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Zusammenfassung

Die Mikrodialysetechnik ist eine se-
miinvasive Methode zur Substratana-
lyse der interstitiellen Fliissigkeit aus
definierten Geweben (Herzmuskel,
Gehirn, Lunge, Fettgewebe, Muskel
etc.). Herkdmmliche Methoden wie
z.B. die Biopsie, das Sammeln der En-
dothelial Lining Fluid oder die Skin
Blister-Methode erlauben punktuelle
Messungen zu definierten Zeitpunk-
ten und bediirfen einer wesentlich gro-
Beren Studienpopulation, um dhnlich
verwertbare und aussagekriftige Kon-
zentrations-Zeit-Profile zu generieren.

Die gingige Methode der Erhebung
des Plasma-Konzentrations-Profils hat
sich als unzureichend erwiesen, da das
Plasmakompartiment in den seltensten
Féllen das Zielkompartiment fiir phar-
makologische aktive Substanzen re-
prasentiert. Fiir einen GroBteil von
antimikrobiell wirksamen Substanzen
ist das Zielkompartiment die intersti-
tielle Flussigkeit.

Die Mikrodialysetechnik ist zu einem
wertvollen Instrument in der Entwick-
lung von Pharmaka geworden. Mittels
dieser Technik ist es moglich, fiir ver-
schiedenste exogene Substanzen wie
z.B. antimikrobielle, zytotoxische so-
wie transdermal applizierte Substan-
zen, aber auch fiir endogene Boten-
stoffe wie Neurotransmitter, Hormone
und Zytokine ein konklusives Kon-
zentrations-Zeit-Profil zu beschrei-
ben. Im Bereich der Medikamenten-
zulassung und der damit voraus ge-
henden préklinischen und klinischen
Testung eines Arzneimittels generiert
die Mikrodialyse einzigartige und kli-
nisch hochst relevante pharmakokine-
tische Daten vom Wirkort.

Der kombinierte Einsatz der Mikro-
dialyse mit bildgebenden Verfahren,
wie der Computertomographie (CT)
oder der Single Photonen Emission
Tomographie (SPECT) erlaubt eine
nahezu vollstindige Exploration des
pharmakokinetischen Profils der zu
analysierenden Substanz.
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Summary

Microdialysis is a probe-based sam-
pling method which allows for the
measurement of drug concentration
profiles in selected soft tissues. The
advantage of in vivo microdialysis
over traditional methods relates to its
ability to continuously sample the
unbound drug fraction in the inter-
stitial space fluid. This is of particular
importance, because the ISF may be
regarded as the actual target compart-
ment for many drugs, e.g. antimicro-
bial agents or other drugs mediating
their action by surface receptors. In
contrast, plasma concentrations are
increasingly recognized to inadequate-
ly predict tissue concentrations and
therapeutic success in many patient
populations. Thus, the minimally inva-
sive microdialysis technique may be
regarded as a revolutionary method in
the field of clinical pharmacology.

Einleitung

Die ideale antimikrobielle Therapie ist
gegeben, wenn die Konzentration eines
Antiinfektivums am Zielort maxi-
miert ist, hingegen die Konzentration
in anderen Kompartimenten des Orga-
nismus moglichst niedrig gehalten
wird. Das sichert einen therapeuti-
schen Erfolg bei gleichzeitiger Mini-

mierung potenzieller Nebenwirkun-
gen.

Diesem Optimum steht allerdings
die Tatsache entgegen, dass syste-
misch verabreichte Substanzen sich
nach einer gewissen Aquilibrierungs-
phase in verschiedenen Komparti-
menten unterschiedlich stark anrei-
chern.

Eine genaue Vorhersage, wie hoch
Substanzkonzentrationen in einzelnen
Geweben sein werden, ist bis dato nur
eingeschrankt moglich. Die Messung
der Konzentration des Antiinfekti-
vums am Wirkort, dieser entspricht
zumeist dem Extrazellularraum des
Weichteilgewebes, mittels der Mikro-
dialysetechnik ldsst eine Abschétzung
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der zu erwartenden therapeutischen
Effizienz mit gewissen Einschréin-
kungen zu.

In den letzten 25 bis 30 Jahren hat sich
die Mikrodialysetechnik bei oben
erwidhnten Fragestellungen als eine
wertvolle Methode etabliert und
ermoglicht eine Bestimmung des
Konzentrations-Zeit-Profils endoge-
ner und exogener Substanzen in der
interstitiellen Flissigkeit (Extrazellu-
larraum) in beinahe allen Geweben
und Organen des menschlichen Kor-
pers inklusive Tumorgewebe.

Mikrodialysetechnik

Allgemeine Aspekte

Die Mikrodialysetechnik wurde 1972
durch Del Gado in die préklinische
Testung eingefiihrt. Bis zum Jahr
1978 wurden Mikrodialyse-Studien
ausschlieBlich an Tieren durchgefiihrt
und man begniigte sich mit der Be-
schreibung eines relativen Konzentra-
tionsunterschiedes bezogen zum Aus-
gangswert. Durch die Ausweitung der
zur Priifung gelangenden pharmazeu-
tischen Substanzen wurde allerdings
die Notwendigkeit der Beschreibung
von absoluten Konzentrationen im-
mer deutlicher. Das erforderte nun
Verfahren, die es erlaubten aus rein
deskriptiven Konzentrationsdnderun-
gen (gegeniiber dem Ausgangswert)
Methoden und Kalibrationsverfahren
zu entwickeln, die eine Kalkulation
der absoluten Konzentration im Ziel-
kompartiment ermdglichen. Unter den
verschiedenen Kalibrationsverfahren
hat sich die ,,Retrodialysemethode*
als eine hocheffektive und zeitsparen-
de Kalibrationsmethode hervorgetan.

Experimentelle Notwendigkeiten

Die klassische Mikrodialysesonde
(Abbildung 1), welche in klinischen
Studien Verwendung findet, ist vom
sog. ,.konzentrischen Typ“. Dieser
Sondentyp hat meist einen Stahl-
schaft, seltener ist dieser aus Kunst-
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stoff, welcher dann eine maximale
Flexibilitit erlaubt und vorzugsweise
in bewegliche Zielstrukturen wie
z.B. Skelettmuskeln eingesetzt wird.
Flexible Mikrodialysesonden werden
zumeist bei nicht hospitalisierten
Patienten oder bei gesunden Proban-
den, beispielsweise zur Bestimmung
des Glukosemetabolismus wihrend
korperlicher Belastungen, verwendet.

Der Aufbau einer Mikrodialysesonde
besteht vereinfacht aus zwei konzent-
rischen ineinander gesteckten Ka-
niilen, wobei eine diinnere innere iiber
das Ende einer dulleren dickeren
hinausreicht. An der Spitze der Sonde
befindet sich eine semipermeable
Membran, welche mit dem Ende der
duBeren dickeren Kaniile verschweil3t
ist. Die innere Kaniile wird mit einer
Prizisionspumpe verbunden, welche
konstant eine physiologische Losung
als Trigermedium fordert. Die ge-
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wihlte Flussrate hingt in erster Linie
von der gewiinschten Zeitauflosung
des jeweiligen Experiments und zwei-
tens von der Sensitivitdt des gewihl-
ten analytischen Assays ab. Die Spiil-
flissigkeit gelangt bis zum proxima-
len Ende der inneren Kaniile und
nimmt Substanzen, welche via Diffu-
sion/Filtration die semipermeable
Membran vom Extrazellularraum
Richtung innerer Kaniile passieren,
auf. Die mit der zu analysierenden
Substanz angereicherte Spiilfliissig-
keit fliet iiber den abfiithrenden
Schenkel (duBere Kaniile) der Sonde
in einen Sammelbehalter und wird als
Dialysat bezeichnet. Der Arzneistoff-
oder Substrattransport durch die semi-
permeable Membran ist nicht voll-
stindig, und flir die quantitative
Bestimmung miissen die Sonden kali-
briert werden.

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Mikrodialysesonde: An der Spitze
der Sonde ist eine semipermeable Membran, die mit dem Ende der dulleren
Sondenkaniile verschweif3t ist. Die innere Sondenkaniile wird mit einer Pra-
zisionspumpe verbunden, welche ein Tragermedium (Perfusat) konstant for-
dert. Das Perfusat nimmt Substanzen, welche via Diffusion/Filtration die semi-
permeable Membran aus dem Interstitium passieren, auf. Die mit der zu ana-
lysierenden Substanz angereicherte Spiilfliissigkeit (Dialysat) fliet iber den

abfiihrenden Schenkel ab.

perfusate

- \-.
. 0 . interstitium

. o cells




C. Joukhadar
Mikrodialyse — Eine Revolution .....

Kalibration der
Mikrodialysesonde

Zur Analyse der Pharmakokinetik und
des Verteilungsmusters von exogenen
und endogenen Substanzen ist die sog.
,»Reversedialyse oder auch ,,Retro-
dialyse* das Kalibrationsverfahren der
Wahl. Die intraindividuelle Variabi-
litdt (Koeffizient der Variation) in
Mikrodialyseexperimenten ist relativ
niedrig und liegt etwa bei 10-20%.

Gewebetrauma

Unabhéngig von der Art der Mikro-
dialysesonde, die meist unter Zuhilfe-
nahme einer Fithrungskaniile gesetzt
wird, kommt es zu einem Gewebe-
trauma (Abbildung 2), welches die
Ergebnisse des Experiments beein-
flussen konnte. Nach einer Dauer von
einer, maximal zwei Stunden nach
Sondenimplantation kann dieses Ge-
webetrauma jedoch als irrelevant be-
trachtet werden, wie Publikationen
unter Verwendung folgender Parame-
ter z.B. Thromboxan B2, Adenosin-
Triphosphat, Kalium, Glukose, Laktat
oder auch Laktat/Pyruvat Verhiltnis
untermauern.

Limitationen

Eine der wesentlichsten Limitationen
der Mikrodialysetechnik ist die Tatsa-
che, dass eine hydrophile oder wéss-
rige Spiilfliissigkeit (physiologische
Ringerlosung oder Phosphat-gepuf-
ferte Kochsalzlosung) verwendet

Abbildung 2: Mikrodialysesonde in
situ: Mikrodialyseexperiment an einer
Ratte bei eroffnetem Thorax und lie-
gender Sonde in der Lunge
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wird, wodurch ausschliefSlich wasser-
16sliche Substanzen transportiert wer-
den konnen. Versuche, lipidhaltige
oder lipophile Spiilfliissigkeiten zu
benutzen, um eben lipophile Substan-
zen z.B. Ostrogene oder Nikotin einer
Analyse zufithren zu konnen, waren
bisher nur eingeschriankt erfolgreich.

Ein weiteres Problem beim Nachweis
lipophiler Substanzen in hydrophiler
Spiilfliissigkeit liegt in der ausge-
sprochen raren Substratanreicherung
der Spiilfliissigkeit. Deshalb ist die
Koppelung der Mikrodialysetechnik
an eine sensitive chemische Analytik
gefordert, da neben geringsten Kon-
zentrationen nur kleinste Volumina
(etwa 30 pl) zur Verfliigung stehen.

Klinische Anwendung

Antiinfektive Forschung

Einer der bedeutendsten Eckpfeiler in
der antiinfektiosen Therapie ist die
Kenntnis der Penetration des Antiin-
fektivums in das infizierte Zielge-
webe. Zur Erlangung dieser Erkennt-
nis sind geeignete und verldssliche
Methoden zur Erhebung der Arz-
neistoffkonzentration am Ziel- bzw.
Wirkort zwingend erforderlich. Alter-
native Methoden zur Bestimmung der
Wirkortkonzentration wie z.B. die
Skin-Blister-Methode, die Biopsie
oder auch der Gewebskifig, die
Epithelial Lining Fluid sowie die
Messung von Antibiotikakonzentra-
tionen in Fibrinklots werden héufig
eingesetzt, doch sind sie invasiv und
somit nur in speziellen Patientenpo-
pulationen zugénglich.

Eine héufig festgestellte Diskrepanz
zwischen Biopsiedaten und Mikro-
dialysedaten lasst sich damit erkldren,
dass Mikrodialysatkonzentrationen
Konzentrationen der interstitiellen
Fliissigkeit widerspiegeln, wihrend
Biopsiedaten Konzentrationen aus
verschiedenen Kompartimenten
(intravaskuldr, intrazelluldr und inter-
stitiell) reprdsentieren. Substanzen,
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welche sich vorzugsweise extrazel-
lulér anreichern, wie z.B. Betalaktam-
Antibiotika, werden folglich bei einer
Biopsie durch Vermischung mit wei-
teren ,antibiotikafreien Komparti-
menten‘ verdiinnt.

FuBend auf der klinisch hochst rele-
vanten Bedeutung der Zielortkonzent-
ration, fordern regulative Behorden
vor Zulassung antiinfektiver Substan-
zen den Nachweis von pharmakoki-
netischen Daten am Wirkort. Die
Mikrodialysetechnik erlaubt die
Bestimmung der ungebundenen
mikrobiologisch aktiven Fraktion
einer Substanz am Wirkort und stellt
eine besonders attraktive Methode
zur Bestimmung des Konzentrations-
Zeit-Profils von antiinfektiven Sub-
stanzen im Zielgewebe dar. Dies
wurde auch von regulativen Behorden
wie der USA Food and Drug Admi-
nistration (FDA) und dem européi-
schen Pendant European Committee
for the Evaluation of Medicinal Pro-
ducts (EMEA) bestitigt.

Die In vivo-Mikrodialyse ist fiir die
Bestimmung von Antibiotikakonzent-
rationen wie z.B. von Fosfomycin,
Aminoglykoside, Fluorchinolone,
Betalaktame, Makrolide, Ketolide,
Rifampicin, Oxazolidinone, Carbape-
neme und Glykopeptide im Gewebe
etabliert. Weiters kann die Mikrodia-
lysetechnik auch zur Beantwortung
diffizilerer Fragestellungen wie z.B.
der Auswirkungen einer Sepsis, eines
intensivmedizinischen Aufenthaltes,
eines Schidel-Hirn-Traumas, eines
Diabetes mellitus, einer Adipositas
etc. auf die Gewebspenetration von
Antiinfektiva eingesetzt werden.
Ebenso wurde der Einfluss einer
Angioplastie und der damit verbun-
denen hdmodynamischen Rekons-
titution auf die Gewebepenetration
von Antiinfektiva analysiert.

Relevante Studien haben gezeigt, dass
es zu einer vollstindigen Plasma-
Gewebe-Aquilibrierung von antiin-
fektiven Substanzen bei gesunden
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Probanden kommt; davon abzugren-
zen sind Patienten, bei welchen nicht
zwingend von einer vollstindigen
Aquilibrierung ausgegangen werden
darf (Abbildung 3). Obwohl das Phi-
nomen der inkompletten Plasma-zu-
Gewebe-Verteilung fiir einzelne Orga-
ne bekannt ist, z.B. Blut-Hirn-Schran-
ke, Prostata, Auge, Lunge und Pla-
zenta, so war es doch iiberraschend,
dass es bei unterschiedlichen Patien-
tenkollektiven zu einer verzogerten
und inkompletten Plasma-Gewebe-
Aquilibrierung im Skelettmuskel oder
auch im subkutanen Fettgewebe kom-
men kann.

Diese Ergebnisse generierten die
Hypothese der Existenz spezieller
Strukturen und Mechanismen, die die
Penetration oder den transendothelia-
len Transfer eines Antiinfektivums in
das Interstitium deutlich verzégern
konnen. Die Entwicklung von Barrie-
ren wie z.B. einer fibrosen Kapsel
oder eines perifokalen Odems im
Zuge eines chronischen oder akuten
Entziindungsprozesses oder die Ver-
anderungen des Blutflusses bei peri-
pherer arterieller Verschlusskrankheit
konnen hier mogliche Erklarungsver-
suche darstellen. Weitere auf die
Gewebepenetration Einfluss nehmen-
de Faktoren sind die Plasmaprotein-
bindung, die kapillare Dichte, die
kapillare Permeabilitit, der pH-Wert
im Entziindungsareal und der trans-
kapillare onkotische und osmotische
Druckgradient — Faktoren, die bei
kranken Patienten sehr oft von der
physiologischen Norm abweichen.

Eine weitere Beobachtung aus diesen
Studien ist die Variabilitit der Penet-
ration eines Antiinfektivums, welche
in Patienten wesentlich grofer ist als
in einem gesunden Vergleichskollek-
tiv. Diese Erkenntnis ldsst eine inkom-
plette Gewebe-Plasma-Aquilibrierung
erahnen, ein Faktum, das wesentlich
den Krankheitsverlauf beeinflusst. In
diesem Zusammenhang sei auch auf
die Entwicklung von Resistenzen ver-
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Abbildung 3: zeigt eine nahezu vollstindige Serum-Muskel-Aquilibrierung
von Piperacillin in gesunden Probanden (linkes Diagramm); davon abzugren-
zen sind intensivpflichtige Patienten (rechtes Diagramm), wo es zu unvoll-
stindiger Serum-Muskel-Aquilibrierung kommt. Die Konzentrationen im Mus-
kelgewebe sind etwa viermal geringer als im Serum.

intensive care patients

healthy volunteers

100

free serum
A  muscle

Abbildung 4: In vivo-PK- In vitro-PD-Simulation: Eradikations-Zeit-Diagram-
me flr Pseudomonas aeruginosa (minimale Hemmkonzentration = 2 ug/ml fiir
Levofloxacin) in Intensivpatienten. Die simulierten Levofloxacin-Konzentra-
tionen basieren auf individuellen Konzentrations-Zeit-Profilen in Muskelge-
webe und Serum.

Ordinate: Bakterienwachstum in Kolonie-bildenden Einheiten pro Milliliter
(CFU/mL); Abszisse: Zeitverlauf in Stunden (h).

Pseudomonas aeruginosa

Plasma 10° Muscle
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wiesen, welche hiufig bei Konzentra-
tionen unter der minimalen Hemm-
konzentration eines Pathogens beob-
achtet werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen
missen Dosierungsempfehlungen vor
allem bei schwer und kritisch kranken
Patienten reevaluiert werden. Ebenso
steht die Frage der individuellen Do-
sisanpassung zur Diskussion, welche
jedem Patienten ein suffizientes Anti-
biotika-Konzentrations-Zeit-Profil am
Wirkort garantieren sollte.

Mikrodialyse und pharmakokine-
tische(PK)-pharmakodynamische
(PD) Modelle

PK-PD-Modelle ermoglichen die
Beschreibung und Analyse pharma-
kokinetischer wie auch pharmakody-
namischer Ereignisse und tragen sub-
stanziell zum Verstidndnis und Fort-
schritt der Wirkungsoptimierung eines
Arzneimittels bei. PK-PD-Modelle
hatten in der Vergangenheit grof3e
Euphorie ausgeldst und wurden zur
Abschdtzung der antimikrobiellen
Effizienz eines Antiinfektivums ge-
nutzt, auf der basierend man wieder-
um Dosierungsempfehlungen erstellte
(Abbildung 4).

Das Prinzip der PK-PD-Modelle
basiert auf folgender Vorgangsweise:
Bakterien werden in vitro einem dyna-
mischen Konzentrations-Zeit-Profil
ausgesetzt, welches in vivo im Inter-
stitium des Zielorgans mittels Mikro-
dialyse bestimmt wurde. Man erhélt
dadurch bakterielle Wachstums-
hemmkurven und kann aus diesen
Ergebnissen die erwartete Wachs-
tumshemmung berechnen. Mittels
computerunterstiitzter Kalkulation ist
es moglich, das bakterielle Wachstum
bzw. die Wachstumshemmung iiber
die Zeit nach Einzelgabe bzw. nach
wiederholter Gabe zu simulieren und
prézise vorherzusagen.
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Bildgebende nicht invasive
Verfahren

Das Single-Photonen-Emissionsto-
mogramm (SPECT), das Positronen-
Emissionstomogramm (PET), die
Magnetresonanztomographie (MRT)
sowie die Magnetresonanzspektros-
kopie (MRS) wurden ursédchlich fiir
klinisch diagnostische Verfahren kon-
zipiert. Durch technische und radio-
chemische Fortschritte ist es gelun-
gen, das Einsatzgebiet dieser Metho-
den im Hinblick auf pharmakokineti-
sche Fragestellungen auszudehnen.

Eine sich zu vergegenwértigende
Limitation dieser nicht invasiven,
bildgebenden Verfahren ist die Tatsa-
che, dass die zu analysierende Sub-
stanz fir einige dieser Methoden
radioaktiv markiert werden muss.
Weiters gilt es zu beriicksichtigen,
dass nicht zwischen der Muttersub-
stanz bzw. einem Metaboliten dersel-
ben diskriminiert werden kann. Nach-
teil dieser Methoden ist weiters, dass
eine exakte Aufschliisselung des Kon-
zentrations-Zeit-Profils in einzelne
Kompartimente nicht moglich ist, da
lediglich die Analyse einer ,,region of
interest™ durchgefiihrt werden kann.

Die Bestimmung der interstitiellen
Arzneimittelkonzentration mittels
Mikrodialyse und die Ermittlung der
Gesamtgewebekonzentration in defi-
nierten Regionen durch bildgebende
Verfahren wird in Zukunft eine pro-
funde Kalkulation der intrazelluldren
Arzneimittelkonzentration erlauben.
Nicht eine einzelne Methode, sondern
die Kombination mehrerer Verfahren
und Techniken, wie der kombinierte
Einsatz von Mikrodialyse und bild-
gebenden Verfahren, lasst Antworten
auf bisher offene Fragen der Pharma-
kokinetik erwarten.

Schlussfolgerungen und
Perspektiven

Die Mikrodialysetechnik ist in der
Forschung ein fixer methodischer
Bestandteil geworden, deren Ergeb-
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nisse von unschitzbarem Wert fiir
jeden Pharmakologen, aber auch fiir
jeden klinisch tdtigen Arzt sind.
Mikrodialyseergebnisse und der dar-
aus abgeleitete Wissensgewinn wur-
den in den klinischen Alltag transfe-
riert und integriert und haben ein
Umdenken sowohl in der Wahl als
auch Dosierung des appropriatesten
Antiinfektivums bewirkt.

Die Analyse der durch Mikrodialyse
und computerunterstiitzte PK-PD-
Modelle generierten Daten hat sub-
stanziell zum Verstindnis der tatsich-
lichen Konzentration eines Antiinfek-
tivums am Wirkort und der daraus
erzielten antimikrobiellen Effizienz
gefiihrt. Vor allem in der pharmazeu-
tischen Industrie im Rahmen der
préklinischen und klinischen Priifung
eines Arzneistoffes ist man sich der
Attraktivitdt derartiger Modelle be-
wusst und rdumt Ergebnissen, welche
durch die Nutzung von PK-PD-
Modellen generiert werden, hochste
Prioritdt und klinische Relevanz ein.

Grofle Erwartungen liegen in der
Kombination der Mikrodialyse mit
bildgebenden Verfahren; ein methodi-
scher Synergismus, der, obwohl noch
in den Kinderschuhen steckend, auf
revolutiondren Informationsgewinn
hoffen lasst.
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