clearance (ml/sec)

Abbildung 3.3: Einflu der intrinsischen Clearance auf Unterschiede in den Vorhersagen der hepatischen
Durchlassigkeit Fg; verschiedener Lebermodelle

| A /@
B Qg%

Abbildung 3.4: Zwei-Kompartiment-Modell

Da Membranen Doppellipidschichten sind, verringert sich die Penetrationsfahigkeit je hydrophiler die
Substanz ist.

Die zeitlichen Anderungen der Konzentrationen in den Kompartimenten (Blut: C'z und Gewebe: Cr)
werden durch die folgenden Differentialgleichungen beschrieben:

oC PS
ai(t) = _v% Cp(t) = 37~ [Cp(t) fup — Or(t) fur] (35)
86;;5@) = 5—5 [CB(t) fup — Cr(t) fur] - Cé;"t Cr(t) fur (3.6)

Dabei sind Vp und V7 das vaskulare und zelluldre Verteilungsvolumen, fup und fur die freien Fraktionen
(ungebundener Anteil der Substanz) sowie CL;,; die bereits bekannte intrinsische Clearance, die die Meta-
bolisierung der applizierten Substanz beschreibt. Als Losung dieser Differentialgleichungen ergibt sich die
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folgende Verweilzeitdichte in Laplace-Koordinaten

. 1
fokomp(s) = (3.7)
kv (s+ke)
1+ MTTB (S + m)
Dabei gelten die Beziehungen:
Vi
MTTg = 53 (3.8)
fup PS
k= 3.9
- (3.9)
fupVy  Vp
v o= = —= 3.10
furVep Vg (3.10)
k. = Jur CLint (3.11)
Vr

Kettenmodell (tanks-in-series model) Neben der Kombination eines zentralen und eines peripheren
Kompartimentes ist es im néchsten Schritt naheliegend, die GefaRsystem-Mischung mit Hilfe »n in Reihe
geschalteter identischer Kompartimentsysteme (Kette) zu beschreiben.

Fur jedes einzelne Kompartimentsystem gelten dabei die Gleichungen (3.5) und (3.6) unter zusatzli-
cher Berlicksichtigung des jeweiligen Inputs, der sich als Output des Vorganger-Kompartiments ergibt.
Systemtheoretisch filhren diese Uberlegungen auf eine n-fache Faltung des Konzentrations-Zeit-Verlaufes
des Zwei-Kompartiment-Modells unter Beriicksichtigung des anteilmaRigen Volumens V; = V.s/n der
einzelnen Kettenglieder.

Die relative Dispersion dieses Modells betragt fiir nicht-eliminierte Substanzen CV'2? = 1/n (Mellick, G.
D. etal., 1997). Experimentell erhaltene Werte von 0.4-0.5 (Roberts, M. S. und Rowland, M., 1986) legten
bisher die Betrachtung zweier Kettenglieder nahe (Mellick, G. D. et al., 1997).

Das Kettenmodell in Ein-Kompartiment-Form wurde von WEISIGER ET. AL (Weisiger, R. A. et al.,
1986) und GRAY UND TAM (Gray, M. R. und Tam, Y. K., 1987) in die Pharmakokinetik eingefihrt.
Es sollte als ein einfaches empirisches Modell eine Briicke zwischen den Extremmodellen schlagen.
Als hepatische Transitzeit ergab sich fiir diesen Fall einfacher Kompartimente die Gammaverteilung
C(t) = Axtfe® mitk = nund b = Q/V (Weiss, M., 1990a). Fiir Thyroxin konnte mit diesem
Modell bereits bei 8 Kettengliedern der intrasinusoidaler Konzentrationsgradient nachgebildet werden
(Weisiger, R. A. et al., 1986). Die Verfiigbarkeit fihrt fiir die Spezialfdlle n = 1 und n = oo auf die des
Ein-Kompartiment- bzw. Rohrenmodells (Weiss, M., 1990a).

Rohrenmodelle

Einfaches Rohrenmodell (tube model) Das aus der Gastroenterologie stammende Modell betrachtet
die Leber als Rohre der Lange L mit konvektivem FluR @ und parallel verlaufenden, nicht miteinander
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kommunizierenden Sinusoiden (keine intersinusoidale Mischung), die in erweiterter Modellformulierung
vom Lebergewebe, als einem gut gemischten Kompartiment, umgeben ist (Abb. 3.5).

Abbildung 3.5: Einfaches R6hrenmodell

Die Konzentration innerhalb der RoOhre ist ortsabhdngig und wird durch die Konvektions-
Permeationsgleichung (vgl. Tabelle 3.1)

oCp(t) _NaCB(t) PS

or . = Vo v, [©8() fup—Cr(t) fur] (3.12)

beschrieben (Mellick, G. D. et al., 1997). Der Eintritt der Substanz in das umliegende Gewebekomparti-
ment sowie Metabolisierung erfolgen wie beim 2-Kompartiment-Modell, so dall Gleichung (3.6) auch hier
Gliltigkeit besitzt. Zusatzlich gelten die Anfangs- und Randbedingungen C'g(z,t = 0) = Cr(x,t =0) =0
und Cg(x = 0,t) = 6(¢), so dal sich als Laplace-Losung die Verweilzeitdichte

R ) 619

ergibt.

Verteilungsmodell (distributed tube model) Das von GORESKY ET. AL (Goresky, C. A., 1963; Gores-
ky, C. A. et al., 1973) im Zusammenhang mit der MID-Methode eingefiihrte Verteilungsmodell betrachtet
die Sinusoide als ein System identischer, paralleler Rohren mit unterschiedlichen Transitzeiten T'. Es stellt
eine Erweiterung des einfachen Rohrenmodells zum strukturierten Lebermodell dar, das der Realitét besser
entspricht.

4 -
A U—
| —

Abbildung 3.6: Verteilungsmodell - System paralleler Rohren unterschiedlicher Lange

Der Konzentrations-Zeit-Verlauf am Organ-Ausgang ergibt sich als Integral der Zeit-Profile w(¢; T") der
einzelnen Réhren (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1993)

c(t) = /Otu(t;T)\I/(T)dT (3.14)
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wobei ¥(T") die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion der Réhren-Transitzeiten ist.

LUXON UND WEISIGER erweiterten das Goresky-Modell um intrazelluldre Diffusion, die fiir extensiv an
das Zytoplasma oder Proteine der Zelle gebundene Substanzen zu erwarten war (Luxon, B. A. und Weisiger,
R. A., 1993). Dabei ergab sich fiir die obige Gleichung (3.14) die Laplace-Darstellung

&(s) = xi/(sw%(s)) (3.15)

ﬁ +k3 tanh< ﬁ)

7 (k2 ) + (5 + k2 ks ) tank <\/td:ﬂ>

Die Parameter ky = P1.S/Vp und ks = P»S/Vp charakterisieren die Ein- und Austrittsraten der Zelle.
Intrazelluldre Exkretion und Diffusion werden durch k3 = P3S/Vr bzw. tgq = L?/ D bestimmt, wobei L
die maximale Diffusionstiefe und Dy den Diffusionskoeffizienten bezeichnet.

k(s) = ki—kiks (3.16)

3.2 Dispersionsmodell

Das 1985/86 von ROBERTS UND ROWLAND zur Beschreibung der Kapillarsystem-Mischung und Metaboli-
sierung in der Leber vorgeschlagene Dispersionsmodell (Roberts, M. S. und Rowland, M., 1985; Roberts, M.
S. und Rowland, M., 1986) stellt eine Adaption des von PERL UND CHINARD 1968 fiir den Kapillarbereich
vorgeschlagenen Konvektions-Diffusionsmodells dar. Es greift auf Ergebnisse der chemischen Reaktortheo-
rie zurlick und modelliert die axiale Dispersion lber einen einzigen Mischungsparameter, die sogenannte
Dispersionszahl. Aus Sicht der Transportgleichung (3.1) gilt Dy = D/(# L) mit L der ,Gesamtlénge* der
Leber. Die axiale Dispersion ergibt sich durch Teilung und Rekombination der FluBwege sowie zusétzliche

é Radiale Diffusion

Axiae Dispersion

Abbildung 3.7: Verteilungsprozesse im Dispersionsmodell

radiale Variation der FlieRgeschwindigkeit und Wegeldngen. Axiale Diffusion ist im Vergleich dazu ver-
nachléssigbar. Gleichzeitig erfolgt radiale Diffusion im Vergleich zur FluBgeschwindigkeit so schnell, dai3
sich ortsunabhangig ein sofortiges Gleichgewicht zwischen Sinusoid und Dissé-Raum (Interstitium) ein-
stellt. Damit ist die axiale Dispersion die wichtigste Determinante der hepatischen Transitzeitverteilung und
bestimmt insbesondere die relative Dispersion der sich ergebenden Verweilzeitdichte.

Fur Barriere-limitierte Substanzen wurde das urspriingliche Dispersionsmodell, wie das Réhrenmodell, um
ein Gewebekompartiment erweitert (Roberts, M. S. et al., 1988; Yano, Y. et al., 1989) (Abb. 3.8). Die in der
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Abbildung 3.8: Zwei-Kompartiment-Dispersionsmodell

Literatur in diesem Fall Ubliche Bezeichnung Zwei-Kompartiment-Dispersionsmodell ist dabei im Hinblick
auf die modellierte vaskulédre Dispersion eigentlich nicht exakt und irrefiihrend.

Die vaskuldre Gleichung des Dispersionsmodells unterscheidet sich von der des Réhrenmodells durch einen
zusétzlichen diffusionsahnlichen Dispersionsterm zweiter Ordnung (vgl. Tabelle 3.1), dessen Dispersions-
koeffizient D im Gegensatz zur Diffusion durch die Konvektion im Mikrozirkulationsbereich bestimmt wird,
so daf sich folgende Gleichung (Mellick, G. D. et al., 1997) ergibt:

oCg(t) P &Cp(t) . dCp(t) PS

ot Oz? Oz Vg

Analog zum Roéhrenmodell gilt auch hier beziiglich der Gewebeverteilung die Differentialgleichung (3.6).
Unter Berticksichtigung der Anfangsbedingungen und gemischter Randbedingungen (geeigneter als Danck-
werts Randbedingungen (Hsu, J. T. und Dranhoff, J. S., 1986)),

[Cp(t) fup — Cr(t) fur] (3.17)

Cp(z,t=0)=0 (3.18)
Cr(z,t=0) =0 (3.19)
Cp(z =0,t) = 6(t) (3.20)
9Cs =0 (3.21)

aa:‘ =00

ergibt sich als Verweilzeitdichte

fdisp(t) = exp <ﬁ (1 — \/4DN MTTB (S + %) =+ 1)) (322)

wobei 2 Dy = CV?2 gilt.

Neben dem Goreskyschen Verteilungsmodell entwickelte sich das Dispersionsmodell seit seiner Einflihrung
in die Pharmakokinetik recht schnell zu einem Standardmodell zur Bestimmung der hepatischen
Verteilungs- und Eliminationsparameter auf Basis experimentell an der isoliert perfundierten Leber erho-
bener Konzentrations-Zeit-Profile. Die bis zu diesem Zeitpunkt hdufig genutzten einfachen Modelle wa-
ren hinsichtlich ihrer Vorhersagen der hepatischen Elimination bei veranderten physiologischen Bedingun-
gen bereits vielfach diskutiert und kritisch verglichen worden. Ausgehend von der komplexen, heterogenen
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Struktur des Organes war unumstritten, daf8 die Extremmodelle die Mischungverhéltnisse im Bereich der
Sinusoide nicht anndhernd real beschreiben.

Dem Dispersionsmodell lag mit der Modellierung der axialen Mischung auf Basis eines sog. Dispersions-
Parameters ein vollig neuartiger Ansatz zugrunde, der zu einer verbesserten Modellierung der Mischungs-
prozesse fiihrte. Trotzdem zeigte sich mit der Einflihrung eines neuen, im Hinblick auf die vaskulare Mi-
schung allgemeineren stochastischen 2-Phasen-Modells in die Pharmakokinetik ein entscheidender Nachteil
des Dispersionsmodells (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996), der durch die Untersuchungen dieser Arbeit
bestatigt wird.

Im folgenden Abschnitt wird deshalb das stochastische 2-Phasen-Modell — Basis des Diffusionsmodells —
vorgestellt, dessen Erweiterung um Metabolisierung zentrale Zielstellung dieser Arbeit war.

3.3 Stochastisches 2-Phasen-Modell — Diffusionsmodell

Das stochastische 2-Phasen-Modell, urspriinglich in der chemischen Reaktortheorie angewandt (Shinnar,
R. et al., 1972), wurde 1996 von WEISS UND ROBERTS in die Pharmakokinetik eingefiihrt und zur
Beschreibung der Verteilungsprozesse im Hinterbein der Ratte genutzt (Weiss, M. und Roberts, M. S.,
1996).

Es ermdglicht die Entkopplung intravaskularer Mischungsprozesse von Permeations- und Eliminations-
prozessen in das bzw. im umliegenden Organgewebe. Die Charakterisierung des konvektiven Transports
im kapilldren Netzwerk erfolgt durch die experimentelle Bestimmung der Transitzeitdichte eines nicht-
permeablen intravaskuldren Indikators.

Ausgehend davon, dall biologische Prozesse makroskopisch zwar deterministische (Konzentrations-
Zeit-Messungen), mikroskopisch jedoch stochastische Prozesse sind, wird die Verweilzeit ¢ eines einzelnen
Teilchens als ZufallsgroRe 7" mit zugehdriger Verweilzeitdichte f(¢) modelliert.

Betrachtet werden 2 Phasen: eine innere Phase — im hepatischen Mikrosystem der extrazellulare Raum
(Sinusoid und Dissé-Raum) — und eine angrenzende dul3ere Phase, der intrazelluldre Raum (Hepatozyt).
In der inneren Phase unterliegt das beobachtete Teilchen konvektivem Transport. Der Ubergang in die
duBere Phase ist als Sprung modelliert, in dessen Ergebnis das Teilchen zu seinem Ausgangspunkt in die
innere Phase zurtickkehrt, dort wieder Konvektion unterliegt und ggf. weitere Exkursionen in die dulere
Phase unternimmt (Abb. 3.9 A).

A Stochastischer Proze B Zuféllige Verweilzeiten C Verweilzeitdichten
P~ S ,«\VT
oo Yi Z(X) ) = (1%
T v
- O - X T o 9

Abbildung 3.9: Stochastisches 2-Phasen-Modell
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Die zuféllige Verweilzeit T des Teilchens im Gesamtsystem ergibt sich als die Summe der zufélligen
Verweilzeiten in innerer und duRerer Phase, X bzw. Z(X) (Abb. 3.9 B). Da die Verweilzeiten der einzelnen
Spriinge als unabhéngig vorausgesetzt werden kdnnen (Markov-Eigenschaft), ist Z(X) die Summe der
zufalligen Verweilzeiten Y; der einzelnen Spriinge 4, deren Anzahl N eine von X abhéngige Zufallsgrole
darstellt:

T = X+2Z(X) (3.23)
N(X)

Z(X) = > Y (3.24)
=1

Als zugehorige Verweilzeitdichte f(t) der Gesamtverweilzeit 7' (Abb. 3.9 C) ergibt sich nach Transforma-
tion in den Laplace-Raum die zentrale Modellgleichung,

f(s) = fx(s+ p(s)) (3.25)

nach der sich die Gesamtverweilzeitdichte des betrachteten Systems iiber die Verweilzeitdichte fx (s) eines
geeigneten intravaskuldren Indikators darstellen 14Rt, in deren Argument die Funktion 5(s) die Kinetik der
Verteilungsprozesse in das und innerhalb des Organgewebes definiert. Fiir 5(s) kann die Bestimmungsglei-
chung

pls) =k [1- fy(s)] (3.26)

hergeleitet werden, in der & die in FluRrichtung konstant angenommene Permeabilitatsratenkonstante
(Glg. (3.9)) und fy(s) die Verweilzeitdichte des einzelnen Gewebelbertritts charakterisiert, die allein vom
Schicksal der Teilchen vom Austritt aus der inneren Phase bis zu ihrem Wiedereintritt abhéngig ist.

Da neben der Permabilitatsratenkonstante auch alle tbrigen Verteilungsparameter als in Flurichtung kon-
stant angenommen werden, ist fy (s) vom Modell der intravaskularen Verteilung fx (s) unabhangig und
kann deshalb tber den Spezialfall vollstandiger intravaskuldrer Mischung (gut gemischtes Volumenelement)

. 1

- 27
Fx 1+ MTTgs (3.27)

bestimmt werden. Dazu wird die Gesamtverweilzeitdichte f(s) als Losung der Massebilanzgleichungen
berechnet, die die intravaskuldre Mischung und Gewebeverteilung charakterisieren, und zur Bestimmung
von fy(s) mit Gleichung (3.27) in die zentrale Modellgleichung (3.25) eingesetzt:

Neben der Membran-Permeation, dem VerteilungsprozeR zwischen innerer und dufRerer Phase, wird im so-
genannten Diffusionsmodell eindimensionale intrazelluldre Diffusion als Gewebe-Verteilungsproze3 mo-
delliert (Abb. 3.10). Als Losung der entstehenden Differentialgleichungen (siehe Modellerweiterung im
nachsten Kapitel) ergibt sich die Gesamtverweilzeitdichte

. 1
fis) = . (3.28)
1+ MTTB E\/ds tanh (\/ds)

$ ¥ T3 3 Vs tanh (Vd5)

mit der Permeabilitatsratenkonstante % und dem Volumenverhéltnis aus scheinbarem Gewebe-
Verteilungsvolumens Vi = fup Vr/ fur und intravaskulédrem Verteilungsvolumen Vg, v = VT/VB. Dabei
charakterisieren fup und fur die freien Fraktionen im Blut und Gewebe unter der Annahme, dal’ Bindungs-
und Freilassungsprozesse augenblicklich (vergleichsweise schnell) erfolgen. Die Diffusionszeitkonstante
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\
/ \ intrazellulare Diffusion
\

Permeation

)/ Konvektion

Abbildung 3.10: Verteilungsprozesse im Diffusionsmodell

d = L?/De, bestimmt durch den effektiven radialen Diffusionskoeffizienten D¢ und die maximale Dif-
fusionstiefe L, charakterisiert die Zeit, die zur Einstellung des Konzentrationsgleichgewichtes im Gewebe
bendtigt wird. Als intravaskuldre Transitzeit ergibt sich MTT 5 gemal Gleichung (3.8).

Aus den Gleichungen (3.25), (3.27) und (3.28) folgt die Funktion der Gewebeverteilung

2 Vds tanh (\/ds>
p(s) (3.29)
1+ g% Vds tanh (\/d&)
und nach Gleichung (3.26) die gesuchte Verweilzeitdichte des einzelnen Gewebelibertritts
fr(s) ! (3.30)
v(s) = .
1+ 7% Vds tanh (\/ds>

Folglich ist die Gesamt-Verweilzeitdichte des Diffusionsmodells einer (nicht-eliminierten) Substanz
bei frei wéhlbarer intravaskuldrer Verweilzeitdichte durch die Gleichungen (3.25) und (3.29) bzw.
(3.25), (3.26) und (3.30) vollstandig bestimmt.

Wie in der Einleitung des Abschnittes 3 bereits erwahnt, enthalt das stochastische 2-Phasen-Modell die Ex-
tremmodelle und das Dispersionsmodell als Spezialfélle. Sie ergeben sich fiir den Grenzfall augenblicklicher
intrazelluldrer Verteilung d — 0 durch spezielle Wahl der vaskuldren Verweilzeitdichte fX(s) (Tab. 3.2).
Zusétzlich kann durch & — oo die Barriere-Wirkung der Zellmembran aufgehoben werden.

Eine Ubersicht der wesentlichsten Grenzwerte des Permeations-Diffusions-Modells befindet sich in Kapi-
tel 4.1, S. 32.
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Modell

fx(s)

Gut gemischtes Volumenelement

Rohrenmodell

Dispersionsmodell

(14+ MTTpgs)™?

exp (—MTTpgs)

exp (5hy (1- VADy MTTgs+1))

SR,

2MTTg
cv?2

1
(5 T S MTTove ))

Tabelle 3.2: Funktion der vaskuldren Mischung in unterschiedlichen Lebermodellen
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Kapitel 4

Diffusionsmodell

Das vorliegende Kapitel vereinigt vier relativ eigenstdndige Teilkapitel, die sich alle auf das Diffusionsmo-
dell beziehen und prinzipielle Aspekte der Modellentwicklung, wie sie in der Einleitung dargestellt wurden,
widerspiegeln. Die den Unterkapiteln jeweils vorangestellte Ubersicht vermittelt einen kurzen Gesamtiiber-
blick und veranschaulicht die Vorgehensweise.

Nach der Einfuhrung des stochastischen 2-Phasen-Modells im Kapitel 3.3 geht es im ersten Teil dieses Kapi-
tels um die Erweiterung des Diffusionsmodells, das auf dem stochastischen Modell basierend neben der frei
wahlbaren intravaskuldren Transitzeitdichte Permeation in das angrenzende Organgewebe und intrazellu-
lare Diffusion als Verteilungsprozesse beriicksichtigt (siehe Abb. 3.1). Da die Kinetik der Leber nicht nur
durch die Verteilung der applizierten Substanz, sondern wesentlich durch Metabolisierung bestimmt wird,
soll dieser ProzeR in das Diffusionsmodell integriert werden.

Obwohl bilidre Exkretion eine weitere Komponente der hepatischen Elimination darstellt, bleibt sie im Fol-
genden unbericksichtigt. Bis auf Substanzen, die durch aktive Sekretion in der Galle angereichert werden
und ggf. dem enterohepatischen Kreislauf (Anhang A) unterliegen, spielt sie in den meisten Fallen aufgrund
des vergleichsweise geringen Gallenflusses von 0.5-0.8 ml/min (vgl. @ g = 1350 ml/min) eine untergeord-
nete Rolle (Weiss, M., 1990a).

Ausgehend vom haufig angewandten Dispersionsmodell beschaftigt sich der zweite Teil mit der Wahl einer
geeigneten intravaskuldren Transitzeitfunktion als Voraussetzung fiir die Anwendung des Gesamtmodells.
Im Anschlul daran stehen Simulationen des Modellverhaltens sowie die Validitdt des erweiterten Diffu-
sionsmodells im Mittelpunkt der Untersuchungen des dritten Teiles.

Den abschlieRenden vierten Teil bilden modellvergleichende Sensitivitdtsanalysen flir Aussagen zur Pa-
rameteridentifikation unter Berlicksichtigung des gegebenen Sampling-Designs, d. h. der Verteilung der
MelRzeitpunkte Uber das Gesamtbeobachtungsintervall.

4.1 Modellerweiterung — Metabolisierung

4.1.1 Verweilzeitdichte

Die Herleitung des stochastischen Modells erfolgte im wesentlichen in 3 Schritten (Weiss, M. und Roberts,
M. S., 1996):

(@)  Herleitung der zentralen Modellgleichung (3.25)
(b)  Definition der Funktion der Gewebeverteilung p (3.26)

(c)  Bestimmung der Funktion fy (3.30) Uber die Differentialgleichungen
des gut gemischten Volumenelements.
28
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Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick iiber die Annahmen der einzelnen Schritte:

Modellierungsschritt Annahmen
(a) Herleitung der zentralen Verweilzeiten der einzelnen Ubergénge unabhéngig
Modellgleichung (Markov-ProzeR)
(b) Definition der Funktion p Zeitpunkte des Ubergangs poissonverteilt

(PoissonprozeR)

(c) Bestimmung der Funktion fy | alle Parameter in FluRrichtung konstant

. Q _Q 4
= Spezialfall fx(t) = 7 e &

erméglicht Bestimmung von fy

Tabelle 4.1: Modellierungsprozesse und Annahmen des stochastischen 2-Phasen-Modells

Zur Einbindung der Metabolisierung in das Permeations-Diffusions-Modell ist es erforderlich, die Funktion
fy neu zu bestimmen. Die Gleichungen (3.25) und (3.26) @ndern sich hinsichtlich ihrer Struktur nicht,
da Biotransformation nur in den Hepatozyten, d. h. im Organgewebe, stattfindet und demzufolge nur den

Anteil der Substanz betrifft, der die Permeationsbarriere Uberwindet und in die Zelle gelangt.

Die Bestimmung der Funktion fy erfolgt analog der Vorgehensweise in Abschnitt 3.3, S. 24f. Dabei
wird die bisherige Diffusionsgleichung ((Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996), Glg. (19)) um Elimination
erster Ordnung erweitert, so dal’ die pro Zeiteinheit durch Metabolisierung eliminierte Menge proportional
der vorhandenen Gewebekonzentration ist. Zur Vereinfachung werden die Berechnungen im Laplace-
Raum ausgefiihrt; alle Gleichungen wurden deshalb zuvor der Laplace-Transformation (Gleichung (1.6))
unterzogen. Dabei ergibt sich die Diffusionsgleichung in folgender Gestalt

3?2Cr(z,s)
022

D¢ bezeichnet den effektiven Diffusionskoeffizienten, und die Eliminationsratenkonstante

sCr(z,s) = Dg — ke Cp(z, 5) 4.1)

Jur CLiny

ke = " (4.2)
charakterisiert die Metabolisierung. Dabei sind fur und CL;,; der ungebundene Anteil der Substanz im
Gewebe und dessen intrinsische Clearance. Entstehen mehrere primére Metabolite, ist k. die Summe der
einzelnen Eliminationsratenkonstanten.
Die Randbedingungen, eine Reflexionsbedingung am Ende des Diffusionsgebietes und eine Stetigkeits-
bedingung direkt an der Permeationsbarriere, bleiben im wesentlichen unveréndert. Beriicksichtigt wird
zusétzlich Proteinbindung, so daR sich nach Laplace-Transformation unter Beriicksichtigung der Anfangs-
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bedingungen Cp(0) = D/Vp und Cr(0) =0 die Gleichungen

Cr(Ls) _
0z N
(4.3)
aCr(0, A A
—Deﬁ% = fugP [CB(S)—’YCT((LS)

ergeben. Dabei ist fup die freie Fraktion der Blut/Plasma-Phase und ~ der Quotient der freien Fraktion der
Substanz in Gewebe und Blut

y = ]% (4.

Die Konzentration C'z berechnet sich aus der Massebilanzgleichung

Vs [SOB(S) - V%} — —QOg(s) — fup PS [C‘B(s) — 4 O7(0, 5) (4.5)

die aufgrund der Laplace-Transformation gleichzeitig die Anfangsbedingung enthalt.

Als allgemeine Losung der Differentialgleichung (4.1) ergibt sich

~

Cr(z,s) = Ai(zs) e+ As(z, s) e N (4.6)
mit

s+ k.

A=
De

deren Koeffizienten durch Anpassung an die Randbedingungen (4.3)
)\(Al €>\z — AQ €_>\z) =0
—D A(A1 — A3) = fup P{Cg(s) — 7 (41 + 42)}
und unter Verwendung der Massebilanzgleichung (4.5) tber

A . ’yfuBPS(A1+A2)+D
Cp(s) = Ves 1O+ fupPS (4.7)

bestimmt werden. Es ergibt sich das Gleichungssystem

M (A1 A)T = o (4.8)
mit
vy ,-ML
M, = A e
AMDg +H —ADg +H
P 2

VBs+Q+ fup PS
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und
0
[ ____fupPD
Ve s+Q+fuB PS

dessen in Gleichung (4.7) eingesetzte Losung die Konzentration im Blut bestimmt. Durch %-Normierung
folgt die (defekte) Verweilzeitdichte

its) = Q [Egn fur P+ By W]
- E(+1) fuTP(VB S+ Q) + E(—l) w (VB s+ Q + fuB PS)

W = \/Dg (5+ke)
2L, [3tke
E(il) = € Det

Unter Verwendung des hyperbolischen Tangens in der Form (e2% — 1)/(e2® + 1) ergibt sich

A Q [fqu+ tanh(L@) m}

fls) =
(s fur P (Vi s +Q) + tanh (L \ /555 ) /Dy (s + ko) (Viz s + Q + fup PS)

mit

—~

H_

1

und nach weiteren aquivalenten Umformungen folgt

2 1

fls) =
- ve [, . fg;BVSB v/ Deit (s+ke) tanh (L sg:ﬁe)
Q 1+ﬁ N/Deﬁ (8+ke) tanh (L /%)

Bei naherer Betrachtung l48t f(s) die allgemeine Struktur fx (s /(s)) des stochastischen Modells, mit fx
entsprechend Glg. (3.27) und

f{LUTBli Dy (s + k) tanh (L Sg:fe)
1+ st /Dan (5 + ko) tanh (L , /g_e';>

erkennen. Nach Reparametrisierung gemai Glg. (3.9)—(3.11), S. 19, und der Beziehung

pls) =

L2
‘- = (4.9)
eff

ergibt sich

v /d (s + k) tanh( d(s+ ke))

pls) = (4.10)

L+ 5 /T (s 1 R tanh (VA G5 1 o))

Aufgrund des Zusammenhangs (3.26) fiihrt dies auf

fy(s) = 1 (4.11)

1+ﬁmtanh< d(8+ke)>
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Die Verweilzeitdichte der applizierten Substanz bei Metabolisierung ist somit durch die Gleichung

A N 1
i lonel (4.12)
(s) = fx 1+ 2 d(5+k;e)tanh< d(s+ke)> )

gegeben. Tab. 4.2 stellt die wichtigsten Grenzfalle des erweiterten Permeations-Diffusions-Modells zu-
sammen: keine Elimination (k. — 0), schnelle Diffusion (d — 0), Wegfall der Permeationsbarriere
(k — o0) bzw. keinerlei Membrandurchléssigkeit (¢ — 0).

Modell: f(s) = fx(s + (s)) = fx (S +k [1 - fY(S)D

Grenzfall p(s) fr(s)

Keine Metabolisierung

P Y \/ds tanh(Vds) 1
e 1+% Vds tanh(vVds) 1+2% Vds tanh(Vds)

Keine langsame intrazelluldre Diffusion

kv (s+ke) k
d—0 k+v (s+ke) k+v (s+ke)
. k k
ke —0: k—&jjvss k+vs
k— oo: v(s+ke) 1—70(5;:]%)

Keine Permeabilitatsbarriere

k — oo v\ /d (s + k) tanh( d(s+ke)) 1— 2 /d(s + ko) tanh( d(s+ke))

Keine Membrandurchlassigkeit

k—0 0 beliebig

Tabelle 4.2: Grenzfalle des Permeations-Diffusionsmodells mit Elimination
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Vergleich des Diffusionsmodells mit dem um Diffusion erweiterten Goresky-Modells (MID): Bereits
vor der Einfiihrung des Diffusionsmodells durch WEISS UND ROBERTS stand mit dem erweiterten Goresky-
Modells (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1993) ein Modell mit radialer Diffusion als Verteilungsprozef}
innerhalb der (Leber-)Zelle zur Verfligung.

Waihrend das Goresky-Modell die Leber als ein System identischer paralleler Rohren mit umgebender Zell-
schicht auffat, die sich allein in ihren Transitzeiten unterscheiden, ist das allgemeine stochastische 2-Pha-
sen-Modell (Basismodell des Diffusionsmodells) frei von speziellen Annahmen zur Anordnung der Sinu-
soide. Obwohl das Goresky-Modell (S. 20f.) von diesen einschrankenden Voraussetzungen ausgeht, zeigt
sich im Ergebnis der Verkntpfung der Transitzeitfunktionen der einzelnen Rohren, Gleichung (3.15), die
Struktur des stochastischen 2-Phasen-Modells, Gleichung (3.25):

é(s) = U(s + k(s)) Versus f(s) = fx(s+p(s))

Dabei wird die Funktion ¥(s), die als Wahrscheinlichkeits-Dichtefunktion der einzelnen Réhren-
Transitzeiten interpretiert wird, wie fX(s) Uber einen nicht-permeablen intravaskuldren Indikator experi-
mentell bestimmt.

Die Gewebe-Verteilungsfunktionen k(s) und 5(s), verglichen unter der Annahme gleicher Permeabilititen
des Gewebeein- und -austritts, P, = P, = P, und der Verwendung einer einheitlichen Nomenklatur
(tar = d, k1/ka = v, k3 = k), stimmen nicht Uberein. Ursache ist die unterschiedliche Modellierung der
Elimination: im Diffusionsmodell als Metabolisierung innerhalb der Zelle, im erweiterten Goresky-Modell
als Exkretion in die Gallenfliissigkeit, modelliert durch die Randbedingung am Ende des Diffusionsgebietes
(z = L; z axiale Koordinate und v(z, z, t) intrazelluldre Konzentration),

Ov(xz,z = L,t)
o 0z

Fiir den Grenzfall einer gegen Null strebenden Elimination sind die beiden Funktionen %(s) und j(s) iden-
tisch. Die Gleichheit fiir k(s) und j(s) ergibt sich auch dann, wenn statt der Eliminationsratenkonstante
sehr schnelle Diffusion (¢4« — 0 bzw. d — 0) betrachtet wird. Trotz unterschiedlich modellierter Elimina-
tionsprozesse entsteht in diesem Fall die gleiche Gewebeverteilungsfunktion, allein die Interpretation der
Eliminationsratenkonstante ist verschieden.

-D = Psv(x,z = L,t) (4.13)

Zusammenfassend erweist sich das erweiterte Goresky-Modell als Spezialfall des stochastischen 2-Phasen-
Modells. Aufgrund der frei wahlbaren Wahrscheinlichkeitsdichte W(s) zeigt es die Vorteile des stochasti-
schen 2-Phasen-Modells. Das Diffusions-erweiterte Goresky-Modell und das auf dem 2-Phasen-Modell
basierende sogenannte erweiterte Diffusionsmodell unterscheiden sich allein im Eliminationsprozel3 und
dessen Modellierung.

Die Flexibilitat, wie sie sich in den Gleichungen des erweiterten Goresky-Modells darstellt, wurde in den
Modellgleichungen des urspriinglichen Goresky-Modells bisher nicht erkannt. Eine Ursache dafir ist in der
Riicktransformation des Modells in den Zeitbereich zu sehen. Bei der praktischen Anwendung des Goresky-
Modells wird die Verweilzeitdichte des intravaskuldren Indikators in der Regel durch Spline-Funktionen
angepalt. LUXON UND WEISIGER nutzten flir Simulationsuntersuchungen des erweiterten Modells, wie
bei (Roberts, M. S. et al., 1988) vorgeschlagen, die Inverse Gauss-Funktion. Mit der Wahl einer geeigneten
intravaskulédren Verweilzeitdichte beschaftigt sich das Kapitel 4.2.

4.1.2 Hepatische Durchlassigkeit und Mittlere Transitzeit

Die hepatische Durchléssigkeit und die mittlere Transitzeit der applizierten Substanz berechnen sich tber
die Momente der Verweilzeitdichte (S. 8).
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Dabei qilt fiir die Durchldssigkeit F'r

Fy = lim fx(s+p(s)) (4.14)

s—0

und die mittlere Transitzeit MT'T ergibt sich tber

MIT = Ftlim 20X 2()

lim s (4.15)

Unter Annahme einer gewichteten Summe zweier Inverser Gauss-Funktionen (Glg. 4.20) als Modell der
intravaskuldren Mischung, die sich aus den Untersuchungen des folgenden Kapitels 4.2 ergibt, gilt flir obige
KenngréRen

Fp = p IGOJ + (1 —p) IG(LQ (4.16)
und
MTT = Fg'(1+p8)[pIGoiri+ (1—p)IGozrs] (4.17)
mit p € [0, 1] sowie
1 2 MT; 1
IGy; = — = == o+ —— i=1, 2
o = oo (2 (o mder))
MT; [2MT, (. 1 -1/2
r, —= <9 Py ——
ovz [ ovz \"° T amT ov?
(4.18)
. 7 Vdke tanh (\/dke)

P = 14 2 /dF, tanh (vVdk,)

9 o (1 B @) d (1 — tanh? (\/dk.)) 1

= k) \ Vdke tanh (Vdke) ke
Diese Gleichungen bilden die Grundlage der Simulationen zum Einflu} unterschiedlicher Verteilungs- und
Eliminationsparameter des Kapitels 4.3.1.

4.1.3 Zusammenfassung

Im Ergebnis dieses Kapitels steht das um Metabolisierung erweiterte Diffusionsmodell zur Charakterisie-
rung hepatischer Verteilungs- und Eliminationsprozesse zur Verfiigung (Glg. 4.12). Da es sich im Gegen-
satz zu bisherigen Lebermodellen durch ein frei wahlbares intravaskuldres Modell auszeichnet, stellt es eine
Verallgemeinerung dar, die die Extremmodelle und das Dispersionsmodell als Spezialfalle enthélt (siehe
Tab. 3.2).

Neben der Verweilzeitdichte zur Beschreibung der Konzentrations-Zeit-Verlaufe sind die Bestimmungsglei-
chungen der hepatischen Verfligharkeit und mittleren Organtransitzeit (Glg. 4.16 und 4.17) gegeben. Sie
beziehen sich auf das im nachfolgenden Abschnitt als geeignet erkannte intravaskuldre Modell: die gewich-
tete Summe zweier Inverser Gauss-Funktionen.
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4.2 Intravaskulare Mischung — Modellwahl

Die Anwendung des stochastischen 2-Phasen-Modells wird wesentlich von der Wahl des Modells der
intravaskuldren Mischung bestimmt. Die Freiheit der Wahl dieser Funktion stellt die Flexibilitat des
Gesamtmodells dar, erfordert jedoch simultane Injektionen intravaskuldrer Marker und stellt vor die
Herausforderung, das jeweils geeignetste Modell der intravaskuldren Verteilung zu bestimmen.

Ursache der intravaskuldren Mischungsprozesse in der Leber ist die Heterogenitdt des Gefalisystems
(siehe Anhang A), das durch standige Verzweigung und Rekombination der einzelnen Kapillaren zur
Mischung und Neuverteilung des Blutes fiihrt.

In der Charakterisierung dieser Prozesse unterscheiden sich bisherige Lebermodelle grundlegend. Im
Gegensatz zu Modellen, wie dem Gleichverteilungs- und Réhrenmodell, die von vollstandiger bzw. keiner
Mischung zwischen den einzelnen Gefalen des Systems ausgehen, spiegeln sich intravaskuldre Mischungs-
prozesse beim Dispersionsmodell (Roberts, M. S. und Rowland, M., 1985; Roberts, M. S. und Rowland,
M., 1986) in einem der Modellparameter, der sogenannten Dispersionszahl D, wider. Bei Annahme
gemischter Randbedingungen (Roberts, M. S. und Rowland, M., 1986) entspricht das Dispersionsmodell
einer Inversen Gauss-Funktion mit relativer Dispersion CV? = 2 Dy. Auch die Erweiterung zum soge-
nannten Zwei-Kompartiment-Dispersionsmodell fiir Barriere-limitierte Verteilung enthélt diese Funktion
implizit als Transitzeitdichte intravaskuldrer Marker bzw. hochpermeabler Substanzen, die FluR-limitierter
Vferteilung unterliegen.

Auf der Suche nach einem geeigneten intravaskuldren Modell zeigt dieses Kapitel, dal die einfache
Inverse Gauss-Funktion im Dispersionsmodell die Daten des intravaskuldren Markers im Tailbereich nicht
exakt beschreibt (Weiss, M. et al., 1997). AulRerdem beschaftigt es sich mit moglichen Fehlern in den
Parameterschatzungen eliminierter und Barriere-limitierter Substanzen, verursacht durch ModellmiRspezi-
fikation im intravaskuldren Modell.

4.2.1 Die zweifache Inverse Gauss-Funktion (21G) als empirisches Modell
4.2.1.1 Die Inverse Gauss-Funktion (11G)

Nachdem BACHELIER (1900) und EINSTEIN (1905) die Normalverteilung als Modell der Brownschen Be-
wegung hergeleitet hatten, betrachtete SCHRODINGER 1915 Brownsche Bewegung mit positiver Drift und
erhielt die First-Passage-Verteilung zur Positionsbeschreibung des sich bewegenden Teilchens. 1941 er-
kannte TWEEDIE den inversen Zusammenhang dieser Verteilung zur Kumulanten-generierenden Funktion
(Tweedie, M. C. K., 1941). Seitdem wird sie als Inverse Gauss-Verteilung bezeichnet (Tweedie, M. C. K,
1957; Chhikara, R. S. und Folks, J. L., 1989). lhre Dichtefunktion

MTT

B (t — MTT)?
=\ oveE o

20V2MTTt (4.19)

ergibt sich auch als Losung der Konvektions-Dispersions-Gleichung (S. 16: Glg. (3.1) mit r(x) g(C) = 0)
unter Annahme gemischter Randbedingungen. Durch den fehlenden Eliminationsterm r(x)¢(C) un-
terscheidet sich die Konvektions-Dispersions-Gleichung vom Dispersionsmodell und ist damit die dem
Dispersionsmodell inhdrente Funktion der intravaskuldren Verteilung.

An Daten intravaskuldrer Marker vom Hinterbein der Ratte zeigte sich erstmals, dafl die einfache In-
verse Gauss-Funktion (11G) die Transitzeitdichten im Tailbereich nicht vollstandig beschreibt (Weiss, M.
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und Roberts, M. S., 1996). Als flexibleres, allerdings rein empirisches Modell, wurde deshalb die gewichtete
Summe zweier Inverser Gauss-Funktionen (2IG) fi(t, MT;,CV;?), i = 1 und 2, gemaR Gleichung (4.19)
vorgeschlagen

fx(t) =pfi(t) + (1 —p) fa(t) (4.20)

Die zugehorige mittlere Transitzeit und relative Dispersion ergeben sich aufgrund der Additivitat von Mit-
telwert und Varianz zu

MTT = pMT, + (1 — p) MT, (4.21)

CVE+1)MTE + (1 —p) (CVE +1) MT§
MTT?

ov? = Pl 1 (4.22)

4.2.1.2 \ergleich der Modellanpassungen mit 11G und 2I1G

Zur Priifung der Validitét der Inversen Gauss-Funktion als Modell intravaskularer Mischung in der Leber
stellt dieser Abschnitt die Anpassungen der einfachen und zweifachen Inversen Gauss-Funktion an intravas-
kuldre Daten der isoliert perfundierten Leber gegeniber. Es zeigt sich, daB die 11G auch im Fall der Leber zu
Abweichungen im Tailbereich flhrt, die mit der 21G vermieden werden kénnen. Selbst Wichtung verbessert
das nicht-zuféllige Verhalten in den Residuen im Falle der 11G nicht.

Ausgewertet wurden 12°1-Albumin-Daten der isoliert perfundierten Rattenleber nach Bolusinjektion bei ei-
nem Flul von @ = 15 ml/min (Mellick, G. D., 1995). Die Daten waren Teil einer Serie von 60 Experimenten
und stellten die homogenste Gruppe dar. Die Probennahme erfolgte bis 90 sec nach Applikation in Zeitin-
tervallen von 1 bzw. 2 sec.

Da bei der Datenauswertung der KathetereinfluB berticksichtigt werden muB (Goresky, C. A. und Silverman,
M., 1964), wurden die Modelle im Laplace-Raum installiert. Die Faltung der einzelnen Modellfunktionen
vereinfacht sich dabei zum Produkt (siehe S. 6). Fur den allgemeineren Fall der 21G ergibt sich die korri-
gierte 1251-Albumin-Konzentration deshalb wie folgt

Calt) = gﬁ_l {fcath(s) [p fi(s)+ (1 —p) f2(8)]} (4.23)
mit
fl(s) = exp { 01/2 — \/2(/{\‘4/12—; <S + m)} 1= 1, 2 (424)

der Laplace-transformierten Inversen Gauss-Funktion (Chhikara, R. S. und Folks, J. L., 1977) und fcath der
Katheter-Verweilzeitdichte, die auf Basis eines unabhéngigen Katheter-Experimentes bestimmt wurde. Zur
Beschreibung der Katheter-Outflow-Profile erwies sich eine einfache Inverse Gauss-Funktion als geeignet.

Die Modellanpassungen erfolgten mit der Software ADAPT Il (D’Argenio, D. Z. und Schumitzky,
A., 1992) und einer zusdtzlich implementierten FORTRAN-Routine des TALBOT-Algorithmus zur
numerischen Laplace-Ricktransformation (Murli, A. und M. Rizzardi, 1990; Schalla, M. und Weiss, M.,
1999).
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Abbildung 4.1 zeigt die Konzentrations-Zeit-Verldufe und Modellanpassungen der Datensétze mit schlech-
tester und bester Daten-Beschreibung. Im Gegensatz zur 2IG, die die Daten bei Wichtung 1/y2 gut
beschreibt (Abb. 4.1 A), palit die 11G entweder nur den Peak im Anfangsbereich bis etwas 20 sec (ohne
Wichtung, Abb. 4.1 B) oder nur den Tail (bei Wichtung, Abb. 4.1 C) an.

Die Ergebnisse sind in Tab. 4.4 und Tab. 4.3 zusammengestellt und enthalten neben den geschétzten Werten
der Parameter auch die Werte des Akaike-Kriteriums. Obwohl das AIC-Kriterium in diesem Fall zur
Modellselektion nicht adédquat ist (unterschiedliche Wichtungen), stellt es einen empirischen Parameter der
Gute der Anpassung dar, der die Anzahl der Modellparameter einbezieht.

Die Anwendung der 11G anstelle der geeigneteren 2IG flihrt zum Anstieg des Mittelwertes der AIC-Werte
von 54 auf 105. Dies impliziert eine zu hohe mittlere Transitzeit (14.6 vs. 9.3 sec) und eine Unterschatzung
der relativen Dispersion C'V2 (0.69 vs. 0.86).

Ohne Wichtung ergibt sich fiir die Anpassung der 1IG eine zu geringe mittlere Transitzeit (6.11 vs. 9.3
sec) und eine stark unterschatzte relative Dispersion (0.25 vs. 0.86). Diese Ergebnisse der 11G (Tab. 4.3)
korrespondieren mit denen der gewichteten Summe zweier Inverser Gauss-Funktionen (Tab. 4.4): Bei einem
relativen Gewicht von p = 0.8 beschreibt die erste 1G den Peak mit MT; = 7.08 sec und C'V;2 = 0.19 und
die zweite den Tail der Kurve, wobei sich M T, = 18.86 sec und C'V = 0.69 ergeben. Die Tatsache, dal
die einfache Inverse Gauss-Funktion in Abhédngigkeit der Datenwichtung entweder nur den Initial- oder
den Tailbereich richtig beschreibt, zeigt die Grenzen dieser Funktion und weist auf die 21G als geeigneteres
Modell hin.

Zugleich unterstreichen diese Ergebnisse die Bedeutung sowohl des experimentellen Designs als auch der
Wichtung der Daten. Ein ungiinstiges experimentelles Design, das nur die Anfangsphase von ca. 15 sec
umfafit, 1aRt die Problematik der 11G unerkannt. Deshalb blieb das Long-Tail-Problem bisher unbeobachtet,
falls (was nicht unbedingt notwendig war) unabhéngige Informationen zur intrahepatischen Mischung auf
Grundlage der Transitzeitdichte intravaskuldrer Marker erhoben wurden. Allerdings gab es bei halbloga-
rithmischer Darstellung in einigen Arbeiten, so z. B. bei Saccharose (Chou, Ch.-H. et al., 1995) und Wasser
(Hussein, Z. et al., 1994), erste Hinweise auf systematische Abweichungen im Tailbereich.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, daB bereits relative Dispersionen von CV?2 = 0.5
(d. h. Dy ~ 0.25) Unterschatzungen der intravaskuldren Mischung, bedingt durch ModellmiRspezifikati-
on und/oder inaddquates Sampling Design, darstellen.

Welche Auswirkungen dieser Modellfehler auf die Parameterschatzungen des Dispersionsmodells fiir
gewebeverteilte Substanzen hat, untersucht der folgende Abschnitt.
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Abbildung 4.1: '251-Albumin-Daten (o) der isoliert perfundierten Rattenleber (Q = 15 ml/min mit Modell-
anpassung (—): (A) Anpassung der 21G, Glg. (4.23), bei Wichtung 1/y? fur die schlechteste (Exp.1) und
beste Anpassung (Exp. 2), (B) ungewichtete und (C) gewichtete Anpassung der 11G, Glg. (4.23 mitp = 1)
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B Daten ungewichtet

C Daten gewichtet (w; = 1/y?)

Exp. Nr. cv? MTT (sec)  AIC CcVv? MTT (sec) AIC
1 0.231 5.81 532 0.769 18.4 127
2 0.223 6.31 336 0.702 11.2 66
3 0.223 6.64 368 0.493 16.5 20
4 0.216 2.07 398 0.645 135 80
5 0.316 6.89 465 0.691 14.7 132
6 0.334 6.86 476 0.671 15.3 126
7 0.222 7.27 398 0.870 12.8 95
8 0.206 7.02 444 0.674 14.3 127
T 0.246 6.11 427 0.689 14.6 105

s.d. 0.049 1.69 64 0.107 2.23 26
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Tabelle 4.3: Anpassung der 11G an '2°I-Albumin Outflow-Daten der isoliert perfundierten Rattenleber ohne
(Abb. 4.1 B) und mit (Abb. 4.1 C) Datenwichtung

Exp. MTy MTs MTT

Nr. (sec) (sec) CVE CV# P Ccv? (sec) AIC
1 7.19 23.0 0.202 0.791 0.848 1.140 9.59 62.4
2 6.85 15.8 0.187 0.664 0.801 0.749 8.41 11.9
3 8.43 252 0199 0.461 0.832 0.792 11.30 52.1
4 6.92 17.3 0.161 0.609 0.761 0.778 9.39 31.3
5 7.07 19.0 0.223 0.731 0.864 0.822 8.68 78.0
6 6.84 187 0.203 0.688 0.823 0.885 8.94 75.5
7 7.12 16.8 0.205 0.852 0.774 0.911 9.32 34.4
8 6.50 15.2 0.157 0.710 0.722 0.824 8.92 88.3
T 7.08 189 0.192 0.688 0.803 0.862 9.31 54.3

s.d. 0.60 3.52 0.023 0.119 0.048 0.123 0.873 26.6

Tabelle 4.4: Anpassung der 2IG an 251-Albumin Outflow-Daten der isoliert perfundierten Rattenleber bei

Datenwichtung (Abb. 4.1 A)
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4.2.2 Simulationen zum Einflul? der Modellmif3spezifikation

Im Folgenden geht es darum, den EinfluR der ModellmiBspezifikation im Modell der intravaskuldren Ver-
teilung auf die Parameterschatzungen eliminierter Substanzen zu untersuchen.

Grundlage dieser Untersuchungen bildet das im Kapitel 4.1 erweiterte stochastische 2-Phasen-Modell ohne
Diffusion,

kv (s+ke)

Ftv (st ko) (4.25)

7(s) = fx [ T

welches das Dispersionsmodell in Form des Ein-Kompartiment- (Roberts, M. S. und Rowland, M., 1985)

1_\/1+% (1+7v)s+vke)

f(s) =exp 2D (4.26)
und Zwei-Kompartiment-Dispersionsmodells (Roberts, M. S. et al., 1988; Yano, Y. et al., 1989)
A R L
f(s) = exp (4.27)

2Dy
als Spezialfélle enthalt.

Die dem Kapitel 4.2 vorangestellte Ubersicht verdeutlicht die Vorgehensweise der folgenden Abschnitte
schematisch:

1. Datenerzeugung: Simulation der Konzentrations-Zeit-Profile

(@) des intravaskuldren Markers (Modell: 21G)
(b) ausgewdhlter gewebeverteilter und eliminierter Substanzen (Modell: 2-Phasen-Modell ohne Dif-
fusion mit 21G)
2. Modellanpassung obiger Daten zur Schatzung der Verteilungs- und Eliminationsparameter

(@) des intravaskuldren Markers (Modell: 11G)
(b) ausgewdhlter gewebeverteilter und eliminierter Substanzen (Modell: 2-Phasen-Modell ohne Dif-
fusion mit 11G)

3. Vergleich der zur Simulation genutzten Parameter mit den durch die Modellanpassung geschétzten
Parametern

Die simulierten Daten wurden fehlerfrei erzeugt, um ausschlielich die Auswirkungen der Modellmifspe-
zifikation zu quantifizieren.
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4.2.2.1 Auswirkungen auf die Schatzung der Verteilungs- und Eliminationsparameter

Die Simulation der fehlerfreien Daten der intravaskuldren Verteilung erfolgte auf Basis der Summe zweier
Inverser Gauss-Funktionen. Als Parameter wurden — in Anlehnung an die Mittelwerte in Tabelle 4.4 —

p=0.8, MT, =7sec, MT, = 18 sec, CV? = 0.2 und CVZ = 0.7

gewahlt. Nach Gleichung (4.21) und (4.22) impliziert dies eine mittlere Verweilzeit von MTTp = 9.2 sec
und eine relative Dispersion von CV3 = 0.86. Bei einem FluR von @ = 15 ml/min folgt als intrasinusoida-
les Verteilungsvolumen Vg = 2.3 ml.

Zur spateren Bestimmung der Gewebeverteilungs- und Eliminationsparameter erfolgte die Schdtzung der
vaskuldren Parameter durch Anpassung einer einfachen Inversen Gauss-Funktion an die simulierten Daten.
Der in den Parametern MTT5 und C'V3 auftretende Bias kennzeichnete dabei die durch die 11G verursach-
te Modellmil3spezifikation. Die Ergebnisse in Abbildung 4.2 sind denen der realen Daten (Abb. 4.1) dhnlich.

Bei der Modellanpassung ergab sich als Parametervektor fiir den ungewichteten Fall (MTTg = 7.4 sec,
CV2 = 0.23) und bei Wichtung (MTTg = 14.5 sec, CV2 = 0.69), was prozentualen Fehlern von (-20%,-
73%) bzw. (+57%,-20%) entspricht, deren Auswirkungen nachfolgend untersucht werden.

Fur die Simulationen der Daten gewebeverteilter Substanzen wurden zur lllustration des Einflusses des Ver-
teilungsvolumens v = Vp/Vp und der Membranpermeabilitdt £ = k12 = fup PS/Vp folgende Félle
hoher und niedriger Verteilungsvolumina und Permeabilitaten betrachtet:

1) v=20 k=00

2) wv=283 k=00

3) v=20 k=0.008sec!
4 v=83 k=25sec!

Die Parameterkombinationen 3) und 4) korrespondieren mit den fiir Enalapril (Schwab, A. J. et al., 1990)
und Lidocain (Mellick, G. D. und Roberts, M. S., 1996) in der Literatur angegebenen. Fur alle vier Félle
wurde die Eliminationsratenkonstante k. = fur CLg,:/Vr als gleich angenommen, k. = 0.03 sec™!.
Als Modell intravaskuldrer Mischung wurde zur Simulation wiederum die 2IG verwendet; die anschlielRen-
de Modellanpassung erfolgte mit dem Ein- (Parameterkombinationen 1 und 2) bzw. Zwei-Kompartiment-
Dispersionsmodell (Kombinationen 3 und 4). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.3 und 4.4 sowie in
Tab. 4.5 zusammengestellt. Im ungewichteten Fall beschreibt das Dispersionsmodell den Tail der Kurve
nicht vollstandig. Wie erwartet fiihrt die Modellmispezifikation in allen Féllen zu Fehlern in den Para-
meterschatzungen. Bei Wichtung sind die Parameterschatzungen in jedem Fall besser. Der Bias verringert
sich mit grolker werdendem Verteilungsvolumen v und wéchst bei geringer werdender Permeabilitét k. In
den Schétzungen der Eliminationsratenkonstante k. des in der Praxis relevanteren Zwei-Kompartiment-
Dispersionsmodelles sind Fehler von 36 und 43% zu verzeichnen. Aus den optisch guten Anpassungen der
Félle (b2) (Abb. 4.3) und (d2) (Abb. 4.4) wéren nahezu fehlerfreie Parameterschétzungen zu vermuten. Daf}
dies nicht zutrifft, zeigen die in der GréRenordnung von 50% liegenden prozentualen Fehler (Tab. 4.5).

Werden die simulierten Daten als Beobachtungen eines idealen Experiments aufgefaldt, ist zusammenfassend
festzustellen, daf die Anwendung des Dispersionsmodells zur Auswertung der Daten eine ModellmiRspe-
zifikation darstellt, die zu signifikanten Fehlern in den Schatzungen der Parameter fiihrt.
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Abbildung 4.2: An die mittels zweifacher Inversen Gauss-Funktion (p = 0.8, MT, = 7 sec, M1, = 18
sec, CV2 = 0.2, COVE = 0.7 — MTT = 9.2, CV? = 0.86) simulierten Daten () wurde die einfache
Inverse Gauss-Funktion (—) sowohl ungewichtet (oben; fiihrt auf MTT = 7.4 sec, CV? = 0.23) als auch
gewichtet (unten; MTT = 14.5 sec, CV? = 0.69) angepalt. Man beachte die log-lineare (links) und lineare
(rechts) Darstellung der relativen Konzentrationen.

Mit der Wahl der Parameter entsprechend der von Lidocain und Enalapril standen sich in den Untersu-
chungen eine hochpermeable, stark verteilte Substanz und eine wenig permeable Substanz mit geringem
Verteilungsvolumen gegentiber. Fir erstere wurde das Outflow-Profil anstelle der vaskuldren Verteilung,
die den Modellfehler enthalt, starker durch die Gewebeverteilung bestimmt. Trotzdem ergaben sich auch
dort Fehler von mehr als 40% in den Parameterschatzungen von k und k.. Obwohl die im Dispersions-
modell berlicksichtigte intrasinusoidale Mischung (Roberts, M. S. und Rowland, M., 1986; Bass, L. et al.,
1987; Weiss, M., 1997) und die gute Beschreibung der an isoliert perfundierten Rattenlebern ohne zusatzli-
che Transitzeitdichte vaskulédrer Referenzen erhobenen Outflow-Profile fiir Pharmaka, wie z. B. Diclofenac
(Evans, A. M. et al., 1993) und Diazepam (Diaz-Garzia, J. M. et al., 1992), bisher aus theoretischer und
praktischer Sicht fiir das Modell sprachen, erweist sich die implizit enthaltene 11G als limitiert.

Auch bei der von LUuxON UND WEISIGER (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1993) vorgestellten erweiter-
ten MID wurde sie zur Anpassung an das 2°I-Albumin Konzentrations-Zeit-Profil genutzt.

Der Modellfehler aufgrund des unberiicksichtigten intravaskuldren Tailbereiches trifft bei schlechtem Samp-
ling Design auch auf das Goresky Modell (Goresky, C. A., 1983; Goresky, C. A. et al., 1970; Schwab, A. J.
et al., 1990) zu, das die intravaskuldren Daten durch kubische Splines approximiert.
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Abbildung 4.3: Simulierte Kurven (o) fur FluB-limitierte hepatische Pharmakonverteilung (k = oo) und Eli-
mination (k. = 0.03) mit (a) v = 2 und (b) v = 8.3, ungewichtet (a1, b1) und mit Wichtung (a2, b2) mittels
Ein-Kompartiment-Dispersionsmodell (—; Gleichung (4.26)) angepalit. (Bias der Parameterschatzungen

siehe Tab. 4.5.)
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Abbildung 4.4: Simulierte Kurven (¢) der hepatischen Pharmakaverteilung entsprechend Lidocain (c) und
Enalapril (d) mit Elimination: (c) mit & = 0.008, v = 2, k. = 0.03 und (d) k = 2.5,
v = 8.3, k. = 0.03. Modellanpassung mittels Zwei-Kompartiment-Dispersionsmodell (—; Gleichung 4.27)
ungewichtet (c1, d1) und gewichtet (c2, d2) (Bias der Parameterschétzungen siehe Tab. 4.5.).
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Simulation Dispersionsmodell
Fall Parameter Verteilungsrdume  Wichtung  %Bias der Schatzungen
k v ke w; k ) ke
(sec™h) (sec™h)

FluB-limitierte \Verteilung

(al) 00 20 0.03 1 1 87 379
(@2) 1/y? -70 168
(b1) 00 83 0.03 1 1 69 109
(b2) 1/y? 41 74
Barriere-limitierte Verteilung

(c1) o0.008 20 0.03 2 1 10° =73 2485
(c2) 1/y? 301 96 36
(d1) 25 83 0.03 2 1 87 7.4 83
(d2) 1/y? 85 2.5 43

Tabelle 4.5: Parameter des Dispersionsmodells (%Bias) nach Anpassung an Konzentrations-Zeit-Daten, die
mit dem 2-Phasen-Modell (21G als vaskuldrer Transitzeitdichte) simuliert wurden

4.2.2.2 Auswirkungen auf Vorhersagen der steady-state Extraktion

Die in steady-state (FlieBgleichgewicht) Experimenten als das Verhdltnis der Output- zur Input-
Konzentration ermittelte hepatische Durchldssigkeit (1-Extraktion), kann entsprechend Gleichung (1.16) als
das nullte Moment der Transitzeitdichte f(s) berechnet werden. Im Falle des allgemeinen 2-Phasen-Modells
ohne Diffusion ergibt sich dabei

A vkke
F = fx <k+vk:e) (4.28)

wobei fx die gewichtete Summe zweier Inverser Gauss Funktionen sei. Vergleicht man die Vorhersagen
des 2-Phasen-Modells mit denen des Dispersionsmodells, ergeben sich die in Tab. 4.6 dargestellten Abwei-
chungen. Nicht unerwartet zeigt sich, daR3 die Vereinfachung des Modells der intrasinusoidalen Verteilung
(21G — 1IG) auf den steady-state Parameter F' einen sehr viel geringeren Einflul als auf die Modellpa-
rameter des transienten Verhaltens hat. Trotzdem steigt der Fehler mit hdherer Eliminationsratenkonstan-
te k. (d. h. geringerer Organ-Durchlassigkeit F') von 20% bei k., = 0.03 sec™! auf mehr als 100% fiir
k. > 0.09 sec—! (Abbildung 4.5). Es ist deshalb mdglich, daR die Schitzung der intrinsischen Clearance
stark extrahierter Substanzen durch den Modellfehler im Dispersionsmodell beeinflulRt werden kann.
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Modell-Parameter Durchlassigkeit F
Fall k v ke 2-Phasen Dispersionsmodell
(sec™h) (sec™h) Modell Abweichungen (%)
@) o0 2.0 0.03 0.62 1.60
(b) o0 8.3 0.03 0.19 24.00
©) 0.008 2.0 0.03 0.94 0.01
(d) 2.5 8.3 0.03 0.22 20.00

Tabelle 4.6: Prozentuale Abweichungen der Durchléssigkeit F' des Dispersionsmodells von der des
2-Phasen-Modells mit der 2IG als vaskuldrer Transitzeitdichte

Durchlassigkeit

0 002 0.04 006 008 01

Eliminationsratenkonstante (sec™1)

Abbildung 4.5: Durchléssigkeit Fi als Funktion der Eliminationsratenkonstante simuliert fiir das Disper-
sionsmodell (1IG inhdrent) (o) und das 2-Phasen-Modell (—) mit 2IG fir die Parameterkombination (d).
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4.2.3 Zusammenfassung

Im Mittelpunkt dieses Kapitels stand die Wahl eines geeigneten Modells der intravaskuldren Mischung im
2-Phasen-Modell. Dabei wurde der einfachen Inversen Gauss-Funktion (11G) die gewichtete Summe zweier
Inverser Gauss-Funktionen (21G) gegenlibergestellt. Die Limitiertheit der 11G zeigte sich erstmals am Hin-
terbein der Ratte (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996) und bestétigte sich in den vorliegenden Ergebnisse
auch fir die Leber. Wiederum erwies sich die 21G zur Datenbeschreibung im Tailbereich besser geeignet.
Obwohl dieses Modell einen rein empirischen Ansatz darstellt, geniigt es den Anforderungen, die Kinetik
der intravaskuldren Verteilung adaquat zu beschreiben.

Zur Quantifizierung des Einflusses der ModellmiRspezifikation (1I1G statt 21G) auf die Parameterschétzun-
gen des erweiterten Diffusionsmodells wurden 21G-simulierte Daten unter Verwendung der 11G angepalit.
Dabei ergaben sich signifikant fehlerhafte Schatzungen in den Gewebeverteilungs- und Eliminationspara-
metern, so daB die Anwendung des Dispersionsmodells zukiinftig in Frage gestellt werden mufR.

Dem erweiterten Diffusionsmodell wird im Folgenden deshalb die 21G als Modell der intravaskularen Mi-
schung zugrunde gelegt. Gleichzeitig verbindet sich damit die Datenwichtung 1/C2(t), bei der geringe Kon-
zentrationswerte mehr Gewicht erhalten, wodurch die zweite Inverse Gauss-Funktion zum Tragen kommt.
Im Gegensatz zur statistischen Literatur, in der sich die obige Wichtung Uber das zugrunde liegende Vari-
anzmodell ergibt (Bickel, P. J. und Doksum, K. A., 1977), dient sie der pharmakokinetischen Modellierung
unabhangig vom Varianzmodell der Daten zur Modellkorrektur. Bisher sind Diskussionen und Untersuchun-
gen zur adaquaten Wichtung in der Literatur nicht abgeschlossen und ihre Anwendung auf reale Daten bleibt
vorlaufig mehr oder weniger empirisch (Weiss, M. und Geschke, D., 1997).
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4.3 Simulationen und Beschreibung experimenteller Daten

4.3.1 Simulationen — Diffusionseinflu auf Kenngrdof3en

Hinweise auf langsame intrazelluldre Diffusion, verursacht durch Bindung an zytoplasmatische Membranen,
gab es erstmals bei Trijodthyroxin (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1992; Luxon, B. A. und Weisiger, R.
A., 1993; Weisiger, R. A., 1996; Zucker, S. D. et al., 1996). Auch Lidocaine zeigte am Hinterbein der Ratte
(konservatives Organ) Diffusionszeiten d von etwa 100 sec (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996).

Die nachfolgenden Simulationen untersuchen den Einflu3 intrazelluldrer Diffusion bei signifikanter Metabo-
lisierung. Grundlage bildet das um Elimination erweiterte Permeations-Diffusions-Modell mit der Summe
zweier Inverser Gauss-Funktionen (21G) als Modell der intravaskuldren Mischung (p = 0.8, MT; = 8 sec,
MT, = 17 sec, CVE = 0.2, CVZ = 0.7, Tab. 4.4 S. 40). Die Verteilungs- und Eliminationsparameter
wurden in Anlehnung an die fiir Lidocaine bei isolierter Leber-Perfusion erhaltenen Parameter (Mellick,
G. D. und Roberts, M. S., 1996) gewdhlt. Dabei entspricht das Verteilungsvolumen v = 8.3 moderater
Bindung (vgl. Wasser etwa 4.5 (Roberts, M. S. et al., 1990)). Neben k& = 2.5 sec™! wurde aufgrund der
modellabhingigen Schitzung der Permeabilititsratenkonstante zum Vergleich k£ = 0.8 sec ! betrachtet; die
Eliminationsratenkonstante betragt k. = 0.03 sec—!. Der EinfluR langsamer intrazelluldrer Diffusion wird
im Vergleich der Simulationen fiir d = 1 sec (schnelle Diffusion; (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1992)
fur L = 10 pm) und d = 100 sec deutlich .
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Abbildung 4.6: Einflul schneller (—) und langsamer (¢) Diffusion auf die Transitzeitdichten bei unter-
schiedlicher Permeabilitatsratenkonstante k.

Abb. 4.6 zeigt die Auswirkungen langsamer intrazelluldarer Diffusion auf die Transitzeitdichten. Im Fall
geringerer Permeabilitét flihrt der intrazellulare Diffusionsprozel zur Aufhebung des bimodalen Kurvenver-
laufes.

Die gleiche Auswirkung hétte eine starke Erhéhung der Metabolisierung (Mellick, G. D. und Roberts, M. S.,
1996). Wahrend dabei die Anzahl iiberlebender Substanzteilchen verringert wiirde (Abschneiden/Glattung
des zweiten Peaks), erhoht langsame Diffusion den Anfangspeak und verringert damit den Anteil der zu
spateren Zeiten aus dem Gewebe in die vaskuldre Phase austretenden und anschlieBend zum Organ-Ausgang
transportierten Molekiile.
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Durch verzigerte Gewebeverteilung — die den Konzentrationsgradienten zwischen vaskuldrer und zel-
luldrer Phase verringert, so da weniger Molekiile ins Gewebe gelangen — und die zusétzlich durch den
konvektiven vaskuldren Transport bedingte relativ schnelle Umkehr des Gradienten (Verweilzeit im Gewe-
be verringert sich), gelangt ein groBerer Anteil der injizierten Substanz direkt vom Organ-Eingang zum
Ausgang und erzeugt in beiden Féllen den um ein Vielfaches hoheren Anfangspeak. Gleichzeitig verrin-
gert sich dadurch der eliminierte Anteil der injizierten Substanzmenge und fiihrt bei & = 2.5 sec™! und
k. = 0.03 sec™! bereits zur Verdopplung der Verfiigharkeit von etwa 18 auf 36% (Abb. 4.7 (a), (b) und (e)).
Die mittlere Transitzeit fallt (d. h. die prozentuale Abweichung (Abb. 4.7 (f)) steigt) fir d = 100 sec mit
steigender Permeabilitit und Elimination auf bis zu etwa 50% fir & > 2.0 sec~! und k. > 0.025 sec™!
(Abb. 4.7 (c), (d) und (f)). Mit zunehmender Diffusionszeit vergrolert sich die relative Dispersion (Abb. 4.8
und 4.9) im Fall der ausgewdhlten Parameterkombinationen (S. 49). Fir hohere Eliminationsratenkonstan-
ten bzw. im Bereich um k& = 0.1 sec™! tritt der gegenteilige Effekt auf.

In Abb. 4.9 fiihrt die Erhéhung der Membran-Permeabilitdt im Anfangsbereich, die eine Verteilung in den
angrenzenden Geweberaum erst ermoglicht, zum verzdgerten Austritt aus dem System und damit zu einer
anwachsenden relativen Dispersion. Da bei gleicher Permeabilitdt und groRerer Diffusionszeit die mittlere
Tiefe der Verteilung in das Gewebe im Vergleich zu schneller Diffusion geringer ist, entsteht ein hdherer
Diffusionsgradient innerhalb der Zelle, der eine weitere Stoffzufuhr aus der vaskulédren Phase verhindert und
gleichzeitig zu einem schnelleren Austritt der Substanz aus dem Gewebe fiihrt, was die relative Dispersion
vermindert. Ab & = 0.1 sec™! gewinnt die Metabolisierung im Gewebe stirker an Bedeutung und fiihrt
durch Reduzierung der Anzahl tberlebender Substanzmolekiile zur Verringerung der relativen Dispersion,
die bei geringerer Diffusionszeit, d. h. schnellerer Gewebeverteilung, gréRer ist. Dadurch ergibt sich fur
langsamere intrazelluldre Diffusion die anfangs erwahnte héhere relative Dispersion im Tailbereich.
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Abbildung 4.7: EinfluR der Permeabilitdt £ und der Eliminationsratenkonstante k. auf Verflugbarkeit F'
(links) und mittlere Transitzeit MTT (rechts ) bei schneller (d = 1 sec; oben) und langsamer Diffusion
(d = 100 sec; Mitte und unten). %A F und %A MTT bezeichnen die prozentualen Abweichungen der
Parameter langsamer im Vergleich zu denen mit schneller Diffusion; Gleichung (4.16) und (4.17).
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k. (rechts) auf die relative Dispersion C'V'2 bei unterschiedlichen Diffusionszeiten (verschieden farbig:
schnell d = 1 sec, moderat d = 30 und 60 sec, langsam d = 100 sec) und Permeabilitatsratenkonstanten
(Punkt- bzw. Linien-Style: k = 2.5 und k = 0.8 sec™!).
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4.3.2 Modellvalidierung — experimentelle Daten

Nach der Erweiterung des stochastischen Modells, Untersuchungen zur Funktion der intravaskuldren Mi-
schung und Simulationen des Modellverhaltens bzw. charakteristischer KenngroRen geht es im Folgenden
um die empirische Validitdt des erweiterten Diffusionsmodells, d. h. seine Fahigkeit, reale Daten zu be-
schreiben und die Parameter der kinetischen Prozesse zu bestimmen.

Den Untersuchungen standen experimentelle Daten der Phenol-Derivate
(A) p-Cresol (C7HgO) (B) p-Chlorphenol (CgH5OCI)

(C) p-lodphenol (CgH50I) (D) p-Propionamidphenol (CgH12NO3)

zur Verfiigung, die an isoliert perfundierten Rattenlebern durch Simultaninjektionen der jeweiligen Substanz
und des intrazelluldren Markers Evans Blue (Farbmarkierung des gebundenen Albumins) erhoben wurden
(Mellick, G. D. und Roberts, M. S., 1999). Dariiber hinaus lagen die von MELLICK mit dem Dispersions-
modell durchgefiihrten Parameterschatzungen der gegebenen Datensatze vor. Neben der Frage, wie sich die
unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften der Phenole in den Verteilungsparametern widerspie-
geln, interessierte besonders, ob intrazelluldre Diffusion die Gewebeverteilung bestimmt.

Modellanpassung — Parameterschatzung

Intravaskulare Verteilung Vor der Auswertung der gewebeverteilten Phenole galt es, die intravas-
kuldren Verteilungsparameter zu ermitteln. Als Modell der intravaskuldren Mischung erwies sich die ge-
wichtete Summe zweier Inverser Gauss-Funktionen (21G; Glg. (4.19)) zur Beschreibung der Evans Blue
Konzentrations-Zeit-Profile wie in Kapitel 4.2 als geeignet (Abb. 4.11, S. 57). Die dabei geschatzten Mo-
dellparameter sind in Tabelle 4.7 zusammengestellt. Sie gingen als Vorinformation in das anschlielend zur
Phenolbeschreibung genutzte Diffusionsmodell ein.

Bei ndherer Betrachtung der Ergebnisse zeigen sich interindividuelle Unterschiede: Im Vergleich zu Leber 2
und 3 ist die mittlere vaskuldre Transitzeit MT'T'g der ersten Leber mehr als 30 % hoher (9.2 sec vs. 6.4 bzw.
5.4 sec). Darlber hinaus spiegeln sich die morphologischen Unterschiede auch im Mischungsparameter, der
relativen Dispersion C'V 2, wider.

Intravaskulare Parameter As B; Bs C; Cs D, Dy D3
P 019 023 010 009 021 038 004 021
MT; (sec) 11.91 18.29 13.38 22.88 10.60 13.11 21.38 10.60
MT; (sec) 3.84 7.58 411 7.83 4.03 6.13 5.70 4,03
CV2 032 056 024 008 082 042 011 0.82
CV3 015 016 022 020 025 014 020 0.25
MTTjg (sec) 534 10.02 508 918 543 875 637 543
CV3 055 039 060 047 056 031 050 0.56

Tabelle 4.7: Evans Blue Verteilungsparameter dreier isoliert perfundierter Rattenlebern (Index 1...3) bei Si-
multaninjektion des Markers mit Phenol A, B, C oder D. Oben die geschétzten Einzelparameter des Modells,
unten die nach Glg. (4.21) und (4.22) ermittelten Gesamtverteilungsparameter. Die sich aus den mittleren
Transitzeiten MTTg und dem FIuB @ = 0.5 ml/sec ergebende intravaskuldren Verteilungsvolumina Vg
sind in Tabelle 4.12, S. 60, angegeben.)
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Gewebeverteilung der Phenol-Derivate Die Auswertung der Phenol Konzentrations-Zeit-Profile erfolg-
te anhand des erweiterten Diffusionsmodells. In ersten Modellanpassungen zeigten sich stabile Parame-
terschdtzungen stark von den gewahlten Anfangsparametern abhangig. Gleichzeitig gab es fiir Phenole bis-
her keinen Hinweis auf langsame intrazelluldre Diffusion.

Die erste Phase der Anpassung des Diffusionsmodells an die gegebenen Daten bestand deshalb in Model-
lanpassungen fiir verschiedenen feste d-Werte, die tber die Summe der Abweichungsquadrate SAQ

SAQ = Y wi[C(t) — f(t)]” (4.29)

miteinander verglichen wurden. Dabei waren geringere Werte Indikator einer besseren Datenbeschreibung;
denn die Minimierung der gewichteten (w; = 1/C?(t;)) Abweichungsquadrate zwischen gemessener Kon-
zentration C'(t;) und Modellwert f(¢;), i = 1...n, ist Zielkriterium der Modellanpassung.

Ergebnisse solcher ,.d fix“-Anpassungen zeigt die Abbildung 4.10 am Beispiel des Datensatzes Phenol B;.
Die ermittelte ,,optimale Diffusionszeit d = 150 sec entspricht den bisher in der Literatur angegebenen
Werten, z.B. (Weisiger, R. A., 1996; Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996). Da sich in einem relativ grof3en
Bereich (d > 200 sec) keine wesentliche Verbesserung noch Verschlechterung der Modellanpassung ergibt
(Abb. 4.10, links oben), ist die Identifizierbarkeit des Diffusionszeitparameters nur sehr schwer méglich und
wesentlich vom Startwert abhéngig.
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Abbildung 4.10: Bestimmung der Startparameter fiir Phenol B;: Die Abbildung oben links zeigt die Summe
der Abweichungsquadrate der Modellanpassungen bei unterschiedlich gewahlter Diffusionszeitkonstante.
Die zugehdrigen Schatzwerte der Gibrigen Modellparameter sind in den Abbildungen links unten und rechts
dargestellt.
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Darliber hinaus besteht in diesem Bereich ein starker Zusammenhang zwischen der Diffusionszeitkon-
stanten d und dem relativen Verteilungsvolumen v (Abb. 4.10, links unten; vgl. Tab. 4.8). Im Unterschied
zur Darstellung, die von der Vorgehensweise bestimmt ist, hdangt die Diffusionszeit vom Gewebevertei-
lungsvolumen ab und nicht umgekehrt. Die Permeabilitdtsratenkonstante & ist im Gegensatz dazu besser
identifizierbar und wird bei hohen Diffusionszeiten > 400 sec wie die Eliminationsratenkonstante k. von d
nahezu unabhéngig (Abb. 4.10, rechts).

Im Rahmen der Voruntersuchungen am Datensatz Phenol B; wurde die obige Vorgehensweise — einen
Parameter auf verschiedene Werte zu fixieren, die anderen dann jeweils zu schdtzen und diese Modell-
anpassungen dber die SAQ miteinander zu vergleichen — auch auf die tbrigen Parameter v, & und k.
ausgedehnt. Dabei fiihrten alle Untersuchungen auf ein und dieselbe optimale Parameterkombination:
d = 150 sec, v = 16.86, k = 0.95 sec~! und k. = 0.02 sec~! (vgl. Abb. 4.10).

d v k ke v k ke
d 1
v 0.99 1 v 1
k -0.5 -0.5 1 k -0.6 1
ke | -0.99 -0.99 0.6 1 ke -0.6 0.5 1

Tabelle 4.8: Korrelationen bei Anpassung des Diffusionsmodells an Phenol 1B mit (links) und ohne
Schétzung (d fix) des Diffusionszeitparameters

Im Anschlul an die erste Phase der Modellanpassung erfolgte die simultane Schatzung aller Parameter.
Als Startparameter dienten die Werte der besten Anpassung aus Phase 1, die durch die erneute Modell-
anpassung leicht modifiziert wurden und die SA @ weiter verringerten. — Die Ergebnisse sind in Tabelle
4.9 zusammengestellt; Abbildung 4.10 zeigt neben Phenol B; die Ergebnisse fur Phenol D;-Ds, dem
Phenol-Derivat mit der maximalen Anzahl zur Verfligung stehender Datensatze.

Bei Betrachtung der Korrelationsmatrix (fiir Phenol B, Tab. 4.8) bestatigt sich, was wahrend der ersten
Phase in Abbildung 4.10 bereits deutlich wurde: Die Diffusionszeitkonstante d korreliert sehr stark mit den
Parametern v und k.. Darliber hinaus ergab sich zum Teil auch zwischen v und k., eine starke Abhangigkeit;
Parametern, die in der ersten Phase keine wesentliche Korrelation zeigten.

Die Ergebnisse machen deutlich, daR der Informationsgehalt der Daten zur Schétzung aller Parameter zu
gering ist. Trotzdem sind die gewonnenen Parameterschatzungen aufgrund der speziellen Vorgehensweise,
mit der die optimale Modellanpassung bereits am Ende der ersten Phase relativ genau feststand, als
gultig anzusehen. Fir valide SchluBRfolgerungen, wie sich die unterschiedlichen Substanzeigenschaften
qualitativ und quantitativ auf die Verteilungsparameter auswirken, standen der Auswertung jedoch zu wenig
Datensatze zur Verfligung.

Die ermittelten Diffusionszeiten d weisen in den meisten Fallen mit mehr als 70 sec auf einen signifikanten
EinfluR langsamer intrazelluldrer Verteilung hin. Fir die Phenole B und C (n=2) ergaben sich trotz optisch
guter Modellanpassungen (siehe Beispiel B, Abb. 4.11 oben links) jeweils sehr inhomogene Ergebnisse in
den Parameterschatzungen. Fiir die zugrundeliegenden Rattenlebern zeigten sich bereits bei der Auswertung
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der Evans Blue Daten deutliche Unterschiede in den intravaskuldren Verteilungsparametern.

Auch Phenol A (n=1) konnte vom Modell beschrieben werden, unterscheidet sich in den geschétzten
Parametern jedoch starker von den tibrigen Phenolen. Neben den strukturellen Unterschieden der Phenole,
die zu verdnderten physiko-chemischen Eigenschaften flihren, ist die Anzahl der Datenpunkte dieses
Datensatzes im Vergleich zu den tbrigen Phenolen besonders im Peak- jedoch auch im Tail-Bereich gering.

Gewebeverteilung  As B, Bs Cy Cs D, D, D3
d (sec) 32.13 150.34 392,57 79.13  90.05 145.91 222.96 204.69
v 75.73 16.86 23.39 292 17.56 14.57 22.65 28.14
Ek (sec™!) 4.39 0.94 3.45 0.27 0.30 2.37 2.35 13.64

ke (sec™!) 0.129 0.020 0.004 0.01 0.002 0.037 0.037 0.039

Tabelle 4.9: Modellgeschatzte Gewebeverteilungsparameter der Phenole A...D in drei verschiedenen Rat-
tenlebern (Index 1...3; oben).

Phenol D (n=3) zeigt mit etwa 12.5% eine geringe hepatische Durchl&ssigkeit (Tab. 4.10). Die mittlere
Verweilzeit und die relative Dispersion liegen im Median bei 19 sec bzw. 0.9. Dartliber hinaus wurden als
mediane Eliminations- und Verteilungsparameter & = 2.37 sec™!, d = 205 sec, v = 23, k. = 0.04 sec™*
bestimmt. Im Gegensatz zu den anderen Phenolen ist im Konzentrations-Zeit-Profil mit Ausnahme von D4
(Abb. 4.11 unten links) eine leichte ,,Schulter* (Abb. 4.11 rechts) zu beobachten, die vom Modell nicht an-
gepalit werden kann, deren Relevanz jedoch unklar ist.

Bereits in der Einfiihrung wurde darauf hingewiesen, daB die optische Beschreibung der Daten zwar not-
wendige, jedoch nicht hinreichende Bedingung fiir die Giite eines Modells und insbesondere die Validitat
der Parameterschatzungen ist. Deshalb wurden auf Grundlage der geschatzten Modellparameter die phar-
makokinetischen Parameter der Gesamt-Organkinetik: hepatische Durchlédssigkeit F', mittlere Transitzeit
MTT sowie die relative Dispersion C'V? ermittelt und Ergebnissen der modellunabhiangigen Momenten-
analyse gegeniibergestellt. Die Parameterwerte sind in Tabelle 4.10 erfallt. Grote Unterschiede ergaben
sich fiir Phenol By. In den brigen Fallen stimmen MTT und CV? jeweils gut tiberein; wobei sich in der
Bioverfligbarkeit Unterschiede zeigen. Dieser Vergleich ermdglicht keine direkte Aussage zur Validitdt des
einzelnen Modellparameters.

Zur ndheren Charakterisierung der Verteilungseigenschaften wurde die ermittelte Diffusionszeitkonstante
auf die zugehorige intravaskuldre Transitzeit MTTpg bzw. mittlere Gewebeverweilzeit M RTr; bezogen
(Tab. 4.11). Aulerdem interessierte das Verhaltnis Verteilungsclearance (Blut-Gewebe) vs. PerfusionsfluB.
Die Ergebnisse sind, bedingt durch die Unterschiede in den Parameterschatzungen der vaskuldren Vertei-
lung und der Gewebeverteilung, auch fiir gleiche Phenole sehr heterogen.

Trotzdem weisen die Werte C' Lpr/Q > 1 auf die FluR-limitiertheit der Organverteilung hin. Darlber hin-
aus zeigt sich, dal3 intrazelluldre Diffusion als sehr langsamer Prozel3 die Gewebe- und Organverteilung
wesentlich bestimmt (d/MTTg > 1und d/MTTp; > 1).
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Abbildung 4.11: Beschreibung der Phenol-Outflow-Profile (¢) By und D;—D3 durch das erweiterte Diffusi-
onsmodell (—). Als kleine Abbildungen sind die zugehdrigen Evans Blue 21G-Anpassungen dargestellt, fir
die dieselbe Achsenbeschriftung gilt.
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Organkinetik A3 B, Bs Ci Cs D, Dy D3

modellbasiert:

F 0.001 020 052 057 064 012 023 0.19
MTT (sec) 11.80 33.18 51.38 2223 6001 2160 19.15 18.33
cv? 0.73 115 283 171 283 083 09 091

modellunabhangig:

F 0.009 014 016 033 061 019 015 0.13
MTT (sec) 1344 3414 2498 28.72 69.32 2295 2024 17.29
Ccv? 0.98 111 129 185 255 085 091 1.08

Tabelle 4.10: Pharmakokinetische Parameter der Phenole A...D in drei verschiedenen Rattenlebern (Index
1...3): hepatische Durchléssigkeit £, mittlere Transitzeit MT'T, relative Dispersion C'V 2. Die modellbasier-
te Berechnung erfolgte auf Basis der Parameterschdtzungen des erweiterten Diffusionsmodells (Tab. 4.9,
siehe Kapitel 4.1.2); die modellunabhdngige Momentenanalyse nutzte Algorithmen von PURVES (Purves,
R. D., 1992b; Purves, R. D., 1994) zur numerischen Integration und Extrapolation.

A; B B, C, Cs D, D, Ds

d/MTTg 6.02 1500 7728 8.62 1658 16.68 35.00 37.70
d/MTTr; 1417 3037 12345 1229 192 11311 14478 553.22

CLpr/Q 2344 946 1752 244 160 20.78 1500 74.06

Tabelle 4.11: Dimensionslose Verhaltnisparameter, die die FluB- und Diffusions-limitierte Verteilung
der Phenole A..D in den verschiedenen Rattenlebern (Index 1...3; oben) charakterisieren. Dabei ist
M RTr; die Gewebeverweilzeit, berechnet Uber die Verweilzeitdichte fy des einzelnen Gewebelibertritts
(Glg. (4.11) und (1.22)). Die Blut-Gewebe-Clearance C'L g7 ergibt sich als Produkt der freien Fraktion im
Blut/Plasma f, g und des Permeabilitdsoberflachenproduktes PS.
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Gewebebindung und Diffusionskoeffizienten

Neben der Anpassung des Modells an die experimentellen Daten und der damit verbundenen Schétzung der
Modellparameter war die Bestimmung physiologischer Kenngrolien, wie z. B. verschiedener Verteilungs-
volumina, der intrinsischen Clearance und des Permeabilitdtsoberflachenproduktes, das eigentliche expe-
rimentelle Ziel. Weil intrazellulare Diffusion eine Rolle spielte, interessierten insbesondere die zugrunde
liegenden Bindungs- und Diffusionskoeffizienten der Gewebeverteilung, die durch zusétzliche Informatio-
nen berechnet werden konnten.

Unter Verwendung der von MELLICK UND ROBERTS neben den Konzentrations-Zeit-Profilen experimen-
tell ermittelten freien Fraktionen f, g im Blutplasma (Mellick, G. D. und Roberts, M. S., 1999) und dem bei
PANG ET AL. publizierten Wasserverteilungsvolumen v,, = V'/Vp (Schwab, A. J. et al., 1990) war es
moglich, den freien Substanzanteil f,r = f,p V;’/Vr im Gewebe zu bestimmen. Dabei ergab sich mittels
Ve = MTTg Q und Vi = v Vg die Bestimmungsgleichung

Jur = —— (4.30)

Mit der freien Fraktion f,r war unter Beriicksichtigung der Diffusionstiefe des Hepatozyten L = 10 um
(Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1993) auch der freie Diffusionskoeffizient Dfge = Degf/ fur durch

L2
Dfree = df—T (4-31)

vollstéandig bestimmt. Das Permeabilitdts-Oberflachenprodukt berechnet sich entsprechend der Definition
des Modellparameters & uber die Gleichung

_kVp
fuB

und filir das Gewebeverteilungsvolumen gilt Vo = v V.

PS

(4.32)

Tabelle 4.12 stellt die Ergebnisse der Berechnungen im Uberblick zusammen. Die Diffusionskoeffizienten
Dsree Mit GroRenordnungen von 10~7-10~8 cm?/sec sind im Vergleich zur Diffusion im Wasser von
1079 cm?/sec (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1993) wesentlich vermindert. Die einzige Ausnahme
stellt der Datensatz Phenol A, dar, der bei einer Diffusionszeitkonstanten von d = 32 sec auf einen freien
Diffusionskoeffizienten in der GréRenordnung von Wasser fiihrt.

Eine erste Vermutung, nach der sich die unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften der Phenole
evtl. nur in den freien Fraktionen der Substanzen im Gewebe widerspiegeln konnten, jedoch zu gleichen
freien Diffusionskoeffizienten flihren, bestétigte sich nicht.

Vergleich der Parameterschatzungen des Diffusions- und Dispersionsmodells

Fir die ausgewerteten Konzentrations-Zeit-Profile lagen vor Anpassung des Diffusionsmodells die Parame-
terschétzungen des Dispersionsmodells ohne Datenwichtung bereits vor (Mellick, G. D. und Roberts, M. S.,
1999). Der nachfolgende Vergleich mit diesen Ergebnissen bezieht sich aus statistischen Griinden jedoch
nicht auf die in der Publikation angegebenen Mittelwerte der geschatzten Parameter, sondern vergleicht die
Einzelergebnisse, die mit den experimentellen Daten zur Verfiigung standen (Tab. C.1).

Die Bewertung der Unterschiede in den Parameterschatzungen ist schwierig, weil sich sowohl die Modelle
(intravaskuldres Modell, Gewebeverteilungsprozel3) als auch die Methodik der Parameterschatzung (Wich-
tung) unterscheiden. Dies gilt insbesondere fiir Parameter, die nicht modellunabhéngig bestimmt werden
kdnnen.



KAPITEL 4. DIFFUSIONSMODELL 60

Az B1 Bs Cy Cs D Do D3
Vi (ml) 2.67 5.01 2.54 4.59 2.72 4.38 3.19 2.72
Vi (ml) 5.61 10.53 5.33 9.64 5.70 9.19 6.69 5.70
fuB PS (ml/sec) 11.72 473 8.76 1.22 0.80 10.39 75 37.03
PS (ml/sec) 16.06 15.77 29.20 6.24 4.21 14.04 10.14 50.04
fur 0.02 0.04 0.03 0.14 0.02 0.11 0.07 0.06
Vi (ml) 202.20 84.51 59.41 13.41 47.68 63.75 72.20 76.42

Deg (1075cm?/sec)  0.031 0.007 0.003 0.013 0.011 0.007 0.004 0.005
Dree (1075cm?/sec)  1.55 0.178 0.095 0.093 0.489 0.064 0.065 0.088

Tabelle 4.12: Aus den geschdtzten Modellparametern (Tab. 4.9) abgeleitete Verteilungs- und Bindungspara-
meter (Phenole A...D, Leber 1...3). Die Berechnung der freien Fraktion im Gewebe (fur) und des Diffusi-
onskoeffizienten ungebundener Substanz (Dsee) basiert auf zusétzlichen Informationen zur freien Fraktion
im Blut, fup: (A) 0.73, (B) 0.30, (C) 0.19, (D) 0.74 (Mellick, G. D. und Roberts, M. S., 1999), dem relati-
ven Wasser-Verteilungsvolumen v,, = 2.1 (Schwab, A. J. et al., 1990) und der Diffusionstiefe L = 10 um
(Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1993).

Im Gegensatz zum Dispersionsmodell wurde bei der Anwendung des Diffusionsmodells nicht die einfache
Inverse Gauss-Funktion (11G), sondern die flexiblere 21G zur Beschreibung der intravaskuldren Mischung
genutzt. Dadurch konnte — wie bereits in den Untersuchungen des Kapitels 4.2 — nicht nur der Peak, son-
dern auch der Tail der Evans Blue Konzentrations-Zeit-Profile addquat beschrieben werden. Im Vergleich zu
den Ergebnissen der 21G unterschatzt die 11G die mittlere Transitzeit MTTg um 14-27 % und die relative
Dispersion C'V2 um 16-70 % (Tab. C.2). DaB diese ModellmiRspezifikation wesentlichen EinfluR auf die
Schétzungen der Verteilungs- und Eliminationsparameter hat, zeigt die Gegentiberstellung der Ergebnisse
des 2-Phasen-Modells (ohne langsame intrazelluldare Diffusion) und des Dispersionsmodells im Anhang
(Tab. C.3).

Beim Vergleich der durch das Diffusions- und Dispersionsmodell geschétzten Verteilungsparameter zeigt
sich flir Phenol C ein Unterschied im Permeabilitats-Oberflachen-Produkt, der nicht erklart werden kann.
Prinzipiell ist bei vorhandener langsamer intrazelluldrer Diffusion eine Unterschdtzung der Permeabilitats-
rate durch das Dispersionsmodell zu erwarten, die durch die Fehlinterpretation der geringeren Gewebe-
Verteilungsgeschwindigkeit als niedrige Membrandurchlassigkeit zustande kommt (vgl. Abb. 4.10, rechts
oben).

Durch den beriicksichtigten intrazelluldren DiffusionsprozeR ergeben sich im Falle des Diffusionsmodells
deutlich héhere Gewebeverteilungsvolumina. Dariiber hinaus wurden die Daten gewichtet, um eine geeig-
nete Schdtzung der Eliminationsratenkonstante zu ermdéglichen; wahrend das Dispersionsmodell den Tail
unzureichend beschreibt und deshalb die Eliminationsratenkonstante (berschédtzt. Insgesamt ergeben sich
auch beim Dispersionsmodell fiir die einzelnen Phenole heterogene Ergebnisse.

Der Unterschied der modellunabhdngig (Tab. 4.10) und anhand des Dispersionsmodells (Tab. C.1) ermittel-
ten Organdurchl&ssigkeit, mittleren Transitzeit und relativen Dispersion ist wesentlich und stellt die Validit&t
der modellbasierten Parameterschatzungen in Frage. Im Vergleich dazu sind die Ergebnisse des Diffusions-
modells konsistenter.
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4.3.3 Zusammenfassung

Im Gegensatz zu bisherigen Lebermodellen berticksichtigt das Diffusionsmodell intrazelluldre Diffusion als
zusétzlichen verteilungsbestimmenden Prozel. Untersuchungen zum EinfluB dieses Prozesses auf Modell-
vorhersagen des Konzentrations-Zeit-Verlaufes flir unterschiedliche Parameterkonstellationen finden sich
bereits bei WEISS UND ROBERTS (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996), der ersten pharmakokinetischen
Anwendung des Diffusionsmodells am Hinterbein der Ratte.

Durch die Erweiterung des Modells um Metabolisierung (Kapitel 4.1) stellte sich die Frage nach den
Auswirkungen langsamer intrazelluldrer Diffusion auf die pharmakokinetischen Kenngrdfen erneut. Der
erste Teil dieses Unterkapitels beschéftigte sich deshalb mit Simulationen zur Organ-Verweilzeitdichte,
der mittleren Transitzeit und Organ-Durchl&ssigkeit sowie der Abhdngigkeit der relativen Dispersion von
Verteilungs- und Eliminationsparametern. Da geringe Metabolisierung keine wesentlichen \Veranderungen
erwarten lieB, beziehen sich die Ergebnisse auf extensive Metabolisierung bzw. betrachten das Zusammen-
spiel der unterschiedlichen Verteilungsprozesse fiir verschiedene Eliminationsratenkonstanten und damit
(aufgrund der unveranderten Verteilungsvolumina) bei verdnderter intrinsischer Clearance.

Die Ergebnisse zeigen, daf intrazelluldre Diffusion je nach Parameterkonstellation nicht nur zu quantita-
tiven, sondern auch qualitativen Veranderungen im Konzentrations-Zeit-Verlauf fiihren kann. Gleichzeitig
beeinfluBt dies die pharmakokinetischen Parameter entscheidend.

Im Gegensatz zum Diffusionsmodell ohne Metabolisierung (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996) konnte
aufgrund der erhohten Komplexitét fiir die relative Dispersion keine handhabbare Bestimmungsgleichung
angegeben werden (vgl. Glg. (4.14) und (4.15), S. 34).

Im Mittelpunkt des zweiten Teils stand die Validierung des erweiterten Diffusionsmodells. Durch die Be-
schreibung experimentell ermittelter Konzentrations-Zeit-Profile und die Schitzung realitdtsnaher Modell-
parameter sollte sich die praktische Anwendbarkeit des erweiterten Diffusionsmodells unter Beweis stellen.
Es zeigte sich, dall der Informationsgehalt der gegebenen Daten nicht ausreichte, um die Modellparame-
ter zu identifizieren. Hohe Korrelationen, insbesondere zwischen der Diffusionszeitkonstante d und dem
relativen Verteilungsvolumen v, waren die Folge. Diese Situation dnderte sich, sobald ein Parameter als
Vorinformation in das Modell einging.

Die Modellanpassung und Bestimmung des Diffusionszeitparameters wurde deshalb im Zwei-Schritt-
Verfahren (I. ,.d fix“-Anpassungen — Il. alle Parameter) durchgefiihrt. Das Diffusionsmodell zeigte sich
dabei prinzipiell geeignet: Es konnte die Daten adaquat beschreiben; dariiber hinaus stimmen die Schatzun-
gen des Modells mit den modellunabhéangig ermittelten mittleren Organtransitzeiten und relativen Disper-
sionen in nahezu allen Fallen gut Gberein. Trotz vorhandener Abweichungen in den Bioverfiigbarkeiten sind
die Unterschiede im Vergleich zum bisher genutzten Dispersionsmodell (Mellick, G. D., 1995; Mellick, G.
D. und Roberts, M. S., 1999) wesentlich geringer.

Fir die Bewertung der empirischen Validitét des erweiterten Diffusionsmodells sind weitere Untersuchun-
gen notwendig. Die vorliegenden Ergebnisse sollten nur als erster Hinweis gewertet werden. Zukiinftige
Experimente miissen entsprechend der Fragestellung geplant werden, so daR der Informationsgehalt und die
Anzahl der Datensatze optimiert werden.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen fiir die Phenole auf langsame interzelluldre Diffusion oder einen ver-
gleichbaren Prozel als verteilungsbestimmend hin und entsprechen den bisher fiir andere Substanzen in der
Literatur verfugbaren Werten des Diffusionszeitparameters (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1992; Weiss,
M. und Roberts, M. S., 1996).
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4.4 Sampling-Design und Parameteridentifikation

Die Identifikation eines Modells bezieht sich sowohl auf seine Struktur als auch auf die Schatzung der Mo-
dellparameter. Dementsprechend ist zwischen theoretischer (a priori) und praktischer (a posteriori) Identi-
fizierbarkeit zu unterscheiden.

Theoretische Identifizierbarkeit fragt nach der Existenz und Eindeutigkeit einer auf dem geplanten Input-
Output-Experiment basierenden Parameterschatzung: Sind die Parameter durch das geplante Experiment
(eindeutig) identifizierbar? Eindeutigkeit muf nicht fiir alle Parameter gegeben sein. Wahrend einige ein-
deutig identifizierbar sind, liegen fiir andere Parameter moglicherweise mehrere Losungen vor, die die ex-
perimentellen Daten in gleicher Weise beschreiben. Die Existenz von Ldsungen ist in der Regel gesichert,
sobald ein direkter Bezug des Modells zum realen System gegeben ist (Carson, E. R. et al., 1983). Aus einer
guten Modellanpassung darf jedoch kein unmittelbarer RiickschluR auf die Giiltigkeit des Modells gezogen
werden, da die Wahl eines ungeeigneten Modells zu unrealistischen Parametern fiihren kann.

Ist die Parameteridentifikation nicht oder nur schlecht mdglich, mull entweder die Modellstruktur oder das
Experiment modifiziert werden. Im hédufigsten Fall wird jedoch das Modell den experimentellen Bedingun-
gen anzupassen sein (Weiss, M., 1990a).

Theoretische Identifizierbarkeit beruht auf der Annahme fehlerfreier Daten. Experimentelle Ergebnisse
konnen dieser Forderung nie gerecht werden. Da zuféllige Fehler in den realen Daten (Varianz der Ana-
lyse, Variabilitdt des pharmakokinetischen Systems) nicht vollstandig verhindert werden kdnnen, gilt es in
besonderem MafRe, systematische Fehler zu vermeiden, wie sie z. B. durch die Wahl eines inaddquates Mo-
dells entstehen.

Praktische Identifizierbarkeit fragt nach der Gute der geschétzten Parameter. Ausgehend von der angenom-
menen Modellstruktur werden interne, nicht zugangliche Parameter des Systems durch die Minimierung des
Unterschiedes zwischen Modell-Output und experimentell erhobenen Daten bestimmt. Obwohl notwendige
Bedingung, ist theoretische Identifizierbarkeit fiir die erfolgreiche Schatzung der den realen, fehlerbehafte-
ten Daten zugrundeliegenden Parameter nicht hinreichend.

Eine weitere wesentliche Voraussetzung der Modellidentifikation ist ein gutes experimentelles Design. Es
wird neben der Wahl des Applikationsortes, der Inputfunktion und dem Ort der Probennahme vom Zeitbe-
reich der Messung, der Anzahl der Mef3punkte und dem Schema der Probenentnahme bestimmt.

Bei Bestimmung der Dispositionskurve isoliert perfundierter Organe gilt dem Sampling-Schema, d. h. der
Lage der MeRzeitpunkte zur genauen Erfassung der im System stattfindenden und in das Modell einbezo-
genen Prozesse, besonderes Interesse. Da die Prozesse durch die Modellparameter charakterisiert werden,
stellt sich aus Sicht der Parameterschatzung die Frage, welche Zeitbereiche fiir die Identifizierbarkeit der
einzelnen Parameter von Bedeutung sind.

\Von dieser Problemstellung ausgehend erweiterten THOMASETH UND COBELLI die traditionelle Sensiti-
vitdtsanalyse, die den EinfluR verédnderter Parameter auf das Modellverhalten untersucht, und entwickelten
zusétzliche Kriterien (Thomaseth, K. und Cobelli, C., 1997), die sowohl die Auswirkungen des verander-
ten Modell-Outputs als auch die Kombination dieser zwei Einfllsse auf die Parameterschatzungen erfassen
(Abb. 4.12).

Unter Verwendung der nachfolgend vorgestellten Kriterien steht der Vergleich der Parameteridentifikation
zweier ausgewdhlter Modelle im Mittelpunkt dieses Kapitels. Betrachtet wird neben dem erweiterten Dif-
fusionsmodell das kirzlich von WEiss vorgestellte Bindungsmodell (Weiss, M. et al., 1998). Neben den
fur die Parameteridentifikation wesentlichen Zeitbereichen wird zusétzlich der EinfluR eines verdnderten
Sampling-Designs untersucht.
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Modell-Sensitivitat

Parameter- Modell-Output-
Anderungen Anderungen

Parameter-Sensitivitat

Modell-Output- Parameter-
Anderungen Schéatzungen

Parameter-Informations-Sensitivitat

Parameter- Modell-Output- Parameter-
Anderungen Anderungen Schatzungen

Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der Aussagen der Sensitivitdtskriterien: 1 Modellsensitivitét
— Empfindlichkeit des Modells gegeniiber Parameterdnderungen, 2 Parametersensitivitdt — Empfindlich-
keit der Parameterschatzungen gegeniiber Anderungen des Modellverhaltens, 3 Parameterinformations-
Sensitivitat — Empfindlichkeit der Parameterschatzungen hinsichtlich Anderungen in den Parametern

4.4.1 Sensitivitatskriterien nach THOMASETH UND COBELLI

Im Mittelpunkt der Untersuchungen steht das spezielle nichtlineare Modell f(6,t) — eine nach den Modell-
parametern 6;, ¢ = 1... N,q,, stetig differenzierbare Funktion der Zeit ¢. Ausgangspunkt der Sensitivitéts-
analyse bilden zu Sampling-Zeitpunkten ¢, k = 1... Ny, erhobene Daten yy, die mit Hilfe des Modells
beschrieben wurden und auf den Parametervektor @ fiihrten. Als Fehlermodell der Daten sind normalver-
teilte Fehler mit Erwartungswert Null und Varianz o2(¢) in die Sensitivitéitsanalyse einbezogen, die fiir die
Parameterschatzung die Wichtung wy, = 1/0%(¢) der MeRwerte implizieren (Bickel, P. J. und Doksum, K.
A., 1977).

Die in Tabelle 4.13 auf Seite 66 zusammengestellten Kriterien (Thomaseth, K. und Cobelli, C., 1997) unter-
scheiden sich im Vergleich zur traditionellen Sensitivitdtsanalyse durch lineare Transformationen und Nor-
mierungen des Vektors der Sensitivitatsfunktionen,

(4.33)

Susion) = [204)

00;
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Sie sind Funktionen-Vektoren der Dimension (N,q, x 1), in denen sich jede Element-Funktion auf einen
Modellparameter bezieht. Alle Matrizen sind (Npqr X Npqr)-dimensional.

Das Modell-Sensitivitats-Kriterium entspricht der klassischen Sensitivitdtsanalyse. Es spiegelt den zeitlichen
Verlauf der partiellen Ableitungen des Modells hinsichtlich der Modellparameter wider und charakterisiert
damit den EinfluR geringer Anderungen der Parameter # auf das Modellverhalten. Zusétzlich werden das
spezielle Sampling-Schema sowie die Datenwichtung der Parameterschatzung beriicksichtigt.

Dagegen basiert das Parameter-Sensitivitats-Kriteriums auf einem Verfahren zur Bestimmung der Ko-
varianzmatrix (Thomaseth, K. und Cobelli, C., 1997; Seber, G. A. F. und Wild, C. J., 1989), so daf sich
fir die Parameter-Sensitivitaten ein Zusammenhang zur Kovarianzmatrix ergibt (Tab. 4.13), wéhrend die
Modell-Sensitivitdten in Beziehung zur normierten Fisher Informationsmatrix stehen (Thomaseth, K. und
Cabelli, C., 1997; Bickel, P. J. und Doksum, K. A., 1977). In beiden Fallen ermdglichen geeignete Normie-
rungen die Vergleichbarkeit der Sensitivitdten unterschiedlicher Parameter.

Da es der pharmakokinetischen Modellierung neben der reinen Beschreibung des zeitlichen Verlaufes der
erhobenen Daten um eine realistische Schédtzung physiologisch interpretierbarer Modellparameter geht, gilt
dem dritten Kriterium, der Parameter-Informations-Sensitivitdt des Modells, besonderes Interesse. Es fafit
die ersten beiden Sensitivitatskriterien gemaR Abb. 4.12 zusammen und steht in Beziehung zum D-optimalen
experimentellen Design (siehe (Thomaseth, K. und Cobelli, C., 1997): Maximierung log J(6)). Dadurch
ermdglichen die Parameter-Informations-Sensitivitdten eine Unterteilung des Beobachtungszeitraumes in
Zeitbereiche, die fiir die Identifikation der einzelnen Parameter relevant sind.
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4.4.2 ldentifizierbarkeit der Modellparameter — Modellvergleich
4.4.2.1 Implementation der Sensitivitatskriterien

Die Sensitivitatskriterien wurden im Rahmen dieser Arbeit in C++ programmiert, nachdem sich eine er-
ste Implementation unter Maple V, Version 4, fiir komplexere, im Laplace-Raum vorliegende Modelle als
unzulanglich erwies: Selbst GroRrechnerkapazitaten (Dec Alpha, 512 MB Arbeitsspeicher) reichten fiir die
Berechnungen nicht aus, der abzusehende Zeitaufwand von mehreren Tagen bis Wochen war sehr gro8 und
der Erfolg nicht sicher.

Im Gegensatz dazu ist das C'**-Programm auf einem herkdmmlichen PC unter Linux einsetzbar und
braucht z. B. fir das Diffusionsmodell, je nach Computerleistung und Datenanzahl, bis zu wenigen Mi-
nuten. Die im Ergebnis der Berechnungen vorliegenden Daten sind anschliefend mit Hilfe eines beliebigen
graphischen Programmes (z.B. Gnuplot oder SigmaPlot) aufzubereiten.

Néhere Informationen zur Programmbedienung und Modellinstallation finden sich im Anhang D, S. XXff.

4.4.2.2 Sensitivitatsanalysen

Am Beispiel des Diffusions- und Bindungsmodells (Kuhlmann, O., 1998) geht es in den nachfolgenden Un-
tersuchungen um den Modellvergleich anhand der Sensitivitatsanalysen. Beiden Modellen liegt das stocha-
stische 2-Phasen-Modell, Glg. (3.25) und (3.26), zugrunde; sie unterscheiden sich jedoch in der Gewebe-
Verweilzeitdichte (Bindungsmodell siehe Anhang D). Wahrend das Diffusionsmodell von augenblicklich
stattfindenden Bindungsprozessen innerhalb der Zelle ausgeht und die intrazelluldre Verteilung durch lang-
same Diffusion gekennzeichnet ist, nimmt das Bindungsmodell die sofortige Verteilung der Substanz inner-
halb der Zelle an, der sich Bindungsprozesses an Proteine bzw. zytoplasmatische Membranen anschliel3en
und die Dynamik der Gewebeverteilung bestimmen.

Von besonderem Interesse ist deshalb, wie sich diese unterschiedlichen Prozesse in den fiir die Parameter-
identifikation verantwortlichen, verdnderten Zeitbereichen widerspiegeln. Dariiber hinaus interessiert der
EinfluR spezieller Veranderungen des Sampling-Schemas (SS) auf den verbleibenden Informationsgehalt
der Daten.

Den Ausgangspunkt der Sensitivitatsanalyse bilden das Sampling-Schema und eine fiir das jeweilige Modell
ermittelte Parameterkombination. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen die Substanzen Diclofenac
(Kuhlmann, O., 1998) und Trijodthyroxin (T3) (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A., 1992), deren Modell-
parameter in Tabelle 4.14 zusammengestellt sind. Neben einer Organdurchléssigkeit zwischen 95 und 97%
(Diffusions- und Bindungsmodell) unterscheidet sich Diclofenac von T3 durch eine sehr viel geringere Or-
ganverweilzeit (12 vs. 210 sec).

Die beim Bindungsmodell zusatzlich zu k, v und k. auftretenden Parameter k15, ko1 Und v, charakterisieren
die Bindungs- und Freilassungsraten sowie das durch die Bindungsprozesse innerhalb der Zelle entstehende
relative Initialverteilungsvolumen.

Diclofenac

Das fiir Diclofenac vorliegende Sampling-Schema umfat 78 Probennahmen im Zeitbereich bis 150 sec
(Markierungen auf der Zeit-Achse in Abb. 4.13). Zur Untersuchung des Einflusses eines verénderten
Sampling-Designs wurde jeweils, ausgehend vom urspriinglichen SS, die Sampling-Frequenz halbiert, der
Sampling-Beginn verzdgert und der Zeitbereich verkiirzt.
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Diclofenac Trijodthyroxin
Parameter Diff-Mod Bind-Mod Diff-Mod Bind-Mod
Extrazellulare Parameter (fix)
P 0.13 0.80
MT; (sec) 14.73 7.00
MT, (sec) 5.75 18.00
CV2 8.21 0.20
CVE 0.48 0.70

Parameter der Sensitivitatsanalyse — Basis-Sampling-Schema

d (sec) 197.20 — 49.90 —

v 2.00 2.89 21.69 21.80
k (sec™) 0.090 0.125 0.128 0.128
ke (sec™1) 0.006 0.003 — —
k12 (sec™) — 0.022 — 0.354
Ve — 1.25 — 2.81

Parameter der Sensitivitatsanalyse — verandertes Sampling-Schema

d (sec) 27.57 — 49.90 —

v 1.18 1.77 21.69 21.63
E (sec™!) 0.118 8.437 0.128 0.124
k. (sec™!) 0.00003 0.005 — —
k1o (sec™1) — 0.169 — 0.144
Ve — 0.343 — 6.619

Tabelle 4.14: Parameter des Diffusions- (Diff-Mod) und Bindungsmodells (Bind-Mod) fiir die Substanzen
Diclofenac (Katheterparameter: p = 0.99, MT; = 1.76, M T, = 5.69, CV? = 0.06, CV$ = 2.06, Q = 30
ml/min) und Trijodthyroxin.
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Diclofenac: Basis-Sampling-Schema Wahrend das Diffusionsmodell seine maximalen Modell-
Sensitivitaten im wesentlichen im Anfangsbereich bis 30 sec erreicht (nur fiir die Eliminationsratenkon-
stante k. ist auch der Ubrige Zeitbereich von Bedeutung), vergroRern sich die Sensitivitatsbereiche beim
Bindungsmodell und lberdecken fast den gesamten Sampling-Bereich. In beiden Modellen verringert sich
die Modellempfindlichkeit gegeniiber Anderungen des Parameters k. nur langsam, so daB nach 148 sec noch
eine Empfindlichkeit > 30% des bereits nach 17 bzw. 22 sec erreichten Sensitivitdtsmaximums vorhanden
ist. Die ersten Empfindlichkeitsspitzen fur d und k werden zwischen 3 bzw. 5 sec erreicht. Im Vergleich zum
Diffusionsmodell erscheint das Maximum bez. v beim Bindungsmodell sehr viel spéter (6 — 40 sec). Die
Maxima der Sensitivitdten hinsichtlich v, und k5 liegen im Anfangsbereich bei 9 und 17 sec.

lhre hochsten Korrelationen zeigen die beiden Modelle fiir v und & bzw. v und k. mit Absolutwerten zwi-
schen 0.8 und 0.9 (Tab. 4.15). Diese in beiden Fallen negativen Korrelationen werden in den spiegelbildli-
chen Zeitverlaufen (vgl. Abb. 4.13 Mitte) der Parametersensitivitdten sichtbar. Entsprechend der Vorzeichen
der Sensitivitaten am Ende des Sampling-Zeitbereiches kommt es entweder zur Uber- oder Unterschitzung
der Parameter (positive bzw. negative Parametersensitivitdten) (Thomaseth, K. und Cobelli, C., 1997), die
im Bindungsmodell fir v und k. im Vergleich zu den tibrigen Parametern besonders stark sind.

Das dritte Sensitivitatskriterium (Abb. 4.13 unten) unterstreicht und spezifiziert die Aussagen des ersten
durch eine klare Unterteilung des Gesamt-Sampling-Bereiches in einzelne Teilbereiche entsprechend des
Informationsgehaltes zur Schatzung der Parameter. Demzufolge sind beim Diffusionsmodell die Zeitbe-
reiche [0, 5], [4, 8], [6, 20] und [13, 148] zur ldentifikation der Parameter d, k, v und k. vorrangig von
Bedeutung. Die Maxima werden bei 3, 5, 9 und 26 sec erreicht. Trotz des langgestreckten Intervalls des
Parameters k. konnen aufgrund der Empfindlichkeitsspitzen die ersten 50 sec als die entscheidenden ange-
sehen werden. Im Vergleich dazu ergeben sich fur das Bindungsmodell Maxima der Parameter k, v, k12, v
und k. bei 4, 9, 22, 46 und 129 sec. Neben der starkeren Verteilung Uber den gesamten Sampling-Bereich
sind auch die umschlieBenden Zeitintervalle i. A. grofer. Besonders aufféllig sind die Veranderungen bez.
der Parameter v und k. (Max.: 9 — 46 sec bzw. 26 — 129 sec; Bereiche: [6, 20] — [26, 82] sec bzw. [13,
148] — [69, 148] sec).

Am relativen Verteilungsvolumen v wird besonders gut deutlich, dal die Modelle sich in den im Gewebe
stattfindenden Prozessen unterscheiden. Wéhrend das Diffusionsmodell von sofortiger Bindung und lang-
samer Diffusion innerhalb der Zelle ausgeht, findet beim Bindungsmodell eine sofortige Verteilung der
Substanz innerhalb der Zelle statt, der sich Bindung an Proteine und zytoplasmatische Membranen an-
schlieRt. Da v durch die freie Fraktion im Gewebe wesentlich bestimmt wird, kann dieser Parameter im Fall
des Diffusionsmodells bereits im Anfangszeitbereich bestimmt werden, wéhrend er beim Bindungsmodell
erst spater identifizierbar ist. Statt dessen wird der Parameter v, der die zu Beginn stattfindende schnelle
Gewebeverteilung charakterisiert, wie v durch die Informationen des Anfangszeitbereiches bestimmt.

d v k ke v k ke k12 Ve
d 1 0.666 -0.684 -0.244
v 0.666 1 -0.847  -0.467 v 1 -0.227 -0.876 0.0003 0.464
k| -0.684 -0.847 1 0.455 k -0.227 1 0.211 0.431 -0.495
ke| -0.244  -0.467 0.455 1 k. | -0.876 0.211 1 -0.242  -0.333
k12| 0.0003 0.431 -0.242 1 -0.604
Ve 0.464 -0.495 -0.333 -0.604 1

Tabelle 4.15: Korrelationen der Parameter des Diffusions- (links) und Bindungsmodells (rechts) fiir Diclo-
fenac
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Abbildung 4.13: Diclofenac — Sensitivitatsanalysen ausgehend vom Basis-Sampling-Schema. Zu beachten
sind die unterschiedlichen Skalierungen und Farbungen der Sensitivitdten gleicher Parameter.
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Diclofenac: verandertes Sampling-Schema Wahrend die Halbierung der Sampling-Frequenz keine we-
sentlichen Veranderungen der Sensitivitdten hinsichtlich beider Modelle zur Folge hatte, flihrten fehlende
Datenpunkte innerhalb der ersten 6 sec (verzogerter Samplingstart) besonders fiir den in diesem Zeitbereich
zu identifizierenden Parameter d zu einem extremen Anstieg der Sensitivitat als Zeichen des Informations-
mangels in den vorhandenen Daten.

Abbildung 4.14 zeigt die Sensitivitatsanalysen bei Verkirzung des Sampling-Bereiches von 150 auf 100
sec, dem bisher in der Literatur angegebenen maximalen Zeitbereich (Evans, A. M. et al., 1993). Die Ana-
lyse basiert auf den in Tabelle 4.14 unten angegebenen Parametern, die sich z. T. wesentlich von denen
des Basis-Sampling-Bereiches unterscheiden: Wahrend sich im Diffusionsmodell die GréRenordnungen der
Diffusionszeit- und Eliminationsratenkonstante verandern, ist beim Bindungsmodell die Schatzung der Per-
meabilitdtsratenkonstante im Vergleich zum Diffusionsmodell unrealistisch hoch. Dies beeinfluf3t die Ergeb-
nisse der Sensitivitatsanalysen, deren Parameteridentifikations-Bereiche in den Anfangszeitbereich gedrangt
werden.

Die Parameterinformations-Sensitivitaten des Diffusionsmodells erreichen fiir die Parameter k, d und v Ma-
ximalwerte von 20.1, 3.6 bzw. 0.4, die nach 0.8, 1.0 bzw. 1.6 sec erreicht werden. Diese Ergebnisse stehen
nicht im Widerspruch zur Eigenschaft des Sensitivitétskriteriums, nach der der Informationsgehalt aller
Sampling-Zeitpunkte Eins ist, da negative Werte moglich sind. Die sehr hohen Parameter-Informations-
Sensitivitaten fiir £ und d machen deutlich, daf der Informationsgehalt der Daten fiir diese Parameter zu
gering ist. Entsprechend des zugehorigen Zeitbereiches basiert die Schatzung auf zwei am Rand liegenden
Datenpunkten. Dartiber hinaus besteht zwischen diesen zwei Parametern eine starke Korrelation (Tab. 4.16).
Fur k. wird der maximale Wert 0.08 bei positivem Anstieg am Ende des Sampling-Bereiches erreicht (vgl.
Modellsensitivitat). Das Maximum liegt somit auRerhalb des Beobachtungszeitraumes, d. h. die Daten ent-
halten zu wenig Informationen fiir die Identifizierbarkeit der Eliminationsratenkonstante. Dieses Ergebnis
deckt sich mit den Erfahrungen der Parameterschatzung des Parameters, die sehr instabil war und auf einen
Schétzwert nahe Null flihrte.

Auch die Sensitivitdten des Bindungsmodells konzentrieren sich stérker auf den Anfangsbereich. Nur k.
erreicht das Maximum der Parameter-Informations-Sensitivitét erst bei etwa 50 sec. Der zugehdrige Iden-
tifikationsbereich erstreckt sich von 25-100 sec. Die hochste Korrelation mit einem Wert von -0.82 besteht
zwischen k1o und v, (Basissampling: v und k).

Im Gegensatz zu diesen stark verdnderten Sensitivitatsverldufen ergeben sich bei Verkiirzung des Sampling-
Bereiches und Beibehaltung des Basis-Parametervektors nur unwesentliche Verdnderungen in den Sensiti-
vitdtsanalysen.

d v k ke v k ke k12 Ve
d 1 0.408 -0.909 -0.234
v 0.408 1 -0.481  -0.349 v 1 -0.141 -0.683 -0.270 0.371
k| -0.909 -0.481 1 0.322 k -0.414 1 0.155 0.573 -0.637
ke| -0.234 -0.349 0.322 1 k. | -0.683 0.155 1 0.069 -0.198
k12| -0.270 0.573 0.069 1 -0.822
Ve 0.371 -0.637 -0.198 -0.822 1

Tabelle 4.16: Korrelationen der Diclofenac-Parameter bei verkiirzter Sampling-Zeit von 100 sec; im Falle
des Diffusionsmodells links und des Bindungsmodells rechts
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Abbildung 4.14: Diclofenac — Sensitivitdtsanalyse beim verkirzten Zeitbereich von 100 sec. Zu beachten
sind die unterschiedlichen Skalierungen und Farbungen der Sensitivitdten gleicher Parameter.
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Trijodthyroxin

Trijodthyroxin liegt ein Sampling-Schema mit 42 Datenpunkten zugrunde, die einen Zeitbereich von 90 sec
Uberdecken. Die Parameter des Diffusionsmodells sind der Literatur (Luxon, B. A. und Weisiger, R. A,
1992) entnommen. Auf ihrer Basis wurden Daten simuliert, die anschlieBend durch das Bindungsmodell
angepafit wurden. Vor dem Hintergrund einer geeigneten Modellwahl interessiert, ob die Sensitivitadtsana-
lyse des Bindungsmodells Hinweise auf eine ModellmiBspezifikation gibt oder nicht. Dariiber hinaus sollte
geprift werden, ob die Datenerhebung tber den Zeitpunkt von 90 sec hinaus den pharmakokinetischen
Informationsgehalt der Outflow-Profile erhoht.

Trijodthyroxin: Sampling-Zeitbereich bis 90 sec Beide Modelle zeigen ihre hdchste Empfindlichkeit
gegenliber Parameteranderungen (Abb. 4.13 oben) mit steil ansteigenden und abfallenden Sensitivitéts-
Peaks im Anfangsbereich bis 20 bzw. 30 sec. Die einzige Ausnahme ergibt sich fiir den Parameter v, der
inshesondere im Fall des Bindungsmodells einen sich tber den gesamten restlichen Bereich erstreckenden
langsamen Abfall der Sensitivitat aufweist.

Wihrend beim Diffusionsmodell keine Korrelationen zu verzeichnen sind (siehe Tab. 4.18), korrelie-
ren im Bindungsmodell die Permeabilitdtsratenkonstanten & und die Bindungsratenkonstanten k1o mit dem
Verteilungsvolumen v.. Aufgrund der negativen Vorzeichen wird dies am nahezu spiegelbildlichen Verlauf
der Parameter-Sensitivitaten fr & bzw. k15 gegeniiber der von v, deutlich (Abb. 4.13 Mitte rechts).

Hinsichtlich der Parameteridentifikation unterscheidet das dritte Kriterium (Abb. 4.13 unten) bis zu
drei wesentliche Zeitintervalle. Die Diffusionszeitkonstante d ist hauptséchlich in den ersten 5 sec identi-
fizierbar; insgesamt sind, wie fir die Permeabilitdtsratenkonstante &, die ersten 15 sec entscheidend. Das
Bindungsmodell unterteilt diesen Bereich, im Gegensatz zum Diffusionsmodell, in zwei Teilintervalle.
Beide Modelle erreichen die maximale Sensitivitat fir & jedoch bei 4-5 sec. Im Gegensatz dazu erfolgt
die ldentifizierung des Parameters v Uber einen sehr viel groReren Zeitbereich. Wahrend das Maximum
beim Diffusionsmodell bei 11 sec liegt, wird es im Falle des Bindungsmodelles bei 30 sec erreicht. Fur
die Parameter k12 und v, ist bei drei ahnlichen Teilintervallen (0—5—10—25 sec) der Anfangsbereich bis
etwa 25 sec von Bedeutung.

d v k ) k k1o Ve
d 1 0.315 -0.180
v 0.315 1 -0.570 v 1 -0.128 -0.278 -0.212
k -0.180 -0.570 1 k -0.128 1 0.820 -0.922
k1o -0.278 0.820 1 -0.962
Ve -0.212 -0.922 -0.962 1

Tabelle 4.17: Korrelationen der Parameter des Trijodthyroxin; im Falle des Diffusionsmodells links und des
Bindungsmaodells rechts

Trijodthyroxin: Sampling bis 150 sec Trotz des um 60 sec verlangerten Sampling-Bereiches waren fiir
das Diffusionsmodell keine Verdnderungen zu erwarten, da der Basissampling-Parametervektor dieses Mo-
dells wiederum zur Datensimulation genutzt wurde. Auf Basis dieses verlangerten Konzentrations-Zeit-
Profiles erfolgte die erneute Schéatzung der Bindungsmodellparameter.



KAPITEL 4. DIFFUSIONSMODELL 74

Diffusionsmodell Bindungsmodell
Modell-Sensitivitaten Modell-Sensitivitaten
04 0.1
02t 1 0 A 1
-0.1 + 4
0 4
————————————————————————————————————— 02t 4
0.2 1
L 03 .
04 t i
i -04 r 1
-06 " 1 05 | |
-0.8 L L L L L L L L L -0.6 L L L L L L L L L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit (sec) Zeit (sec)
Parameter-Sensitivitaten Parameter-Sensitivitaten
04 0.6

04r 1

L L L L L L L -0.8 L L L L L L L L L
30 40 50 60 70 80 90 0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90
Zeit (sec) Zeit (sec)
Parameter-Informations-Sensitivitaten Parameter-Informations-Sensitivitaten
0.7 15
06 Ve ] K -
k - I K12 - |
05 t SS —— | i ve
i SS ——
04 r 1 |
03 1 1
02 @ | |
01t ]
0 - B O viososetinseeesrese et S o O 4
-0.1 L L L L L L L L L -1 L L L L L L L L L
0 100 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Abbildung 4.15: Trijodthyroxin — Sensitivitatsanalysen im Zeitbereich bis 90 sec. Zu beachten sind die
unterschiedlichen Skalierungen und Féarbungen der Sensitivitdten gleicher Parameter.
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Die modifizierten Parameterwerte des Bindungsmodells bewirken in den ersten beiden Sensitivitatskriterien
nur minimalste quantitative Veranderungen, die optisch kaum erkennbar sind. Quantitative Unterschiede der
Parameter-Informations-Sensitivitdten sind vor allem auf die spezielle Eigenschaft dieses Sensitivitatskrite-
riums zurlickzufiihren (Tab. 4.13), nach der sich der auf Eins normierte Informationsgehalt auf eine gréRere
Anzahl Sampling-Zeitpunkte verteilt. Wie bereits aus den Untersuchungen bis 90 sec ersichtlich ist, enthal-
ten die Daten der ersten 50 sec die fur die Parameterschatzung wesentlichsten Informationen, so dafl die
Erweiterung des Zeitintervalls keinen Informationszuwachs bewirkt.

Im Gegensatz zum Diffusionsmodell treten beim Bindungsmodells in jeweils zwei Féllen sehr hohe Korrela-
tionen auf. Zusammen mit den hdheren Parameter-Informations-Sensitivitdten des Bindungsmodells kdnn-
ten sie Hinweis auf einen zu geringen Informationsgehalt der Daten oder Zeichen einer ModellmiBspezifi-
kation sein.

d v k ) k k1o Ve
d 1 0.296 -0.157
v 0.296 1 -0.529 v 1 -0.968 -0.278 -0.214
k -0.157  -0.529 1 k -0.968 1 0.744  -0.850
k1o -0.278 0.744 1 -0.951
Ve -0.214  -0.850 -0.951 1

Tabelle 4.18: Korrelationen der Parameter des Trijodthyroxin bei verlangerter Sampling-Zeit von 150 sec;
im Falle des Diffusionsmodells links und des Bindungsmodells rechts

4.4.3 Zusammenfassung

Experimentelle Untersuchungen ermdglichen durch definierte Versuchsbedingungen die gezielte Analyse
spezieller Zusammenhdnge und Hypothesen. Ein adaquates Versuchsdesign wird von der Zielstellung
bestimmt und ist Voraussetzung fiir die Gewinnung valider und umfassender Erkenntnisse.
Pharmakokinetische Fragestellungen untersuchen die zeitlichen Anderungen der Substanz-Konzentrationen
im biologischen System als Folge der innersystemischen Verteilungs- und Stoffumwandlungsprozesse. Da-
bei sind die Gesamtbeobachtungsdauer und Verteilung der MeRzeitpunkte tber den Beobachtungszeitraum
wesentliche Komponenten des experimentellen Designs, die den Informationsgehalt der Konzentrations-
Zeit-Profile bestimmen.

Zur Ermittlung der pharmakokinetischen Parameter auf Grundlage des gewéhlten Modells ist deshalb von
besonderem Interesse, wie Verdnderungen des ,,Systemverhaltens”, d. h. der Konzentrations-Zeit-Verldufe,
verursacht durch MeRfehler oder unzureichende Sampling-Schemata, die Parameterschétzungen beeinflus-
sen.

Das von THOMASETH UND COBELLI vorgestellte Parameter-Informations-Sensitivitétskriterium
ermoglicht die Darstellung dieses Einflusses fiir die einzelnen Modellparameter. Zeitbereiche hoher
absoluter Sensitivitdten sind fir die Parameteridentifikation entscheidend. Da sie vom Sampling-Schema
bestimmt werden, vermitteln sie gleichzeitig einen Eindruck von dessen Gite. Der Vergleich der Sensiti-
vitdten unterschiedlicher Sampling-Schemata mit gleicher Anzahl von Datenpunkten kann Ausgangspunkt
einer Optimierung des Sampling-Schemas sein. Allerdings stellt das Sensitivitatskriterium kein direktes
Verfahren zur Optimierung des Versuchsdesigns dar. Der Nachteil der Sensitivitatsanalyse besteht darin,
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daR sie sich auf einen speziellen Parametervektor bezieht, der a priori unbekannt ist und tber die Model-
lanpassung erst bestimmt werden soll. Wie stark Veranderungen dieses Vektors die Sensitivitatsanalyse
beeinflussen, wurde am Beispiel von Diclofenac deutlich.

Der Vergleich des Diffusions- und des Bindungsmodells zeigt, wie sich die den Modellen zugrundeliegen-
den unterschiedlichen Prozesse in verénderten Zeitbereichen der Parameteridentifikation widerspiegeln.
Beiden Modellen ist gemeinsam, dal® bereits die ersten Sekunden fiir die Parameterschéatzung entscheidend
sind. Um dieser Bedeutung des Anfangsbereiches gerecht zu werden, ist die experimentelle Proben-
sammlung der ersten Sekunden zu verbessern. Bisher ist gerade dieser Zeitbereich besonders storanféllig:
Dadurch, daB der Probenkollektor nicht fest auf dem Untergrund installiert ist (siehe Kapitel 2.1), kommt
es beim Einschalten des rotierenden Kollektors vielfach zur Verschiebung, die durch eine erneute manuelle
Adjustierung moglichst schnell behoben wird. In der Zwischenzeit gehen Proben jedoch teilweise oder
vollstéandig verloren, so dal3 die MeRwerte verfalscht werden bzw. nicht vorhanden sind.

Obwonhl das Diffusionsmodell im Gegensatz zum Bindungsmodell die Informationen der meisten Parameter
aus den Daten der ersten 50 sec bezieht, ist fur die ldentifizierbarkeit der Eliminationsratenkonstante
ein wesentlich langerer Zeitbereich notwendig. Aus Sicht der Parameterschétzung bestehen die An-
forderungen an experimentelle Durchfiihrung und Analytik a) in der genauestmoglichen Bestimmung
der Kinetik der ersten Sekunden und b) in der moglichst vollstandigen Erfassung des Tailbereiches des
Konzentrations-Zeit-Verlaufes.
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Abbildung 4.16: Trijodthyroxin — Sensitivitatsanalyse im verlangerten Zeitbereich. Zu beachten sind die
unterschiedlichen Skalierungen und Féarbungen der Sensitivitdten gleicher Parameter.
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Kapitel 5

Einflul} der Grol3en Gefalde auf die
Gesamtkinetik der Leber

Im Mittelpunkt aller bisher vorgestellten Lebermodelle stand die Verteilung im MikrogefaBsystem und dem
angrenzenden Organgewebe. Unerwahnt blieben dabei alle im Vergleich zu den Kapillaren des Mikro-
gefalisystems sogenannten ,,Groflen Gefdle”, die die Stoffzufuhr und den Abtransport aus den einzelnen
Acini, der kleinsten funktionellen Einheit der Leber, realisieren und nicht von Gewebezellen umschlossen
sind (siehe Anhang A, Abb. A.2). lhre Transitzeit wurde in Modellen, wie dem Dispersions- oder Diffu-
sionsmodell, a priori als zur Gesamt-Organtransitzeit vergleichsweise schnell angenommen und bei der
Modellierung vernachléssigt. Folglich wurden alle aus den Dispositionskurven ermittelten Transitzeiten und
Verteilungsvolumina in diesen Modellen als Charakteristika des Mikrokapillar- und Gewebesystems aufge-
fallt (substanzabhangig).

——| GroRe GefaRke MikrogefaBsystem |~

Abbildung 5.1: Grolle Gefédle als Subsystem der Leber

Eine Ausnahme bildet das Goresky-Modell (Goresky, C. A., 1963; Goresky, C. A. et al., 1973), welches
die Transitzeit der GrofRen Gefédle als Verzdgerungszeit (Lag-Time) beriicksichtigt (Abb. 5.1). Bereits 1963
fuhrte GORESKY bei der Berechnung des sinusoidalen und extravaskuldren Volumens der Leber einen Zeit-
parameter Ty ein, der die Transitzeiten aller zuflihrenden GeféaRe, wie der portalen und hepatischen Venen,
zusammenfalite (Goresky, C. A., 1963). Im Hinblick auf die Verteilungsunterschiede simultan injizierter
Marker stellte T, den Null-Zeitpunkt dar, ab dem sich die Marker in ihrer Verteilung unterscheiden; denn
erst im Mikrogefalisystem spielen zusétzliche extravaskuldre Verteilungsraume (Dissé-Raum, Hepatozyten)
eine Rolle.

Weiterfiihrende Untersuchungen beschéaftigten sich mit Auswirkungen der Vernachlassigung des Katheter-
Einflusses (exponentieller Dispositionsverlauf angenommen) auf die Schatzung obiger Verteilungsvolumina
(Goresky, C. A. und Silverman, M., 1964). Im Gegensatz zum realistisch bestimmten extravaskuldren Volu-
men kam es bei unberiicksichtigtem Katheter zur Uberschatzung des vaskuldren Volumens.

79
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Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse setzten sich LUXON UND FORKER fast zwanzig Jahre spéter erneut
mit der Bedeutung der GroRen Gefale auseinander (Luxon, B. A. und Forker, E. L., 1982):

Die Vernachléssigung einer Dispersion in den GroRen Gefallen, wie sie im Goresky-Modell trotz Ein-
beziehung der Transitzeit vorliegt, war aus ihrer Sicht aufgrund der GréRRe dieser GeféaBe in jedem Fall
unrealistisch. Deshalb untersuchten sie im Rahmen einer Simulationsstudie den mdglichen Einflu® nicht
berlicksichtigter Dispersion auf die Schétzung der Gewebeverteilungs- und Eliminationsparameter des Mi-
krogeféaRsystems. Nach der Simulation fehlerbehafteter Daten — unter Annahme der Exponentialfunktion
als empirischer Transitzeitdichte der GroRen Gefalle — zeigten sich bei anschlieBenden Modellanpassungen
ohne dieses Subsystem signifikante Fehler in den ermittelten Verteilungs- und Eliminationsparametern.

Die Resultate wiesen zwar auf die moglicherweise entscheidende Bedeutung der GroRen Gefalie hin und
stellten damit die Zuverlassigkeit bisheriger Parameterschatzungen bei unberiicksichtigter Kinetik in Frage,
konnten jedoch keinen Weg zur Bestimmung der Transitzeitverteilung bzw. Dispersion in diesem Teilsystem
der Leber aufzeigen; im Gegensatz zum Katheter sind diese Gefalle im Inneren des Organs nicht isoliert per-
fundierbar.

Den folgenden Untersuchungen geht es deshalb um die Frage, ob simultane Auswertungen der
Konzentrations-Zeit-Verldufe mikrovaskuldrer und zelluldrer Marker (Kapitel 2.2) die Schatzung der Di-
spersion in den GroRen Geféalien ermdglichen.

Wie bereits erwahnt, unterscheiden sich diese Substanzen zwar in ihrer Verteilungskinetik im Mikrogefalibe-
reich, unterliegen jedoch in gleicher Weise der Verteilung in den GrofRen Gefallen. Da die Konzentrations-
Zeit-Verlaufe der einzelnen Marker zur Identifikation des Gesamtmodells nicht ausreichen, soll geprift wer-
den, ob die gemeinsame Auswertung gemaR Abbildung 5.2 eine indirekte Bestimmung der Verteilungspa-

rameter des Systems der GroRen Gefalle ermdglicht.
MikrogeféaRsystem K

Verteilung 1

Saccharose:

— | GrolRe GefaRe

Mikrogefalsystem

Wasser: ]
Verteilung 2

Abbildung 5.2: Modelle der simultanen Schatzung der Verteilungskinetik der GroRen Gefale

Die Untersuchungen erfolgten an jeweils sechs '4C-Saccharose und 3H-Wasser Konzentrations-Zeit-
Profilen, die durch Simultaninjektionen an drei isoliert perfundierten Rattenlebern bei einem FluR von
20 ml/min erhoben wurden (unveréffentlicht; Prof. Roberts, Brisbane). Fir jeden Marker stehen in den
ersten zwei Sekunden insgesamt sieben Datenpunkte zur Verfiigung, davon vier innerhalb der ersten Sekun-
de, drei in der zweiten und danach pro Sekunde zwei Datenpunkte.

Im Gegensatz zu friiheren Ergebnissen konnten die zusétzlich zur \erfigung stehenden Katheter
Konzentrations-Zeit-Profile aufgrund eines steilen Abfalls im Anfangsbereich nicht durch die Inverse Gauss-
Funktion angepalt werden. Als geeignet erwies sich stattdessen eine zeitverzogerte Triexponentialfunktion,
die in das Modell der “C-Saccharose und 3H-Wasser-Verteilung einbezogen wurde.
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5.1 Superpositionseigenschaft — Transitzeitabschatzung

Erste Informationen zur mittleren Transitzeit der GrofRen GefalRe ermdglicht die Superpositionseigenschaft
der C-Saccharose und 2H-Wasser-Konzentrations-Zeit-Profile (Goresky, C. A., 1963), nach der der Unter-
schied in der Verteilungskinetik des MikrogefaRsystems allein durch die verdnderten Verteilungsvolumina
bestimmt wird.

Eine geeignete Skalierung fiihrt zur Uberlagerung der Zeitverldufe, wobei unter Verwendung des Volumen-
verhéltnisses v = Vp/Vp folgender Zusammenhang besteht:

Cs(t) = (14+v)Cw <1iv> Vte RT (5.1)

Diese Beziehung gilt zum einen speziell fiir die maximalen Konzentrationswerte,
max

i 52)
CW

andererseits ergibt sich fiur die mittleren Transitzeiten des Mikrogefaisystems (M G.S) die Beziehung
=1+ (5.3)

Da sich die mittleren Transitzeiten des Gesamtorgans als Summe der mittleren Transitzeit der Groflen
Gefalle (Tp) und der jeweiligen mittleren Transitzeit des MikrogefaRsystems (MTT,, « € {S,W} ) erge-
ben, gilt MTTMGCS = MTT, — T, und es folgt fiir Gleichung (5.3)

MTTyw — Tp

—1 5.4
MTTq—T, " (54)

Als Bestimmungsgleichung der mittleren Transitzeit der GrolRen Gefdle ergibt sich somit (Luxon, B. A. und
Forker, E. L., 1982)

_ MTTw — (1+v) MTTs
v

T (5.5)

Im Fall der vorliegenden '*C-Saccharose und 2H-Wasser-Daten ergaben sich nach der numerischen Be-
stimmung der mittleren Transitzeiten Tp-Werte im Bereich von 0.7 bis 3.0 sec (Median 2.14 sec, n=6).
Allerdings sind diese Ergebnisse nur bedingt vertrauenswiirdig, da zum einen die verwendeten maximalen
Konzentrationen vom Sampling-Schema abhangen und deshalb mit groBer Wahrscheinlichkeit fehlerbehaf-
tet sind, und zum anderen die Gute der numerisch berechneten mittleren Transitzeiten sehr stark von Lénge
und Datenqualitét des Tailbereiches bestimmt werden. Zu kurze Sampling-Bereiche und stark fehlerbehaf-
tete Daten bilden eine unzureichende Grundlage der Extrapolation und verfalschen dadurch die numerisch
ermittelten KenngroRen.

Die Abbildungen C.2 (im Anhang) und 5.3 zeigen den Vergleich der Superposition ohne und mit Berlck-
sichtigung der Transitzeit durch die GrofRen Gefale. T wurde dabei so gewahlt, daf bei Superposition eine
Uberlagerung der maximalen Konzentrationen erreicht wurde. Der sich auf diesem Wege ergebende T-Wert
ist doppelt bzw. halb so groR wie der mittels Gleichung (5.5) bestimmte. Die sehr gute Ubereinstimmung
der Konzentrations-Zeit- Profile in Abbildung C.2 188t Zweifel daran aufkommen, dalR Dispersion in den
Grollen GefaRen entweder Uberhaupt von Bedeutung ist oder anhand der vorliegenden Daten identifiziert
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werden kann. Allerdings zeigen drei weitere der insgesamt sechs Datensétze trotz guter Uberlagerung des
Peaks Abweichungen im Tailbereich. Absolut gesehen sind diese Unterschiede jedoch sehr klein, so dal
Fehler auch durch die Nahe zur Bestimmungsgrenze des MeRverfahrens verursacht sein kénnen. Die Un-
terschiede in den auf verschiedenen Wegen ermittelten 7g-Werten liegen zwischen Null und einer Sekunde.
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Abbildung 5.3: Superposition mit und ohne Berticksichtigung der Transitzeit durch die GroRen Gefale,
Tp (Datensatz 1a; o: 14C-Saccharose, o:3H- Wasser). Beispiel fiir Unterschiede im Tailbereich trotz guter
Uberlagerung des Peaks (rechts; vgl. Abb. C.2).

5.2 Modellanpassungen

Um zum einen die Frage, inwieweit Dispersion in den GroRen Gefdllen eine Rolle spielt, beantworten zu
kdnnen und dariiber hinaus zu beurteilen, wie sie sich ggf. auf die Schatzung der Verteilungsparameter des
Mikrogefal3systems auswirkt, erfolgte die modellbasierte Auswertung der Daten in drei Schritten:

Zuerst wurde angenommen, der Anteil der Grolien GefélRe an der Organkinetik sei vernachlassigbar. Ent-
sprechend Kapitel 4.2 wurde in diesem Fall die gewichtete Summe zweier Inverser Gauss-Funktionen an
die C-Saccharose und 3H-Wasser Konzentrations-Zeit-Profile angepaBt (Modell 1). Danach erfolgte die
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Einbindung der GroRen-GefdRe-Transitzeit T, als Verzogerungszeit in das Modell (Modell 2), und anschlie-
Rend ging es im dritten Schritt um die Identifizierbarkeit der Dispersion in den GroRen Gefalen (Abb. 5.2).
Als empirische Transitzeitdichte der GroRen Gefdlle wurde eine einfache Inverse Gauss-Funktion gewéhlt
und durch Faltung in das Gesamtmodell einbezogen (Modell 3).

Die Ergebnisse der Modellanpassungen 1 und 2 (Tabelle C.5 und C.6 ) zeigen beim Vergleich der Werte
des Modellselektionskriteriums MSC, von 2.45 (4 0.35) vs. 2.55 (& 0.35) fiir '“C-Saccharose und 2.80
(£ 0.22) vs. 2.77 (£ 0.21) furr 3H-Wasser, keinen signifikanten Unterschied. Prinzipiell ist es moglich, daB
To zu so geringfligig besseren Anpassungen fiihrt, dal der MSC-Wert nahezu unveréndert bleibt, obwohl
der Einflu relevant ist: Die Inverse Gauss-Funktion ist flexibel genug, die Auswirkungen des fehlenden
Subsystems bis zu einem gewissen Grad durch verénderte, méglicherweise signifikant fehlerhafte Parame-
terwerte zu kompensieren. Diese Tatsache bliebe fiir das Modellselektionskriterium, das sich auf die Summe
der Abweichungsquadrate, die Anzahl der Modellparameter sowie die Anzahl der Datenpunkte stiitzt, je-

doch verborgen.

Optische Veranderungen sind in Abbildung 5.4 am Beispiel des 14C-Saccharose-Datensatzes 1a dargestellt.
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Abbildung 5.4: Modellanpassungen 1 und 2 fiir *C-Saccharose 1a. Die Beriicksichtigung der Transitzeit
durch die GroRen Geféle (rechts) fiihrt zur besseren Datenbeschreibung, obwohl die Veranderung im Mo-
dellselektionskriterium minimal sind.
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Obwohl sich der MSC-Wert nur geringfiigig andert, ergibt sich bei Beriicksichtigung der Transitzeit durch
die GroRen GeféRe eine optisch bessere Anpassung. Dies betrifft speziell den Bereich des Peaks, der auf-
grund einer geringeren Wichtung, entsprechend 1/C(t)?, das MSC-Kriterium nur unwesentlich beeinfluft.

Beim Vergleich der beiden Marker war zu erwarten, daR sich Einfliisse der GroRen GefaRe starker bei 4C-
Saccharose zeigen:

14C-Saccharose besitzt eine etwa um zwei Drittel verringerte MikrogefaBsystem-Transitzeit, so daR der An-
teil der Verweilzeit in den GroBen GefalRen an der Organtransitzeit groRer ist als bei 3H-Wasser. Er liegt
bei den gegebenen Daten zwischen 8 und 15% (Tabelle C.5). Die auf Grundlage der *H-Wasser Zeit-Profile
im Gegensatz zu *C-Saccharose sehr viel geringer geschitzte Transitzeit der GroRen GefaRe (Tabelle C.6)
weist deshalb auf einen mangelnden Informationsgehalt dieser Daten zur Charakterisierung der Verteilung
in der GroRen Gefalien hin. Aufgrund der simultanen Injektion beider Marker und den gleichen Verteilungs-
eigenschaften in den Grof3en GefédRen wéren Ubereinstimmende T,-Schatzungen zu erwarten gewesen.

Die simultane Auswertung der '*C-Saccharose und 3H-Wasser Daten gemaR Abbildung 5.2 blieb bei
gleichzeitiger Schatzung aller Parameter erfolglos. Ausgehend von Voruntersuchungen (Abb. 5.6, Tab. C.7)
sollte abschlieRend die Anwendbarkeit des folgenden iterativen Verfahrens geprift werden:

1. Schitzung der C-Saccharose und 3H-Wasser Verteilungsparameter des MikrogefiRsystems bei fi-
xierten Parametern der GrolRen Gefale

2. Schétzung der Parameter des Systems der GroRen Gefél3e unter Verwendung der unter 1. bestimmten
und fixierten Ergebnisparameter

3. Abbruch, wenn 1. und 2. keine Verdanderungen in den Parameterschatzungen im Vergleich zur vor-
hergehenden Iteration ergaben. Andernfalls Wiederholung des Schrittes 1 unter Ausnutzung der im
zweiten Schritt ermittelten mittleren Transitzeit und relativen Dispersion der GroRen Gefalien.

Konvergiert das Verfahren, kommt es zum Abbruch, und der Endparametervektor gilt als der gesuchte.

Zur Validierung des Verfahrens wurden fir alle Kombinationen von T, = 1, 2, 3 sec mit
CVZs = 0.3, 0.8, 1.3 fehlerfreie Daten simuliert und das Verfahren mit maximal 20 Iterationen zur
Parameterschitzung angewandt. Als Startparameter dienten 7y = 2 sec und C’VC%G = 0.8 und die
fiir 14C-Saccharose und 3H-Wasser angenommenen Parameter waren

s = 0.7 PW = 0.8
MT g = 4.8sec MT w = 19.0 sec
MT; g = 22.3 sec bzw. MT;w = 67.9 sec
CVig = 0.1 CViy = 05
CVig = 1.0 CViy = 3.4

In vier der neun Falle konnte mit weniger als 11 Iterationen Konvergenz erzielt werden, in allen anderen
lag nach 20 Iterationen noch kein endgiiltiges Ergebnis vor. Trotz optisch guter Datenbeschreibungen (Abb.
5.5) ergaben sich keine validen Parameterschéatzungen. Der Bias in den Parametern der GroRen Gefdlle zum
Beispiel war mit Absolutwerten von bis zu 41% fiir T;, und 85% fiir CV2, sehr hoch. Das Verfahren erwies
sich demzufolge als ungeeignet, so daf} es nicht weiter auf die experimentellen Daten angewandt wurde. Die
in den Voruntersuchungen erzielten Ergebnisse sind folglich als nicht valide anzusehen.
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Die Ausgangsfrage, ob simultane Auswertungen der Konzentrations-Zeit-Verlaufe mikrovaskuldrer und zel-
luldrer Marker die Schétzung der Dispersion in den GrolRen GefélRen ermdglichen, kann anhand des vorlie-
genden Datenmaterials somit nicht positiv beantwortet werden.

T =1sec T, =3sec
2 2 _
CVZ,,=03 cvZ,,=08
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Abbildung 5.5: Validierung des Iterationsverfahrens: Modellanpassung der simulierten Daten bei Konver-
genz des Verfahrens (o: 14C-Saccharose, ¢:>H- Wasser). Die beiden Beispiele stellen bez. des Bias in den
Parameterschatzungen die Extremfalle dar. Wahrend die absoluten relativen Abweichungen fiir die Para-
meter Ty und CVZ, im linken Fall 41% bzw. 58% betragen, ergeben sich rechts 7% und 9%. Die unteren
Abbildungen in halblogarithmischer Darstellung zeigen den gesamten Simulationszeitbereich, wahrend sich
die oberen Darstellungen zur besseren Sichtbarkeit des Peaks auf den Anfangszeitbereich beschréanken.

5.3 Zusammenfassung

Den AnlaB fir die Untersuchungen dieses Kapitels gab eine Simulationsstudie von LUXON UND FOR-
KER, die zeigte, dafl eine Vernachldssigung der Dispersion in den GroRen Gefdlien, wie sie aufgrund der
GefaBRgroRe angenommen werden kann, Fehler in den Schatzungen der Mikrogefal3parameter bewirkt (Lu-
xon, B. A. und Forker, E. L., 1982). Deshalb sollte gepriifte werden, ob die Verteilung in den Grof3en
Gefalen, die nicht isoliert bestimmbar ist, unter gleichzeitiger Nutzung mehrerer Informationsquellen —
unterschiedlicher Marker der Kapillarsystemverteilung — indirekt charakterisiert werden kann.
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Dazu wurde das Ausgangsmodell ohne GroRe Gefal3e schrittweise erweitert: Bei Berlicksichtigung der Tran-
sitzeit durch die GrofRen Gefadlle konnten fur Saccharose optisch bessere Datenbeschreibungen erzielt wer-
den. Im Gegensatz dazu war der Informationsgehalt der Wasser-Zeitprofile zur Schéatzung dieses zusétzli-
chen Parameters zu gering. Dementsprechend blieb auch die simultane Auswertung der Saccharose- und
Wasser-Zeitprofile zur Ermittlung der Transitzeit und Dispersion in den GroRen Gefallen auf Basis der In-
versen Gauss-Funktion erfolglos.

Eine zukiinftige Mdglichkeit besteht darin, statt des extravaskuldr verteilten Wassers die ausschlieflich in
den Sinusoiden verbleibenden roten Blutkdrperchen (RBC) als zweiten Marker zu verwenden, bei denen
der Anteil der Transitzeit der GroRen Gefdl3e an der Gesamtorgantransitzeit héher ist.

Die Anzahl der Datenpunkte in den ersten Sekunden kann aus experimenteller und analytischer Sicht nicht
weiter erhoht werden. Von groRerer Bedeutung als eine hohere Anzahl an MelRpunkten ist jedoch die Opti-
mierung der experimentellen Durchflihrung (Adjustierung des Probenkollektors) und analytische Methoden,
die geringste Konzentrationen mit hoher Genauigkeit und Zuverldssigkeit bestimmen.
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Abbildung 5.6: Modell 3: Anpassung der experimentellen Daten nach der ersten Iteration (links: 1a, rechts:
3a; o: 14C-Saccharose, o:3H- Wasser). Zur besseren Sichtbarkeit des Peaks beschrianken sich die oberen

Abbildungen auf den Anfangsbereich von 50 sec.
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Kapitel 6

Die Leber als First-Pass-Organ bei oraler
Applikation

Wiéhrend die Leber in den bisherigen Untersuchungen als isoliertes Organ — herausgeldst aus der Funktio-
nalitdt des Organismus — im Mittelpunkt stand, spannt dieses abschlieBende Kapitel den Bogen zuriick zu
ihrer eingangs beschriebenen Bedeutung im Gesamtorganismus.

Als herausragendes Organ der Biotransformation leistet die Leber einen wesentlichen Beitrag zur Verbesse-
rung der Exkretionsfahigkeit xenobiotischer Stoffe. Abgesehen von sogenannten Pro-Drugs, deren Metabo-
lite die eigentliche Wirkform darstellen, flihrt diese Stoffumwandlung lipophiler in hydrophilere Substanzen
hdufig zur Inaktivierung der chemischen Verbindung. So lebenswichtig diese Funktion auch ist, fuhrt sie bei
extravaskuldrer Applikation jedoch zu einem mehr oder weniger ausgepragten First-Pass-Effekt (FPE), d. h.
der Verminderung der systemischen Verfuigbarkeit der applizierten Dosis und damit zur Herabsetzung der
angestrebten therapeutischen Wirksamkeit.

Da sich in den letzten Jahren verstarkt zeigte, dal neben der Leber auch im Gastrointestinaltrakt Metaboli-
sierung stattfindet (Fromm, M. F., 1998), geht es am Beispiel der vorliegenden Bioverfiigbarkeitsstudie um
den Beitrag der Leber am First-Pass-Effekt und die damit verbundene Bestimmung pharmakokinetischer
Parameter der Gesamtkdrperverteilung. Von besonderem Interesse ist, welche zusatzlichen Informationen
durch die Konzentrations-Zeit-Profile eines primédren Metaboliten bereitgestellt werden.

6.1 Verteilungsprozesse und pharmakokinetische Parameter des Gesamtor-
ganismus

Im Gegensatz zu intravends (i.v.) injizierten Pharmaka, die dem Systemkreislauf direkt zur Verfiigung
stehen, unterliegen extravaskuldr applizierte Substanzen zuvor Prozessen der Invasion und Disposition
(Abb. 6.1).

Da rektale, intramuskulédre oder subkutane Applikationen in der praktischen Arzneimittel-Therapie eine eher
untergeordnete Rolle spielen (Weiss, M., 1990a), liegt der Schwerpunkt des Interesses auf der Verteilungs-
und Eliminationskinetik nach oraler (p.0.) Applikation.

Dem Organismus auf diesem Wege zugefiihrte Substanzen gelangen zundchst in den Gastrointestinaltrakt
(GI), werden dort absorbiert und nach einer ersten Leber-Passage mit dem Blutkreislauf zum Wirkort trans-
portiert (Pfeiffer, S. et al., 1995). Die Bioverfugbarkeit der Wirksubstanz wird dabei neben der Absorptions-

88
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quote durch die First-Pass- Metabolisierung bestimmt, die zum einen in der Leber, dariiber hinaus aber auch
im Gastrointestinaltrakt (in der Darmwand) stattfinden kann.

Wichtigste pharmakokinetische KenngrolRen der Gesamtkorperverteilung sind neben der Bioverfligbarkeit F'
die mittlere Verweilzeit MTRT (Mean Total Residence Time) und die systemische Clearance CL (Weiss,
M., 1990a).

Alle drei Parameter kdnnen sowohl modellunabhéngig ber die Momentenanalyse als auch unter Verwen-
dung parametrischer Modelle bestimmt werden. Voraussetzung sind in beiden Féllen die Konzentrations-
Zeit-Profile oraler und intravendser Applikation.

Invasion Disposition
(MIT) (MDRT) (MTRT)
—_— > - R
Dissolution Absorption Distribution Elimination
(MDT) (MAT)

Abbildung 6.1: Prozesse, denen ein Pharmakon im Organismus unterliegt, und deren Zeitparameter

Momentenanalyse

Entsprechend ihrer Definition (S. 10f.) berechnet sich die Clearance Uber die i.v. applizierte Dosis und das
nullte Moment der Konzentrations-Zeit-Kurve (Weiss, M., 1990a; Rowland, M. und Tozer, T. N., 1995),

_ D; .

CL (6.1)
Unter Annahme einer zeitlich unveranderten systemischen Clearance, CL;,. = CL,,. bestimmt sich die
(absolute) Bioverfligbarkeit als das A UC-Verhdltnis oraler und intraventser Applikation unter Beriicksich-
tigung der Dosierungen:

- A Ucp.o. D; o,

F = 2P0 v
AUC; 4. Dy,

(6.2)

Diese Annahme gleicher Clearance-Werte stellt in jedem Fall eine Vereinfachung dar, die héchstens nahe-
rungsweise erfullt ist.

Der Begriff mittlere Gesamtkdrperverweilzeit MTRT bezieht sich auf extravaskuldre Applikationsarten.
Wie aus Abbildung 6.1 ersichtlich, ergibt sich die MTRT als Summe der Verweilzeiten der einzelnen kon-
sekutiven Teilprozesse (Weiss, M., 1990a),

MTRT = MDT + MAT + MDRT (6.3)

Da Invasion bei i.v. Applikation entféllt, ist die intravends ermittelte Verweilzeit die mittlere Dispositions-
verweilzeit MDRT. Folglich bestimmt sich die Invasionszeit MIT als Differenz der mittleren Verweilzeiten
nach oraler und intravendser Applikation, MTRT — MDRT, und ist bei oral applizierter Losung die mittlere
Absorptionszeit MAT.
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Modellanpassung

Eine Alternative zur Momentenanalyse besteht in der Datenbeschreibung mittels parametrischer Modelle.
Ausgangspunkt bildet wiederum die Unterteilung der Gesamtkinetik in einzelne Teilprozesse (Abb. 6.1), die
sich im Modell als Faltung der Teilmodelle widerspiegelt,

f(t) = f]nvasion(t) * fDisposition(t) (64)

Die Beschreibung der Disposition nach Bolus-Applikation erfolgt, wie bei der Momentenanalyse, auf Ba-
sis der i.v. ermittelten Konzentrations-Zeit-Profile, wobei als einfachstes empirisches Modell eine Multi-
exponentialfunktion verwendet wird. Im Anschlul? an die Identifikation dieses Subsystems kann der Inva-
sionsprozel3 Uber die Kinetik nach oraler Applikation bestimmt werden. Handelt es sich wie in der nach-
folgenden Bioverfligbarkeitsstudie um eine oral applizierte Losung, entféllt der Dissolutionsprozef3, und
der Absorptionsproze® wird charakterisiert. In der Regel wurde bisher hdufig von einer Absorptionskinetik
1. Ordnung ausgegangen, die die Monoexponentialfunktion als Absorptionsmodell impliziert. Im Gegensatz
dazu verwendete WEISs fur Préaparate mit verzdgerter Wirkstoff-Freisetzung (extended release) die Inverse
Gauss-Funktion (IG) (Weiss, M., 1996) als Absorptionsmodell. Neben der mittleren Absorptionszeit MAT
enthalt dieses Modell als zusétzlichen Gestaltparameter die relative Dispersion CV2 .

Liegen Dosis-normierte Konzentrations-Zeit-Profile vor, kann die Absorptionsquote direkt im Modell als
Skalierungsparameter bestimmt werden (Weiss, M., 1996),

fAbsorption (t) = Fabs IG(t; MAT) CVaQbs) (65)

6.2 [Ergebnisse einer Bioverfligbarkeitsstudie

Im Rahmen einer Bioverfiigbarkeitsstudie, die von der pharmazeutischen Industrie durchgefiihrt wurde?,
standen Plasma-Konzentrationen vier verschiedener Applikationsarten zur Verfiigung, deren Dosis jeweils
50 mg der untersuchten Substanz betrug. Neben einer 15-minttigen i.v. Infusion wurde der Arzneistoff als
orale bzw. rektale Losung sowie rektales Zapfchen appliziert. Von insgesamt 18 lagen fiir zehn Probanden
die i.v. Daten und nur in zwei Féllen (Proband 7 und 10) die Daten aller Applikationsarten vor. Dartiber
hinaus waren die Konzentrations-Zeit-Profile des erzeugten Metaboliten gegeben.

Alle Daten wurden auf der Basis von PURVES publizierter Algorithmen (Purves, R. D., 1992b; Purves, R.
D., 1992a; Purves, R. D., 1994) der Momentenanalyse unterzogen. Die berechneten pharmakokinetischen
Parameter (AUC (), M RT y,), F' und CL) sind in Tabelle C.8 — C.9 und C.11 (Anhang C.3) zusammen-
gestellt.

6.2.1 Applizierte Substanz

Im Ergebnis der Momentenanalyse ergab sich fir die applizierte Substanz eine systemische Clearance von
474 (+ 126) ml/min; die orale Bioverfligbarkeit liegt im Bereich von 20 bis 40%. Im Vergleich dazu zeigt
sich in allen Féllen eine geringere rektale Bioverfligbarkeit, die zwar durch unvollstdndige Absorption und
geringere First-Pass-Metabolisierung verursacht sein kann, zu einem gewissen Anteil jedoch auf zu kurze
Tailbereiche und damit verbundene Fehler in der Momentenanalyse zuriickzufiihren ist. Dasselbe Problem
tritt bei der Bestimmung der mittleren Verweilzeiten auf, so dal8 bis auf zwei Ausnahmen die numerisch

! Aus patentrechtlichen Griinden darf der Substanzname in dieser Arbeit nicht verdffentlicht werden.
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bestimmte p.o. mittlere Verweilzeit geringer als die der i.v. Applikation ist und negative Schdtzungen der
Absorptionszeiten die Folge sind. Diese unterschiedlichen Ergebnisse werden in Abbildung 6.2 und 6.3 am

Beispiel der Probanden 7 und 10 deutlich.
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Abbildung 6.2: Vergleich der modellunabhédngig berechneten Flachen unter den Konzentrations-Zeit-
Verldaufen AUC und Bioverfugbarkeiten F' zweier ausgewéhlter Probanden bei unterschiedlichen Appli-
kationsarten

25

20

MTRT (h)

Abbildung 6.3: Vergleich der modellunabhéngig berechneten mittleren Transitzeiten MDRT und MTRT
sowie abzuleitender mittlerer Invasions- bzw. Absorptionszeiten der verschiedenen Applikationsarten.
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Im Vergleich zu Proband 10 stehen die p.o. Daten bei Proband 7 tber einen sehr viel kiirzeren Zeitraum zur
Verfiligung (16 vs. 12 h, Abb. 6.4). Obwohl die Anzahl der Datenpunkte dadurch nur um einen MeRwert ver-
ringert ist, reicht der Informationsgehalt offensichtlich nicht aus, die Momente exakt genug zu bestimmen.
Da die numerische Berechnung der Momente u. a. durch Extrapolation auf Basis der letzten vorhandenen
Datenpunkte erfolgt, ist eine ausreichende Beschreibung des Tailbereiches Voraussetzung fiir die erfolgrei-
che Anwendung der Methode. Bei einem zu kurzen Mel3zeitraum ist die der Extrapolation zugrunde lie-
gende Annahme, dal3 die letzten analysierten Datenpunkte ausschlielich den Eliminationsprozel? als lang-
samsten Prozel3 charakterisieren, nicht erfiillt. Die Konzentrations-Zeit-Kurve enthdlt in einem solchen Fall
keine ausreichenden Informationen Uber die Eliminationsphase; statt dessen tberwiegt am Ende des Samp-
lingintervalls noch immer ein schnellerer VerteilungsprozeR, dessen Geschwindigkeit bei Berechnung der
Momente als Elimination angesehen wird. Dies fiihrt zur Unterschatzung der mittleren Gesamtverweilzeit
MTRT, so dafl negative Schatzungen der Absorptionszeit die Folge sein konnen.

Im Vergleich zur modellunabhéngigen Analyse erfolgte fiir die i.v. und p.o. Daten zusatzlich die Anpassung
eines parametrischen Modells, wie im Abschnitt 6.1 beschrieben. Dabei war bei der intravendsen Auswer-
tung die Langzeitinfusion von 15 min zu beriicksichtigen. AuBerdem erwies sich die Triexponentialfunktion
als geeignetes Dispositionsmodell, so daf3 sich das folgende Gesamtmodell ergab

St (L—e™) .t < Ting
ct) = , N (6.6)
S s (N~ 1) e N L > Ty

10" 4 10° 5
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Abbildung 6.4: Modellanpassungen der i.v. (oben) und p.o. Daten (unten) bei halblogarithmischer Darstel-
lung und unterschiedlichen Zeitskalen.
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Bei Anpassung der p.o. Daten ermoglichte die Exponentialfunktion als Absorptionsmodell keine ausreichen-
de Beschreibung der experimentell ermittelten Konzentrations-Zeit-Verldufe (Abb. 6.5 oben). Statt dessen
zeigt die Inverse Gauss-Funktion aufgrund des zusatzlichen Formparameters grofiere Flexibilitat und fiihrt
zu einer guten Modellanpassung (Abb. 6.5 und 6.4 unten). Sie wurde erstmals von WEISS als empirisches
Modell des Absorptionsprozesses vorgeschlagen (Weiss, M., 1996).
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Abbildung 6.5: Vergleich der Modellanpassung im Anfangsbereich von zwei Stunden bei Verwendung un-
terschiedlicher Absorptionsmodelle: Exponentialfunktion (LEXP) oben, Inverse Gauss-Funktion (11G) un-
ten.

Am Beispiel der beiden Probanden zeigt Abbildung 6.6 die Gegentiiberstellung der modellabhédngig und
durch numerische Integration ermittelten pharmakokinetischen KenngréfRen. Wahrend das parametrische
Modell im Gegensatz zur Momentenanalyse die Bestimmung der MAT fir die unvollstandig gemessenen
Daten erst ermdglicht, unterscheiden sich die geschatzten Bioverfiigbarkeiten nur unwesentlich voneinander.
Mit etwa 30% gelangt ein relativ geringer Anteil der applizierten Substanz in den Blutkreislauf, deshalb
stellt sich die Frage, inwieweit neben dem First-Pass-Effekt auch unvollstandige Absorption fiir die Verluste
verantwortlich ist. Da die Kinetik der applizierten Substanz keine weiteren Aussagen ermdglicht, geht es im
Folgenden um den Informationsgehalt des zusatzlich gemessenen priméaren Metaboliten.
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Vergleich der Ergebnisse Momentenanalyse vs. Modell Vergleich der Ergebnisse Momentenanalyse vs. Modell
Proband 7 Proband 10
1 3
I nicht-parametr
1 parametrisch
0 . 2]
1 1
I nicht-parametr
[ parametrisch !
2 . . 0 . .
F MAT [h] F MAT [h]

Abbildung 6.6: Gegeniberstellung der Ergebnisse nicht-parametrischer und parametrischer Auswertung;
Probanden 7 (links) und Proband 10 (rechts)

6.2.2 Metabolit

Wie anfangs bereits erwahnt, wurden die Metabolit-Konzentrations-Zeitprofile der Momentenanalyse un-
terzogen. Dabei ergaben sich bei i.v. und p.o. Applikation AUC,,-Werte im Bereich von 223-516 h-ng/ml
bzw. 290-805 h-ng/ml (Median: 359 bzw. 618 h-ng/ml, n=5 bzw. 6) sowie mittlere Verweilzeiten von 11—
27 h bzw. 15-26 h (Median: 14 bzw. 23 h). Die Ergebnisse sind im Detail in Tabelle C.11 zusammengestellt
und umfassen auch die tbrigen extravaskuldren Applikationsformen.

Besonderes Interesse galt dem Verhéltnis der Metabolit-A UC nach p.o. und i.v. Applikation, fur welches
bei ausschliellich hepatischer First-Pass-Metabolisierung (F' = Fs Fr) die Gleichung

AUC™ 1—Fy Ey
= o _po (R = Fgs (1 - B+ 22 6.7
ATCT b < o+ . ) b ( H+fm> (6.7)

gilt (Weiss, M., 1988), wobei f,, den Anteil der Leber an der systemischen Elimination charakterisiert.
\orausgesetzt ist zusétzlich, daf die Elimination der systemisch verfligharen Substanzmenge allein in Niere
(Index R) und Leber stattfindet (CL = CLgr + CLg). Gleichung (6.7) ermdglicht die Berechnung der
Absorptionsquote (Weiss, M., 1990b):

Fabs:F+fm (Rm_F) (68)

Dazu sind neben der Bioverfuigbarkeit (F) und dem A UC-Verhdltnis des Metaboliten (R,,) Informationen
zum Anteil der Leber an der systemischen Elimination (f,,) Voraussetzung. Der Parameter f,,, kann indirekt
uber die renale Clearance berechnet werden (f,,, =1 — CLgr/CL).

Die gegebene Bioverfiigbarkeitsstudie enthielt diesbeziiglich jedoch keine Angaben. Aufgrund friiherer tier-
experimenteller Biotransformations-Untersuchungen ist davon auszugehen, daf sowohl renale Metabolisie-
rung als auch Exkretion stattfinden.
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Trotzdem erwies sich eine ndhere Untersuchung der Ausgangsgleichung (6.7) — Bestimmungsgleichung
des Parameters R,, — als interessant:

Betrachtet sei der Anteil der Leber an der Gesamtelimination. Dieser ergibt sich als Quotient der hepatischen
und systemischen Clearance,

CLy
fm = L (6.9)
und flhrt Gber den Zusammenhang CL, = E, Q. mitx € {H, R} auf die Gleichung
EyQu
m 6.10
f EuQu+ ErQr (6.10)
Durch die Einfiihrung der physiologischen Konstante
Qu
= == 6.11
q On (6.11)
folgt fur f,, die Darstellung B
qLg
m _— 6.12
! 4Ep + B ¢12
und unter Beriicksichtigung dieses Ergebnisses stellt sich R,,, gemaR Gleichung (6.7) wie folgt dar:
E E
Ry = Fus (1 — Ey + w) (6.13)

Da sowohl die Werte der Absorptionsquote F,;, als auch der Extraktionsquoten £ und E'r auf den Bereich
[0, 1] beschrankt sind, gilt fir R,

Faps < Ry < % (6.14)
denn einerseits ist
0 < Ep
qEy < qEn+ER
By < 4 Ey + ER

qEy+Er  Rp
Fabs

1 < 1-FEg+

und andererseits gilt

ERr
q+ Egr

IN
—

IN

q+1
q—qEyg +qFEg+ ER
qEg+ ERr

IN

qg+1

1
R, < 1—FEyxg+ g+

IN
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Die obere Schranke des Wertebereiches von R, wird allein durch die physiologische Konstante ¢ be-
stimmt, die in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und Gewicht interindividuellen Schwankungen unter-
liegt. Aus den bei (Rowland, M. und Tozer, T. N., 1995) angegebenen Blutfliissen Q iz = 1350 ml/min und
Qr = 1100 ml/min folgen Werte von ¢ = 1.23 und (¢ + 1)/q = 1.81. Im Vergleich zu anderen Lite-
raturquellen, wie z. B. (Wada, D. R. et al., 1997), wo unterschiedliche Alter und Gewichte berlicksichtigt
sind, stellt 1.81 den groften (¢ + 1)/g-Wert dar und kann unter den anfangs getroffenen Annahmen einer
ausschliellich hepatischen First-Pass-Metabolisierung sowie der allein in Leber und Niere stattfindenden
systemischen Elimination als obere Schranke fiir R,, angesehen werden.

Fir die vorliegenden Metabolit-Daten ergaben sich fir R,,, Werte zwischen 1.3 und 3.1 (Median: 1.5, n=5).
Dabei lagen zwei der flnf Werte deutlich tber 1.8, was insbesondere fiir den Maximalwert (siehe Abb. 6.7)
mit groRer Wahrscheinlichkeit Hinweis auf eine Verletzung der obigen Annahmen ist. Da es keine tierexpe-
rimentellen Hinweise auf extrahepatische bzw. -renale systemische Elimination der untersuchten Substanz
gab, konnte die Annahme alleiniger hepatischer First-Pass-Metabolisierung unzul&ssig sein. Im folgenden
Abschnitt soll deshalb zusétzlich gastrointestinale First-Pass-Metabolisierung in die Gleichung (6.8) einbe-
zogen werden.

100 Proband 10

® p.o. Applikation
'.0 O i.v. Applikation

10

Metabolit-Konzentration (ng/ml)
[e]
[ ]

T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zeit (h)

Abbildung 6.7: Konzentrations-Zeit-Verldufe des primédren Metaboliten nach i.v. und p.o. Applikation fiir
den Probanden mit maximalem R,,,-Wert von 3.1 (halblogarithmische Darstellung).

6.3 Gastrointestinaler und hepatischer First-Pass-Effekt

Dieser Abschnitt erweitert den von WEISS (Weiss, M., 1988; Weiss, M., 1990b) fiir hepatische First-Pass-
Metabolisierung hergeleiteten Zusammenhang (6.7), der zusétzliche Informationen der Kinetik des iten
primédren Metaboliten ms nach i.v. und p.o. Applikation der Muttersubstanz (Precursor) nutzt, um Aus-
sagen zur Absorptionsquote des Precursors zu ermdglichen. Neben dem hepatischen First-Pass-Effekt wird
im Folgenden zusatzlich gastrointestinale Metabolisierung in die Modellierung einbezogen. Vorausgesetzt
bleibt, daR die Elimination der applizierten Substanz ausschlief3lich in Leber und Niere stattfindet, es sich
um ein lineares pharmakokinetisches System handelt und somit das Clearance-Konzept Giiltigkeit besitzt.
Die Vorteile (a) keine (restriktiven) Annahmen zum Absorptionsproze8 und (b) Kompartiment-unabhangige
Modellierung bleiben erhalten.
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Im Mittelpunkt der Betrachtungen steht das A UC-Verhdltnis des priméren Metaboliten (ms1)
':AUQK

AUCT?
Ausgehend vom Clearance-Konzept, Glg. (1.25), wird die AUC durch die im Zeitraum [0, oo) eliminierte
Menge der betrachteten Substanz und ihrer systemischen Clearance bestimmt:
Ael(oo)

CL
Demzufolge entspricht R,,; unter Annahme gleicher Clearancewerte, CLT" = CL;’?, dem Verhdltnis der
i.v. und p.o. eliminierten Metabolit-Mengen A™ , « € {iv, po},

el %!
Ami (oo)

R, — _chpor 7"/
" AZIL,ZZU(OO)

(6.15)

mi

AUC =

(6.16)

(6.17)

die Uber Massebilanzgleichungen bestimmt werden kdnnen.

Gastrointestinaltrakt L eber
j Primarer
Metabolit-Entstehungni : Metabolit-Durchlassigkeit Metabolit mi
‘ : ; ‘ }
dAﬂ%bs ke B R Fr M
dt : : : dt
— | ; -
Absorbierte : ‘
Substanz :
Substanz-Durchlassigke j Metabolit-Entstehungni
_——
Fl H h’ﬂ EH FH"‘
dA’: mi mi mi dAa S
o =Rk B R R B R

Abbildung 6.8: Gastrointestinale und hepatische First-Pass-Metabolisierung der absorbierten Substanz in
primdren Metaboliten (my1)

Wihrend die Inputrate des Metaboliten mi in den Systemkreislauf bei i.v. Applikation allein durch die
hepatische Metabolisierung bestimmt ist, kommt im p.o. Fall First-Pass-Metabolisierung hinzu, die neben
der Leber auch im Gastrointestinaltrakt stattfindet (siehe Abbildung oben). Es ergeben sich die folgenden
Inputraten:

i.v. Applikation:

dAGY (1) dARE(t)

(6.18)
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p.o. Applikation:

4z (0 . e .

(6.19)

Dabei charakterisiert f,, h.,; den in der Leber erzeugten Anteil an Metabolit m:, von dem wiederum der
Anteil F¥ keiner weiteren Metabolisierung unterliegt. ARE(t) ist die der Elimination zum Zeitpunkt ¢ im
Korper zur Verfligung stehende Substanzmenge und f,,, bezeichnet den hepatisch eliminierten Anteil nach
i.v. Applikation. — First-Pass-Elimination nach oraler Applikation bezieht sich auf die absorbierte Menge
Agps und wird neben der nachfolgenden hepatischen Metabolisierung durch den im Gastrointestinaltrakt
entstehenden Anteil k,,,; des Metaboliten mi an der Gesamtextraktion E; mit der Verfugbarkeit F7™ be-
stimmt. Der im Gastrointestinaltrakt nicht metabolisierte Precursor-Anteil F'; unterliegt bei anschlieRender
Leber-Passage der Extraktionsquote E'yy.

Da der erzeugte Metabolit m: wieder vollstandig aus dem Korper eliminiert wird, ist die insgesamt elimi-
nierte Menge A™*(c0) gleich der entstandenen Metabolitmenge A7 (o), d. h. es gilt

; o dAT
o = — " dt 6.20
Hie) = [5G (6.20)
Fur die intravenose Applikation ergibt sich entsprechend Gleichung (6.18) die Beziehung
- . [ dARE
Zlniv(oo) = fm P FIT{m / - R dt (621)
' 0 dt
Zusétzlich gilt fir den Integralterm
* dARFE
/ CIABRE b~ 4 (00) = Dy (6.22)
0 dt ’

so daf die Normierung hinsichtlich der Precursor-Dosis D;,, auf den folgenden Zusammenhang fihrt

AZIL,ZW(OO)

Analog ergibt sich bei oraler Applikation aus den Gleichungen (6.19) und (6.20) die Beziehung

. S o[ Aus mi [° dARE
Z}fpo(oo) = [E[ksz}mFﬁm—i-F[EHhszﬁm] / dlf dt+fmhszH / - dt dt
0 0
(6.24)
Fur den linken Integralterm, die insgesamt absorbierte Menge, gilt
*® dAgps
/ 5 4t = Faps Dpo (6.25)
0 dt

Der rechte Integralterm entspricht wiederum der insgesamt eliminierten Menge Precursor, die durch die
First-Pass-Metabolisierung bestimmt ist

> dARE
/ 4 d]: dt = Ael, po(00) = Fups F1 Frr Do (6.26)
0



KAPITEL 6. DIE LEBER ALS FIRST-PASS-ORGAN BEI ORALER APPLIKATION 99

Somit ergibt sich fiir Gleichung (6.24) nach Dosisnormierung die folgende Gestalt

Az (59) . | |
el’gio = [E[ kmz Flm‘l Fltfnl + FI EH hmz Fﬁnl] Fabs + fm hmz F]‘c]nz Fabs F] FH
DO

= Fups Fr honi FP (B 4 fo Fr) + Eq ki F7Y FRY Fapg (6.27)

Ziel der Untersuchungen war die Bestimmung des Metabolit- A UC-Verhaltnisses, das bei gleicher Clearance
gemal Gleichung (6.17) Uber die eliminierten Metabolit-Mengen nach i.v. und p.o. Applikation bestimmbar
ist. Unter der zusétzlichen Annahme gleicher Dosierungen, D;, = D,,, folgt aus den Gleichungen (6.23)
und (6.27):

1-F Fos (1 — Fyp) kyyi FT
H]+ bs (1 = F1) boms B (6.28)

fm fm hmz’
Als Bestimmungsgleichung der Absorptionsquote bei hepatischer und gastrointestinaler First-Pass-

Metabolisierung ergibt sich durch &quivalente Umformungen und unter Verwendung der Beziehung
F = Fys F1 Fy:

Rmi: absFI |:FH+

F+fm [Rmi_F]

mi
FI

kmi
Fr+(1-Fr) =1

mi

Faps = (629)

Der Spezialfall vollstandiger gastrointestinaler Durchléssigkeit F; = 1 fihrt auf den bekannten Zusam-
menhang Gleichung (6.7). Neben dem Anteil der Leber an der Gesamtelimination f,,, und der hepatischen
Durchléssigkeit Fy sind fur die praktische Anwendbarkeit des erweiterten Zusammenhangs (6.29) nicht
nur die gastrointestinale Durchldssigkeit F'; sondern auch sehr spezifische Kenngréen zur Entstehung des
priméren Metaboliten erforderlich, die in bisherigen Studien nicht bestimmt wurden.

6.4 Zusammenfassung

Oral applizierte Pharmaka unterliegen vor ihrem Eintritt in die systemische Zirkulation neben Prozessen der
Aufnahme und Verteilung in den meisten Féllen auch der Biotransformation. Unvollstandige Absorption der
Pharmaka und/oder First-Pass-Metabolisierung, die neben der Leber auch in der gastrointestinalen Mukosa
stattfinden kann (Thummel, K. E. et al., 1996; Paine, M. F. et al., 1996; Gramatte, T. et al., 1996; Hebert, M.
F. etal., 1992), verringern die Bioverfligbarkeit der applizierten Substanz.

Am Beispiel einer Bioverfiigbarkeitsstudie wurde die Bestimmung des Anteils der Leber am First-Pass-
Effekt untersucht. Wéhrend die Berechnung der Bioverfligharkeit standardmaRig tber die Konzentrations-
Zeit-Profile der p.o. und i.v. applizierten Substanz erfolgt, sollten Informationen zur Absorptionsquote,
wie bei (Weiss, M., 1990b) vorgeschlagen, durch zusdtzlich erhobene Konzentrations-Zeit-Profile eines
priméren Metaboliten gewonnen werden.

Die Auswertung der applizierten Substanz erfolgte neben der Momentenanalyse modellbasiert. Als wich-
tigste Parameter wurden die Bioverfligbarkeit, die systemische Clearance und verschiedene Zeit-Parameter
berechnet. Wéhrend die Momentenanalyse zur Schatzung negativer mittlerer Absorptionszeiten fihrte, er-
gaben sich durch Modellanpassung sinnvolle Parameterschatzungen. Gleichzeitig erwies sich die Inverse
Gauss-Funktion im Gegensatz zur Exponentialfunktion (Kinetik 1. Ordnung) als geeignetes Absorptions-
modell.
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Bei der Auswertung der Daten des Metaboliten stand R,,;, das A UC-Verhdltnis des Metaboliten nach
p.o. und i.v. Applikation des Precursor, im Mittelpunkt. Fehlende Informationen zum Anteil der Leber an
der systemischen Elimination verhinderten die Berechnung der Absorptionsquote und damit die Bestim-
mung der hepatischen Durchldssigkeit. Zusatzliche Informationen ergaben sich durch die Abschétzung des
beim Menschen aus physiologischen Griinden maximal moglichen R,,,;-Wertes von etwa 1.8 bei Annahme
ausschlieBlich hepatischer First-Pass-Metabolisierung. In zwei der funf Félle traten wesentlich hohere Werte
auf, die moglicherweise Hinweis auf gastrointestinale First-Pass-Metabolisierung sind. Die geringe Anzahl
zur Verfligung stehender Ergebnisse 1363t jedoch keine eindeutigen Schluffolgerungen zu.

Vor diesem Hintergrund stand abschlieBend die Erweiterung der von WEiss flr ausschlieBlich hepatische
First-Pass-Metabolisierung hergeleiteten Bestimmungsgleichung der Absorptionsquote im Mittelpunkt der
Untersuchungen. Dabei zeigte sich, daf neben allen bisherigen Informationen nicht nur die gastrointestinale
Durchlassigkeit, sondern zusatzlich auch spezifische KenngréfRen zur Metabolit-Entstehung vorhanden sein
mussen, um quantitative Bestimmungen zu ermdglichen.



Kapitel 7

Ausblick

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Modellierung der Pharmakokinetik auf Organebene als wesentlicher
Komponente der Gesamtkdrperkinetik. Sie diente der Schatzung physiologischer Parameter und Vorhersa-
gen der Auswirkung von Parameterdnderungen (Kap. 4.3.2), wie sie z. B. als Folge pathophysiologischer
Verdnderungen auftreten.

Die unabhéngige experimentelle Bestimmung der Organkinetik erfolgt durch isolierte Perfusion, bei der
das Organ herausgeldst aus der systemische Zirkulation untersucht wird (Kap. 2.1).

Das besondere Interesse lag auf der Kinetik der Leber als dem wichtigsten Organ der Biotransformation, in
welchem korperfremde und kdrpereigene Substanzen neben Verteilungs- auch Stoffumwandlungsprozessen
unterliegen. Wahrend Metabolisierung einerseits Teil des allgemeinen Stoffwechsels ist, dient sie anderer-
seits als Schutzmechanismus (Detoxifikation), verringert dariiber hinaus aber auch die Bioverfligbarkeit
insbesondere oral applizierter Pharmaka.

Zentrales Ergebnis der Arbeit ist das um Metabolisierung erweiterte Diffusionsmodell (Kap. 4.1.1). Mit der
Modellerweiterung stehen die Vorteile dieses 2-Phasen-Modells:

(@) die freie Wahl des Teilmodells zur Charakterisierung der Mischung in der inneren Phase
(z. B. im GefaRsystem)

(b) Diffusion als Verteilungsprozel3 innerhalb der dulleren Phase (z.B. dem Organgewebe)

auch Untersuchungen der hepatischen Pharmakokinetik zur Verfigung. Dadurch wurde es mdoglich, die
dem Dispersionsmodell inhdrente Inverse Gauss-Funktion durch die gewichtete Summe zweier Inverser
Gauss-Funktionen zur Beschreibung der intravaskuldren Mischung zu ersetzen. Wie bereits am Hinterbein
der Ratte (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996), erwies sich dieses empirische Modell auch in den Unter-
suchungen der isoliert perfundierten Leber als geeigneter (Kap. 4.2). Zusétzliche Simulationen machten
deutlich, daB eine inaddquate Anwendung der einfachen Inversen Gauss-Funktion zu signifikanten Fehlern
in den Schatzungen der Gewebeverteilungs- und Eliminationsparametern fiihren kann.

Im Rahmen der Modellvalidierung zeigte sich fur verschiedene Phenol-Derivate, daf3 intrazelluldre Diffu-
sion oder ein vergleichbarer Prozell die Gewebeverteilung bestimmt (Kap. 4.3.2). Aufgrund der geringen
Anzahl verfiigbarer Datensédtze und dem unzureichenden Informationsgehalt der Daten zur simultanen
Schétzung aller Parameter, sind diese Ergebnisse als ein erster Hinweis zu werten. — Aufgabe zukinftiger
Untersuchungen wird es sein, die Validierung des erweiterten Diffusionsmodells fortzufiihren und die
experimentelle Planung starker an der speziellen Fragestellung auszurichten.
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Aus den Ergebnissen der Parameteridentifikations-Analysen (Kap. 4.4) ergeben sich als Anforderung an
das experimentelle Design:

(1) eine Erhdéhung der Sampling-Frequenz innerhalb der ersten Sekunden bei gleichzeitiger Verbesserung
der Zuverlassigkeit der erhobenen Daten und

(2) eine Datenerhebung Uber den aus analytischer Sicht maximal moglichen Zeitbereich, um die
Verteilungsprozesse und insbesondere Metabolisierung vollstandig zu erfassen.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf Untersuchungen zur indirekten Identifizierbarkeit der GroRen Geféale
(Kap. 5), den Zu- und Abflussen der kleinsten funktionellen Einheiten der Leber. Grundlage bildeten
Konzentrations-Zeit-Verldufe der Marker Wasser und Saccharose. Zu Beginn der Untersuchungen wurden
beide Substanzen unabhdngig voneinander ausgewertet. Wahrend Saccharose dabei Schatzungen der
Transitzeit durch die GroRen Gefale ermdglichte, erwies sich der Informationsgehalt der Wasserdaten
fur die Bestimmung dieses Parameters bereits als unzureichend. Folglich blieb auch die Schéatzung der
Dispersion, die nur durch die simultane Analyse mehrerer Marker erwartet werden konnte, erfolglos. In
Ergdnzung dieser Ergebnisse sollte zukinftig noch geklart werden, ob analoge Untersuchungen auf der
Basis eines extrazelluldaren und eines intravaskularen Marker, wie z. B. Saccharose und roten Blutzellen,
die Identifizierbarkeit der Dispersion ermdglichen.

In den abschlieenden Betrachtungen aus Sicht des Gesamtorganismus ging es um den Anteil der Leber am
First-Pass-Effekt (Kap. 6). Die Kenngrolien der applizierten Substanz wurden sowohl modellunabhéngig
als auch modellbasiert bestimmt. Negative Parameterschatzungen in der Momentenanalyse veranschau-
lichten sehr gut, daf die Lange des Beobachtungzeitraumes den Informationsgehalt der erhobenen Daten
wesentlich bestimmt. Gleichzeitig erwies sich die modellbasierte Parameterschétzung als zuverlassiger und
die Inverse Gauss-Funktion als geeignetes Absorptionsmodell.

Informationen zur Absorption und der First-Pass-Metabolisierung nach oraler Applikation sind anhand
zusétzlich ermittelter i.v. und p.o. Kinetiken eines primédren Metaboliten moglich, wenn ausschlief3lich
hepatische First-Pass-Metabolisierung vorliegt und der Anteil der Leber an der hepatisch und renal
stattfindenden systemischen Elimination bekannt ist. Die gegebene Bioverfligbarkeitsstudie stellte diese
Information jedoch nicht bereit, so dal die Quantifizierung der Absorptionsquote und der hepatischen
Durchlassigkeit nicht moglich war. Trotzdem ergaben sich durch die Abschatzung der oberen Schranke des
Verhdltnisses der Metabolit-A UC' (p.o. vs. i.v.) und durch den Vergleich mit den aus den Daten bestimmten
Werten Hinweise auf gastrointestinale First-Pass-Metabolisierung. Gleichzeitig war dies AnlaB, die
bisherige Bestimmungsgleichung der Absorptionsquote um gastrointestinale First-Pass-Metabolisierung zu
erweitern. Dabei stellte sich heraus, dall neben der gastrointestinalen Extraktionsquote weitere KenngréfRen
zum priméren Metaboliten erforderlich sind.

Die experimentelle Bestimmung und Modellbeschreibung der Metabolitkinetik bei isolierter Organ-
perfusion wird durch die Weiterentwicklung analytischer Methoden immer besser moglich. Da entstehende
Metaboliten zum Teil toxische Wirkung zeigen, ist neben der Precursor-Kinetik auch die Metabolitkinetik
von Interesse. Bisher stehen fiir die bekanntesten Lebermodelle die zugehdrigen Metabolitmodelle zur
Verfligung (Mellick, G. D. et al., 1997) (Strukturvergleich im Anhang B). Eine Ausnahme bildet das
Diffusionsmodell, dessen Metabolitkinetik nachstes Ziel der Modellierung sein wird.



Anhang A

Modellierungsgegenstand — Organ Leber

Mit einem Gewicht von 1,5 kg und einem mittleren BlutfluR von 1,5 I/min ist die Leber das groRte und
bedeutendste Stoffwechselorgan des Organismus. GORESKY bezeichnet sie als die Chemie-Fabrik des
menschlichen Korpers. Ihre Blutversorgung betrégt in Ruhe etwa 1/3 des Cardiac Output (Goresky, C. A.
et al., 1993). Obwohl die Funktionsfahigkeit des Gesamtorganismus ohne den spezifischen Beitrag vieler
anderer Organe nicht moglich waére, ist die Vielzahl und Mannigfaltigkeit der Prozesse, in die die Leber
eingebunden ist, einzigartig.

Die Leber ist das zentrale Organ der Metabolisierung und ermdglicht durch Biotransformationsprozesse,
wie der Umwandlung von Glukose in Glykogen und umgekehrt, die Bereitstellung energiereicher Substan-
zen fir den Energiehaushalt des gesamten Organismus. Sie erfiillt zentrale Aufgaben im Kohlenhydrat-,
Fett- und Proteinstoffwechsel und ist flir die Biosynthese zahlreicher Stoffe, wie Proteine und Lipoproteine
des Blutplasmas, Cholesterol und Gallensauren, verantwortlich. Eisen, Folsdure und Vitamin B12 werden
in der Leber gespeichert. Durch die Inaktivierung der meisten Hormone spielt die Leber eine Schliisselrolle
bei der Regulation des Plasmahormonspiegels (Pfeiffer, S. et al., 1995; Jungermann, K., 1986).

Dariiber hinaus ist sie durch Metabolisierung und bilidre Exkretion das zentrale Organ der Entgiftung endo-
gener und exogener Substanzen. Toxische Xenobiotika werden in wasserlgsliche und damit ausscheidbare
Metaboliten umgewandelt.

Nur eine komplexe und in vielen Beziehungen heterogene Struktur ermdglicht die Realisierung der
Vielfalt dieser Aufgaben.

Durch ihre besondere Lage zwischen Gastrointestinaltrakt und Systemkreislauf beeinflult die Leber
die Bioverfiigbarkeit extravaskuldr applizierter Pharmaka (First-Pass-Effekt). Bilidrer Exkretion unter-
liegende lipophile Substanzen (z.B. Digoxin, Morphin, Penicillin) konnen dem Organismus iber den
enterohepatischen Kreislauf — bei dem die Substanz mit der Galle in den Darm gelangt, dort reabsorbiert
und der Leber tiber die Pfortader wieder zugefiihrt wird — lénger zur Verfligung stehen.

Anatomie

Die Leber ist die grofite Driise des Organismus. Sie besteht aus zwei Leberlappen, einem groReren rechten
und einem kleineren linken, die von einer festen kollagenen Kapsel umgeben sind.
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Rechter Leber- Linker
Leberlappen band Leberlappen

Gallen- Untere  Gallen- Pfort- Leber
blase  Hohlvene gang  ader  schlagader

Abbildung A.1: Leber mit zu- und wegfiihrenden Gefalen. Aus: Mensch3D. Mit freundlicher Genehmigung
von MegaSystems GmbH.

Die Blutzufuhr der Leber ist dual und erfolgt iiber Pfortader und Leberarterie. Uber den Gastrointestinaltrakt
absorbierte und anschliefend in die Eingeweidezirkulation gelangte Stoffe erreichen die Leber Uber die
Pfortader. Substanzen, die sich im Systemkreislauf befinden, werden der Leber lber die Leberarterie
zugefiihrt (Gumucio, J. J. und Guibert, E. E., 1993). Etwa 75-80% der Gesamtblutzufuhr erreicht die Leber
als sauerstoffarmes vendses Blut Uber die Pfortader; der ibrige Anteil stammt aus der Leberarterie und ist
sauerstoffreich (Jungermann, K. und Katz, N., 1982; LeBouton, A. V., 1986).

Mit zwei Gallengéangen, die sich zum Ductus hepaticus zusammenschlieBen, sowie Lymphgefaien und
Nerven bilden Pfortader und Leberarterie die sogenannte Leberpforte. Wéhrend letztere in die Leber
eintreten, verlassen Gallengénge und Lymphgefdle die Leber.

Nach Eintritt von Pfortader bzw. Leberarterie findet eine immer stirkere Verastelung der anfangs parallel
verlaufenden Abzweige statt, die schlie}lich in die Sinusoide (Leberkapillaren) einmiinden. Im Netzwerk
der Sinusoide kommt es zur Mischung des vendsen und arteriellen Blutes.

Das durch die Sinusoide transportierte Blut wird in terminalen hepatischen Venen, sogenannten Zentralve-
nen, gesammelt und gelangt tber grélRere hepatische Venen zur unteren Hohlvene.

Die Hauptzellpopulation der Leber bilden die Hepatozyten, die etwa 60% der Gesamtzellpopulation
ausmachen und ungefahr 80% des Organvolumens einnehmen (McCuskey, R.S., 1993). Sie sind in
Schichten einer Zellstarke angeordnet und bilden ein drei-dimensionales Gitter. In dem dabei entstehenden
Labyrinth von Zwischenrdumen befindet sich das Netzwerk der Sinusoide, das die Versorgung jedes einzel-
nen Hepatozyten gewdhrleistet. Ein Netzwerk sehr kleiner Tunnel, die sich zwischen je zwei angrenzenden
Hepatozyten befinden, bilden die Gallenkanalchen.

Morphologie — Der Acinus

Das Konzept des Leber-Acinus wurde 1954 von RAPPAPORT ET AL. (Rappaport, A. M. et al., 1954) zur
Definition der Kleinsten funktionellen Einheit vorgeschlagen(McCuskey, R.S., 1993; Sasse, D., 1986). Die
Bezeichnung erfolgte zu Ehren von M. MALPIGHI, der die mikroskopische Struktur der Leber 1666 als
acini bezeichnete (Macchiarelli, G. und Motta, P. M., 1993).
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Leher- Leber-
schlagader zellen

Pfartader Gallenkapillaren  Blu

Abbildung A.2: Innere Struktur der Leber — Bestandteile des Acinus. Aus: Mensch3D. Mit freundlicher
Genehmigung von MegaSystems GmbH.

Der Acinus besitzt keine definierte morphologische Grenze. Er ist die kleinste Menge an Lebergewebe, die
in der Lage ist, alle Funktionen des Organs zu erfiillen. Seine Achse bildet ein aus terminal portaler Vene,
hepatischer Arteriole, Gallenkanélchen, Lymphgefal und Nerven bestehendes Portalfeld.

Die Peripherie kennzeichnen die benachbarten zentralen Venen, die als Abfllsse des aus dem Portalfeld
stammenden Blutes wirken.

Innerhalb des Acinus konnen 3 Zonen, unterschiedlich in Sauerstoffgehalt und Metabolisierungsakti-
vitdt, unterschieden werden. Auch das Sinusoidnetzwerk, welches das Portalfeld und die Zentralvene
verbindet, zeigt Heterogenitat.

Zone 1 befindet sich im Bereich des Portalfeldes (periportale Zone). Das besonders stark verzweigte Netz-
werk der Sinusoide ermdglicht eine optimale Versorgung des angrenzenden Lebergewebes mit Sauerstoff
und Nahrstoffen.

Um die Zentralvenen (perivends) erstreckt sich Zone 3. Hier verlaufen die Sinusoide fast parallel und sind
wenig verzweigt. Sie transportieren sauerstoffarmes, mit Kohlendioxid und Produkten der Metabolisierung
angereichertes Blut. Zone 2 befindet sich dazwischen.

Stoffaustausch zwischen Sinusoid und Hepatozyt

Die Sinusoide stehen Uber den sogenannten Dissé-Raum mit den Hepatozyten in Verbindung. Die zu
Siebplatten gruppierten Endothel-Zellen mit diinnem, stark durchbrochenem Zytoplasma, bilden die hoch-
durchléssige Sinusoidwand. lhre Poren besitzen Durchmesser von 100-150 nm, die sich unter dem EinfluR
bestimmter Faktoren, wie luminalem Blutdruck, vasoaktiven Substanzen, Pharmaka und Toxika, verandern
(McCuskey, R.S., 1993). Sie ermdglichen einen freien Stoffaustausch zwischen Sinusoid und Dissé-Raum.
In der Sinusoidwand sind weitere Nicht-Parenchymzellen, wie Kupfer- und Fettspeicherzellen, verankert.
Fur weniger lipophile Substanzen wirkt die Membran der Hepatozyten als Permeationsbarriere.
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Abbildung A.3: Prinzipielle mikroskopische Struktur: Sinusoid—Dissé-Raum—Hepatozyt

Heterogenitat

Die im periportalen Bereich befindlichen Sinusoide sind enger und verschlungener, mit vielen Anastomo-
sen (Verbindungen zwischen jeweils zwei Sinusoiden, Abb. A.4). Das dadurch entstehende, im Vergleich
zur perivendsen Zone groRere Oberflachen-Volumen-Verhaltnis ermdglicht einen besonders guten Stoffaus-
tausch. Auerdem ist das insgesamt durch die Sinusoide eingenommene Lebervolumen aufgrund der Dichte
des Netzwerkes groRer als im Bereich der Zentralvene (McCuskey, R.S., 1993).

Abbildung A.4: Elektronenmikroskopische Darstellung der Heterogenitat des KapillargefaRsystems (Mc-
Cuskey, R.S., 1993): stark verzweigtes Sinusoidnetzwerk um die Portalvene (PV), parallel verlaufendere
Leberkapillaren um die Zentralvene (CV).

Signifikante Unterschiede finden sich auch zwischen den periportal und perivends gelegenen Hepatozyten.
Sie betreffen insbesondere Grolke und Gestalt der subzelluldren Strukturen und Unterschiede in der Enzym-
verteilung und fiihren u. a. zu unterschiedlicher Metabolisierungsaktivitat.



Anhang B

Modelle der Metabolitkinetik

Fur die bekanntesten Lebermodelle, wie das Zwei-Kompartiment-, das R6hren- und das Dispersionsmodell,
stehen auch die zugehdrigen Modelle des erzeugten primédren Metaboliten zur Verfiigung. Ein detaillierter
Uberblick mit zugrundeliegenden Differentialgleichungen findet sich bei MELLICK ET AL. (Mellick, G. D.
et al., 1997). Er bildet die Grundlage des nachfolgenden Modellvergleichs, bei dem sich die im obigen Ar-
tikel gewahlte Ubersichtliche und kompakte Darstellungsweise als vorteilhaft erweist. Gleichzeitig geht es
darum, den Bezug zur Parametrisierung der vorliegenden Arbeit herzustellen.

Im Mittelpunkt der nachfolgenden Betrachtungen stehen die Modellgleichungen des Rohren- (RM) und
Dispersionsmodells (D), die jeweils fiir den Precursor (¢,) und Metaboliten (¢,,) im Laplace-Raum
(Laplace-Variable: 3) vorliegen. Im Falle des Dispersionsmodells werden neben den gemischten Randbedin-
gungen (D M1) zusétzlich sogenannte Danckwerts-Randbedingungen (D M 2) betrachtet. MELLICK ET AL.
geben diese Modelle in folgender Form an:

Rohrenmodell:
éfM = exp <—@) (B.1)
92,p
A
et — [exp (—gl—’p) — exp (——gl’m)] (B.2)
gl,m gZ,p - gl,p gZ,m gQ,p 9g2.m
mit

A= meumc'yppfuppkpmfupc
a1,z = szuzpkszuzc+§(szuzp+'7szuzc+kszuzc)+§2

92,2 = 'Vszuzc+k3szuzc+§ zE{p,m}

Dispersionsmodell — gemischte Randbedingungen:

1—7r
.DM1 _ p
Cp = exp ( 5D > (B.3)
A 1—r 1—7r
~DM1 p m
¢ = ex —ex B.4
" 91,m 92,p — 91.p J2,m [ p<2DN) p<2DN >] (B4
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mit A, g1, und g, . Wie oben sowie

r, = 1—|—4DN91’Z ,  z€{p,m}
92,z

Dispersionsmodell — Danckwerts Randbedingungen:

4
éI?MZ - rp—1 = 1—r (BS)
exp (2”DN) (1+7p)? —exp <2D§) (1—rp)?
ADM2 A Arp
Corr =

g1,m 92,p — 91.p 92,m | exp (;zgji) (14 7,)2 — exp (;Br;;) (1—1,p)2

dr,,

_eXp (ng}1> (14 7rm)? —exp (12*D’“;> (1= 7p)2 (B.6)

Im Gegensatz zu der bisher in dieser Arbeit verwendeten Parametrisierung handelt es sich hier um aus-
schlieRlich dimensionslose Variablen. Es gelten die folgenden Definitionen und Zusammenhéange:

S o= s%/Q ®7)
Vo _ fuzmp 1
_ P _ — B.8
7 Ve fuzc Uz ( )
P, S k
p, = 2-=_*%2F (B.9)
Q fuzp Q
K, = GlmtVo _ ke: Vp (B.10)

Ve Q@  fu. Q

Dabei kennzeichnte der Index z € {p, m} die Parameter des Precursors (p) bzw. Metaboliten (m). Die Pa-
rameter V,, (= Vg) und V, kennzeichnen das Plasma- bzw. Gewebeverteilungsvolumen (= Vr ) und fu,,
bzw. fu,. sind die freien Fraktionen im Plasma (p) und der Zelle (c). (An dieser Stelle sei auf die mehrdeu-
tige Verwendung des Indizes p hingewiesen, die jedoch entsprechend der Nomenklatur in (Mellick, G. D.
et al., 1997) beibehalten wurde.) Alle {ibrigen Parameter sind aus dem Hauptteil der Arbeit bekannt.

Beim Vergleich der Metabolitmodelle (¢,,) zeigt sich eine prinzipiell gleiche Struktur: f1(3)-[f2(3)— f3(3)].
Die erste Funktion — spiter K (s) — ist in beiden Modellen dieselbe und wird sowohl von Precursor- als
auch Metabolitparametern bestimmt. Die Differenz ergibt sich aus dem Precursor-Modell und einer gleich-
lautenden Funktion mit Metabolitparametern, die der Organverweilzeitdichte des priméaren Metaboliten ent-
spricht, wenn dieser als Precursor (preformed metabolite) injiziert wiirde.

Zur Umparametrisierung der Metabolitmodelle werden X, g; . und go ., und deren Kombinationen betrach-
tet. Es ergeben sich die folgenden Beziehungen:
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g1, =

92,2 =

meumc’yppfuppkpmfupc
km Vp Flirme fump  kpVp Ftip kep Vo
fume fumc Um, fupr fuch
3 km
MTTy — kp ke’p (B.11)
V.

m

szuzpkszuzc+S(szuzp+7szuzc+kszuzc)+52

k.

MTT% I:kz ke,z +s (kz + 1)_ + ke’z) + 82:| (B.12)
'Vszuzc+kszuzc+5

z k. V, ke, . V,

Juzp P fuye 4+ — Yo fue + Ls
fuzcvz fusz fuch Q
MTTj [k— ket s] (B.13)
Uy

mit MTTp = V,/Q. Fir den Quotienten g; . /g2 . sind folgende dquivalente Umformungen vorzunehmen:

91,z

MTTg [kz ke .+ s (kz + ke ke,z> + 32]

92,z B (S_z + ke,z + S)
— MTTg |s+ M
ot kests
k.v, (s+ kez)
= MTT, 2
B [8 + k. +v,(s+ ke,z)]
= MTTg (s+ ps(s)) (B.14)

AuRerdem gilt fiir die nachfolgend als & () bezeichnete Funktion

A

9g1,m 92,p — 91,p 92,m

= kmkpkep/vm X

{ [kzm kem + 8 (km + km/Vm + kem) + 52] {kp/vp + kep + s]

- [kp kep + s (kp + kp/vp + ke p) + 52} [kzm/vm +kem + S] }_1

= Vpkmkpkep X

{[om o (5 + Bem) + 5 o 0 (5 4+ B ))] [k 05 (5 + )]

[y (5 + ) 5 Gy 4 0 (5 Rep)] [ + 0 (5 4 )]}
(B.15)

= K(s)
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Entsprechend dieser Beziehungen ergeben sich fiir die Metabolittransitzeitfunktionen des Rohren- und
Dispersionsmodells im Falle dimensionsbehafteter Parameter die folgenden Bestimmungsgleichungen:

M = K(s) |exp (= MTTg (s + py(s))) — exp (—~MTTg (s + pm(s))) (B.16)
P sy [exp (125 Np) ~exp (12_D ;m)] o
A - 4r
ebM2 = K(s) P
o i) - i)

4rp,
_exp (ﬁ) (1 +7m)2 — exp (12#) - Tm)2] (B.18)
wobei
r. = /1+4Dy MTTg (s + p(s)) -
und aufgrund der Beziehung 2Dy = CV?
12;?:,2 = 01/2 \/2%533 [s + p.(s) + WlBCV? 60
gilt.

Im Kapitel 3 wurde festgestellt, da das Rohren- und Dispersionsmodell Spezialfalle des allgemeinen sto-
chastischen 2-Phasen-Modells sind. Deshalb liegt es nahe, auch die Metabolitmodelle aus Sicht dieses MAo-
dells zu betrachten. Das flihrt auf die folgende gemeinsame Darstellung der Metabolitverweilzeitdichte f;,

fmls) = K(5) [fx(s +pp(s) = fx(s + pm(s)] (B.21)
mit
kyv, (s +ke)

0, = B.22
p=(s) ky+v, (s +keyz) ( )

wobei sich die einzelnen Modelle hinsichtlich der intravaskularen Verweilzeitdichte fx (s) unterscheiden:

FEM(s) = exp(—MTTps) (B.23)

fx7s) = e (cw cve |° T e o2 (B:24)




ANHANG B. MODELLE DER METABOLITKINETIK IX

FOML(g) = . ar . B.25
X () exp(g{,é) (1+f)2—exp(é‘7;) (1 —7)2 ( )

Wie eingangs bereits erwdhnt, liegt die Transitzeitdichte des primdren Metaboliten auch fir das
2-Kompartimentmodell (K M) vor. Sie unterscheidet sich auf den ersten Blick in ihrer Struktur jedoch
wesentlich von denen des Réhren- und Dispersionsmodells. Trotzdem kann gezeigt werden, dal auch dieses
Modell der Gleichung (B.21) gentigt. Um den direkten Vergleich mit der bei MELLICK ET AL. angegebenen
Bestimmungsgleichung zu ermdglichen, sei im folgenden nochmals die dimensionslose Parametrisierung
verwandt. Ausgehend vom Precursor-Modell

eEM(s) = , (B.26)

A 1 1
KM
en'(s) = — e — e (B.27)
Gim92p — GipG2m |1+ 52 14 o
gilt. Die dquivalenten Umformungen
KM . A 92.p 9g2.m
Cm (S) - -
gi,m gQ,p - gl,p 92.m gl,p + gQ,p gl,m + gZ,m
_ A 92,0 (91,m + 92,m) — 92,m (91,p + 92,p)
91,m 92,p — 91,p G2,m (910 + 92p) (91,m + g2,m)
_ A 92.p (91m + g2.m) — 92.m (91,p + 92,0)
(gl,p + 92,p) (gl,m + 92,m) g1m 92,p — 91,p 92,m
A
_ (B.28)

(gl,p + 92,p) (gl,m + 92,m)

fihren auf das Metabolitmodell des 2-Kompartimentmodells, Glg. (B.28), wie es in (Mellick, G. D. et al.,
1997) angegeben ist. Fir die dimensionsbehaftete Darstellung gilt Gleichung (B.21) mit der intravaskuldren
Verweilzeitdichte

. 1
KM _
x"(s) = 1+ MTTgs

Damit ist nachgewiesen, dal} auch fiir das 2-Kompartimentmodell die gemeinsame Struktur, die sich zuerst
fur das Rohren- und Dispersionsmodell zeigte, gilt.

AbschlieRBend sei darauf hingewiesen, dall mit Gleichung (B.21) kein dem stochastischen 2-Phasen-Modell
zugehdoriges allgemeines Metabolitmodell zur Verfligung steht. Sollte sich zu einem spéteren Zeitpunkt bei
der Modellierung der Transitzeitdichte des priméren Metaboliten im erweiterten Diffusionsmodell die glei-
che Struktur zeigen, so ist zu erwarten, daR die intrazelluldre Diffusion die Funktion K (s) verandert. Die
hier betrachteten Modelle unterscheiden sich allein in der intravaskuldaren Mischung, jedoch nicht in den
Prozessen der Gewebeverteilung, wie das beim Diffusionsmodell der Fall ist.
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Ergebnistabellen

C.1 Modellvalidierung

Ergebnisse des Dispersionsmodells nach MELLICK UND ROBERTS

As B Bs C Cs Dy D, D3

MTTg (sec) 3.89 7.68 4.16 7.69 4.17 7.15 5.45 4.30

Dy 0.102 0.093 0.103 0.104 0.139 0.129 0.075 0.103
k1o (sec™t) 3.44 1.34 2.25 1.48 3.65 0.75 111 9.99
ko1 (sec™!) 0.13 0.11 0.15 0.21 1.01 0.24 0.08 3.90
ke (sec™t) 0.21 0.14 0.23 0.31 111 0.13 0.12 0.32
VB 1.95 3.84 2.08 3.85 2.09 3.58 2.73 2.15
Vr 51.47 46.78 31.20 27.10 7.53 11.17 37.81 5.51
fuB 0.73 0.30 0.30 0.19 0.19 0.74 0.74 0.74
PS (ml/sec) 9.17 17.15 15.60 29.95 40.05 3.62 4.09 29.03
F 0.005 0.016 0.018 0.010 0.008 0.209 0.052 0.076
MTT (sec) 9.06 14.56 7.60 8.45 3.25 11.77 12.12 8.96
CcVv? 0.61 0.49 0.60 0.35 0.25 0.45 0.67 0.17

Tabelle C.1: Parameter der Modellanpassung des Dispersionsmodells (Mellick, G. D., 1995; Mellick,
G. D. und Roberts, M. S., 1999). Fiir die Volumina und das Permeabilitatsoberflachenprodukt gilt:
VB = MTTpQ, Vi = ki2Vp/kay (Vr/Vp = v) und PS = k12 Vp/fup. Die Parameter der Organ-
verteilung (unten) wurden tber die Momente des Dispersionsmodells berechnet (siehe S. 8)
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2-Phasen-Modell vs. Dispersionsmodell

Evans Blue
1IG vs. 21G As B; Bs C; Cs D, D> D3
MTg (%) -27 -23 -18 -16 -23 -18 -14 -21
CV§ (%) -49 -51 -67 -58 -50 -16 -70 -64

Tabelle C.2: Modellanpassung Evans Blue: Prozentuale Abweichungen der Parameterschatzungen der 11G
(Tab. C.1; CV? = 2 Dy) von denen der 21G (Tab. 4.7, S. 53). Ergebnis: Beide Parameter werden bei
Anwendung der 11G unterschatzt.

Phenole
As B, Bs C, Cs D, D, Ds

k12

DispM 3.44 1.34 2.25 1.48 3.65 0.75 1.11 9.99
2PhM 2.47 0.88 1.51 1.11 1.92 0.55 0.46 1.17
ka1

DispM 0.13 0.11 0.15 0.21 1.01 0.24 0.08 3.90
2PhM 0.16 0.13 0.14 0.26 0.11 0.55 0.19 0.36
ke

DispM 0.21 0.14 0.23 0.31 1.11 0.13 0.12 0.32
2PhM 0.22 0.10 0.14 0.24 0.22 0.001 0.02 0.03

Tabelle C.3: Modellanpassung Phenol-Derivate: Vergleich der Parameterschétzungen des Dispersionsmo-
dells (DispM) (Mellick, G. D., 1995) und des 2-Phasen-Modell mit 21G (2PhM). Um ausschliellich den
Einflul der Modellmisspezifikation im intravaskularen Modell (11G vs. 21G) zu zeigen, wurden die Gewe-
beverteilungsparameter wie beim Dispersionsmodell ohne Wichtung bestimmt. Zur besseren Beschreibung
des Tails wird die Parameterschdtzung in der Regel mit Wichtung durchgefiihrt, so daR insbesondere die
in den meisten Féllen durch das Dispersionsmodell tiberschétzte Eliminationsratenkonstante realitdtsnaher
bestimmt wird.
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C.2 ldentifikation der Grolen Gefalde

Daten MTw MTs Crazw Cmazs 147 To
la 2159 7.94 0.11 0.37 3.36 2.17
1b 28.34 10.46 0.10 0.34 3.40 3.01
2a 20.00 8.70 0.13 037 2.85 2.58
2b 19.65 9.12 0.12 0.30 2.50 2.10
3a 25.29 1041 0.12 0.31 2.58 1.01
3b 29.61 12.49 0.11 0.27 245 0.72
T 24.08 9.85 0.12 0.33 2.86 1.93
s.d. 430 1.62 0.01 0.04 043 0.89

o5 23.44 977 0.12 0.33 2.72 2.14

X1

Tabelle C.4: Berechnung der durch die GroRen GefdRe verursachten Verzdgerungszeit T auf Grundlage
numerisch bestimmter Momente und maximaler Konzentrationswerte (Goresky, C. A., 1963; Luxon, B. A.

und Forker, E. L., 1982)

3

Outflow-Fraktionen (x10~ml/sec)

10

10

10

10

10

Zeit (sec)

Abbildung C.1: Anpassung des Katheterprofiles (<) durch eine Triexponentialfunktion mit Verzégerungs-

zeit
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14C-Saccharose la 1b 2a 2b 3a 3b

Modell 1; 21G

D 0.512 0.657 0.833 0.696 0.805 0.797
MT (sec) 4930 8.011 9303 7.754 8.258 9.248
MT; (sec) 17.648 27.716 32.913 20.183 27.288 35.401
CV2 0.074 0.178 0.181 0.067 0.140 0.179
CV$ 0.656 1.099 0869 0416 0.677 0.977
MT (sec) 11.140 14.775 13.258 11.534 11.960 14.564
cv? 1137 1763 1413 0654 1136 1.753
MSC 2795 2548 2184 1897 2773 2482

Modell 2: 21G mit T

Tp (sec) 1624 1130 1130 1699 1.083 1.627
D 0.194 0678 0672 0578 0.731 0.685
MT; (sec) 3496 6.997 5667 6.008 7.691 9.180
MT; (sec) 10.199 24.389 16.586 15.144 21.849 24.681
CV2 0.367 0491 0238 0137 0.276 0.450
CV3 1513 1618 1041 0716 1368 2.679
MT (sec) 8.901 12590 9.247 9.862 11500 14.063
cv? 1.701 2472 1465 0951 1717 2.993
MSC 2779 2754 2397 1932 2890 2521

Tabelle C.5: Ergebnisse der Modellanpassungen 1 und 2 fiir 14C-Saccharose
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3H-Wasser la 1b 2a 2b 3a 3b
Modell 1: 21G
P 0.914 0.847 0928 0.881 0.817 0.780
MT; (sec) 21679 23.034 19.014 19550 20.122 21.303
MT, (sec) | 125.696 127.581 84.653 51.361 64.857 68.072
CVl2 0.462 0509 0325 0.250 0.294 0.296
C’V22 5.564 4,547 2.796 1.243 1.701 1.888
MT (sec) 30.579 38.979 23.741 23.349 28.303 31.597
CV? 9.163 8510 3.264 1.068 2128 2.409
MSC 2.869 2.877 2.937 2.356 2.928 2.834
Modell 2: 21G mit T
Tp (sec) 0.390 0.257 0.600 1.139 0.083 0.255
P 0.912 0.749 0.922 0.866 0.824 0.767
MT; (sec) 21.275 21.676 18.449 18.201 20.078 20.979
MT; (sec) 439.591 57.008 80.973 44.918 71.241 64.702
CVl2 0.518 0505 0.383 0.326 0.302 0.304
CV$ 23.228 2.033 3502 1548 1961 1.936
MT (sec) 58.214 30.548 23.348 21.773 29.067 31.179
CcV? 121.181 2.220 4.039 1.252 2.637 2.402
MSC 2.829 2865 2933 2351 288 2778

Tabelle C.6: Ergebnisse der Modellanpassungen 1 und 2 fiir 2H-Wasser

XV
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1. Iteration la 1b 2a 2b 3a 3b
GroRe Gefalke
MT (sec) 2.14 2.48 2.2 2.24 2.02 2.07
cv? 089 112 093 099 080 084
Mikrogefal3system

3H-WASSER
P 089 080 092 08 079 0.77
MTy (sec) 1945 2190 17.13 17.32 18.21 20.06
MT5 (sec) 72.05 69.77 90.86 43.60 61.04 70.00
CV{ 061 074 044 032 038 0.39
CV22 500 382 470 139 239 297
MT (sec) 25.17 3142 2298 21.13 2699 31.38
cv? 520 440 681 123 3.06 392

14C.SACCHAROSE
P 048 052 073 070 082 0.76
MTy (sec) 2.63 2.75 4.36 5.57 6.48 7.18
MT (sec) 1421 20.80 18.22 18.01 32.02 30.77
CV12 0.02 003 008 005 018 0.23
C’V22 0.97 1.46 0.75 0.60 1.41 1.29
MT (sec) 862 1141 805 936 1095 12.73
CcV? 1.82 2.96 1.61 1.07 2.95 2.45

Tabelle C.7: Ergebnisse der ersten Iteration

XVI
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C.3 Bioverfiigbarkeitsstudie

Die folgenden Tabellen stellen die Ergebnisse der Untersuchungen des Kapitels 6 zusammen.

Im Rahmen einer Bioverfligbarkeitsstudie der pharmazeutischen Industrie standen Plasma-Konzentrationen
vier verschiedener Applikationsarten zur Verfligung, deren Dosis jeweils 50 mg der untersuchten Substanz
betrug. Neben einer 15-mindtigen i.v. Infusion wurde der Arzneistoff als orale bzw. rektale Ldsung sowie
rektales Zapfchen appliziert.

Die Auswertung erfolgte fiir die applizierte Substanz modellunabhédngig tber die Momentenanalyse und
zuséatzlich durch die Anpassung eines Modells, bestehend aus der 1IG als Absorptionsmodell und einer
Triexponentialfunktion zur Beschreibung der Disposition nach i.v. Applikation.
Die Metabolit Daten wurden ausschlielich der Momentenanalyse unterzogen.

Applizierte Substanz — Momentenanalyse

Py, | AUC;,  AUC,, AUC,p. AUC,z. MDRT MTRT,, MTRT,; MTRI, 7
1 2047.8 838.9 — 191.58 15.99 10.27 — 11.64
2 1442.8 310.2 — 153.06 12.42 6.47 — 12.09
3 1645.6 658.7 — 171.30 10.17 9.40 — 10.22
4 2401.7 273.8 — 115.00 7.74 4.11 — 17.30
5 1385.5 537.9 — — 11.93 9.02 — —
6 1392.0 567.9 — 106.81 7.10 6.58 — 11.64
7 1379.8 433.3 150.1 140.69 6.16 4.42 5.36 22.34
8 1927.7 763.6 130.1 — 4.98 14.76 5.63 —
10 1943.5 587.6 418.8 150.51 3.25 5.31 18.53 22.07
12 3545.5 858.3 — — 45.72 23.87 — —
z 1911.2 583.0 — 180.16 12.54 9.42 — 15.33
s.d. 670.8 204.0 — 94.11 12.27 6.01 — 5.20
Zo.5 1786.7 577.7 — 150.51 8.95 7.80 — 12.09

Tabelle C.8: AUC (h-ng/ml) und mittlere Transitzeiten (h) bei intravendser (i.v.), oraler (p.0.) sowie rektaler
Applikation als Losung (r.L.) und als Z&pfchen (r.Z.)
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Py. | CL Fpo. F.p F.z MAT,, MAT,; MIT,
1 406.9 0.41 — 0.09 5.72 — -4.35
2 577.6 0.21 — 0.11 -5.95 — -0.32
3 506.4 0.40 — 0.10 -0.76 — 0.06
4 347.0 0.11 — 0.05 -3.63 — 9.57
5 6015 0.39 — — -2.91 — —
6 598.7 0.41 — 0.08 -0.52 — 4.55
7 604.0 0.31 0.11 0.10 174 -0.80 16.19
8 432.3 0.40 0.07 — 9.79 0.66 —
10 | 4288 0.30 0.22 0.08 207  15.29 18.83
12 | 2350 0.24 — — -21.85 — —
7 473.8 0.32 — 0.09 — — —
s.d. | 125.6 0.10 — 0.02 — — —
Fos | 469.3 0.35 — 0.09 — — —

Tabelle C.9: Clearance (CL = D;,. /AUC;, ml/min), Bioverflgbarkeiten (£, = AUC,/AUC,;,.) und
mittlere Input- bzw. Absorptionszeiten (h) unterschiedlicher Applikationsarten (intravends —i.v., oral - p.o.,
rektale Losung —r.L. und rektales Zapfchen —r.Z.)

Applizierte Substanz — Modellanpassung

Pn,. | Ay A, As Al A2 A3 Fpo MAT,, CV?
1 4523 254.0 49.32 25.22 0.40 0.04 0.48 1.62 0.42
2 3501 320.0 23.94 21.74 0.49 0.05 0.26 1.31 0.77
3 6735 321.5 25.82 19.60 0.48 0.05 0.38 1.35 0.42
4 763 557.4 16.53 5.74 0.41 0.03 0.16 0.73 0.55
5 1265 238.4 28.57 6.75 0.46 0.05 0.45 1.06 0.58
6 5511 416.9 71.00 40.54 0.86 0.11 0.46 1.28 0.46
7 1436 327.9 41.72 7.57 0.54 0.08 0.34 0.76 0.57
8 9041 366.4 111.80 22.97 0.68 0.12 0.36 2.68 2.50
10 | 16480 423.0 58.81 25.35 0.72 0.11 0.32 1.86 0.86
12 4525 541.0 30.39 15.08 0.49 0.02 0.31 1.16 0.44
T 5378 376.7 45.76 19.06 0.55 0.06 0.35 1.38 0.76
s.d. | 4682 108.7 28.80 10.74 0.15 0.04 0.10 0.57 0.63
Zos | 4524 347.2 36.06 20.67 0.49 0.05 0.35 1.30 0.56

Tabelle C.10: Parameterschatzungen bei Anpassung einer Triexponentialfunktion, Glg. (6.6), an die
Konzentrations-Zeit-Profile nach i.v. Applikation (links). Schatzung der Absorptionsparameter durch An-
passung des Gesamtmodells Glg. (6.4) mit (6.5) als Invasionsmodell an die Konzentrations-Zeit-Profile
nach oraler Applikation (rechts).
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Primarer Metabolit — Momentenanalyse

XIX

Py, | AUCY, AUCR, AUCT, AUCT, || MDRT™ MTRI), MTRT", MTRT",| Rn
7 | 3325 4956 2034 3148 | 1750 2319 746 13.09 1.49
8 | 3676 5552 1570 98.87 | 1418 2227 533 36.82 151
9 | 5158 6812 @ — — 2674  24.93 — — 1.32
10 | 2233 6840 26684 17.70 | 1195 2163 6747 1112 3.06
1 | — 2905 @ — — — 14.74 — — —
12 | 3592 8050  — — 1120 2552 — — 2.24
z | 3597 5852 @ — — 1631 2205 — — 1.92
sd. | 1046 1806  — — 6.32 3.88 — — 0.73
Tos | 3592 6182  — — 1418 2273 — — 151

Tabelle C.11: AUC,, (h-ng/ml) und mittlere Transitzeiten (h) des erzeugten Metaboliten bei intravendser
(i.v.), oraler (p.o.) Applikation sowie rektaler Applikation der Substanz als Losung (r.L.) und als Z&apfchen
(r2), Ry, = AUCY, JAUCT,




Anhang D

Bedienungsanleitung: Programm zur
Sensitivitatsanalyse

Das Programm zur Sensitivitatsanalyse besteht in seiner Rohform aus einzelnen Teilen (Abb. D.1), die bei
Ubersetzung durch den C ™+ Compiler in geeigneter Weise zu einem Progamm verbunden werden. Im Er-

gebnis entsteht das ausfiihrbare Programm? sensit, das im ersten Abschnitt vorgestellt wird.

Der zweite Abschnitt gibt Hinweise zur Neucompilierung des Programms, die zur Verdnderung der Wich-

tung und zur Auswahl eines neuen Modells notwendig ist.

Dateien zur Modell-Definition

Haupt-/Steuerdatei

function.C
Modell (fiir evtl. Wichtung)

abltg.C
Ableitungen der Modellfunktion

body.C

Speicherreservierung und

Initialisierung der Matrizen
und Vektoren

Einlesen der Daten
(Parameter, Sampling)

Ausgabe der Sensitivitats-
"Plots"
(Zeit-Sensitivitats-Daten)

Dateien zur Berechnung der
Sensitivitatskriterien

matrixin.C
Matrixinversion

Determinante

invlap.C

inverse Laplace-Transformation
(TALBOT-Algorithmus)

sensitiv.C

Sensitivitatskriterien

Abbildung D.1: Klassifizierung der Programm-Files und kurze Funktionalitdtsbeschreibung. Alle *.C-
Dateien besitzen zugehorige Header-Files (*.h). Darliberhinaus existieren weitere jeweils flinf function.C.*
und abltg.C.*-Dateien mit Header-Files, die die verschiedenen Modellimplementationen (*<{IG, 1Gkum,

diffmod, protmod, protmod.oke}) enthalten.

!Bezeichnung kann im Makefile verandert werden!

XX
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Vereinfachter Programmaufruf mittels Shell-Skript

Zur vereinfachten Handhabung steht dem Benutzer das Shell-Skript ,,sensitiv* zur Verfligung, in dem neben
dem benutzerdefinierten Plotbereich auch der gleichlautende Dateiname der Parameterfiles beim Aufruf nur
einmal genannt werden miissen.

Das Programm sensit

Das Programm bendtigt drei verschiedene Eingabedateien:
1. die Datei *.fpar der festen Modellparameter (z. B. Katheterparameter)?2

2. die Datei *.npar der (,,freien”) Parameter p; . .. p,, fir die die Sensitivitatsanalyse durchgefihrt wer-
den soll (aus der Modellanpassung realer Daten oder zur Simulation ausgewahlte Parameter)

3. die Datei *.txt der MeRzeitpunkte (Sampling-Schema) als Textfile in zweispaltiger Form — Zeit und
Konzentrationswert — von denen zur Analyse allerdings nur die Zeitwerte ausgewertet werden.

Im Ergebnis der Auswertung dieser Informationen und anschlieBender Sensitivitatsanalyse werden zwei
Ergebnisdateien, error.sen und data.dat, erzeugt.

error.sen enthélt neben Informationen zu den Eingabedateien (Anzahl der Parameter, Sampling-Schema)
alle flr die Sensitivitatsanalyse berechneten wesentlichen Matrizen, erwéhnt sei die Korrelationsmatrix.
data.dat beinhaltet die Daten zur graphischen Darstellung des Sensitivitatsverhaltens der einzelnen
Parameter, die mit einem, dem Benutzter zur Verfligung stehenden graphischen Programm (z. B. Gnuplot,
SigmaPlot) weiter aufbereitet werden kénnen.

Der Zeitbereich und die Anzahl der jeweils erzeugten Datenpunkte sind benutzerdefinierbar (siehe néchster
Abschnitt) und stehen spaltenweise in data.dat als Textfile zur Verfiigung:

Zeit 1. Kriterium: p1...p, 2. Kriterium: py...p, 3. Kriterium: py...py,.

Der Programmaufruf erfolgt Uber den Programmnamen sensit und anschlieRender Nennung der
Eingabedateien. Die Angabe der Plotparameter ist optional (siehe Abschnitt D, S. XXIV).

sensit fp-Datei np-Datei Sanpling [Plotstart Pl otende Pl ot punkt eanzahl ]

dabei sind fp und np-Datei die Namen der Dateien fester und freier Parameter und Sampling ist die Datei
der Zeit- und Konzentrationswerte.
Modelle und Parameter

sensit bezieht sich bei der Sensitivitatsanalyse auf ein spezielles Modell, das wahrend des Compiliervor-
ganges (siehe Kapitel D) aus den vorhandenen Modellen ausgewdhlt und eingebunden wurde.

Durch die Implementation des Modells ist die Reihenfolge der in den__ Parameter-Dateien anzugeben-
den Parameter festgelegt. Die Tabelle D.1 auf Seite XXVII gibt einen Uberblick (ber die Modelle und
deren Parameter-Reihenfolge.

Im Nachfolgenden eine kurze Beschreibung der zur Verfiigung stehenden Modelle.

%Die Reihenfolge der anzugebenden Parameter ist fiir alle Parameterfiles durch die Modellimplementation festgelegt (siehe
ndchster Abschnitt)
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Inverse Gauss-Funktion (-DIG)

Die Inverse Gauss-Funktion ist die First-Passage-Time der Brownschen Bewegung mit Drift (Chhikara,
R. S. und Folks, J. L., 1989). Sie ergibt sich aulerdem als Losung des in der Pharmakokinetik bekannten
Dispersionsmodells und hat im Zeitbereich die Gestalt

B MT (t — MT)?
I =\ oyes &P <_2MTCV2t) (1)

Da komplexere Modelle im Laplace-Bereich vorliegen, ist zusatzlich ihre Laplace-Transformierte

— 1 2MT 1
IG(S) = A exp <0V2 — \/CV2 (8+ m)) (DZ)

von Bedeutung. Neben den Funktionsparametern mittlere Transitzeit M 7T und relative Dispersion C'V 2
wurde ein zusatzlicher Skalierungsfaktor A implementiert. (Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996; Weiss,
M., 1996)

Als kumulative Inverse Gauss-Funktion (-DIGkum), d. h. [ IG(t)dt, ergibt sich nach den Ge-
setzmaligkeiten der Laplace-Transformation

— FCy 1 2MT 1
IGrum(s) = S exp (CVQ — \/ oV <s t ST oV CV2>> (D.3)

Dabei ist F' die Verfligbarkeit und C 4 die Anfangskonzentration, so dal? die Funktion als Absorptionsmodell
genutzt werden kann.

Permeations-Diffusionsmodell

Das Permeations-Diffusionsmodell mit Elimination basiert auf dem 1996 von WEISS UND ROBERTS
(Weiss, M. und Roberts, M. S., 1996) in die Pharmakokinetik eingefiihrten stochastischen 2-Phasen Modell.
Es wurde zur Anwendung auf Organe, wie die Leber, um den Eliminationsproze3 erweitert (Kapitel 4.1.1).

Charakterisiert werden verschiedene Prozesse (siehe Kapitel 3, Abb. 3.1)

1. Makroskopische Mischung, verursacht durch die Gefasystem-Mischung (Verzweigung und Rekom-
bination der GefaRe)

2. Mikroskopische Mischung durch Permeation und anschlie}ende eindimensionale Diffusion und
3. Elimination z. B. durch Metabolisierung.

Die Modellgleichung
£(5) = pIGi(s+ p(s)) + (1 — p) IGa(s + (s)) (D.4)

beschreibt durch Kombination zweier Inverser Gauss-Funktionen I/@l und IAGQ (unterschiedlicher mittlerer
Transitzeit und relativer Dispersion) die makroskopische Mischung und bezieht durch die zusétzliche
Funktion 5(s) die Ubrigen Prozesse ein.
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Dabei gilt
pls) = k[1-fr(s)] (D5)

mit
fr(s) = ! (D6)

1+ﬁmtanh< d(s+ke)>

wobei k, d, k. und v Permeabilitatsratenkonstante, intrazellulare Diffusionszeit, Eliminationsratenkonstante
und Verteilungsvolumen kennzeichnen.

fx gut gemischt

Die Verwendung von Kathetern bei der Erhebung experimenteller Daten macht die zusétzliche Einbindung
der Katheterverweilzeitdichte fcath(s)v z. B. in Form einer 1IG oder 2IG, erforderlich. Das fiihrt allgemein
auf die Gesamtverweilzeitdichte

]Eges(s) = fcath(s) f(s) (D-7)
die sich im Laplace-Raum als einfache Multiplikation der Verweilzeiten der Subsysteme Katheter und Organ
darstellt.

Bindungsmodell

Das Bindungsmodell (Weiss, M. et al., 1998) basiert wie das Permeations-Diffusionsmodell auf dem sto-
chastischen 2-Phasen Modell mit den Gleichungen (D.4) und (D.5) als den grundlegenden mathematischen
Beziehungen. Anstelle der zuvor modellierten Diffusion tritt der intrazelluldre Bindungsprozef als lang-
samster und damit die Gewebeverteilung bestimmender Prozel?. Das flihrt zu der modifizierten Funktion

fr(s)

A aq as
= D.8
fr(s) Ltsthk Listh (D:8)
mit
kow = E (D.9)
Ve
k12
k = 2% D.10
21 Y- (D.10)
o — kou (. — ko1) (D.11)
i -1
4y — kou (k21 — l2) (D.12)
i -1
1
L = 3 (kn + 1/ ki — 4 ka1 kow) (D.13)

1

lp = 5 (kn — \/ k7 — 4 ka1 kou) (D.14)

kn = ki + ko1 +kou (D.15)
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Neben den aus dem Diffusionsmodell bekannten Parametern k, v und k. beschreibt k12 die Bindungsrate
und v, das relative Initialverteilungsvolumen der Zelle.
Fehlermodell — Wichtung

Experimentelle Daten sind in jedem Fall fehlerbehaftet. Die Wahl des Fehlermodells bestimmt i. A. die zur
Modellanpassung gewahlte Wichtung® (Barlow, R. E. und Proschan, F., 1978).

Das gewdhlte Fehlermodell kann in die Sensitivitatsanalyse einbezogen werden. Das geschieht (ber
die Compilervariable DSIGM, der die Werte 0,1 oder 2 mit folgender Bedeutung zugewiesen werden
kdnnen:

e DSIGM=0: Annahme fehlerfreier Daten — Wichtung 1 — dieser Fall wird auch angenommen, wenn
fir DSIGM keine explizite Wertzuweisung erfolgt

e DSIGM=1: Fehlervarianzmodell o2 = C(t) — Wichtung 1/C(t)
e DSIGM=2: Fehlervarianzmodell o2 = C(¢)? — Wichtung 1/C (¢)?
o bezeichnet dabei die Standardabweichung des Fehlers und die zeitlich abhdngige Konzentration C'(t) wird

fur einen beliebigen Zeitpunkt durch das Modell f(¢) vorhergesagt.

Plotbereich

Der Plotbereich der Sensitivitatskriterien kann bei Programmaufruf festgelegt werden. Dazu sind die Inter-
vallgrenzen sowie die Anzahl der Plotpunkte in der Reihenfolge

Pl ot start Pl ot ende Pl ot punkt eanzahl

anzugeben, so dal der Programmaufruf fur Berechnungen im Intervall [0,10] mit 100 Stltzpunkten zum
Beispiel

sensit fp-Datei np-Datei Sanpling 0 10 100}

ware (siehe Programmaufruf, S. XXI). Nutzt der Anwender diese Option nicht, erfolgt die Ausgabe von
500 Plotpunkten im Intervall [0.05,100]. Fir im Laplace-Bereich installierte Modelle wird aufgrund des
Algorithmus zur inversen Laplace-Transformation 0 auf 0.001 veréndert.

Compilierung

Das Makefile

Das Makefile ist ein die Compilierung wesentlich erleichterndes Steuerfile. Es enthélt alle notwendigen
Compileroptionen, Linkanweisungen, den Namen des entstehenden ausfiihrbaren Programms (im vorlie-
genden Fall sensit), Pfadangaben etc.

Die Bezeichnung dieses Files ist definiert und erfolgt mit groem Anfangsbuchstaben!

3In der pharmakokinetischen Modellierung kann Wichtung auch zur Korrektur von ModellmiRspezifikationen erforderlich sein.
In einem solchen Fall wére die Wichtung nicht in die Sensitivitatsanalyse einzubeziehen.
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Es kann Uber einen beliebigen Editor (z. B. emacs, joe) jederzeit aufgerufen und modifiziert werden
(Kommentare sind mit # am Zeilenanfang zu kennzeichnen). Das macht sich erforderlich, wenn Wichtung
oder Modell veréndert werden sollen (siehe ndchster Abschnitt).

\or jeder neuen Compilierung ist das Lodschen alter, bei der letzten Compilierung entstandener Da-
teien zu empfehlen. Dazu steht der Aufruf make cl ean zur Verfligung. Im Anschluf daran kann die
neue Programmiubersetzung mittels nake erfolgen. Im Ergebnis entsteht das neu Ubersetzte Programm
sensit, mit dem, wie in Kapitel D beschrieben, gearbeitet werden kann.

Compilervariablen

Compilervariablen, wie die in Kapitel D zur Festlegung des Fehlermodells beschriebene Variable DSIGM,
werden in Zeile 5 des Makefiles gesetzt:

CCFLAG=- Q2 -Wall -DUNI X - DDEBUG - DLI NUX - DSI G2

Im Beispielfall wire die Wichtung 1/C(t)? fir die Sensitivitatsberechnungen beriicksichtigt.

Die Sensitivitatsanalyse bezieht sich auf ein spezielles Modell. Als vordefinierte Modelle stehen dem
Nutzer die folgenden mit entsprechender Compilervariable zur Verfiigung:

Inverse Gauss-Funktion -DI G
Kumulative Inverse Gauss-Funktion - Dl Gkum
Permeations-Diffusionsmodell (mit Metabolisierung) - DDI FF
Bindungsmodell (mit Metabolisierung) - DBl ND
Bindungsmodell ohne Metabolisierung - DBl NDNOM

Die Einbindung des Diffusionsmodells wiirde demnach mittels
CCFLAG=- Q2 -Wall -DUNI X - DDEBUG - DLI NUX - DDI FFMOD}

erfolgen. Die Wichtung wadre dabei (aufgrund der nicht explizit definierten Variable DSIGM) Eins.
Da die betrachteten komplexeren Modelle im Laplace-Raum vorliegen, ist zur Einbindung eines im Zeitbe-
reich installierten Modells (siehe nachfolgendes Kapitel) zusatzlich - DTI MEDOVAI N zu setzen:

CCFLAG=- Q2 -Wal |l -DUNI X - DDEBUG - DLI NUX - DTl MEDOVAI N}

Kathetermodelle sind explizit tiber eine Compilervariable einzubeziehen. Die zur Verfligung stehende 21G
und 11G werden mittels - DCATH bzw. - DI GCATH eingebunden.

Die Zeile PROGRAMF\ $( HOVE) / bi n/ sensit legt den Namen des ausfiihrbaren Programmes

fest und bestimmt, in welchem Verzeichnis es abgelegt wird. \ $( HOVE)/ bi n kennzeichnet das
bin-Verzeichnis des aktuellen Nutzers auf dem aktuellen Rechner.

Installation benutzereigener Modelle

Neben den bereits vorhandenen Modellen ist es mdglich, weitere benutzereigene zu implementieren. Dazu
sind grundlegende Programmierkenntnisse zu empfehlen.
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Zu installieren sind das gewinschte Modell (in der Datei function.C) zur Einbindung des Fehlermo-
dells sowie dessen Ableitungen nach den einzelnen Modellparametern (in function.C bzw. abltg.C), die die
Grundlage der Sensitivitatsanalyse bilden.

Die Implementation von Modellen im Zeitbereich erfolgt ausschlieflich in function.C, wobei das
Modell in comPLEX SIGMAC(...) und die Ableitungen nach den Modellparametern innerhalb einer
case-Anweisung in COMPLEX M(...) zu implementieren sind. Achtung! beide Funktionen existieren durch
die #IFDEF TIMEDOMAIN — #ELSE — #ENDIF-Anweisung zweimal.

Die partiellen Ableitungen der im Laplace-Raum vorliegenden Modellfunktion® sind in der case-
Anweisung der Funktion COMPLEX ABLTG(...) zu installieren, das Modell selbst wieder in COMPLEX
SIGMA(...) (function.C).

In beiden Fallen ist zu beachten, dal die Reihenfolge der Definition der Ableitungen in den case-
Anweisungen die Reihenfolge der Parameterwerte in den Parameter-Dateien *.npar und *.fpar festlegt!

Zusétzlich sind in den zugehorigen Header-Files all diejenigen Funktionskdpfe zu tbernehmen, fiir
die der Zugriff aus anderen Dateien heraus maoglich sein soll. Das gilt bez. abltg.h z. B. fur die Funktion
COMPLEX ABLTG(...) und evtl. einige benutzerdefinierte Funktionen.

“Die Laplace-Transformation hat keinen EinfluR auf die Berechnung partieller Ableitungen nach Funktionsparametern.
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MODELL fixe Parameter | ,,freie* Parameter
Inverse Gauss-Funktion A MT
cv?
kumulative Inverse Gauss-Funktion Ca F
MT
cv?
Permeations-Diffusionsmodell Acath d
DPcath v
MT1.0n k
MTQcath ke

CVlcath

CVQcath

Q

A

p

MT1

MT?2

Ccv1?

CV2?
Bindungsmodell Acutn v
DPeath k
MTlcath ke
MTQcath k12
CVlcath Ve

CVQcath

Q

A

p

MT1

MT2

Ccv1?

CV2?

Tabelle D.1: Implementierte Modelle und zugehdrige Parameter in der vordefinierten Reihenfolge
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