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»Timaios: ... Wenn wir nun, mein Sokrates, angesichts der zahlreichen Erdrterungen, die
von friheren Uber die Goétter und Uber die Entstehung des Weltalls bereits vorliegen, aul3erstan-
de sein sollten eine in jeder Beziehung mit sich selber Gbereinstimmende und genau zutreffende
Darstellung zu geben, wundere dich nicht; vielmehr muf3 es schon gentigen, wenn unsere Dar-
stellung es an Wahrscheinlichkeit mit der jedes anderen aufnehmen kann. Denn man darf nicht
vergessen, dald wir alle, ich, der Vortragende, und ihr, die Richter, nur Menschen sind; wenn wir
also uber diese Dinge eine Dichtung zu héren bekommen, die auf Wahrscheinlichkeit Anspruch
hat, so kbnnen wir ganz zufrieden sein und brauchen nichts weiter zu verlangen.” Riagtin (
0.,/1993 ST 29c¢)
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Ziel der Arbeit

Die Durchfiihrung von invasiven invivo Experimenten erscheint in den letzten Jahrzehnten aus
ethischen Grinden zunehmend fragwirdig. Um sie trotz der ethischen Bedenken zu rechtferti-
gen, ist ihre Notwendigkeit klar nachzuweisen. Dartber hinaus gilt es, Alternativen zu suchen,
die erlauben, die Zahl der invivo Experimente zu reduzieren. Ein Beitrag zur Losung der letztge-
nannten Aufgabe soll diese Arbeit leisten. Es wurden pharmakokinetische invitro Experimente
durchgefluhrt, die mit mathematischen Modellen beschrieben wurden. Die daran anschliel3en-
den Simulationen zeigen, wie diese Experimente ersetzten kdnnen, und damit die Anzahl der
Experimente reduziert werden. Jene Vorgehensweise, die mathematische Modellierung und die
Simulation, wird auch auf invivo Experimente tUbertragen. Indem diese Arbeit nachweist, dal3
die mathematische Modellierung zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrt, zeigt sie eine Alternative
zu invivo Experimenten auf, und liefert damit ein Argument fiir deren Begrenzung.

Die bendétigten Materialien und Methoden fiir die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experi-
mente werden in Kapit@und die fir die Auswertung verwendeten mathematischen Hilfsmittel
in Kapitel'3 beschrieben.

Kapitel4 befal3t sich mit den Experimenten und Simulationen. Abschditstellt den Ver-
suchsaufbau, die Durchfihrung und die Ergebnisse der invitro Diffusionsexperimenten dar. Die
Ergebnisse werden mit bis zu drei verschiedenen mathematischen Modellen interpretiert und
verglichen, die auf den Arbeiten v@missimov, Y. G. und Roberts, M. $1999 2000 beru-
hen. Daruber hinaus werden die experimentellen Daten, insbesondere die mittlere Transitzeit
(die Ubergangszeit zwischen den Kammern), zusatzlich mit zwei empirischen Modellen aus-
gewertet, erstens mit der invers@auss-Verteilung Weis$(1984)) und zweitens mit einem
Kompartiment Modell vorRescigno, A. und Sergre, @196€6). Das Kompartiment Modell lie-
fert die makroskopische und das Diffusionsmodell viamssimoyv, Y. G. und Roberts, M. 'S.
(2000 die mikroskopische Beschreibung des physikalischen Prozesses. Der darauf folgende
Abschnitt4.2 geht auf die Optimierung des experimentellen Designs anhand des Samplings-
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chemas einer Bioverfuigbarkeitsstudie ein. In dem abschlieRenden AbgcBmiitd ein Ganz-
korpersimulationsprogramm erweitert und auf seine Verwendbarkeit Gberprift. Zum Abschluf3
der Abschnitte werden die sich daraus ergebenden Folgerungen diskutiert.

1.2 Randbedingungen der invitro Experimente

Fur die Modellbildung und Analyse des Diffusionsprozesses wurden invitro Experimente durch-
gefuihrt. Dazu wurde ein Zwei—Kammer-Diffusionsmodell verwendet, dadNeuiert(197¢)
beschrieben und nachfolgend auch von anderen Autdfersi, W. u. a.(198(Q 1982); Neu-

bert, R. u.a.(198%) benutzt wurde. Die in ihm enthaltene sehr lipophile Membran ist den
korpereigenen Membranen in den Transporteigenschaften sehr &hnlich. Die Wahl des Zwei—
Kammer-Diffusionsmodelles bietet die Moéglichkeit, die mit ihm gewonnenen Daten mit un-
terschiedlichen mathematischen Modellen auszuwerten. Differenzen entstehen gegentiber dem
idealem Diffusionsmodell durch eine zusétzliche Barriere fir lipophile Stoffe, der sogenann-
ten ungeridhrten Schicht. Diese wird von Carriern wie der Lipidfraktion nicht durchdrungen.
Zunachst wurde dieses Phanomen bei der Auflosung von Festkdrpern am Anfang des 20. Jahr-
hunderts untersuchiNpyes, A. A. und Whitney, W. R1897); Brunner(1904); Nernst(1909).

Die Modellierung des Transports durch Mehrschichtsysteme, zu denen auch das Phdnomen der
ungeruhrten Schicht gehort, wird in der Literatur auf verschiedene Weisen beschKelem,

O. und Katchalsky, A(1961,11963; Loth (1987%; Parry, G. E. u. &1990); Ohtori, A. und Tojo,

K. (1999; Cordero, J. A. u. 8§1997); Ono, N. u. &(1999; Soda, S. u. §1999; Anissimov, Y.

G. und Roberts, M. §1999 2000); Roberts, M. S. u. 41999). Im menschlichen Kdrper exi-

stiert diese ungerihrte Schicht z. B. beim Ubergang der Pharmaka an der Magen—-Darmwand.
Um unterschiedliche Randbedingungen des experimentellen Designs zur Verfigung zu stellen,
werden in dieser Arbeit Vergleiche zwischen zwei Pharmaka durchgefuhrt.

1.3 Modellsubstanzen

Die in den Experimenten untersuchten Stoffe sind PCB und Diclofenac. Die beiden Pharmaka
wurden gewahlt, weil sie eine &hnliche Molekulgrof3e, aber unterschiedliche chemische Eigen-
schaften besitzen: PCB sind lipophil, und Diclofenac ist hydrophil. PCB haben als lipophile
Stoffe einen sehr lange Verweildauer im menschlichen Korper, die gegentber lipophilen Me-
dikamenten (z. B. Phenprocumon oder Thiopental) einen zeitlichen Extremwert darstellen. Als
Referenz zu den PCB Experimenten werden die Experimente mit Diclofenac durchgefihrt. Die
Experimente mit Diclofenac werden zuséatzlich in unterschiedlichen Medien durchgefuhrt, und
zwar in der Lipidfraktion des Blutes und in Gallensalzen, die Mizellen bilden.
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1.3.1 Die Polychlorierten Biphenyle
Exkurs
Die Rolle der Polychlorierten Biphenyle in der Umwelt

In den letzten Jahrzehnten nahm die Aufmerksamkeit in Bezug auf toxische
Stoffe in der Umwelt stetig zu. Viele davon sind Substanzen mit einem stark li-
pophilen Charakter. Mitte des Jahres 2001 tagte in Stockholm eine Arbeitsgruppe
der UNO, um Uber ein weltweites Produktionsverbot der sogenarteesistent
Organic Pollutants (POP) zu beraten, welches in Europa und den USA schon in
Kraft getreten istiMrasek(2007)). Eine Untergruppe der POPs sind g@ychlor-
iertenBiphenylen (PCB). Diese setzt sich aus 209, im Chlorierungsgrad verschie-
denen, Biphenylen zusammen.

Die ersten Studien wurden durch Umweltkatastrophen angestof3en. Bei zwel
Unféallen in Japan (1968) und in Taiwan (1979) gelangte PCB belastetes Reisdl
in die Nahrungskette und fuhrte grol3flachig zu Vergiftungeosg 1994 S. 425,

426). In Europa ruckten die PCB im Zusammenhang mit der Katastrophe in Seveso
1976, Norditalien, in das Bewul3tsein. Dort explodierte ein Kessel einer Chemiefa-
brik und chlorierte Losungsmittel gelangten in die Umwelatmsen(2001)).

Geschichtlicher Uberblick: Aufstieg und Fall einer Stoffgruppe

Am Anfang des 20. Jahrhunderts wurden PCB im Zuge wachsender naturwis-
senschaftlicher Erkenntnisse entdeckt. Sie gewannen rasch an neuen Einsatzgebie-
ten und wurden deshalb weit verbreitet. Die hohe physikalische und chemische
Stabilitat, die heute zu grof3en Problemen fiihrt, war ausschlaggebend fiir ihre Be-
liebtheit. PCB besitzen aulerdem einen extrem hohen elektrischen Isolationswider-
stand und eine hohe thermische Leitfahigkeit. Uber einen mehrere hundert Kelvin
weiten Bereich hinweg zeigen sie eine 6lige Konsistenz.

Einsatzgebiete sind sowohl offene als auch geschlossene Systeme. Die geschlos-
senen Systeme sind hauptsachlich technischer Natur. Hier dienen PCB als Di-
elektrika in Klein— und Grol3kondensatoren, als Isolier— und Kuhlflissigkeiten in
grof3technischen Transformatoren und Gleichrichtern, (z. B. in Lokomotiven oder
Transformatorstationen) oder als Hydraulikflissigkeiten und Warmeubertrager. Die
weitaus umweltgefahrdenderen Einsatzgebiete sind die offenen Systeme, in denen
PCB als Weichmacher in Lacken, Farben und Kunststoffen (z. B. PVC) oder als
Benetzungs— und Beschichtungsmittel fir Papiere verwendet werden. Auch als Zu-
satz fur Pestizide finden die PCB Anwendung. Gerade die in offenen Systemen
verwendeten PCB fuhren zu ihrer unkontrollierbaren Ausbreitung. Deshalb ist die
Produktion in Deutschland seit dem 14.10.1993 verbdfeed(er, H. u. a(199%).
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Chemische Beschreibung

Die zwolf Kohlenstoffatome der polychlorierten Biphenyle {8,_,Cl,) sind in zwei mit-
einander verbundenen Phenylringen angeordnet. Es bleiben zehn Substitutionsplatze fir die
Chloratome erhalten. Insgesamt ergeben sich 209 verschiedene Mdoglichkeiten, bis zu zehn
Chlor—Atome auf die Platze der Wasserstoffatome zu verteilen (Abbilduhgeinige in der
Abbildung vermuteten Kombinationen entfallen aufgrund der Rotationssymmetrien.) Die un-
terschiedlichen substituierten Biphenyle werden als Kongenere bezeichnet. Die systematische
Bezeichnung erfolgt nach der ,International Union of Pure and Applied Chemistry* (IUPAC).
Eine vollstandige Auflistung der Kongenere ist Bedler, H. u. (1995 zu finden.

Abbildung 1.1:Grundstrukturformel der chlorierten Biphe-

3 o o 3 nyle, mit der systematischen Bezeichnung fir die Substi-

. tutionsorte nach IUPAC. Die Stellung wird in Bezug auf
44 die C—C Bindung angegeben. Chlor in Position 2 oder 2:
5 6 6 5§ ortho—Position; Chlor in Position 3 oder 3': meta—Position;

Chlor in Position 4 oder 4’: para—Position; Analog fir die
Positionen 5, 5", 6 und 6'.

Wissenschaftliche Studien zu Polychlorierten Biphenylen und deren Auswirkungen auf
den menschlichen Korper

Ein wichtiger Schritt fir die Reproduzierbarkeit von Experimenten und Untersuchungen war
die Einfuhrung der Indikator—Kongenere (PCB 28, 52, 101, 138, 153 und 180) im Jahr 1988.
Anhand ihrer Konzentration wird auf den Gesamtgehalt aller PCB Kongenere einer Probe ge-
schlossen. NacKoss (1994 lassen sich so 25 % — 28 % der gesamten PCBs erfdSseter,

H. u. al(1995 geben an, dal fur Altdl und Abfall der Gesamt—PCB-Gehalt Uber diese Leitsub-
stanzen bestimmt wird. Daftr wird die Summe tber ihre Konzentrationen gebildet und mit finf
multipliziert (d. h. sie gehen davon aus, daf? 20 % erfal3t werden).

Pharmakokinetik

NachEwers, U. u. a(1998 werden 90 % — 95 % der PCB durch lipidreiche Lebensmittel wie
Milch—, Fleisch— und Fischprodukte aufgenommen. Die Resorption erfolgt durch den Darm.
(Bei Ratten ist diese unabhéngig von dem Chlorierungsgrad und der Dosis.) Eine Aufnahme
mit der Atemluft ist nicht bekannt, wahrend eine dermale Aufnahme stark von der Verweildau-
er der PCBs auf der Haut und der Art des Losungsmittels abhangt. Die Verteilung des PCBs
im Organismus erfolgt Uber den Blutkreislauf, zu geringen Teilen auch Uber den Lymphkreis-
lauf und ist unabhangig von der Applikationsart. Dabei bindet es sich an die Lipoproteine und
Plasmaproteine des Blutes.
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Im Hinblick auf die Abbaupfade a3t sich zusammenfassend feststellen: Die Leber besitzt
die hdchste enzymatische Kapazitat zur Metabolisierung; Lunge, Nieren und Darmwand wei-
sen das schwachste Vermégen zur Metabolisierung auf. Ausgeschieden werden sowohl freie
Metabolite als auch die Konjugate tber Niere und Darm.

Anreicherung im menschlichen Kérper

Durch die hohe Lipophilie reichern sich die PCB im Zentralen Nervensystem (ZNS) und im
Fettgewebe arHiedler, H. u. a(1995). Die niedrig chlorierten Tetra—CB lagern sich im Zentra-
len Nervensystem, in der Leber und der Lipidfraktion des Fettgewebes an. Die héher chlorierten
Hexa—CB finden sich zusatzlich zu einem Zehntel in der Proteinfraktion. PCBs werden um so
starker im Fettgewebe angereichert, je grol3er die Zahl der Chlorsubstituenten in ortho—Position
ist (2,2’,6 und 6’) (Gabrio, T. und Schwenk, M1997%).

Fur den erwachsenen Menschen betragt die durchschnittliche tagliche natirliche Aufnahme
0,1 Ta‘;gkg Korpergewicht PCB. NacKoss (1994 nimmt ein Saugling Gber die Muttermilch
2-3 ﬁ% Korpergewicht der hoch chlorierten PCB 138, 153 und 180 auf. Als unbedenklich
gelten fur den erwachsenen Menschen laut Bundesumweltamt und Bundesgesundheitsamt 1 —
3 Ta’fggkg PCB Gesamtmenge (Stand 1983). @eganisation forEconomicCooperation and
Development (OECD) legte 1988 die Grenze, den sogenannten TDI (tolerable daily intake),
auf 1 Ta‘;gkg PCB Gesamtmenge, die untere Grenze des Bundesumweltamtes, fest. Der durch-
schnittliche PCB-Gehalt im Gewebe steigt mit zunehmendem Alter linear. Die Anreicherung
von Hexa und Hepta—PCBs geht auf die langfristige Aufnahme aus der Umwelt zuriick. Die
Anreicherung von Tri— und Tetra—PCB wird durch kurzfristige Exposition verurs&obdlier,

H. u.al(1995).

1.3.2 Diclofenac
Chemische Beschreibung

Die beiden Phenylringe (GH;,Cl;NO;Na) des Diclofenacs sind Uber eine Stickstoffbriicke
miteinander verbunden. Die analytische Identifizierung und Gehaltsbestimmung wird in der

coo
Na+
NH Abbildung 1.2: Strukturformel des Diclofe-
nac Natrium. Die Chloratome stehen beide in

Cl Cl ..
ortho—Position.

Arbeit vonKuhlmann(199§ beschrieben und in dieser Arbeit entsprechend durchgefihrt.
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Pharmakokinetik

Diclofenac wird in den Dareichungsformen oral, rectal oder intramuskular schnell aufgenom-
men. Das Maximum der Konzentration im Plasma wird nach zwei bis drei Stunden erreicht
(Hardman, J. G. u.41996). Eine gleichzeitige Nahrungsaufnahme verlangsamt den Absorp-
tionsprozessReynolds(1996). Diclofenac weist eine sehr starke Plasmaproteinbindung (99
%) auf und hat eine Plasmahalbwertszeit von zwei Sturidandman, J. G. u. 41996)).

Therapeutischer Einsatz

Das nichtsteroidale Antiphlogistikum Diclofenac wird sowohl in der Langzeitbehandlung (z. B.

fur Arthritis, Oseroarthritis und Wirbelsaulenversteifung) eingesetzt als auch kurzfristig bei
Verletzungen des Skelettmuskels, akuten Schulterschmerzen und in der postoperativen Phase
verwendetReynold5(1996)).

1.4 Philosophie der Modellierung

1.4.1 Verhéltnis Experiment zu mathematischem Modell

Typische Daten eines pharmakokinetischen Experimentes sind Konzentrationszeitkurven. In
dieser Arbeit werden sie aus invitro und invivo Experimenten gewonnen. Die folgende Bestim-
mung der pharmakokinetischen Parameter erfolgt auf zwei unterschiedliche Weisen: erstens
Uber eine numerischen Integration, soweit die Art des Experimentes dies zuliel3, und zweitens
durch bis zu drei verschiedene mathematische Modelle. Ziel der Arbeit ist es, ein Urteil dartiber
abzugeben, welches Modell die Daten hinreichend und welches sie am besten beschreibt.

1.4.2 Validierung der mathematischen Modelle

Die Validierung der mathematischen Modelle der invitro Experimente erfolgt durch Simulatio-

nen mittels eines aus den Experimenten gewonnen reprasentativen Parametersatzes. Es werden
mit den zu untersuchenden mathematischen Modellen Konzentrationszeitkurven wie in Ab-
schnitt1.4.1angegeben, generiert. Die Parameterschatzung der simulierten Daten ergibt, daf3
die so bestimmten Parameter mit denen, die die Ausgangswerte der Simulation waren, tiberein-
stimmen. Durch die Verwendung verschiedener mathematischer Modelle fiir die Generierung
und Analyse von Daten lassen sich die mathematischen Modelle gegenseitig validieren.

1.4.3 Optimierung des experimentellen Designs

Mit Hilfe der Sensitivitdtsanalyse (vgl.homaseth, K. und Cobelli, 1997 1999) wird das
gefundene experimentelle Design in Bezug auf die Anzahl der benotigten Datenpunkte mi-
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nimiert. Es wird dabei beachtet, dal3 eine gleichbleibende Qualitat der Parameterbestimmung
gewabhrleistet ist. Um die Sensitivitdtsanalyse im Rahmen dieser Arbeit anwenden zu kdnnen
wurde das Programm ,sensitiv* (3eschke, O. und Stedtler, (1998 undRing (2000) imple-
mentiert. Es ermoglicht eine Sensitivitdtsanalyse fur Modellfunktionen, die nuniPLACE—

Raum vorliegen. Die Optimierung wird an zwei Beispielen veranschaulicht, und zwar erstens an
dem Samplingschema der invitro Versuche dieser Arbeit (Abschdity und zweitens an ei-

ner Bioverfluigbarkeits Studie (Abschrdtt?). In den darauf folgenden Schritten werden zusatz-
lich intraindividuelle Abweichungen der pharmakokinetischen Parameter in den Simulationen
bertcksichtigt. Als zusatzliche Validierung wird die Robustheit der mathematischen Parameter-
schéatzung (vglLooby, M. und Weiss, M(1995); Sheiner, L. B. und Beal, S. I(1981); Purves
(1993; Graves, D. A. u. &1989) untersucht.

1.4.4 Pharmakokinetische Prognosemodelle

Simulationen gewinnen in allen Bereichen der Wissenschaft an Bedeutung. In dieser Arbeit
werden mit Hilfe eines Ganzkorpersimulationsprogramms Konzentrationszeitkurven erzeugt.
Die in der Literatur beschriebenen Verfahren beruhen auf KompartmentmodellerBprB-

man, S. u. a(1994 1999; Ebling, W. F. u. a(1994; Parham, F. M. und Portier, C. (1998).

Diese Modelle werden im wesentlichen fir die Simulation kurzer Analysezeitrdume verwen-
det. Da diese Modelle auf einfachen Kompartmentsystemen beruhen, erméglichen sie keine
Aussagen uber extrem lipophile Pharmaka, die eine extrem lange Verweildauer im mensch-
lichen Kérper besitzen. Sie beschreiben extrem lipophile Substanzen nicht hinreichend (vgl.
Weiss(1999), weil sie die Speicherung des Wirkstoffes im Fettgewebe nicht wiedergeben kon-
nen und so eine zu schnelle Elimination aus dem Kreislauf darstellen. Das hieiJaésadike

(20000 undRing, Al (200)) erweiterte Rezirkulationsmodell vdiveiss, M. und Geschke, D.
(1997 verbindet die Vorteile der Nachbildung aller Organe, wie dies auclBfigkman, S.

u.a. (1999 geschieht, mit der flexiblen Modellierung der Organe oder Subsysteme als Rezir-
kulationsmodell bzw. Strukturmodell nach der Systemtheorie (AV&ss(1990); Weiss, M.

u. a.(1996; Weiss, M. und Roberts, M. $1996); Weiss(1999); Luke (1999; Weiss, M. u. a.
(2002). Durch die hier angewendete Struktur ist es mdglich fur unterschiedliche Organe ver-
schiedene Organmodelle im Kreislaufsystem zu modellieren. Eine neu entstandene graphische
Benutzeroberflache ermdglicht einen einfachen und intuitiven Umgang mit dem Programm. Als
Beispiel folgen Simulationen mit veranderten physiologischen Parametern (Herzminutenvolu-
men (Abschnit4.3.5 erhohtem Fettgewebeanteil (AbschiEitB.6). Eine mogliche Kinetik
extrem lipophiler Substanzen erfolgt Uber die neu implementierte anormale Diffusion. Dazu
werden physiologische und pharmakokinetische Parameter fir PCB 153 hergeleitet (Abschnitt
4.3.4) und diese dann in Abschnit.3.7 flr ein Beispiel einer Belastung durch Umweltgifte
verwendet.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die in den Experimenten verwendeten Chemikalien wurden von verschiedenen Firmen bezo-
gen. Im Einzelnen handelt es sich um die Produkte von: Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe,
Deutschland: Aloumin Fraktion \%4 96 %, di-Kaliumhydrogenphosphat, puriss., wasserfrei,

98 %; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland: Kaliumdihydrogenphosphat, min. 99,5 %; Fluka
Chemie AG, Neu-UIm, Deutschland: Chenodesoxychols&uBs8 %; Sigma—Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen, Deutschland: Diclofenac; Dr. Ehrensdorfer GmbH, Germany: PCB—Mix
1 (Standard—Mix), PCB No.: 28, 52, 101, 138, 153, 180 je 10 ng/mL in Cyclohexane, 99,9 %,
2,4,4'-Trichlorobiphenyl (certified): PCB 28, 99,9 %, 2,2’,5,5'-Tetrachlorobiphenyl (certified):
PCB 52, 99,9 %, 2,2',3,5",6—Pentachlorobiphenyl (certified): PCB 95, 99,9 %, 2,2',4,5,5-
Pentachlorobiphenyl (certified): PCB 101, 99,9 %. Die Kalibrierung des pH—Meters erfolgte
mit pH—-Pufferldsungen (pH = 9,18 und pH = 6,85) von Mettler-Toledo GmbH. Alle weiteren
Chemikalien besitzen die Ubliche Standardlaborqualitat.

2.2 Laborgerate

Alle Gerate (Pipetten, Magnetruhrer, Tischzentrifugen, pH—Meter etc.), die nicht weiter be-
schrieben sind, gehéren zur normalen Laborausstattung.

2.2.1 Invitro—Modell

Mit Hilfe des Permeationsmodells nadleubert(1978 (Abbildung2.1) wurde die Diffusion
von verschiedenen PCBs und Diclofenac durch eine Lipidmembran untersucht. Da die PCB
sich sehr gut an dem ebenfalls lipophilen Acrylglas anlagern, wurde fur die Experimente das
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Wasserstand

Probenkammer

U Membran

temperiertes
Wasser (37 °C)

Labor-
tisch

Laborschiittler

Abbildung 2.1:Schematische Darstellung des invitro—Modells nsletuBERT. Weitere Details
siehe Abbildun¢3.8

vorhandene Acrylglas Modell durch ein neues aus Edefseabétzt. Das neue Modell bietet die
Vorteile besser gereinigt werden zu kénnen und inert gegeniiber PCBs zu sein. Als Laborrattler
wurde ein MLW Thyr 2, VEB MLW Labortechnik liImenau verwendet.

2.2.2 HPLC

Die HPLC—Anlage wurde mit Geréten von E. MERCK KGaA, Darmstadt, betrieben: D—6000A
Interface, L-4250 UV-VIS-Detektor, L-6200A Pumpe, AS—2000A Autosampler.
Trennsaulen

Als Trennsaulen wurden fur Diclofenac eine Lichrospher 100 RP—8n{% 25 cm, und fur
Evans blue eine Lichrospher 100 RP-18.(8), 25 cm verwendet.

1Chrom-Nickel-X10-Titan nach DIN 671 / 1013 (V4A)
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2.2.3 Melgerate fur die akustischen Untersuchungen

Spektrumanalysator: Onosokki (CF—930) Auflésung 402 Linien, Frequenzbereich 0—1000 Hz,
die Werte wurden aus 16 Spektren gemittelt mit einem Beschleunigungsaufnehmer, eindimen-
sional: Firma PCB (905A): 1,1 g Mass&, = 0, 56"

m

2.3 Methoden

2.3.1 Silanisierung

Alle im Rahmen der Untersuchung verwendeten Glasgegenstande, wie Probenbehalter, Zentri-
fugenrohrchen undL Injektionsspritzen, wurden vor dem ersten Einsatz mit Dimethyldichlor-
silan behandelt, um die freien Bindungsorte am Glas fur lipophile Substanzen zu sattigen.

2.3.2 Herstellung der Membranen

Die Lipidmembranen wurden wie folgt hergestellt (Vidaasy1994)): 4 g des Gemisches aus

90 % (v,v) Dodekanol + 10 % (v,v) Octanol; Ether—Ethanol-Gemisch (85:15 Vol %) ad 100 g;
Kollodiumldsung (4 %ig) ad 200 g; Mit einem Filmziehappanaird diese Membranlosung bei
laufendem Motor des Gerates vor den Verteilungsschlitten gegossen, der sie gleichmafig tber
eine Glasplatte verteilt. Nach diesem Vorgang miissen die flichtigen Bestandteile unter einem
Abzug verdunsten. Der entstandene Film kann nach ca. sechs Stunden von der Glasplatte durch
Benetzen mit bidestilliertem Wasser nach etwa funf Minuten geldst werden. Diese Membran
wird fur 24 Stunden zwischen zwei Filterpapieren getrocknet. Sie wird anschlie3end in Stucke
mit einem Durchmesser von etwa 8 cm zerteilt. Im Folgenden werden diese Membranstticke
im Exikator fur mindestens weitere 10 Tage aufbewahrt. Die Dicke (vgl. Abschdiil) der
hergestellten Membranen liegt in einem Bereich vonui®-30.m.

2.3.3 Herstellung des Puffers naclGREEN

Als flissiges Medium fur die invitro—Versuche (Kap#wurde ein 0,1 M KHPO,—K,;HPO,—
Puffer (hachGREEN in Rauscher, K. u. 51977)) mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet, der
folgende Zusammensetzung hat: 0, 13,969 g und KHPQ, 2,694 g ad 1 | Aqua—bidest.

Der Puffer wird mit Natronlauge (NaOH) oder Salzsaure (HCI) auf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt. Vor jeder Messung wird das pH—Meter mit den Standardpuffern pH = 9,18 und pH
= 6,85 kalibriert.

2Hergestellt in der Werkstatt des Instituts. Spalt auf 81, langsamste Geschwindigkeit; 130 mL der Lésung pro
Film
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2.3.4 Herstellung der Grundlésungen

Fur die Versuche in der Permeationsapparatur werden zwei verschiedene flissige Medien ver-
wendet: erstens BSA: Puffer na€REEN (Abschnitt2.3.9 mit einer 5 %igen Zugabe von
Serum-Albumin und zweitens Mizellar: Puffer na@REEN (Abschnitt2.3.9 mit 5 mM Che-
nodeoxycholsaure. Im folgenden werden die erste Losung mit BSA und die zweite mit Miz
bezeichnet. DaBovine SerumAlbumin (BSA) wird in den Puffer naclBREEN bei Zimmer-
temperatur langsam eingerthrt. Die entstandene Losung wird’l@eb# zum Versuchsbeginn
aufbewahrt. Das Gallensalz fur die mizellare Lésung wird in den Puffer GR#FEN zugege-

ben.

Die Donatorlésung wurde durch Zugabe des Pharmakbesyestellt. Bei den polychlo-
rierten Biphenylen wurde die L6sung bet@ auf einem Magnetrihrer mindestens 24 Stunden
aquilibriert.

Es wurden 8333 ng/mL Evans blue in die Donatorlésung gegeben, um die Membran auf
Unversehrtheit zu prifen. Nach der Herstellung der Donatorlésung wurde der pH-Wert erneut
kontrolliert und gegebenenfalls neu eingestellt.

HPLC Evans Blue—Analytik
UV-VIS—Detektor: Wellenlange 610 nm

Trennsaule: LiChrospher 100 RP-18,(%)

Retentionszeit: 3,4 min

FluBrate: 1,0 mL/min

Saulendruck: ca. 14 MPa

Mobile Phase: Acetonitril : Puffer (JHPQOy: 5,319 g/L und KHPQ,: 1,29 g/L,;
pH eingestellt auf 7,4) 30:70

Proteinfallung: 10Q.L Probe + 20uL 2 M HCIO, + 80 L Acetonitril

10 min abzentrifugieren (12000 rpm)

HPLC Diclofenac—Analytik
UV-VIS-Detektor: Wellenlange 272 nm

Trennsaule: LiChrospher 100 RP-8(f)

Retentionszeit: 6,9 min

FluRrate: 1,0 mL/min

Saulendruck: ca. 9 MPa

Mobile Phase: Acetonitril : Puffer (30 mM Natriumazetat, pH eingestelllt auf 3,0
mit Phosphorsaure) 65:35

Proteinfallung: 5QuL Probe + 10QuL Acetonitril

10 min abzentrifugieren (12000 rpm)

3Es wird die Definition wie irfForth, W. u. 8(1996), Kapittel 1.1.1 verwendet.



Kapitel 3
Mathematische Modellierung

Die folgenden Abschnitten enthalten die in dieser Arbeit verwendeten Definitionen und Kon-
zepte. Als erstes (Abschni&.1) werden modellunabhangige Methoden beschrieben. In den
Abschnitten3.2-3.7 werden die verwendeten mathematische Modelles vorgestellt. Die Ab-
schnitte3.8 und 3.8 stellen die mathematischen Hilfsmittel Sensitivitdtsanalyseluxrl ACE—
Transformation dar.

3.1 Pharmakokinetische Grundbegriffe

3.1.1 Verweilzeitkonzept

Das Verweilzeitkonzept beschreibt pharmakokinetische Daten modellunabhéngig und ohne aprio-
ri Annahmen, wie diese z. B. fir Kompartimentmodelle vorausgesetzt werden. Die Experimen-

te werden anhand der Mal3zahlen des Verweilzeitkonzepts verglichen. Das Verweilzeitkonzept
geht davon aus, dal3 einzelne Molekulle im System eine zuféllige (stetige) Verweilzeit besitzen,
die einer kumulativen Verteilung F(t) unterliegen.

F(t)=P(T < 1) (3.1)

P bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, dal’ ein Molekil eine VerweilZeader kleiner gleich
t besitzt. Als weitere Randbedinungen der Funktion F(t) werden die Differenzierbérkeit
und die Grenzwertéim; .o F'(¢) = 0 undlim,_., F'(t) = 1 gefordert. Dann ist die erste Ab-
leitung dieser Funktion die Verweilzeitdichjét), die durch ihre zugehdrigen Momente,
(Abschnitt3.1.3 charakterisert ist.

12
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Mittlere Verweilzeit

Die mittlere VerweilzeitV RT der Pharmaka im Kdorper ist durch den Erwartungswert (E(t))
der Verweilzeitdichte f(t) definiert (vgLehn, J. und Wegmann, K[1985); Weiss(1992)).

MRT = E(t) = 7tf(t) dt = 7F(t) dt = % (3.2)
mit F(t) =1 — F(t). O 0
Varianz des Erwartungswertes
VRT = Var(T) = E[T — E(T)> = BE(T?) — (E[T))? (3.3)
VRT = 7t2f(t) dt — MRT? = 7tF(t) dt — MRT? = % - Z—g (3.4)
0 0

Relative Dispersion

In der Pharmakokinetik betrachtet man als Streumal3 der Verweilzeitdichte tblicherweise die
relative Dispersion und nicht die Varianz. Die relative Dispersion (Quadrat des Varriationsko-
effizienten) ist definiert als:

T

2 _
V= MRT? m?

3.1.2 Massenerhaltung
Fur lineare, pharmakokinetische Prozesse gilt das Gesetz der Massenerhaltung.
Ana(t) + Ad(t) = AE(OO) - Ae(t) (36)

mit A,,, der noch zu absorbierenden Mengg; der Menge im Dispositionssystem,, der
bereits eliminierten Menge und,,, (0) = A.(0).

3.1.3 Momentanalyse

Die in Abschnitt3.1.4folgenden Mal3zahlen kénnen durch die Momente einer Konzentrations-
zeitkurve berechnet werden. Die allgemeine Definition des k—ten Momentes laut8tAGl.

o0

my, = /tkf(t) dt (3.7)

0

und imLAPLACE—Raum (s. Abschr8.9) gegeben durch Gleichung.g):

_d"f(s)
e = <_1)k sli%1+ dSk

(3.8)
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3.1.4 Maldzahlen
Elimination — Clearance

Der Pharmakokinetik liegt das Konzept der Referenzkonzentration zu Grunde. Im idealen Mo-
dell, das potentielle Biotransformationsschritte nicht beachtet, folgt die Elimination einer Kine-
tik 1. Ordnung. Es beinhaltet, daR? die Eliminationsgeschwindigk&ifdt zu jedem Zeitpunkt
proportional der gemessenen Konzentratio(t) ist. Die Proportionalitdtskonstante wird als
Clearance” L bezeichnet.

[e.e]

A(00) = CL / C(t) dt (3.9)

0

Area under the Curve (AUC)

Mit der area under the curv&UC, Gleichung3.10) bezeichnet man den Wert des bestimmten
Integrales tUiber den Konzentrationszeitverlauf.

o

AUC = / C(t)dt = mg (3.10)

0

mit m, dem O—ten Moment undl(¢) = C(t).

Bioverfugbarkeit

Fur alle nicht intravends gegebenen Medikamente ist die Bioverfiigbarkeit definiert als der bio-
logisch verfligbare Dosisanteil, der in den Korperkreislauf (arterielles Blut) gelangt. Der Quo-
tient aus verfugbarer und applizierter Menge heil3t Bioverfligbafkeit

(3.11)

Verteilungsvolumen

Das scheinbare Verteilungsvolumen gibt den Raum wieder, in dem sich das Pharmakon vertei-
len kann. Scheinbar heil3t es, da sich das reale Volumen durch Bindung an z. B. Plasmaproteine
erhohen kann.
Va(t) = 4l fur festest (3.12)
C(t)

3.1.5 Modellidentifikation

Dieser Abschnitt befaf3t sich mit verschiedenen Mdglichkeiten, Ergebnisse zu vergleichen und
auf Signifikanz zu prufen.
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Test der Vorhersageleistung eines Modells

Als ein erstes Mal3 kann der Korrelationskoeffizient zwischen tatsachlichen und geschéatzten
Parametern verwendet werdésheiner, L. B. und Beal, S. 1{198]) zeigen, dal3 die Schat-

zung aber zu einem Fehlurteil fihrt, wenn sie mit einem systematischen Fehler behaftet ist. Sie
schlagen deshalb vor, die Gute einer Parameterschatzung durch die Bias (auch mittlere Feh-
ler (ME) genannt, Gleichun8.14 und dem mittleren quadratischen FehSE, Gleichung

3.15 vorzunehmen. Wird die Wurzel des MSRNISE, Gleichung3.16) fur den Vergleich
herangezogen, haben das Fehlermal3 und der Parameter die gleichen Einheiten.

pe; =x; — X (3.13)
1 N
ME = ; pe; (3.14)
1L,
MSE = ; pe’ (3.15)
RMSE =vVMSE (3.16)

)

In den Gleichungen3(13 —13.15 bedeutenz der tatsadchliche Wert des Parametersder
geschatzte Wert des Parameters des i—ten Experinpentier Vorhersagefehler des Parameters
des i—ten Experiments unid die Anzahl der Experimente.

Damit die Anpassungsgute verschiedener pharmakokinetischer Parameter verglichen wer-
den kann fuhrPurve§1993 die normierten FehlermalRe %ME bis %RMSE (Gleichuri@iéi
und3.19 ein.

o — JOME (3.17)
s
%MSE = 100;2” b (3.18)
MSE
%RMSE = 100 ; (3.19)

Die Bewertung der Simulationsstudien in Abschaifi erfolgt durch den mit der normierten
Standardabweichungtd(z)) gewichteten Mittlewert (Gleichuri@.20)

BRMSE= 3. 3“;(9”) %RMSE (3.20)

ze{MAT,CV?2,F}

3.2 Verhaltens— und Strukturmodelle

Pharmakokinetische Systeme kénnen als eine sogenannte ,Blackbox“ (AbbBdl)rayifge-
falt werden. Von einem solchen System sind nur die Eingangsfunitiprzum Beispiel eine
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Infusionsrate, und der zeitliche Verlauf der Konzentration des Pharmakon im Blut als Ant-
wortfunktion y(¢) bekannt. Allgemein gesprochen wird der Kdrper als ein System mit einer
Ubertragungsfunktion Tr (Gleichur@121) aufgefafit.

y(t) =Tr{z(t)} (3.21)

In der Nachrichtentechnik wurden bereits ausgefeilte Systembeschreibungen entwick&ltitz. B.

ke (1999).

x(t)——— System —y(t)

Tr{x(t)}

Abbildung 3.1:Schematische Darstellung eines Blackbox Systems

Der Modellierung eines realen Systems liegen zwei Schritte zugrunde:
1. Abstraktion des realen in ein ideales System,
2. Aufspaltung des gesamten Systems in Teilsysteme.

Die idealisierten Systeme sind durch mathematisch eindeutige Zuordnungen der Eingangs— zu
den Ausgangssignalen definidrtike (1999 fal3t dieses folgendermalRen zusammen:

,Die Bedeutung dieser systemtheoretischen Betrachtungsweise liegt also darin,
die Vielfalt der Eigenschaften realer Systeme anhand der gut tbersehbaren Eigen-
schaften idealisierter Systeme einfacher tiberschauen zu kénnen.*

3.2.1 Linear zeitinvariante Systeme

Besonders bedeutend ist die Untergruppe lthearen zeitinvarianten Systeme(LTI ). Sie
werden bei dem in dieser Arbeit verwendeten Ganzkérpersimulationsprogr@esohike, D.
(1996) angewendet. Ein System ist linear, wenn es die Eigenschaft aus Gle8itegfillt:

Tr{aiz1(t) + agz2 ()} = ar Tr{z1(t)} + asTr{za(t)} = a191(t) + a2y2(t) (3.22)

Von einem zeitinvarianten System wird gesprochen, wenn das Ausgangssignal nicht von einer
zeitlichen Verschiebung des Eingangssignales abhangt (Gleich28g

lenglische Schreibweise: Linear Time Invariant
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Tr {ZL‘(t+t0)} = y<t+t0) (323)
Wird das System mit der@IRACschen Impuls) (def: Gleichung3.24) angeregt, so wird die
Transformation Tr{} Impulsantwort genannt.

5(x) = (3.24)

oo fir =0
0 sonst

Die Impulsantwort beschreibt ein System vollstandig. Eine Beschreibung des Systems mit ande-
ren Eingangsfunktionen als demrAcschen Impulses, wird mathematisch durch die Faltung
der Eingangsfunktion mit der Impulsantwort erreicht.

3.2.2 Das Faltungsintegral

Die Faltung ermdglicht, zwei Signale zu Uberlagern, die zeitlich in Wechselwirkung stehen. Die
Faltung ist durch das Integral GleichuB@5definiert.

e}

x(t) x h(t) = / x(t)h(t — 1) dr = y(t) (3.25)

—0o0

mit « dem Faltungsoperator uridt) der Impulsantwort des Systems. Dieses Integral (Glei-
chung3.25 wird in der Praxis oft imnL APLACE— oderFOURIER-Raum gel6st, da hier die Inte-
gration in eine Grenzwertbestimmung tibergeht (AbscBr#jt Man unterscheidet zwischen ei-

ner einseitigen und zweiseitigen Faltung, je nachdem ob die Integratidnbisno (LAPLACE)

oder von—oo bisco (FOURIER) vorgenommen wird. In der Pharmakokinetik wird die einseitige
Faltung verwendet, weil die im Experiment gewonnenen Daten zu einem bestimmten Zeitpunkt
beginnen, der ohne Beschrankung der Allgemeinheit als 0 angenommen werden kann. Alle
Daten vor diesem Zeitpunkt werden als identisch O betrachtet, sie liefern deshalb auch keinen
Beitrag zu dem Integral. In der Physik muf3 meistensFti@ RIER-Transformation verwendet
werden, da sich hier kein willktrlicher Nullpunkt wahlen laf3t, der erlaubt alle links liegenden
Punkte als identisch 0 anzusehen. Unter gewissen Bedingungen, d. h. bei bestimmten mathema-
tischen Eigenschaften der zu integrierenden Funktionen, gehen die einseitige und zweiseitige
Faltung, bzw. die. APLACE— undFOURIER-Transformation ineinander Uber.

3.2.3 Zusammengesetzte Systeme
Serielles System

Durch die serielle Koppelung zweier Systeme ist das Eingangssignal des zweiten Systems von
der Ubertragungsfunktion des ersten Systems abhangig @\b.Diese Abhangigkeit wird
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mathematisch durch die Faltung beschrieben 8&€). Ein solches serielles System ist bei-
spielsweise in der Pharmakokinetik aus der Absorption im Magen und dem Ubrigen Korper
gebildet.

Il . A

z1(t)———{ System 1 System 2— 5 (t
1(?) y =50 1> ya(t)

Abbildung 3.2:Schematische Darstellung eines seriellen Systems

Yo(t) = z1(t) * hy(t) * ha(t) (3.26)
va(s) = #1(5)ha(s)ha(s) (3.27)

Paralleles System

Zwei parallel geschaltete Systeme (ABI£) werden alleine durch das bei LTI-Systemen gulti-

ge Superpositionsprinzip bestimmt. Welchen EinfluR die einzelne Ubertragungsfunktion auf das
gesamte System hat, ist von dem Koeffizienten (in Gleict®18& « < [0, 1]) vor den Uber-
tragungsfunktionen abhé&ngig. Dieser kann z. B. von dem relativen Massenflu3 (a) abgeleitet
werden.

a System 1
o PN N
x(t) 1A System 2 y(t)
ho(t)

Abbildung 3.3:Schematische Darstellung eines parallelen Systems

yo(t) = z1(t) * (ahy(t) + (1 — a)ha(t)) (3.28)
Uo(s) = 21(s) <ahAl(S) + (1 - a)h}(s)) (3.29)
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Ruckgekoppeltes System

Der menschliche Kreislauf wird durch ein zirkulares oder riickgekoppeltes System modelliert.
Die einfachste Form des Kreislaufs ist in AbbilduBd zu sehen. Hier reprasentiert System 1
(h1(t)) die Lunge und System 2 den restlichen Kérper.

z(t) System 1 y(t)
ha(t)

ﬂ System 2 /\
ha(t)

Abbildung 3.4:Schematische Darstellung eines riickgekoppelten oder zirkularen Systems

l(S)A (330)

y(s) = 2z(s h
9(s) = &( )1—h}(s) )

3.2.4 Spezielle Systeme

Zwei fur die Medizin wichtige Darreichungsformen sind die Bolusinjektion und die Infusion.
Sie werden in der Systemtheorie durch die Impulsantwort (Bolus) und die Sprungantwort (In-
fusion) dargestellt.

Impulsantwort und Dispositionssystem

Die Impulsantwort gibt das zeitliche Verhalten des Systems auf einen ideal kurzen Impuls (
lima;_0 At, At Dauer des Impulses) wieder. Durch die Impulsantwort ist das System vollstan-
dig charakterisiert. In der Pharmakokinetik bezeichnet man den Konzentrationszeitverlauf nach
schneller intravenéser Bolusinjektion als Dispositionskurve. Sie stellt, nach der Normierung,
die Impulsantwort des Systems auf den Einheitsbolus dar.

Sprungantwort

Die Sprungantwort beschreibt das Verhalten auf einen einmalig wechselnden Eingangszustand
des Systems wieder. Dies entspricht zum Beispiel einer Langzeitinfusion.
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Beliebige Inputfunktion

Mit Hilfe dieser beiden Funktionen (Abschnite2.4und3.2.4 und den im AbschniiB.2 vor-
gestellten Verknipfungstheroremen lassen sich beliebige Inputsysteme beschreiben. Als Bei-
spiel sei hier die Resorption einer Tablette angefuhrt, deren Aufnahme in den Blutkreislauf
durch eine ,Auflésungsfunktion® und dem Verhalten des Systems nach einer Bolusinjektion
modelliert werden kann.

3.3 Kompartimentmodelle

Die im Rahmen dieser Untersuchungen durchgefiihrten invitro Experimente erfolgen in einem
zwei—-Kammersystem, das durch eine Membran getrennt wird. Die Konzentrationszeitprofile
werden mit in der Literatur bekannten pharmakokinetischen Modellen interpretiert, die im Fol-
genden vorgestellt werden.

Der Versuchsaufbau kann durch verschiedene Kompartimentmodelle beschrieben werden,
die jedoch alle Spezialfélle des allgemeinen Lésungsansatzes fur lineare Kompartimentsysteme
sind, s. z. BRescigno, A. und Sergre, GL966). Als erstes erfolgt eine allgemeine Darstellung
der L6sung solcher Kompartimentsysteme.

3.3.1 Das n—Kompartimentsystem

lki (Injektion/Infusion)
ki
X; . X; Abbildung 3.5:Schematische Darstellung eines
kji n—Kompartimentsystems

Die L6sung dieses Systems (AliS), als Differentialgleichung geschrieben, lautet:

dX, < g L
o 2

Die Gleichung 8.31) sagt aus, daR die zeitliche Anderung der Menge im i~ten Komparti-
ment gleich der Summe des Zuflusses aus den anderen Kompartimenten minus der Summe
der Abflisse in diese ist. Die Losung (3133 dieses Gleichungsysteni?.81) erfolgt im LA-
PLACE-Raum? (Abschnitt3.9). Bei dieser Transformation wird das erste Kompartiment ohne

2GroRen die mit einem Dach geschrieben sind beziehen sich alfafmceE—Raum.
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Beschrankung der Allgemeinheit als das ausgezeichnet, welches einen initialen Bolus erhalt,
weshalb die Lésung fur das erste Kompartiment durch Gleicl3uB®gegeben ist.

S.’IAl‘l — XO — Z kjli'j -+ Z kljjﬁl =0 (332)
j=2 =2

mit X, der Initialmenge im ersten Kompartiment. Die Mengen in den restlichen Kompartimen-
ten ist durch Gleichund3(33 gegeben.

sty — Y kjdj+ Y ki =0 (3.33)
ok =
Es wird vorausgesetzt, dal3 die Stoffmenge in den restlichen Kompartimenten zu Beginn Null
ist. Die Losung des Differntialgleichungssystems geschieht Uber die Determinante (Gleichung
3.34):

s+ Ky —ky -0 —kn
—k s+ Ky -+ —k, _ -
A - _12 ? . . ? mit Kz - Z ]{,’l] (334)
R P .
Die Menge im i—-ten Kompartiment kann mit Gleichuii35) berechnet werden.
G ) et 3.35
¥ =0T (3.35)

mit A, ; einer Unterdeterminante, die durch Streichen der ersten Zeilé-t@a Spalte erzeugt
wird. Dies ist ein Spezialfall dea€RAMERschen Regel, da oBdA angenommen wurde, dafl3 nur
im ersten Kompartiment zu Anfang das Pharmakon vorhanden war. Mit diesem allgemeinen
Ansatz werden jetzt verschiedene Varianten beschrieben.

3.3.2 Das zwei-Kompartimentsystem

Bei diesem Modell werden nur die zwei Kammern des Versuchsaufbaus betrachtet. Die Mem-
bran bestimmt die Parameter des Flugsesindk,; zwischen den Kammern. So ergibt sich ein

~ k2 _ Abbildung 3.6:Schematische Darstellung eines
X1=D koy Xo=A zwei—-Kompartimentsystems. D: Donator und
A: Akzeptor.

reines zwei—Kompartimentsystem (Al$€) fur das Permeationsmodell naSleubert(1978).
Die Gleichungend.3],3.32und3.34) ergeben sich zu:

Z Z ki X (3.36)

Z#J 1#]
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dX
d_tl = ko1 Xo — k12X4 bzw. si1 — Xo — ka1@2 + k1221 = 0 (3.37)

—= = k1o X1 — k1 Xo bzw. STo — k121 + ko1Zo = 0 (338)

Dieses Gleichungssystem wird Uber die DeterminaBt84 definiert und daraus ergibt sich

folgende MatrixA:

s+ ki —ko
—kio s+ ko

A = = S(S + k’lg + k’Ql) (339)

Die Konzentration in den beiden Kammern laf3t sich aus den Gleichi®igémund3.41 be-
stimmen.

X1 5+ ko1

L 3.40
Xo 8(8+k’12+/€21) ( )
X _ k1o (3.41)

Y0 s(s+ kia + ko)
Fir diese Gleichungei3(40und3.41) gibt es eine analytische Rucktransformation in den Zeit-
bereich, die die Lésungen (Gleichunggd2und3.43 haben.

ka1 k12 _
Cy(t) = Xq(t) = X (—(k12+k21)t) 3.42
at) 1(f) O(k12+k’21 +k‘12+k‘216 ( )
k
Calt) = Xa(t) = Xokalzk21 (1 — el-thizthan)o)) (3.43)

Fur den in den Experimenten mit Diclofenac: BSA-BSA und MIZ-MIZ verwendeten symme-
trischen Aufbau kdnnen die Gleichungé&h42) und 3.43 noch vereinfacht werden. Sie lauten
dann:

Ca(t) = %Xo (14 el=2hmt)) (3.44)
Co(t) = %XO (1 — e(=2hmt) (3.45)

Die MTT in Bezug auf den Donator fur dieses Kompartimentsystem ist durch Gleichdfig
gegeben.
1
MTT = — 3.46
T (3.46)

Die Relative Dispersiod'V? ist systembedingt gleich 1.

3.3.3 Das drei-Kompartimentsystem (Bindung)

Das folgende Modell des drei-Kompartimentsystems (/&bF), welches eine Bindung an Al-
bumin beschreibt, wird fur die Anpassung der Experimente mit Diclofenac (Miz—BSA) einge-
setzt. Die Konzentration des Akzeptors setzt sich aus der Summe der Kompartimente Akzeptor
und BSA zusammen.
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X3=BSA

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung ei-
kp |k nes zwei—Kompartimentsystems mit Bindung.
D: Donator, A: Akzeptor und BSA: Bindungs-

K kompartiment im Akzeptor.
X1:D k XQ:A
dxq(t
x;t( ) = —knxi(t) + kpxa(t) (3.47)
dxo(t
dxs(t
«T3< ) = —k'sl'g(t) + kfxg(t)
dt
s+ kp, —k, 0
A = —kn  s+kp+kn ks (3.48)
0 —]{Zf S —|— ks

= s (k:fk;m + 2k ks + s2 + sk¢ + 25k, + skzs)

Die Konzentrationen in Donator und Akzeptor werden durch die Gleichurid€) peschrie-
ben.

Ca(t) = L7 (s(ky + Ky + kg) + knks + %) % (3.49)
A - Cio
Cw(S) = km(s + kjs)f
A B Cao
Cb(S) = ]ffkm?

Co(t) = L7Cu(s)+ L71Ch(s)

C., ist die Konzentration im ,Wasser“— urd, die Konzentration im ,Bindungs“—Kompartiment.
Die Summe aus beiden wird als Konzentration des Akzeptors gewertet\/Di€ ist durch
Gleichung 8.50), und dieC'V ist durch Gleichung3.52) definiert.

 kpky + (kg4 ky)?

MTT = 3.50
kmk’s(%s + k:f) ( )
k3 + 3k2k, + 2k k2 + 3k2k + 2k ko ks + K2 kr + K2
(2ks + ky)k2 k2
k3 + 3k2ks + 2k, k2 4+ 3k2k s + 2k ko ke + K2 kr + K3
ov? (kj + 3k7 f T ORs Ty g bky £ ) (3.52)
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3.4 Diffussionsmodell

Eine weitere Moglichkeit, die Experimente zu beschreiben, ist durch die Losung der Diffusi-
onsgleichung im eindimensionalen Fall gegeben, bei der im Gegensatz zu den Kompartiment-
modellen auch der Raum betrachtet wird. Die Losung der Diffusionsgleichung unter verschie-
denen Randbedingungen und verschiedenen treibenden Kraften ist in der Literatur seit langem
bekanntKedem, O. und Katchalsky, A1963 berichten z. B. Uber zusammengesetzte Mem-
bransysteme.

z@ffnungen zur
— =" Probennahme

Abbildung 3.8:
Vibra- Fiillstand Schematische Darstellung
tion Ca] Ca der Losung des Versuchsaufbaues re-
Akzeptor duziert auf das Diffusions-
modell. &/ und k2 wer-
Donator den aufgrund der Symme-
/ Ungeriihrte Schicht trie als ein Parameter auf-
ve Membran gefal3t.
p N Pm
Kp

3.4.1 Diffusionsgleichung der Membran

Anissimov, Y. G. und Roberts, M. |$1999 nehmen als Ausgangspunkt fir die Beschreibung

die Membran als das Kernstlck der Herleitung. Sie setzen ein konstantes Verteilungsvolumen

sowohl in der Donator— als auch der Akzeptorkammer voraus, so daf3 sie mit Konzentrationen

anstatt mit der Teilchenanzahl rechnen kénnen. Die Diffusion in der Membran wird durch die

Gleichung 8.59): ,
oC,, 0°Cy,
ek DmW (3.53)

gekennzeichnet.

Cm(z,t) ist die Konzentration des Wirkstoffs in der Membran an dem ©Orur Zeit ¢.

D,, ist der Diffusionskoeffizient der Membran. Es wird vorausgesetzt, daf3 sich zu Beginn kein

Wirkstoff in der Membran befindet, d. h. die Anfangsbedingung wird mit Gleichi354(

beschrieben:

Crm(2,0) =0 (3.54)

Anissimov, Y. G. und Roberts, M. 1999 betrachten noch zusatzlich eine Grenzschicht auf
beiden Seiten und schranken diese auf ein endliches Gebiet ein (s34&pHdn dem endli-
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chen Volumenmodell werden die Randbedingungen auf der Oberflache, die zum Donator zeigt
(x = 0), durch den Transport des Wirkstoffs aus dem Donator in die Membran und durch die
Abnahme des Wirkstoffs in der Donatorphase definigig4 3.56).

Cn,
ke ((Jd — K_m> (3.55)

oC,,

—D,,=m
ox

=0

mit den Parameterrkzg dem Permeationskoeffizienten durch die Donator Grenzscldigitie
Konzentration in dem Donatofy,,, der Partitionskoeffizient zwischen Membran und Donator
(K., = C/C% im aquilibrierten Zustand zwischen Donator und Membran). Die gleichen
Randbedingungen gelten auf der Rezeptorseite (., h., ist die effektive Dicke der Mem-

bran):
oC,, e (O Ca
. =k, (Km Ka> : (3.56)

In Gleichung B8.56) bedeutenk, der Partitionskoeffizient zwischen Akzeptor und Donator
(K, = C2*/C% im aquilibrierten Zustand zwischen Akzeptor und Donator) ahddie Kon-
zentration im Akzeptork;© ist der Permeabilitatskoeffizient des Wirkstoffs in Bezug auf die
Barriere zwischen Membran und Akzeptor. In dem speziellen Fall der ungeriihrten Schicht ist
kye = KyeDye/hye mit by, der Dicke der Schicht),. der Diffusionskoeffizient der Schicht und
K,. dem Partitionskoeffizienten zwischen Schicht und Donakqr < C:2/C5° im Gleichge-
wicht zwischen Schicht und Donator).

Die Donatorkammer wird wie folgt beschrieben:

-D,,

r=hm

V&@ = AD,, OCm

BT Iy (3.57)

=0

In Gleichung B.57) ist A die Flache der Membraiv; das Volumen des Donators. Die effektive
Dicke des Donators ist durci; = Ahg, hy gegeben. Die folgende Anfangsbedingung soll
gelten:

Cy=Cyq fur t=0 (3.58)

und die Akzeptorkammer wird beschrieben als:

VG% =—AD,, ICm,
ox

= — CL,C, (3.59)

r=hm

Die Abnahmerate’' L, (mL/min) ist durch die Samplingrate oder die Fluf3rate bei invitro Ex-
perimenten definiert. Sie wird hier nicht betrachtet, da es sich um ein geschlossenes System
handelt. FUr den Akzeptor gelten die Anfangsbedingungen:

C,=0 fir t=0. (3.60)
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3.4.2 L6sungimLAPLACE—Raum

Anissimoyv, Y. G. und Roberts, M. $2000) geben die Lésung ilh APLACE—Raum von Glei-
chung3.53 mit den Randbedingunge® 55 und'3.56 an. Die LAPLACE-Transformierte von
Gleichung3.53mit der Anfangsbedinguri@.54ist:

. d2C,,
Die LAPLACE—Transformierten der Randbedingun@h5-/3.59sind:
dém _1d A CA’m
— Dy — B = k¢ <Cd — K_m> (3.62)
. dC.,
v, (sC’d _ Cdo) — AD,, &m (3.63)
dx »
dC,, Co Co
- D,, —2 = e =2 - =2 64
" dx . P (Km Ka> (3.64)
. dc, .
V,sC, = —ADmg—gc - CL,C, (3.65)
x=hm

mit ;o der Anfangskonzentration im Donator. Die Losung der Randbedin@ié&jiir C; und
anschlieendem Einsetzen in die Randbedin@i6gergibt nach der Transformation:

k4 >
_ (@ - %> (3.66)

o kdA
P S K,
=0 L+ Vas "

dc,

" dx

Die Randbedingungen kénnen von den korrespondierenden Bedingungen des Falls eines un-
endlichen Donatorvolumens abgeleitet werden, \/\l@durch Gleichung3.67) ersetzt wird.

d
i (3.67)
kdA
1+ %2

Die Gleichung3.61und die Randbedingung&h64 und3.65sind aquivalent zum Fall des un-
endlichen Donatorvolumens. Mit GleichuBg7folgt die Losung der fur die Konzentration in
der Membrar(,, (z, s) fiir das endliche Volumen mit der Substitution vigh Diese Substituti-
on ist aquivalent mit:

1 1 1
—_— — ) 3.68
Kd Kd - Vanstq (3.68)
Der Parametet, ist die relative Permeabilitat der Diffusionsschicht im Donator,
]{Jd
Kd P (3.69)

T Lsc
kp
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und ke die Permeabilitat der Membran,

KDy,
P

(3.70)

sc __
k" =

kq Und k)¢ ergeben mit der Donatorvolumenzdhyjy einen neuen Parameter, der das relative
Volumen der Donatorphase angibt:

Va
Vavy = ——. 3.71
N =R (3.71)
Der Parametet; ist bezogen auf die Diffusionszeit:
h2
tqg = D—"; (3.72)
Hieraus kanrC',, (z, s) berechnet werden:
. CrokK,, g1(s) cosh (\/stdhim) — ga(s) sinh (\/stdhim>
Crn(z,s) = (3.73)
: 91(5) + 9205) (& + vk ) Vol
mit den Funktionemy, (s) undgs(s):
"ive "ive
=1 tanh /st 3.74
91(8) +‘/¢1N5td+m an Stq ( )
(s) = (14— ) tanh /sty + —2 (3.75)
S) = — an S .
& Vanstq I stq
und den dimensionslosen Parameternund V, y:
ke VoK
e = -2 Voy=—22 3.76

Flul3 und Konzentration der gelésten Substanz

Die Losung fur den FluR und die Konzentration folgen aus der L6sung fir das unendlich grolRe
DonatorvolumenAnissimov, Y. G. und Roberts, M. |$1999) und der Transformation (Glei-
chung3.69).

R kscC 1 1 1 1
Jo(s) = 2O K Ly )Cosh\/std (3.77)

s Vansta  Kpe Ka  Vanstq

|

vV stq ka  Vansta] | Kve Vanstd

. k*CyA
Co(s) = -2 @ {(Vl + ! —l—i—F L )COSh\/Std (3.78)

s2V, aNSta  Kye Ka  Vanstg

ka  Vansta] | Kve Vanstq

+ (bl ] o]
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Fur die dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente kann die mittlere Transitzeil |
wie folgt berechnet werden. Es wird davon ausgegangen, dal3 die ungeruhrte Schicht auf beiden
Seiten der Membran die gleichen Eigenschaften aufweist. Dank,g#t k..

MTT = / (1 — CC(SO))> dt (3.79)
D a
(1 Cu(s)
MTT = }glil(l) (; - Ca(oo)> (3.80)
ta Van Van B¢ Cao A
C, = P 3.81
) = W+ Van + DV, (3:81)
(Van + Van + 2VanVan + 3)
MTT = t 3 3.82
I 2(Van + Van + 1) ( )
(2VanVan + Van + Van)
Rye (‘/dN + VaN + 1)
Und die relative Dispersion lautet:
2
cv? = s [360V 1y Vioy kv + 60k5 Vi Van + 180K, Vioy Van+ (3.83)
60k2 Vi Van + 180k, Vi Van + 3082 Van Van + 90V A K2 VA, +

Koo 4 60K,V + 90V 4+ 90V + 15K2 Vi + 652, Van + 60k, Vi +

ve " aN

15K2, V2 + 662, Van + 360V VA, + 180Van VA + 180V Vi ] /

[(3I€’U€VdN + 3”1}6‘/;1N + 12VdNV;1N + Rye + 6‘/21N/ive‘/aN + 6VaN + 6VdN)2}

3.5 Empirisches Modell zur Beschreibung der Experimente

Die sehr flexible, nur wenige Parameter enthaltende invGraess—Funktion (Gleichun3.86
Weiss(1989) ist ein empirisches Modell, das sich gegeniber dem zwei—Kompartimentmodell

an zusatzliche Randbedingungen des experimentellen Designs, z. B. unterschiedliches Pharma-
kon oder Medium, anpassen laft.

B MTT (t — MTT)?
fis®) =\ 5 oye e P <_ 2072 MTTt) (3.84)

Sie enthalt als Parameter die mittlere Transitz&It[{7) und die relative Dispersior{1/2). In
komplexeren Modellen wird diese Funktion ioaPLACE—Raum bendtigt (Gleichun@.85):

A 1 MTT 1
Jials) = exp (ovz - \/ IYgie ( i W)) (3.85)
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Fur dieses Diffusionsmodell wird die Verweilzeitdichte der inver§&awuss—Funktion ange-

wendet:
n 1 1 MTT 1
Figls) = 5 oxp (OW B \/ ee ( * W)) (3.86)

3.6 Modellfunktion der Bioverfigbarkeitsstudie

Die erweiterte Auswertung zweier Bioverfiuigbarkeitsstudien in Kadit2on Weiss(1996)
undLo6tsch, J. u. (1998 wird mit den folgenden Funktionen durchgefiihrt. Das Dispositions-
system wird als 2 Kompartimentsysteldfsch, J. u. a(1998) und als 3 Kompartimentsystem
Weiss(1996 modelliert (Gleichun.87).

fd’LSp Z A ei/\ t (387)

Das orale Daten (Gleichuri§i88 werden durch die Faltung (vgl. Abschri8t2.2) zwischen
einer inversenGAUsSSs-Funktion (Gleichun¢B.85) als Invasion und dem Dispositionssystem
(Gleichung 8.87) beschrieben.

forat(s) = fig(s) - faisp(5) (3.88)

) 1 MTT
foral(s) = &Xp <OV2 - \/%CVQ ( +m)> Z

3.7 Ganzkdrpersimulationsprogramm

Das im Abschnitéd.3verwendete Ganzkdrpersimulationsprogramm beruht auf der Systemtheo-
rie (Weiss, M. und Geschke, §1997). Hier werden deren rezirkulative, parallele und se-
rielle Elemente angewendet (Abschrt®.3. In Abbildung/3.C (nachGeschke, D(1996)

ist die Struktur des Modells veranschaulicht. Die Injektion oder Infusion erfolgt in die Vene.
Die Plasma Konzentration werden arteriell bestimmt. Das serielle System aus Vene, Lunge
und Arterie bildet System 1, des einfachen Kreislaufes (/84), die restlichen Organe bil-

den System 2. Die Organe, das Fettgewebe und das Skelett werden in dieser Arbeit durch die
Ubertragungsfunktionen der 2—Phasen Diffusion (Absci#itt]) und der anormale Diffusi-

on (Abschnitt3.7.2) modelliert. Die Beschreibung eines Organs erfolgt durch das generelle
stochastische Blut—-Gewebe Austauschmodell n&efss, M. und Roberts, M. §1996). Die
Verweilzeitdichteforg(s) (Gl1.13.89 des im Gewebe gebunden Pharmakons wird durch den nicht
permeierenden Gewebemarkiefs) und die Verweilzeitdichte eines Molekiils nach dem ersten
Austritt aus dem Geweberaugi(s) beschrieben. Fiir die Kinetik des intravaskularen Raum-
es wird die invers&sAuss-Verteilung (GI1.3.85 angenommen, bzw. eine gewichtete Summe
fo(t) = pfi,(t) + (1 — p) f2,(t) mit den Parameterd/T'T;, C'V;? undp € [0,1].

forg(s) = o [s+ [L= f2(s)] ] (3.89)



3.7. Ganzkdérpersimulationsprogramm 30

Lunge

Arterie |<—

Gehirn

Herz

Niere

Hoden

Fett

Muskel

it

Metaboliten

%

Intestine -
Pankreas |<=———

Leber

.

!

/
H

Haut

!

Skelett

Abbildung 3.9:Schematische Darstellung der Verkniipfung der Organe des Ganzkorpersimu-
lationsprogramms. Das Pharmakon wird in die Vene appliziert und am Austritt der Arterie ge-
messen.
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mit k£ der Plasma—zu—Gewebelbertragungsrate. Im Ganzkdrpermodell airsildem Perme-
tationsoberflachenprodultS, dem an das Plasma gebunden Anfgjlund dem Blutvolumen

Vg berechnet (GI3.90).
. fubPS

k
Ve

(3.90)

3.7.1 2-Phasen Diffusionsmodell
Die Verweilzeitdichte des Gewebes ist fur das 2—Phasen Diffusionsmodell durch Gleichung
3.91gegeben\(Veiss, M. und Roberts, M. $1996)).
r(s) 1
S =
g 1+ ﬁ\/gtanh Vids

mit v = V;/Vp dem relativen Gewebeverteilungsvolumiénzum Blutvolumenlz undd der
Zeitkonstante des inneren Gewebe—Diffusions—Aquilibrierungs—Prozesses.

(3.91)

3.7.2 Anomales Diffusionsmodell

Viele Modelle versagen, wenn sie mit Daten vorhersagen oder beschreiben sollen, wie sich
Pharmaka, die eine extrem lange Verweildauer im menschlichen Kérper haben, verhalten. Die
Modellannahme der anormalen Diffusion kann dieses Problem bewaliideas(1999) setzt

die anormale Diffusion in einem reduzierten Rezirkulationsmodell ein. In der vorliegenden Ar-
beit wird die anormale Diffusion als Modellfunktion fur einzelne Organe verwendet; Sie be-
schreibt die zeitliche Anderung der Konzentration im Blut des Organs. Bei diesem Modell wird
davon ausgegangen, dal3 die Molekile ,eingefangen” werden und erst nach einer gewissen Zeit
wieder in das System zurtickkehren. Dieser Sachverhalt wird durch die GleicBu3agwie-
dergegeben.

fr(t) =797 bzw. fr(s)=1—

(s7)" (3.92)

sin (7o)
mit « als dimensionslosen Exponent der fraktalen Aufenthaltswahrscheinlichkeitw Eit
geht dieses Modell in diBRAUNSche— oder Eigendiffusion tber. Fraktal ist in diesem Zusam-
menhang der nicht ganzzahlige Exponenivie er auch in der nicht linearen Dynamik definiert
ist.

3.8 Sensitivitdtsanalyse

Die Sensitivitatsanalyse, eine unterstitzende mathematische Methode fiir die Bewertung der
Ergebnisse einer Parameterschatzung, untersucht das Verhéaltnis zwischen experimentell ge-
wonnenen Daten und mathematischen Modellen. Sie liefert, abhéngig von den gewéahlten Zeit-
punkten der Probennahme, dem Sampling—Schema und dem mathematischen Modell, Aussa-
gen uber die Empfindlichkeit der Parameter des Modells und die Identifizierbarkeit der Para-
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meter. In dieser Arbeit werden die invitro Experimente (Abscl#hity und eine Bioverfugbar-
keitsstudie (Abschnii.2) optimiert.

Es werden flinf verschiedene Sensitivitatsfunktionen betrachtet, von denen die ersten drei
aufeinander aufbauen, die vierte eine andere Darstellung der dritten ist und die flnfte eine
Verfeinerung der vierten darstellt. Zuerst werden die Kriterien vorgestellt, am Ende folgen die
bendétigten Definitionen der Matrizes (@.98bis'3.102).

3.8.1 Die normierte Modell-Sensitivitat

Die ersten Ableitungen des Modells nach den Parametern geben die Empfindlichkeit der Para-
meter wieder. Nach einer Skalierung der so gewonnenen Funktionen ergibt sich die normierte
Modell-Sensitivitat (NMS), definiert durch Gleichurig193).

_ b
o)

Sie liefert Aussagen tiber die Anderung des geschéatzten Parameters in Bezug auf eine Variation
des Funktionswertes und ist mit der herkbmmlichen Sensitivitat identisch.

Ist bei kleiner Variation des Funktionswertes die Anderung des betrachteten Parameters
grol3, so spricht man von einer hohen Sensitivitat dieses Parameters in dem betrachteten Inter-
vall des Sampling Schemas.

si(t) S,Vaf (0,1) (3.93)

3.8.2 Die normierte Parameter—Sensitivitat

Die normierte Parameter—Sensitivitdt (NPS) erdffnet einen Blick darauf, wie gut sich die ein-
zelnen Parameter bei gegebenem Probennahme-Schema identifizieren lassen ((B&¢hung
Sie wurde voriThomaseth, K. und Cobelli, §1999 in die Analyse pharmakokinetischer Mo-
delle eingefiuihrt. Im Gegensatz zu Absch@ii8.1 interessiert hier die Abhangigkeit zwischen
den Parametern und der Funktionswertanderung.

1
Andert sich der Funktionswert in einem Intervall bei geringer Variation des Parameters sehr
stark, ist die Sensitivitat in diesem Zeitabschnitt sehr grof3.

3.8.3 Parameter—Informations—Sensitivitat

Werden die ersten beiden Kriterien kombiniert, erhalt man fmidamaseth, K. und Cobelli,

C/ (1997 die Parameter—Informations—Sensitivitat (PIS), die durch Gleich8rad)(definiert

sind. Sie haben den Vorteil, dal3 sie anhand eines gegebenen Sampling Schemas sowohl den
EinfluR des Modells als auch den Einflul3 der Messung beriicksichtigen. Wird eine Messung
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durchgefihrt, kann nach der Parameterschéatzung eine solche Sensitivitdtsanalyse erfolgen und
in den Intervallen mit grof3en Werten, also hoher Sensitivitat, das Probennahmen-Schema ver-
dichtet werden. Es ergibt sich keine Verbesserung der Schatzung, wenn die Datenpunkte in Ab-
schnitten niedriger Sensitivitdt gewahlt werden. Hohe Korrelationen zwischen einzelnen Para-
metern werden durch (anti—) parallele Kurvenverlaufe der Sensitivitat angezeigt. Die Schatzung
der Parameter kann in diesem Intervall nicht durch eine Verdichtung der MelRwerte herbeige-
fuhrt werden. Deshalb muf3 versucht werden, das Sampling—Schema an Stellen zu verdichten,
in denen keine Korrelationen vorhanden sind, auch wenn die Sensitivitéat dort geringer ist.

S3(t) = [ScCov(0)Vof (0,t)] @ Vaf (0,1) (3.95)

a*(t)

¢ bedeutet elementweise Multiplikation der Parameterkomponenten

3.8.4 Generalisierte Parameter—Informations—Sensitivitat

Auch die Summe des Kriteriums (GleichuB®5) Uber alle Zeitpunkte oder dessen Integral,
bei gednderter Informationsmatrix, wird zur Analyse der Daten herangezdgeméseth, K.
und Cobelli, C(1999).

Sie bildet die Definition der Generalisierten—Parameter—Informations—Sensitivitaten GPS:

k

S(t) = > Ss(ts) (3.96)

=1

Haben die Funktionen den konstanten Wert 1 erreicht, ist fir diesen Parameter durch Verlange-
rung des Sampling Schemas keine bessere Anpassung mehr moglich.

3.8.5 Generalisierte integrale Parameter—Informations—
Sensitivitat

Da fur die vorliegenden Untersuchungen eine Auswertung durch die in Abs@tdefi-
nierten Funktionen keine zufriedenstellenden Informationen lieferte, werden an dieser Stelle
die generalisierten integralen—Parameter—Informations—Sensitivitaten (GIPS) eingefuhrt (Glei-
chung3.97):

s(t) = /53(7') dr (3.97)

Hier kann man den Bereich, in dem keine Information mehr gewonnen werden kann, sehr
gut erkennen. Um die GIPS zu erhalten, ersetzt manFdd&€HERSche Informationsmatrix
(Gleichung3.99) durch eine integrale Berechnung (Gleicht®@9.2 In den letzten beiden

3Im Programmpaket ,sensitiviRing (2000); Jeschkg2000) wird der Zeitvektor verwendet, der auch fir die
Darstellung verwendet wird.
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Kriterien weist ein steiler Zuwachs auf einen hohen Informationsgehalt in diesem Zeitabschnitt
fur den entsprechenden Parameter hin. Parallele Verlaufe in den Kurven entstehen, wenn die
Parameter in diesem Intervall eine hohe Korrelation haben. Das Kriterium in Abs8t8ht
wird angewendet, wenn das Sampling Schema wenig Datenpunkte enthélt. Ist der Funktions-
wert flir einen Parameter gleich 1, so ist fir diesen Parameter fir alle folgenden Zeitpunkte
keine Information mehr zu gewinnen. Eine Verlangerung des Probennahme—-Schemas eribrigt
sich.

Die beiden Skalierungsmatrizen werden auskiscHERschen Informationsmatrix (Glei-
chung3.99) gebildet:

I0) = Vof (0.t)-Vof (0, tr)

2 . tk)2 (3.98)
bzw. flr das flnfte Kriterium:
t
J(0) :/Vaf 0,7) - Vof (0,7) ! S dr (3.99)
/ o (1)

Hierin bedeuteri den transponierten Vektof, den Parameter Vektor der Funktigh ¢, den
Zeitpunkt der k—ten Probennahme.
Das Inverse der Diagonalelemente ergibt die Skalierungsnttrileichung3.100):

S;(0) = diag (%) (3.100)

Die Normierung des zweiten, auf der Covarianz beruhenden, Kriteriums erfolgt tber die Inver-
sen der Diagonalelemente der Covarianzmatrix (Gleicl&it@J), die die inverse Matrix der
FiscHERschen—Informations Matrix (Gleichuigy9¢) ist.

Cov(h) = [J(0)]" (3.101)

Die Skalierungsmatrix ist definiert dur& (3.102):

Sc(0) = diag< (3.102)

1
Cov(0)
3.9 LAPLACE-Transformation

Die LAPLACE-Transformation und vor allem deren Rucktransformation in den Zeitbereich
wird in dieser Arbeit an verschiedenen Stellen verwendet. Lal3t sich eine Funktion nicht analy-
tisch transformieren, muf3 ein numerisches Verfahren angewendet werden. Verschiedene nume-
rische Rucktransformationsalgorithemen wurden untersucht.
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3.9.1 Definition desL APLACE —Integrales

Die LAPLACE-Transformation erfolgt in einer integralen Darstellung (Gleich8r@®3. Sie
Ubersetzt eine Zeitfunktion in den zugehorigen Spektralbereich. In diesem kdnnen einige ma-
thematische Operationen leichter ausgefuihrt werden, wie z. B. die Faltung (Ab&Rrf)t

oder das Ermitteln des Wertes eines bestimmten Integrales (Abs@ngt

[e.e]

f(s) = / e F(8) b R(s) > 0 (3.103)

0

3.9.2 Definition derL APLACE —RUcktransformation

Die Rucktransformation oder inveréesPLACE—Transformation wird in dieser Arbeit fur die
Berechnung der Konzentrationszeitwerte und fir die Losung von Differntialgleichungssyste-
men verwendet. Die Rucktransformation ist durch das Integral (GleicBuig) definiert und
wird durch das Symbof ! abgekiirzt.
1 st f .
f(t) = 57 %e f(s)ds; t >0 (3.104)
B

mit B als dem Integrationsweg.

3.9.3 Bestimmtes Integral

Das Integral wird durch die Division mit der Variablen s gegeben. Mit der Grenzwertbildung
erhalt man den Wert des Bestimmten Integrales. Beispiele sind die Bestimmung der AUC, die
Berechnung der kumulativen Werte und die Faltung verwendet.

s—4+0 §

/ F(tydt = Tim ~f(s) (3.105)
0

3.9.4 Differentiation

Die Lésung von Differentialgleichungen kann ioanPLACE—Raum erfolgen. Durch den Uber-
gang in derLAPLACE—Raum werden aus gewdhnlichen Differentialgleichungen lineare Glei-
chungen.

ft) _ (S f(5>> (3.106)

3.9.5 Differentiation im LAPLACE—-Raum

Die folgende Rechenregel wird bei der Momentberechnung benétigt.

0710 =7 (5270 (3107)
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3.9.6 Numerische inversé. APLACE —Transformation

In dieser Arbeit werden Parameteranpassungen komplexer Modelle durchgefuhrt,Ldie im
PLACE—Raum definiert sind. Wenn keine analytische Ricktransformation des Modelles exi-
stiert, ist man auf eine numerische Rucktransformation angewiesen. Fur das im Quellcode er-
haltliche Programm der Autoreld’Argenio, D.Z. und Schumitzky, A(1979 (ADAPT 2.4)
wurden, zusatzlich zu den vddchalla, M. und Weiss, M(1999 verwendeten, verschiedene
Algorithem getestet.

Auch die neuen vod’Amore, L. u. a.(1999ha) vorgestellten Algorithmen liefern im Ver-
gleich zu den voiSchalla, M. und Weiss, M1999 verwendeten Algorithmus voralbot, A
(2979; Murli, A. und Rizzardi, M.(1990 keine Verbesserung der Modellierung, da die Kon-
vergenz des Verfahrens noch nicht an die @iesBoT heranreichtMurli, A. und Rizzardi,
M. (1990 nennen ca. elf Schritte bis zur Konvergenz einfacher Funkticaidmore, L. u. a.
(19994 geben selbst mit dem neuen Algorithmus noch um den Faktor zwei bis drei hohere
Werte an. Ohne das neue Abbruchkriterium erhéht sich die Anzahl der bendtigten Iterationen
auf das funf- bis zehnfache mit deFoURIER-Reihen basierten Algorithmus. Die Ausfuh-
rungsgeschwindigkeit wurde nicht untersucht.



Kapitel 4
Experimente und Simulationen

In diesem Kapitel werden die Durchftihrung und die Ergebnisse der Experimente und Simu-
lationen beschrieben und diskutiert. Abschditt befal3t sich mit einem zwei—Kammer invi-

tro Diffusionsmodell und mit einem invivo PCB—Experiment. Der zweite Teil dieses Kapitels,
Abschnitt4.2, optimiert Bioverfuigbarkeitsstudien aus der Literatur und darauf beruhende Si-
mulationen mit Hilfe der Sensitivitdtsanalyse in Bezug auf das verwendete Sampling Schema.
Abgeschlossen wird das Kapitel durch Abschditg, in dem ein Ganzkdrpersimulationspro-
gramm um anormale Diffusion erweitert wird. Damit ist dieses fur Simulationen hochlipophiler
Substanzen (z. B. PCB) geeignet.

4.1 Experimente

Fur die invitro zwei—-Kammer Diffusionsexperimente, die mit PCB und Diclofenac durchge-
fuhrt werden, wird der Versuchsaufbau (Al#1), wie vonNeubert(1978 beschrieben, ver-
wendet. Beide Modellsubstanzen konnen an das Serumalbumin des Blutes bindeRda, B.

L. A. und Vodicnik, M. J.(1986); Bass, L. und Pond, S. M1987%); Schwab, A. J. und Goresky,

C. Al(1996); Weisiger, R. A. u. a(1989; Weisige(1993). Diese Bindung erhoht die Léslich-

keit des Pharmakons in dem Medium. Anstelle des Serumalbumins kann man auch Mizellen
(z. B.Bates, T. R. u. a1966ha); de Smidt, J. H. u. a1991); Dulfer, W. J. u. &(1995) ein-

setzen. Durch den Zusatz von Gallensalzen zum Medium finden Solubilisationsprozesse unter
Mizellbildung statt. Die Experimente mit Diclofenac werden wegen der grol3eren Ldslichkeit
mit hdheren Dosen und mit geringerem Probenvolumen durchgefiihrt. Der Gehalt des Dicl-
ofenacs laf3t sich aus diesen Proben schneller bestimmen. Die hier verwendete Analyse dauert
fur eine Probe ungefahr zehn Minuten fur Diclofenac, jedoch zweieinhalb Stunden fur die po-
lychlorierten Biphenyle.

37
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4.1.1 Kritische Parameter der Versuchsapparatur

Im Folgenden werden die Eigenschaften der MelRapparatur und der Proben genauer betrachtet,
die Einfluf? auf die Messung haben kdnnen.

An der Membran entsteht am Ubergang zwischen Membran und Lésung eine ,ungeriihrte
Grenzschicht®. Die ungerthrte Schicht vor der Membran ist von Bedeutung, da nur der nicht
an das Albumin gebundene Anteil des Pharmakons diffundieren kann. Diclofenac, durch sei-
ne polare Gruppe begrindet, ist auch in Wasser l6slich, weshalb hier kein Einflu durch ein
Schichtdickenanderung erwartet wird.

Dieses Phanomen der ungerihrten Grenzschicht wurde schon sehr friih in der Geschichte
durchBrunner(1904), einem Mitarbeiter von Nernst in Gottingen, untersucht. Brunner beob-
achtete die Auflosung eines Kristalls in einem Lésungsmittel. Durch stetiges Umrtihren dieser
Losung wurde die Auflosungsrate erhoht. Er fand eine Abhangigkeit zur Potenz 2/3 der Rihr-
geschwindigkeit. D. h. durch Variation des Durchmischungsvorgangs liel3 sich die Dicke der
Grenzschicht andern.

Lerche, D. u. a(1976) untersuchten diese Erscheinung anhand des Brechungsindexes einer
Ldsung/Dworecki, K. u. a.(2000) beschreiben die ungeriihrte Schicht in ihrem zeitlichen Ver-
lauf. In dem hier verwendeten Modell wird die Durchmischung des Diffusionsmediums tber
die Vibration gesteuert. Ein Mal3 fur die Durchmischung in den Diffusionskammern ist ihre
Vibrationsintensitat, die den Kammern von auf3en durch einen Laborrittler aufgepragt wird.
Im folgenden Abschnitt wird die Beschleunigung, die an den Diffusionskammern auftritt, be-
stimmt, sie steht in einem direkten Zusammenhang mit der Intensitat. Daran anschlieRend wird
eine Simulation zeigen, welche Unterschiede der Vibrationsintensitat in den Mel3daten bei der
vorliegenden Mel3genauigkeit bestimmt werden kénnen.

Untersuchung der mechanischen Schwingungen der Versuchsanordnung

Fur die lipophilen PCBs stellt die ungerthrte Schicht eine weitere Barriere dar. Deren Durchlas-
sigkeit wird in dem theoretischen Modell durch die Permeabiffabeschrieben. Die Schicht-

dicke wird in diesen Versuchen durch die Intensitat der Vibration des invitro Modells (Abschnitt
2.2.]) gesteuert. Es folgt eine Bestimmung der Ruttelintensitat in Abhangigkeit von der einge-
stellten Stufe am Laborruttler. Daftir werden an verschiedenen MelR3punkten (an den Positionen
der Membran und einem Referenzpunkt, s. A®4) die Schwingungsamplituden unter Ver-
suchsbedingungen mit Hilfe eines Beschleunigungssensors bestimmt. Um aus der Beschleu-
nigung die Auslenkung zu erhalten, sind folgende Schritte notwendig: Die Beschleunigung sei
durcha(t) gegeben, die Auslenkungt) erhalt man durch zweifache Integration. Da hier nur

die maximale Amplitude von Interesse ist, kann am Abschluf? der zeitabhangige multiplikative
Faktor gleich 1 gesetzt werden. Fur eine der Teilschwingungen gilt:

a(t) = agsinwt 4.1)
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MeRpunkt MeRpunkt
MeRpunkt
Referenz Membran i Mempbran a
MeRpkt.  MeRpkt. MeRpunkt []

Mem. i Mem. a Kammer a
seitlich  seitlich_ seitli(cﬂ

Abbildung 4.1:Ausschnitt des Versuchsaufbaus des Diffusionsversuches. An den einzelnen
Mel3punkten wird die Beschleunigung in Pfeilrichtung gemessen.

v(t) = /a(t)dt = —éao coswt + vy 4.2)

1
s(t) = /v(t)dt = —an sin wt + vot + so (4.3)

Ohne Beschrankung der Allgemeinheit kénnen die Integrationskonstanten s, gleich Null
gesetzt werden. Daraus ergibt sich fur die Elongation bei einer bestimmten Freguenz
25. Die Konstanten, ist ein Materialparameter, der von der Art des Beschleunigungssensors
abhangt.

Die Messungen wurden mit einem Sensor 905A der Firma PCB, der eindimensional arbei-
tet, und einem Spektrumanalysator von Onosokki (CF-930) durchgefuhrt. In AbbddRisg
eine deutlich geringere Amplitude der Schwingung an der innenliegenden Membran zu sehen
(Abb.B.1zeigt die Datenin linearer Auftragung). Die Schwingungsamplitude der 100 Hz Kom-
ponente liegt um den Faktor funf niedriger als die der 50 Hz Teilschwingung. Dies ergibt sich
aus dem Vergleich der Abbildung&hl undB.2. Somit ist die 50 Hz Komponente der Schwin-
gung fur den Versuchsaufbau bestimmend. Die Amplitude der Schwingung des Laborruttlers
wird durch eine Exponentialfunktion charakterisiert. Es erfolgt eine Anpassung der Parameter
der Exponetialfunktion (Abb4.2) an die Amplitude der 50 Hz Komponente der Schwingung.
AbbildungB.3 zeigt exemplarisch die aufgenommenen Spektren der mechanischen Schwin-
gung des Versuchsaufbaus.

A(x) = ane’” (4.4)

mit x als der an dem Laborrttler eingestellten Intensitat. Es wurden folgende Parameter (Ta-
belle4.1) ermittelt:

Tabelle 4.1Ermittelte Parameter der Ausgleichsfunktion fir die Vibrationsstéarke.

‘ Sinnen binncn Baussen bausson OReferenz bRofcronz
‘0,0087 0,24 | 0,0142]| 0,20 0,0081 | 0,24 ‘

Diese Untersuchung zeigt, daf? die Auslenkung der innen liegenden Kammern einer Inten-
sitatsstufe niedriger entspricht, als die der aul3en liegenden @Bhb.D. h.: Wird die Ver-
suchsapperatur mit eine Intensitat von 7 angeregt und die Auslenkung fir die auf3en liegenden
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Abbildung 4.2:Die Vibrationsamplitude des Laborrtttlers bei 50 Hz ist in Abh&angigkeit der
Skaleneinteilung (SKT) des Amplitudenwahlstellers des Laborruttlers fur die MelR3punkte aul3en
(a), innen (i) und Referenz dargestellt. Die Ergebnisse der Parameteranpassung einer Exponen-
tialfunktion sind als Ausgleichsfunktion aufgetragen.

Kammern bestimmt, so mif3te die Apperatur mit der Intensitat von 8 angeregt werden, damit
die innen liegenden Kammern die gleiche Auslenkung erhalten. Auf dieses Ergebnis wird in
Abschnitt4.1.2néaher eingegangen.

Aquilibrierungszeiten von PCB in der BSA-L6sung

Ein weiterer kritischer Punkt fur die Experimente ist die Bereitstellung einer homogenen Do-
natorlésung. Es soll eine dem invivo System moglichst ahnliche Lésung verwendet werden.
Die Albuminkonzentration im menschlichen Blut betragt I&8aiss, N. u. a(198% 3,5 % bis

5,5 %. Um zu Uberprifen ob mit anderen Albuminkonzentration bessere invitro Versuchsbe-
dingungen erzielt werden kénnen, wird die Albuminkonzentration von 0 % bis 12,5 % variiert.
Dabei wird die Zeit der Gleichverteilung der verwendeten PCBs in der Basisldsung bestimmt.
Die Versuche werden in einem silanisierten Gefal durchgefuhrt. Es werden jeweils Proben mit
einem Volumen von 20 mL bei den Konzentrationen von 100, 150, 200 und 250 ng/mL PCB
angesetzt. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels Cyclohexan werden die PCBs mit einem
GREENschen Puffer, der ohne und mit 1 %, 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 % und 12,5 % Bovine Serum
Albumin (BSA) versetzt war, aufgenommen. Zu verschiedenen Zeitpunkten werden je zwei
Proben mit einem Volumen von 204 mit einer Kolbenhubpipette entnommen.

Die Abbildungen4.2 bis 4.5 zeigen die Versuchsreihe, die die Grundlage fir die Diffu-
sionsexperimente bildet. Nach 24 Stunden wird die eingesetzte Konzentration bei einer Kon-
zentration von 100 ng/mL wiedergefunden (Al#b3). Bei den Konzentrationen 150, 200
und 250 ng/mL PCB und Puffer mit 5 % BSA wird die Aquilibrierung nach 24 Stunden nicht
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Abbildung 4.3:Wiedergefundene Konzentration fur die PCB—Kongenere 28, 52 und 95 nach
2,5, 4, 9, 24 und 119 Stunden bei einer Ausgangskonzentration von 100 ng/mL in Puffer mit
5% BSA

erreicht, wie in Abb4.4 zu sehen ist. Nach fluinf Tagen ist sie jedoch auch fir die hohen

£ 250

C 200 L _I_ -
= PCB 95 - )
S 150 | " % B
B r¥ P o
£ 100 | - i
S
g 50 R I it IR

100 150 200 250

Ausgangs Konzentration in ng/mL

Abbildung 4.4:Vergleich der wiedergefundenen Konzentration der PCB—Kongenere 28, 52 und
95 zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Versuchsbeginn bei unterschiedlichen Ausgangskonzentra-
tionen in Puffer mit 5 % BSA.

Konzentrationen erreicht. Da die eigentlichen Versuche mit 50 Stunden angesetzt wurden, die
BSA Ldsung aber nur maximal eine Woche zu verwenden ist, wird fir die Experimente eine
Ausgangskonzentration von 100 ng/mL gewahlt, um geniigend Zeit fur die Vorbereitungen zu
besitzen und die Haltbarkeit nicht vollkommen auszuschopfen.

Die Vermutung, dal’ der biologische Abbau des BSA zu einer Veranderung der Freisetzung
der PCBs bei der Messung fuhrt, kann nicht bestatigt werden. Um den biologischen Abbau des
BSA dennoch zu verhindern, werden Versuche durchgefuhrt, deren Lésungen zusatzlich mit
Natriumazit versetzt sind.
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In Abbildung/4.5 sind die prozentualen Werte der wiedergefundenen Menge in Bezug auf
den Puffer mit einem Zusatz von 5 % BSA zu sehen. Bei h6heren BSA Konzentrationen sind
die Analysebedingungen verschlechtert, da sich dann die Verteilung der PCBs von der Gas-
phase zugunsten der fliissigen Phase verschiebt. Dies hat zur Folge, dal? die Anreicherungspha-
se wesentlich verlangert werden muf3te. Bei niedrigeren BSA—Konzentrationen sind geringere
Mengen der PCB loslich.
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Abbildung 4.5:Vergleich der relativen Peakflachen fir 100 ng/mL PCB 28 Ausgangskonzen-
tration in Puffer mit 2,5 %, 5 %, 10 % und 12,5 % BSA in Bezug auf die 5 %—ige Losung. Es
ist der letzte Datenpunkt aufgetragen.

Bestimmung der Dicke einer Dodekanol-Kollodium—Membran

Ein zweiter mechanischer Faktor, der die Experimente beeinflul3t, ist die Schichtdicke der ver-
wendeten Membran. Die Dodekanol-Kollodium—Membranen werden selbst hergestellt (vgl.
Abschnitt2.3.2) und weisen Fertigungstoleranzen im Bereich zwischepr@@nd 50:m auf.

Sie werden auf Grund ihres Gewichtes selektiert (vgl. Taliglk}. In den gleichzeitig durch-
gefuhrten Experimenten werden Membranen aus derselben Charge verwendet. Die Mittelwer-
te der verwendeten Membranen sind in Tab€éll& aufgezeigt. Die Membranen weisen eine
durchschnittliche Dicke von 30m auf.

Die Dicke der Membranen wird anhand der \Weubert(1978§ bestimmten Dichte =
0,661=+0,014 g/ cn? errechnet (Gl4.5). Richter, H. u. a(1978) zeigten, daB diese vereinfachte
Messung zulassig ist. Es wird eine zylindrische Form der Membranen zugrunde gelegt, deren
Radius mitr = 3,4 cm bestimmt wurde. Daraus folgt eine GesamtflaEhe 36, 3 cn?.

m

d=—
pF

(4.5)

Die Messung mit einem mechanischen Abstandstaster ergibt etwa die Halfte dieser berech-
neten Dicke. Jedoch mul3 in Betracht gezogen werden, dal dieses MelR3gerat Druck auf die
Oberflache austbt und somit die Dicke der Membran wahrend der Messung beeitibf&r,
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H. u.a.(1978 beschreiben eine optische Methode zur Bestimmung der Dicke der Membranen,
die im Einklang mit der Dicke aus der Dichtebestimmung steht.

4.1.2 Aussagen zur ldentifizierbarkeit der Modellparameter
Vergleich des Diffusionsmodelles und der inverse®Auss-Funktion

Die Auswertung der invitro Diffusionsversuche (Abschnuté.4und4.1.5 erfolgt mit dem
Diffusionsmodell (GI13.59 und der inversesAauss—-Funktion (GI.3.86€). Da das Diffusions-

modell aus dem zugrunde liegenden Prozel3 der invitro Experimente abgeleitet ist, wird es zur
Simulation verwendet. Die Simulationen sollen zeigen, ob mit den gegebenen Randbedingun-
gen eine Parameterbestimmung moglich ist. Als erstes wird dazu ein fehlerfreier Datensatz
erzeugt, um mit diesem zu zeigen, dal3 die Modelle grundsatzlich fir die Parameterbestim-
mung durch verschiedene Schéatzverfahren geeignet sind. Die Parameter werden in Anlehnung
an die Experimente mit PCB 28 (Tah8) gewahlt. Sie sind in der folgenden Tabelle (T4l2)
zusammengestellt. Die ersten sechs Parameter sind durch den Versuchsaufbau bestimmt, die
Parametelk’,,, D,, und k¢ werden im Folgenden mit dem Diffusionsmodell geschatzt. Die
Parametek;¢, MTT und CV? sind von den geschatzten Parametern abgeleitete Werte.

Tabelle 4.2Parameter fur das Diffusionsmodell, mit denen die Simulationen durchgeftihrt wer-
den. Ergebnisse der Schatzung eines ohne Mel3fehler simulierten Datensatzes mit dem Diffu-
sionsmodell und der inverséBAuss-Funktion. Die Schatzverfahren least—square und maxi-
mum-likelihood werden verwendét,, V, Volumen der Kammern4d Querschnitt der Mem-
bran,h,, Schichtdicke der Membraid;,;, Ausgangskonzentratiot,, K,, Verhaltnis der Par-
titionskoeffizienten zwischen den Kammern bzw. zwischen Kammer und Membrab,ffu-
sionskoeffizient der Membrar,*, k¢ Permeabilitat der ungertihrten Schicht bzw. Membran,
MTT mittlere Transitzeit(C'V? der Variationkoeffizient.

Vo | Vy A | hy | Cao | Ko || Koy | D | k)° ke MTT | CV?

cm3cm3cm2ﬂmﬂllﬁﬂqin
mL h | h h

h 1

Ausgangsparameter
20 | 20 | 15,7| 30 | 100| 1 || 2000| 0,8 | 0,51 5,310’ | 4,25 | 0,52
Diffusionsmodell: Bestimmung mit ,least—square “
2000| 0,48 | 0,51 3,210° | 4,25 | 0,52
Diffusionsmodell: Bestimmung mit ,maximum-likelihood “
2006| 0,72| 0,51 4,810° | 4,26 | 0,52
inverse GAUss—Funktion: Bestimmung mit ,least—square “

455 | 0,69
likelihood
6,03 | 15

inverse GAUss—Funktion: Bestimmung mit ,maximum
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Das Schatzen der Parametey,, D,, undk ¢ des Diffusionsmodelles des fehlerfrei simu-
lierten Datensatzes reproduziert die fur die Simulation verwendeten Paramter gut. Das least—
square—Verfahren trifft die Werte fir* und K, exakt, fur den DiffusionskoeffizenteR,,
wird auch eine sehr kleine Streuung £ 4 - 10~* %) angegeben, der Wert weicht aber 40 %
von dem urspringlichen Parameter ab. Die ,maximum-likelihood “ Schatzung weist fur jeden
der geschatzen Parameter eine kleine Variatoa 38,5 %) aus. Auch hier wird der Diffusions-
koeffizient D,, um 10 % zu gering geschétzt. Dies deutet auf eine geringe Sensitivitat dieses
Parameters hin. Das Gewicht des Paramédigrsn der abgeleiteten mittleren Tansitzét7T
und dem VariationskoeffizientefiV’? ist aber sehr gering, so daR diese durch die fehlerhafte
Schéatzung nicht beeinfluf3t sind.

Fur die inverseGAuss-Funktion wird der ParameterV? mit einem zu hohen Wert ge-
schatzt. Durch die hohe Korrelation zwisch&fi"7" und C'V? wird auch der Parametéd 7'T
hoher geschatzt. Die Bestimmung der Parameter mit der least—-square—Methode ist etwas besser
als die mit der maximum-likelihood—Methode, da hier die Abweichungen in den Funktions-
werten im Intervall zwischen 0 und 7,5 Stunden weniger Gewicht besitzen. Abb#t6rgigt
die Konzentrations—Zeit—Kurve des Diffusionsmodelles und der inveegerss—Funktion mit
identischen Parametef 7", CV? und F'. Das Diffusionsmodell weist einen Wert groRer 0,1
schon nach ca. 20 min auf, die inverG@auss-Funktion hingegen erst nach ca. 50 min. Die
Steigung der ersten Funktion ist weniger steil als die der inveEgerss—Funktion.
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Abbildung 4.6:Vergleich der Graphen des Diffusionsmodelles (diff) und der inve@Genss-
Funktion (ig) mitA/TT = 4,25,CV? = 0,51 undF = 0,15.

Reale Daten weisen eine Melungenauigkeit auf. Um dies zu berucksichtigen, folgt eine
MONTECARLO-Simulation mit 100 Datensatzen, die dieselben Ausgangsparameter (Tabelle
4.2) verwendet. Die erzeugten Datenpunkte werden mit einem normalverteilten Rauschen, der
MeRungenauigkeit, dem das Varianzmodell (Gleichdr§y mit den Koeffizienten,;, = v, =
0,1 zu Grunde liegt, multipliziert.

Var(t) = (Ul + Ugy(t))2 (4.6)

mit y(¢) als Funktionswert des Modells zum Zeitpumnkt
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Im Folgenden werden die Parameter wie im Abschéiit.2 fur die so erzeugten Daten
sowohl fur das Diffusionsmodell als auch fir die invers@&xuss—Funktion geschéatzt.

Die Parameter des Diffusionsmodells lassen sich mit beiden Methoden gut schatzen. Die
Ergebnisse des Vergleiches zwischen den zur Simulation verwendeten und geschéatzten Para-
metern sind in Tabelld.4 zusammengestellt. Der t—Test mit der Hypothese: ,Die geschatzten
Parameter unterscheiden sich von den zur Simulation verwendeten Werten“ ergibt, daf3 jene
verworfen werden mul3 (Tabel®?3). Fir die least—square Schatzung sind alle Irrtumswahr-
scheinlichkeiten des t-Testsp0,05, d. h. die Parameter sind nicht signifikant unterschiedlich
zu den Ausgangswerten aus Tabdl&. Die Irrtumswahrscheinlichkeit des t—Tests ergibt flr
die Diffusionskonstant®,, einen signifikanten Unterschied, wenn die Parameter mit der maxi-
mum-likelihood Methode geschatzt werden. Dies war auch schon in der Schatzung des Daten-
satzes ohne Rauschen der Fall. Insgesamt kdnnen die Parameter der simulierten Daten wieder
gut geschatzt werden. Im Folgenden werden die Daten mit der inversess—Funktion inter-
pretiert.

Tabelle 4.31rrtumswahrscheinlichkeiten der t—Tests fur die Vergleiche geschétzte Parameter zu
in der Simulation verwendeten Parametern. Ein p—\e@® 05 wird als signifikant betrachtet.
Die signifikanten Parameter sind migekennzeichnet.

Ko | Dn | k| ke | MTT | CV?

Diffusionsmodell
least—square 0,54| 0,57 |0,10| 0,46 0,26 0,17
maximum-likelihood| 0,24 | <0,01" | 0,45| <0,01* | 0,84 0,11
inverse GAUSS-Funktion
least—square 0,48 0,20
maximum-likelihood <0,0r | <0,0r

Das bedeutet: die Bestimmung der Parameter der invéeserss—Funktion ist sehr stark
von den einzelnen Datensatzen und den verwendeten Schatzmethoden abhangig4.Eabelle
enthalt die Ergebnisse der Schéatzung, die zeigt, dal3 eine Parameterschatzung der inversen—
GAuss-Funktion nur durch die least—square—Methode erfolgen kann, da nur bei dieser die
Hypothese des t—Tests (Ta$.3) verworfen wird. Die Auswertung mit der maximum-likeli-
hood—Bewertung zeigt die Schwéche der inveiGen ss-Funktion, die in der hohen Korrela-
tion der Parametek/T'T und C'V? begriindet ist. Bei der Auswertung in Tabedl&s werden
alle Datensatze verworfen, deréfV? > 10 ist, da hier die hohe Korrelation zwisch&fl'T
undCV? zu einer Instablitat der Schatzung mit Uberhohung der Parameter fiihrt.



4.1. Experimente 46

Tabelle 4.4:Vergleich der Ergebnisse der Schatzung der Paran#éterD,, und k;¢ von 100
Datensétzen, bei denen ein normalverteilen Fehler von 10 % der Funktionswerte mit dem
Diffusions—Modell simuliert wurde. Die Bestimmung der Parameter erfolgt mit der least—
square— und der maximum-likelihood—Methode. Fir die Schatzung werden die Datensétze des
Donators und Akzeptors verwendet. Der mittlere Fehler (%ME) und die Wurzel des mittleren
guadratischen Fehlers (%RMSE) sind auf die Parameter der Simulation bezogen.

K, | D, ke ky | MTT cv?
in | omoem om h 1
h h h
Parameter least—square
Mittelwert 2025| 0,943| 1,289| 7,00-10° | 4,49 0,52
Median 1930| 0,550| 0,489| 3,43-10°| 4,34| 0,52
Standardabw, 407 | 2,511| 4,698 22,38-10° | 2,15| 0,02
maximum-likelihood
Mittelwert 1985| 0,511| 0,513| 3,35-10° | 4,24| 0,52
Median 1987| 0,527 | 0,513| 3,44-10° | 4,24| 0,52
Standardabw, 124 | 0,125| 0,036| 0,77-10° | 0,28| < 0,01
in % % % % % %
%ME least—square
Mittelwert 1 18| 153 32 6 <1
Median -4 -31 -4 -35 2 -1
Standardabw, 20| 314, 921 422 51 4
maximum-likelihood
Mittelwert -1 -36 1 -37 <1 -1
Median -1 -34 1 -35 <1 -1
Standardabw 6 16 7 15 7 <1
%RMSE least—square
Mittelwert 16 89| 180 109 37 1
Median 11 32 27 38 26 1
Standardabw, 13| 302| 916 409 34 4
maximum-likelihood
Mittelwert 5 36 6 37 5 1
Median 4 34 4 35 4 1
Standardabw 4 15 4 15 4 <1
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Tabelle 4.5:Vergleich der Parametern der inversBauss—Funktion mit den Parametern der
Simulation. Die Bestimmung der Parameter erfolgt mit der least—-square— und der maximum-—
likelihood—Methode. Fir die Schatzung werden die Datensatze von Donator und Akzeptor ver-
wendet. Der mittlere Fehler (%ME) und der mittlere quadratische Fehler (Y%0RMSE) sind auf die
Parameter der Simulation bezogen. Mit der least—-square—Methode konnten 81, mit der maxi-
mum-likelihood—Methode 77 Parametersatze bestimmt werden.

least—square maximum-likelihood
Cao F | MTT | CV? Cao F | MTT | CV?
Parameter
in ng 1 hf 1 M) g h| 1
mL mL
Mittelwert 99,9 0,15 49| 0,8} 100,0| 0,26 10,4| 3,5
Median 100,3| 0,15 4,2/ 0,3]| 100,3| 0,16 92| 3,0
Standardabw, 3,0 0,02 30 1,3 2,6|0,01 49| 1.8
%ME
in % % % % % % % %
Mittelwert | < 1] || <1 14| 58| |<1]| 10| 145| 583
Median | <1]| | <1 1| 44| < 1 9 117 | 497
Standardabw 3 12 69| 253 3 9 114 360
%RMSE
Mittelwert 2 9 44| 146 2| 11 145| 583
Median 2 7 29 88 2 9 117 | 497
Standardabw 2 8 55| 214 1 8 114| 360
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Unterscheidbarkeit der Experimente aus den innen und auf3en liegenden Kammern

Der t—férmige Aufbau der Halterung fur die Kammern bedingt, dal? die Elongation der auf3en
liegenden Kammern grol3er ist als die der innen montierten. Die Messung (AbZchritder
Auslenkung an den Membranen ergibt, daf3 die Intensitat der Vibration bei Stufe 9 an der innen
liegenden Kammer der Intensitat der Vibration bei Stufe 8 fiir die aul3en liegende entspricht. Es
wird mit einer Simulation untersucht, ob der Unterschied in der Intensitat hinreichend groR? ist,
um den von der Intensitat abhangigen Parametesignifikant zu schatzen.

Die Parameterwerte fur die Permeabilitdt der ungeriihrten Schicht bei einer Intensitat der
Stufe 8 werden durch lineare bzw. log—lineare Interpolation aus Experimenten mit hoher und
niedriger Intensitat abgeleitet (Ted.€). Dazu werden die Koeffizienten der Gleichungei
und4.8 bestimmt.

Dain(T) = ax +b 4.7)

(2) = a'e”® (4.8)

ve
D lOg

Fur die beiden Parameter ergeben sich die Wejte;, = 0,483 undk;,, = 0,475. Die
Parametei;, V., A, hy,, Ca, K4, K, und D,, werden, wie im Abschnii#.1.2 gesetzt, bei-
behalten. Die Ergebnisse der Parameteranpassungen der Intensitatsstufe 8 sind iid.-Eabelle
zusammengestellt. Die Ergebnisse der beiden Bestimmungen zusammengenommiésd (Tab.
und Tab.4.6) bedeuten, dald selbst bei der guten Anpassung der Daten mit der Maximum-—
likelihood—Methode ist zu beachten, dal3 die Konfidenzintervalle des Pararhgtdis alle
Anpassungen durch den Bereigchi4 — 0,51 gebildet werden. Wird dieser Parameter mit der
Least—-Square—Methode bestimmt, ist das Konfidenzintervall gro3e2 ¢ 1,01). In beiden
Konfidenzintervallen ist auch der Wert fiij° bei Intensitat 9 enthalten. Der Parameter lal3t sich
somit nicht signifikant bestimmen. Die graphische Uberlappung der Standardabweichungen in
Abbildung4.7 zeigt dies auf.

Da die Schatzungen der Parameter der innen und auf3en liegenden Kammern nicht signi-
fikant voneinander abweichen, kénnen die Daten als eine gemeinsame Datenquelle verwendet
werden.
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Abbildung 4.7:Vergleich der simulierten Konzentrationszeitverlaufe fur die Intesitatstufen 8
und 9.

Tabelle 4.6Vergleich der Parameterschatzungen der simulierten Daten fir die Intensitatsstufe 8
des Laborrittlers. Es werden die Paraméfgr, D,, undk;© geschatzt. Es sind die Mittelwerte
aus 100 Simulationen aufgetragen.

Kn| Dm| ki ke | MTT | CV?
in L | S [ om cm hlo 1
h h h

linear least—square
Mittelwert 1994| 0,57 | 0,622 3,60-10° | 5,06| 0,53
Median 1994| 0,58| 0,488 3,71-10° | 4,57 | 0,52
Standardabw, 328| 0,31 0,690| 1,82-10° | 2,35| 0,07
linear maximum-likelihood
Mittelwert 1988| 0,54 | 0,482 3,57-10° | 4,51| 0,52
Median 1989| 0,56 | 0,483 3,66-10° | 4,50| 0,52
Standardabw, 114 | 0,12| 0,034| 0,75-10° | 0,29| 0,00
logarithmisch least—square
Mittelwert 1998| 0,59| 0,597 3,73-10° | 5,12| 0,52
Median 2014| 0,58/ 0,481 3,92-10° | 4,64| 0,52
Standardabw, 332| 0,32| 0,641| 1,86-10° | 2,40| 0,06
logarithmisch maximum-likelihood
Mittelwert 1988| 0,55| 0,475 3,59-10° | 4,58| 0,52
Median 1989| 0,55| 0,475 3,59-10° | 4,57 | 0,52
Standardabw, 114 0,12| 0,034| 0,70-10° | 0,30| 0,00
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4.1.3 Optimierung des Sampling Schemas

Die fur die PCB—Analyse bendtigte Zeit legt nahe, die Anzahl der Proben mdglichst gering zu
halten. Deshalb wird das Sampling Schema mit Hilfe der Sensitivitatsanalyse (Ab&Enitt

auf das Diffusionsmodell (Gleichurf®179) optimiert. Bei den Experimenten werden der Dif-
fusionskoeffizent der Membrab,,,, die Geschwindigkeitskonstante der ungerthrten Schicht
k¢ und der Partitionskoeffizient zwischen BSA-Puffer und Kollodium—-Dodekanol Membran
K, bestimmt. Dazu wird ein Vorexperiment durchgefiihrt. Obwohl die Paranigfennd k¢

sehr stark korrelierenrf, ;.. = —0,91), gibt es zwei ausgewiesene Zeitraume, in denen sie
bestimmt werden kénnet,,, kann im initialen Bereich bis ca. 3 Stundéty; in dem sich an-
schlieBenden Abschnitt von 5 bis 10 Stunden bestimmt werden. Die hohe Korrelation ist in den
Abbildungen4.8 und/4.€ an den (anti)parallelen Kuvenverlaufen zu erkennen. Die Parameter
lassen sich aber dennoch bestimmen, da ihre Sensitivitat unterschiedlich in den entsprechenden
Abschnitten ist. Der Verteilungskoeffizient ist in der Schlu3phase sensitiv. Je langer das Expe-
riment durchgefihrt wird, um so besser lal3t er sich bestimmen. Dies ist in Abb¥d€dgran

zu erkennen, daf3 sich die Kurve streng monoton steigend dem Ende des Intervalles nahert. Hier
ist ein sinnvoller Kompromif3 zwischen Versuchsdauer und Mel3wertgenauigkeit zu suchen. In
dieser Arbeit legt die Denaturierung des BSA die maximale Versuchsdauer fest.

0.7 : : : : ; ; : . :
06 I+
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02 f
0L f |
O i w ' Kpve

01 [L .

- Dm -
o2 sampling —+—
_0-3 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
Zeit in Stunden

Sengitivitaet

Abbildung 4.8:Parameter—Informations—Sensitivitat einer Parameteranpassung fur PCB 28 mit
dem Diffusionsmodell.
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Abbildung 4.9: Generalisierte integrale Parameter—Information—Sensitivitat einer Parameter
Bestimmung fur PCB 28 mit dem Diffusionsmodell.

4.1.4 Diffusionsexperimente mit PCB
Invitro Experimente mit PCB

Mit den Ergebnissen aus den vorangegangenen Abschnitten werden die PCB invitro—Experimente
mit einer Basislosung auSREENschem Puffer mit einem Zusatz von 5 % BSA durchgefuhrt.

Die Losung des Donators enthélt zusatzlich 100 ng/mL PCB-Mix 1. Dieser besteht aus den
PCB-Kongeneren 28, 52, 101, 138, 153 und 180. Es werden nur die ersten drei Kongenere
ausgewertet, da die Wiederfindungsrate der hoher chlorierten Biphenyle zu gering ist.

Die Versuche werden mit jeweils hoher Stufe (9) und niederiger Stufe (1) der Ruttelintensi-
tat durchgefuhrt.

Um die Unversehrtheit der Membran zu Uberprifen, wird der Farbstoff Evans Blue in den
Donator gegeben. Im Anschluf3 an den Versuch wird die Losung jeder Akzeptorkammer durch
eine HPLC—Analyse auf diesen Farbstoff hin untersucht. Laf3t er sich nicht nachweisen, gilt die
Membran als intakt.

Die Auswertung erfolgt auf verschiedene Weisen: ein direkter Vergleich der Zeitreihen,
danach ein Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Modelle, die in den AbschGibsn
3.5 dargestellt sind. Parameter, die nicht in den Tabell€und4.S aufgefuhrt sind, erhalten
die in Tabelle4.7 angegebenen Standardwerte. Die Ergebnisse des Diffusionsmode8s/@pl.
sind in Tabelle4.8 enthalten. Die Auswertung der Daten mit der inver§&uss—Funktion
(GI.13.86) sind in Tabelle4.C aufgefiihrt. Die Signifikanz der Ergebnisse wird durch einen t—
Test berechnet und ist in Tabelel0zusammengestellt. In den AbbildungéiObis4.12sind
die Mel3ergebnisse mit dem Diffusionsmodell aufgetragen.
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Tabelle 4.7:Parameter der Experimente mit PCB, die fur die Parameteranpassung der mathe-
matischen Modelle angenommen werden, falls im Text nicht anders vermerkt.

Vol Va | A | hwm | Coo |K,| CV?

c?® | cm? | cn? | um 914 1
mL

20,0| 20,0| 15,7| 30,0| 100,0| 1,0 || 0,5

18 - - . . .
16
14
12
10

Konzentration in ng / mL

SO N b~ O

0 10 20 30 40 50 60
Zeit in Stunden

Abbildung 4.10:Vergleich der Konzentrationszeitverlaufe des invitro Experiments mit PCB 28
bei hoher und niedriger Intensitat. Die Standardabweichung ergibt sich aus der Mehrfachbe-
stimmung der Probenwerte je Zeitpunkt.
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Tabelle 4.8 Vergleich der Parameteranpassungen mit dem Diffusionsmodell der Diffusionsex-
perimente mit PCBs. Mittelwert aller Experimente, jeder Datensatz wurde einzeln angepalit,
davon der Median, Mittelwert und die Standardabweichung der Parameter. 1-6: Anpassung
aller Daten mit einer Modellfunktion. g: gleichzeitig Anpassung der hohen und niedrigen In-

tensitat.
hm | Cao K,, Dy, | kpe || ke MTT | CV?
am |8 gm | ¢m ) cm h 1
mL h h h

PCB 28
hohe Intensitat
Mittelwert 32,9 1690 | 0,88 | 0,51 4,4410° | 4,4 0,52
Median 32,9 1638 | 0,72 | 0,54 3,8010° | 4,1 0,52
Standardabw, 0,5 80 0,15| 0,04 6,1210* | 0,3 < 0,01
1-69g 99,4 | 1410 | 1,20| 0,43| 5,6210° | 4,8 0,53
| niedrige Intensitat
7+8¢ 99,4 || 1410 | 1,20| 0,21 5,6210° | 9,8 0,53
Mittelwert 30,7 2098 | 0,77 (0,30 5,4110° | 7,5 0,51
Standardabw, 0,4 185 0,10| 0,02 1,9110° | 0,4 < 0,01
PCB 52
hohe Intensitéat
Mittelwert 3414 | 0,30|0,69| 3,1710° | 3,5 0,51
Median 3182 | 0,35|0,76| 3,1910° | 3,1 0,51
Standardabw 309 0,05| 0,06 6,4510* | 0,3 < 0,01
1-69g 112,8| 2596 | 0,50 | 1,05 4,2910° | 2,1 0,51
| niedrige Intensitat
7+8g 112,8/ 2596 | 0,50 | 0,26 || 4,2910° | 8,6 0,51
Mittelwert 4142 | 0,55|0,4 || 7,0510° | 5,9 0,50
Standardabw 232 0,18 0,01 1,9010° | 0,1 < 0,01
PCB 101
hohe Intensitéat
Mittelwert 10907| 0,84 | 0,57 || 2,6210° | 4,7 0,50
Median 10155| 0,69 | 0,60 1,9510° | 4,2 0,50
Standardabw, 1159 | 0,29 | 0,06 9,3710° | 0,5 < 0,01
1-69g 10000| 0,17 | 0,36 5,6710° | 6,9 0,50
| niedrige Intensitat
7+8¢ 10000/ 0,17 | 0,15 5,6710° | 16,2 | 0,50
Mittelwert 15590| 0,26 | 0,20 1,3410° | 19,4 | 0,50
Standardabw 417 |0,18|0,08( 9,3410° | 8,1 < 0,01
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Tabelle 4.9Vergleich der Parameteranpassungen mit der inveggerss—Funktion der Diffu-
sionsexperimente mit PCBs. Mittelwert aller Experimente, jeder Datensatz wurde einzeln an-
gepalit, davon der Median, Mittelwert und die Standardabweichung der Parameter. 1-6: Anpas-
sung aller Daten mit einer Modellfunktion. g: gleichzeitig Anpassung der hohen und niedrigen

Intensitat.

Ergebnis der Diffusionsexperimente mit PCBs, ausgewertet mit der IGkum.

| | PCB28 | PCB52 PCB 101 |
| hohe Intensitat |
MTT F MTT F MTT F
h h h
Mittelwert 7,8 0,18 5,6 0,11 | 11,8 | 0,05
Median 7,9 0,17 | 51 0,11 | 7,7 0,05
Standardabw, 0,6 | 0,003| 0,6 | 0.005| 4,2 | 0,005
1-6 \ 4.6 \ 0,14\ 4.6 \ 0,09\ 3,7 \ 0,02
niedrige Intensitat
7+8g 7,1 0,14 | 10,8 | 0,09 | 13,3 | 0,02
Mittelwert 9,3 0,16 | 6,7 0,09 | 125 | 0,03
Standardabw, 0,1 | 0,004| 0,3 | 0,004| 1,8 | 0,004
16 T T T T T
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Abbildung 4.11Vergleich der Konzentrationszeitverlaufe des invitro Experiments mit PCB 52
bei hoher und niedriger Intensitat. Die Standardabweichung ergibt sich aus der Mehrfachbe-

Zeit in Stunden

stimmung der Probenwerte je Zeitpunkt.
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Abbildung 4.12Mergleich der Konzentrationszeitverlaufe des invitro Experiments mit PCB 101
bei hoher und niedriger Intensitat. Die Standardabweichung ergibt sich aus der Mehrfachbe-

stimmung der Probenwerte je Zeitpunkt.

Tabelle 4.101—Test der einzelnen Parameter des Diffusionsmodells zwischen den verschiede-
nen Randbedingungen und den verschiedenen PCB. Ein p<3\M@/®5 wird als signifikant
betrachtet. Die sich signifikant unterscheidenden Parameter siridgekennzeichnet.

t—Test zwischen den verschiedenen Versuchen mit unterschie
lichem Chlorierungsgrad

d-

Kn | Dw | K¢ | k¥ | MTT [ CV?

hohe Intensitat

m

28 vs. 52 | 0,003 | 0,014 | 0,032 || 0,224| 0,101 0,002
28 vs. 101| 0,00 | 0,906 | 0,437 | 0,088| 0,664 | <0,00T
52 vs. 101| 0,001 | 0,152 | 0,206 | 0,075| 0,115 0,025
niedrige Intensitat

28vs.52 | 0,044 | 0,540 | 0,112 | 0,665| 0,205 0,016
28 vs. 101| 0,01 | 0,251 | 0,541 | 0,656/ 0,489 0,017
52 vs. 101, 0,009 | 0,500 | 0,324 | 0,719| 0,448 0,293
t—Test zwischen den verschiedenen Versuchen mit gleiche
Chlorierungsgrad und unterschiedlicher Intensitat

28 0,345 | 0,622 | 0,005 | 0,667 | 0,060 0,363
52 0,208 | 0,507 | 0,005 | 0,375| 0,00 | 0,032
101 0,016 | 0,216 | 0,124 | 0,502| 0,422 0,205
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Vergleich der Datenreihen

Als erstes werden die experimentell erhaltenen Daten des PCB 28 Kongeners durch eine mul-
tivariante Varianzanalyse fur MelRRwertwiederholungen (repeat = 7) beurteilt. Sie zeigt beim
Vergleich der Gruppen zwischen den innen und aul3en liegenden Kammern bei hoher Inten-
sitdt keinen Unterschied (p = 0,958). Der Versuch mit niedriger Intensitat unterscheidet sich
zwar von dem mit hoher Intensitét im Anstieg der Kurve mit 0,073. Jedoch kann keine
Signifikanz festgestellt werden.

Vergleich der Parameteranpassungen

Die Resultate der Parameteranpassung mit dem Diffusionsmodell belegen einen signifikanten
Unterschied der Permeabilité}® der ungerthrten Schicht fur die PCB Kongenere 28 und 52
zwischen niedriger und hoher Intensitat, wenn die Parameter der Experimente jeweils fur sich
geschatzt werden. Werden jeweils die Daten der Experimente mit hoher und mit niedriger In-
tensitat zusammengefal3t und erneut unter der Annahme, daf3 die Diffusionskohstauntd
Partitionskoeffizient<,, fir hohe und niedrige Intensitét gleich sind, geschéatzt (Tadefge-

weils die Zeilen 1-6g und 7+8g), sind die Permeabilitatskoeffiziehfgnund k¢, sowie die
mittleren Transitzeiten signifikant unterschiedlich. Dies zeigt sich in den disjunkten Konfiden-
zintervallen der Parametel;(;°: [0,40, 0,45],k4°2%: [0,20, 0,22],MTT3%: [4,5, 5,1 MTT?2®:

[9,3, 10,3],k,%3?: [0,97, 1,12],k3°>2: [0,25, 0,28],M T'T}?*: [2,0, 2,3] undM T'T??: [8,1, 9,0]).

Der Unterschied zwischen den innen und auf3en liegenden Kammern (Experimente 3 und
6 versus Experimente 4 und 5), den die Messung der Rittelintensitat ergab (vgl. Abschnitt
4.1.), kann nicht am Parameter der ungerthrten Schicht beobachtet werden. Eine Simulation
(Abschnitt4.1.2) mit demANIssiIMov—Modell zeigt, dal? der Unterschied zwischen den innen
und auf3en liegenden Kammern nicht bestimmt werden kann (vgl. T&h€)leDies steht in
gutem Einklang mit der Auswertung in Abschittl.4

Die Daten der Versuche 3—6 werden nach dem funften bzw. zehnten Zeitpunkt in der Kon-
zentration korrigiert, da hier eine Verdiinnung der Proben fur die Arfadelgen muR. Es
werden die Proben mit niedrigere Konzentration in der gleichen Verdiinnung gemessen und
daraus ein Korrekturfaktor bestimmt.

Zwischen hoher und niedriger Intensitat wird eine Veranderung der mittleren Transitzeit
(MTT) um den Faktor 2,04 fur PCB 28, 4,01 fur PCB 52 und 2,34 fur PCB 101 ermittelt.
Die Parameterschatzung liefert einen Partitionskoeffizienten zwischen der BSA-LAsung und
der Kollodium—Membran von 1400 fur PCB 28, 2600 fur PCB 52 und 10000 fur PCB 101.
Der Diffusionskoeffizient D,,) der Membran erniedrigt sich um den Faktor ein Drittel von
den niedrig chlorierten PCBs zu den hoch chlorierten PCBs, was einer schnelleren Passage der
Membran entspricht. In Tabellk 10sind die Signifikanzen des Unterschieds zwischen hoher

1Es wird bei einer anderen Aufldsung gemessen.
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und niedriger Intensitat enthalten. Es zeigen sich nur signifikante Unterschiede in den Parame-
tern MTT und k;°. Die restlichen Parameter durfen sich bei einer Anderung der Ruttelinten-
sitat nicht unterscheiden. Die Annahme, daf3 durch die Ruttelintensitat also nur die ungerihrte
Schicht beeinflul3t wird, ist damit bestatigt.

Die Anpassung der Daten mit der kumulativen inver&awss-Funktion (Gleichun¢3.86)
liefert sehr stark variierende Ergebnisse. Die mittlere Transifizditl’ ist sowohl mit der Ver-
fugbarkeit I’ als auch mit der relativen Dispersi@il’? korreliert. Die hohe Korrelation der
Parameter der kumulativen invers@éauss—-Funktion ist auch sehr gut in der Sensitivitatsana-
lyse (vgl. Abb.4.20) zu sehen.

Die beste Schatzung gelingt bei der gleichzeitigen Anpassung mit hoher und niedriger In-
tensitat. Hier stimmen die berechneten Werte ©HEFT auch gut mit dem Diffusionsmodell
(Gleichung3.83) uberein. Bei den einzelnen Schatzungen wird der Parametér das Kon-
gener 28 zu hoch geschatzt, legt man zugrunde, dal3 die steady—state Konzentration erreicht
ist. Entsprechend wird auch didTT héher geschatzt. Fur die Kongenere 52 und 101 Wird
zu gering geschatzt, so dal3 di€l"T" kleiner ausfallt. Ist der steady—state Zustand im Experi-
ment jedoch erreicht oder der Wert der Verfugbarkeit aus einer anderen Quelle vorhanden, 143t
sich mit der kumulativen inverseBAUSs-Funktion eine sehr gute und einfache Anpassung
vornehmen.

4.1.5 Diffusionsexperimente mit Diclofenac

Es werden drei verschiedene Gruppen von Diffusionsexperimenten durchgefihrt. Sie unter-
scheiden sich in der Zusammensetzung der Losungen, die alle als Grundlage den Puffer nach
GREEN haben. Die erste Losung, BSA flinfprozentig, entspricht der Losung, die auch in den
PCB Experimenten (Abschnit 1.4 verwendet wurde. Die andere Losung enthalt Gallensalze
und bildet Mizellen (vglSchwarz, M. A.(1999).

Folgende Kombinationen werden durchgefiihrt: Donatorlésung BSA, Akzeptorlésung BSA,
Donatorlosung Mizellen, Akzeptorlésung BSA; Donatorlosung Mizellen, Akzeptorlésung Mi-
zellen. Im Folgenden werden sie durch BSA-BSA, Miz—BSA und Miz—Miz abgekiirzt.

Diffusion von Diclofenac aus einer préaparierten Membran

Um ein vereinfachtes Modell zu erreichen, werden Membranen hergestellt, die Diclofenac in
einer definierten Konzentration enthalten. Gleichzeitig werden sie als Kalibration fur die pho-
toakustischen Messungen (Kap#el.9) verwendet. Es gelang nicht, die Membranen mit einer
ausreichenden Homogenitat herzustellen, was sich durch ihr unterschiedliches Abgabeverhalten
fur Diclofenac zeigt. Diese Inhomogenitat ist sehr gut in der Mikroskopaufnahme (Abbildung
4,139 zu erkennen. In die beiden angrenzenden Kammern wurde eine unterschiedliche Menge
Diclofenac abgegeben (Ak#.14). Die Kontrolle der aufgeldsten Membranen ergab jedoch die
eingesetzte Konzentration.
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Abbildung 4.13:Aufnahme einer mit Diclofenac praparierten Membran. Die Menge des in die
Membran gegebenen Diclofenacs entspricht einer Ausgangskonzentratiof‘vagymL. Die
Aufnahme ist bei 10—facher Vergrof3erung erstellt.

Konzentration in ng / mL

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit in Stunden

Abbildung 4.14:Konzentrationszeitkurven in den beiden Kammerhélften bei Diffusion aus der
mit Diclofenac praparierten Membran
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Invitro Experimente mit Diclofenac

Die Auswertung der invitro Experimente mit Diclofenac erfolgte mit den Kompartimentmo-
dellen (Gl.3.44bzw.3.48), der inverserGAUss-Funktion (GI:3.86) und dem Diffusionsmo-

dell (GI.3.79. Parameter, die nicht geschétzt werden, sind in Tadel@ zusammengestellt.

Die Schatzung der Parameter erfolgte jeweils mit den Daten von Donator und Akzeptor. Fur
die Kompartiment—Modelle (Experimente BSA-BSA und Miz—Miz) wurden die Transferkon-
stanten der Membrah,, und die Ausgangskonzentrati@ry, mit dem maximum-likelihood
Verfahren geschatzt (Tabelel?). Bei den Miz—BSA Experimenten wurden die Transferkon-
stanten der Membrah,, und die Freisetzung aus dem BSA-Kompartimengeschatzt. Die
Aufnahme in das BSA-Kompartiment wird auf den konstanten Wert 100 gesetzt. Die in-
verse GAUSs-Funktion wurde unter der Annahn@él’? = 1 mit dem least-square Verfahren
geschatzt. Fur die BSA-BSA Experimente wird zuséatzlich auf Grund des symmetrischen Auf-
baues eine Verfugbarkelt = 0,5 angenommen (Tabekel3). Die Ergebnisse des Diffusions-
modells sind in Tabelld.14zusammengestellt. Die Ausgangskonzentrafig)) die Partitions-
koeffizientenk ,, K,,, die Diffusionskonstante der Membran und der Permeabilitatskoeffizien
der ungeruhrten Schicltf® werden geschatzt. Die Abbildungdrls, 4.16und4.17zeigen

Tabelle 4.11Parameter der Experimente mit Diclofenac, die fur die Parameteranpassung mit
den mathematischen Modellen angenommen werden, falls im Text nicht anders vermerkt.

Vol Val Alhw| Cwl| K| Dn| kefovi| F

cm?® | cm?® | cn? | um ng 1 ot om
mL h h

1 1

BSA-BSA
Miz—Miz | 20,0| 20,0| 15,7| 30| 10000, 1,0 0,002| 10000 1,0| 0,5
Miz—BSA | 20,0| 20,0| 15,7 | 30| 10000| 33,0 0,002| 10000|| 1,0| 0,97

Tabelle 4.12Vergleich der mittleren Transitzelt/ 7T von Diclofenac in den drei verschiede-
nen Versuchsanordnungen. Die Auswertung erfolgt flr die symmetrischen Anordnungen mit
einem 2—Kompartimentmodell, fir den Fall Mizelle-BSA mit einem 3—Kompartimentmodell.

BSA-BSA Miz—BSA Miz—Miz
Cao k| MTT k| MTT Cao k| MTT
L IS RS S RS - T
mL h h mL h

Mittelwert 10548| 0,0043| 130 0,27 3,7 || 9885| 0,059 8,6
Standardabw, 1241| 0,0018 41 0,08 1,4 | 488| 0,008 1,0
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Tabelle 4.13Vergleich der mittleren Transitzeit/7T von Diclofenac in den drei verschie-
denen Versuchsanordnungen. Die Auswertung erfolgt mit der kumulativen invérsess—

Funktion.
BSA-BSA Miz—BSA Miz—Miz
Cop | MTT Capo | MTT F Cyp | MTT F
n9 h| 9 hf 1) M h| 1
mL mL mL
Mittelwert 10433 120 10171 3,81 0,97 || 9683 8,5| 0,49
Standardabw. 1180 34| 1050 1,3/ 0,01| 482 1,1 0,02

exemplarisch die experimentellen Daten und den Graphen des Diffusionsmodells, der mit den
geschatzten Parametern berechnet ist, in den drei verschiedenen Versuchsanordnungen.

Tabelle 4.14Vergleich der Experimente mit Diclofenac, ausgewertet mit dem Diffusionsmodell

K, | Km | Dpn |k | ks MTT | CV?
1 |1 omt jom jom oy 1
h h h

BSA-BSA
Mittelwert 0,0074| 0,0025 0,0055| 130,6 | 1,00
Standardabweichung 0,0029| 0,0013 0,0024| 42,9 | <0,01
Miz—BSA
Mittelwert 33,1| 0,7 0,0017| 11004 0,4 3,7 1,00
Standardabweichung3,7 | 0,1 0,0009| 2847 | 0,1 11 <0,01
Miz—Miz
Mittelwert 0,96 0,11 8755 | 0,076 | 8,3 1,00
Standardabweichung0,09 || 0,01 1860 || 0,008 | 0,6 <0,01

4.1.6 Auswertung der Experimente mit Diclofenac

Vereinfachtes Diffusionsexperiment

Die Vereinfachung des Experiments, den Wirkstoff in die Membran einzubringen, ist fir polare
Pharmaka wie Diclofenac nicht zuléssig, denn, wie in Abbilddrig:zu erkennen ist, erfolgt

die Diffusion aus der Membran in das Medium nicht symmetrisch, wie es bei einer homogenen
Membran der Fall sein muf3. Diese Inhomogenitaten sind gut im Mikroskopbild zu erkennen
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Abbildung 4.15:Konzentrationszeitkurven in Donator und Akzeptor unter der Randbedingung
BSA = BSA.
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Abbildung 4.16:Konzentrationszeitkurven in Donator und Akzeptor unter der Randbedingung
Miz = BSA.
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Abbildung 4.17:Konzentrationszeitkurven in Donator und Akzeptor unter der Randbedingung
Miz = Miz.

(Abb.4.13. Es kann ausgeschlossen werden, daf3 ein Teil des Diclofenacs bei der Herstellung
der Membranen bereits verloren gegangen ist, da bei der Analyse einer nicht im Versuch ver-
wendeten Membran, im Rahmen der Mel3genauigkeit, die eingesetzte Menge des Pharmakons
wiedergefunden wurde.

Diffusion von Diclofenac durch Dodekanol-Kollodium—Membranen

Die mittlere TransitzeitV 7T und die Ausgangskonzentration lassen sich mit allen drei ver-
wendeten mathematischen Modellen bestimmen. Ein paarweise durchgefiihter t—Test zwischen
den verschiedenen mathematischen Modellen ergibt Irrtumswahrscheinlichieiten, 05,

d. h mit jedem Modell lassen sich diese Parameter der Versuchsanordnung in gleicher Qualitat
bestimmen. Das Diffusionsmodell bietet zuséatzlich jedoch die Moglichkeit, auch die Diffusi-
onskonstante der Membrdn,, flr Diclofenac zu berechnen.

Damit die Auswertung mit der inversé€bauss—Funktion durchgefuhrt werden kann, muf3
als Randbedingung das Intervall fir die relative Dispersidff bekannt sein.

Ein Unterschied in der ungerihrten Schicht konnte fur Diclofenac nicht festgestellt wer-
den. Die Permeabilitat der Membragf ist mindestens funf Groenordnungen kleiner als die
Permeabilitat der ungerthrten Schidtt, woraus folgt, daf3 die Membran die geschwindig-
keitsbestimmende Schicht ist.
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4.1.7 \ergleich der Diffusion von PCB und Diclofenac

Die Diffusion des Diclofenacs unterscheidet sich wesentlich von der der PCBs. Das polare
und sehr stark an das BSA gebundene Diclofenac kann in diesen Experimenten mit einem
1-Schichtsystem beschrieben werden. Die ungerihrte Schicht vor der Membran stellt fiir hy-
drophile Diclofenac keine zusatzliche Barriere dar. Fur die extrem lipophilen PCB—Kongenere
bildet die ungertuhrte Schicht die die Diffusion bestimmende Schicht, wie der Unterschied zwi-
schen hoher und niedriger Rittelintensitat gezeigt hat.

4.1.8 Invivo Pilotexperimente mit PCB

An Kaninchen (Rasse: Weil3e Neuseelander (NZW)) wird der Konzentrationszeitverlauf im
Blutplasma fur die PCB—Kongenere 28 und 101 bestimmt. Die Experimente werden in glei-
cher Weise durchgefuhrt wie b&uhlmann, O. u. a(2000. Dafir wurde demselben Kanin-
chen jeweils einmal die PCB in Mizelle mit Olivendl und Wasser mit Olivendl im Abstand von

3 Wochen appliziert. Es zeigt sich kein Unterschied in der oralen Aufnahme der PCB zwischen
Mizelle mit Olivendl und in Wasser mit Olivenél. Die Auswertung der invivo Konzentrati-
onszeitkurven (Abk4.18und4.19 erfolgt numerisch. Es wurde ein Algorithmus nderves
(1992&bjc) fur die Extrapolation des Konzentrationszeitverlaufs nach unendlich verwendet. Fur
die ersten beiden Experimente wurden die letzten 7 Datenpunkte und fir das dritte die letzen 3
Datenpunkte fir die Extrapolation verwendet. Danach wurde eine numerische Integration der
Kurven vorgenommen. Die Ergebnisse der Parameterbestimmuntfar, M RT, CV? und

CLIF sind in Tabelled.15aufgefuhrt.

Schon die wenigen Experimente zeigen grol3e Abweichungen sowohl zwischen den beiden
PCB-Kongeneren als auch zwischen den Experimenten. Eine dhnlich grof3e Streuung weisen
auch die Experimente mit Diclofenac b€uhimann, O. u.a(2000) auf. Aus den in dieser
Arbeit vorgestellten Daten lai3t sich ableiten, dafd aus der Plasmakonzentration nicht auf das
Langzeitverhalten der PCB, insbesondere die Anreicherung im Gewebe der Kaninchen, ge-
schlossen werden kann. Die hohen intra—individuellen Abweichungen fihrten zum Abbruch
der Versuche.

4.1.9 Bestimmung des Substanzgehalts unter Anwendung des photoaku-
stischen Effektes

Die photoakustische Spektroskopie zeichnet sich durch einen geringen Praparationsaufwand
aus (z. BBrunri (1987 undZharov, V. P. und Letokhov, V. §1986)). Mit ihr lassen sich die
Anteile messen, die bei der lichtmikroskopischen Untersuchung streuen, wie dies bei den hier
verwendeten Membranen der Fall ist.
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Tabelle 4.15Die ersten drei Momente der invivo Experimente an Kaninchen nach oraler Gabe
der PCB—Kongenere 28 und 101. Diese wurden in Wasser und in Olivendl geldst.

PCB 28 PCB 101

AUC | MRT | CV? | CLIF AUC | MRT | CV? | CLIF
ng . . mL ng . . mL
—= min min — || — min min —
mL min | mL min

1| 1219500{ 4727, 19| 11,9| 4930000[ 7544| 3,0 3,0

2| 6744000 34688 1,1 2,2 | 5250054| 15154 1,9 3,8

3| 999140/ 10981 0,9| 14,6|| 1514600, 9752 1,1 9,6

Mittel | 4104889 16799, 1,3 9,6 | 4701645 10816 2,0 5,4
norm Stabw. 1,09/ 094| 0,39| 0,68 0,51 0,36| 0,48 0,66

Konzentration in ng/mL

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zeit in Stunden

Abbildung 4.18:Konzentrationszeitkurve der invivo Experimente mit PCB 28
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Abbildung 4.19Konzentrationszeitkurve der invivo Experimente mit PCB 101

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Membranen nach dem invitro Diffusions-
versuch auf den Gehalt des Pharmakons uber die photoakustische Infrarot—Spektroskopie zu
untersuchen. Als Vergleichswerte fur die untersuchten Membranen wurden zusétzlich die Spek-
tren der Bestandteile des Puffers, Diclofenac, BSA und eine Membran direkt nach der Herstel-
lung sowie eine Membran, mit der ein Blindversuch durchgefiihrt wurde, aufgenommen. Beide
Kammern der Versuchsapparatur wurden fiir den Blindversuch mit BSA—Puffer gefullt.

Die einfachsten Vergleiche zweier Spektren werden durch deren Differenz oder Quotienten
gegeben. Bereiche, die sich nach dem Bilden des Quotienten um den Faktor 1,5 unterscheiden,
wurden in die Auswertung einbezogen. Es werden keine solche Abschnitte weder fur Diclo-
fenac noch bei den PCB beobachtet. Auch der zuséatzliche Vergleich mit Membranen eines
Blindversuches enthalt keinen Bereich, der ausreichend Informationen beinhaltet.

Wegen der grof3en Anzahl verwendeter Substanzen im Versuch (Puffer, BSA, Wirstoff, Be-
standteile der Membran) ist eine Auswertung der Spektren auch nach der Bildung der Korrela-
tionsfunktion nicht moglich.

4.2 Analyse und Optimierung des experimentellen Designs

Die folgenden Abschnitte fihren die mathematische Analysemaoglichkeiten weiter aus. Am Bei-
spiel einer Analyse publizierter Daten von Bioverfligbarkeitsstudien wird gezeigt, dal? die dort
gewonnenen Ergebnisse in gleicher Qualitat auch mit weniger Datenpunkte erhalten werden
kénnen. Um die Aussagen auf eine breitere Datenbasis zu stellen, folgen noch zwei Studien
mit simulierten Daten, die auf den Daten der invivo Bioverfigbarkeitsstudie beruhen. Die erste
Simulation untersucht den Einflu3 eines MeRwertfehlers auf die zuvor aufgestellte These. Die
zweite beinhaltet eine zusatzliche Variation der pharmakokinetischen Parameter.
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4.2.1 Bioverfugbarkeitsstudie

Die erste Untersuchung wurde viwbtsch, J. u. a(1999 durchgefihrt. In der Studie wurde
Morphin sowohl i. v. als auch p. 0. an sechs gesunden Probanden appliziert. Die Anpassung der
Parameter des Dispositionssystems (i. v. Daten) erfolgt mit einer bi—exponentiellen Funktion
(GI.3.87mit n = 2). Die p. 0. Daten werden durch ein serielles System, das sich aus dem
Dispositionssystem, das mit einer invers8auss—Funktion (GI.3.88 mit n = 2) gefaltet
ist, zusammensetzt, beschrieben. Die Sensitivitatsanalyse zeigt, dal’ innerhalb der ersten zwei
Funftel der LAnge des Zeitintervalls, bereits alle Information in Bezug auf das orale System
enthalten ist (Ergebnisse nicht gesondert aufgefiihrt, weil sie den folgenden entsprechen).

Die zweite hier betrachtete Studie analysiert die DaterVieiss(199€). Sie enthélt Da-
ten von 10 Probanden, die wiederum ein Praparat, welches nicht néher bezeichnet ist, sowohl
i. v. als auch p. o. erhielten. Mit Hilfe der generalisierten Parameter—Information—Sensitivitaten
(GI.13.96) wird der Bereich des Sampling Schemas ermittelt (vgl. AbB(), der fur die Pa-
rameterschatzung des oralen Systems noétig ist, wenn fur den Probanden auch i. v. Daten vor-
liegen. Es sind die Zeitintervalle, in denen der Betrag der Funktionswerte der generalisierten
Parameter—Informations—Sensitivitdten nicht in der Nahe von 1 liegen, also das Zeitintervall
0 min bis 800 min. Die Parameter der i. v. Daten und die der oralen Daten werden getrennt
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Abbildung 4.20:Vergleich der ,generalisierten Parameter—Informations—Sensitivitaten“ eines
Datensatzes mit vollem und mit verkirztem Sampling Schema. Die Kurven, die mit I ge-
kennzeichnet sind, beziehen sich auf das lange Sampling Schema (bis 1920 min), die mit ,k*
bezeichneten geben die Analyse der Daten bis 720 min wieder.

geschatzt, wie dies auch in der vorliegenden Studie der Fall ist. Als Funktion fur die oralen
Daten dient die invers&Auss—Funktion, die mit einer tri-exponentielle Funktion (3188

mit n = 3) gefaltet ist (Abb4.21). Die Anpassung der Parameter erfolgte mit dem Programm
Scientist vorMicroMath ResearchDas Dispositionssystem wird durch eine tri—exponentiellen
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Funktion (GI.3.87mit n = 3) repréasentiert. Die geschatzten Parameter des Dispositionssystems
werden als feste Parameter in die orale Funktion eingesetzt. Die Parameter des oralen Versuchs
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p.o. 100
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Abbildung 4.21:Morphin Konzentrationszeitverlauf eines Probanden nach i. v. und oraler Ap-
plikation . Die i. v. Daten sind halblogarithmisch aufgetragen (linke Abszisse), die p. 0. Daten
sind linear dargestellt (rechte Abszisse).

werden zunachst mit dem vollen Sampling Schema angepal3t. Mit einer weiteren Schatzung, die
von den gleichen Startwerten erfolgte, werden die Parameter der Daten bis zum Zeitpunkt 720
min angepalit, dem letzten Mel3zeitpunkt, der im oben bestimmten Intervall liegt. Der Vergleich
der Parameter erfolgt nach der in Abschi@il.5 beschriebenen Methode des prozentualen
mittleren Fehlers (Y%oME und %RMSE). Die Berechnung der %ME und %RMSE der Parame-
teranpassung mit dem verkurzten Sampling Schemas erfolgt mit dem Mittefivert() des
jeweiligen Parameters des ursprunglichen Sampling Schema. Der Unterschied in der durch-
schnittlichen Anpassung betragt weniger als 3 % (vgl. #abf). Dieses Ergebnis bedeutet,

dal3 der Fehler, der duch die Verkiirzung des Sampling Schemas entsteht, kleiner ist als ein tb-
licher Mel3fehler. Um die Aussage auf eine breitere Basis zu stellen, werden die Ergebnisse fir
die folgenden Simulationsstudien (Al#s2.2und4.2.3 als Ausgangsparameter der mathema-
tischen Modelle verwendet. Die Ergebnisse der Simulationsstudien gelten in aquivalenter Form
auch fur die hier vorliegenden Daten.

4.2.2 Simulationsstudie 1

Die Erweiterung des Programm®APT 2.3 (D’Argenio, D.Z. und Schumitzky, A(1979)
durchSchalla, M. und Weiss, M1999 um die numerische inverdeaPLACE—-Transformation
ermoglicht eine weitere theoretische Studie dieser Problematik an simulierten Datensatzen.
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Tabelle 4.16Mergleich der Anpassung von realen Daten des Dispositions— und des oralen Sy-
stems mit vollem und verkirztem Sampling Schema mit einem tri—exponentiellen Dispositi-
tonssystem. Das orale System wurde mit einer inve@anss—-Funktion, die mit den Disposi-
tionssystem gefaltet ist, angepatZ'7T": mittlere Transitzeit{'V'? Varianz, I’ Bioverfligbarkeit

1920 min 720 min

MTT |CV?*| F || MTT |CV?*| F
Parameter
in min 1 1 min 1 1
Mittelwert 203| 0,51 0,58 199| 0,49| 0,57
Median 194| 0,59]| 0,54 194 | 0,56| 0,54
Standardabw, 54| 0,21 0,09 49| 0,19 0,08
%ME
in % % % % % %
Mittelwert -2 -3 -1
Median -5 11 -6
Standardabw, 24 38| 14
%RMSE
Mittelwert 21 34| 13 20 30| 12
Median 24 35| 10 22 26| 10
Standardabw 15 19 8 12 21 6
Gute 21,75 18,24

Eine MONTECARLO Simulation erfolgt mit 1000 Datensétzen, wobei die Populationssimu-
lationsfunktion des Programme®APT 2.4 verwendet wird. Die flr die Simulation bendtigte
Varianz ist durch Gleichund.S mit ¢ = 0, 1 beschrieben. Die Funktiofi(t) ist fur das Dispo-
sitionssystem GB.87mit n = 3 und fir das orale System (.88 Der Fehler der so erzeugten
Daten entspricht einer typischen Mel3werttoleranz von invivo Daten.

Var(t) = (o f(t))? (4.9)

Die Parameter der Datensatze werden automatiscamaibT geschéatzt. Dies wird mit einem
Stapelverarbeitungsskript (in der Programmiersprache awk) bewerkstelligt, welzkes die
notigen Tastatureingaben liefert. Die Ergebnisse der Parameterschatzungen wurden exempla-
risch Gberprift. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die Datensatze, deren Parameter aus den
Ublichen Wertstreubreite herausfielen, gelegt.

Die Parameteranpassungen erfolgen auf acht verschiedene Weisen, daraus ergaben sich
8000 Parameterdatensétze, die berurteilt werden mussen. Als Kriterium einer fehlgeschlage-



4.2. Analyse und Optimierung des experimentellen Designs 69

nen Schatzung wird die AUgherangezogen. Ist der Wert, verglichen mit den der Simulation
zugrunde liegenden, zweifach Uberhoht, wird der Parametersatz als Ausreil3er gewertet. Dies
ist fir Daten, die so erzeugt werden, zulassig, da eine ungunstige Kombination der generierten
Fehler vorliegen kann. Beispielsweise entstand fur die ersten Zeitpunkte ein negativer Wert fur
die Abweichung vom fehlerfreien Wert, im Tailpart sind die Fehler nur positiv. Dies fuhrt zu
einer Uberproportionalen Verlangerung déiR1. In solchen Fallen 1a3t sich das Dispositi-
onssystem nicht schatzen.

Nach diesen Prinzipien konnten zumindest 729 Datensatze ausgewertet worden. Es wurde
immer die maximale Anzahl der Datensatze verwendet. Bei der gleichzeitigen Schatzung aller
Datenpunkte gehen mehr Datensétze in die Auswertung ein, da sich aufgrund der zusétzlichen
Information in den oralen Daten auch das Dispositionssystem in kritischen Fallen anpassen liel3.

Folgende Arten (Tal®.17) der Auswertung des Dispositions— und oralen Systems werden
durchgefuhrt:

1. Schatzung der Parameter aller Dispositionsdatensétze mit je einer tri-exponentiellen Funk-
tion. Diese Werte bilden den Ausgang fur alle sequentiell ausgefuhrten Anpassungen.

2. Mit den Parametern, die in der Anpassung des Dispositionssystem (Punidi) Nir:
den zugehorigen Datensatz des Individuums ermittelt wurden, werden die Parameter des
oralen Systems durch least—-square—Minimierung geschétzt.

3. Der Mittelwert der Parameter, die sich aus der Ausgangsschatzung (PuriBtéMgeben,
wird fir das Dispositionssystem gesetzt und die Parameter der p. o. Daten werden durch
eine Anpassung mit least-square—\Verfahren ermittelt.

4. Die gemeinsame Anpassung des oralen— und des Dispositionssystems. Das bedeutet, daf}
die Parameter, die in beiden Funktionen enthalten sind, in jedem Iterationsschritt der
Berechnung denselben gemeinsamen Wert aufweisen.

e FUr das Dispositionssystem mit linearer inverser Varianz des Ergebnisfehlers®, je-
weils mit 10 % Fehlertoleranz in den Daten gewichtet.

e Fur das orale System wird keine Wichtung verwendet.

5. Die gleichzeitige Anpassung der i. v.— und p. o.—Daten mit der maximum-likelihood—
Methode.

Die AnpassungeB, |3, 4 und5werden auch mit einem verkirztem Sampling Schema durchge-
fuhrt, das anhand der Ergebnisse der Sensitivitatsanalyse bestimmt wurde. AuRer den fehlenden
Datenwerten stimmten die Datensatze tiberein, ein Datensatz ist als Beispiel in Abdildling
dargestellt. Im Unterschied zu der Auswertung in Abschhi® 1 sind hier die tasachlichen

Werte der Parameter bekannt, da sie als Startparameter der Simulation eingesetzt wurden. Es
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Tabelle 4.17Schema der durchgefuhrten Anpassungen. Die verwendeten Symbole bedeuten:
+ Parameter wird geschatzgntfallt, f: Parameter wird fest eingesetzt und aus einer vorherge-
henden Schatzung bezogen, M. f. Mittelwert aller Anpassungen wird nur fiir das Dispositions-
systems verwendet.

Disposition oral
Qq o3 Q9 (B Q3 Bs | MAT | CV? | F
1 + + + + + +
2 f f f f f
3 M.f. | M.f. | M.f. | M.f. | M.f. | M. 1.
4+5 + + + + + +

wird fur alle Parameteranpassungen untersucht, wie gut diese den gegebenen Datensatz be-
schreiben. Es folgen die Aussagen Uber die Gite der Anpassungen, fur jeden einzelnen Para-
meter mit Hilfe der Fehlermal3e %MSE und %ME. Je kleiner der mittlere quadratische Fehler
ist, um so besser ist die Anpassung. Diese Aussage kann fir jeden einzelnen Datensatz gemacht
werden. Da dann aber 8000 Parametersatze betrachtet werden mufiten, werden nur die Mittel-
werte und Mediane der Ergebnisse ausgewertet. Um ein zutreffendes Urteil Uber die Gesamtheit
der Datensétze zu fallen, missen noch Gewichtungsfaktoren bestimmt werden. Hierzu eignen
sich die normierten Standardabweichungen der Parameterwerte. Fur die endgultige Auswer-
tung wird nicht der Rang der MSE—Werte sondern der normierte RMSE-Wert verwendet. Der
Gesamtrang der Parameteranpassung ergibt sich aus Gleghiing

td
Gite= > ° @) o rasB() (4.10)
ze{MAT,CV2 F} v
Die verschiedenen Auswertungen und deren Gite sind in Tebdfzusammengestellt. Die
Ergebnisse der einzelnen Parameter erscheinen im Aifbanden Abbildunge.1,D.3und
D.5.

4.2.3 Simulationsstudie 2

Nachdem die erste Studie im vorangegangen Abschvh2td) den Einfluld der Messung auf

die Auswertung darlegt, folgt eine zweite theoretische Studie mit Daten, die Individuen dar-
stellen, d. h. jeder Datensatz erhélt eigene pharmakokinetische Parameter. Die Daten werden
wieder mit der Populationssimulationsfunktion des ProgramA®sPT generiert. Alle Para-

meter sind normal verteilt mit dem Varianzmodell (&IS). Dadurch ist sichergestellt, dal3 die
Zufallszahlen der verschiedenen Parameter untereinander nicht korrelieren. Somit sind die Pa-
rameter der Simulationen unabhangig voneinander. Je ein Datensatz setzt sich aus Werten fur
das Dispositionssystem und das orale System zusammen, wobei in dieser Versuchsreihe jedem
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Dispositionssystem genau ein orales System zugeordnet ist. Alle Datensatze erhalten zusatzlich
noch eine MeRwertungenauigkeit, mit denen auch die Daten in Absdiihidbelegt sind. Die
Parameter, die in beiden Funktionen (i. v. und oral) vorhanden sind, haben fiir jedes Datenpaar
die gleichen Werte. Auf eine Bioverflgbarkeitsstudie Ubertragen bedeutet es, dal3 1000 Proban-
den an der Studie teilnehmen, bei denen sich die individuellen pharmakokinetischen Parameter
wéhrend der Versuchsdurchfuhrung nicht &ndern. Die Auswertung ist nach dem gleichen Sche-
ma durchgefuhrt, das in Abschn#t2.2 beschrieben ist. Die Auswertungen und deren Gute
sind in Tabelled.18 zusammengestellt. Die Werte der einzelnen Parameter sind im Aithang
aufgefuhrt.

Tabelle 4.18 Auswertung der Simulationen in Studien 1 und 2. Die Anpassungsmethode mit
der niedrigsten Zahl weist die beste Schéatzung aus. In den Klammern ist die Guite der Auswer-
tung angegeben. Die Spalten, die mit ,kurz” Gberschrieben sind, geben die Auswertung wieder,
in der nur die Anpassung der reduzierten Daten einbezogen ist. Abkurzung: einzeln: jeder Da-
tensatz einzeln angepalfit; median: orale Daten mit Median der Parameter der zuvor ermittelten
Dispositionsdaten; gleichz.: beide Funktionen gleichzeitig; kurz: und verkirztes orales Samp-
ling Schema; LS: Schatzung mit kleinster Quadrate Methode; ML: Schatzung mit maximum-—
likelihood—Methode.

Studie 1 Studie 2
Mittelwert Median Mittelwert Median
kurz kurz kurz kurz

einzeln LS 7 6 5 4

(6,1) (4,7) (8.9) (7,0)
einzeln LS kurz | 8 4 8 4 8 4 8 4

(8,6) (6,2) (28,9) (19,8)
median LS 3 7 4 7

(3,0) (2,6) (9,0) (7,2)
median LS kurz | 5 2 4 2 7 3 6 3

(4,0) (3,3) (12,1) (9,0)
gleichz. LS 4 3 2 3

(3,3) (2,7) (5.8) (4,8)
gleichz. LS kurz | 6 3 5 3 6 2 5 2

(5,5) (4,4) (8,3) (6,8)
gleichz. ML 1 1 1 1

(0,2) (0,2) (3,3) (2,8)
gleichz. ML kurz| 2 1 2 1 3 1 2 1

(0,4) (0,3) (6,1) (4,5)
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4.2.4 Folgerungen aus den Bioverflgbarkeits— und Simulationsstudien

Die Ergebnisse der Sensitivitdtsanalyse, veranschaulicht in Abbildi2€yzeigen, dafd sich

das Sampling Schema auf 3/8 der Zeit (720 min) verkirzen laf3t, da zu diesem Zeitpunkt Gber
90 % der Information schon vorhanden war. Der daraus resultierende Informationsverlust ist
zu vernachlassigen, bzw. kann sogar durch eine andere Anpassung der Parameter, namlich die
gleichzeitige Schatung der Parameter fiir die i. v. und oralen Daten mit der maximum-likelihood
Methode, wiedergewonnen werden. Die Werte der generalisierten Parameter—Informations—
Sensitivitdten unterscheiden sich nur sehr wenig fiir die beiden Anordnungen (geschétzte Para-
meter und Sampling Schema). Zu beachten ist, dal3 die Sensitivitat der Verflugbaakeit bei

dem vollsténdigen Datensatz bei 720 min einen Wert im Intervall (0,9;1,1) hat. Das gleiche Er-
gebnis liefert auch die Parameterbestimmung, der beiden Simulationsstudien (AbgcRriitte
und4.2.9. Zusatzlich zeigen diese noch, wie gut die Parameter Gberhaupt geschatzt werden
kénnen, da hier die tatsachlichen Werte der Parameter bekannt sind. Eine solche Reduzierung
des Sampling Schemas ist nicht zulassig, wenn sich die Sensitivitét des Parameters so verhalt
wie der ParameteK,,, in Abbildung4.C dann ist mit einer deutlichen Verschlechterung der
Parameterschéatzung zu rechnen.

Die Ublicherweise gewahlte Analyse bei der wie in Abschhi® 1die Parameter getrennt
geschatzt werden, fihrt selbst bei langem Sampling Schema zu schlechteren Ergebnissen, als
die gemeinsame Anpassung mit verkirztem oralen Sampling Schema. Dies zeigen die unter-
schiedlichen Gutewerte in Tabelel&

Daraus ergibt sich fur die Analyse einer solchen Bioverflugbarkeitsstudie, dal3 zuerst alle
Dispositionssystemparameter bestimmt werden sollten, um die Daten einzeln anzupassen, daran
anschlie3end kann mit dem Mittelwert dieser Parameter das orale System mit einem verkirzten
Sampling Schema geschatzt werden.

Stehen von jedem Probanden beide Datensatze zur Verfiigung, ist eine gleichzeitige An-
passung der Parameter vorzuziehen, wie es sich schon hier bei den Simulationen mit aus-
schliel3lichem Ausgangsmelfehler zeigt. Liegen, wie hier im Beispiel, die Konzentrationen fur
das Dispositions— und das orale System sehr weit auseinander, so liefert die Schatzung mit
der maximum-likelihood—Methode die besseren Ergebnisse als mit der least-square—Methode;
denn man kann sowohl darauf verzichten zuvor Gewichtungsfaktor zwischen den beiden anzu-
passenden Funktionen zu suchen, als auch darauf, das Dispositionssystem selbst zu gewichten
(vgl. Weiss, M. und Geschke, [§1997). Selbst die Anpassung der Parameter der Daten mit
verkurztem oralen System ergibt mit der maximum-likelihood—Methode bessere Ergebnisse als
mit den Ubrigen Vorgehensweisen.

Weiter gilt es beachten, dal3 mit den simultanen Anpassungsmethoden alle Datensétze ge-
schatzt werden konnten. Bei der getrennten Parameterschatzung lie3en sich nur dreiviertel der
Datensatze auswerten, weil sich das Dispositionssystem nicht schatzen lie3. Dal3 die Mittel-
werte der Parameter des Dispositionssystems die urspringlichen Werte gut treffen, verwundert
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bei der groRen Anzahl der Simulationen nicht. Deshalb liefert die Anpassung des Abschnit-
tes4.2.2, die die Mittelwerte der Parameter des Dispositionssystems verwenden, auch bei den
Datensatzen, die einzeln nicht geschétzt werden kdnnen, ein Ergebnis, obgleich hier das Dis-
positionssystem nicht bestimmt werden konnte. Die Ergebnisse der Studie 2 (Ab4chejtt
entsprechen der Realitéat eher, da jedes Individuum seinen eigenen Parametersatz besitzt. Da-
durch sind — wie zu erwarten — die Ergebnisse der Mittelwertanpassung nicht mehr besser, als
jede simultane Anpassung der Daten. Auch hier schliel3t die maximum-likelihood—Schétzung
aus dem oben genannten Grund wieder besser ab.

4.3 Physiologisch basiertes Ganzkoérpersimulationsmodell in
der Toxikokinetik

Das Programm ,circulation” ermoglicht Simulationen von Plasma— bzw. Gewebekonzentrati-
onszeitkurven. Es wurde vafifeiss, M. und Geschke, 1997 eingefihrt und durcRing, A.

(2002) sowieJeschkg2000) erweitert. Das Modell basiert auf einem Kreislauf—Ansatz nach

der Systemtheorie. Jedes Organ ist darin durch eine Modellfunktion nachgebildet. Folgende
Neuerungen werden in dieser Version des Programms im Rahmen dieser Arbeit hinzugeflugt:
1. Graphische Benutzeroberflache in den Sprachen Englisch und Deutsch, 2. Wahl des zu simu-
lierenden Systems (Option -s: singlepas oder recirulation), 3. Neue Organ—Modellfunktionen
(Kompartiment und anormale Diffusion), 4. Wahl der Modellfunktion der Organe (Option -m),

5. Wahl der Inputfunktion (Option -i: Bolus, Infusion), 6. Unterstlitzung der Betriebssysteme
Windows und Linux vormals nur SUN/Solaris, 7. Konzentrationszeitkurven der einzelnen Or-
gane und resultierende Gewebemengen und 8. Wahl zwischen Permeationsoberflachenprodukt
(PS) und Plasma—zu—Gewebe—Transferrate (k).

4.3.1 Graphische Benutzeroberflache zum Programm Circulation

Die graphische Benutzeoberflache (GUI) bietet die Mdglichkeit, die Parameter der Simulation
zu verandern. Im Hauptfenster (Al.1) werden die globalen Parameter der Modells festge-
legt (Pharmakor= Ausgabedateiname, Herzminutenvolumen (CO), intrinsische Clearance der
Leber, Dosis und die Infusionszeit). Das Meni ,Datei“ ermdglicht, die geanderten Daten zu
laden und speichern. Mit dem Pulldown Meni ,Modell“ kbnnen verschiedene Kombinationen
fir Organmodellfunktionen und die Inputfunktion eingestellt werden. Es stehen die Organmo-
delle 1. Kompartiment, 2. 2—Phasen-Diffusid¥édiss, M. und Roberts, M. $1996), Abschnitt

3.7.]) und 3. anormale Diffusioreiss(1999, Abschnitt3.7.2) zur Verfligung. Die anormale
Diffusion kann fur die Organe/Gewebe nur Fettgewebe, die Organe Herz, Lunge, das Muskel—
und Fettgewebe und das Skelett oder fir alle Organe/Gewebe mit Ausnahme der Arterie und
Vene gewahlt werden. Alle Organe, die nicht mit dem anormalen Diffusionsmodell simuliert
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werden, erhalten die 2—Phasen-Diffusion als Modellfunktion. Die Ergebnisse dieser verschie-
denen Modellfunktionen werden am Beispiel von PCB 153 im AbschAt8t7 dargestellt. Die
Schaltflache ,Organdaten” und ,Sampling Schema“ 6ffnet die Fenster Organdaten und Samp-
ling Schema. Das Fenster ,Organdaten” (ABI2) erlaubt die physiologischen und pharma-
kokinetischen Parameter der einzelnen Organe zu veréandern. Das Fenster ,Sampling Schema*
(Abb./A.3) dient zur Erzeugung eines fur die Simulation benétigten Sampling Schemas. Es wird
entweder linear, quadratisch oder logarithmisch erzeugt, indem sowohl der Start— und Endzeit-
punkt als auch die Anzahl der Datenpunkte festgelegt werden. Die Schaltflache ,Simulation
beginnen* ruft das Programm circulation mit den gewéhlten Kommandozeilen Parametern auf.
Eine Beschreibung der Simulationsdurchfiihrung ist im Anb&rig2 aufgefihrt.

4.3.2 Organ—Konzentrationszeitkurven

Die Beschreibung der Konzentrationszeitkurven ist durch die Systemtheorie ermdglicht. Ahn-
lich der Analyse am isoliert perfundierten Organ, bei der als Eingangsfunktion ein Bolus oder
eine Infusion angenommen wird, wird hier der Konzentrationszeitverlauf der Arterie als Ein-
gangsfunktion fir das Organ/Gewebe verwendet (Abp2). Das Organ wird mit denselben
Parameter, die es auch in der Kreislaufsimulation angewendet werden, zusatzlich in Reihe zum
Kreislauf geschaltet. Es mul3 darauf hingewiel3en werden, daf3 die Lunge gesondert behandelt
werden mul3. Die Menge des Pharmakons im Organ ergibt sich durch die Differenz des kumu-
lativen Zuflusses und kumulativen Abflusses. In gleicher Weise kdnnen auch Metabolisierung
oder die Ausscheidung modelliert werden.

Lunge Organ |—~ Abbildung 4.22: Schema-
tische Darstellung der Be-
Rest Systen rechnung eines einzelnen
Organs

4.3.3 Voraussetzungen der Simulation

In dieser Arbeit werden Simulationen fur die Pharmaka Alfentanil, Fentanyl, Thiopental und
PCB 153 durchgefihrt. Die physiologischen, pharmakologischen und pharmakokinetischen Pa-
rameter werden atRing, A. (200]) fur die ersten drei Pharmaka tlbernommen. Exemplarisch
werden drei Untersuchungen durchgefiuhrt, die die Variabilitdt des Modells veranschaulichen.
In der Simulation werden die Pharmaka intravenos appliziert und arteriell bestimmt. Die er-
ste Untersuchung bezieht sich auf das Herzminutenvolumen (Absdi\dy. Daflir werden
Konzentrationszeitkurven fur Alfentanil, Fentanyl und Thiopental mit verschiedenen Herzmi-
nutenvolumen simuliert (Tal.19. Auch fur die Simulation mit erhéhtem Fettgewebeanteil
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(Abschniti4.3.6 wird das Herzminutenvolumen angepalit, da hierfur das Blutvolumen des Fett-
gewebes erhoht wird, sich der absolute Fluf3 durch die restlichen Organe aber nicht &ndern soll.
Der letzte Abschnitt4.3.7) dieser Simulationen befal3t sich mit extrem lipophilen Pharma-

Tabelle 4.19Herzzeitvolumina fur die Simulation mit dem Ganzkérpersimulationsprogramm

\ 50 % 100 % 150 % fett \
3267.2™M" | 6534.4™" | 9801.6™" | 6790 M
min min min min

ka. Dafur wird das Ganzkdrpersimulationsprogramm um die anormale Dispersion (Abschnitt
3.7.2) erweitert. Tabell&t.20 enthalt die globalen Parameter der einzelnen Simulationen. Die
physiologischen Daten der Organe sind in Abscl@ift.1beschrieben. Die Parameter der ein-
zelnen Organe fur Alfentanil, Fentanyl und Thiopental sind in den Absc@nli2 enthalten.

Die pharmakokinetischen Parameter fir PCB 153 folgen im nachsten Abschnitt.

Tabelle 4.20Parameter des Kreislaufsystems

Pharmakon Dosis | Infusionszeitl Leber CL
Alfentanil | 13,18 mg|  Bolus | 202,3™ME
min
mL
Fentanyl 806 9 Bolus 1042,9—
min
) mL
Thiopental | 219,8:9 Bolus 297,3mirl
mL
PCB 153 1,269 120 Tage 0,085—min

4.3.4 Parameter fur PCB 153

Fur sehr stark lipophile Substanzen wie die PCB oder Amiodaron laf3t die klassische Pharmako-
kinetik keine Aussagen mehr tUber das LangzeitverhaltelVgss, P. A. u. a(1982) geben an,

dal3 die PCB irreversibel an das Fettgewebe gebunden werden. In Amiodaron—-Langzeitversuchen
hat sich gezeigt (vgM/eiss(1999), dal’? Standardmodelle die Langzeitpharmakokinetik unzu-
reichend beschreiben. PCB ist &hnlich lipophil wie Amiodaron. Da die Literatur nicht fur alle
benétigten Parameter dieser Substanzen Werte bereitstellt, werden die entsprechenden Werte
ahnlicher Pharmaka tbernommen und fir die Simulationen zugrundegelegt. Da fur das Ganz-
korpersimulationsprogramm die Verteilungskoeffizienten und die Permeationsoberflachenpro-
dukte der Organe erforderlich sind, werden diese im Folgenden bestimmt. Die steady—state
Verteilungskoeffizienten werden na&tarham, F. M. u. a(1997) berechnet (Tab4.2]). Die
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Permeationsoberflachenprodukte werden als Naherung aus den Fentanyl Permationsoberfla-

chenprodukten bestimmt und aus den VerhaltnisBsp, ; = 25— PSk, 00, ADgeleitet.

K ; ist der Partitionskoeffizient des Gewehesu Blut fir das Ph;e;rtr?éyll(oj]

Die Clearance wird voffuey, D. B. und Matthews, H. 51980 fur 2,2’,4,4’',5,5-Brom-
biphenyl (HBB) entnommen, welches sich von PCB 153 nur durch den Substituenten Brom
unterscheidet. Sie geben eine renale Clearance 5,06 mL/h an. Sie geben auch die Gewebever-
teilungskoeffizienten fir HBB an. Diese sind den berechneten fir PCB 153 &hnlich. Die Par-
titionskoeffizienten des Brombiphyenyls sind in Tab&l21, soweit vorhanden, in der Spalte
HBB zum Vergleich angegeben. Die Parameter des anormalen Diffusionsmodelles werden flr
alle selektierten Organe auf die Wet&'2 =7, = 10,0 unda = 0, 56 gesetzt.

Ein zweiter Ansatz ist die Ubernahme aller Paramete\dess(1999. Hierzu wird das
Programm um die Mdglichkeit erweitert, die Plasma zu Gewebe Transferratevah 0 1/min
anstatt des Permationsoberflachenproduktes einzusetzten. Der Par@fviétater inversen
GAuss-Funktion wird auf 7,0 gesetzt.

Tabelle 4.21Daten des Ganzkorpermodelles fir PCB 153, berechnetPadiam, F. M. u. a.
(1997, bzw. umgerechnet aus Fentanyl. Dazu im Vergleich der Gewebe—Partitionskoeffizient
fur HBB nachTuey, D. B. und Matthews, H. §1980).

Organ | PSinmL/min| Partition Ko-| v = %

effizient

PCB | HBB
Lunge 00 17,9 16,6
Herz 00 14,3 40,8
Gehirn 00 303,0 9473,5
Niere 661| 17,9 120,1
Leber 00 17,9| 17,0 48,5
Intestine 5250| 47,4 1,0| 1345,7
Milz 149| 47,4 231,3
Pankreas 797 | 47,4 1345,5
Hoden 778 | 47,4 2912,7
Muskel 184275 14,3 5,0 536,9
Haut 4756| 47,4 56,5| 2445,2
Fett 171257| 303,0| 340,0| 15645,2
Skelett 197446, 47,4 2445,2
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4.3.5 Simulationen mit veranderten Herzminutenvolumen

Die erste Simulation, durchgefuhrt mit der 2—Phasen-Diffusion, bezieht sich auf das Herzmi-
nutenvolumen oder den Cardiac Output (in den Gleichudgéhund4.12der Parameter CO).

Eine Veranderung des Cardiac Output tritt z. B. bei Herzinsuffizienz (Erniedrigung) und Hy-
perthyreose (Erhdhung) alBgss, N. u. a(198%). Bei der simulierten Variation des Cardiac
Output ist darauf zu achten, daf3 der absolute Flul3 durch das Gehirn erhalten bleibt und der
durch die Niere nicht tGberschritten wird. Da das Programm mit relativen Flissen rechnet und
die Summer der relativen Flisse gleich bleiben und 100 % ergeben mul3, dienen das Muskel—
und das Hautgewebe als Puffer flr den verbleibenden Flul3. Die geanderten Flisse durch diese
Gewebe werden mit der Gleichuddl1berechnet.

(ACO —1) (g¢ + qn)
(qnr + qu) ) (#11)

¢ = (ACO -

In Gleichung4.11 bedeuteni: Organ Haut oder Muskel; die Indicé$, M, G und N: Haut,
Muskel, Gehirn und Niereg;: relativer Flu3 durch das-te Organ im Ausgangszustang;
relativer FIuR durch das-te Organ bei geandertem Cardiac Outph;O: relative Anderung
des Cardiac Output. IkCO < 1, wird gy = 0 gesetzt und so der maximale Flul3 durch die
Niere beachtet. Die neuen Flisse der Organe Gehirn und Niere werden nach Gl&cifiing
berechnet.

!’ q;
NTe (4.12)

Fur die Simulationen wird der Cardiac Output auf 50 % und 75 % des Standartwerts reduziert
bzw. auf 150 % erhoht. Die Pharmaka werden dabei als Bolus (Infusionszeit 0,1 min) in die
Vene appliziert und in der Arterie gemessen. Dabei werden die oben genannten Randbedingun-
gen eingehalten, d. h. der absolute Flul® durch das Gehirn bleibt gleich, der maximale absolute
Flufl3 durch die Niere wird nicht Uberschritten. Es werden nur die Versuche 50 % und 150 %
ausgewertet, da die Ergebnisse des Falles mit 75 % die gleichen Charakteristika wie der 50 %
Fall aufweist.

Die Simulationen ergeben die folgende Ergebnissen: Die Variation des Cardiac Output fuhrt
zu groBen Anderungen hinsichtlich des Zeitpunki®s,{), an dem die Maximalkonzentration
(Tab.'4.22) erreicht wird. Dagegen andert sich die mittlere Dispositionszeit deutlich weniger
(Tab.4.23. Auch im Langzeitverhalten ist die Veranderung zu erkennen. Die Pharmaka blei-
ben langer bzw. entsprechend kirzer im Korper. Das Produkt aus MDRT und Clearance, das
Verteilungsvolumenl(,,) im Gleichgewicht, ist nahezu konstant. Alle Anderungen des Vertei-
lungsvolumens sind kleiner als 1,5 % (TdR3).
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Abbildung 4.23:Vergleich der Initial- und der Langzeit—Phase des Alfentanil mit unterschied-
lichem Cardiac Output nach intravendser Bolusinjektion.
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Abbildung 4.24NMergleich der Initial- und Langzeit—-Phase von Fentanyl mit unterschiedlichem
Cardiac Output nach intravenéser Bolusinjektion.
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Tabelle 4.22Vergleich Gesamtelimination,,,q,, T5nq. UNA AU Cyj 1. (AUC des single—pass—
Systems) der Simulationen mit dem Ganzkérpermodell.

\Versuch Elimination Chnaz T o AU Cgingie
% min % min

Alfentanil
CO50% || 0,052| 183 %/| 3896| 98 % || 0,69| 203 % 3828| 195 %
CO 100 %] 0,028| 100 %| 3988| 100 % || 0,34| 100 % 1962 | 100 %
CO 150 %|| 0,019 69%| 4030| 101%| 0,23| 68 % 1320| 67 %

Fett 0,026| 93 % | 3996| 100 %| 0,32| 94 % 1814| 92 %

Fentanyl
CO50% | 0,158| 149 % | 108,6| 82% | 1,16| 227 % 207,7| 188 %
CO 100 %| 0,106| 100 % || 132,1| 100 % 0,51 | 100 % 110,3| 100 %
CO 150 %|| 0,079 75%| 146,7| 111 % 0,32 63 % 75,7 69 %
Fett 0,100| 95%| 135,0| 102 %/| 0,46| 90 % 102,5| 93 %

Thiopental
CO50% | 0,070| 178 %| 64,9| 98% | 0,69 203 % 62,54| 194 %
CO 100 %] 0,040 100 %| 66,4| 100 % | 0,34 | 100 % 32,30| 100 %
CO 150 %| 0,028 70% | 67,1 101%/| 0,23| 68 % 21,81| 68 %
Fett 0,037| 93%/| 66,6 100%| 0,32| 94 % 29,90| 93 %

1

Tabelle 4.23Vergleich der mittleren Dispositionszeit und der Clearance der Simulationsstudie
mit verandertem Cardiac—Output und erhéhtem Fettgewebe Anteil

Versuch AUC MDRT CL Vis
ng min min m_L mL
mL min
Alfentanil

CO 50 % 78154| 109 %| 344,9| 107 % | 168,8| 92% | 58207 99 %
CO 100 %| 71693| 100%| 320,9| 100%| 184,0| 100 % | 59037| 100 %
CO 150 %| 69530, 97% | 313,0| 98% | 189,7| 103 %| 59378 101 %

Fett 71194 99%/| 482,6| 150 % | 185,2| 101 % | 89394| 151 %
Fentanyl
CO 50 % 1561 | 134 % | 1065,6| 133 %| 516,2| 75 %/ 550045| 99 %

CO 100 % 1167| 100 % | 803,2| 100 % || 690,7| 100 % | 554775 100 %
CO 150 % 1036 89% | 717,3| 89% | 777,9| 113 %| 557950 101 %
Fett 1137| 97 % || 1307,7| 163 %| 709,0| 103 % | 927188| 167 %

Thiopental
CO 50 % 955,0| 113% || 580,9| 112 %/ 230,2| 89 %/ 133699 99 %
CO 100 % 847,6| 100% || 520,1| 100 % | 259,3| 100 % | 134865| 100 %
CO 150 % 811,7| 96% | 499,9| 96 % | 270,8| 104 %| 135389| 100 %
Fett 839,3| 99% || 881,5| 170%| 261,9| 101 %| 230865| 171 %
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Abbildung 4.25:Vergleich der Initial- und Langzeit—-Phase von Thiopental mit unterschiedli-
chem Cardiac Output nach intravenéser Bolusinjektion.

4.3.6 Simulationen mit verdoppeltem Fettgewebeantell

Das verdoppelte Fettgewebe wird durch das erhohte Blutvolumen des Fettgewebes abgebildet.
Der Anteil wird auf 475 mL verdoppelt, was einer Vergré3erung des gesamten Blutvolumens
von 6071 mL auf 6308 mL entspricht. Der totale Blutfluf3 wird im gleichen Verhaltnis (Blut-
volumen / Fluf3) angepaldt und um den Faktor 1,039 auf 6790 mL/min erhéht. Auch bei dieser
Simulation mit der 2—Phasen-Diffusion werden die physiologischen Randbedingungen einge-
halten.

Als Ergebnis der Simulationen ist festzuhalten: In der Initialphase sind fir alle drei Wirk-
stoffe keine Veranderungen fir die normale und die Gruppe mit hohen Anteil von Fettgewebe
(Adipositas) zu erkennen. Die maximale Konzentratigy,, ist fir alle Pharmaka als gleich
anzusehen (Tal4.22). Das gleiche gilt fur dieAUC und die Clearance. Der Zeitpunk},,.
der maximal Konzentration ist um 6 % (Alfentail, Thiopenthal) und um 10 % (Fentanyl) friiher
als bei der Kontrollgruppe (Abl#.26, 14.27 und4.28). Die Anderung in der Gesamtelimina-
tion (Tab.4.22) ist durch den erhdhten Cardiac Output erklart, da die simulierten Pharmaka
nur in der Leber abgebaut werden. Fir alle drei Pharmaka ist eine verlangerte zweite Phase er-
kennbar (Abb4.26 4.27und4.28). Wahrend dieser ist die Plasmakonzentration gegentber der
normalen Gruppe erniedrigt. Das Plateau des Rezirkulations—Peaks bei Thiopental (Abbildung
4.29) ist bei der Gruppe mit hohem Fettgewebeanteil verlangert. Die terminale Phase fir alle
drei Pharmaka fallt weniger stark. Die Anderung déiDRT ist fir alle Pharmaka durch die
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Vergrof3erung des Verteilungsvoluméns bedingt. Die Pharmaka besitzen einen grof3en Blut—
zu—Gewebepartitionskoeffizienten, so dal} sich die Volumenanderung des Fettgewebes deutlich
in dem davon abhangigen Paramdtgrzeigt.

1000 \‘ T T T T T T T
i 5000 . .
.‘\
g | |
= AN 2500 i 1
[ \. ‘\ .
c \ “ Te——
i) 100 t ‘*x\\ 0 - : ' ]
2 . — 0 2 4 6
GEJ T Zeit in Minuten
5 —
% T
normal —— o —_
10 1 ! ! ! ! ! !
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit in Stunden

Abbildung 4.26:Vergleich des Konzentrationszeitverlaufs von Alfentanil mit unterschiedli-
chem Fettgewebeanteil nach intravendser Bolusinjektion.
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Abbildung 4.27:Vergleich des Konzentrationszeitverlaufs von Fentanyl mit unterschiedlichem
Fettgewebeanteil nach intravendser Bolusinjektion.

100 E . T T T T T T T T
i ” | |
: (
) | \
£ 10} o |
2 !
c |
= ‘ -
= | I—
= K I I |
g T
E | Zeit in Minuten
5 ol T
normal ——— \\
200 % Fett L : ' ' | I

0.01
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Zeit in Stunden

Abbildung 4.28:Vergleich des Konzentrationszeitverlaufs von Thiopental mit unterschiedli-
chem Fettgewebeanteil nach intravenéser Bolusinjektion.
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4.3.7 Simulationen mit einem anormalen Diffusionsmodell

Der abschlieBende Abschnitt beschaftigt sich mit der Simulation extrem lipophiler Pharmaka.
Ein Vergleich der Organmodelle 2—Phasen-Diffusion und anormale Diffusion erfolgt am Bei-
spiel von PCB 153. Mit der anormalen Diffusion kann wahlweise nur a) das Fettgewebe, b) das
Fettgewebe, das Skelett, die Muskulatur, die Organe Herz, und Lunge oder c) das Fettgewebe,
das Skelett, das Muskelgewebe und alle Organe beschrieben werden. Alle Organe, die nicht
ausgewahlt wurden, werden mit dem 2—Phasen-Diffusionsmodell berechnet.

Als Beispiel wird eine Simulation eines Umweltunfalls durchgefiikoss (1994 berichtet
Uber einen Unfall in ,,Yu Cheng* (Taiwan), bei dem ein PCB—Gemisch aus einem defekten War-
metauscher, der bei der Reisdl-Produktion eingesetzt wird, entwich. Er gibt eine durchschnittli-
che Aufnahme der PCB von 700 bis 1840 mg bei den Betroffenen Menschen an. Die Exposition
mit den Giften betrug einige Wochen bis Monate. Direkt nach Expositionsende wurden im Blut
3 bis 1156ug/L gemessen. Sechs Monate spater betrug die durchschnittliche Konzentration im
Blut 12 bis 50ug/L.

Die Simulationen erfolgen mit zwei verschiedenen Clearance—\Werten, erstens mit der von
HBB (0,085 mL/min), und zweitens 74 mL/min. Dieser errechnet sich mit dem 2—Phasenmodell
aus dem Verhéltnis der Konzentrationswerte direkt nach Exposition und sechs Monate spéter.
Die Clearance in der Simulation wird so lange variiert, bis sich das Verhéltnis der Konzentratio-
nen zu den gleichen Zeitpunkten einstellt, Wess (1994 es beobachtete. Fir die Simulation
werden eine Dosis von 1,26 g, entsprechend einer taglichen Dosis vamgl&® kg Korper-
gewicht, Uber einen Zeitraum von 4 Monaten infundiert. Im Anschlul3 werden Simulationen
mit verschiedenen Parametersatzen vorgestellt und verglichen. Die Simulationen mit dem 2—
Phasenmodell werden mit einer Clearance von 0,085 mL/min und 74 mL/min durchgefihrt.
Die Werte der Parameter des Permeationsoberflachenproduktes und der relativen Gewebeparti-
tionskoeffizienten werden aus Tabedl21 tlbernommen. Die Rechnungen mit den anormalen
Diffusionsmodell werden sowohl mit den Parametern aus Tadelials auch mit den Para-
metern audVeiss(1999 (Abschnitt4.3.4 zweiter Ansatz) durchgefihrt.

Die Simulation ergibt: In der Initialphase nach Bolusinjektion mit dem dem 2—Phasenmo-
dell mit unterschiedlicher Clearance ist in der Plasma—Konzentration kein Unterschied im Kon-
zentrationszeitverlauf zu erkennen (ABBQ kleines Bild). Nach ca. zweieinhalb Stunden tritt
ein Rezirkulationspeak auf. Die Infusion tber vier Monate zeigt fir den Konzentrationszeitver-
lauf eine Kinetik erster Ordnung. Durch die hohe Elimination im Eall = 74 mL/min ist die
maximale Konzentration nach der Infusion etwa zweieinhalbfach erniedrigt ¢ABE).

Die zweite Simulationsanordnung variiert die eingesetzten Organmodelle. Der Vergleich
erfolgt in Bezug auf das 2—Phasenmodell mit einer Clearéhte= 74 mL/min. Alle in bei-
den Modellen vorhandenen Parmeter erhalten dieselben Werte. Aus der Simulationsanordnung
ergibt sich: Wird nur das Fettgewebe mit der anormalen Diffusion modelliert, kbnnen die Kon-
zentrationszeitverlaufe nach Bolusinjektion als identisch betrachtet werden4 Zbkleines
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Bild, die Kurve der Simulation mit dem 2—Phasenmodell wird vollstandig durch die zweite
Uberdeckt). Dieses Verhalten andert sich, werden zuséatzlich auch Herz, Muskel, Lunge und
Skelett mit der anormalen Diffusion modelliert. Der Rezirkulationspeak kann in dieser An-
ordnung nicht mehr identifiziert werden. Derselbe Sachverhalt ergibt sich, wenn alle Gewebe
durch die anormale Diffusion dargestellt werden (ABI2S kleines Bild). Die starkere Bin-

dung des Pharmakons an das Gewebe lafdt sich gut anhand der Langzeitinfusion erkennen. Je
mehr Organe durch die anormale Diffusion beschrieben werden, um so niedriger ist die erreich-
te Maximalkonzentration nach vier Monaten (Algb29. Die Kurven, bei denen mindestens

ein Gewebe mit der anormalen Diffusion modelliert wird, zeigen ein rasches Abklingen, wel-
ches in eine terminale Phase mit geringer Steigung Ubergeht. Selbst nach 10 Jahren zeigen diese
Modelle noch eine meRRbare Konzentration und entsprechen damit den Berichten in der Literatur

Da mit den bisher gezeigten Simulationen die Daten nicht zufriedenstellend beschrieben
werden konnen, folgen exemplarisch noch Simulationen mit einen geanderten Parametersatz
(zweiter Ansatz). Die langsamere Verteilung der PCB in das Gewebe, bedingt durch das klei-
nerek, fuhrt in der Initialphase nach Bolusinjektion zu einer mehr als zehnfachen Anfangskon-
zentration (Abb4.3], kleines Bild). Mit diesen Parametern ist die Maximalkonzentration nach
Langzeitinfusion nur durch die Clearance bestimmt. Die Terminalephase ist weiterhin durch die
unterschiedlichen Organmodelle bestimmt (A®131). Die schwachere Bindung an das Gewe-
be fuhrt auch zu einer mehr als hundertfachen Erniedrigung der Konzentration im Plasma.

Mit dem hier vorgestellten anormalen Diffusionsmodell wird die Mdglichkeit er6ffnet, Phar-
maka mit einer extrem hohen Lipophilie zu beschreiben. Ein geeigneter Parametersatz fir PCB
153 konnte allerdings nicht bereitgestellt werden, da die Datengrundlage hierftr nicht ausreich-
te. Zum einen lagen die Konzentrationswerte nur kummulativ mit einer sehr grof3en Streubreite
vor (vgl.Koss(1994)), zum anderen wird davon ausgegangen, daf? alle PCB Kongenere eine un-
terschiedliche Clearance besitzen. Dies wird durch die Tatsache untermauert, daf3 fur einzelne
Kongenere unterschiedliche Abbaupfade vorhanden sind. Um einen geeigneten Parametersatz
bereitstellen zu kénnen, missen zumindest Konzentrations—Zeitwerte nach einzelnen Konge-
neren verfugbar sein.
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Abbildung 4.29:Vergleich der Simulationen fir PCB 153 mit verschiedenen Organfunktionen
und einer Clearance CL = 74 mL/min bei einer Infusion tUber vier Monate. Die Parameter fir die
Simulation sind aus Tabelk21 enthommen. Es bedeutdg: alle Organe werden mit der 2—
Phasenmodell berechnet (ist identisch mit A®ROCL = 74);f: wie ig, aber das Fettgewebe

wird mit durch die anormale Diffusion ermittelty: wie ig, aber Fett, Herz, Muskel, Lunge

und Skelett werden mit dem anormalen Diffusions—Modell simuli@rglle Organe werden
durch die anormale Diffusion bestimmt. Die Maximalkonzentration der Simulationen, die mit
der anormalen Diffusion gerechnet werden, ist am Ende der Infusion durch den sehr schnellen
Ubergang in das Gewebe bestimmt, je mehr Organe mit der anormalen Diffusion gerechnet
werden, um so niedriger ist Konzentration.

Kleines Bild: Simulation einer Bolusinjektion mit den gleichen Parametern.
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Abbildung 4.30:Vergleich der Simulationen fir PCB 153 mit dem 2—Phasenmodell mit unter-
schiedlicher Clearance und einer Infusion Uber 4 Monate. Es wird mit einer Clearance von CL =
0,085 mL/min und CL = 74 mL/min gerechnet. Die hohe Clearance bewirkt eine sehr schnelle
Elimination aus dem Systm. Mit der niedrigen Clearance, wie sie sich von HBB herleitet, wird
das PCB nachezu nicht eliminiert.

Kleines Bild: Simulation einer Bolusinjektion mit den gleichen Parametern.
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Abbildung 4.31:Vergleich der Simulationen fur PCB 153 mit verschiedenen Organfunktionen
und einer Clearance CL = 74 mL/min bei einer Infusion Uber vier Monate. Es werden diesel-
ben Simulationen wie in Ablt.29durchgefihrt, jedoch werden die Parameter der anormalen
Diffusion ausWeiss$(1999 ibernommen.

Kleines Bild: Simulation einer Bolusinjektion mit den gleichen Parametern.



Kapitel 5
Zusammenfassender Ausblick der Arbeit

Die drei Schwerpunkte (invitro Experimente mit PCB und Diclofenac, Optimierung des ex-
perimentellen Designs und Ganzkérpersimulationsprogramm) der Arbeit zeigen, wie die ma-
thematische Modellierung die Auswertung pharmakokinetischer Experimente unterstitzt. Der
erste Teil (Abschnité.1) beinhaltet die Beschreibung pharmakokinetischer invitro und invivo
Experimente mit PCB und Diclofenac mittels mathematischer Modelle. Im Vorfeld der invitro
Diffusionsexperimente wird das Versuchsdesign durch die Sensitivitatsanalyse optimiert. Die
mechanischen Randbedingungen der invitro Versuchsanordnung sowie deren Einflu auf die
anschlieRende Schéatzbarkeit der Parameter werden analysiert und bewertet. Als Abschluf3 der
Vorexperimente wird der Aquilibrierungszeitraum fiir die eingesetzten PCB Kongenere in einer
5 %igen BSA walirigen Losung bestimmt. Die Experimente mit Diclofenac werden zusatzlich
mit einer mizellaren walrigen Losung durchgefihrt. Die in den invitro Diffusionsexperimenten
bestimmten Konzentrationszeitdaten werden mit zwei (PCB) oder drei (Diclofenac) mathema-
tischen Modellen analysiert. Der Vergleich der Modelle erfolgt Giber die Parameter, die in allen
Modellen berechenbar sind.

Dieses Vorgehen zeigt: Alle Modelle konnen fur die Parameterschatzung einer Einschicht-
diffusion angewendet werden. Die asymmetrische Versuchsanordnung Mis—BSA kann mit allen
drei mathematischen Modellen erfolgen. In allen Medien wird fir Diclofenac keine Abhangig-
keit von einer ungeruhrten Schicht festgestellt. Eine Mehrschichtdiffusion laf3t sich nur mit der
inversenGauss—Funktion und dem Diffusionsmodell beschreiben. Dabei wird fur die Kon-
genere 28, 52 der PCB eine signifikante Abhangigkeit von der ungerthrten Schicht vor der
Membran festgestellt, was einer Mehrschichtdiffusion entspricht. Die iné&sess—Funktion
lieferte nur Ergebnisse, wenn einzelne Parameter fest vorgegeben sind. Daraus folgt, dal? das
Diffusionsmodell fur die Beschreibung der invitro Diffusionsexperimente am besten geeignet
ist. Ein invivo Pilotversuch mit PCB wird mittels numerischer Integration ausgewertet. Die Ver-
suche weisen eine hohe interindivduelle Streuung auf, wie diese auch fur Diclofenac beobachtet
werden.

Der zweite Teil (Abschnitd.2) beschatftigt sich mit der Optimierung des experimentellen

87
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Designs. Am Beispiel einer Bioverfiigbarkeitsstudie wird gezeigt, wie der Informationsverlust,
der durch ein reduziertes Sampling Schema ensteht, in gleicher Qualitat durch die simultane
Parameter Schatzung ausgeglichen werden kann. Die Sensitivitatsanalyse liefert die Informa-
tion darUber, wie das Sampling Schema minimiert werden kann. Fir eine Bioverfligbarkeits-
studie heil3t dies, dal3 die Anzahl der Punktierungen reduziert wird. Dadurch verkleinert sich
zwar nicht die Anzahl der Experimente, aber es vermindert den Umfang der erforderlichen
Daten. In zwei Simulations—Studien wird dieses Ergebnis mit bekannten pharmakokinetischen
Parametern in Bezug auf den MelRwertfehler und der interindividuelle Streuung analysiert und
bestétigt. Die simultane Schatzung fuhrt weiterhin dazu, dal3 in Bezug auf die Datenlage selbst
kritsche Datensatze geschatzt werden kénnen. Als Konsequenz folgt daraus: Stehen von einem
Probanden sowohl der intravends als auch der orale Datensatz zur Verfigung ist eine simultane
Schétzung des minimierten Sampling Schemas mit der maximum-likelihood—Methode durch-
zufuhren.

Im abschlieBenden Teil (Abschnit3) wird ein erweitertes Ganzkorpersimulationspro-
gramm vorgestellt. Die in dieser Arbeit eingeflhrte graphische Benutzeroberflache ermdglicht
es, auf einfache Weise physiologische und pharmakokinetischen Parameter der Simulation zu
variieren. Die hier durchgefuhrten Simulationen sollen die Leistungsfahigkeit des Modelles zei-
gen. Dies wird am Beispiel des Herzminutenvolumens und der Verdoppelung des Fettgewebes
demonstriert. Es werden hier also pathologische Zustande des menschlichen Kdrpers simuliert.
Die Erweiterung um die anormale Diffusion als Organmodell lassen sich extrem lipophile Sub-
stanzen modellieren. Es werden mogliche Parametersatze fir PCB 153 diskutiert.
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Anhang A
Verwendete Software

Standard Office Produkte fir Windows und Linux.
Diese Arbeit wurde mit teggX und dem MakropackefTEX2¢ unter Linux geschrieben.
Die Darstellung der Graphen erfolgte mit gnuplot 3.7 unter Linux.

Die Parameteranpassung erfolgte ®IENTIST (MicroMath Scientific Software, Salt
Lake City, Utah 84121) und adapt ZD4Argenio, D.Z. und Schumitzky, A(1979).

Die entwickelten C und C++ Programme wurden mit dem egcs-2.91.66 unter Linux, mit
dem gcc 2.7.2.2 fur Solaris und desygnusgcec 2.95.2 fur Win95/WIinNT (nur Pentium
und hoéher) Gbersetzt.

Die Fortran Programme wurden mit dem g77 fur Linux Version 0.5.24-19981002, unter
Solaris mit SUN eigenen und unter Win95/WIinNT mit dem DIGITAL Visual Fortran
Ubersetzt.

Die Graphische Oberflache fir das Ganzkdrpersimulationprogramm circulation wurde in
Tcl-Tk 8.0 geschrieben.

Mathematisch—analytische Transformationen wurden unter Maple V Release 5 (Waterloo
Maple, Inc.) unter Solaris durchgefuhrt.

Die Statistik wurde mit Sigma Stat (SPSS Inc. 444 N. Michigan Avenue, Chicago, IL,
60611) und mit Student Systat durchgefihrt.

Des weiteren wurden die Programme sensitive (im Rahmen dieser Arbeit entwickelt) und
circulation angewendet.
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A.1 Programm ,Circulation®

Das Programm ,Circulation* ermdglicht Simulationen von Konzentrations—Zeit—Kurven. Das
Pharamon wird dabei intravends appliziert und arteriell aufgenommen. Das Programm wurde
als Bestandteil dieser Arbeit in die Sprache C++ Ubertragen und ist in seiner Funktionalitat
erweitert worden.

A.1.1 Graphische Benutzeroberflache des Programms , Circulation®

Das Programm Circulation erhalt im Rahmen dieser Arbeit eine graphische Oberflache. Sie er-
leichtert die Bedienung, wenn nur wenige Parameter geandert werden sollen. Gleichzeitig ist
das Programmpaket jetzt auf den Plattformen Solaris (SPARC), Linux (Intel) und WinNT/Win95
verfugbar. Die graphische Oberflache gliedert sich in drei Fenster, der Haupt— bzw. Steuerober-
flache, die Eingabe von Organdaten und die Generierung von Sampling Schemata. Im Haupt-
fenster wird der Ausgabedateinamen (Pharmakon), der absoluten Blutfluld durch die Arterie,
die intrinsische Clearance der Leber, die Dosis des Medikamentes und die Dauer der Infusion
festgelegt.

Wahrend der Installation kann die Sprache der Texte festgelegt werden. Zur Zeit verfligbar
sind Deutsch und Englisch.

In dem Menu ,Modell* kann zwischen den verschiedenen mathematischen Organmodellen,
die das Programm unterstutzt, gewahlt werden. Diese sind

e zwei—Phasenmodell

zwei—-Kompartimentmodell

anormale Diffusion nur Fettgewebe

anormale Diffusion des Fettgewebes, des Skeletts und der Organe Lunge, Leber, Herz,
Muskel

anormale Diffusion fir alle Organe

Dem ,zwei—Phasenmodell” liegt eine doppelte inve®ass-Funktion zu Grunde.

Die Schaltflachen ,,Organ Daten anzeigen“ und ,Sampling Schema anzeigen*” 6ffnen zwei
neue Fenster, in denen die Daten gedndert werden kdnnen.

In dem Fenster ,,Organ Daten“ kénnen die Daten aus Tafefeingegeben und bearbeitet
werden. In den Spalten 2 — 5 stehen die vom jeweiligen Pharmakon abhéangigen Werte.

Im Fenster ,Samplingschema“ kdbnnen Probenentnahme—Zeitpunkte generiert werden. Es
stehen lineare, quadratische und logarithmische Funktionen flr die Erzeugung zur Verfiigung.
Das Schema wird nach dem Aktivieren der Schaltflache erzeugt.

Mit der Schaltflache ,Simulation beginnen* wird das Programm circulation mit den ent-
sprechenden Kommandozeilen Parametern aufgerufen.
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= | Ganzkoerper Sinulation o P

Datei Modell Hilfe
Pharmakon | &fentanil

absoluter Blutfluss in mLAimnin IE?EHZI

intAnsische Clearance
der Leher:

|202.322

Dosis in ng |13158600

Infusionsdauer in min iSIZI

Organ Daten anzeigen | Organ Daten loeschen Sampling Schema anzeigen

Simulation heginnen |

Abbildung A.1:Hauptfenster der graphischen Benutzeroberflache des Programms Circulation.

A.1.2 Erzeugen einer Simulation

e Organdaten laden. Das Feld Pharmakon ist gleichzeitig der Dateiname, mit dem die
Konzentrations—Zeit Werte gespeichert werden.

e Der Knopf ,Organ Daten“ im Hauptfenster 6ffnet das Fenster ,,Organ Daten”. In diesem
kénnen die Parameter fir die einzelnen Organe geandert werden. Zu beachten ist, daf3 die
Summe der relativen Flisse durch das Korpersystem 100 % betragt.

e Sampling—Schema laden oder erzeugen. Falls das Sampling—Schema erzeugt werden soll,
missen sowohl der Anfangs— und Endzeitpunkt als auch die Anzahl der Datenpunkte ent-
sprechend gesetzt werden, und durch den Druck auf ,linear”, ,kubisch* oder ,logarith-
misch® wird ein aus linearen, kubischen oder logarithmischen Zeitabstanden bestehendes
Sampling—Schema generiert. Um die Anzeige zu aktualisieren, muf3 der Knopf ,Samp-
ling Schema" im Hauptfenster erneut betétigt werden.

e Simulation beginnen.
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Vb (mL) vz 1 vz 2 PS (mLimin)  Q (%)
Lunge  |2444 025 0.00 1.00 j1.02 100 10810.00 100,00
Aterie  |7E7.0 010 0.00 1.00 j0.00 100 0000000 [100.00
vene  [2950.0 {080 0.00 1.00 {o.00. 100 joooonog  |100.00
Gehim |44 0.60 0.00 1.00 15.63 100 0000000 1200
Herz 85.8 080, 0.00 1.00 2.25 100 0000000  [4.04
Muskel  |7G0.0 0.80 0.80 0.46 16.48 100 4z00.000 (1744
Haut  [627 {080, 0.00 1.00 J1a42 100 1320000 |B.06
Skelett 2945 0.80 0.00 1.00 j1g.07 100 1395.000  |9.48
Fett  [475 060 0.00 1.00 j126.50 100 jze50000  [536
Miere  [40.3 {0.80 0.00 1.00 |7.80 |10 {145.7000  [18.97
Hoden |44 |0.80 0.oo 1.00 {29.52 100 18.25000  |0.28
Leber 4860 0,50 0.00 1.00 13.87 100 0.000000 B89
Milz 306 080 0.00 1.00 513 100 27oonon 331
intestine  [40.8 0.50 0.00 1.00 42.90 100 216.0000  [15.24
Pankreas |34 {080 0.00 1.00 {389z 100 aroooon |08z
SchlieBen |

Abbildung A.2: Fenster zur Eingabe der organspezifischen Daten der graphischen Benutzer-
schnittstelle des Programms Circulation.

|-l Einstellung zum Sanplingschema | ¢ &
linear | 0.0 A
0.25
kubisch | 1.0
. i Z.2a
logarithimisch |
4 4.0
Beginn 0.0 6.29
Ende 100.0 2L
12.25
Anzahl 21.0 16.0
20.25 /
achlielen

Abbildung A.3: Fenster zur Generierung von Sampling Schemata der graphischen Benutzer-
schnittstelle des Programms Circulation.



Anhang B

Messungen an der Mechanik des
Versuchsaufbaues

Die Messungen der Vibrationsintensitat erfolgte an den in Abbildudgezeigten Mel3punk-

ten in Pfeilrichtung. Die Messung wurde unter Versuchsbedingungen durchgefuhrt. Dies be-
deutet, dal3 die Kammern mit Wasser gefillt sind und in den zur Temperierung verwendeten
Wasserbehélter eingetaucht sind. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur durchgefihrt.
Die Temperaturabhéngigkeit der Viskositat des Wassers wurde nicht bericksichtigt.

0.09 Membran |
0.08 - embran i |

0.07 | Referenz -~ |
0.06 |
0.05 |

0.04 | / :
0.03 | e .
0.02 | PN :
0.01 B - - -

Elongation in mm

Intensitat in SKT

Abbildung B.1:Die Vibrationsamplitude in mm bei 50 Hz ist in Abh&ngigkeit der Skalenein-
teilung des Laborrtittlers dargestellt.
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Abbildung B.2:Die Vibrationsamplitude in mm bei 100 Hz ist in Abh&angigkeit der Skalenein-
teilung des Laborrittlers dargestellt.
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Abbildung B.3:Spektrum der Schwingung des Laborrittlers an der Befestigung der Membran
einer aul3en liegenden Kammer. Es sind Ruttelintensitat niedrig und hoch in relativer Einheit
Uber der Frequenz aufgetragen.



Anhang C

Verwendete Membranen

Tabelle C.1: Aufstellung der Massen der Membranen und die daraus berechnete integrale Dicke.

Dicke inum | Gewicht o | Datum | Pharmakon

Vorversuche
26,4 63,3| 2,3| 16.07.98| PCB
20,7 49,6| 0,5| 20.07.98| PCB
24,1 57,9| 2,4| 02.11.98| Diclofenac
23,1 55,4| 2,7| 27.11.98| Diclofenac
Versuche mit PCB
33,2 79,7 2,4|07.02.99| PCB
30,4 73,0| 2,0|26.01.99| PCB
32,9 79,0| 4,1|21.01.00] PCB
Versuche mit Diclofenac
26,0 62,4| 5,0| 29.01.99| Diclofenac
28,8 69,2| 3,8| 30.04.99| Diclofenac
35,0 84,1| 3,1| 26.05.99| Diclofenac
39,8 95,4| 1,3| 02.06.99| Diclofenac
19,7 47,41 4,2 | 28.06.99| Diclofenac
42,4 101,7| 1,5| 28.07.99| Diclofenac
45,1 108,3| 2,4 | 20.08.99| Diclofenac
46,8 112,3| 1,1| 03.09.99| Diclofenac
29,9 71,8| 2,1| 16.12.99| Diclofenac
sonstige Versuche
41,0 98,4| 7,6| 19.11.98| Leck
29,1 70,0| 20,6 | 06.09.99| EB
47,9 114,9] 1,6| 11.09.99| EB
Fortsetzung nachste Seite
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C.1. Daten zum Ganzkdrpersimulationsprogramm

Dicke inum | Gewicht| o | Datum | Pharmakon
25,2 60,5| 2,1 | 07.10.99| Phenprocoumo
27,3 65,6 1,1 | 09.10.99| Phenprocoumo

105

C.1 Daten zum Ganzkdrpersimulationsprogramm

Tabelle C.2: Pharmakokinetische, chemische und pharmakologische Eigenschaften der verwen-

deten Pharmaka.

Eigenschaft Fentanyl Alfentanil Thiopental Amiodarone
pKa 8,4 (1) 6,8 (2) — 9,12 (7)
orale Bioverfugbarkeit| < 10 % (1) 90 % (2) — 46 + 22 %(3)
Verteilungsvolumen 3L/kg (1) 0,46 L/kg (4) | — —
Verteilungskoeffizient | 20 (1) — — —
(Heptan/Wasser)
CL 1,3 L /(h kg)| 0,26+ 0,01 L|— —
1) I(hkg)
Plasma—Protein  Bin- 85 % (1); 84+ | — — > 80 % (3)
dung 2% (3)
Wirkhalbwertszeit 10 (1) 33(2) — —
(min)
Plasmahalbwertszeit |5 min (—| 1,5 h; 2,7 h 8—-10h (3) Wochen (3)
Phase) 3,5 h (6—-Phase) (2)
(6—Phase) (1)
3,7+ 0,4 h (3)
Dosis Bolus 1-2ug/ kg|15-30ug/kg| 6 mg/ kg (1);| po.. 800 -
;1 -2mg; (1); 1 -2mg|2-5mg/kg| 1600 mg /
Nachdosie- (2) (2) Tag fur 2 — 4
rung 1ug / kg Wochen; dann
(2) 100 — 400 mg
/ Tag; iv.: 100

—300mg/ Tag
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Eigenschaft Fentanyl Alfentanil Thiopental Amiodarone
Dosis Infusion 0,3-0,5ug/|15-30ug/kg | — —

kg/h (1) /h ()
Wirkungsbandbreite | 1 ng/ mL post] 100-200ng/ 19 + 7 ug /| 0,5 = 2 ug /
op. (3); 3 ng| mL mL mL (3)4

/ mL operativ

®3)

toxische Konzentration

>0,7 ng / ml
3

(1) Speight, T. M. und Holford, N. H.GG(1997%); (2) Estler (1995; (3) Hardman, J. G. u.a.
(1996); (4) Lacy, C. u.a(1993; (5) Bodenham, A. und Park, G. ®1988); (6) Homer, T. D.
und Stanski, D. R(1985); (7) Chatelain, P. und Laruel, §1985

C.1.1 Physiologische Daten der Organmodelle

Das Ganzkorpersimulationsmodell benétigt sowohl physiologische Daten (T&8lkds auch

solche, die Eigenschaften des Pharmakons beschreiben. Die Daten fur Alfentanil, Fentanyl und

Thiopental wurden den Arbeiten vi@3)orkman, S. u. a(19981994; Ebling, W. F. u. a(19949

entnommen. Die Diffusions Konstante fur das 2—Phasenmodelle ist fir alle Organe auf 100 sec

gesetzt.

C.1.2 Pharmakokinetische Daten der Organmodelle

Thiopental, Alfentanis und Fentanyl

Daten entnommen auBbling, W. F. u. (1994
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Tabelle C.3Physiologische Daten des gesunden, Durchschnittsmenschen, die nicht vom Phar-
makon abhangen.

Organ | Masse in kg| Q in mL/min | rel. Blutflul3 | V3 in mL
Lunge 0.47 6534.4 100.0 % 244 .4
Herz 0.33 264.0 4.04 % 85.8
Gehirn 1.40 784.0 12.00 % 43.4
Niere 0.31 1240.0 18.98 % 40.3
Leber 1.80 450.0 6.89 % 486.0
Intestine 1.20 996.0 15.24 % 40.8
Milz 0.18 216.0 3.31% 30.6
Pankreas 0.10 60.0 0.92 % 3.4
Hoden 0.28 18.4 0.28 % 4.4
Muskel 30.00 1140.0 17.45% 780.0
Haut 3.30 396.0 6.06 % 62.7
Fett 12.50 350.0 5.36 % 237.5
Skelett 15.50 620.0 9.49 % 294.5
Arterie 1.63 6534.4| 100.00 % 767.0
Vene 3.78 6534.4| 100.00%, 2950.0

Tabelle C.4Aus MeRwerten von Ratten hochgerechnete Werte fir den Menschen im Fall Thio-
pental

. . - .. o V v

Organ | PSin mL/min| Tissue Partition v = e Tissue Parition
Lunge 00 1,1 1,02 0,92
Herz 13,28 1,1 3,13 2,85
Gehirn 2,46 0,7 21,88 31,26
Niere 3,80 3,1 20,75 6,69
Leber 00 2,3 6,22 2,71
Intestine 0,43 1,3 36,94 28,41
Milz 10,85 0,6 2,93 4,88
Pankreas 0,73 1,0 28,41 28,41
Hoden 1,10 0,6 36,90 61,5
Muskel 158,72 0,5 18,73 37,46
Haut 9,58 0,8 41,31 51,63
Fett 00 7,8 402,73 51,63
Skelett 00 0,7 36,14 51,63
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Tabelle C.5:Aus MelRwerten von Ratten hochgerechnete Werte fir den Menschen im Fall Al-
fentanil

Organ | PSin mL/min| Tissue Partition v = %
Lunge 10810 1,11 1,02
Herz %) 0,79 2,25
Gehirn 00 0,18 5,63
Niere 146 1,18 7,90
Leber 00 1,43 3,87
Intestine 216 1,51 42,90
Milz 27 1,05 5,13
Pankreas 37 1,37 38,92
Hoden 19 0,48 29,52
Muskel 4200 0,44 16,48
Haut 132 0,26 13,42
Fett 2250 2,45 126,50
Skelett 1395 0,35 18,07

Tabelle C.6:Aus MeRwerten von Ratten hochgerechnete Werte fur den Menschen im Fall Fen-
tanyl

Organ | PSin mL/min| Tissue Partition v = “f—;
Lunge 00 15,3 141
Herz 00 51 14,5
Gehirn 00 4,0 125,0
Niere 505 13,7 91,7
Leber 00 4,3 11,6
Intestine 1020 9,2 261,4
Milz 99 31,3 152,8
Pankreas 406 24,1 684,7
Hoden 151 9,2 565,8
Muskel 45000 3,5 131,1
Haut 231 2,3 118,8
Fett 17125 30,3 1564,4
Skelett 12090 2,9 149,7




Anhang D
Gesamtergebnis Studie 1

Die AbbildungerD.1 undE.1zeigen die Mittelwerte der angepaldten Daten. Der Rang der An-
passung wurde durch den mittleren Quadratischen Fehler bestimmt. Es sind 729 Datensatze bei
der einzelnen Schéatzung bewertet. 995 Datensétze sind bei der simultanen Schéatzung durch die
Jleast—square” mit kurzem oralen Sampling Schema bericksichtigt. Fur alle anderen Schatzun-
gen konnten alle Simulationen ausgewertet werden.
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Abbildung D.1:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden fur MAT. Es ist der Mittelwert,
Median, Minimum, Maximum und die Standardabweichung des Parameters dargestellt. Die
Zahl in Klammern gibt den Rang in der Glite der Anpassung fur diesen Parameter wieder, wie
er sich aus dem mittleren quadratischen Fehler ergibt. Je kleiner der Wert, um so besser ist die
Anpassung

Es folgen ein Vergleich der Schatzung des Dispositionssytems und des oralen Systems. Die
Parameter werden mit den Werten der zur Simulation verwendeten verglichen.
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Abbildung D.2:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden durch den ,squared error des
Parameters MAT. Es ist der Mittelwert, Median, Minimum, Maximum und die Standardabwei-
chung des Parameters dargestellt.
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Abbildung D.3:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden fir F. Es ist der Mittelwert, Me-
dian, Minimum, Maximum und die Standardabweichung des Parameters dargestellt.
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Abbildung D.4:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden durch den ,squared error des
Parameter F. Es ist der Mittelwert, Median, Minimum, Maximum und die Standardabweichung
des Parameters dargestellt.
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Abbildung D.5:Vergleich der verschiedenen SchatzmethoderCfuif. Es ist der Mittelwert,
Median, Minimum, Maximum und die Standardabweichung des Parameters dargestellt.
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Abbildung D.6:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden durch den ,squared error* des
Parameter§'V2. Es ist der Mittelwert, Median, Minimum, Maximum und die Standardabwei-
chung des Parameters dargestellit.

Tabelle D.1:Nur Dispositionssystem mit der least—-square—Methode geschétzt, fir 729 Daten-
satze konnten Parameter ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 474903 312 1,8
Median 456649 321 1,7
Standardabw. 65960 31 0,4

AUC )k MDRTyg CV DY
in % % %
Mittelwert 0,04 -0,3 3,73
Median —3,80 2.4 —2,7
Standardabw. 14 10 23

AUCRrusE MDRTrysE C VD% MSE
Mittelwert 8 6 12
Median 5 4,76 7
Standardabw. 11 7 20
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Tabelle D.2:Nur Dispositionssystem mit der maximum-likelihood—Methode geschétzt, fiir 679
Datensatze konnten Parameter ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 487601 310 1,8
Median 463686 321 1,7
Standardabw. 80311 34 0,5

AUC g MDRTyg CVD3 .
in % % %
Mittelwert 2,7 —1,2 5
Median —-2,3 2,5 —2,6
Standardabw. 17 11 27

AUCRrmsE MDRTgrysE CVD%,,s5
Mittelwert 9 7 14
Median 4,76 4,91 7
Standardabw. 15 8 24

F 6% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 277
Median 0,7 0,8 268
Standardabw. 0,07 0,16 48

Fug CVig MATyE
in % % %
Mittelwert 1,8 5 2,5
Median 3,41 2,1 —1,1
Standardabw. 11 21 18

Fryuse CViuse MATgrysE
Mittelwert 8 16 12
Median 7 12 9
Standardabw. 7 15 13

Tabelle D.3.Jeder Datensatz wurde einzeln mit der least—square—Methode geschatzt, es wurden
Parameter fur 729 Datensétze ermittelt.
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Tabelle D.4:Jeder Datensatz wurde einzeln mit least-square—Methode und verklrztes orales
Sampling Schema geschatzt, es wurden Parameter flr 729 Datensatze ermittelt.

F 6% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 282
Median 0,7 0,8 269
Standardabw. 0,07 0,22 59

Fug CVE, MATyE
in % % %
Mittelwert 2,2 8 4,03
Median 3,45 2,3 -0,7
Standardabw. 11 28 22

Fruse CVEuse MATgrysE
Mittelwert 9 18 14
Median 7 12 10
Standardabw. 8 22 17

Tabelle D.5Die Datensatze wurden mit dem Median des zuvor ermittelten Dispositionssystems
mit der least—square—Methode geschéatzt, es konnten Parameter fir alle Datenséatze ermittelt
werden. es konnen alle Datensatze geschéatzt werden.

F ov? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 273
Median 0,6 0,8 270
Standardabw. 0,029 0,13 27

Fug CVEg MATvE
in % % %
Mittelwert 1,5 0,018 0,7
Median 1,4 —1,6 -0,3
Standardabw. 4,62 16 10

Fruse C VI% MSE MATrysE
Mittelwert 3,91 13 8
Median 3,35 11 7
Standardabw. 2,9 10 6
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Tabelle D.6:Die Datensatze wurden mit dem Median des zuvor ermittelten Dispositionssys-
tems mit least—square—Methode und verkiirztes orales Sampling Schema geschéatzt, es konnten
Parameter fur alle Datensatze ermittelt werden.

F cv? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 275
Median 0,6 0,8 270
Standardabw. 0,03 0,15 33

Fyug CVig MATyE
in % % %
Mittelwert 1,7 1,2 1,5
Median 1,5 -1,9 —0,4
Standardabw. 5 19 12

Fruse CVinse MATrysE
Mittelwert 4,29 14 9
Median 3,51 12 7
Standardabw. 3,39 13 8




Gesamtergebnis Studie 1 116

Tabelle D.7:Die beiden Datensétzte wurden gleichzeitig mit der least—-square—Methode ge-
schatzt, es konnten Parameter fir alle Datensatze ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 468129 346 2,0
Median 458220 321 1,8
Standardabw. 47829 337 0,8

AUCy g MDRTyg CVD3 .
in % % %
Mittelwert —1,4 10 17
Median —3,47 2,5 3,32
Standardabw. 10 108 48

AUCruysE MDRTgrysE CVD%yse
Mittelwert 8 15 26
Median 6 5 13
Standardabw. 7 107 44

F %% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 270
Median 0,7 0,8 268
Standardabw. 0,07 0,10 32

Fue CVJ\24E MATyE
in % % %
Mittelwert 2,5 -3,1 —0,4
Median 3,40 -3,1 -1,2
Standardabw. 10 13 12

FRMSE CV}%MSE MATRMSE
Mittelwert 8 10 9
Median 7 7
Standardabw. 7 8
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Tabelle D.8:Die beiden Datensatze wurden gleichzeitig mit der least—square—Methode und
verkUrztes orales Sampling Schema geschatzt, fur 995 Datensatze konnten Parameter ermittelt
werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 470140 391 2,0
Median 458357 320 1,8
Standardabw. 55548 797 1,0

AUC ik MDRTy g CVD3 .
in % % %
Mittelwert -1,0 25 19
Median —3,44 2,1 3,79
Standardabw. 12 254 56

AUCRrmsE MDRTRrysE CVD%,,s5
Mittelwert 8 31 29
Median 7 6 13
Standardabw. 8 254 52

F ov? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 272
Median 0,6 0,7 266
Standardabw. 0,08 0,15 42

Fyug CVig MATvE
in % % %
Mittelwert 2,5 —1,4 0,5
Median 2,1 —4,27 —-1,7
Standardabw. 12 19 15

Fryvse CViusE MATRysE
Mittelwert 10 14 11
Median 7 11 8
Standardabw. 8 13 11
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Tabelle D.9:Die beiden Datensatzte wurden gleichzeitig mit der maximum-likelihood—
Methode geschatzt, es konnten Parameter fur alle Datensétze ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 473334 313 1,7
Median 473693 313 1,7
Standardabw. 11380 7 0,08

AUC ik MDRTy g CVD3 .
in % % %
Mittelwert —0,29 —0,23 0,6
Median —0,21 —0,22 0,08
Standardabw. 2.4 2,1 4,53

AUCRrmsE MDRTRrysE CVD%,,s5
Mittelwert 1,9 1,7 3,52
Median 1,7 1,4 2,8
Standardabw. 1,5 1,3 2,9

F ov? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 272
Median 0,6 0,8 271
Standardabw. 0,024 0,024 9

Fyue CVig MATvE
in % % %
Mittelwert —0,07 0,4 0,4
Median —0,06 0,21 0,22
Standardabw. 3,74 3,1 3,18

FRMSE CV]%MSE MATRMSE
Mittelwert 3,0 2,1 2,1
Median 2,5 1,3 1,3
Standardabw. 2,3 2,3 2,4
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Tabelle D.10Die Datensatzte wurden gleichzeitig mit der maximum-likelihood—Methode und
verklrztes orales Sampling Schema geschatzt, es konnten Parameter fir alle Datensatze ermit-
telt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 473264 313 1,7
Median 473801 313 1,7
Standardabw. 11466 7 0,08

AUC ik MDRTy g CVD3 .
in % % %
Mittelwert —0, 30 -0, 27 0,7
Median —0,19 -0,13 0,29
Standardabw. 2,4 2,4 4,69

AUCRrusE MDRTrMsE CVD%yse
Mittelwert 1,9 1,9 3,65
Median 1,7 1,6 3,0
Standardabw. 1,5 1,4 3,0

F ov? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 273
Median 0,6 0,8 272
Standardabw. 0,028 0,05 14

Fyug CVig MATvE
in % % %
Mittelwert —0,04 0,7 0,7
Median —0,11 0,23 0,3
Standardabw. 4,47 6 5

Fryvse CViusE MATRysE
Mittelwert 3,50 2,4 2,3
Median 3,0 1,1 1,1
Standardabw. 2,8 6 4,66




Anhang E
Gesamtergebnis Studie 2

Die Darstellung der einzelnen Parameter beinhaltet fur die einzelne Anpassung der Datensatze
732 Datenpaare. Mit der ,least—-square” Methode lassen sich 997 Datensatze, die das volle
Sampling Schema enthalten, und 877 des verkirzten, anpassen. Der ,Maximum-Likelyhood*
Schéatzer bestimmt 1000 bzw. 947 Datensétze. Die Bewertung des Dispositionssystems durch
den Median lal3t eine Schéatzung aller Datensatze zu.
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Abbildung E.1:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden fur MAT. Es ist der Mittelwert,
Median, Minimum, Maximum und die Standardabweichung des Parameters dargestellt. Der
Maximalwert fur ein—LS—k betragt 3936.
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Abbildung E.2:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden durch den ,squared error des
Parameters MAT. Es ist der Mittelwert, Median, Minimum, Maximum und die Standardabwei-
chung des Parameters dargestellt.
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Abbildung E.3:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden fir F. Es ist der Mittelwert, Me-
dian, Minimum, Maximum und die Standardabweichung des Parameters dargestellt.
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Abbildung E.4:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden durch den ,squared error des
Parameters F. Es ist der Mittelwert, Median, Minimum, Maximum und die Standardabweichung
des Parameters dargestellt.
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Abbildung E.5:Vergleich der verschiedenen SchatzmethoderCfu. Es ist der Mittelwert,
Median, Minimum, Maximum und die Standardabweichung des Parameters dargestellt.
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Abbildung E.6:Vergleich der verschiedenen Schatzmethoden durch den ,squared error” des
Parameter§'V2. Es ist der Mittelwert, Median, Minimum, Maximum und die Standardabwei-
chung des Parameters dargestellt.

Tabelle E.1:Nur Dispositionssystem mit der least—square—Methode geschatzt, fir 732 Daten-
satze konnten Parameter ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 476227 316 1,8
Median 465530 316 1,7
Standardabw. 79248 50 0,4

AUC g MDRTyg CV DY
in % % %
Mittelwert 0,3 0,9 3,24
Median -1,9 0,8 -2,8
Standardabw. 17 16 24

AUCruysE MDRTgrysE CVD%use
Mittelwert 11 12 13
Median 8 10 8
Standardabw. 12 10 21
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Tabelle E.2Nur Dispositionssystem mit der maximum-—likelihood—Methode geschatzt, flr 766
Datenséatze konnten Parameter ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 502182 309 1,9
Median 480870 311 1,7
Standardabw. 102770 55 0,6

AUCy g MDRTyg CV DY
in % % %
Mittelwert 6 —1,6 9
Median 1,3 -0,9 —-1,0
Standardabw. 22 17 32

AUCRrpsE MDRTgrysE CVD%,1s5
Mittelwert 14 13 17
Median 9 10 9
Standardabw. 17 12 29

F cv? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 279
Median 0,7 0,8 270
Standardabw. 0,10 0,19 56

Fyg C VJ\2/[ E MATyE
in % % %
Mittelwert 2.4 7 3,24
Median 3,1 3,17 —0, 26
Standardabw. 15 24 21

Fryuse CViuse MATrysE
Mittelwert 12 18 15
Median 9 14 11
Standardabw. 10 17 15

Tabelle E.3Jeder Datensatz wurde einzeln mit der least—-square—Methode geschatzt, es wurden
Parameter fir 732 Datenséatze ermittelt.
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Tabelle E.4:Jeder Datensatz wurde einzeln mit least—square—Methode und verklrztes orales
Sampling Schema geschatzt, es wurden Parameter fur 732 Datensétze ermittelt.

F ov? MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,7 0,9 289
Median 0,7 0,8 270
Standardabw. 0,10 0,6 150

Fyue CVig MATyE
in % % %
Mittelwert 2,9 12 7
Median 3,56 3,26 —0,18
Standardabw. 15 82 55

FRMSE CV]%MSE MATRMSE
Mittelwert 12 24 19
Median 10 15 12
Standardabw. 10 79 53

Tabelle E.5Die Datenséatze wurden mit dem Median des zuvor ermittelten Dispositionssystems
mit der least—square—Methode geschéatzt, es konnten Parameter fir alle Datenséatze ermittelt
werden. es konnen alle Datensatze geschéatzt werden.

F % MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,7 0,9 272
Median 0,7 0,8 266
Standardabw. 0,10 0,20 48

Fyg CVEg MATvE
in % % %
Mittelwert 7 9 0,4
Median 6 6 -1,8
Standardabw. 16 26 18

Fruse C V}% MSE MATgrysE
Mittelwert 13 20 13
Median 11 15 11
Standardabw. 11 18 11
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Tabelle E.6:Die Datensatze wurden mit dem Median des zuvor ermittelten Dispositionssys-
tems mit least—square—Methode und verkurztes orales Sampling Schema geschétzt, es konnten
Parameter fur alle Datensatze ermittelt werden.

F % MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,7 0,9 276
Median 0,7 0,8 265
Standardabw. 0,10 0,25 62

Fug CVig MATvE
in % % %
Mittelwert 8 12 2,0
Median 7 5 —-2,0
Standardabw. 16 33 23

Fryvse CViuse MATrysE
Mittelwert 14 23 15
Median 11 15 11
Standardabw. 11 26 17
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Tabelle E.7:Die beiden Datensétzte wurden gleichzeitig mit der least-square—Methode ge-
schétzt, es konnten Parameter fir 997 Datensatze ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 465712 339 2,0
Median 461232 324 1,7
Standardabw. 61279 106 0,8

AUCyE MDRTyE CV D3
in % % %
Mittelwert —-1,9 8 15
Median -2,8 3,39 1,3
Standardabw. 13 34 49

AUCRrusE MDRTrusE CV D3yise
Mittelwert 10 16 26
Median 8 11 14
Standardabw. 8 31 44

F 6% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,7 0,8 267
Median 0,7 0,8 265
Standardabw. 0,09 0,13 40

Fyug CVig MATyE
in % % %
Mittelwert 3,75 —3,19 —1,4
Median 3,57 —3,52 —-2,1
Standardabw. 14 17 15

Fruse CViuse MATrysE
Mittelwert 12 14 12
Median 10 11 10
Standardabw. 9 11 9
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Tabelle E.8Die beiden Datensatze wurden gleichzeitig mit der least—square—Methode und ver-
kurztes orales Sampling Schema geschatzt, fur 877 Datenséatze konnten Parameter ermittelt
werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 480015 394 1,6
Median 462938 291 1,5
Standardabw. 96181 384 0,8

AUC kg MDRTy g CVD3 .
in % % %
Mittelwert 1,1 26 —6
Median -2,5 -7 —13
Standardabw. 20 122 46

AUCruysE MDRTgrysE CVD%yse
Mittelwert 13 51 21
Median 9 23 17
Standardabw. 15 114 41

F 0% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,7 0,8 269
Median 0,6 0,7 264
Standardabw. 0,09 0, 20 50

Fue CVJ\24E MATwyg
in % % %
Mittelwert 3,26 —2,0 -0,7
Median 2,1 —4,42 —2,4
Standardabw. 15 25 19

FR]WSE CV]%MSE MATRMSE
Mittelwert 12 16 13
Median 10 13 11
Standardabw. 9 19 13
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Tabelle E.9:Die beiden Datensatzte wurden gleichzeitig mit der maximum-likelihood—
Methode geschatzt, es konnten Parameter fur alle Datensatze ermittelt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 478805 316 1,7
Median 477245 311 1,7
Standardabw. 48859 42 0,15

AUCy g MDRTyg CVD3 .
in % % %
Mittelwert 0,9 0,9 1,0
Median 0,5 -0,8 0,28
Standardabw. 10 13 9

AUCruysE MDRTgrysE CVD%yse
Mittelwert 8 10 6
Median 7 9 4,97
Standardabw. 6 9 6

F 0% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 276
Median 0,6 0,8 276
Standardabw. 0,07 0,10 34

Fue CVJ\24E MATyE
in % % %
Mittelwert —0,18 1,1 2,0
Median —0, 06 0,5 2,0
Standardabw. 11 12 12

Fruse C V]%MS E MATrysE
Mittelwert 9 10 10
Median 7
Standardabw. 6
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Tabelle E.10Die Datensétzte wurden gleichzeitig mit der maximum-likelihood—Methode und
verkirztes orales Sampling Schema geschétzt, es konnten Parameter fur 947 Datensatze ermit-
telt werden.

AUC MDRT CV D?
in % min min 1
Mittelwert 495002 401 1,8
Median 482020 310 1,7
Standardabw. 82367 346 0,3

AUC )k MDRTyg CV DY
in % % %
Mittelwert 4,28 28 3,44
Median 1,5 —1,2 —1,4
Standardabw. 17 110 20

AUCruysE MDRTgrysE CVD%yse
Mittelwert 11 41 15
Median 8 13 11
Standardabw. 14 106 14

F 0% MAT
in 1 1 min
Mittelwert 0,6 0,8 287
Median 0,6 0,8 279
Standardabw. 0,07 0,15 53

Fyur CVig MATvE
in % % %
Mittelwert 1,2 4,94 6
Median 0,9 1,8 3,0
Standardabw. 12 19 20

FR]WSE CV]%MSE MATRMSE
Mittelwert 9 14 14
Median 8 10 9
Standardabw. 7 15 15
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