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Zusammenfassung
Naturwissenschaftlichen Fakultit Il - Chemie, Physik und Mathematik
Doktor der Naturwissenschaften

Entwicklung eines PbTk-Modells fiir Wirbeltiere

von Wolfgang LARISCH

In dieser Arbeit wird ein neu entwickeltes Modell zur Beschreibung von Aufnahme,
Verteilung, Metabolisation und Elimination (ADME) von ungeladenen Substanzen
in Wirbeltieren vorgestellt. Dabei ist die Besonderheiten dieses Modells eine phy-
sikalisch und chemisch korrekte Beschreibung der einzelnen ADME Prozesse. Dies
steht im Kontrast zu der Verwendung der meisten alternativen Modelle, da diese
ihren Fokus vor allem auf die moglichst einfache, schnelle und korrekte vorhersa-
ge von Konzentrationen legen (interne Konzentrationen sowie Gesamtkonzentratio-
nen) und nicht auf eine detaillierte Prozessbeschreibung.

Daher wurden verschiedene Anforderungen an die Entwicklung gestellt: So soll-
ten alle Prozesse mechanistisch so genau wie moglich abgebildet und voneinan-
der separiert beschrieben sein. Die notwendigen Parameter fiir die Physiologie und
Substanzeigenschaften sollen separat voneinander definiert oder eingelesen werden
konnen. Verschiedene Parameter sollen sich auch wéhrend der Simulation veran-
dern konnen und der Programmcode muss so strukturiert sein, dass nachfolgende
Entwicklungen eingearbeitet und bestehende Prozesse dabei nicht beeinflusst wer-
den. Die zugrunde liegende Modellstruktur muss sich an dem aktuellen Wissens-
stand im Bereich der toxikokinetischen Modellierung orientieren und die Qualitat
sowie die Genauigkeit der Ergebnisse muss mit denen der aktuellen, verfiigbaren
Modelle vergleichbar sein.

Dies ergibt ein {iberaus komplexes Modell, mit einer Vielzahl an Parametern. Ist
solch eine hohe Komplexitit nicht erforderlich oder soll ein einfacheres Modell in
gesicherten Randbedingungen auf Richtigkeit gepriift werden, kann ein im Ansatz
komplexeres Modell, wie dieses, heruntergebrochen werden. Ein simpleres Modell
jedoch an ein komplexeres Problem anzupassen gestaltet sich im Allgemeinen schwie-
riger. Diese Komplexitdt und Variabilitat wird jedoch mit einem erhéhten Program-
mieraufwand und einer langeren Rechenzeit erkauft.
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Eine erste Validierung dieses Modells und seiner enthaltenen Prozessbeschreibun-
gen fiir die Aufnahme in Fischen via Kiemen (iiber kontaminiertes Wasser) und
Magen-Darm-Trakt (iiber kontaminierte Nahrung) wurde erfolgreich durchgefiihrt.
Dabei wurden bereits erste Erkenntnisse zu verschiedenen Prozessen gewonnen
und diese dargestellt. So konnte unter anderem eine genaue mechanistische Be-
schreibung des zeitlichen Verlaufs der Aufnahmeeffizienz erstellt werden. Auch die
Auswirkung des zeitlichen Verlaufs der Verdauung und allem voran das Vorhan-
densein eines Mizellen-Bildners im Magen-Darm-Trakt mit ihren Auswirkungen auf
eine etwaige Aufnahme werden diskutiert.

Die parallel zu dieser Arbeit verlaufende Forschung zur Verteilung und Permeati-
on von ionischen Substanzen, der in vitro - in vivo Extrapolation fiir Metabolismus-
raten sowie dem aktiven Transport wurde in der Entwicklung berticksichtigt, wenn
auch noch nicht validiert. In diesem Zusammenhang ermoglicht die Ubertragbat-
keit des Modells auf andere Spezies fiir die Zukunft ein breites Anwendungs- und
Forschungsspektrum.
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Kapitel 1

Motivation

In Pharmakologie und Toxikologie haben sich computerbasierte Modelle zu einem
wichtigen Hilfsmittel fiir die erfolgreiche Quantifizierung und Extrapolation der To-
xikokinetik in Organismen entwickelt (Barton, Kaiser und Russell, 2007; Jager u.a.,
2011). Computermodelle bieten nicht nur eine zeit- und kosteneffiziente Simulation
der chemischen Absorption, Distribution, Metabolisation und Elimination im zeit-
lichen Verlauf (ADME), sondern bringen zusitzlich ethische Vorteile durch die Re-
duktion und Optimierung von Tierversuchen (Stadnicka, Schirmer und Ashauer,
2012).

Allgemein konnen dabei zwei toxikokinetische Modellgruppen unterschieden
werden: das Ein-Kompartiment-Modell, welches eine homogene Verteilung einer
Chemikalie im Lebewesen annimmt und das Multi-Kompartiment-Modell, in wel-
chem die Akkumulation in spezifischen Organen und Geweben berticksichtigt wird
(Stadnicka, Schirmer und Ashauer, 2012). Wahrend Ein-Kompartiment-Modelle meist
auf simpler Kurvenanpassung basieren, ist das Multi-Kompartiment-Modell we-
sentlich detaillierter und komplexer. Es beschreibt einen Organismus unter Verwen-
dung von mehreren anatomischen, physiologischen und biochemischen Komponen-
ten (engl.: Physiologically based Toxicokinetic - PbTk) in denen Organe und Gewebe
als individuelle Kompartimente abgegrenzt sind (Bertelsen u. a., 1998; Nichols u. a.,
1990). Diese Art von Modellen wird fiir anspruchsvollere Aufgaben benétigt, wie
zB. die in vitro - in vivo Extrapolation bei der intrinsische Parameter zum Abbau
oder zur Toxikodynamik von Chemikalien auf einen Gesamtorganismus extrapo-
liert werden miissen. Insbesondere, wenn die genauen toxikokinetischen Prozesse in
einem Organismus analysiert werden sollen, sind komplexere Modelle unerldsslich
(Bessems u.a., 2014). Da spezies- und entwicklungsspezifische Parameter zusam-
men mit physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanz in die Modellstruktur
eingefiigt werden, ermoglicht ein solches PbTk-Modell zudem die Extrapolation auf
verschiedene Spezies und Expositionsszenarien (Hayton und Barron, 1990; Bertelsen
u.a., 1998; Schmitt, 2008).

Fiir zukiinftige Forschungsthemen, wie ionische Substanzen und deren Vertei-
lungsverhalten, die in vitro - in vivo Extrapolation von Metabolsimusraten oder
eine differenzierte Betrachtung von aktiven Transportmechanismen sind detaillier-
te PbTk-Modelle mit einer moglichst genauen, mechanistischen Beschreibung aller
Prozesse notwendig. Nur so konnen die Einfliisse der verschiedenen Prozesse auf-
einander abgeschitzt und somit sichergestellt werden, dass neue Prozesse korrekt
und unabhéngig beschrieben sind.

Die meisten bestehenden Modelle, sowohl fiir Menschen als auch Tiere, sind lei-
der weit weg von einem korrekten physikalisch-chemischen Verstdndnis. Das viel
genutzte Modell von Nichols (fiir Fische) verwendet zB. einen log Kow Ansatz,
um die Verteilung in das Gewebe iiber den Lipid-Anteil zu beschreiben (Nichols
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u.a., 1993). Mittels reiner Lipid-Verteilung kénnen jedoch nur unpolare Substan-
zen korrekt erfasst werden und alle polaren bleiben aufien vor (Endo, Brown und
Goss, 2013). Andere Modelle, wie das fiir den Menschen entwickelte PkSim®, be-
nutzen zwar mehrere sorptive Phasen, die Verteilungskoeffizienten fiir diese Pha-
sen werden jedoch nur aus gefitteten Beziehungen des logarithmischen Oktanol-
Wasser-Verteilungskoeffizienten (log Kow) berechnet und enthalten somit eine ho-
he Ungenauigkeit (Endo, Brown und Goss, 2013). Bei vielen bekannten Modellen
werden zudem verschiedene gemischte Parameter benutzt. Dies kann zu Fehlern
fithren, da sowohl bei der Abschitzung bzw. dem notwendigen Fit eines solchen Pa-
rameters, als auch der Extrapolation zu anderen Szenarien, die eigentlichen Prozess-
zusammenhdnge nicht abgebildet werden. Betrachtet man zB. die Aufnahmeeffizi-
enz einer Substanz tiber die Kiemen eines Fisches, so beinhaltet diese sowohl die
physiologischen Eigenschaften wie Kiemengrofie, Oberfliche und Membrandicke,
als auch die Eigenschaften der Substanz wie Diffusions- und Verteilungskoeffizien-
ten. Das ein einzelner Parameter dieses komplexe Zusammenspiel abbilden kann, ist
schwer vorstellbar. Ihn auf andere Szenarien zu extrapolieren, ohne die Zusammen-
hédnge zu kennen, muss zwangsldufig zu Fehlern fiihren. Hinzu kommt, dass solche
gemischten (engl.: Lumped) Parameter im Nachhinein nicht mehr aufgetrennt und
somit einzelne, enthaltene Prozesse nicht mehr separat betrachtet werden kdnnen
(Larisch und Goss, 2017; Brown u.a., 1997). Der aktive Transport als nahezu eigen-
staindiges Forschungsthema wird in aktuellen Modellen wie PkSim® leider falsch
abgebildet oder kann, wie in den Nichols-Modellen und deren Derivaten, gar nicht
abgebildet werden.

Da keines der bestehenden Modelle dem notwendigen Anspruch an Genauigkeit,
physiologischen Detail und Prozess Abbildung gentigt, wurde die Entwicklung ei-
nes eigenstandigen PbTk-Modells fiir notwendig erachtet. Dabei wurde auf ver-
schiedene Eigenschaften des Modells besonderen Wert gelegt. So sollen alle Prozesse
explizit getrennt und physikalisch so genau wie moglich abgebildet werden. Auf ge-
mischte oder gefittete Parameter soll, wenn moglich, vollstandig verzichtet werden.
Die Verteilung in mehrere verschiedene Sorptions-Phasen soll moglichst genau, d.h.
mit einem guten Vorhersage-Modell beschrieben werden. Dazu wird das pp-LFER-
Modell Verwendung finden, da es wesentlich bessere Vorhersagen der Verteilungs-
koeffizienten abliefert als log Koy basierte Modelle (Endo, Brown und Goss, 2013).
Die gesamte Modell-Struktur soll variabel angelegt sein, um moglichst viele Szena-
rien abbilden zu konnen. So sollen einzelne Organe ab- und zu- schaltbar sowie der
Detailgrad der einzelnen Organe variable sein, um es an spezielle Probleme anpas-
sen zu konnen. Durch eine Trennung der Eingabe von physikalisch-chemischen und
biologisch-physiologischen Parametern ist es moglich Substanzen oder Spezies zu
wechseln, ohne dass das Model an sich angepasst werden muss. Notwendige Para-
meter, die Informationen von beidem (chemisch und biologisch) benotigen, werden
intern berechnet. So zum Beispiel die Permeabilitdt von Membranen, die sich aus der
dicke und Zusammensetzung auf der biologischen und der Diffusivitdt (wiederge-
geben durch den Diffusionskoeffizienten) auf der chemischen Seite berechnet. Mit
einem solchen Modell lassen sich daher gezielte Prozessanalysen bewerkstelligen.

Dies ergibt ein iiberaus komplexes Modell, welches zudem eine Vielzahl an Pa-
rametern benotigt, die mitunter nur schwer experimentell bestimmt werden kénnen
(Clark, Gobas und Mackay, 1990). Ein im Ansatz so komplexes Modell kann jedoch
heruntergebrochen werden, wenn eine hohe Komplexitat nicht erforderlich ist oder
ein simples Modell in gesicherten Randbedingungen auf Richtigkeit gepriift werden
soll.
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Die gewdiinschte Variabilitit der einzelnen Parameter (verschiedene Eigenschaf-
ten sollen sich auch wéhrend einer Simulation noch dndern kénnen) sowie die Mog-
lichkeit auch komplexe Expositionsszenarien abbilden zu konnen, erfordern dabei
eine explizit numerische Umsetzung. Nur so konnen Parameter (und damit verbun-
den auch die Exposition) jederzeit beliebig verandert werden, ohne die Modellstruk-
tur anpassen zu miissen. Dies sorgt jedoch fiir einen erh6hten Programmier- und Re-
chenaufwand und damit verbunden liangere Simulationszeiten als es bei vergleich-
baren, rein auf Differentialgleichungen basierenden Modellen der Fall wére. Dieser
Umstand ist jedoch akzeptabel wenn bedacht wird, da es sich in dem hier vorge-
stellten Modell um ein wissenschaftliches Werkzeug zum besseren Verstandnis der
einzelnen ADME Prozesse handelt.






Kapitel 2

Vorbetrachtungen

Die in diesem Abschnitt behandelten Prozesse der Diffusion von Molekiilen und
ihrer Verteilung in verschiedene Medien (Phasen) sind die grundlegenden Mecha-
nismen des in dieser Arbeit vorgestellten Modells. Die Berechnung der Permeation
tiber mehrere Barrieren hinweg sowie die Verteilung zwischen mehrere sorbierende
Phasen sind besondere Merkmale dieses Modells und werden daher im Detail er-
klart. Auf etwaige Vorkenntnisse aus Physik und Chemie (wie bspw. der Boltzmann-
Verteilung, Definition von Temperatur bzw. Warme) wird hierbei nicht eingegan-
gen.

2.1 Diffusion und Permeation

21.1 Brownsche Molekularbewegung

Betrachten wir die zuféllige, thermische Bewegung von Gasmolekiilen (Brownsche
Molekularbewegung) als ein mechanisches Modell, indem jedes Molekiil als einfa-
che Kugel abgebildet wird. Nun lasst sich jeder Kugel eine Temperatur und damit

eine mittlere kinetische Energie zuordnen: (E ) = 5 (v*) = 5 (Vi +v2 +v2)
Jede Geschwindigkeitskomponente (12,12, v2) tragt dabei genau *8% zur mittle-

ren kinetischen Energie bei (Gerthsen, 1966). Hierbei bezeichnet kg d1e Boltzmann-
Konstante mit kg = 1.381 * 10723 J/K. Somit ergibt sich insgesamt: 21? = 3%8T.
Daraus ldsst sich nun durch einfaches Umstellen die mittlere thermische Geschwin-
digkeit vy, berechnen: vy, = /(V?) = \/3’“3#. Man erkennt daran, dass die Be-
wegungsgeschwindigkeit eines Molekiils mit steigender Temperatur zu-, jedoch mit
zunehmender Masse abnimmt. Befinden sich nun einzelne Partikel in einem Medi-
um, werden diese zufdllig durch die thermische Bewegung der Molekiile des Me-
diums angestofsen. Die durch diese Bewegung zustande kommende Lagednderung
wird Diffusion genannt.

2.1.2 Einstein - Smoluchowski - Stokes

Einstein erkannte, dass die grundlegende Grofse bei der Diffusion (bzw. dem ran-
dom walk) der Teilchen nicht die mittlere thermische Geschwindigkeit, sondern der
Mittelwert des Quadrats der Teilchenverschiebung (x(t)*) nach gegebener Zeit t ist.
Er leitete (parallel zu Marian Smoluchowski) die Einstein-Smoluchowski-Beziehung
her: (x(t)*) = 2D « t. Die Proportionalitdtskonstante D ist der Diffusionskoeffizi-
ent. Fiir in Losung suspendierte Teilchen hat Einstein einen weiteren Ausdruck fiir
den Diffusionskoeffizienten hergeleitet, der als Einstein-Stokes-Gleichung bezeich-

net wird: D = %.Diese Beziehung kann man sich so veranschaulichen: Bei einem
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(sphdrischen) Teilchen (mit Radius r) in Losung treibt die thermische Energie (kp*T")
das Teilchen vorwérts, wahrend es durch die Stokes-Reibung mit dem Losemittel
(Viskositat n ) abgebremst wird.

Die effektiv auftretende Diffusion wird bestimmt durch das Verhiltnis der Beitra-
ge der Diffusion in alle Raumrichtungen. Da an einen Ort mit hoherer Molekiilan-
zahl pro Volumen mehr Molekiile an der Diffusion beteiligt sind, als an einem Ort
mit geringeren Molekiilanzahl, wird zwangsldufig die effektive Diffusion vom Ort
der hohen Konzentration zum Ort der niedrigen Konzentration gerichtet sein (Peter
W. Atkins und Paula, 2013). Diese gerichtete Diffusion wird unter anderem in den
Fick’schen Gesetzten benutzt, auf die nun im Folgenden eingegangen wird.

2.1.3 Fick’sche Gesetze und Permeabilitit

Um die diffusive Permeation eines Molekiils durch eine Membran zu beschreiben,
betrachten wir ein Drei-Phasen-System aus einem gut durchmischten Donatormedi-
um, der Membran und einem gut durchmischten Akzeptormedium. Fiir eine erste
Vereinfachung dieser Betrachtung nehmen wir an, dass die Diffusionsgrenzschich-
ten vernachléssigt werden konnen und keinen signifikanten Widerstand darstellen.
Dass dies in der Realitdt nicht der Fall ist und welche Auswirkungen die Grenz-
schichten haben, wird in einem spéteren Abschnitt diskutiert.

Membran

Donator Akzeptor

Diffusionsgrenzschicht
Diffusionsgrenzschicht

X, X, X5 X, > X

ABBILDUNG 2.1: Schematische Darstellung des Konzentrationsgradi-
enten in einem Drei-Phasen-System (nach Baker, 1987).

Fiir die gerichtete Diffusion (siehe Abschnitt Diffusion) im stationdren Zustand
gilt das erste Fick’sche Gesetz: J = 2L x A = —D2<. Hierbei ist ] der Massenfluss
pro Zeit [g/ em? x s], dM die Anderung der Masse [g] der betrachteten Molekiile, A
die Diffusionsflache und dc/dx der Konzentrationsgradient entlang der Membran-
dicke. Fiir das Drei-Phasen-System bzw. fiir den Massenfluss durch die Membran
nimmt das erste Fick’sche Gesetz folgende Gestalt an: J = 8%‘* x A= Dx CMDichA.
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Hier ist dm 4 die Anderung der Masse im Akzeptor-Kompartiment , Cjsp die Kon-
zentration in der Membran an der Donator/Membran-Grenze [g/cm?], Cara die
Konzentration in der Membran an der Akzeptor/Membran-Grenze [g/cm?] und
h die Membrandicke [cm]. In der Abbildung 2.1 ist die Membrandicke durch h =
x3 — o dargestellt.

Die Konzentrationen an den Grenzflichen konnen wie folgt ausgedriickt werden:

cvup = Kyp xCa

cva=KyaxCay

Die Verteilungskoeffizienten K4 und Kjsp beschreiben die Gleichgewichtsver-
teilung zwischen Membran und Akzeptormedium bzw. Membran und Donormedi-
um. Eine genaue Beschreibung der Verteilungskoeffizienten finden Sie im Abschnitt
Verteilungskoeffizienten. Befindet sich im Donor- und im Akzeptorkompartiment
das gleiche Medium oder verwendet man das gleiche Bezugssystem (bzw. Referenz-
phase wie bspw. Wasser), so sind die Verteilungskoeffizienten K ;A und K ;D iden-
tisch und man kann mittels des Zusammenhangs (Cyrp — Cara) = K * (Cp — Ca)
die obige Gleichung umformen zu: J = D ;‘LK x (Cp — C4). Hier kann nun P = D ZK ,
die Permeabilitat [cm/sek], abgeleitet werden. Mittels dieser Permeabilitét, die von
dem Konzentrationsgradienten unabhéngig ist, kann nun der Massenfluss bzw. als
reziprok der Widerstand R = 1/P einer Membran oder einer beliebigen Schicht be-
rechnet werden.

2.2 Verteilung und Verteilungskoeffizienten

Die Verteilung einer Substanz in verschiedene sorbierende Phasen hingt von den
physikalisch-chemischen Eigenschaften sowohl der Substanz als auch der betrach-
teten Phasen ab. Auch Wasser bzw. Losemittel werden hier als sorbierende Phasen
bezeichnet. Der Begriff Medium ist hiervon zu unterscheiden, da ein Medium meh-
rere Phasen beinhalten kann. Bspw. wird Blut im Folgenden als Medium bezeichnet,
wohingegen das Blut-Albumin oder die Blut-Lipide als sorbierende Phasen benannt
sind.

Eine Vorhersage mittels Modelle oder Messung dieser Verteilung kann je nach
Komplexitdat und Beschaffenheit der betrachteten Substanz und Phasen sehr auf-
wiandig sein (Poole u.a., 2009). Vor allem ionische Substanzen stellen hier eine be-
sondere Schwierigkeit sowohl in Messung als auch Vorhersage dar und sind derzeit
noch Bestand der aktuellen Forschung. Da ionische Substanzen in dieser Arbeit kei-
ne wesentliche Rolle spielen, werden im Folgenden nur neutrale bzw. ungeladene
Substanzen betrachtet.

2.21 Verteilungskoeffizient

Der Verteilungskoeffizient einer Substanz K; ; zwischen zwei verschiedenen Phasen
i und j beschreibt das Verteilungsgleichgewicht, dh. das Verhéltnis der Stoffmen-
gen M; (bzw. Konzentrationen C; = M;/V; ) im thermodynamischen Gleichgewicht:
K;j = C;/C; = (M; x V;)/(V; x M;). Dies bedeutet nicht, dass kein Austausch mehr
stattfindet. Stattdessen ist ein Zustand erreicht, in dem genauso viel Substanz aus
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Phase i zu Phase j diffundiert wie umgekehrt. Dabei wird sich die Substanz vermehrt
in der Phase aufhalten in der es fiir sie energetisch giinstiger ist, da die aufzubrin-
gende Energie, um sie in die ungeeignetere Phase zu verschieben, hoher ist.

2.2.2 Multi-Phasen-System

Was fiir die Verteilung zwischen zwei Phasen gilt, muss auch fiir die Verteilung zwi-
schen mehreren Phasen gelten. Betrachten wir zunéchst drei verschiedene Phase, die
an die jeweils beiden anderen Phasen angrenzen (Abbildung 2.2). Das Verteilungs-
verhalten zwischen jeweils zwei Phasen konnen wir wieder mit dem entsprechen-
den Verteilungskoeffizienten beschreiben.

ABBILDUNG 2.2: 3 Phasen System und Verteilungskoeffizienten.

Ist das gesamte System im Gleichgewicht, so miissen die daraus resultierenden
Verteilungskoeffizienten ein stabiles System abbilden (C} = Kj 2 * Cp;Cy = K3 %
C3; C3 = K31%C). Daraus lasst sich ableiten, dass alle drei Koeffizienten ineinander
umgerechnet werden konnen:

Cr=Ki12%Cy=Ki2(Ko3%C3)=Ki2(Kazx*(Kz1xCh))

K. 1
= 1=K Kog# Ks1bzw Kio= —2 daK;; =
K3 K;;

gilt. .1)

Dies wird auch als Thermodynamisches Dreieck bezeichnet. An dieser Stelle bie-
tet es sich an, alle Verteilungskoeffizienten auf eine gemeinsame Referenz-Phase zu
beziehen. In der Literatur sind die meisten verfiigbaren Verteilungskoeffizienten fiir
biologische Systeme mittels Verteilung aus Wasser angegeben. Daher wird auch hier
und im Folgenden Wasser als Referenz-Phase gewihlt.

Nehmen wir nun an, wir haben ein solches Drei-Phasen-System mit bekannten
Verteilungskoeffizienten zur Referenz-Phase Wasser (K1 wassers 52, Wassers 53,Wasser)
und bekannten Volumina (V7, V2, V3). Eine definierte Menge M einer Substanz wird
in dieses System gegeben und es interessiert uns, wie sich die Substanz zwischen
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den drei Phasen verteilt. Da wir wissen, dass im Gleichgewicht die Konzentratio-
nen durch die Verteilungskoeffizienten beschrieben sind (C; = K; wasser * Cwasser)
und die Stoffmengen der einzelnen Phasen zusammengenommen der Menge ent-
sprechen muss, die wir zugegeben haben (Mgesamt = M1 + Ma + M3z), konnen wir
folgende Gleichungen aufstellen:

Mgesamt = C1 % V1 +Cax Vo +Cs % V3
= (CWasser * Kl,Wasser * Vl) + (CWasse'r * K2,Wasse7‘ * V2) + (CWasse'r * KB,Wasser * V3)
= CWa,s.ser * (Kl,Wa,s.ser * Vl + K?,Wasse'r * V2 + K3,Wasser * VS)

Mgesamt
= Cw = 2.2
e KLWGSSS”' * V1 + K27WU«SS€T‘ * VQ) + KS,WasseT' * V3 ( )

Da wir nun die Konzentration unserer Referenz-Phase kennen, konnen wir ein-
fach mittels der entsprechenden Verteilungskoeffizienten die Konzentrationen und
damit Stoffmengen aller beteiligten Phasen berechnen. Dieser Formalismus ladsst sich
auf beliebig viele Phasen erweitern:

Mgesamt

= CWwasser = >
Zi Ki,Wasser * Vi

2.3)

Diese Gleichung wird im hier vorgestellten Modell benutzt, um bei allen Multi-
Phasen Verteilungen (bis zu sechs verschiedenen Phasen) die Wasser-Konzentration
zu bestimmen und dariiber die jeweilige, bendtigte Phasen-Konzentration oder Stoff-
menge.

2.2.3 pp-LFER Parameter

Die fiir diese Berechnungen notigen Verteilungskoeffizienten sind mitunter nur schwer
experimentell zu bestimmen. Insbesondere bei sehr kleinen bzw. sehr grofien Vertei-
lungskoeffizienten ist dies auf Grund der enorm kleinen Konzentration in einer der
beiden Phasen schwierig und fiihrt zu hohen Ungenauigkeiten (Poole u.a., 2009).
Zudem konnen die in der Literatur vorhandenen Werte teilweise nur schwer auf ih-
re Qualitdt tiberpriift werden oder es liegen mehrere stark abweichende Werte vor
(Pontolillo und Eganhouse, 2001). Hinzu kommt, dass die Verteilungen in sehr ver-
schiedene biologische Phasen, wie sie in unserem Modell vorkommen, nur selten
von allgemeiner Bedeutung sind und daher oftmals nicht zur Verfiigung stehen.

Dabher ist es notwendig, die experimentell nicht zur Verfiigung stehenden Vertei-
lungskoeffizienten mittels Vorhersagemodellen zu bestimmen. Hier gibt es eine gan-
ze Reihe verschiedener Modelle, angefangen von quantitativen Struktur-Wirkungs-
Beziehungen (engl.: Quantitative Structure-Activity Relationship - QSAR) tiber Vorher-
sagemodelle, die auf der jeweiligen molekularen Struktur beruhen (Katritzky u.a.,
2010; Dearden, Rotureau und Fayet, 2013; Boethling, Howard und Meylan, 2004), bis
hin zu sehr aufwandigen Molekiil-Dynamik-Simulationen oder quantenchemischen
Berechnungen (Bittermann, Spycher und Goss, 2016). Die meisten der verfiigbaren
QSAR-Modelle sind empirisch und damit fiir Substanzen bzw. Systeme auflerhalb
ihrer Anwendungs-Domaéne (definiert durch die Qualitdt und Variabilitat ihres Trai-
ningsdatensatzes) nicht geeignet. Die weit verbreitet Variante der Korrelation des
log Kow mit anderen Verteilungskoeffizienten ist ebenfalls mit grofien Unsicherhei-
ten behaftet, vor allem bei nichtoktanoldhnlichen Phasen (Bronner und Goss, 2011;
Harris u. a., 2008).
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Ein weiterer Ansatz ist die Polyparameter-lineare-freie-Energie-Beziehung (engl.:
poly parameter linear free energy relationship - pp-LFER). Hierbei werden je ein Parameter-
Satz fiir die Phasen zwischen denen die Verteilung stattfindet (kleine Buchstaben)
und die zu verteilenden Substanzen (grofie Buchstaben) verwendet (Flanagan u. a.,
2005). Der entsprechende Formalismus sieht wie folgt aus:

logK =v*xV +1lxL+axA+bxB+s%S (2.4)

Jeder dieser Parameter (grofs und klein) beschreibt dabei eine andere Eigenschaft.
V beschreibt das molare Volumen (normiert fiir die Verwendung in der logarithmi-
schen Gleichung (Abraham und McGowan, 1987)), L ist der Hexadekan/Luft Ver-
teilungskoeffizient, S die Polarisierbarkeit (Dipolaritdt) und A bzw. B beschreiben
die Wasserstoffbriicken-Donor- bzw. Akzeptor-Eigenschaften. V und L beschreiben
nichtspezifische Eigenschaften wie die notwendige Volumenarbeiten (V) und die
Van-der-Waals-Wechselwirkung (L) und die anderen (S, A, B) spezifischere Eigen-
schaften. Der Parameter c ist ein Korrektur-Parameter, der zur Optimierung der
Vorhersage dient. Die pp-LFER Gleichung ist damit wesentlich mechanistischer als
andere Modelle, was dem Anspruch unseres Modells entspricht. Es sei angemerkt,
dass in der Literatur auch die Verwendung des Parameters E anstelle von V oder L
auftritt (Abraham, Ibrahim und Zissimos, 2004; Flanagan u. a., 2005).

In der Literatur existieren bereits System-Parameter, fiir die von uns benétigten
Verteilungs-Phasen, wie zB. Speicherlipide/Wasser, Membranlipide /Wasser oder Pro-
teine/Wasser und diverse Substanz-Parameter (Karunasekara und Poole, 2013; En-
do, Bauerfeind und Goss, 2012; Bronner und Goss, 2011; Flanagan u. a., 2005; Geisler,
Endo und Goss, 2012; Endo, Escher und Goss, 2011; Abraham, Ibrahim und Acree,
2005; Poole und Poole, 2008). Es empfiehlt sich hierbei die Verwendung einer pp-
LFER Deskriptoren-Datenbank, in der > 3000 System- und Substanz-Deskriptoren
enthalten sind und die nicht vorhandene Deskriptoren mittels integrierter QSAR
berechnen kann (Ulrich S.; Brown, T.N.; Watanabe, N.; Bronner, G.; Abraham, M.H.;
Goss, K.-U., 2017).

2.3 Vier gekoppelte Kompartimente

In diesem Abschnitt wird das Herleiten einer expliziten, analytischen Losung fiir
ein Differentialgleichungssystem, bestehend aus vier in Reihe liegenden Komparti-
menten mit jeweils moglicher Hin- und Riickreaktion, beschrieben. Solche Differen-
tialgleichungssysteme konnen zwar ohne Probleme numerisch gelost werden, be-
diirfen dafiir jedoch einer gewissen Rechenzeit. Dieser Zeitaufwand ist je nach be-
schriebener Situation und verwendetem Losungsalgorithmus unterschiedlich hoch,
liegt bei modernen Computersystemen jedoch meist im Bereich weniger Sekunden.
In dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell wird eine rekursive Numerik Anwen-
dung finden (siehe Abschnitt 3.1.3 - Rechenabldufe), in der ein solches Differenti-
algleichungssystem mehrfach (ca. 13x) pro Iteration (Durchlauf) benétigt wird. Je
nach Situation werden mehrere zehntausend Iterationen benétigt, unter Umstdn-
den (Lang-Zeit-Simulationen) auch weit iiber eine Million. In diesem Kontext ist
die Zeitersparnis von einer bzw. mehrere Sekunden pro Iteration mehr als gerecht-
fertigt. Zumal angemerkt werden soll, dass eine typische Iteration auf dem dafiir
vorgesehenen Computer (mit expliziter, analytischer Losung) gerade einmal 0,006
Sekunden benétigt (siehe Abschnitt 3.4 - Programm Performance).
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Der nachfolgend beschriebene Formalismus wurde in Microsoft-Excel implemen-
tiert und fiir eine separate Veroffentlichung im Rahmen der Beschreibung von ,,3
gekoppelten, reversiblen Kinetiken erster Ordnung,, verwendet (Larisch und Goss,
2017). Diese Veroffentlichung enthélt neben dem hier dargestellten Beispiel weitere
Anwendungen, die das breite Anwendungsfeld einer solchen analytischen Losung
aufzeigen.

2.3.1 Aufkommen und Verwendung von vier gekoppelten Kompartimen-
ten

Betrachtet man den Ubergang eines Molekiils von der Lunge (analog Kiemen —
dann mit Wasser statt Luft) ins Blut mittels eines einfachen Zwei-Kompartiment-
Modells (Luft und Blut — siehe Abbildung 2.3). So kann der Diffusionsprozess durch
die Lungen-Membran ebenfalls als ein Zwei-Kompartiment-Diffusions-Prozess be-
schrieben werden (siehe in Abschnitt 2.1.3 —Fick’sche Gesetze und Permeabilitét).

A ka|b B Luftcm

ABBILDUNG 2.3: Der Austausch von Luft zu Blut geschieht durch
Diffusion durch das Lungengewebe. Dies lasst sich durch ein Zwei-
Kompartiment - Problem beschreiben (Kompartiment A: Luft; Kom-
partiment B: Blut). Die Diffusion ist dabei symmetrisch in beide Rich-
tungen und nur vom Konzentrationsgradienten abhingig.

In unserem Modell wollen wir das Lungengewebe (resp. Kiemengewebe) jedoch
nicht als einfache Barriere darstellen. Da es aus mehreren Zell-Lagen besteht, hat das
Kiemengewebe nicht nur einen Membran-Ubergang, sondern mehrere. Ebenfalls ha-
ben die Zellbestandteile eine Sorptionskapazitdt und stehen im Verdacht metabolish
aktiv zu sein. Aus diesem Grund ist es fiir unserem Anspruch noétig, das Lungen-
gewebe (resp. Kiememgewebe) als eigenstandiges Kompartiment zu fiihren (siehe
Abbildung 2.4).

Luft Luft Lunge
CLU" CLuﬂ CGeWebe

—

ABBILDUNG 2.4: Der Austausch von Luft zu Blut geschieht zuerst

durch Diffusion in die Lunge und von dort weiter ins Blut. Die

Lungen-Zellen-Membranen an den 'Randern’ nehmen hierbei die
Rolle der Diffusionsbarrieren ein.

Eine Stufe komplexer wird es, wenn man sich die beteiligten Phasen ndher an-
schaut. Sowohl das Lungengewebe als auch das Blut bestehen nicht nur aus einer
Phase bzw. sie lassen sich nicht nur durch ein gemischtes Medium beschreiben. Viel-
mehr ist es sinnvoll, zwischen festen und wissrigen Bestandteilen zu unterscheiden
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und zwischen diesen ebenfalls einen Austauschprozess (Adsorption und Desorpti-
on) stattfinden zu lassen. Dadurch entsteht ein Vier-Kompartiment-Problem (siehe
Abbildung 2.5).

Lunge-
Interstitial

ABBILDUNG 2.5: Innerhalb der/des einzelnen Organe/Bluts findet
ebenfalls Diffusion zwischen festen und wéssrigen Phasen statt. So-
mit wird es notig vier verschiedene Kompartimente zu betrachten.

Bislang konnten alle Diffusionsprozesse als symmetrisch durch die Barrieren
(gleich in beide Richtungen) betrachtet werden. Jedoch kommt es in der Natur sehr
haufig vor, dass aktive Transportmechanismen durch Membranen existieren. Diese
sind wiederum meist nur in eine Richtung aktiv und brechen daher mit der bislang
betrachteten symmetrischen Diffusion (siehe Abbildung 2.6). Dies ist die Situation,
wie sie in dem hier vorgestellten Modell sehr haufig auftritt, da diese Prozesse nicht
nur beim Ubergang von Lungengewebe zu Blut, sondern auch beim Ubergang vom
Blut zu allen anderen Organen vorkommt.

Lunge -
Interstltlal

ka|b kblc Jﬁ;&j

1B [T cC

kact.Transk
»

. Symmetrische Diffusion I:L// Aktiver Transport

ABBILDUNG 2.6: Durch aktiven Transport durch die Zell-Membran
in nur eine Richtung erfolgt eine Symmetriebrechung zwischen Kom-
partiment zwei und Kompartiment drei.

Ebenfalls konnen Ad- und Desorption an Zellbestandteile kinetisch beeinflusst
sein. Auch ist die Richtung des zusétzlichen Transports nicht eindeutig. Mochte man
nun, wie in unserem Fall, alle moglichen Situationen abdecken, so muss zwischen
allen Kompartimenten Hin- und Riickreaktion getrennt betrachtet werden. Diese Si-
tuation ldsst sich verallgemeinert als reversible Folge-Kinetik zwischen vier Kom-
partimenten darstellen (siehe Abbildung 2.7).

ka|b kb|c kcld

A B C D

kb|a kc|b kd|c

ABBILDUNG 2.7: Reversible Folge Kinetiken zwischen vier Komparti-
menten (A, B, C, D) mit acht verschiedenen Konstanten (nach Larisch
und Goss, 2017).

Das Differentialgleichungssystem (DGS) fiir Prozesse, die einer Kinetik erster
Ordnung entsprechen, sieht wie folgt aus:
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N(A) = —kqp * C(A

N(B) = kgp % C(A) + kpo  C(B
N(C) = kp,c % C(B) + kep * C(C
N(D) = ke,q*C(C

+ kp,o x C(B)
— Ky ¥ C(B) 4 ke p + C(C)
—ke,g % C(C) — kq,c x C(D)
— kg, *C(D)

(2.5)

NN N N

2.3.2 Skizze des Losungswegs

Die vollstandige Losung des obigen Problems konnen Sie im SI der Veroffentlichung
Larisch et al. 2017 (Larisch und Goss, 2017) entnehmen. Im Folgenden soll lediglich
kurz der entsprechende Losungsweg in drei Schritten skizziert sowie die entspre-
chende Losung fiir das Kompartiment A (alle anderen Kompartimente sind analog)
dargestellt werden.

I- Symmetrie als Grundbedingung Wenn man nun zwei entgegensetzt orientierte
Konstante zB. k., und ky,, betrachtet und beide von der selben physikalischen Gro-
Be ihres Kompartiments abhangen, wie zB. der Konzentration innerhalb ihres Kom-
partiments C' () oder explizit der Stoffmenge N (i), dann ist es moglich, einen Faktor
zu finden, mit dem beide Raten ineinander tiberfithrt werden kénnen : K = k;.;/kj.;.
Dies fiihrt zu :

N(A) = —kap * C(A) + ko % C(B) ; N(B)=—kygqxC(B)+kay*C(A)

ku b
K==
' g (2.6)

. kq . kg
= N(A) = —kqgp * C(A) + “22 4« C(B) ; = N(B)=—-2b
’ Ky K

% C(B) 4 kq , * C(A)

Damit erhdlt man eine nur noch von einer Ratenkonstante abhédngige Situati-
on. Da dieses K von der Konzentration und von der Zeit unabhéngig ist, kann es
als normaler Faktor behandelt werden. Setzt man nun aber das Volumen des Sys-
tems V; = V(S;) als konstant tiber die Zeit, so ist es durch den Zusammenhang
Ci(t) = N;(t)/V; moglich, den Faktor K an das Volumen zu multiplizieren und so
ein 'relatives’ Volumen V¥ = K x V; zu bilden. Dieses K kann je nach Situation auch
als Verteilungskoeffizient oder Reaktionskonstante verstanden werden. Auf diese
Weise lassen sich die vorherigen Beziehungen der Systeme umschreiben:

N(A) = —kqp x C(A) + ka,bcl(f) = hap * JJEZ? * k“*bKlji(f()B)
3 N(A)  N(B)
= ~kap (V(A) - VR(B))
N(A) N(B)

v(A) KV (B)

~ N(4)  N(B)
‘+“¢<vm>’VWBJ

LN V)
— Rty PR va)

(B) .7)

Ki

N(A) . N(B)
V(A)  “PVE(B)

N(B) = +kqp * C(A) — kqp = +kap * = +kap *

Damit existiert nun eine symmetrische Ratenkonstante zwischen den Systemen.
Diese Umformung ldsst sich einfach auf die weiteren beteiligten Systeme {ibertra-
gen. Wobei zu beachten ist, dass die erste Umformung Einfluss auf die Umformun-
gen der anderen Systeme hat - die bereits bekannten, relativen Volumina, also Aus-
gangspunkt sind. Somit lasst sich das Gesamt-Problem symmetrisieren.

Um die Ubersichtlichkeit zu wahren (und um zu verdeutlichen, dass das nun
folgenden Losungskonzept auch fiir rein symmetrische DGS dieser Art verwendet
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a b (o
A Br—1C D
ABBILDUNG 2.8: Reversible Folge-Kinetik zwischen vier Komparti-
menten (A, B, C, D) mit vier verschiedenen Konstanten.

werden kann), werden die relativen Volumina nur noch als normale Volumina dar-
gestellt. Das symmetrische DGS ldsst sich nun einfacher aufschreiben:

(2.8)

V= ex Ne()  Np(t)
Np = (Vc(t) vD(t>)

II - Linearisierung Als zweiter Schritt wird eine Linearisierung des Problems durch-
gefiihrt. Dh. alle Kopplungen innerhalb einer Gleichung des Gleichungssystems wer-
den ersetzt durch Ableitungsausdriicke der jeweils vorhanden anderen Gleichun-
gen. Ziel ist dabei einen Ausdruck fiir jedes Kompartiment zu erhalten, der nur
noch vom jeweiligen Kompartiment selbst abhidngt. Da es sich hier um vier gekop-
pelte Kompartimente handelt (also drei Kopplungen), ist davon auszugehen, dass
mindestens die dritte Ableitung der jeweiligen Gleichung benétigt wird.

NA NB —a ... a ...
Na=—ax|-2 -2 | = —Na+——N 29
A= Tax (VA Vs ) Vi ATyt B @9)

Wenn alle Kopplungen eliminiert sind, hat man einen Ausdruck der Form:

—a . a? . abc a?(b+c¢ a?c .
Noa=—Na+ NA—< LA ) _ >NA
Va VaVe VeVeVp  VaVpVe  VaVeVp
b b Vs .
,(a(at )+“( +C)+ ac )X—QX(NA+1NA) (2.10)
Vs Ve Ve VeVp a Va
ab? abc a(a+b)(b+c ac(a+b 1% . a .
+( ) — — ( 2)( )f (2 ))X—BX(NA+—NA)
Ve“Ve VeVeVp Ve“Ve Ve“VD a Va

Mit einigen Substitutionen kann man diesen nun auf die Form einer linearen,
homogenen Differentialgleichung (DGL) 3. Ordnung bringen:

a a-+b b+ec c
= —+ + =
° (VA Vs | Vo +VD)

1 1 1 1 1
—=ab b
p=a (VAVB AR vac) * c(VBVc Ve chD>

1 1 1 2.11)
+ ac + + +
VaVe  VaVp  VBVe  VeVp
1 1 1 Vi
fy:&bC( —+ + + ):abc(VA+VB+VC+ D)
VaVeVp  VeVeVp  VaVeVe  VaVeVp VaVeVeVp

y=Na,y=Na,j=Na,¥=Ny
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=>Y+aj+By+yy=0 (2.12)

III - Lésen der DGL. 3.0rdnung Um diese DGL zu losen, benutzen wir einen
einfachen Expotential-Ansatz Y = e~ und die allgemeine Losung:

y(t) = Cre ™ M*t 4 Coe™ 2%t | Cge 3%t (2.13)

Dies fiihrt zu einem Polynom 3. Ordnung:

(B —axX+8xA—7)xe =0 (2.14)

Um dieses Polynom ohne Nebenbedingungen 16sen zu kénnen, benutzen wir
die Cardanischen Formeln (Gerolamo Cardano — ca. 1470). In Abhdngigkeit von der
sogenannten Lagrangen Resolventen D erhilt man drei Teil-Losungen und daraus
die allgemeine Losung. Zuvor miissen noch einige Substitutionen gemacht werden:

3 0 PT 3 1T T Ty Y 2.15)

D >0 D=0 D <0

A1:u+v+§ A1:%+% )\1:2*\/?COS(§)+%
)\2:—(u1+02)+2i\/3(u1—m)+% )\2:—2—;—&-% Ay = 2% —?pc (¢§27r)+%
)\327(“1+U2)7;\/§(U17U1)+§ A3=*§f§+§ A3=2*\/?cos(¢+4ﬂ)+§
u= ¢ *g+\/5 cos(¢) = a4

S

Il

|
N[

|

S

(2.16)

Fiir den Fall, das D<0 ist, kann nun mittels drei einfacher Randbedingungen ei-
ne Losung erstellt werden: Die Startbedingungen sind bekannt: N(t=0), Equilibrium
nach unendlicher Zeit wird erreicht und die Massen-Erhaltung muss gelten. Als Bei-
spiel wird hier der Term fiir C; dargestellt:

o = /\1k374 (Ng(o) N4(0)> <k3,4 k3,4
1= — _

(A3 = A1)(A2 — A1) V3 Vi 73+74+(>\2+>\3)>
A1ks,4 k2,3 (N2(0)  N3(0)

* (A3 = A1)(Az — A1) ( V3 ) ( Va V3 )

A1A2)3 < 2 <N1(0)+N2(0)+N3(0)+N4(0)> 7N4(0)>

(A3 = A1)(A2 — A1) Vi+Va+V3+Vy

(2.17)

+
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2.3.3 Validierung der Gleichungen

Da die Gleichungen tiberaus lang sind und es bei der Herleitung schnell zu Feh-
lern kommen kann, wurde eine Validierung gegen einen numerischen Loser durch-
gefiihrt. Hierzu wurde der in Matlab implementierte Losungs-Algorithmus ODE45
genutzt. Die analytische Losung lieferte in allen getesteten Szenarien die gleichen
Ergebnisse (exemplarisch dargestellt in Abbildung 2.9 u. 2.10).

— Compartment 1

— Compartment 2
45 7 | =— Compartment 3
s Compartment 4

Yolume W1 =100 m|
Yolume Y2 = 100 m|
35 i Volume V3 =100 m|
Yolume V4 = 100 m|

Mass W1 =100 mol
Mass W2 = 100 mol
a5 4 Mass M3 = 500 mal
Mass W4 = 100 mol

Concentration [mol / ml]

End C1=1.756 malfml
1 | | End C2=3.530 maolfml
End C3 = 1.803 malfml
End C4 =0.910 malfml

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Time [min]

ABBILDUNG 2.9: Grafik der Ergebnisse des Matlab-ODE45-
Aglorithmus mit entsprechenden Anfangsbedingungen.

Der Quellcode zur Uberpriifung der Ergebnisse mittels des ODE45-Losers sowie
die gesamte Herleitung und detaillierte Validierung finden befindet sich im Suppor-
ting Information der Veroffentlichung von Larisch und Goss 2017 ,,Calculating the

tirst-order kinetics of three coupled, reversible processes”, (Seite 1- 52) (Larisch und
Goss, 2017).

ProcessTime= | 500 | T

Compartment 1 Compartment 2 Compartment 3 Compartment 4
Volume | 100 | liter i (1,24 2 v [ Volume [ 100 ] liter k(2,314 05 |v/T [ Volume [ 100 ] liter k344 1 |vr Volume | 100 | liter
> >
Concentration| 1| mol / iter| Concentration| 1| mol / lter Concentration] 5 | mol / liter Concentration| 1 | mol/liter
Mass mol [ k231 vt Mass 00 | mol k(3214 1 v Mass mol [k fa3id 2 vt Mass 100 mol
<€
Concentration| 1.757 | mol / liter > [Concentration| 3.53 |mol /liter — Concentration| 1.803 | mol / liter — Concentration| 0.91 | mol /liter
Mass (1757 | mol DeltaN < 76 | mol Mass | 353 | mol | DeltaN<-329 |mol Mass (1803 mol Delta N -8.292 | mol Mass  [01.01] mol
C-Sys1 C-Sys2 C-Sys3 C-Sys4
2 4 6 2
s
15 3 15
s
1 2 3 1
05 1 N 05
1
o ] o4 °
o 100 200 300 400 500 o 100 20 0 400 500 5 o 2 = a0 0 o 10 20 30 40 500

ABBILDUNG 2.10: Grafik der Ergebnisse des ExcelAglorithmus mit
entsprechenden Anfangsbedingungen.



17

Kapitel 3

Modell und Validierung

In diesem Kapitel werden das Modell und seine Details vorgestellt und anschliefiend
die Validierung einzelner Prozesse besprochen. Wie spiter gezeigt wird, bendttigt
das hier vorgestellte Modell eine Vielzahl an physiologischen Parametern der zu
modellierenden Spezies sowie geeignete experimentelle Daten um einzelne Prozesse
validieren zu konnen.

Die Zusammenstellung eines vollstindigen physiologischen Datensatzes gelang
hierbei fiir den Menschen (72Kg) und fiir eine Fischart (1Kg Regenbogenforelle)
durch Dr. Trevor N. Brown. Dank seiner Bemithungen konnte der physiologische
Datensatz der Regenbogenforelle mit allometrischen Skalierungen ausgestattet wer-
den. Diese erlauben es, ausgehend zB. von dem 1Kg Datensatz, auf andere Korper-
gewichte zu skalieren. Da Organe nicht im selben Verhéltnis wie das Korpergewicht
wachsen und verschiedene Parameter wie Ventilationsrate oder Blutfluss auch nicht
linear von der Korpergrofie abhdngen, war dies unerldsslich.

Datensitze aus Experimenten, mit denen das Modell validiert werden kann, sind
fiir den Menschen weitaus schwieriger zu finden, als fiir Regenbogenforellen oder
dhnliche Fischarten. Daher wird im Anschluss an die Modell-Besprechung eine Va-
lidierung der Prozesse fiir Aufnahme tiber Kiemen und Darm sowie fiir die inter-
ne Verteilung von neutralen bis leicht polaren Substanzen in Regenbogenforellen
aufgezeigt. Durch die Beschreibung aller Prozesse unabhingig voneinander und im
hochstmoglichen physikalisch-chemischen Detail konnen bereits validierte Prozesse
auf andere Szenarien und Spezies iibertragen werden, ohne dass sie selbst neu vali-
diert werden miissen. Dies ermoglicht es, neue Prozesse hinzuzufiigen und einzeln
zu valideren ohne das bisherige Modell bzw. seine validierten Prozesse infrage zu
stellen.

Am Ende dieses Kapitels finden Sie eine Ubersicht iiber die Nutzer-Oberfliche des
Programms sowie eine kurze Einfiihrung zu dessen Benutzung. Eine Kurziibersicht
iiber die Performance des Programms sowie Hinweise, wie diese verbessert werden
kann (bzw. worauf im Code zu achten ist), helfen die benotigte Rechenzeit fiir ver-
schiedene Szenarien abzuschédtzen und bei Weiterentwicklungen stabil zu halten.

3.1 Aufbau des Models

In diesem Abschnitt wird der Aufbau des Modelles beschrieben. Es wird mit der
typischen PbTk-Struktur begonnen und darauf aufbauend immer weiter ins Detail
gegangen. Dabei werden nach und nach alle Besonderheiten und deren Bedeutung
angesprochen. Am Schluss wird auf den Rechenablauf im Groben eingegangen, da
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dieser flir das Verstandnis einiger Einschrankungen des Modells unerlésslich ist.
Auf den Aufbau des Programms an sich (Quellcode und Programm-Struktur) wird
hier bewusst verzichtet, da dies sowohl inhaltlich wenig von Bedeutung, als auch
aus Platzgriinden in dieser Arbeit nicht sinnvoll ist.

3.1.1 PbTk - Struktur

Der Aufbau heutiger PbTk Modelle hat sich seit den 1990 Jahren kaum verdndert.
Daher dhneln fast alle Modelle im wesentlichen dem Aufbau des damals entwickel-
ten und bis heute meist genutzten bzw. weiterentwickeltem Modells von Nichols
(Nichols u. a., 1990). Dabei wird der Organismus in mehrere unterschiedliche Orga-
ne aufgeteilt, die alle tiber einen Blutfluss miteinander verbunden sind (siehe Abbil-
dung 3.1).

Wasser / Luft

Herzkammer

Kiemen / Lunge

Umgebung

Vendses Blut
Arterielles Blut

- Urin

Nieren

Metabolisation<"

Nahrung

ABBILDUNG 3.1: Schematische Darstellung der abgebildeten Organe

im Modell (nach Larisch, Brown und Goss, 2017). Auf der Abbildung

fehlen aus Ubersichtsgriinden einige inneren Organe (Gonaden, Milz
und Knochen). Die Pfeile deuten die Blutflussrichtung an.

Prinzipiell gibt es dabei zwei Gruppen von Organen: Die internen Organe - Herz,
Gehirn, Fettgewebe, Muskeln, Nieren, Leber, Knochen, Milz und Geschlechtsteile
(méannlich oder weiblich). Diese stehen nur mit dem Blutfluss in Wechselwirkung.
Als Zweites gibt es die austauschenden Organe - Lunge (bzw. Kiemen), Haut und
Magen-Darm-Trakt (engl.: Gastro-Intestinal-Tract - GIT). Austauschende Organe ste-
hen sowohl mit dem Blut in Wechselwirkung als auch mit dem dufieren Medium
(Lunge, Kiemen, Haut) bzw. etwaig aufgenommener Nahrung (GIT). An dieser Stel-
le unterscheidet sich dieses Modell teilweise von anderen. Es kommt recht haufig
vor, dass statt der Aufteilung auf einzelne innere Organe, gemischte Kompartimen-
te angegeben werden: Stark durchblutetes Gewebe (engl.: high perfused Tissue) und
schwach durchblutetes Gewebe (engl.: low perfused tissue) oder schlicht andere, ge-
mischte Gewebe (Celsie u. a., 2015; Nichols u. a., 2004a; Péry u. a., 2014). Im Wesent-
lichen legen die entsprechenden Autoren keinen Wert auf die Information der ein-
zelnen Organe bzw. ist die Abschitzung der entsprechenden Blutfliisse auf diese
Weise einfacher.
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Es gibt zwei separate Blut-Pools: den arteriellen Blut-Pool und den vendsen Blut-
Pool. Aus dem vendsen Blut-Pool wird vom Herzen das gesamte Herzzeitvolumen
(engl.: cardiac output), also die Menge an Blut die pro Zeiteinheit in die Arterien ge-
pumpt wird, entnommen. Hierbei ist zu beachten, dass das Herz lediglich als Pumpe
funktioniert und nicht das gesamte Herzzeitvolumen dem Herzgewebe zum Wech-
selwirken zur Verfiigung steht. Das Herz als sorbierendes Kompartiment erhilt nach
der Aufteilung des arteriellen Blutes nach der/den Lunge/Kiemen einen entspre-
chenden Anteil des Blutflusses, der dann in die Herzgeféfse fliefSt und dem Herzge-
webe zur Verfiigung steht. Damit ist die Lunge/Kiemen das einzige Organ, das das
gesamte Herzzeitvolumen zum Wechselwirken zur Verfiigung hat.

Alle Organe (innere und austauschende Organe) haben die Moglichkeit einen
Metabolismus zuzuschalten. Dieser kann entweder linear, einer Kinetik erster Ord-
nung oder einer Michaelis-Menten-Kinetik folgen. Der Niere steht noch ein weite-
re Prozess, die Urination, zur Verfiigung. Dabei handelt es sich um einen einfachen
Verlust-Prozess, der bei der Betrachtung von Fischen jedoch keine grofie Rolle spielt.
Zusitzlich kann in jedes Organ sowie in die beiden Blut-Pools eine direkte Injektion
erfolgen. In den Organen wiirde dies nur auf das Organ-Gewebe angewendet (siehe
Abschnitt Organ-Struktur).

3.1.2 Gastro-Intestinal-Trakt

Der in Abbildung 3.1 schematisch dargestellte Gastro-Intestinal-Trakt (GIT) soll nun
noch ndher betrachtet werden. Wahrend beim Menschen eine klare Abtrennung zwi-
schen Magen, Diinn- und Dickdarm (wenn notwendig auch noch weitere Auftei-
lungen) gemacht werden kann, ist es bei Fischen im Allgemeinen nicht moglich,
einzelne Abschnitte klar zu definieren, da sie strukturell ineinander {ibergehen und
optisch kaum zu unterscheiden sind. Wie in Abbildung 3.2 zu erkennen, wird der
GIT in drei Teile geteilt. Jeder einzelne Teil kann separat parametrisiert werden und
verfiigt tiber ein separates Volumen fiir Nahrung/Fecies. Dabei muss beachtet wer-
den, dass in der Realitdt die aufgenommene Nahrung kontinuierlich weiterrutscht,
wiéhrend in diesem Modell ein aufgenommenes Nahrungspaket eine definierte Zeit
innerhalb eines Darm-Abschnittes verbleibt um dann in das ndchste iibergeben zu
werden (bzw. am Ende ausgeschieden wird).

Jeder Darmabschnitt verfligt tiber die Moglichkeit einer individuellen Verdau-
ung sowohl fiir Proteine als auch fiir Lipide. Dass dies von Bedeutung ist, zeigen
die Daten aus Nichols et al. 2004 (Nichols u. a., 2004a), in denen tiber den Zeitraum
von 48 Stunden Verdauung das Volumen des Darminhalts von drei verschiedenen
Darmabschnitten (Stomach, upper and lower testines) von Regenbogenforellen und
Dickkopfelritzen gemessen wurde. Des weiteren wird im Paper eine Reduktion des
Lipid-Gehaltes auf 9% (am Ende der Verdauung) angegeben. Dies wird in diesem
Modell ebenfalls berticksichtigt und sofern keine anderen Informationen vorliegen,
als Standardwert der Verdauung fiir Fische benutzt 2004 (Larisch und Goss, 2018b).

Eine weitere Besonderheit dieses aufgeteilten Darmes ist der Blutfluss. Dieser Ver-
lauft parallel durch die Darmabschnitte und fliest dann in das sogenannte Hepati-
sche Portal (engl.: Hepatic Portal Vein —HPV), dass sich in nahezu allen Wirbeltieren
finden lasst (S. N. Prasad, 1989). Hier mischt es sich mit dem arteriellen Blutfluss
zur Leber und geht dann vollstandig zur Leber als Organ. Diese Struktur dient zur
besseren Abbildung eines sogenannten ‘first pass effect’. Substanzen, die tiber die
Nahrung aufgenommen werden, konnen so schneller von der Leber metabolisiert
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Detaildarstellung des Leber-Gallen-GIT Komplexes

() Leber und Galle ()
. ({Gewebe ] Hep.Portal :
- Blut - 5
B R ST e T E
m Ausscheidung 3
@ Nahrungsaufnahme GIT o)
172 25 1 [ O [ =
Lo [0
% - Nahrung ahrung Nahrung ' }—= E
> . Gewebe Gewebe Gewebe] :
. Blut Blut Blut ] :
pass've S R D (I LI *
Blutfluss
Gallenfluss
—/ Nahrungspakete u

ABBILDUNG 3.2: : Detaillierte Struktur des Magen Darm Traktes im
Zusammenspiel mit der Leber und der Galle (nach Larisch und Goss,
2018a).

werden, da sie diese als erste zu passieren haben, bevor sie in den restlichen Orga-
nismus gelangen.

Des weiteren besteht die Moglichkeit einen Gallenfluss zuzuschalten (sofern eine
geeignete Parametrisierung der Gallenfliissigkeit im Bezug auf die gewiinschte Sub-
stanz vorliegt). Dieser Gallenfluss speist sich aus der Wechselwirkung/dem Aus-
tausch der Interstitalfliissigkeit der Leber und der Gallenfliissigkeit selbst. Die Galle
wird bei Vorhandensein eines Nahrungspaketes im mittleren Darmabschnitt an die-
sen als konstanter Fluss abgegeben. Real wiirde Galle in der Gallenblase gespeichert
und nur bei Bedarf abgegeben — dies wiirde sich jedoch mit den zur Verfiigung ste-
henden physiologischen Daten nicht ausreichend parametrisieren lassen.

3.1.3 Organ Struktur

Jedes Organ ist unterteilt in zwei verschiedene Kompartimente: Organ-Blut und
Organ-Gewebe (siehe Abbildung 3.3). Organ-Blut stellt dabei das kapillare Blut in-
nerhalb des Organs dar (dh. die Menge an Blut, die nicht zu den arteriellen oder ve-
nosen Gefdfsen gezdhlt werden konnen). Dieses kapillare Blut ist durch die Endothel-
Zellen vom Organ-Gewebe getrennt. Das arterielle Blut stromt dabei in das Blut-
Kompartiment und vermischt sich mit diesem. Die gleiche Menge an Blut wird zeit-
gleich als venoses Blut ausgegeben (im Zustand vor der Vermischung). An dieser
Stelle wi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>