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(54) Analyseverfahren zur Bestimmung eines Organfunktionsparameters

(567)  Die Erfindung betrifft ein Analyseverfahren zur
Bestimmung eines Organfunktionsparameters eines
menschlichen oder tierischen Individuums durch Mes-
sung des '3CO,-Gehalts in der Ausatemluft des Indivi-
duums. Dabei ist der Organfunktionsparameter die Le-
berfunktionskapazitat und/oder die Mikrozirkulation ei-
nes Substrates in der Leber, wobei die Leberfunktions-
kapazitat durch Bestimmung der maximalen Umsatzge-
schwindigkeit des Substrats im Koérper des Individuums
ermittelt wird und wobei die Mikrozirkulation durch Be-
stimmung der Anflutungszeit ermittelt wird. Die Anflu-
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tungszeit ist die Zeit zum Erreichen der maximalen Um-
satzgeschwindigkeit t, .., des Substrates. Die maximale
Umsatzgeschwindigkeit des Substrats im Kérper des In-
dividuums wird mittels einer Enzymkinetik nullter Ord-
nung durch eine Verdnderung des gemessenen
13C0O,-Gehalts in der Ausatemluft des Individuums be-
stimmt wird. Die maximale Umsatzgeschwindigkeit und/
oder die Anflutungszeit werden mittels einer Division
durch das Korpergewicht auf das Kérpergewicht des In-
dividuums normiert.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Analyseverfahren zur Bestimmung eines Organfunktionsparameters nach dem Ober-
begriff des Anspruchs 1.

[0002] Die Bestimmung eines Organfunktionsparameters, insbesondere die quantitative Bestimmung der Leberfunk-
tion, ist in vielen Bereichen der Medizin von grofer Bedeutung. Chronische Lebererkrankungen sind in Europa weit
verbreitet, allein mit Hepatitis C sind 8,9 Millionen Menschen infiziert. Diese Individuen bzw. Patienten befinden sich mit
fortschreitender Erkrankung in meist dauerhafter medizinischer Betreuung. In Therapie und Management von Patienten
mit chronischen Lebererkrankungen kann durch Quantifizierung der Leberfunktion eine deutlich bessere Therapiesteu-
erung erfolgen und zur Fallung der richtigen Therapieentscheidungen ist die Einschatzung der Leberfunktion entschei-
dend.

[0003] Die Leberteilresektion ist ein gangiges Verfahren in der heutigen Chirurgie. Sie wird als Segmentresektion oder
Hemihepatektomie entlang der anatomischen Grenzen durchgefiihrt. Ausgedehnte Eingriffe in dem parenchymatdsen
Organ wurden durch die Entwicklung der verschiedensten Operationstechniken ermdglicht. Die postoperative Morbiditat
und Mortalitat durch Leberversagen aufgrund fehlender Leberfunktionskapazitat bei vorgeschadigtem oder zu geringem
Leberrestgewebe ist aber weiterhin ein bedeutendes Problem. Ein GroRteil der operativen Eingriffe muss aber in vor-
geschadigtem Lebergewebe, meist einer zirrhotisch umgebauten Leber, vorgenommen werden. Es ist daher notwendig,
die funktionelle Leberkapazitat eines Patienten schon vor der Leberteilresektion bestimmen zu kdnnen, um Patienten,
die keine ausreichenden funktionellen Reserven ihres Lebergewebes mehr haben, nicht dem fir sie hohen Operations-
risiko auszusetzen oder anderen Therapieverfahren zuzufiihren.

[0004] Inder Lebertransplantation kommt der Einschatzung der Leberfunktion besondere Bedeutung zu, da hier kurz-
fristig die Organfunktion eingeschatzt und eine schnelle Therapieentscheidung getroffen werden muss. Hier lasst sich
auflerdem in vielen klinischen Situationen schwer einschatzen, ob eine parenchymatése Funktionsstérung vorliegt, oder
ob andere Ursachen fir die klinischen Symptome der Patienten verantwortlich sind. Zusammengefasst besteht daher
ein erheblicher Bedarf, einen tatsachlich quantitativen Leberfunktionstest fiir die breite Anwendung in der Medizin an-
zubieten.

[0005] Es gibt deshalb weltweit Anstrengungen, einfache Tests zu entwickeln, die es erméglichen prognostische
Aussagen bezlglich der funktionellen Reserven des Leberzellgewebes zu machen. Konventionelle Laborparameter
sind sehr unsicher und deshalb hierfiir ungeeignet. Sie sind nicht sensitiv genug, die komplexen biologischen Vorgéange
im Hepatozyten (Biosynthese, Biotransformation, Katabolismus von Xenobiotika etc.) sowie deren Veranderungen bei
Erkrankung verlasslich zu evaluieren.

[0006] Zuséatzlich unterliegen sie einer Vielzahl dufRerer Einflisse und werden hierdurch verfalscht. Beispielsweise
werden sie teilweise durch den therapeutischen Interventionsbedarf durch Substitution von Humanplasma, Gerinnungs-
faktoren oder Albumin verfalscht und somit als Leberfunktionsparameter unbrauchbar. Eine Vielzahl verschiedener
Leberfunktionstests ist in der Literatur beschrieben worden (Matsumoto, K., M. Suehiro, et al. (1987). "[13C]methacetin
breath test for evaluation of liver damage." Dig Dis Sci 32 (4): 344-8, 1987; Brockmoller, J. and I. Roots (1994). "As-
sessment of liver metabolic function. Clinical implications." Clin Pharmacokinet 27 (3): 216-48).

[0007] Bisher ist es aber mit keinem Testverfahren gelungen, valide und tatsachlich quantitative Aussagen zur Leber-
funktion zu treffen. Bisher konnte in allen Verfahren nur eine signifikante Differenzierung zwischen verschiedenen Krank-
heitsgruppen mit klinisch schon erkennbaren Zeichen erreicht werden. Daher wird in der klinischen Praxis kein Leber-
funktionstestin der Routine-Diagnostik eingesetzt, da diese in der derzeitigen Genauigkeit keinen zusétzlichen klinischen
Nutzen bringen.

[0008] Der bisher verwandte 13C-Methacetin-Atemtest mit einer ausschlieRlich oralen Gabe der Substanz ist eine
Methode, die die Leberfunktionskapazitat von gesunden Probanden und Patienten mit einer chronischen Hepatitis ohne
Zirrhose und mit Zirrhose in den unterschiedlichen Child-Pugh-Stadien unterscheiden kann (Matsumoto, K., M. Suehiro,
et al. (1987). "[13C]methacetin breath test for evaluation of liver damage." Dig Dis Sci 32 (4): 344-8, 1987), eine tat-
sachliche Quantifizierung aber nicht erlaubt.

[0009] Die Substanz Methacetin wird tiber das Enzym CYP1A2 in der Leber in einer schnell ablaufenden Einschritt-
reaktion zu Paracetamol demethyliert, wobei anschlieRend CO, entsteht. Durch 13C-Markierung der (iber die Etherbriicke
gebundenen Methylgruppe kann dann 3CO, in der Ausatemluft gemessen werden. Die folgende Formel (1) gibt die
Strukturformel von Methacetin wieder:
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[0010] Mit den bisherigen Verfahren kann das Ziel einer tatsdchlichen Quantifizierung mit einem individuellen
MeRergebnis nicht erreicht werden. Dies hat zwei Ursachen:

1. Die Grundlage von Aussagen aus einem Atemtest ist, dass der zu evaluierende Schritt in der Kaskade der
Vorgange von Absorption und Metabolismus der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein muss. Bei den bishe-
rigen Verfahren zur Evaluierung der Leberfunktion (orale Verabreichung der Testsubstanz) allerdings ist gréRtenteils
die Resorption der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, nicht die Umsetzung des Substrats in der Leber.

2. Um Uber ein Enzymsystem quantitative Aussagen treffen zu kénnen - in dem vorliegenden Fall: um die maximale
Leberfunktionsleistung, also die funktionelle Leberkapazitat bestimmen zu kénnen - muss das zu prifende Enzym-
system wenigstens kurzfristig ausgelastet werden. Nur in diesem Fall 1auft die Reaktion unabhangig von der Sub-
stratkonzentration ab.

[0011] Es st also fir eine tatsachliche Quantifizierung unabdingbar, den Substratliiberschuss zu erreichen. Wird dies
nicht erreicht, ist die Umsatzgeschwindigkeit direkt proportional zur und damit abhangig von der Substratkonzentration,
die ihrerseits nichtlinear abfallt. Eine quantitative Aussage Uber die funktionelle Kapazitat wird unméglich. In sdmtlichen
Arbeiten mit oral eingesetzten Testsubstanzen konnte daher keine tatsachliche Quantifizierung erfolgen, da eine Enzy-
mauslastung mit den bisherigen Verfahren nicht erreicht wird. Dies hat folgende Ursachen:

1. Bei oralem Einsatz muss Methacetin zunachst den Magen passieren und bis ins Duodenum und proximale
Jejunum transportiert werden, um resorbiert werden zu kdnnen. Erst dann kann die Substanz Uber die Pfortader
die Leber erreichen. Grundsatzlich kostet dieser Vorgang Zeit und bewirkt eine verzdgerte und unvollstandige
Anflutung in der Leber. Dies ist duBerst variabel und wird von zahlreichen physiologischen und pathologischen
Zustanden beeinflusst. Beispielsweise bei Leberzirrhose, bei der Leberfunktionstests zur Stadieneinteilung und zum
Therapiemanagement eingesetzt werden kénnten, ist die intestinale Passage und Resorption stark verandert (Cas-
tilla-Cortazar, I., J. Prieto, et al. (1997). "Impaired intestinal sugar transport in cirrhotic rats: correction by low doses
of insulin-like growth factor I." Gastroenterology 113 (4): 1180-7) Auch im Verlauf nach abdominellen Operationen
(z. B. Leberresektionen oder Lebertransplantation) ist durch eine Darmatonie (paralytischer lleus) liberhaupt keine
sichere Aussage mdoglich.

2. Eine ausreichende Dosierung der Testsubstanz ist notwendig. Bei zu geringer Dosierung wie in den meisten
Verfahren zur Durchfiihrung des oralen Methacetin-Atemtests wird eine Auslastung des Enzymsystems per se nicht
erreicht.

[0012] Ferner ist zu beachten, dass Methacetin in Wasser oder in einem wassrigen Puffer extrem schlecht I6slich ist.
Es kristallisiert aus einer gewdhnlichen wassrigen Lésung innerhalb von Stunden bis Tagen aus. Eine solche Lésung
kann - wenn Uberhaupt - nur flr orale Applikationen von Methacetin verwandt werden. Andere Applikationsformen sind
nicht moglich.

[0013] Weiterhin wird in den bisherigen Verfahren die prozentuale Wiederfindungsrate der eingesetzten Dosis (Do-
sis%/h) sowie die kumulative Dosis zu bestimmten Zeitpunkten bzw. Zeitintervallen analysiert, um die Leberfunktion zu
bestimmen. Die Berechnung der Dosis%/h definiert die umgesetzten Substratmengen nicht absolut und berticksichtigt
ebenfalls das individuelle Kérpergewicht des Patienten nicht. Eine Individualisierung und damit Normierung zur Einord-
nung der maximalen funktionellen Leberkapazitat in ein Standardkollektiv kann hiermit nicht erfolgen.

[0014] Die bisherige Bestimmung der metabolisierten Kumulativdosis D, iber einen bestimmten Zeitraum ist be-
zuglich funktioneller Leberkapazitat ebenso wenig aussagefahig. Fir eine reliable (verlassliche) Aussage Uber die ma-
ximale Umsatzleistung des Enzymsystems uiber die Zeit musste dieses hierbei liber den gesamten Zeitraum ausgelastet
sein. Dies ist aus den oben genannten Griinden nicht der Fall. Somit ist die derzeit verwendete Berechnung der Kumu-
lativdosis zur Quantifizierung der funktionellen Leberkapazitat unbrauchbar.

[0015] Zur Uberfiihrung der Ausatemluft eines Individuums in ein Messgerat bietet sich die Verwendung einer Atem-
maske an, die auf das Gesicht des Individuums gesetzt wird. Dabei ist es von entscheidender Bedeutung fiir die an-
schlielende verlassliche Durchfiihrung eines Analyseverfahrens, dass die Ausatemluft sicher von der Einatemluft ge-
trennt wird und dariiber hinaus ein ungezwungenes Atmen des Individuums durch einen niedrigen Atemwegswiderstand
der Atemmaske gewahrleistet ist.

[0016] Verschiedene Typen von Atemmasken sind in der Medizin, in der Arbeitssicherheit oder auch beim Tauchen
gebrauchlich. In der Medizin ist dies bei der Narkoseeinleitung, Narkosefiihrung oder auch zur Atemtherapie und nicht-
invasiven Beatmung der Fall. Hierbei werden Masken mit guten Passform und dichten Sitz bevorzugt, wobei die erfor-
derlichen Ventile aulRerhalb der Masken in den Schlauchsystemen oder den weiteren angeschlossenen Geraten ein-
gebaut sind.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 2 821 788 A1

[0017] Bei Arbeitssicherheits-Masken oder auch Tauchmasken gibt es teilweise eingebaute Ventile, hier liegt der
Fokus aber auf der Atemgaszufiihrung und dem sicheren Abschluss des Systems. Dadurch entstehen regelhaft hohe
Atemwegswidersténde, so dass z.B. vor beruflichen Einsatz eines solchen Systems eine medizinische Eignungsprifung
notwendig ist.

[0018] Zur Analyse bestimmter Inhaltsstoffe in der Expriationsluft ist es notwendig, den Atemgasweg mdglichst nah
an der Entstehung der Ausatemsubstanzen, d.h. mdglichst nah an den Alveolen der Lunge, zu separieren. Ansonsten
kommt es zu einer Vermischung von Einatem- und Ausatemluft. Weiterhin darf es durch die Separierung nicht zu einer
wesentlichen Erhéhung des Atemwegswiderstandes kommen, insbesondere nicht beim womdglich pulmonal kompro-
mittierten Patienten. Speziell der Einatemwiderstand sollte sich nicht wesentlich erhéhen, da keine mechanische Un-
terstlitzung der Atemarbeit oder der Gaszufuhr erfolgen kann, wie dies z.B. bei der Narkose, Beatmung oder auch bei
Tauch- oder Arbeitssicherheitsausriistungen der Fall ist. Weiterhin ist es von wesentlicher Bedeutung, dass wahrend
der Analyse bekannt ist, ob die Atemmaske dicht auf dem Gesicht aufsitzt oder womdglich gerade abgesetzt wurde.
[0019] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein verlassliches Analyseverfahren zur Bestimmung eines Organ-
funktionsparameters eines Individuums zu schaffen.

[0020] Diese Aufgabe wird durch ein Analyseverfahren zur Bestimmung eines Organfunktionsparameters eines
menschlichen oder tierischen Individuums mitden Merkmalen des Anspruchs 1 gelést. GemaR diesem Analyseverfahren
wird der 13CO,-Gehalt in der Ausatemluft des Individuums gemessen, wobei das 13CO, im Kérper des Individuums
enzymatisch aus einem Substrat, das dem Individuum zuvor verabreicht wurde, gebildet wird und anschlieRend von
dem Individuum ausgeatmet wird. Die Messung des 13CO,-Gehallts in der Ausatemluft des Individuums erfolgt dabei
mit einem entsprechenden Messgerat. Die maximale Umsatzgeschwindigkeit des Substrats im Kérper des Individuums
wird durch eine Veranderung des gemessenen 13CO,-Gehalts in der Ausatemluft des Individuums mittels einer Enzym-
kinetik nullter Ordnung bestimmt. Das erfindungsgemafRe Analyseverfahren geht also von einer enzymkinetischen Be-
trachtungsweise aus.

[0021] Vorzugsweise handelt es sich bei dem zu bestimmenden Organfunktionsparameter um die Leberfunktionska-
pazitdt und/oder die Mikrozirkulation in der Leber. Somit eignet sich das Analyseverfahren insbesondere zur Quantifi-
zierung der funktionellen Leberkapazitat des Individuums. Die Funktion der Leber ist als zentrales Stoffwechselorgan
extrem komplex. Viele biochemische Synthese- und Abbauwege sind in der Leber vorhanden. Gemeinsam ist aber
nahezu allen, dass sie iber einen enzymatischen Stoffumsatz funktionieren.

[0022] Vorzugsweise wird das 13CO,/12CO,-Verhéltnis in der Ausatemluft des Individuums bestimmt. Dieser Wert
kann als 13C0O,/12CO, Ratio in die unten stehende Formel (1) eingesetzt werden.

[0023] In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung erfolgt die Berechnung der maximalen Umsatz-
geschwindigkeit (LiMAX) durch umgesetzte Substratmenge pro Zeit in ng/h/kg Kérpergewicht zu variablen Zeitpunkten,
an denen der Maximalwert erreicht wird, damit die tatsachliche Quantifizierung der maximalen funktionellen Leberka-
pazitat erfolgen kann. Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel (1), welche eine Enzymkinetik nullter Ordnung
beschreibt:

(813Ctmax _813Ct0)' RPDB P
KG

LiMAx =

M okl )

[0024] Hierbei ist 313C die Differenz zwischen der 13C0O,/12CO, Ratio der Probe und des Pee Dee Belmite (PDB)
Standards in delta per mil, Rppg ist die 13CO,/12CO, Ratio des PDB-Standards (0,0112375), P ist die CO,-Produkti-
onsrate (300 mmol/h * Kérperoberflache in m2), M ist das Molekulargewicht des Substrats und KG das aktuelle Kérper-
gewicht des Individuums in kg.

[0025] In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung wird nicht das '3CO,/12CO,-Verhaltnis, sondern
der absolute 13CO,-Gehalt in der Ausatemluft des Individuums bestimmt. Dies ist beispielsweise mittels isotopenselek-
tiver Infrarotspektroskopie méglich. In der Formel (1) wird dann direkt mit den absoluten 13CO,-Volumen-Konzentrationen
integriert Uber die Zeit statt der 13C0O,/12C0O,-Verhaltnisse gearbeitet, und es entfallen dadurch auch die Faktoren Rppg
und P und damit die Abh&ngigkeit von der nur pauschal abgeschatzten CO,-Produktionsrate. Die '3CO,-Volumen-
Konzentration stellt dabei die Konzentration des 13C02 in der gesamten Ausatemluft dar, das hei3t, dass bei der be-
vorzugten Verwendung des 13CO,-Gehalts in der Ausatemluft des Individuums neben der 13CO,- Konzentration auch
das Volumen des gesamten Atemgasstroms bestimmt wird. Dadurch erhalt man ebenfalls die Stoffumsatzrate (p.g/h/kg),
das heifdt, die umgesetzte Substratmenge pro Zeit normiert auf das Kérpergewicht des Individuums.

[0026] Die Formel (1) vereinfacht sich bei Bestimmung der absoluten 13CO,-Konzentration zur Formel (2):
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firco,ur | var-m
LIMAX = = KG“ [g/h/kg] (2)

[0027] Hierbeiist ['3CO,] die absolute Konzentration des 13CO, in der Ausatemluft des Individuums pro Volumenein-
heit, Vist das Volumen pro Zeiteinheit, tist die Zeit, thax der Zeitpunkt des maximalen Stoffumsatzes, i die entsprechend
der MeBmethodik kleinste mégliche Zeitaufldsung, M ist das Molekulargewicht des Substrats und KG ist das aktuelle
Korpergewicht des Individuums in kg.

[0028] ZurBestimmung des 13CO,-Gehalts in der Ausatemluft wird vorzugsweise ein Infrarotspektrometer verwendet,
da 13CO, eine gut separierbare Absorptionsbande im Infrarotbereich aufweist.

[0029] Bei NDIRS-Messgeraten (NDIRS = nicht dispersive Infrarotspektroskopie) wird der in der Ausatemluft enthal-
tene Wasserdampf vor der Messung vorteilhafterweise durch einen Feuchtetauscher, der vor das Messgerat geschaltet
ist, entfernt, um unerwiinschte Absorptionen des Wasserdampfs im Infrarotbereich zu vermeiden. Ein besonders ge-
eigneter Feuchtetauscher ist beispielsweise ein Nafion-Feuchtetauscher. Andere Feuchtetauscher, die die Ausatemluft
des Individuums effektiv zu trocknen vermdégen, sind aber ebenso geeignet.

[0030] Bei einer isotopenselektiven Bestimmung des absoluten 13CO,-Gehalts in der Ausatemluft eines Individuums
entfallt diese Trocknung der zu analysierenden Ausatemluft vorzugsweise, da sich die Banden des Wasserdampfs nicht
mit der oder den zu beobachtenden Bande(n) des 3CO, tiberlagem.

[0031] In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung wird neben der maximalen Umsatzgeschwindigkeit des
Substrats im Koérper des Individuums auch die Anflutungszeit, das heil’t, die Zeit, die zum Erreichen der maximalen
Umsatzgeschwindigkeit notwendig ist, bestimmt.

[0032] Die Anflutungszeit wird vorzugsweise zur Beurteilung der Mikrozirkulation in der Leber herangezogen, so dass
Mikrozirkulationsstérungen erkennbar werden. Schnellstmdgliche Anflutung durch insbesondere intravenése Bolusin-
jektion und Substratiiberschuss sowie den hohen first-pass-Effekt von Methacetin oder einem anderen Substrat vor-
ausgesetzt, kann man die hepatische Mikrozirkulation besonders vorteilhaft beurteilen. Hierbei wird die Anflutungszeit
bis zum Erreichen der maximalen Umsatzrate t,,,,, bestimmt, die sich bei Mikrozirkulationsstérungen verlangert, da in
diesem Fall die Substratanflutung nicht in allen Bereichen der Leber gleichmafig oder insgesamt verzdgert ist. So kann
eine Leberperfusion beurteilt werden.

[0033] Vorzugsweise werden die Mikrozirkulation und die Leberperfusion nicht nur isoliert beurteilt, sondern auch in
ein Standardkollektiv eingeordnet. Dazu wird die Anflutungszeit unter Beriicksichtung des K&rpergewichts des Indivi-
duums mit einem Normalkollektiv normiert. Gleiches gilt auch fiir die maximale Umsatzgeschwindigkeit. Durch den
Bezug auf das individuelle Kérpergewicht werden die Elimination einer interindividuellen Variabilitdt und damit eine
Normierung erreicht. Erst hiermit ist die Einordnung der individuellen funktionellen Leberkapazitat in ein Vergleichskol-
lektiv méglich. Mit dem erfindungsgemafen Verfahren ist man in der Lage, nicht nur zwischen eingeschrankter Leber-
funktion (z. B. bei manifester Leberzirrhose) und gesunder Leberleistung zu unterscheiden, sondern durch die schnelle
und vollstandige Auslastung des Enzymsystems kénnen nunmehr sehr geringe Unterschiede in der maximalen Um-
satzrate (funktionelle Leberkapazitat) Gber einen weiten Messbereich festgestellt werden.

[0034] Um den Zeitpunkt der maximalen Umsatzgeschwindigkeit detektieren zu kénnen, ist eine Analyse der
13C0O,/12C0O, Ratio bzw. des relativen oder absoluten 13CO,-Gehalts in der Ausatemluft tiber die Zeit notwendig.
[0035] Daher werden vorzugsweise zu definierten Zeitpunkten Atemgasproben diskontinuierlich gewonnen und mit
einem Atemgasanalysator (Messgerat) nach einer der oben beschriebenen Techniken analysiert. So kénnen die Atem-
gasproben beispielsweise zu den Zeitpunkten 0 min und 22, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 und 60 min nach Applikation der
Testsubstanz (Substrat) gewonnen werden. Dieses Messverfahren bezeichnet man auch als diskontinuierliche Offline-
Messung. Die Messung der Atemgasproben, das heif3t, der zu analysierenden Ausatemluft, kann dabei direkt im An-
schluss an die Probengewinnung oder mit einer zeitlichen Verzégerung erfolgen. Das heif3t, die gewonnenen Atemgas-
proben kénnen vor einer Messung zwischengelagert werden, wenn beispielsweise gerade kein Messgerat zur Verwen-
dung bereit steht.

[0036] Idealer- und bevorzugterweise wird eine kontinuierliche Analyse der Ausatemluft mit einem Atemgasanalysator
als Messgerat durchgefihrt (Online-Messung).

[0037] Dabei erstreckt sich die Messung vorzugsweise Uber ein Zeitintervall, in dem die Enzymkinetik ablauft bzw.
dass das kiirzeste Zeitintervall ist, innerhalb dessen eine sichere Bestimmung der Enzymkinetik erfolgt. Bei kranken
Individuen ist eine Analyse wéahrend eines Zeitintervalls von rund 60 Minuten notwendig. Bei gesunden Individuen, bei
denen bereits nach wenigen Minuten die maximale Umsatzgeschwindigkeit des Substrats in der Leber erreicht wird,
kann das Analyseverfahren bereits nach Erreichen der maximalen Umsatzgeschwindigkeit, das heif3t nach wenigen
Minuten (beispielsweise 5 Minuten) abgebrochen werden.
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[0038] Aus der kontinuierlichen Online-Messung des '3CO,-Gehalts in der Ausatemluft des Individuums resultiert
insbesondere ein grol3er Zeitvorteil bei der Untersuchung gesunder Individuen, denn bei der Offline-Messung werden
zunachst die Atemproben gesammelt und anschlieend analysiert, so dass ein vorzeitiger Abbrechen des Analysever-
fahrens kaum moglich ist. Aber auch bei kranken Individuen resultiert noch immer ein deutlicher Zeitvorteil, da das
Ergebnis der Messung sofort nach Abschluss der Messung vorliegt und ein Versand an ein Labor oder ein erneuter
Bedienereingriff entfallt.

[0039] Durch eine Erhéhung der Zeitauflésung bei der kontinuierlichen Online-Messung gegentiber der diskontinuier-
lichen Offline-Messung werden mehr Datenpunkte gewonnen, was in einer hdheren Prazision der Kurvenanalyse re-
sultiert.

[0040] Da bei der kontinuierlichen Online-Messung keine Atemgasbeutel zu festgelegten Zeiten aufgeblasen werden
missen, entfallt die Bedienerabhangigkeit hinsichtlich der entsprechenden Zeitpunkte; die Datenpunkte kdnnen somit
mit einem signifikant reduzierten Fehler einem Zeitpunkt der ablaufenden Enzymkinetik zugeordnet werden.

[0041] Die kontinuierliche Online-Messung wird auch deshalb bevorzugt, da so eine vollautomatische Messung mdglich
ist, insbesondere wenn durch geeignete MaRnahmen der Gaszufluss (d.h. der korrekte Sitz einer Atemmaske auf dem
Gesicht des Individuums) sichergestellt wird. Vorzugsweise wird die Ausatemluft des Individuums mittels einer Atem-
maske am Gesicht des Individuums gesammelt und von dort Uber einen Schlauch oder eine andere Verbindungsleitung
in das Messgerat uberfiihrt, um anschlieRend das Analyseverfahren durchzufiihren.

[0042] In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung wird als Substrat 13C-markiertes Methacetin
verwendet. Dieses 13C-Methacetin hat ein Molekulargewicht von 166,19 g/mol.

[0043] Beider Umsetzungdes 13C-Methacetin in dem Kérper des Individuums wird ein leberspezifisches Enzymsystem
getestet, das aber nicht in so groBem Verhaltnis vorkommt, dass eine Auslastung des Enzyms zu keinem Zeitpunkt
erreichbar ware. Geeignet istdaher das Cytochrom-p450-Isoenzym CYP1A2. Uber CYP1A2 werden nur verhaltnismaRig
wenig Substanzen verstoffwechselt, so dass die Einfluss- und Stdrfaktoren gering sind. Dennoch ist es als reprasentativ
fur die Leberfunktion anzusehen.

[0044] Die Substanz Methacetin wird Giber CYP1A2 in einer schnell ablaufenden Einschrittreaktion zu Paracetamol
demethyliert, wobei anschlieRend CO, entsteht. Durch den hohen first-pass-Effekt ist eine schnelle und vollstédndige
Umsetzung gewahrleistet. 13C-Methacetin ist daher bestens geeignet. Durch 13C-Markierung der (iber die Etherbriicke
gebundenen Methylgruppe kann dann 13CO, in der Ausatemluft gemessen werden. Dies kann durch Analyse der Aus-
atemluft mit einem geeigneten Atemgasanalysator erfolgen. Hierzu geeignet sind beispielsweise die Verfahren der
isotopenselektiven nichtdispersiven Infrarotspektroskopie oder der isotopenselektiven Massenspektrometrie. Mit beiden
Verfahren wird als Messwert die Differenz zwischen der 13C0,/12CO, Ratio (13C0O,/'2CO,-Verhéltnis) der Probe und
des Pee Dee Belmite (PDB) Standards in delta per mil (513C) geliefert.

[0045] Es wird auch eine wassrige Methacetin-Losung offenbart. Der pH-Wert dieser L6sung ist so eingestellt, dass
die Lésung basisch ist, wobei ein pH-Wert von 7,5 bis 9,5 und insbesondere von 8,0 bis 8,5 besonders bevorzugt ist.
So hat sich beispielsweise ein pH-Wert von 8,2 als besonders vorteilhaft erwiesen.

[0046] ZurbesserenLdsungdes Methacetins weist die Methacetin-Losung vorzugsweise einen Lésungsvermittler auf.
[0047] Besonders vorteilhafte Eigenschaften hinsichtlich einer Lésungsvermittlung weist dabei Propylenglykol auf,
wobei vorzugsweise bei einer Konzentration von 10 bis 100 mg/ml, noch bevorzugter bei 20 bis 50 mg/ml, besonders
bevorzugt bei 25 bis 35 und ganz besonders bevorzugt bei 30 mg/ml des Propylenglykols dessen vorteilhafte 16sungs-
vermittlende Eigenschaften zum Tragen kommen.

[0048] Die Methacetin-Lésung ist in einer bevorzugten Variante der Erfindung steril und/oder pyrogenfrei, so dass die
Methacetin-L6sung einem menschlichen oder tierischen Individuum bzw. Patienten appliziert werden kann, ohne dass
gesundheitliche Komplikationen befiirchtet werden missen.

[0049] Das Methacetin hat in der Methacetin-L6sung vorzugsweise eine Konzentration von 0,2 bis 0,6 % (w/v), be-
sonders bevorzugt von 0,3 bis 0,5 % und ganz besonders bevorzugt von 0,4 %. Bei dieser Konzentration ist das Me-
thacetin in der erfindungsgemafen Methacetin-L6sung gut I6slich. Bei hinsichtlich der Ldslichkeit bevorzugten niedri-
geren Konzentrationen steigt das Volumen der Methacetin-L6sung, die einem zu untersuchenden Individuum appliziert
werden muss, signifikant an, was unerwiinscht ist. Bei einer héheren Methacetin-Konzentration besteht hingegen die
Gefahr, dass das Methacetin aus der L6sung ausfallt bzw. auskristallisiert.

[0050] Umdie Methacetin-Losung fiir die Durchfiihrung von Atemtests zur Bestimmung von Organfunktionsparametern
vorteilhaft einsetzten zu kénnen, ist das geléste Methacetin vorzugsweise mit dem Kohlenstoffisotop 13C markiert. Diese
Markierung ist vorzugsweise nur auf die Bereiche des Moleklls beschrankt sein, die bei einer Umsetzung im Korper
eines Individuums als CO, freigesetzt werden. Dies ist die in der Formel (1) am linken Rand dargestellte Methylgruppe.
Durch eine Beschrankung der 13C-Markierung auf diese Methylgruppe weisen andere Abbauprodukte des Methacetins
als das CO, keine Markierung auf, so dass diese Abbauprodukte Messungen, die auf der Bestimmung des Gehalts des
13C0O, basieren, unbeeintréachtigt lassen.

[0051] Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Verwendung einer erfindungsgemafRen Methacetin-Lésung in einem
Analyseverfahren zur Bestimmung eines Organfunktionsparameters eines menschlichen oder tierischen Individuums
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nach einem der Anspriiche.

[0052] Fernerist die Verwendung einer erfindungsgemafen Methacetin-Losung in einem analytischen oder diagnos-
tischen Verfahren zur Bestimmung der dynamischen Verteilung des Methacetins in einem Organ eines Individuums
mittels kernmagnetischer Resonanzspektroskopie bzw. Magnetresonanztherapie (NMR bzw. MRT) ein Teilaspekt der
Erfindung. Da 13C NMR-aktiv ist, bietet es sich an, die dynamische Verteilung des Methacetins beispielsweise in der
Leber zu untersuchen, um so Riickschlisse auf Leberschaden ziehen zu kdnnen. In einem derartigen Verfahren kénnen
mit verhaltnismaRig hoher Zeitauflésung (im Minutenbereich) dynamische Vorgéange in der Leber untersucht werden.
Leberbereiche, die einer Methacetin-Durchstrdmung nicht zuganglich sind, werden auch mit anderen Substanzen nur
noch unzureichend oder gar nicht mehr versorgt, so dass auf diese Weise eine Korrelation zu (partiellen) Leberschaden
gezogen werden kann.

[0053] Es wird auch ein Diagnoseverfahren zur Bestimmung eines Organfunktionsparameters eines menschlichen
oder tierischen Individuums bzw. Patienten beschrieben. Gemal diesem Verfahren erfolgt eine intravendse Injektion
einer erfindungsgematen 13C-markierten Methacetin-Lésung in den Kérper des Individuums und anschlieend eine
Analyse des relativen und/oder absoluten 13CO,-Gehalts in der Ausatemluft des Patienten gemaR einem erfindungs-
gemalen Analyseverfahren, das bereits oben erlautert wurde.

[0054] Vorzugsweise ist der zu bestimmende Organfunktionsparameter die Leberfunktionskapazitat und/oder die Mi-
krozirkulation in der Leber.

[0055] Die zur enzymkinetischen Auswertung erforderliche schnelle Substratanflutung wird dadurch gewahrleistet,
dass 13C-Methacetin intravenés im Bolus verabreicht wird. Durch die intravenése Bolusinjektion wird eine unmittelbare
und vollstéandige Substratanflutung in der Leber erreicht. Die Resorption der Testsubstanz 13C-Methacetin ist nicht mehr
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Mit der bevorzugten Dosierung von 2 mg Methacetin pro kg Kérpergewicht
wird auch bereits beim Lebergesunden durch einen kurzfristigen Substratiiberschuss eine temporare Enzymauslastung
ermoglicht. Auf diese Weise wird die tatsachliche quantitative Aussagefahigkeit méglich, da eine Enzymkinetik nullter
Ordnung erreicht wird und nur diese eine Aussage Uber die maximale Leistungsfahigkeit eines Enzymsystems zuldsst.
[0056] Die Erfindung soll anhand der nachfolgenden Figuren und eines Ausfihrungsbeispiels néher erldutert werden,
ohne dass diese Erlauterungen eine einschrankende Wirkung auf den Schutzbereich der Erfindung entfalten sollen.
[0057] Es zeigen:

Fig. 1  eine graphische Darstellung von Delta-over-baseline-Mittelwerten iber der Zeit einer Leberfunktionsstudie an
Patienten, die einer Leberteilresektion unterzogen wurden;

Fig. 2 eine graphische Darstellung der aus den Daten der Figur 1 berechneten maximalen funktionellen Leberkapa-
zitaten (LiIMAX) in Abhdngigkeit von der Zeit; und

Fig. 3  eine graphische Darstellung der mittleren Anflutungszeit des Substrats 13C-Methacetin in der Leber in Abhan-
gigkeit von der Zeit zur Bestimmung der Mikrozirkulation in der Leber;

[0058] Die Figuren 1 bis 3 sollen anhand des nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiels naher erlautert werden.
Beispiel 1

[0059] Im Rahmen einer prospektiven Studie wurde mit einem Verfahren, das im Nachfolgenden naher charakterisiert
ist, die Leberfunktion vor und nach Leberteilresektionen bei mehreren Patienten evaluiert:

1. Verfahren und Mittel zur enzymkinetischen Quantifizierung der Leberfunktionskapazitat und zur Beurteilung von
Mikrozirkulationsstérungen der Leber, wobei

a) eine spezielle intravends applizierbare Gebrauchsldésung von 13C-markierten-Methacetin intravends in aus-
reichender Dosierung injiziert wird und hierdurch eine schnelle Anflutung der Substanz in der Leber mit Subst-
ratiberschufl am verstoffwechselnden Enzymsystem gewahrleistet wird.

b) durch Analyse des 13C0O,/12CO, - Verhéltnisses in der Ausatemluft liber einen Zeitraum von einer Stunde
nach Injektion die maximale Umsatzgeschwindigkeit des '3C-markierten Methacetins nach einer Enzymkinetik
nullter Ordnung bestimmt wird.

c) durch Normierung auf das individuelle Kérpergewicht eine Vergleichbarkeit mit einem Normalkollektiv her-
gestellt wird.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 2 821 788 A1

d) durch Bestimmung der Anflutungszeit bis zum Erreichen der maximalen Umsatzgeschwindigkeit Mikrozir-
kulationsstérungen der Leber beurteilt werden kénnen.

[0060] Dabeikann das 13C0O,/12C0O, - Verhéltnis idealerweise kontinuierlich oder sonst zu den definierten Zeitpunkten
0 min und 2%, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 und 60 min nach Injektion des '3C-markierten Methacetins bestimmt werden.
[0061] Die Figur 1 zeigt die der prospektiven Studie zugehdrigen Kurven der Delta over baseline (DOB)-Mittelwerte
des 13C0,/12C0O,-Verhaltnisses in der Ausatemluft der Patienten zu den einzelnen Messzeitpunktenim zeitlichen Verlauf.
[0062] Préaoperativ ist bei normaler maximaler funktioneller Leberkapazitat ein Kurvenverlauf mit steilem Anstieg und
erneutem Abfall nach Erreichen des Maximalwertes zu erkennen. Nach Leberteilresektion andert sich am 1. postope-
rativen Tag (POD1) der Kurvenverlauf drastisch hin zu einer Sattigungskinetik bei deutlich reduzierter Maximalfunktion.
Mit zunehmender Leberregeneration nach der Leberteilresektion andert sich die Kurvenform wieder hin zu der préope-
rativen Kurve (POD3-10).

[0063] Die hieraus berechnete tatsachliche funktionelle Leberkapazitat in wg/h/kg gibt die Figur 2 wieder. Am POD1
fallt die maximale funktionelle Leberkapazitat (LiIMAX) von 301 +/- 24 pg/h/kg auf 141 +/- 13 pg/h/kg ab, um sich dann
langsam wieder auf einen Wert von 249 +/-17 pg/h/kg am 10. postoperativen Tag (POD10) zu regenerieren.

[0064] Die Analyse der Mikrozirkulation, welche in Figur 3 dargestellt ist, zeigt parallel nach der Leberteilresektion
eine deutliche Stérung mit einer Verlangerung der Anflutungszeit (t,,5) von 11,9 +/- 2,17 min auf 53,5 +/- 7,51 min, die
im sich im weiteren Verlauf wieder erholt.

Patentanspriiche

1. Analyseverfahren zur Bestimmung eines Organfunktionsparameters eines menschlichen oder tierischen Individu-
ums durch Messung des 13CO,-Gehallts in der Ausatemluft des Individuums, welchem 13C-markiertes Methacetin
als Substrat derart verabreicht wurde, dass in der Leber wenigstens kurzfristig ein Substratiiberschuss vorliegt,
wobei die Ausatemluft des Individuums durch die Umsetzung des Substrats im Kérper des Individuums 3CO,
enthalt, unter Verwendung eines Messgeréts,
dadurch gekennzeichnet,
dass der Organfunktionsparameter die Leberfunktionskapazitat und/oder die Mikrozirkulation des Substrates in der
Leber ist,
wobei die Leberfunktionskapazitat durch Bestimmung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit des Substrats im
Korper des Individuums ermittelt wird,
wobei die Mikrozirkulation durch Bestimmung der Anflutungszeit ermittelt wird, wobei die Anflutungszeit die Zeit
zum Erreichen der maximalen Umsatzgeschwindigkeit t,,,,5, des Substrates ist,
wobei die maximale Umsatzgeschwindigkeit des Substrats im Kdrper des Individuums mittels einer Enzymkinetik
nullter Ordnung durch eine Veranderung des gemessenen '3CO,-Gehalts in der Ausatemluft des Individuums
bestimmt wird
und wobei die maximale Umsatzgeschwindigkeit und/oder die Anflutungszeit mittels einer Division durch das Kor-
pergewicht auf das Koérpergewicht des Individuums normiert werden.

2. Analyseverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der 13CO,-Gehalt relativ zum 12CO,-Gehalt
in der Ausatemluft des Individuums bestimmt wird.

3. Analyseverfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die maximale Umsatzgeschwindigkeit des
Substrats im Kérper des Individuums mittels folgender Formel bestimmt wird:

LiIMAX = ( 13Ctmax _813Ct0)’ RPDB -P-M
KG ’

in der §'3C die Differenz zwischen dem 13C0O,/12C0O,-Verhéltnis in der Ausatemluft des Individuums und dem des
Pee-Dee-Belemnite-Standards in delta per mil, Rppg das 13C0O,/12C0O,-Verhéltnis des Pee-Dee-Belemnite-Stan-
dards, P die CO,-Produktionsrate, M das Molekulargewicht des Substrats und KG das Kérpergewicht des Indivi-
duums ist.

4. Analyseverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der absolute
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13CO,-Gehalt in der Ausatemluft des Individuums bestimmt wird.

5. Analyseverfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die maximale Umsatzgeschwindigkeit des
Substrats LiMAX im Kérper des Individuums mittels folgender Formel bestimmt wird:

1=ty i (=t H
[lecour- | var-m
LiMAx = -Ztess ,
KG

in der [13CO,] die absolute 13CO,-Konzentration pro Volumeneinheit, V das Volumen pro Zeiteinheit, t die Zeit, t,,,5
der Zeitpunkt des maximalen Stoffumsatzes, i die entsprechend der MeRmethodik kleinste mdgliche Zeitauflésung,
M das Molekulargewicht des Substrats und KG das Kérpergewicht des Individuums ist.

6. Analyseverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die zu analysie-
rende Ausatemluft diskontinuierlich zu festgelegten Zeitpunkten gesammelt und anschlieBend im Messgerat ge-
messen wird.

7. Analyseverfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die zu analysierende Aus-
atemluft kontinuierlich im Messgerat gemessen wird.

8. Analyseverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sich die Messzeit
nach der kirzesten Zeitspanne bemisst, die zur Bestimmung der Enzymkinetik, welche der Umsetzung des Substrats
im Korper des Individuums zugrunde liegt, notwendig ist.
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