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Fig. 3. (a) Control experiment: Saccharine and H20 consumption 
of 'naive' (not irradiated) mice after injection of Ringer solution only. 
(b) Control experiment: Saccharine and H20 consumption of 'naive' 
(not irradiated) mice after injection with brain substance from a 
'naive' and unirradiated donor. 

made  wi th  avoidance behaviour  of mice to which irra- 
d ia ted  saccharine solut ion was offered. 

Should such future  inves t iga t ion  be successful, one 
could perhaps a t t e m p t  to ident i fy  the  radia t ion-affected 
molecular  s t ructures  23. Al though  these thoughts  are con- 
jectural ,  t h e y  seem to be par t  of a logical sys tem in 
clarifying some ve ry  puzzl ing aspects of m e m o r y  syn- 
thesis and rad ia t ion-mechanisms  as well 33. 

Zusammen]assung. In  <~naiven~ Ms werden Ver- 
haltensver~Lnderungen Each In jek t ion  kleiner Mengen yon 
Gehi rnmater ia l  aus Saccharin bevorzugenden  nEd r6nt-  
genbes t rahl ten  M/~usen beobachte t .  Es  t r a t  Vermeiduf ig  
der Saccharinl6sung ein, und zwar /~hnlich wie sonst  in 
<~trainierten % Saccharin bevorzugenden  Tieren Each der  
Bestrahlung.  

W. S. Moos  34, H.  LEVAN 35, 
B. T. MAson 3~, I-I. C. MASON 36 
and D. L. HEBRON 25 

International Atomic Energy Agency, 
Dosimetry Section, Division o[ Li/e Sciences, 
A-1010 Wien (Austria), 3 March 1969. 

22 H. HYDEN and P. W. LANGE, Science 159, 1370 (1968). 
28 Experimental  work was carried out at  the College of Medicine, 

University of Illinois, Chicago, and at the Research Laboratories, 
Arkansas State Hospital. 

24 Present address : International  Atomic Energy Agency, Dosimetry 
Section, Division of Life Sciences, K~irntnerring 11-13, 1010 
Vienna (Austria). 

2a University of Illinois, College of Medicine, Department of Radio- 
logy, Chicago (Illinois, USA). 

26 Arkansas State Hospital, Research Laboratories, Little Rock 
(Arkansas, USA). 

Kinetik der hepatischen Farbstoffaufnahme von Indocyaningriin.  Einfluss von Bilirubin und 
Natriumglykocholat  

Unte r suchungen  tiber die Kine t ik  der  hepat i schen 
Ausscheidung yon Farbs tof fen  haben  die Kenntnisse  der 
Leberphysiologie  sehr bereichert .  Als Farbs tof fe  d ienten  
vor  a l lem Bromsulphale in ,  ]3engalrot und Indocyanin-  
grtin (ICG). Von diesen weist  ICG die geringste extra-  
hepat ische Ausscheidung ant  1. 

N a c h d e m  ICG yon F o x  et  at. 3 zur Bes t immung  des 
Herzze i tvo lumens  in die Kreis laufdiagnost ik  eingefi ihr t  
worden  war, fand es bald  Anwendung  z u r  B e s t i m m u n g  
dee Leberdurchb lu tung  nach  dem Fickschen Pr inzip  a 
und zur Pr t i fung der  Leber funk t ion  4-1~ Als besonderer  
Vortei l  yon ICG erwies sich dabei  die M6glichkeit ,  seine 
Clearance mi t  I-Iilfe eines Ohrdens i tometers  unblu t ig  zu 
regis tr ieren 3, 9. 

Zur Leber iunkt ionspr i i fung  mi t te l s  ICG-Clearance 
wurden  bisher sehr unterschiedl iche Dosierungen des 
ICG angegeben ~-1~ Tierexper imente l le  und klinische 
Studien  haben  jedoch gezeigt, dass die Empf ind l i chke i t  
der ICG-Clearance als Leber funk t ions tes t  yon  der 
Farbstoffdosis  abh~Lngt. Wghrend  n~imlich die Clearance 
kleiner ICG-Dosen (0,5 mg/kg) vo r  a l lem yon  dee Leber-  
durchb lu tung  abh~ngt  und ein re la t iv  unempf indl icher  

P a r a m e t e r  der Leber funkt ion  ist, s tel l t  die Clearance 
grosser ICG-Dosen (5 mg/kg) einen sehr empfindl ichen 
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Leberfunkt ions tes t  dar  s, 9,11. g s  ist  daher  nicht  m6glich, 
Untersuchullgsergebllisse,  die mi t  verschiedenen Farb-  
stoffdosen gewonnell  wurden,  zu vergleichen. 

In j iz ier t  mail  s teigende Dosen yon ICG, so n i m m t  die 
El iminat ionsgeschwindigkei t  dieses Farbstoffes  in nicht-  
l inearer Weise zu und ll~[hert sich asymptot i sch  einem 
Max imum lK Aus fri iheren Untersuchul lgen ging hervor,  
dass diese Beziehung zwischen ini t ialer  El iminat ions-  
geschwindigkei t  und verabre ichter  Dosis der Michaelis- 
Mell ten-Gesetzm/issigkeit  gehorcht  13,1~. Daraus  ergibt  
sich die M6glichkeit,  aus mehrerel l  submaximalen  
El iminat ionsgesehwindigkei ten  die max imale  init iale 
El iminat ionsgeschwindigkei t  (Vmax) und die Michaelis- 
Kons tan te  (Km) dieses Transpor t sys tems  zu berechnen 
ulld dami t  genauer definierte P a r a m e t e r  der Farbstoff-  
e l iminat ion zu erhaltell .  

I n  bisherigen Untersuchul lgel l  wurden  Vma x und _~2 m aus 
mehrerel l  i l l i t ialen El iminat iol lsgeschwindigkei te l l  be- 
rechnet,  die aus der ini t ialen frakt ionel len Clearance und 
der inj izier ten Farbstoffdosis  gewonnen wurden~8,1~. I n  
den vorl iegenden Unte r suchungen  wurde  nun eine 
Methode ell twickelt ,  die es gestat te t ,  die Aufnahme  
(<~uptake~) yon  ICG durch die Leber  bei  der  R a t t e  fiir 
verschiedene Dosell  d i rekt  zu messen ulld daraus die 
Pa rame te r  vma x und K m ftir die Farbs tof fauf l lahme zu 
berechnen.  

~hn l i ch  wie in der E i l zymchemie  k6ilnen vma ~ und K m 
dazu dienen, die t l e m m w i r k u n g  verschiedeller. Sub- 
s tanzen auf die Farbs tof fe l iminat ion  exak t  zu definieren 
und qua l l t i t a t iv  zu erfassen. Die genaue '  Kel lntnis  
derar t iger  H e m m v o r g g n g e  h a t  mi t  der zunehmendel l  
Verwendung von  ICG zur Leber funkt ions tes tung  an Be- 
deu tung  gewonnen.  Dar i iber  hinaus  t r~gt  sie zum Ver- 
st~Lndnis der an der Ausscheidung organischer Anionen in 
die Galle bete i l ig ten Mechail ismen bei. In  den vorlie- 
genden Unte rsuchungen  wurde daher  der  Einfluss yon 
Bil i rubin und Na t r iumglykocho la t  auf die ICG-Aufnahme 
durch die Leber  studiert .  

Methodik .  Die Ull tersuchui lgen wurden  an mgnnl ichen 
W i s t a r - R a t t e n  in Nembuta lna rkose  (5 mg N e m b u t a l  pro 
100 g K6rpergewicht  i.p.), durchgefi ihrt .  29 Tieren mi t  
e inem durchschni t t l ichen Gewicht  yon 250g  wurdei l  
4 verschiedene Dosen yon ICG ~5 (0,25, 0,5, 1,0 und 
2,5 mg  ICG pro 100g  K6rpergewicht)  in e inem kon- 
s tan ten  Volumen voll  0,2 ml  pro 100 g K6rpergewicht  
innerhalb  yon 10 see in die Penisvene injiziert .  10 Tiere 
dieser Gruppe erhiel ten 30 sec vor  Beginn der ICG- 
In jek t ion  2 mg Bil i rubin 1. pro 100 g K6rpergewicht  (als 
0,4~oige L6sung in 0,1 molarer  Natr iumkarbol la t l6sung)  
i.v. injiziert .  Die Kontro l l t ie re  erhiel ten s ta r t  der  Biliru- 
binl6sung dieselbe Menge 0,1 molarer  Na t r i umkarbona t -  
16sung. 

E ine r  zweiten Gruppe yon  19 Tiereil  m i t  e inem durch- 
schni t t l ichen Gewicht  voil  320 g wurden  in gleicher 
Weise 2 ICG-Dosen (0,25 und 2,5 mg ICG pro 100 g 
K6rpergewicht)  injiziert .  10 Tiere dieser Gruppe erhielteil  
30 sec vo r  Beginll  der ICG-In jek t ion  1,9 mg  Na t r ium-  
g lykochola t  ~7 pro 100g  K6rpergewicht  als 0,95~oige 
L6sung ill physiologischer Kochsalzl6sullg. Die i ibrigen 
Tiere  dientel l  als Kontro l le  und erhieltell  dieselbe Menge 
physiologischer  Kochsalzl6sung. 

Genau 3 min  nach ICG-In jek t ion  wurde  die Leber  mi t  
wenigen Scherenschlggen i i lnerhalb yon 5 sec ent fern t  und 
gle ichzei t ig  eine Blu tprobe  aus dem aus ,de r  Vena  cava  
auss t r6menden Blur  en tnommen.  

Bei  einer weiterei1 Gruppe yon 20 Rat te l l  wurde die 
Arter ia  carotis  freigelegt  und kaniil iert .  60, 120 und 
180 sec nach der Farbs toff in jekt io l l  wurde je eine arte- 
rielle Blu tprobe  e l l t l lommen und die Leber  gleichzeit ig 

m i t  der le tz ten Blu tprobe  entfernt .  Zur Bes t immui lg  des 
BlutgehMtes der Leber  erhietten diese Tiere vor  der ICG- 
In jek t ion  Jod-131-markier tes  Albumin  i.v. injiziert .  Ails 
der Rad ioak t iv i t~ t  des Blutes  3 rain nach der In jek t ion  
und der Aktivit~Lt des Leberhomogenates  der zum selben 
Ze i tpunkt  en t fe rn ten  Leber  wurde  der Blu tgeha l t  der 
Leber  berechnet .  Es  ergab sich hiebei  eill mi t t le rer  Blut-  
gehalt  der Leber  yon 18 ml  Blur  pro 100 g Lebergewicht .  
Dieser W e r t  s t i m m t  mi t  dem von  L~WlS et  al. is ermit-  
te l ten  W e r t  i iberein und wurde in den wei teren Be- 
rechnungen des ICG-Gehal tes  des Leberparenchyms  zur 
Kor rek tu r  fiir den Blu tgeha l t  der Leber  verwendet .  

All 4 Tieren (durchschnit t l iches Gewicht  400 g) wurde 
nach ErSffnung der Bauchh6hle  der  Ductus  choledochus 
freigelegt, kalltiliert, die Gallenfliissigkeit  in lmini i t igen  
Sammelper ioden aufgefangen ulld die nach I l l jekt ion von 
l mg  I C G / 1 0 0 g  K6rpergewicht  ausgeschiedene ICG- 
Menge gemessell. Es  wurde  dabei  gleichzeit ig das pro 
Minute  sezernierte Gal levolumen und die Str6mungs-  
geschwindigkeit  der Galle in der Kani i le  bes t immt ,  so dass 
aus der Erscheinungszei t  des Farbstoffes  an der I~aniilen- 
spitze das erste Al l f t re ten ro l l  ICG im prox imalen  
Ductus  choledochus e rmi t t e l t  werden kollnte. 

Zur Bes t immung  der ICG-Konzen t ra t ion  im Blur  
wurden  die Blu tproben  mi t  physiologischer Kochsalz- 
16sung verdi innt ,  zentr i iugier t  und die ICG-Konzei l t ra t ion  
im ~ b e r s t a n d  bei  800 nm a m  Pe rk in -E lmer -UV-VIS-  
Spekt rophotorneter  gemessen. Die zur Verdiini lung 
dienende Kochsalzl6sung enth ie l t  zur Stabil is ierung des 
ICG 0,5 ml  20% iges H u m a n a l b u m i n  pro 100 ml. 

Zur Best~mmung der ICG-Konzent ra t io i l  im Leber-  
gewebe wurde  die Leber  gewogen und nach Zugabe des 
10-fachell Volumens  an dest i l l ier tem Wasser  mi t  dem 
Ul t r a tu r ax  bei  24000 Umdrehungen  pro min  homo-  
genisiert. 1 ml  des Homogena tes  wurde  mi t  4 ml  Aceton 
ex t rah ie r t  und bei  4000 Umdrehungel l  pro rain zentri-  
fugiert.  Die ICG-Konzel l t ra t ion  wurde  wiederum im 
1Jberstand bei  800 nm spekt rophotomet r i sch  gemessen. 
F a r  alle Bes t immungen  aus dem Lebergewebe wurdell  
Doppelprobel l  durchgefi ihrt .  In  ge t rennten  Versuchen 
wurde  die Wiedergewinl lung yon ICG aus dem Leber-  
homogena t  gepriif t  und zu diesem Zweck einem in gleicher 
Weise berei te ten Leberhomogena t  bekal lnte  Mengen yon 
ICG zugesetzt.  Nach  E x t r a k t i o n  dieser H o m o g e n a t e  
wurden  95-105% der zugesetzten ICG-Mengen wieder- 
gefunden. 

Die ICG-Aufnahme  in die Leber  (v) wurde  aus den 
Farbs tof fkonzent ra t ionen  des Leberhomogenates  (eL) und 
des BIutes (CB) 3 rain nach Farbs toff in jekt io l l  sowie dem 
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18 G. PAUMGARTNER, J. LONGUEVILLE, R. KRAINES und C. M. LEEVY, 
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Hollinek, Wien 1968). 

1~ Cardiogreen der Fa. Hynson, Westeott und Dunning, Lot 333. 
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phia (Pa., USA). 
17 Natriumglykochotat Grade A der Fa. Calbioehem (diinnsehicht- 
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mit t l e ren  Blu tgeha l t  der Leber  von  18% nach  folgender  
Formel  be rechne t  : 

c L - (c B �9 0,18) 
= (I) 

3 - 0,82 

v beze ichne t  die Menge yon  ICG in rag, die pro 100 g 
Lebergewebe  und  pro rain aus dem Blut  in die L e b e r  
a u f g e n o m m e n  wurden .  

Es  wurde  IoIgende Reak t i on  zwischen ICG und  e inem 
~carrier~> beziehungsweise  e inem Rezep to r  der  Leberzelle 
(M) postul ier t ,  

kl k3 
ICG + M , ~ (ICG-M) ~ ICG' + M, (ii) 

k2 

wobei  ICG'  den  in die Leberzel le  t r an spo r t i e r t en  Fa rb -  
s toff  dars te l l t .  

U m  die Michael is -Menten-Gleichung 19 auf das vor- 
l iegende D a t e n m a t e r i a l  anzuwenden ,  wurde  in der  
Originalgleichung fiir die Reak t ionsgeschwind igke i t  die 
init iale ICG-Aufname  in die Leber  (v) und  fiir die Sub- 
s t r a t k o n z e n t r a t i o n  die ICG-Dosis  (D) e ingesetz t :  

Vmax ' D 

v - -  Km + D (III) 

Es wurde  dabei  angenommen ,  dass bei  Dosierung des 
Farbs to f fes  pro  E inhe i t  K6rpe rgewich t  die init iale ICG- 
K o n z e n t r a t i o n  im Blu t  der  Dosis d i rek t  p ropor t iona l  ist. 
Diese A n n a h m e  wurde  in den Versuchen,  bei  denen  
gleichzeit ig arteriel le B lu tp roben  a b g e n o m m e n  wurden,  
i iberpr t i f t  und  als ge rech t fe r t ig t  befunden.  

U m  die A n w e n d b a r k e i t  yon  (III) auf unser  Da ten-  
mate r ia l  zu pr i i fen und  die max ima le  init iale Fa rbs to f f -  
au fnahme  (vma~) und  die Michae l i s -Kons tan te  (Kin) aus 
den  gegebenen B e o b a c h t u n g e n  (D, v) zu berechnen,  wur-  
den Regress ionsana lysen  durchgef i ihr t .  Dabei  wurden  die 
vorgegebenen  W e r t e  D als unabhgngige  Var iable  und  v 
als zuf / i l l ige  normalve r t e i t t e  Ver~inderliche m i t  d e m  
E r w a r t u n g s w e r t  

und der  S t reuung  

E (v/D) - -  Vmax" D 
K m +  D (IV) 

Var  ( v / D )  = ~2 (V)  

angesehen.  

Zur graphisct len Dars te l lung  der  Regress ion wurde  die 
Methode  yon  LINEWEAVER und  BURK 2~ verwendet ,  bei  
welcher  die Michael is -Menten-Gleichung in folgende 
Iineare F n n k t i o n  t r an s fo rmie r t  wi rd :  

1 Km 1 1 
- -  ( W )  

V Vmax D "~- Vmax 

Zur ma the lna t i s chen  L6sung des Regress ionsproblems  
wurde  das neuere  Ver fahren  yon  BARBER et alY 1 ange- 
wandt ,  Wobei eine rekurs iv  zu be rechnende  Folge yon  
l inearen Regress ionen mi t  K o als N~iherungswert  yon  K m 
abgele i te t  wurde  : 

( ~Ko) K m - K o  (vii) ln ~v = ln--vmaxl Jr" In 1 + + D + Ko 

Die Durch rechnung  dieser  i t e ra t iv  zu durchIaufenden  
Regress ion wurde  mi t  Hilfe eines C o m p u t e r p r o g r a m m e s  
durchgef i ihr t  14. Der  Be rechnung  der  Konf idenz in te rva l l e  
wurde  eine Ver t r auenswahrsche in l i chke i t  yon  95% zu- 
g runde  gelegt. Die A n w e n d b a r k e i t  der  Michael is-Menten-  

Gleichung auf  das vor l iegende D a t e n m a t e r i a l  wurde  
mi t te l s  eines F-Tes tes  gepri i f t  14. 

Ergebnisse. Sowohl  bei den normalen  Kont ro l l t i e ren  
wie auch bei den Tieren, welche ]3ilirubin erhiel ten,  st ieg 
die F a r b s t o f f a u f n a h m e  durch  die Leber  m i t  E r h 6 h u n g  
der  inj iz ier ten Farbs tof fdos is  in n ich t  l inearer  Weise  an 
und  s t reb te  a s y m p t o t i s c h  e inem max ima len  W e r t  zu 
(Figur 1). Die Mi t te lwer te  der  ICG-Aufnahme  in die 
Leber  fiir die einzelnen Dosen s ind fiir die normale  Kon-  
t ro l lgruppe und  f i i r d i e  Tiere, welche Bil i rubin erhiel ten,  
in der  Tabelle I wiedergegeben.  

Die Pr i i iung des Da tenmate r i a l s  mi t te l s  des F-Tes tes  
ergab mi t  einer I r r t umswahrsche in l i chke i t  yon 5% 
keinen E i n w a n d  gegen die A n w e n d u n g  der  Michaetis- 

A8 
E 

o~ 
~2 oo 

0 

O 0 

//f' ~ 

0,% 05 L5 
ICG- Oosis (mg/lOOg K~rpergBwionl) 

Fig. 1. Beziehung zwischen ICG-Dosis und ICG-<~uptake}>. O---- �9  
alleinige Injektion von ICG; 0----@, 30 see vor der ICG-Injektion 
wurde eine konstante Dosis von 2 mg Bilirubin/100 g KSrpergewicht 
injiziert. Die Kurven stellen die vom Computer mit Hilfe der 
Michaelis-Menten-Gleichung ermittelten Funktionen dar. 

Tabelle I. ICG-Aufnahme in die Leber bei Verabreichung ver- 
schiedener Farbstoffdosen bei normalen Wistar-Ratten und nach 
Injektion yon 2 mg Bilirubin pro 100 g KSrpergewicht 

ICG- Anzahl Initiale 
Dosis der ICG-Aufnahme 
(mg/100 g) Tiere (rag/100 g Leberlmin) 

Kontrolltiere 0,25 7 2,40 • 0.25 
Naeh Injektion 0,25 3 1,15 ~ 0,10 
yon Bilirubin 
Koatrolltiere 0,50 4 3,18 i 0,47 

.Nach Injektion 0,50 3 1,82 • 0,15 
von Bilirubin 
Kontrolltiere 1,00 4 5,42 + 0,72 
Nach Injektion 1,00 1 2,51 
yon Bilirubin 
Kontrolltiere 2,50 4 6,09 d2 0,62 
Nach Injektion 2,50 3 4,63 :}: 0,57 
von Bitirubin 

Mittelwerte • 1 S.D. 

19 L. MICHAELIS und M. L. MENTEN, Biochem. Z. 49, 333 (1913). 
20 H. LINEWEAVER und R. BURK, J. Am. chem. Sot. 56, 658 (1934). 
21 H.  •. BARBER, B. L. WELCH und D. MACKAY, Bioehem. J. 703, 

251 (1967). 
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Menten -Gle i chung  auf  diese Beziehung.  Bei  Da r s t e l l ung  
der  D a t e n  e n t s p r e c h e n d  der  l i nea ren  Regress ion  n a c h  
LINEWEAVER und  BURK (Figur  2) b e t r u g  d e r  Korre la-  
t ionskoef f iz ien t  fiir die K o n t r o l l g r u p p e  0,96 u n d  fiir die 
R a t t e n ,  welche vo r  I C G - I n j e k t i o n  B i l i r ub in  e r h a l t e n  
h a t t e n ,  0, 98. 

U n t e r  B i l i rub in  zeigte s ich eine s ign i f ikan te  Ver-  
m i n d e r u n g  der  I C G - A u f n a h m e ,  die bei  k le inen  ICG- 
DoseI1 a m  s t s  ausgepr~g t  war  u n d  m i t  s t e igender  
ICG-Dosis  a b n a h m .  D i e . m i t t e l s  C o m p u t e r  n a c h  de r  Me- 
rhode  v o n  BAI~BER 2, b e r e c h n e t e  m a x i m a l e  in i t ia le  F a r b -  
s t o f f a u f n a h m e  in  die L e b e r  b e t r u g  be i  den  n o r m a l e n  
K o n t r o l l t i e r e n  7,65 (6,06-9,65) z2 mg/100  g L e b e r  p ro  
m i n  u n d  be i  den  Tieren,  welche B i l i r ub in  e r h a l t e n  h a t t e n ,  
6,73 (4,93-9,19) ee. Der  U n t e r s c h i e d  yon  v,,,a,r zwischen 
be iden  G r u p p e n  war  n i c h t  s igni f ikant .  

Die M i c h a e l i s - K o n s t a n t e  b e t r u g  be i  den  K on t r o l l t i e r en  
0,56 (0,31-0,81) 2~ u n d  be i  den  Tieren,  welche  B i l i r ub in  
e r h a l t e n  b a t t e n ,  1,29 (0,68-1,90)e". Der  U n t e r s c h i e d  y o n  
K m zwischen be iden  G r u p p e n  w a r  s t a t i s t i s ch  s igni f ikant .  

Die I n j e k t i o n  e iner  de r  B f l i r ub in in j ek t i on  ~qu imola ren  
Dosis  yon  N a t r i u m g l y k o c h o l a t  f i ih r te  weder  be i  k le inen  
noch  bei  grossen ICG-Dosen  zu e iner  s ign i f ikan ten  
& n d e r u n g  der  in i t i a l en  I C G - A u f n a h m e  d u r c h  die L e b e r  
(Tabel le  II) .  

Die B e s t i m m u n g  der  ICG-Aussche idung  in  der  Galle  
ergab,  dass  be re i t s  vonder 2. min an messba re  Farbstoff~ 
k o n z e n t r a t i o n e n  i m  p r o x i m a l e n  D u c t u s  cho ledochus  er- 
scheinen.  I n n e r h a l b  der  e r s t en  3 r a in  wurde  abe r  n i c h t  
m e h r  als 0 ,01% der  in j i z i e r t en  Fa rbs to f fdos i s  in  den  
D u c t u s  cho ledochus  ausgeschieden.  Dies e n t s p r a c h  an-  
n ~ h e r n d  0 ,07% der  3 m i n  n a c h  F a r b s t o f f i n j e k t i o n  in de r  
Lebe r  e n t h a l t e n e n  Fa rbs to f fmenge .  Die w ~ h r e n d  der  
e r s t en  10 m i n  ausgeschiedene  ICG-Menge  b e t r u g  weniger  
als 1% der  in j i z ie r t en  Dosis (Figur  3). 

D i s k u s s i o n .  Die vor l i egenden  U n t e r s u c h u n g e n  zeigen, 
dass  die F o r m u l i e r u n g  v o n  MICHAELIS u n d  iV~ENTEN 19 ZU r 
Besch re ibung  der  K i n e t i k  e n z y m a t i s c h e r  Prozesse  a u c h  
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Fig. 2. Darstellung der Daten nach der Methode von LINEWEAVEI< 
und BURK 2~ mit den durch Regressionsanalye 'ermittelten Re- 
gressionsgeraden. Der Bereich zwischen den Konfidenzgi:enzen ffir 
eine Irrtumswahrscheinlichkeit yon 5% ist schraffiert. 

au f  die K i n e t i k  der  I C G - A u f n a h m e  in  die Lebe r  a n w e n d -  
b a r  ist. Die Michae l i s -Menten-Gle ichung  wurde  b i she r  
n u r  ve re inze l t  fiir in  v Jvo -Sys t eme  angewende t .  I io  u n d  
WAGNEI~ 23 k o n n t e n  zeigen, dass  die Bez i ehung  zwischen 
de r  in i t i a l en  E l i m i n a t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t  yon  mikro2 
aggreg ie r t em A l b u m i n  u n d  der  v e r a b r e i c h t e n  A l b u m i n -  
dosis de r  Michae l i s -Menten-Gese tzm~ss igke i t  gehorcht .  
GORESKY 24,25 sowie  BEGON u n d  BENHAMOU 26 k o n n t e n  
/ ihnl iche Verh~l tn i sse  fiir die h e p a t i s c h e  A u f n a h m e  be- 
z iehungsweise  die bi l i~re Aussche idung  v o n  B S P  nach-  
weisen.  

U m  die K i n e t i k  des T r a n s p o r t e s  yon  F a r b s t o f f  v o m  
B l u t  in  die Leberzel le  (<~uptake~) mSgl ichs t  se lek t iv  u n d  
u n a b h a n g i g  yon  der  F a r b s t o f f a u s s c h e i d u n g  in die Galle 
zu erfassen,  i s t  es erforderl ich,  zur  Messung  e inen  Zei t-  
p u n k t  zu wahlen ,  bei  d e m  die F a r b s t o f f a u s s c h e i d u n g  in 
die Galle  n o c h  n i c h t  ins Gewich t  f~llt. Diese F o r d e r u n g  is t  
b e i  U n t e r s u c h u n g e n  der  Blur -c lea rance  yon  F a r b s t o f f e n  
aus  t h e o r e t i s c h e n  u n d  p r a k t i s c h e n  Gr t inden  s c h w e r  zu er- 

Tabelle II. ICG-Aufnahme in die Leber bei normalen Wistar-Ratten 
und nach Injektion yon 1,9mg Natriumglykocholat pro 100 g 
K6rpergewicht 

ICG- Anzahl Initiale 
Dosis der ICG-Aufnahme ~ 
(rag/100 g) Tiere (mg/100 g Leber/min) 

Kontrolltiere 0,25 
Nach Injektion 0,25 
von Na-Glykocholat 
Kontrolltiere 2,50 
Nach Injektion 2,50 
yon Na-Glykocholat 

5 2,51 4- 0,28 
5 2,38 • 0,23 

4 5,15 • 0,48 
5 5,01 • 0,45 

Mittelwerte q- 1 S.D. 
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Fig. 3. Bilifire Ausscheidung yon ICG nach Injektion von 1 mg ICG 
pro 100 g K6rpergewicht bei der Ratte (Mittelwerte aus 4 Versuchen; 
durchschnittliches Gewicht der Ratten 400 g). Die Zeitangaben 
beziehen sich auf die Farbstoffausseheidung in den proximalen 
Ductus choledochus. 

22 Konfidenzintervatle fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit ~on 5%. 
2a M. IIo und H. N. WAGNE~ JR., J. clin. Invest g2, 417 (1963). 
2~ C. A. GORESKY, Am. J. Physiol. 207, 13 (1954). 
25 C. A. GORESKY, CaI1. med. Ass. J. 92, 851 (1965). 
~6 F. B~GON und J. P. BEN~AMOU, Clinica chim. Acta 18, 227 (1967). 
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ffillen. Die Bes t immung  der Fa rbs to f fau fnahme  durch 
das Lebergewebe kann  hingegen berei ts  vo rgenommen  
werden, wenn die Farbs tof fausscheidung in die Galle 
gerade erst  beginnt .  Wie  unsere Versuehe gezeigt haben,  
erscheinen messbare  Fa rbs to f fmengen  in der Galle des 
p rox imalen  Ductus  choledochus bereits  2 rain nach Fa rb -  
s toff injekt ion.  Die innerhalb  der ersten 3 rain in den 
Ductus  choledochus ausgeschiedene ICG-Mellge betr / igt  
aber  weniger  als 0,01% der  verabrMchten  Dosis. Dies ent-  
spr icht  anni ihernd 0,07% der zum Ze i tpunk t  der  E n t -  
nahme  der Leber  im Lebe rpa renchym bef indl ichen Farb-  
s toffmenge.  Daraus  geht  hervor,  dass die ICG-Ausschei-  
dung in die Galle bet  dieser Versuchsanordnung vernach-  
l~ssigt werden  kann.  Als wei terer  Vorte i l  der d i rek ten  
B e s t i m m u n g  der  Fa rbs to f fau fnahme  in die Leber  gegen- 
fiber den Clearancemethoden  k o m m t  hinzu, dass eine 
ex t rahepa t i sche  Farbs tof faussche idung nieht  in die ivies- 
sung eingeht.  

Auf  Grund der Fests tel lung,  dass die init iale Farbs toff -  
aufnahme in die Leber  (<mptake~>) eine Funk t ion  der  ver-  
abre ich ten  Dosis ist, welche der  Michaelis-Menten- 
Kine t ik  gehorcht ,  kann  ein einfacher  Diffus ionsvorgang 
ausgeschlossen werden. Vie lmehr  scheint  es zu einer 
B indung  des Farbstoffes  an ein Tr~igermolekiil (<~carrier~>) 
oder  einen <~ Rezep to r  ~ der Leberzel le  zu kommen,  ~ihnlich 
wie bet  E n z y m r e a k t i o n e n  S u b s t r a t - E n z y m k o m p l e x e  
entstehen2L Die Transpor tgeschwindigke i t  durch die 
Leberze l lmembran  wiirde dann der  Anzahl  dieser ICG- 
Carr ierkomplexe  propor t iona l  sein. Ob es sich dabei  um 
einen ak t iven  Transpor tmeehan i smus  oder  ~dacilitated 
transfer~ handel t ,  kann  auf  Grund der  vor l iegenden 
Da ten  nicht  entschieden werden.  

Mit  Hilfe  der  Michael is-Menten-Gleichung ist  es mSg- 
lich, aus mehreren  submax ima len  Wer t en  die max ima le  
Fa rbs to f fau fnahme  (v,~a~) zu berechnen.  Gleichzeit ig er- 
h~ilt man  dabei  auch die lVIichaelis-Konstante, welche die 
Farbstoffdosis  angibt ,  bei welcher  der  Farbs tof f  yon  den 
Leberzel len gerade m i t  der Hgl f te  der max ima len  Lei- 
s tung (VmJ2) aufgenommen wird. Sie ist  ein P a r a m e t e r  
ftir die Affinit~it des Transpor t sys tems  zum Farbstoff .  

Die  Kenntn i s  yon Vm~ ~ ist  yon  ]3edeutung, wenn die 
F~ihigkeit der  Leber  zur  Fa rbs to f fau fnahme  geprtif t  wet-  
den soil, ohne dass die Gr6sse der  Leberdurchb lu tung  in 
die Bes t immung  eingeht.  Bei  kleinen Farbs tof fkonzen-  
t ra t ionen  im Blur  (kleinen ICG-Dosen) ist  die Farbstoff -  
au fnahme  in die Leber  n/imlich durch die Leberdurch-  
b lu tung  l imit ier t .  Mit  zunehmender  Farbs tof fkonzent ra -  
t ion (grosse ICG-Dosen) n i m m t  der Einfluss der  Leber-  
du rchb lu tung  jedoch ab, bis schliesslich bei  theore t isch 
unendl ich hoher  Dosis (das heisst  bei Vrnax ) nur  die F/ihig- 
kei t  der Leberzei len zur Fa rbs to f fex t r ak t ion  erfasst  wird. 
Geringftigige St6rungen der  Leber funkt ion  sind aus 
diesem Grunde  und wegen der beacht l ichen funkt ionel len 
Reserve  der Leber  du tch  Bes t immung  yon  Vmo x oder du tch  
Verwendul lg  hoher  ICG-Dosen besser e rkennbar  s. 

Die P a r a m e t e r  V ... .  und K m zeigen un te r  dem Einfluss 
von  H e m m s u b s t a n z e n  Ver~nderungen,  yon denen auf  
die Ar t  der  H e m m u n g  geschlossen werden kann.  Die 
Tatsache,  dass sich das vma ~ ffir ICG un te r  Bi l i rubin nicht  
s ignif ikant  ~indert, K m jedoch eine signif ikante Zunahme 
zeigt, spr icht  ftir eine kompe t i t i ve  H e m m u n g  2s und l~isst 
ve rmuten ,  dass ICG und Bil i rubin denselben Transpor t -  
mechanismus  fiir den <~ up take  ~ in die Leberzel le  benfitzen. 
Dieses Untersuchungsergebnis  s teh t  im Eink lang  m i t  den 
Beobach tungen  yon  HUNTOX et  al. x2, welche d ie  H e m -  
m u n g  der  ICG-Clearance du tch  Bil i rubin am H u n d  
s tudier ten  und denen y o n  PAUMGARTNER Und LEEVY 29, 
welche den Einfluss einer konstar~ten Bil i rubininfusion 
auf  die ICG-Clearance an der  R a t t e  und a m  Menschen 

untersuchten.  Die ~ n d e r u n g  yon K m beim kompe t i t i ven  
H e m m t y p  bedeutet ,  dass die Konzen t ra t ion  des Farb-  
stoffes (ICG) erh6ht  werden  muss, um in Gegenwar t  des 
Inhibi tors  einen gewissen Bruchte i l  (VmJ2) der  maxi -  
malen Fa rbs to f fau fnahme  zu erzielen. Sie kann dazu 
dienen, das Ausmass ether kompe t i t i ven  H e m m u n g  
ciuant i ta t iv  zu erfassen. 

Von besonderem Interesse ist  die Beobachtung,  dass 
nach In jek t ion  einer Menge yon  Nat r iumglykocho]a t ,  die 
der  in den B i l i rub in -Hemmversuchen  ve rwende ten  Bili- 
rubindosis  i iquimolar  war, weder  fiir grosse noch ffir 
kleine ICG-Dosen eine signif ikante H e m m u n g  der  Farb-  
s to f faufnahme nachgewiesen werden konnte .  Dies spr icht  
daffir, dass das Transpor t sys tem,  fiber welches ICG in die 
Leberzelle au fgenommen wird, eine wesent l ich geringere 
Aff ini t~t  ftir Glykocholsiiure bes i tz t  als ffir Bilirubin,  und 
l~Lsst vermuten ,  dass die Gallens~iuren fiber einen anderen 
Mechanismus ausgeschieden werden  als Bil irubin.  I n  
diesem Zusammenhang  ist  yon Interesse,  dass in der 
Kl in ik  eine StSrung der Bi l i rubinausscheidung,  alas 
Dub in - Johnson-Syndrom,  bekann t  ist, bet  der  Gallen- 
sguren normal  ausgeschieden werden  ~~ und die Konzen-  
t ra t ion  der  Gallensiiuren im Blu t  nicht  erhSht  ist  3~, 32. 

Summary .  Kinet ics  of hepa t ic  up t ake  of indocyanine  
green, a dye  which is used for eva lua t ion  of l iver  function,  
were s tudied in the  rat .  The  results  indicate  t h a t  the  
relat ionship be tween ICG-dose and ini t ia l  hepat ic  dye 
up take  obeys Michaelis-IV[enten kinet ics  suggest ing all 
in teract ion of the  dye wi th  a carr ier  or f ixed site in the  
l iver  cell. Thus i t  was possible to calculate  m a x i m u m  
ICG-uptake  (Vmox) and the  Michaelis cons tan t  (Kin) of this 
t ranspor t  sys tem f rom several  submax ima l  values.  
Vma x was 7.65 (6.06-9.65) 22 mg  per  100 g l iver / ra in  and 
K m 0.56 (0.31-0.81)22. Unde r  the  influence of substances 
which inhib i t  the  e l iminat ion  of dyes by  the  l iver  the  
parameters  Vma x and K m showed changes which al lowed 
charac ter iza t ion  of the  type  of inhibi t ion.  Whi le  sodium 
glycocholate  had  no influence on m a x i m u m  hepat ic  ICG- 
up take  and the  Michaelis cons tan t  b i l i rubin caused a 
s ignif icant  increase of K m to 1.29 (0.68-1.90)22 wi thou t  
s ignif icantly changing Vma x. These da t a  suggest  t h a t  bili- 
rubin  interferes wi th  hepa t ic  up take  of indocyanine  green 
by  compet i t ive  inhibi t ion and t h a t  up take  of bile acids is 
dependen t  on a different  mechanism.  
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