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Kapitel 1

Motivation und Einleitung

Diabetes mellitus ist eine der weltweit haufigstenfBtechselerkrankungen. Dies ist
einer der Griinde, dass die Glucosekonzentration in Kbissigkeiten einer der am
meisten bestimmten Parameter in der klinischen ChemieVistseitige Entwicklun-
gen ermoglichen heutzutage eine zuverlassige Glucogzekdrationsbestimmung in Blut
und hiervon abgeleiteten Flussigkeiten wie Blutplasma 8arum, aber auch in anderen
Korperflissigkeiten wie beispielsweise Urin. In denteteJahren haben sich insbeson-
dere unterschiedliche enzymatische Methoden etabligiandn. Bei Laborgeraten und
Biosensoren wird haufig die Glucoseoxidase als Kataly$at@ine Reaktion eingesetzt,
bei der die Glucose zu Gluconsaure umgesetzt wird. Ampetiosche oder photometri-
sche Verfahren ermoglichen die quantitative Analyse igliee Reaktionsprodukte. Dane-
ben wurden auch spektroskopische Verfahren entwickedtedie reagenzfreie Bestim-
mung der Glucose in komplizierten Korperflussigkeitelawnen. Schwingungsspektro-
skopische Methoden wie die Infrarot (IR)-Spektroskopiedsaul3erst vielseitig, da sich
entsprechende Gerate auch fur eine im Labor oder beirarRati stattfindende Analytik
(engl.:Point of Carg miniaturisieren lassen.

Zur Motivation der in dieser Arbeit entwickelten analytischemischen Methoden
soll der Hintergrund zu den Storungen des Kohlenhydritgézhsels beim Menschen
ausfuhrlicher beleuchtet werden. Bei gesunden Menscivertve Blutglucosekonzentra-
tion von hormonellen Regulationsmechanismen in einentived@gen physiologischen
Schwankungsbereich gehalten (ca. 70 bisrhgdL). Der Kohlehydratstfiwechsel wird
hauptsachlich durch die beiden Hormone Insulin und Glandgeeinflusst. Das Insulin,
das in derg-Zellen der Langerhans’'schen Zellen der Bauchspeichstdsynthetisiert
wird, hat eine blutzuckersenkende Wirkung. Diese bestatihddass zum einen der Ein-
strom von Glucose in bestimmte Zellen gesteigert und zurer@mdder Glycogenaufbau
in der Leber vorangetrieben wird (Verringerung der Gluagenese). Der Gegenspieler
des Insulins, das in dem-Zellen der Langerhans’schen Inselzellen gebildete Gjooa
hat eine blutzuckersteigernde Wirkung (Steigerung dec@jgnolyse).

Abweichungen vom normalen Blutglucosekonzentratioresbbr so genannte Hyper-
und Hypoglykamien, treten bei verschiedenen Formen dakddés mellitus auf. Als Ur-
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sache fur Hyperglykamien sind teilweiser oder vollstiger Insulinmangel zu nennen,
der im niichternen Zustand oder nach Glucosebelastungabenken ersichtlich wird.
Hypoglykamien konnen nach vermehrtem peripheren Vediraron Glucose z.B. nach
korperlichertUberanstrengung oder bei reduzierter NahrungsaufnaHisigen. Bei Dia-
betikern vom Typ 1 fuhrt eine Autoimmunerkrankung zur stdhdigen Zerstorung der
B-Zellen mit der Folge eines chronischen InsulinmangelsmBeiabetes mellitus vom
Typ 2 zeigt sich eine im Alter zunehmende Resistenz der dajlegen das korperei-
gene Insulin. Diese beiden Krankheiten fuhren zu erhoBlatglucosekonzentrationen,
die medikamentos z.B. durch die Gabe geeigneter Insudigrdgesenkt werden missen,
um erhebliche, spatere Gesundheitsschaden zu verméitialiche Symptome sind bei
Patienten auf Intensivstationen zu beobachten. Schwef@8thselstorungen fuhren zu
fehlerhaften Reaktionen des hormonellen Systems ebgnigldem Ergebnis von Hyper-
und Hypoglykamien.

Die gegenwartige Praxis der Glucosemessungen reichtaltans beim Arztbesuch - bis
hin zu mehrfach pro Stunde gemessenen Werten bei Patiarftdardntensivstation. Bei

insulinpflichtigen Diabetikern ist eine bis zu sechsmalitine Selbstkontrolle mit Hilfe

von Teststreifengeraten tiblich, um eine verbessedecjenicht optimale Regulation der
Blutglucosekonzentration zu erreichen. Eine eindrucksv®tudie von Intensivmedizi-

nern in Leuven (Belgien) zeigte, dass die Mortalitatskete Patienten auf Intensivsta-
tionen bei Einsatz einer intensivierten Insulintherapheblich gesenkt werden kann [2].
Eine adaquate Blutglucoseeinstellung ist jedoch mit lditleem Personalaufwand ver-
bunden. Somit ermdglicht eine Automatisierung kontirligeer Glucosemessungen in
Verbindung mit der Steuerung einer Insulinpumpe eine ddngl\Verbesserung der bis-
herigen Praxis; hierzu sind regelmafige Messungen im is0tBminitigen Rhythmus

notwendig.

Zur kontinuierlichenUberwachung der Blutglucose existieren verschiedeneeSiem:
zum einen werden mit wenig Erfolg direkt implantierbare &nsoren eingesetzt, zum
anderen kombiniert man Biosensoren mit Mikro-Dialysegmmadnit denen eine ex-vivo
Messung der Glucose moglich ist. Ein Vorteil hierbei isdss das erhaltene Dialy-
sat weniger komplex zusammengesetzt ist als die entspréehaterstitielle Flissig-
keit im Korper, die sich im die Zellen umgebenden Zellzwiscraum (Interstitium)
befindet. Durch die Dialyse unter Verwendung einer semipabien Membran lassen
sich hochmolekulare Sfi@ wie Proteine abtrennen. Dies ist auch fur elektrochedmisc
enzymatische Biosensoren vorteilhaft, da eine mogliares8rvergiftung vermieden bzw.
verringert werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein bettseitiges Sensomsysigf der Grundlage ei-
nes programmierbaren Mini-IR-Spektrometers in Komborathit einer automatisierten
Mikro-Fluidik entwickelt, das eine quasi-kontinuierlieMessung der Glucose mit einem
zeitlichen Abstand von 10 Minuten ermdglicht. Eine besyedHerausforderung bestand
darin, dass dabei nur geringe Probenvolumina zur Verfggiahen, da bei der Mikro-
Dialyse Flussraten fur das Perfusat von calLImin zu realisieren sind.

Ein bedeutender Vorteil der IR-spektroskopischen phyisikiaen Messmethode ist, dass
neben der Glucose noch weitere niedermolekulare SubstamizeHydrogencarbonat,

11



12 Kapitel 1. Motivation und Einleitung

PhosphatCO,, Lactat und Harnstd quantifiziert werden kdonnen, die zusatzliche Infor-
mationen Uber etwaige Stwechselentgleisungen liefern. Zum einen lasst sich hterm
auf lebensbedrohliche Komplikationen hinweisen und zudeeen wird Intensivmedizi-
nern ein neuartiges Analysegerat an die Hand gegebenemitdsatzliches Wissen tiber
die physiologischen Rahmenbedingungen bei Intensiesispiatienten online bereitge-
stellt werden kann.

Eine besondere Problematik der Messtechnik mit Mikro@iekathetern wurde im Lau-
fe der Studien ebenfalls angegangen: Die Wiederfindurggdret der Mikro-Dialyse
fur niedermolekulare Substanzen hangt unter anderendeoimplantierungsdauer und
der Flussrate der Perfusionslosung ab [3]. Die Verwendeingr geeigneten Marker-
substanz im Perfusat ermoglicht die kontinuierliche Bestung der Wiederfindungs-
rate, womit zuverlassige Werte fir die interstitielleuGbsekonzentration ermittelt wer-
den konnen. Hierzu wurden umfangreiche Untersuchunggesaellt, die eine weitere
Verbesserung fir das Patientenmonitoring erwarten nadsie weiterer Gesichtspunkt
war die Automatisierbarkeit des Systems: Die Zuverldsstgler kontinuierlichen Mes-
sungen wurde durch die Vermeidung von Signaldriften undRkeluzierung des Ka-
librieraufwands bedeutend gesteigert. Kritische Besfiealingungen wie das Auftreten
von Mikro-Luftblasen im Dialysat, die andere Biosensoremlsbeeintrachtigen konnen,
konnten durch die Optimierung der Fluidik bewaltigt werde

Die vorliegende Arbeit fihrt zunachst in die medizinisntGrundlagen des Blutglucose-
stoffwechsels ein. In Kap. 3 wird eldberblick iilber Anwendungen der IR-Spektroskopie
zur quantitativen Analyse in der klinischen Chemie gegebBarauf folgt in Kap. 4 ei-
ne Ubersicht der mathematischen Werkzeuge zur quantita®gaktrenauswertung. In
Kap. 5 werden Transmissionsmessungen wasseriger Prabgestellt, woran sich die
Ergebnisse der in-vitro Analysen von Blutplasma-Dialgsainschlie3en. Durch die Ent-
wicklung einer automatisierten Fluidik konnten verscleieel Experimente im Labor zur
Uberpriifung der Zuverlassigkeit des Mess-Systems hajzeitmessungen durchgefiihrt
werden, um anschliel3end die Leistungsfahigkeit des Aigbai klinischen Studien unter
Beweis zu stellen.

Insgesamt steht mit den zusammengefugten Bauelemensebetkseitigen Messgerats
ein Instrument zur Verfugung, das auch fur andere Frageagen aul3erhalb klinisch-
chemischer Anwendungen wie beispielsweise beim Monigoxion Bioreaktoren mit
Fermentationsprozessen oder beidberwachung von Zellkulturen vielseitig eingesetzt
werden kann. Die mathematischen Auswertestrategien sihchimimalen Kalibrierauf-
wand getrimmt worden und lassen sich fur anderweitige Arduagen ebenfalls nutzen.
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Kapitel 2

Medizinische Aspekte der
Blutglucosaiberwachung

Glucose ist einer der wichtigsten Energietrager des nidicken Metabolismus. Eine
Entgleisung des Glucosesiiwechsels ist mit ernstzunehmenden Komplikationen verbun-
den. So genannte Hypoglykamien kdnnen - wie weiter untsgefihrt - durch eine Un-
terversorgung des Gehirns mit Glucose zu lebensbedrehmli€ituationen fihren. Dem-
gegeniber verursachen erhohte Blutglucosekonzesmmtinicht-enzymatische Glykie-
rungen von Proteinen, was die Ursache vieler zellularesfinktionen ist. Aldehyde -
also auch die fhenkettige Glucoseform - bilden spontan mit Verbindungea, Ami-
nogruppen enthalten, so genannte SaéBasen. Durch Umlagerungen entstehen daraus
Glykierungsendprodukte (AGE, enghdvanced Glycation Endprodugtslie mit physio-
logischen und pathologischen Vorgangen in Verbindungaggti werden; insbesondere
treten diese Stte bei Alterungsprozessen entsprechend auf [4]. Dahera$lditgluco-
sekonzentration ein wichtiger Parameter in der medizZimaadiagnostik.

Die Zahl der an Diabetes erkrankten Menschen mit betrigbleth Storungen des Kohle-
hydratstétfwechsels nimmt in der Bevolkerung kontinuierlich zu [5jeDediziner un-
terscheiden im Wesentlichen zwei unterschiedliche AreenRiabetes mellitus. Diabetes
vom Typ 1 geht mit einer Indfizienz der Bauchspeicheldriise einher, verursacht durch ei
ne Autoimmunreaktion des Korpers, die giZellen in der Bauchspeicheldriise zerstort.
Die Krankheit wird zum einen durch genetische Faktoren und anderen durch Um-
welteinflusse ausgelost. Der Anteil der Diabetiker vonp Tyan der Bevolkerung bleibt
konstant. Eine Insulinresistenz, die beim Typ 2 bzw. Atleabetes vorliegt, wird Gber-
wiegend durch Bewegungsmangel und falsche Ernahrungekistpeine genetische Ver-
anlagung erhoht das Risiko einer Erkrankung. Der AnteDaetikern vom Typ 2 spezi-
ell in der Population der Industriestaaten wachst komgirich an. Die Mediziner erwar-
ten bis zum Jahr 2010 einen Anstieg aufBRIio. Diabetes-Kranke in der europaischen
Bevolkerung [5].

Als Folge eines unbehandelten Diabetes mellitus werderdeonKorperzellen Fette an
Stelle der Glucose zur Energieversorgung vebatechselt. Die Lactat- und Ketonkorper-

13



14 Kapitel 2. Medizinische Aspekte der Blutglucoseuibetwang

[ \ Blutglucose
(80-100 mg/dL

Abb. 2.1: Vereinfachte Darstellung des Glucoséstechsels.

Konzentrationen im Blut steigen an, was zur Ketoazidosedamdit zurUbersauerung
des Bluts fuhren kann. Die durch Glykierung von Proteineruxsachten Spatfolgen, die
mit kostspieligen Krankheiten verbunden sind, kdnnehmnimmer durch geeignete me-
dizinische Versorgung der Kranken reduziert werden.

Einige wichtige Organe, die den GlucosdéBiechsel des Menschen beeinflussen, ver-
anschaulicht Abb. 2.1. Bei der Nahrungsaufnahme durch degeMdarmtrakt steigt die
Blutglucosekonzentration. Die Homoostase wird von defPankreas produzierten Hor-
monen Insulin und Glucagon gesteuert. In der Leber einasnges Menschen sind ca.
1509 Glucose als Glycogen gespeichert [6]. Das Glucagon vessindgne Ausschittung
dieser Reserven und damit ein Ansteigen der Blutglucosaskuration. Das Insulin ist
das Schlusselmolekil, das den Transport der Glucose MVoirBdie Zellen bewirkt,
woraus die senkende Wirkung auf die Blutglucosekonzeatraesultiert.

Schon zu Beginn des letzten Jahrhunderts war bekannt, dassoHe von der Bauch-
speicheldriise produziert werden. Frederick Grant Bgnsalierte im Jahr 1921 erstma-
lig Insulin aus der Bauchspeicheldrise eines Hundes. Matben Tierversuchen und
Selbstexperimenten wurde es erfolgreich einem im Komafhdgn Diabetiker injiziert.

In den folgenden Jahren wurde Insulin industriell aus deumncBapeicheldriisen von Rin-
dern und Schweinen extrahiert. Heutzutage gibt es genwathmodifizierte Varianten,

die sich durch die Geschwindigkeit ihrer Wirkung untersdag.

Bei Diabetikern vom Typ 1 sind im Rahmen der intensiviertesulintherapie etwa funf
tagliche Insulininjektionen erforderlich, um eine fagillgtandige Normalisierung der
Blutglucosewerte zu erreichen. Eiktberdosierung des Insulins fiihrt zu einem Absin-
ken der Blutglucosekonzentration unter den physiologiachrenzwert, der so genannten
Hypoglykamie. Bei dieser lebensbedrohlichenfStechselentgleisung wird das Gehirn
nicht mehr ausreichend mit Glucose versorgt, was zur Belassgkeit und schlief3lich
zum Tod des Patienten fuhren kann. Insbesondere bei derigeb modifizierten, schnell
wirkenden Insulinanaloga ist eine haufige Kontrolle dastglucosekonzentrationen zur
Abschatzung der jeweiligen Dosis wichtig.
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Neben dem Krankheitsbild des Diabetes mellitus werdeff@chselentgleisungen bei
Patienten auf Intensivstationen durch die stark geschigacKorperfunktionen verur-
sacht; dies fuhrt ebenfalls zu erhdhten Blutglucosesvefiblicherweise wird dann mit
mafigen Insulingaben die Blutglucosekonzentration andrea annehmbaren Niveau ge-
halten. Bis vor einigen Jahren galt die Annahme, dass eioleegEinstellung der Blut-
glucosekonzentration unter 2@y dL gentgt, um akute Komplikationen zu vermeiden.
Spatschaden durch im Vergleich zum normalen physiotbhgis Rahmen erhdhte Glu-
cosewerte wurden wegen der kurzen Aufenthaltsdauer aundemsivstation als ver-
nachlassigbar eingestuft.

Diese einfache Blutglucoseregulierung ist jedoch mit Kbkapionen der Patienten ver-
bunden, wie aktuelle klinische Studien von Intensivmeuim in Leuven (Belgien) zei-
gen [2,7,8]. Die Mortalitatsrate bei Intensivpatientemite durch Anwendung der inten-
sivierten Insulintherapie um uber 40% gesenkt werdenebaird die Blutglucosekon-
zentration durch vermehrte Gaben von Insulin an die Norrtevengepasst. Da hiermit
immer das Risiko einer Hypoglykamie einhergeht, mussedidgerapieform mit haufigen
Blutglucosemessungen kombiniert werden. Diese Ergebuisterstitzten sicherlich die
Bewilligung des EU-Projekts CLINICIP (englClosed Loop INsulin Infusion for Criti-
cal Il Patients') in dessen Rahmen diese Arbeit durchgefiihrt wurde. InedieBrojekt
arbeiten insgesamt 13 europaische Partner an der Entwigldines Systems, das letzt-
endlich vollautomatisch die Blutglucosewerte bei Intepatienten im Rahmen der phy-
siologisch sinnvollen Grenzen zwischen 80 und Md@dL stabilisieren soll. Ziel dabei
ist, eine Insulinpumpe mit einem adaptiven Algorithmus tausrn, wobei ein kontinu-
ierlich messender Blutglucosesensor die benotigte MéBsgin diesem Regelkreislauf
liefert.

Verschiedene Moglichkeiten zur Bestimmung der Glucosgkatration am Patienten
sind in Abb. 2.2 dargestellt)bliche Praxis der Diabetiker-Selbstkontrolle ist die Siasg
der Blutglucose mit Teststreifengeraten. Diese beedtidazu eine Blutprobe, die durch
das Einstechen einer Lanzette in den Finger gewonnen wimdlr&pfen Blut mit einem
Volumen zwischen @ und 3uL wird auf einen Teststreifen aufgetragen; dieser Biosensor
enthalt in den meisten Fallen Glucoseoxidase (GOD) alyyin Die Konzentration des
bei der enzymgesteuerten Reaktion entstehenden Wasgsrstayds wird seit einigen
Jahren amperometrisch gemessen, woriiber nach Kalibgethe Glucosekonzentration
ermittelt werden kann. Bei friheren Teststreifensystemarde die Konzentration von
den bei der chemischen Reaktion gebildeten Faffestaeflexionsspektroskopisch be-
stimmt. In der klinischen Praxis wird dem Patienten einet@iobe abgenommen und
in einem Analyseautomaten nach einer enzymatischen ReaktB. photometrisch be-
stimmt. Der personelle Aufwand ist dabei sehr hoch; dahedereBlutglucosemessun-
gen nicht haufig - maximal einige Male pro Tag - durchgeffiihr

Eine Verbesserung der Versorgung des Patienten besteh} eisren Biosensor zu ent-
wickeln, der die Blutglucosekonzentrationen direkt amdPdaen ermittelt und kontinu-
ierlich anzeigt, bzw. an den steuernden Prozessrechnar leisulinpumpe Ubertragt. Da

Llwww.clinicip.org
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16 Kapitel 2. Medizinische Aspekte der Blutglucoseuibetwang

By—Pass zu
Blutkreislauf

Einzelmessun

Abb. 2.2: Methoden der Blutglucosemessung (nach [1]).

es schwierig ist, dem Patienten kontinuierlich Blut abzumen, ist die Mikro-Dialyse
der interstitiellen Korperflussigkeit eine gering-isuge Alternative zum Gewinnen von
Korperflussigkeit, die anschlieRend analysiert werdannk[9]. Hoherkonzentrierte Be-
standteile wie Proteine verbleiben dabei im Organismusstiiveén die Messung nicht. In
der Vergangenheit wurden einige Studien durchgefuhetzdigen, dass die Glucosekon-
zentration im Interstitium mit der im Blut korreliert [LO3]L Eine Analyse des Dialysats
ermoglicht also eine Bestimmung der Blutglucosekonzgiain, dem goldenen Standard
der Mediziner zur Einschatzung von Entgleisungen des @&lestéfwechsels. Die nicht-
invasive Blutglucosemessung wird ebenfalls seit vielémelaerforscht [14,15]. Die Ge-
nauigkeit genuigt jedoch bisher nicht den Anforderungeneth Closed-LooBystem an
den Glucosesensor stellt. Kommerzielle Gerate auf deisBagymatischer Sensoren zur
kontinuierlichen Bestimmung der Blutglucosekonzentratxistieren bereits. Zum Bei-
spiel nutzt das Glucoday-System (A. Menarini Diagnostidsrenz, Italien) die Mikro-
Dialyse [16]. Die Geratezuverlassigkeit und Genauigller Blutglucosebestimmungen
in Verbindung mit haufigen Nachkalibrierungen gentugwojgd nicht fur die Entwick-
lung eines kunstlichen Pankreas-Systems. Beim CGMS@((Medtronic, MiniMed,
Northridge, CA), wird der enzymatische Sensor direkt in sialskutane Fettgewebe ge-
stochen [17-20]. Ein solches Gerat wurde bereits expatieiian einemClosed-Loop
System zur Kontrolle der Blutglucosekonzentration voehsivpatienten eingesetzt [21].
Die Lebensdauer des Sensors ist jedoch auf 72 Stunden &ekthr

Im CLINICIP-Projekt werden neben dem in dieser Arbeit vatgdten noch zwei wei-
tere Konzepte bei der Entwicklung eines Sensors zur Glacadgse in Dialysaten un-
tersucht. Im Rahmen des vorangegangenen europaische@@DIProjekts wurde ein
enzymatisch funktionierender Sensor entwickelt, bei deGlducosekonzentration am-
perometrisch ermittelt wird [22]. Dieser Ansatz wird im Raén des CLINICIP-Projekts
weiterentwickelt. Signaldriften durch eine chemischeavielerung des Sensors sind eines
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der wichtigsten zu bewaltigenden Probleme bei dieserma¥eeh [23]. Ein anderes Kon-
zept ist der ebenfalls auf GOD basierende fluoreszenzgsékipische Ansatz. Die von
der enzymatischen Reaktion verbrauchte Sauénsémge wird durch eine Fluoreszenz-
messung bestimmt, wobei der Saueffstds die Fluoreszenz abschwachendes Medium
wirkt (engl.: Quenching. Die anregende und die emittierte Wellenlange liegeniahts
baren Spektrum, was die Verwendung einfach zu handhabandgreiswerter optischer
Glasfasern ermoglicht [24, 25]. Die bestehenden Defizgsat Sensorsysteme motivier-
ten auch die Entwicklung eines Systems auf Basis der IR{Bpsopie, die mit dieser
Arbeit erreicht wurde.
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Kapitel 3

Grundlagen der IR-Spektroskopie und
iIhre Anwendung in der Biomedizin

3.1 Bisherige Anwendungen der IR-Spektroskopie in der
klinischen Chemie

3.1.1 Ubersicht

Die Entwicklung der IR-Spektrometer unéfigienter Messtechniken ermdoglichte in den
letzten Dekaden eine ganze Reihe von Anwendungen der IRt®pkopie in der klini-
schen Chemie und fur die medizinische Diagnostik. Alseefstwendung wurde diese
physikalische Methode bereits in den 70er Jahren destelaterhunderts zur Harnstein-
analyse eingesetzt [26,27]. Sie liefert wichtige Inforima¢n Uber die Zusammensetzung
von Harnsteinen und die zu Grunde liegenderfi8techselproblematiken.

Quantitative IR-spektroskopische Messungen an Konsitjikeiten wie Urin [28], Spei-
chel [29], Gelenkflussigkeit [30, 31], Blutplasma [32] od@ialysaten [33] wurden in
den letzten Dekaden durchgefiihrt. Die multivariate Ausweg der Spektren ermoglicht
eine Mehrkomponentenanalyse mit Unsicherheiten derlemi&onzentrationsbestim-
mungen, die in der Grol3enordnung der in der klinischeniPnexwendeten Referenz-
methoden liegen. Die Konzentrationen wichtiger Substanzie Glucose, Cholesterin,
Triglyceride, Harnstfi, Protein, Phosphat u.a. kdbnnen so zuverlassig und reigebe-
stimmt werden [34].

Die Aufklarung der Struktur und Wechselwirkung von Progi, Lipiden, Kohlenhydra-
ten und Nukleinsauren [35] und die Bestimmung der quaivéa Zusammensetzung bei
der Untersuchung von Gewebeproben wurden zum Nachweissahiedlicher Krank-
heiten vorgeschlagen. Dies ermoglicht die Erkennung vahrais, multipler Sklerose,
Alzheimer und verschiedener Krebsarten. Eine Klassifirigrvon Gewebeproben hin-
sichtlich letzterer Krankheiten mittels IR-Spektrosk®piurde in den letzten Jahren er-
folgreich erforscht [36, 37]. Ein grof3er Schwerpunkt liggéiner Pathologie mittels IR-
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Spektroskopie, mit der eine Klassifizierung der Gewebaagtéolgen kann, ohne dass
Farbetechniken der Gewebeschnitte - wie sonst in der ldgto Giblich - erforderlich
sind. Mittels der IR-Mikroskopie konnen kleinste Geweltmdyen analysiert werden [38],
wobei ortsaufgeloste Messungen sogar die Analyse eiez&kllen ermoglichen.

Ein anderer Einsatzbereich ist die nicht-invasive Diagikpbei der vielfach die Nah-
Infrarot-Spektroskopie (NIR) zum Einsatz kommt. Mit de@@eren Eindringtiefen der
Photonen dieses Wellenlangenbereiches gegenuiber déerem IR in verschiedene Ge-
webearten werden entsprechende substanzspezifischeationen des Gewebes erhal-
ten. Ein Schwerpunkt sind hier nicht-invasive Blutgluaosssungen mittels Hautspek-
troskopie, deren Zuverlassigkeit und Genauigkeit jedoecbh betrachtlich zu verbes-
sern ist [15, 39, 40]. Weiterentwicklungen kann zum Beisgie pulsabhangige, zeitauf-
geloste IR-Spektroskopie liefern, die zur EliminierurapvGewebeeinflissen herangezo-
genwird [41,42]. Eine andere Option besteht in Temperatdutierten Messungen [43].
Dieses schmerzfreie Verfahren ware von grol3em Vorteitfa Patienten, da haufigere
Messungen und damit eine verbesserte Versorgung rebhsie@ren.

Eine moglichst friihzeitige Diagnose des Diabetes mnuslist fir eine Behandlung erstre-
benswert. Bei Ublichen Verfahren zur Diabetes-Friuhmnkeg [44] ist dazu eine Blutab-
nahme in Kombination mit einer klinisch-chemischen Analy$tig, die wenig Zustim-
mung in der Bevolkerung findet. Nicht-invasive IR-spekkopische Verfahren erhielten
eine groRere Akzeptanz und konnten damit - durch einezrilige Diagnose - die Zahl
der Spatfolgen dieser Krankheit deutlich reduzieren.[45]

Erfolgreich werden spektroskopische Methoden beispiissvzur Oximetrie (Bestim-
mung der Sauersfizattigung des Hamoglobins) in verschiedenen Korpeefpen be-
reits eingesetzt. Das Blutvolumen und der Blutfluss lasgdmisermit ebenfalls messen.
Eine spezielle Anwendung ist das funktionelle Imaging vaghigaktivitaten, das mit
entsprechenden Mess-Systemen im kurzwelligen NIR redlisiurde [46]. Einfache auf
Diodenlasern beruhende Systeme mit optimierter Welleggadauswahl wurden auch zur
Brustkrebsdiagnostik vorgeschlagen [47].

Die Methoden der IR-Spektroskopie zum Verfolgen biochehgs Prozesse sind deutlich
preiswerter als die bisher verwendeten Verfahren wie RosiEmMissions-Tomographie
(PET), Computer unterstiitzte Tomographie (CAT, em@bmputer Aided Tomography
oder die magnetische Resonanz-Bildgebung (MRI, eMggnetic Resonance Imaging
Fur den Einsatz in der medizinischen Analytik werden zlassige, einfach zu bedie-
nende und kostengunstige Gerate benotigt. Daher istweareen, dass in der nachsten
Zeit wegen der genannten Vorteile der IR-spektroskopisdiethoden auch diese in der
Routineanalytik Verwendung finden werden.

3.1.2 IR-spektroskopische Verfahren zur Glucosediagnost
Die bisher genannten Einsatzmoglichkeiten der IR-Spektipie zeigen die Vielseitig-

keit der Methode. Im Speziellen ist sie wie bereits erwaunth fur die Glucoseana-
Iytik in Korperflissigkeiten geeignet. In den vergangedahren wurde gezeigt, dass
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mit Hilfe der IR-Spektrometrie Glucose mit physiologisnhiéonzentrationen in bio-
logischen Proben bestimmt werden kann. Bereits 1989 wundierHilfe der ATR-
Messtechnik Blutplasma- bzw. Vollblut-Proben einer Kranmkauspatientenpopulation
von Uber 100 Personen untersucht [32, 48]. Nach weiterebegserungen im spektra-
len SignalRausch-Verhaltnis und der Probenhandhabung wurde eirterav&tudie mit
einer zum Teil aus Diabetikern bestehenden Patientengrdppchgefuhrt. Die quanti-
tative multivariate Datenanalyse mit einer PLS-Kaliluwigg ergab Unsicherheiten in der
Bestimmung der Glucosekonzentrationen des Blutplasmaantzr 10mg/dL [49]. Seit-
dem sind dazu eine Vielzahl von weiteren \emitlichungen erschienen, z.B. [50-54].

Bei der Verwendung getrockneter Proben konnen Volumingubmikroliter-Bereich
analysiert werden [55]. Diese Methode vermeidet die Probt&k der starken IR-
Absorption des Wassers im mittleren IR. Forschungen am J&8A8eren Auswertung ich
beteiligt war, zeigen, dass Flussigkeitsvolumina vomLQund geringer - eingetrocknet
spektroskopiert - zur Quantifizierung der Glucosekonzdioin geniigen, um beachtens-
werte Ergebnisse zu erzielen [56, 57].

Trotz der guten Ergebnisse dieser \@eatlichungen zeigen sich Schwierigkeiten, die mit
der Komplexitat von Korperflussigkeiten - wie z.B. Blwterbunden sind. Zum einen er-
schwert die komplizierte Zusammensetzung der Korpesififkeiten die quantitative Aus-
wertung der Spektren, zum anderen fihren die im Blut etehah Proteine zu einer Be-
schichtung der verwendeten Messzellenmaterialien, did jeder Messung aufwandig
gereinigt werden mussen [49, 58]. Diese Probleme lassardsirch den Einsatz der Dia-
lyse vermeiden, Dabei wird ein Mikro-DialysekatheterBdsly-Interfacesubkutan in die
Haut eingesetzt, um die von groRen Molekilen bereinigtérpKrflissigkeiten ex-vivo
messen zu kdnnen.

IR-spektroskopische Untersuchungen an Dialysaten wunderbereits in [33] und [59]
durchgefuhrt. Neben Glucose konnten auch Hafftatad Phosphat-Konzentrationen mit
grol3er Genauigkeit bestimmt werden. Ein wesentlicher Maldpeziell bei den Untersu-
chungen der letztgenannten VE#gitlichung sind die verwendeten grol3en Probenvolumi-
na im Milliliter-Bereich. Verbesserungen speziell im Hiick auf kleine Probenvolumina
und kontinuierliche Messungen wurden in dieser Arbeitradbt und die ersten Ansatze
bereits veréfentlicht [60—62]. Aul3erdem wurde die Zusammensetzung daygate im
Hinblick auf die im mittleren IR absorbierenden Bestandteolistandig geklart. Eben-
falls publiziert wurde die Anwendung des Systems zur Qfiai@rung von Harnstd in
Dialysaten [63]. Mit einer Messung der Wiederfindungsrdte,bei der Mikro-Dialyse
von verschiedenen Parametern abhangig ist, wird eineegsdrte Bestimmung der Blut-
glucosekonzentrationen ermoglicht. Damit wird der Einskes entwickelten Systems als
Sensor fir eine kunstliche Bauchspeicheldriise planbar

Im Folgenden wird die IR-Spektroskopie naher erlauteebei wird speziell auf die in
dieser Arbeit verwendeten Verfahren und ihre Optimierunddinblick auf zuverlassige,
kontinuierliche Messungen der Blutglucosekonzentragiogegangen.
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3.2 Schwingungsspektroskopie und Messtechniken

3.2.1 Physikalische Grundlagen

Molekule konnen tiber Molekilschwingungen, die eineavielerung des Dipolmoments
hervorrufen, mit elektromagnetischer Strahlung bestienellenlange wechselwirken.
Hiermit verbunden sind die Phanomene der Absorption unég&ion beim Durchgang
elektromagnetischer Strahlung durch Materie. Fur diesteai Anwendungen in der
Schwingungs- bzw. IR-Spektroskopie wird die Absorptionget; sie wird als Funktion
der Wellenlange - bzw. der dazu reziproken Wellenzah# (I1/1) gemessen. Der Mess-
bereich der Molekilschwingungsfrequenzen erstreckt\wn der Mikrowellenstrahlung
bis hin zum sichtbaren Licht. Er wird in drei Bereiche urgédtt das ferne IR von 10
bis 400cnT! in dem u.a. Torsions- und Geriistschwingungen von Mokskiiegen, das
mittlere IR von 400 bis 4000nT* mit den dominierenden fundamentalen Schwingungs-
banden und das nahe IR von 4000 bis 12800', das spezielle Oberton- und Kombina-
tionsschwingungsbanden der Molekile enthalt.

Die IR-Spektroskopie ist eine der wichtigsten Methoden idstrumentellen Analy-
tik. Die Absorptionsbanden im mittleren IR sind charalggsich fur spezifische Mo-
lekulgruppen wie z.BCH; oder COOH und konnen fur die qualitative Analyse und
Strukturaufklarung genutzt werden. Speziell der so geteafingerprint-Bereich zwi-
schen den Absorptionsbanden des Wassers bei 700 undch6®@rmoglicht vielfach
eine eindeutige Zuordnung der analysierten Probe. EinangnéicheUbersicht spek-
traler Banden im mittleren IR enthalt [64], wobei die Kdatgon der Substrukturen mit
den entsprechenden Bandenlagen vorgestellt wird. Zu demwdtischen Grundlagen der
Schwingungsspektren siehe z.B. [65]. Computerbasiert&tBmbibliothekehermogli-
chen eine automatische Analyse, die den erfahrenen Spk&piker bei der Identifizie-
rung unbekannter Substanzen unterstitzt.

Mit der heutigen Leistungsfahigkeit der Spektrometerdeer anspruchsvolle quantita-
tive Messungen bis in den Spuren-Bereich durchgefuhr§8 Nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz ist die Extinktion einer Substanz prigmaidtzu ihrer Konzentration;
dies vereinfacht die quantitative Analyse mit Hilfe der pemetrie. Existiert eine so
genanntanalytische Bandedie frei vonUberlagerungen der Banden anderer Substan-
zen in der Probe ist, kann aus der zugehorigen Extinktioektiauf die Konzentration
geschlossen werden. Das ist jedoch nur bei einfachen Proli@venigen Komponenten
der Fall. Bei komplizierteren Proben, wie z.B. BlutplasnigioDialysaten, geniigt eine
univariate Analyse in der Regel nicht, weil sich die Banden krschiedenen Kompo-
nenten Uberlagern. Um eindeutige Ergebnisse bei grollekt®dat zu erzielen, missen
Spektren Uber breite spektrale Bereiche mit geeignetdiivamiaten chemometrischen
Methoden ausgewertet werden, womit auch bei kompliziePieben eine zuverlassige
Analyse moglich wird.

17.B. KnowltAll von Bio-Rad-Sadstler.
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Eine Ubersicht der mathematischen Methoden zeigen beispimlewgie Monogra-
phien [69, 70] oder in etwas anwendungsbezogenerer WeiseBdeh von M. Otto
[71]. Aktuelle Beitrage finden sich auch auf der Chemomeeikebseite von J. Trygg
(www.chemometrics.se) oder in Zeitschriften wie zlBurnal of ChemometriasndChe-
mometrics and Intelligent Laboratory SystenmsKap. 4 wird ausfuhrlich auf die in die-
ser Arbeit verwendeten multivariaten Methoden eingeganger rechnerische Aufwand
bei der multivariaten Regression zur quantitativen Analstellt heutzutage keine Hurde
mehr dar. Preiswerte Personal Computer liefern soviel &deistung, dass sich eine Op-
timierung der Algorithmen nur noch in wenigen Speziadallohnt.

Die Extinktionskodizienten des Wassers sind im NIR deutlich kleiner als im enigth IR,
so dass Schichtdicken im Millimeter-Bereich messbar sit].[Trotz der im Vergleich
zu den fundamentalen Schwingungsbanden weniger speeffi$gbherton- und Kombina-
tionsbanden, findet die NIR Spektroskopie ihre Anwendunggeininstrumentellen Ana-
Iytik [73]. Aufgrund der - im Sinne des Sign&ausch-Verhaltnisses /) - optimalen
experimentellen Schichtdicken, die dort mit 1 bisrihum zwei GroRenordnungen tiber
denen des mittleren IR liegen, ist der experimentelle Aafivdeutlich geringer. Im NIR
verwendbare Quarzglaskiivetten absorbieren im mittlfReso dass dort teure wasser-
kompatible Materialien wie z.B. CaFoder ZnSe notig sind. Preiswertere im mittleren
IR durchlassige Kuvettenfenster wie z.B. aus NaCl sindsgdoslich und daher bei der
Messung wasseriger Proben nicht verwendbar.

3.2.2 Messtechniken

Bei Transmissionsmessungen wird die Ab-
lo | schwachung von Strahlung beim Durchgang
@H ,,,,, >> durch eine Probe gemessen. Die Transmissi-
on ist definiert als das Verhaltnis der Strahl-
Strahlungsquelle Detektor  intensitaten mit und ohne Probe. Die Ex-
Probe tinktion ist der negative dekadische Logarith-
mus der TransmissioA = —log,q1/lo. Zur
wellenzahlabhangigen Messung der Extinkti-
on kommen unterschiedliche Methoden zum
Einsatz. Um breitere spektrale Messbereiche wie z.B. dsargen Fingerprint-Bereich
abzudecken, werden thermische Strahlungsquellen vertiattid sich wie ein Schwarzer
Strahler verhalten und Uber einen breiten spektraleni@ermittieren. Das Intensitats-
maximum ist von der Temperatur der Strahlungsquelle adigaim mittleren IR wer-
den Globare bei etwa 1000°@€,{x = 2500cnT?) und im NIR Halogenlampen bei etwa
3000°C §max = 6400cnT?) eingesetzt.

Fur die wellenzahlabhangige Messung eines breiten sglektBereiches ist ein disper-
sives Element erforderlich. Friher wurden dazu im siafehaind infraroten Spektralbe-
reich Prismen verwendet. Im IR wurden dann Gittermonoclatonen tblich, bei denen
ein schmaler spektraler Bereich Uber einen Spalt audgewad. Die Spaltbreite legt

dabei die spektrale Auflosung der Messung fest: je groiseBgaltbreite, desto grofier

Abb. 3.1: Transmission.
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ist auch die Strahlungsintensitat am Detektor, doch unesger ist die resultierende
Auflosung.

Im Spektralbereich des mittleren IR sind beispielsweisechdison-Zweistrahl-
Interferometer besser geeignet, die das Herz der Fouragrsform (FT)-Spektrometer
sind. Der Strahl einer breitbandigen Strahlungsquelle wiit einem Strahlteiler aufge-
spalten und nach Reflexion an zwei Spiegeln wieder vereigige der beiden Weglangen
hinter dem Strahlteiler wird durch Parallelverschiebuag dntsprechenden Spiegels mo-
duliert. Die durch das Zusammenfihren der beiden StradnerStrahlteiler entstehende
Interferenz, liefert eine von der Weglangeftiienz abhangige Intensitat, die abziglich
eines konstanten Amplitudenbeitrags im ldealfall der @asiTransformierten der spek-
tralen Verteilung entspricht. Das von einem Detektor alskion der Wegdierenz auf-
gezeichnete Interferogramm entspricht damit der Fodniansformierten der Strahlungs-
leistung. Durch inverse Fourier-Transformation wird derdas Spektrum berechnet.

Bei handelsuiblichen FT-Spektrometern kann das Integfaram uber eine Weglangen-
differenz von wenigen Millimetern gemessen werden, wobei digednalb dieses Be-
reiches liegende Information nicht zur Verfugung stehativmatisch entspricht das
einer Multiplikation des Interferogramms mit einer Redkfenktion. Die Fourier-
Transformation eines Produkts entspricht einer Faltumg-darier-transformierten Mul-
tiplikanden. Das Abschneiden des Interferogramms filedt 2u einer Faltung des Inten-
sitatsspektrums mit desingx) = sin(x)/x Funktion. Um die daraus entstehenden Sei-
tenmodulationen der spektralen Banden zu unterdriickied das Interferogramm in der
Praxis mit einer speziellen Apodisationsfunktion gewathtvas immer mit einer Ver-
schlechterung der Auflosung einhergeht. In der Praxis diedseitenmodulation also auf
Kosten der Auflosung unterdriickt [68, 74].

Neben optischen Elementen im Interferometer gibt es im Bpealeter elektronische dis-
persive Einflusse, die zu einer wellenzahlabhangigerséherschiebung des Signals
fuhren, mit der Konsequenz eines nicht mehr zur Maximuntipossymmetrischen In-
terferogramms. Dessen Fourier-Transformierte entltattidauch komplexe Anteile, die
mit Hilfe einer Phasenkorrektur beseitigt werden mussemdie Spektren zu erhalten.
Die nahe liegende Losung, die Absolutwerte der komplexeenisitaten zu verwenden,
fuhrt zu folgenden Resultaten: Die Basislinie verschgatdt, zum einen wegen der durch
das Rauschen bedingten negativen Intensitaten und zuereandegen der Seitenban-
den der ApodisationsfunktiorUblicherweise wird daher die mathematisch aufwandi-
gere Mertz-Phasenkorrektur verwendet [75, 76]. Dabei diedPhasenverschiebung als
¢(v) = arctan(Im(v)/R€gv)) aus dem Real- und Imaginarteil eines Spektrums, das irber e
kurzes zweiseitiges Interferogramm erhalten wird, barethind dann durch Rotation im
komplexen Raum in entgegengesetzter Richtung eliminiert.

FT-Spektrometer sind den dispersiven in einigen Punkterlégen. Der Lichtleitwert
eines optischen Systems ist eine Konstante und berechatetals Produkt aus Quer-
schnittsflache des Strahls im Fokus und dem Ratmagswinkel. Im Gegensatz zu di-
spersiven Spektrometern ist, um eine geringe Auflosungzalen, kein Spalt erforder-
lich, sondern es kdnnen relativ grol3e kreisformige Aprer verwendet werden. Daraus
resultiert ein grol3erer Lichtleitwert, der den so genanfithroughput oderJacquinot
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24 Kapitel 3. Grundlagen der IR-Spektroskopie und ihre Amidveng in der Biomedizin

Vorteil ausmacht. Die zeitgleiche Messung des gesamtekti@fimereiches erhoht das
S/R-Verhaltnis um die Wurzel aus der Zahl der spektralen Eleiey was als Multiplex-
bzw. FellgettVorteil bezeichnet wird.

Eine beachtliche Prazision in der Wellenzahlachse wirdliddie Verwendung eines La-
sers (engl.Light Amplification by Stimulated Emission of Radiajiaam Abtasten des
Interferogramms erreicht. Diese Strahlungsquelle ze&itkith durch eine schmalbandi-
ge Emission und eine Langzeitstabilitat in der Wellenzald. Das Laser-Signal durch-
strahlt das Interferometer parallel zum Strahl der Stragguelle. Mittels eines Schmitt-
Triggers wird aus dem cosinusformigen Intensitatswdréan Detektor bei jedem Null-
durchgang ein Steuersignal generiert, das eine Messundusg-Digital-Wandlers
auslost. Die Positionsbestimmung des beweglichen Sisiegelnterferometer wird da-
mit reproduzierbar und damit die daraus resultierendeaffelihlachse genau festgelegt.
Hierdurch wird auch die Coaddition von einzelnen Interfgeanmen ermaoglicht.

Zur Messung der Intensitaten hinter dem Interferometenrken Photo- und thermische
bzw. pyroelektrische Detektoren zum Einsatz. Deren Difigdtt D*[cm+/(H2)/W] li-
mitiert das erreichbare/B-Verhaltnis des Systems. Um den Einfluss des im infraroten
Spektralbereich dominierenden Detektorrauschens zumeren, werden mit flissigem
Stickstdt gekihlte Halbleiter Detektoren verwendet (z.B. MCT, englercury Cadmi-

um Telluride D* =~ 10% cm+/(H2)/W). Um ein bis zwei GroRenordnungen schlechter
- dafur jedoch bei Raumtemperatur verwendbar - sind diegdgktrischen Detektoren
(z.B. DTGS, deuteriertes Triglycinsulfdd* ~ 5 x 10° cm+/(Hz)/W). Vigo (Warschau,
Polen¥ bietet Halbleiter-Photodetektoren in Kombination mitezifPeltier-Kuihlung an,
deren Detektivitat beD* ~ 2 x 10° cm+/(H2)/W liegt.

Langsame Spektrometerdriften, z.B. durch Raumtempeadtwankungen, werden
durch direkt hintereinander gemessene Proben- und Refagmsungen eliminiert. Ein
gutes FR-Verhaltnis ergibt sich bei optimaler Ausnutzung degsdiren Detektionsberei-
ches der Detektoren. Eine geeignete elektronische Vkstg transformiert das gemesse-
ne Signal auf den Dynamikbereich des Analog-Digital-WansllDas so optimierte/B-
Verhaltnis gilt fur Proben- und Referenzmessung gleictafien; die hierbei gemessenen
Intensitaten sollten also im Idealfall Ubereinstimmeén][ Daher wird bei wasserigen Pro-
ben optimalerweise eine mit Wasser gefullte Klivette zefieRoRnzmessung verwendet.

Im mittleren IR absorbiert Wasser in weiten Bereichen searks so dass nur klei-

ne Schichtdicken um 3pm hinreichend grof3e Intensitaten am Detektor zulassen. Ge-
ringe transmissionsaquivalente Schichtdicken in deo¥8nordnung der Wellenlange
sind mit Hilfe der abgeschwachten Totalreflexion (ATR)lissarbar. Mehrfachreflexio-
nen ermdoglichen dabei eine optimierte ProbenschichédiEin Kristall mit hohem Bre-
chungsindex - z.B. ZnSe - wird in Kontakt mit der Probe gebtader unter dem Winkel

der Totalreflexion an der Innenflache des Kristalls tofkdkéierte Strahl dringt zu einem
kleinen Teil in die Probe ein (so genanntes evaneszente. B#i Absorption durch

die Probe wird dieser Anteil abgeschwacht, messbar alading in der gemessenen
Strahlintensitat. Die Eindringtiefe des evaneszentdddseist gering und entspricht et-

2www.vigo.com.pl
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3.2. Schwingungsspektroskopie und Messtechniken 25

wa der Wellenlange der elektromagnetischen Welle. Digchbflicked, und damit die
Extinktion bei ATR-Messungen ist wellenlangenabhar§ig:

d, = 4 (3.1)

27T1,Sinz¢1—:—§

Ay ist die Wellenlange im optisch dichteren Medium. und n, bezeichnen den Bre-
chungsindex im Kristall und in der Probe. Der Einfallswihie ist groRer als der Win-
kel der Totalreflexion. Die optische Justage bei ATR Messungt aufwandiger als bei
Transmissionsmessungen, da der Strahl entweder mit ifersittIR einsetzbaren Licht-
leitern auf den Kristall gelenkt oder durch geeignete Ogptilk den Kristall fokussiert
werden muss (Micro-Circle-Zelle [78]). Wegen der Verlystea. durch die Fresnelrefle-
xionen an den Oberflachen des Kristalls, miussen unter Ramperatur gekihlte Detek-
toren verwendet werden, um ein hinreichend hohes spektge\Verhaltnis zu erzielen.

Demgegeniber sind Transmissionsmessungen einfacteeM&sung kleinster Proben-
volumina im Submikroliter-Bereich ist mit Mikro-Transmsisns-Kuvetten realisierbar.
Gegenuber Wasser bestandige Kivettenfenster ayss@aFauch im Fingerprint-Bereich
des mittleren IR durchlassig. Mit dem einfachen optischiEansmissionsaufbau liefern
pyroelektrische Detektoren bereits bei Raumtemperatiiebesin gutes |R-Verhaltnis.

Spektrometrische Messungen mit schmalbandigen Straddureijen wie Leuchtdioden
(LED, engl.:Light Emitting Diod@, die jedoch noch nicht im mittleren IR verfugbar sind,
oder Lasern sind ebenfalls moglich. Diese zeichnen siabhdgro3e spektrale Inten-
sitaten aus, ermoglichen jedoch aufgrund geringer Alstharkeit nur die Untersuchung
schmaler spektraler Bereiche. Bei Existenz einer analyis Bande sind genaue Mes-
sungen moglich. Die Analyse kompliziert zusammengeseftoben kann durch Kom-
bination mehrerer derartiger Strahlungsquellen reatigierden. Quantenkaskaden-Laser
emittieren im mittleren IR und wurden bereits zur Glucosgipemung in wasserigen Me-
dien [79,80] oder in Serum [81] eingesetzt. Experimentenztint-invasiven Quantifizie-
rung von Glucose Uber photoakustische Spektroskopie dat Wurden ebenfalls vorge-
schlagen [82]. Ebenfalls moglich ist die Verwendung @B,-Lasern, die im spektralen
Bereich um 100@n1! emittieren [83].

3.2.3 Kopplung der IR-Spektroskopie mit Mikro-Dialyse

Die Mikro-Dialyse wird sowohl in der Forschung, als auch ilimischen Einsatz verwen-
det, um gering-invasiv und kontinuierlich Korperfludsiiten vom Patienten zu gewin-
nen. Abb. 3.2 zeigt den schematischen Aufbau eines Dialyketers, der beispielsweise
in das subkutane Fettgewebe der Haut des Patienten einpeset[3, 84]. Der Kathe-
ter enthalt eine semipermeable Membran, die durch eindl&agpmit einer Pumpe und
einem Aufanggefall oder einem Biosensor verbunden ist. Ein Perfusdtgeeigneter
Zusammensetzung und ahnlicher Osmolalitat wie die derstitiellen Flussigkeit - wird
mit geringen Flussraten um /AL /min an der Membran entlang gepumpt. Dabei findet
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Abb. 3.2: Schema der Mikro-Dialyse [33].

aufgrund von Konzentrationsgradienten ein Austausch voiteklilen mit einer Grol3e
unterhalb des so genannt€nt-Qfs der Membran (etwa 2kDa bei dem hier verwende-
ten CMAG0 Dialysekatheter von CMA Microdialysis, StockimlSchweden) zwischen
Interstitium und Perfusat statt. Andere Bestandteilemterstitiellen Flussigkeit, wie Pro-
teine, verbleiben im Organismus. Die Konzentrationen ined@ltenen Dialysat korre-
lieren mit denen in der interstitiellen Flussigkeit, waraine kontinuierliche Messung
moglich wird.

Die gewahlte Kombination von Mikro-Dialyse und ex-vivo #enmung der Glucose
hat den Nachteil, dass die Wiederfindungsraten von der Imiptangsdauer der Mikro-
Dialysesonde und dem Perfusatfluss abhangig sind. Diedifiadungsrate, das Verhalt-
nis zwischen den Molekilkonzentrationen im Dialysat uedidterstitiellen Flussigkeit,
sinkt mit wachsender Flussrate. Wiederfindungsraten vorahe 100% sind nur mit sehr
geringen Flussraten untenl /min realisierbar [3]. Da es sich um einenfidisionspro-
zess handelt, der dem Fickschen Gesetz gehorcht, ist fliesldinsrate proportional zum
Gradienten der Konzentration [85]. Aul3er von der Durchfiatgsist die Wiederfindungs-
rate von der Lage der Membran im subkutanen Fettgewebe gilsoigung des Gewebes
von den BlutgefaRen, dem GlucosdBtechsel der umgebenden Zellen und defiusi-
onskodfizienten der Molekille abhangig [86].

Bei Verwendung eines geeigneten Markers, der ebenfalls Digfasionsprozess unter-
worfen ist, kann die Wiederfindungsrate aus dessen Koraéoririm Dialysat ermit-

telt werden [3]. Die in den verwendeten Perfusaten vorhegeOsmolalitat entspricht
dem Wert der interstitiellen Flussigkeit. Damit ist diefiDsion durch die Dialyse-
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3.2. Schwingungsspektroskopie und Messtechniken 27

sonde richtungsunabhangig, wenn gleiche Flussraten imudd Abfluss des Mikro-
Dialysekatheters vorgegeben sind. Zusatzlich muss doheoMarker eine konstante
Konzentration im Interstitium und im Perfusat aufweisam,die Wiederfindungsrate zu-
verlassig bestimmen zu konnen. Als Marker im Perfusat kem z.B. Harnstd oder
Acetat in Frage, aus deren Abreicherung eine Wiederfindatgsrmittelt werden kann.
Eine andere Methode basiert auf der Verwendung von elgktirelem Perfusat [87].
Hierbei wird angenommen, dass die Konzentration von Ebdktn im Interstitium na-
hezu konstant ist. Mit einer Leitfahigkeitsmessung odar Flammenphotometrie [88]
kann dann die Konzentration der Elektrolyten im Dialysathgewiesen und damit die
Wiederfindungsrate berechnet werden. Dieser Ansatz wirdusammenhang mit den
enzymatischen Glucosesensoren angewendet, die von dsarSarinern im CLINICIP-
Projekt entwickelt werden. Mit der Gber langere Zeitriaubetrachteten nicht konstanten
Wiederfindungsrate lasst sich von der Glucosekonzeairati Dialysat auf die im Inters-
titium schlie3en. Hiermit wird eine bessere Ermittlung iéerstitiellen Konzentrationen
maoglich, als wenn nur die Dialysekonzentrationen heraogen werden. Diese werden
ublicherweise mittels einer Ein-Punkt Kalibrierung unBeriicksichtigung des Ergeb-
nisses einer gleichzeitigen Vollblut-Messung skaliedm& wird eine verbesserte Kor-
relation der Konzentrationsbestimmungen zu den Blutweatech Uber lange Zeitraume
erreicht, die fur den Einsatz auf Intensivstationen noivg ist [89].
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Kapitel 4

Modelle und Methoden der
Spektrenauswertung

Fur die qualitative Spektroskopie werden die Intensitdiei den Wellenzahlen der Ban-
denmaxima und deren Verhaltnisse untersucht. Bei dertfgatven Analyse wird aus-
genutzt, dass die Extinktionen nach dem Lambert-BeersGlesetz [90] proportional zu
den Konzentrationen sind. DagRsVerhaltnis spielt hier eine wichtige Rolle. Das Extink-
tionsrauschen muss minimiert werden, um geringe Konzeéomen genau quantifizieren
zu konnen. Aul3erdem werden breite spektrale Bereicheifie selektive quantitative
Auswertung verwendet.

Die multivariate Datenanalyse unterscheidet im Wesdrgliczwei Konzepte, die Kon-

zentrationsbestimmungen fur neu gemessene Spektremliefas so genannte physikali-
sche und das statistische Modell. Beim physikalischer &lassisch genannten Modell
wird das zu untersuchende Spektrum als Summe der Spekigebeakannten in der Pro-

be enthaltenen Komponenten dargestellt. Die Skalierakgsfen der tiblicherweise kon-
zentrationsnormierten Komponentenspektren entspreddwem den Konzentrationen der
einzelnen Komponenten. Beim statistischen bzw. inversedeéM wird aus einem beste-

henden Satz von Spektren mit zugehorigen Referenzkaatemen ein Regressionsvek-
tor ermittelt, der Konzentrationsbestimmungen mit denimfttg gemessenen Spektren
Uber das Skalarprodukt ermoglicht.

4.1 Physikalisches Modell

Laut dem Lambert-Beerschen Gesetz ist die Extinktion eBwystanz proportional zu
ihrer Konzentration und Schichtdicke. Extinktionen védidasich additiv, fur Stéigemi-
sche gilt dann:

aV)=a(Mda+e()de+ - +e&()dc (4.1)

Dabei ista die gemessene Extinktion, sind die molaren Extinktionen der Komponen-
ten und deren Konzentrationen Die Schichtdicke wird mit der molaren Extinktion zur
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4.1. Physikalisches Modell 29

Extinktion pro Konzentrationseinheit zusammengefds6i) = ¢ (v) d. Schreibt man die
bein diskreten Wellenzahlen abgetasteten Komponentenspedsepaltenvektoren ei-
ner Matrix, lautet das physikalische Modell in mathemdttescSchreibweise:

dnx1 = Kn><ka><l + Ehx1 (42)

Das Extinktionsspektrura ist hier die abhangige Variable. Die Konzentratiomeater k
Komponenten sind die Parameter. Der Velédyeriicksichtigt spektrale Unsicherheiten
des Modells und der Messung. Die Annahme, dass sich das @&gedrum als Summe
der Komponentenspektren darstellt, ist nur in erster Nakgegultig. Fehlerquellen sind
z.B. nichtlineare Einflussparameter wie pH-Wert und Teraper Matrixdéfekte beein-
flussen die Form, Position und Amplitude der Extinktiongtem Speziell bei wasseri-
gen Proben sind Wasserftoriickenbindungen und Hydrathillen von der Probenzusam-
mensetzung und Temperatur abhangig. Bei schwachenrSades Basen verschiebt der
pH-Wert das Dissoziationsgleichgewicht und damit die sjaddn Anteile der korrespon-
dierenden Saure-Base-Paare.

Das Gleichungssystem (4.2) lasst sich mittels der Psauei@erK* zu den Konzentra-
tionenc auflosen. Bei vollem Spaltenrang gilt:

KT=(K'K)KT = c¢s=Kra=((K'K)*KTa (4.3)

Die Anwendung der Pseudoinversen garantiert, wie folgdtetshnung zeigt, die Mini-
mierung der Summe der Fehlerquadrate (SSE, eBgm of Squared Erroys

SSE€.s) = (a— Keis)'(a—Kceys) (4.4)
Variation vonc mit ¢ = ¢, s + Ac und Einsetzen in Gl. (4.4) ergibt:
SSE€.s + Ac) = SSE€.s) + ACTKTKAC (4.5)

Bei vollem Spaltenrang id{ 'K stets positiv definit (siehe Kap. 3 in [91]) und die Be-
hauptung damit bewiesen.

Dieses auch mit Classical Least Squares (CLS) bezeichreefahiven kann bei Proben
mittlerer Komplexitat, wie bei den in dieser Arbeit untechten Dialysaten, eingesetzt
werden. Die Betrachtung des spektralen Residuums, dasdescltskalierten Abzug al-
ler ermittelten Komponenten verbleibt, gibt Auskunft éikinzulanglichkeiten des Mo-
dells. Residuen mit Banden, die einen dispersiven Charakieen, deuten auf Wellen-
zahlverschiebungen hin; dies entspricht der ersten Alrigitder spektralen Bande nach
der Wellenzahl. Eigenschaften, die der zweiten Ableitutgichen, sind aufAnderun-
gen der Bandenbreite zuriickzufuhren [92]. Residuen rutc@nform deuten auf weitere
Bestandteile der Probe oder ein verschobenes Dissozgt&iohgewicht hin. Dieser Ein-
fluss kann experimentell ermittelt und dem aus den bekarsgiektralen Komponenten
bestehenden physikalischen Modell hinzugefugt werden.
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30 Kapitel 4. Modelle und Methoden der Spektrenauswertung

4.2 Statistisches Modell

Beim statistischen Modell sind Parameter und Variable imggch zum physikalischen
Modell vertauscht. Aus einem Satz vorKalibrationsspektren als ZeilenvektoreA yn

- mit zugehorigen Referenzwertep.; wird der Schatzeb,,,.; ermittelt, mit dessen Hilfe
aus einem unbekannten Spektrum die Konzentration bestmenaten kann.

c=Ab+e (4.6)

Die Abweichungen vom vorliegenden Konzentrationsvearterden hier der Referenz-
methode, also den Konzentrationen zugeordnet. Anderseats fthysikalischen Modell
enthaltc nicht die Konzentrationen aller Komponenten, sondern meirether einzigen
fur mverschiedene Messungen. Um ein Kalibrationsmodell miteHiner statistischen
Kalibration aufstellen zu kdnnen, wird ein Satz von Spekimit zugehorigen Referenz-
konzentrationen benotigt. Um ein stabiles Kalibrationdell zu erhalten, muss der von
den Kalibrationsspektren aufgespannte Raum die Schwaekutier unbekannten Kom-
ponenten der Probe erfassen, da weitere nicht-orthog@dmdkdle in neu gemessenen
Spektren die Konzentrationsbestimmungen storen. Airlichkeit der Spektren kann
mit Hilfe der Mahalanobis-Distanz zum Mittelwert der Kakitionsspektren getestet wer-
den [93].

Spektrometer liefern bei Messungen von Proben in kondeasiéhase Spektren mit ei-
nem Datenpunktabstand, der geringer ist als die Bandd¢alater untersuchten Kompo-
nente. Durch die Anwendung des so genannten Zerofills, bwaidkes Interferogramm

mit Nullen verlangert wird, um die virtuelle spektrale Awglung zu verbessern, kommen
noch weitere Datenpunkte hinzu, so werden fir jede Bandeene untereinander kor-

relierte Messwerte gewonnen. Auf3erdem konnen Komponspéktren haufig mehrere
Banden im betrachteten Intervall aufweisen. Bimlichkeit der Probenspektren filhrt zur
so genannten Kollinearitat der Zeilenvektoren der Sgekiratrix. Der von den Spektren
aufgespannte Raum, hat einen Raki@\) < n, der kleiner ist als die Zahl der untersuch-
ten Spektralelemente. Eine Losung von (4.6) mit Hilfe ddirangigen Pseudoinversen:

b=AC (4.7)

wird numerisch instabil. Eine geeignete Auswertung istedatur mit Verfahren maoglich,
die den Rang der Matrix des linearen Gleichungssystems disDimension des spek-
tralen Raums, vor der Matrix-Invertierung erniedrigene®gelingt entweder durch eine
Faktorisierung der Spektrenmatrix mit orthogonalen Matni und anschlieRender Aus-
wahl von Basisvektoren oder durch eine Reduktion der Andahkpektralen Variablen.
Beim ersten Verfahren sind so genannte nicht erwartungs®ehatzer gegeben, die eine
reduzierte Varianz auf Kosten geringer systematischeleFehlangen [94].

Die Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Veeahverden im Folgenden zu-
sammengefasst; eine gute Darstellung dazu findet sich inZ8®achst mochte ich da-
bei auf die Methoden eingehen, die einen grofRen spektradesid nutzen: zum einen
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4.2. Statistisches Modell 31

die Matrix-Invertierung mit Hilfe einer Hauptkomponengralyse (PCA, englPrinci-
pal Component Analysisdie die so genannte Hauptkomponentenregression (P@QR; en
Principal Component Regressiparmoglicht und zum anderen die PLS (enfflartial
Least Squargs Spater folgen Verfahren, die die Dimension durch Audvggeigneter
spektraler Variablen reduzieren; diese liefern haufigiktee Ergebnisse und reduzieren
den experimentellen Aufwand durch eine Reduktion der Zahkgektralen Messpunkte.

4.2.1 Der PCR-Schtzer

Die Hauptkomponentenanalyse der spektralen Daten eimpri&mn von Kalibrations-
spektren liefert orthogonalisierte Matrizen. Dies entdgreiner Hauptachsentransforma-
tion der Spektrenmatrix, alternativ spricht man auch vaeesSingularwertzerlegung der
SpektrenmatripA: [69, 70, 95].

Amxn = Umxmsﬂxnlen U,V : orthonormal und S: diagonal (4.8)

Die Spaltenvektoren des Matrizen-ProdukiS sind die Kodfizienten, auclScoresge-
nannt, in dem von den Spaltenvektoren worfLoadingd aufgespannten Raum, die die
Basisvektoren des neuen Koordinatensystems darstelienquadrierten Diagonalele-
mente der MatrixS sind die Eigenwertes® der Kovarianzmatrix; sie entsprechen den
Varianzen in den entsprechenden Richtungen des neuenidatadsystems und werden
ublicherweise nach abfallender Grof3e sortiert. Did3ggd/arianz der spektralen Daten
wird durch den ersten Hauptvektor erklart, die grof3taarar im dazu orthogonalen Un-
terraum durch den zweiten Hauptvektor usw.

Bei der Anwendung der PCR wird eine Reduzierung der Matrndew Invertierung z.B.
durch Verwendung der ersterHauptkomponenten vorgenommen. Diese enthalten den
analytisch wichtigen Anteil der in den spektralen Daterhemdenen Information, wobei
auch eine Separierung von Rauschanteilen ermoglicht wiedmit hoheren Faktoren in
Verbindung zu bringen sind. Wegen der OrthonormalitatamdV mit:

U'u=Vv'v=l =U"=U"?! und VT =V (4.9)

gilt fur die im Rang reduziert invertierte Matrix das ensghende Matrizen-Produkt:

-1

rPCRATC = Vi SE UL X Gt (4.10)

br pcr = (ATA)
Eine Korrelation der ersten und damit signifikantesten Heaaupponenten mit den Kon-
zentrationswerten der zu analysierenden Komponentedst immmer gegeben. Bei Mes-
sungen wasseriger Glucoselosungen ist die Extinktisrheshalyten haufig kleiner, als der
Einfluss durch die Extinktion des Wassers. Speziell im ndResthwankt diese aufgrund
von Temperaturdriften sehr stark. Die grofdten Varianzerden also nicht von der unter-
suchten Komponente verursacht; deren Einfluss wird von dberwertigen Hauptkom-
ponenten beschrieben. Daher wird auch als Variante einev&sder fur die Konzen-
trationsbestimmung signifikanten Hauptkomponenten lyggzogen. Wird der Rang, der
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32 Kapitel 4. Modelle und Methoden der Spektrenauswertung

aquivalent zur Anzahl der beriicksichtigten Basisvestadst, bei der Matrix-Invertierung
zu klein gewahlt, gehen fir das Kalibrationsmodell tegté Informationen moglicher-
weise verloren.

Neben der Matrizen-Invertierung kann eine Hauptkompareartalyse dazu verwendet
werden, den Einfluss eines externen Parameters auf diekEatiaspektren einer Sub-
stanz zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden di@lEixinsspektren einiger
Substanzen z.B. bei unterschiedlichem pH-Wert gemesderHd&uptkomponenten zei-
gen in diesem Fall den durch eid@derung des Dissoziationsgleichgewichts hervorge-
rufenen Einfluss der pH-We&nderung aufUber die GroRe der Singularwerte lasst sich
die Dimensionalitat des Systems und damit die Anzahl dagiligten Analytkomponen-
ten gegenuiber den Einflussen, die dem Rauschen zugeordrtetn konnen, abschatzen.
Dies wird in dieser Arbeit z.B. zum Analysieren der pH-Wetib@angigkeit und zur Un-
tersuchung des Temperatureinflusses von Extinktionsspelfdiehe Kap. 5.2) angewen-
det.

4.2.2 Der PLS-Schtzer

Bei der PLS-Regression wird die Korrelation zwischen Sggktind Referenzkonzentra-
tionen bei der Berechnung eines neuen orthogonalen Basiseasatzes beriicksichtigt.
Dazu wird die Faktorisierung der Spektrenmatrix mit derdtzos Bidiagonalisierung be-

rechnet [96].
A=PBW' mit w;= Alc (4.11)
IATcl| '
Der erste Hauptvektow; ist das durch die Kovarianz voA und c gegebene und ent-
spricht einem normierten Eigenschaftskorrelationsspek{32] (PWS, engl.Property
Weighting Spectrumdamit wird die Faktorisierung eindeutig. Eine Invertieg von im
Rang reduzierten Matrizen liefert dann folgende Losurgyloiearen Gleichungssystems

(4.6):

-1

-1
s ATC= Wiy (B Brr) WinATc (4.12)

bpis = (ATA)
Die Varianz der Referenzkonzentrationen der Probenptipnlaollte einen moglichst
grol3en Wertebereich abdecken, dessen Mittelwert nah beiatberzusagenden Konzen-
trationen liegt. Ansonsten kann die so genarsht@e-deficienc}d7, 98] Abweichungen
in der Quantifizierung verursachen. Die Steigung der Auslysgieraden zwischen den
Referenz- und IR-spektrometrisch bestimmten Konzewinati ist immer kleiner als die
der optimalen Winkelhalbierenden:

Ac?

- 4.13
m 02+ Ac? (4.13)

Je kleiner die VarianAc? der Konzentrationen im Verhaltnis zur Varianz der Messfeh
ler o2 wird, desto flacher wird die Ausgleichsgerade. Damit wadies Abweichung der
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4.2. Statistisches Modell 33

IR-spektrometrischen Bestimmung mit dem Abstand zum Mite der Kalibrationspo-
pulation. Die Unsicherheit in der Konzentration wird alsoer, je weiter man sich vom
Mittelwert entfernt und desto kleiner die Varianz? der Referenzkonzentrationen des
Kalibrationsmodells wird.

In der Literatur finden sich Ansatze, die Vorteile des kiksdsen und des statistischen
Modells zu kombinieren [97, 99]. Die grofRere Selektividgs physikalischen Modells

vermeidet dabei Unsicherheiten durch Zufallskorrelaioand die Statistik bei der PLS-
Modellierung reduziert Ungenauigkeiten des physikakscModells, die z.B. durch ex-

perimentelle Fehler bei den Messungen der Komponentetriepedder auch unerkannte
Matrixeffekte verursacht werden.

4.2.3 Kreuzvalidierung

Um die Gite der Konzentrationsbestimmungen eines Kaldbramodells abschatzen zu
konnen, wird ein Verfahren bendtigt, das dies mit mdgdicgeringem messtechnischen
Aufwand bewerkstelligt. Dazu werden in der Literatur z.Be BootstrapoderJackknife
Methode genannt [100]. Am haufigsten wird in der Praxis ¢gdddie Kreuzvalidierung
(engl.:Cross-Validatiopangewendet [101,102]. Dabei wird eine UntermengempBba-
tensatzen aus der Gesamtpopulation entfernt. Ausrdem, Ubrigen Datensatzen wird
ein Kalibrationsmodell erstellt und damit die Konzentwagn demm, Spektren vorherge-
sagt. Der SERWert (engl.:Standard Error of Predictiopist ein MaR fiir die Ungenau-
igkeit eines Modells.

m

Z (Cpred,i - Cref,i)2

SEP= (4.14)

m

Coredi SiNd die vorhergesagten Konzentrationen aRel die Referenzwerte. In dieser Ar-
beit wird der SEP-Wert sowohl bei kreuzvalidierten Konzatibnsbestimmungen mittels
der PLS-Kalibrierung als auch bei Quantifizierungen mitféddes physikalischen Mo-
dells verwendet. Bei letzterem wird das Modell jedoch nau den Messdaten, sondern
Uber die Bereitstellung von Referenzspektren berechuret.den Messaufwand gering
zu halten, wird das Verfahren blockweise fur alle Datéres@lurchgefiihrt. Die Auswahl
vonm, wird je nach Anwendung unterschiedlich gewahlt. Um eireghthst gute Aus-
sage Uber das Verhalten der Gesamtpopulation - speziekldiaen Datensatzen - zu
erhalten kanmy, = 1 genutzt werden (leave-1-out). Um die Stabilitat zu phigien,
werden groRere Blocke (leave-n-out) ausgelassen. Mit diel den Einfluss systemati-
scher Strukturen in den Datensatzen zu vermeiden, wirRdikenfolge der Datensatze
zufallig vertauscht (leave-n-rnd-out). Bei blockweidrikturierten Daten (z.B. mehre-
re Spektren fur dieselbe Probe) werden jeweilsBlocke aus der Population entfernt
(leave-n-samples-out). Ebenfalls in dieser Arbeit wurden Daten einer mehrtagigen
Studie tageweise (leave-day-out) kombiniert.

In der Literatur wird an Stelle der Abkiirzung SEP haufig BS# (engl.: Predicted Error Sum of
Squareyoder RMSEP (englRoot Mean Squared Error of Predictipaerwendet.
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34 Kapitel 4. Modelle und Methoden der Spektrenauswertung

Die Kreuzvalidierung wird u.a. zur Parameteroptimieruegder Modellbildung verwen-
det. Mit dem Minimum des SEP-Wertes als Funktion von der Ahzarwendeter Basis-
vektoren wird bei der PCR- oder PLS-Invertierung die Dimemsles optimalen Kalibra-
tionsmodells festgelegt. Bei der Wellenzahlauswahl istSteP-Wert ebenfalls ein geeig-
netes Auswahlkriterium, obwohl bei dem bei Auswahl von \genispektralen Variablen
vielfach Uberbestimmten Gleichungssystem die Stantdareighung der Regression dem
SEP-Wert sehr nahe kommit.

4.2.4 Ausreil3er

In [95] werden Verfahren zur Bewertung von Ausreil3ern vetgit. Die Hebelwerte sind
-1
die Diagonalelementk,(r) der Matrix: A (ATA)rPLS|PCRAT' m ist die Nummer des zu-

gehorigen Datenpaares aus Spektrum und zugehorigemeRedeert und ist die Anzahl
der verwendeten Basisvektoren bei der Invertierung. Dissen sich die studentisierten
Residuentn(r) = (en)/(c V1 - hy(r))) mit dem Fehler,, und dessen Standardabwei-
chungo? berechnen. Die Cook-Distanz if;,(r) = (t2(r) hm(r))/(r (1—hy(r))). Mit dem
t-Test lassen sich Datenpaare ermitteln, deren Unsiciiethgrol3 ist. Die Cook-Distanz
bezieht zusatzlich die Wirkung dieses Datenpaares auKdébrationsmodell mit ein.
Mit einem so genannten F-Test wird entschieden, ob gleithzene grol3e Unsicherheit
in der Konzentrationsbestimmung und ein starker Einflugsdas Kalibrationsmodell
vorliegen und es sich damit um einen Ausreif3er handelt.i¢s€dok-Distanz klein und
der t-Test ergibt eine grol3e Abweichung der Referenzkdraet@gonen zum mit dem Mo-
dell geschatzten Wert, handelt es sich vermutlich um efkereil3er.

4.3 Net Analyte Signal

Im Zusammenhang mit den klassischen und statistischebi&@ltingen wurden Betrach-
tungen angestellt, welche spektralen substanzrelevdnfermationen optimalerweise
fur die Quantifizierung von Komponenten uber das Probektspm herangezogen wer-
den kdnnen. Bei der CLS wird davon ausgegangen, dass dizapa Beitrage aller zum

Probenspektrum beitragenden Komponenten bekannt sirtér dieser Voraussetzung
definierte Lorber das so genaniNet Analyte SignalNAS) [103, 104]. Dieses entsteht
durch orthogonale Projektion eines Komponentenspektauhden durch die tibrige Po-
pulation aufgespannten spektralen Raum [105].

net = (I - KK %)k (4.15)

Die Spalten vorK _; enthalten samtliche Spektren der Population mit Ausnadienieten
Komponente;. Die NAS entsprechen bis auf einen Skalierungsfaktor déde@ektoren
der Pseudoinversen [98].

-1 b
B=(K'K) KT, neu:”bi'||2 (4.16)
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4.3. Net Analyte Signal 35

Eine geometrische Motivation fir diese Aussage ist, daggenBK = | die Zeilenvek-
toren der Pseudoinversénorthogonal zu den Spaltenvektoren der Komponentenmatrix
k; sind; auR3er fur = j. Die Projektion auf das NAS ergibt eine Konzentrationsibest
mung, die wegen der Orthogonalitat zur Ubrigen spektr&epulation unabhangig von
Konzentrationsanderungen der anderen Komponenten ist.

Mit Hilfe des NAS lassen sich einige Gutefaktoren der Ausweg einer spektralen Mes-
sung einer Vielkomponentenmischung bestimmen. Dazurgehtie Sensitivitat, die Se-
lektivitat und die Genauigkeit. Diese werden hier nur adifidprt; eine genauere Analyse
und deren Herleitung findet sich in [103].

Sensitivitat Die Sensitivitats = ||ne1;||/ciO ist ein Mal fur die spektrale Messgrof3e in
Abhangigkeit von der Konzentration des Analyten. Sie wiril der Konzentration des
Komponentenspektrunt$ auf die Einheitskonzentration normiert.

Selektivitat Die Selektivitat = |net]|/| ki ist ein Mal3 fur die Unabhangigkeit der
Messung des untersuchten Analyten von den tibrigen Konmgeneler Probe. Der Zah-

lenwert liegt zwischen 0 und 1. Eine Selektivitat von O iichbedeutend mit einer

verschwindenden Lange des NAS-Vektors. Der Vektor dedysaektrums hat keiner-

lei zur restlichen Population orthogonalen Anteile. DienKentrationsbestimmung des
Analyten ist vollstandig unselektiv, unter diesen Bedingen kann die zu bestimmende
Komponente nicht eindeutig angegeben werden. Eine Seéléktvon 1 bedeutet, dass
sich die vektorielle Lange des Analytspektrums mit dehogonalen Projektion nicht

andert. NAS und Analytspektrum stimmen tberein. Die Karirationsbestimmung ist

vollkommen selektiv, samtliche tlbrigen Komponentendrekeinerlei Einfluss darauf.

Genauigkeit Die relative Genauigkeit ist ein Mal3 fur die Unsicherheat onzentra-
tionsbestimmung. Sie setzt sich zusammen aus der Prazisispektralen Messung und

des Kalibrationsmodells: A iall
C al €
24 T+ | = 4.17
G (uneun ) all (4-17)

mit

_ lnetiiial \/M (4.18)

Ky =
&7 aTnet n-—k

a bezeichnet das bei diskreten Wellenzahlen abgetastete Extinktionsspekumohk

ist die Anzahl der Komponenten. Im Grenzfall verschwindanBauschens ist das NAS
bis auf einen Skalierungsfaktor identisch mit dem aus d&-Rlodellierung resultieren-
den Regressionsvektor [106]. Dort wird auch bewiesen, da$sdie beiden Resultate
bei einer unendlich grol3en Population mit vorhandenem ¢teams unterscheiden. Der
PLS-Regressionsvektor enthalt dann Anteile in der spkirRichtung der tibrigen Kom-
ponenten der Probe mit der GroRe der Variafzles Rauschens. Vorbehandlungen der
Spektren mit Hilfe des NAS fiihren ahnlich der orthogonaéggnalkorrektur (OSC, engl.:
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36 Kapitel 4. Modelle und Methoden der Spektrenauswertung

Orthogonal Signal Correctionzu einer Reduzierung der benotigten Basisvektoren bei
Anwendung der Matrix-Invertierung zur Schatzung des Bsgjpnsvektors [107]. [108]
und [109] beschaftigen sich ebenfalls mit dem Thema, derden Alternativen zur ur-
spriunglich von Lorber genannten Berechnung des NAS voldagen.

4.4 Spektrale Variablenselektion

Die bisher beschriebenen Verfahren nutzen einen breitektrsppen Bereich flr eine Be-
rechnung des Kalibrationsmodells. Die Problematik detiKearitat wird dabei durch ei-
ne Reduzierung der Anzahl der verwendeten Basisvektolateb&vertierung der spek-
tralen Matrix berticksichtigt. Es hat sich jedoch herassgli, das auch eine Reduzierung
der Zahl der spektralen Variablen zu deutlichen Verbesggmi der Kalibrationsmodelle
fuhrt.

Eine optimale Wellenzahlauswahl muss dabei mindestens Bedingungen erfullen:
zum einen sollte sie zu geringen Unsicherheiten in der Katnagonsbestimmung fuhren,
zum anderen bei bestimmten Umgebungseinflissen auf dieR®spektren weiterhin sta-
bile Resultate liefern. Die Fehler lassen sich mit Hilfe dezuzvalidierung abschatzen. In
der Literatur finden sich eine Reihe von Methoden zur Webléiauswahl, von denen ei-
nige hier vorgestellt werden. Samtliche Kombinationgiighkeiten durchzuspielen, auch
Brute-Force? genannt, ist bei vieldimensionalen spektralen Daten niohglich. Die
2"-1 Kombinationsmoglichkeiten durchzuprobieren, ist reathtisch extrem aufwandig
und selbst bei einer geringen Anzahl von spektralen Vagrabki einem schmalen Wel-
lenzahlbereich kaum durchfiihrbar. Diese Methode ligfebretisch die besten mogli-
chen Konzentrationsbestimmungen, ist jedoch sehr anfgdigentber Zufallskorrelatio-
nen, die zu instabilen Kalibrationsmodellen fuhren undadaerkennbar sind, dass der
SEP-Wert bei wachsender Blockgrofie der Kreuzvalidiemurgmmt. Um Zufallskorre-
lationen auszuschliel3en, ist daher auch eine qualitatveesBung der Spektren und der
ermittelten Wellenzahlauswahl durch einen erfahrenerktspskopiker wichtig [97].

In der Literatur finden sich einige weniger rechenintensedahren, die nun vorgestellt
werden. Das so genannBtepwise-upVerfahren beginnt mit der Wellenzahlvariablen,
die am besten mit den Referenzwerten korreliert und nimmi aeacheinander die Wel-
lenzahlvariablen hinzu, mit Hilfe derer der beste SEP-Wetielt werden kann. Das Mi-
nimum der als Funktion der Anzahl der spektralen Variablgigetragenen Werte wird
als Ergebnis verwendet. Diese Methode ist empfindlich gégenVerschiebungen der
Basislinie und liefert nur maRige Ergebnisse, da immeremzelne Parameter zum Mo-
dell hinzugefugt werden. Besser ist das so gendatgpewise-up&downVerfahren [110],
bei dem in jedem Schritt geprift wird, ob eine Hinzunahmerdsleseitigung eines Pa-
rameters das Modell verbessert. Dies wird solange wiedtehie ein - haufig lokales
- Minimum gefunden wurdeStepwise-downbeginnt mit einer vollstandigen Liste der
Wellenzahlvariablen und entfernt Schritt fur Schritt gilg diejenige Wellenzahl, deren

2Hier ganz richtig mit unverniinftige Gewalzu Uibersetzen, in der Informatik iibliches Verfahrers da
die Losung eines Problems durch die Anwendung aller Koatlmnsmoglichkeiten ermittelt.
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4.4. Spektrale Variablenselektion 37

Herausnahme aus dem Modell zum kleinsten Fehler in der Kdrat@nsbestimmung
fuhrt.

BeimMoving-Window Verfahren [111-113] werden nicht einzelne Wellenzahblalen,
sondern Wellenzahlbereiche untersucht. Die obere undau@ieenze eines oder mehrerer
Intervalle werden solange verschoben, bis ein Minimum irR-8%ert gefunden ist.

Ebenfalls zum Einsatz kommen genetische Algorithmen (@W].eGenetic Algorithny
siehe z.B. [114]. Dabei enthalten so genannte Chromosomé&/éiiablenauswahl) eine
Liste mit Genen (die Variablen). Unterschiedliche Chroame werden kombiniert und
an Hand eines Giteparameters entschieden, ob sie wanezneet oder verworfen wer-
den. Speziell bei spektralen Daten mit einer groRen Zah\Marrablen fuhren die GA
in [114] zu verbesserten Ergebnissen. Dies geht haufig ofaliBkorrelationen einher.
Genetische Algorithmen wurden in dieser Arbeit nicht malrgersucht.

Sehr gute Ergebnisse liefert die von Hageman et al. fur dedlénzahlauswahl vorge-
schlagene Anwendung d@ABU-Suche [115]. Die genutzte deterministische globale
Optimierung basiert auf Konzepten der kunstlichen Iigetiz. Der Raum zur Wellen-
zahlauswahl wird systematisch durchsucht, wobei bereidyaierte Bereiche im Auge
behalten werden. Das Resultat hangt eindeutig von einéliglausgewahlten Startvek-
tor ab. Vergleiche miSimulated Annealin{engl.: SA) und genetischen Algorithmen zei-
gen ahnliche Resultate. Existieren lokale Minima dese@étameters, liefert die TABU-
Suche die besseren Ergebnisse [115].

Eine modifizierte Variante der TABU-Suche wurde im Rahmessdr Arbeit inMatlab
(The Mathworks Inc., South Natick, MA, USA) programmiertdubei der Quantifizie-
rung der Sonnenblumenol-Konzentration in damit verungéeén Olivendl-Proben ver-
wendet [116]. Abb. 4.1 zeigt das Ablaufdiagramm der Prozeshd Tab. 4.1 ein Bei-
spiel. Eine zufallige Auswahl von Wellenzahlvariablerrdvals Startvektos festgelegt
(Spalte 1): im Beispiel die 1. und 4. Wellenzahl. In einerl8ifb Uber alle Wellenzahlen
wird nacheinander jede einzelne Auswahl umgekehrt und thése noch nicht in der
TABU-Liste vorhanden ist, gespeichert (Spalte 2 bis 6).dhfie3end werden fur alle ge-
speicherten Auswahlmoglichkeiten die zugehorigen S¥Pte (leave-10-out) berechnet.
Die Auswahl mit dem kleinsten SEP-Wert wird als neuer Sektior ausgewahlt und an
die TABU-Liste angehangt (Spalte 3 und 7). Falls dies zerWerringerung des SEP-
Wertes fuhrt, wird der neue Vektor i&,; gespeichert; danach wird wieder von vorne
begonnen. Wurde nach einer gewissen Schleifenanzahl (WIER) keine weitere Ver-
besserung erreicht, wird die Auswahl mit dem kleinsten 8%t als Resultat verwendet
(Spalte 15).

Eine sehr anschauliche Methode, die die PLS-Eigenschéftdireite Spektralbereiche
nutzt [117, 118], wird in dieser ArbeRMMS (engl.: Pairwise-Min-Max-Selectionge-
nannt. Die lokalen Minima und Maxima des Regressionsvektiar PLS-Kalibration
werden nach ihrer Gro3e sortiert, zu Paaren kombiniertdiese sukzessive zur Wel-
lenzahlauswahl hinzugefiigt. Die erzielten SEP-Wertd kiwfig kleiner als bei Verwen-
dung der gesamten spektralen Daten und verhalten sich lobiseader Blockgrol3e der

37



38 Kapitel 4. Modelle und Methoden der Spektrenauswertung

1) BOOLEAN s=Randomisierte Auswahl von Wellenzahlen
2) INTEGER iter=0
3) for i=1:Wellenzahlen
s_test=s
s_test(i)=s_test(i) XOR 1 % Auswahlumkehr
speicher s_test if NOT in TABU_Liste
end % for i=1:Wellenzahlen
4) s=s_test(kleinster SEP-Wert)
5) if SEP(s)<SEP_opt
s_opt=s
iter=0
else
iter++
end
s wird an TABU_Liste angehangt
6) while iter<MAXITER goto 3

Abb. 4.1: Ablaufdiagramm der TABU-Suche.

Spalte| 1 | 2 3 4 5 6|7 | 8 9 10 11 12| 13 14 15
v s opt S | min s Result
V1 1/0 1 1 1 1|10 1 1 1 1]0 1
V2 o|o0 1 0 0 0|1 1 0O 1 1 1| 1 |MAX- 1

V3 o|o0 O 1 0o 0|0] O 0O 1 0 0| 0 ITER 0

Va 1 1 1 1 0 1,1 1 1 1 0 11 1
Vs Oo|0 O O O 1,0]0O0 O 0O O 1|0 0
SEP |21/19 18 20 19 211822 21 23 24 2322 1.8
TABU | x X X X

Tab. 4.1: Beispielhafte TABU-Auswahl (mit willkirlichetahlenwerten).

Kreuzvalidierung stabiler als die Ergebnisse der TABU{gudDie Auswahl hangt mit
dem Regressionsvektor von der Anzahl der Basisvektorerhalider PLS-Modellierung
verwendet werden, ab. Das Verfahren ist wenig rechenimestsdass die in Frage kom-
menden Range - je nach Komplexitat der Probe und Welldimtatvallgrof3e sind bis zu
20 sinnvoll - durchgerechnet werden konnen. Diese Vonggheise wurde fur das Bei-
spiel der FT-Raman Spektren der durch Sonnenblumendhlgehiten Olivenol-Proben
programmiert und mit Erfolg eingesetzt. Fur den Regressiektor, der mit 11 PLS-
Basisvektoren berechnet wurde, wurden 38 Wellenzahl@dsoer 6 Wellenzahlvariablen
ausgewahlt [116].

In Abb. 4.2 wird der SEP-Wert der Bestimmung der Sonnenbhéh&onzentrationen
als Funktion der bei der leave-n-out Kreuzvalidierung \ardeten Blockgrof3e, zum
einen fur die Wellenzahlauswahl mit PMMS und zum anderetnderi TABU-Suche ge-
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1.2+ | -
il
= 1t i”!!l' ‘ ‘ i
Y
w 0.8}
0.6}
TABU
PMMS
0'40 10 20 30 40

BlockgroRRe [leave—n-rnd—out]

Abb. 4.2: Vergleich der Stabilitat der Resultate von PMM&dUTABU-Suche in
Abhangigkeit von der BlockgroRe der zur Kreuzvalidieggumerangezogenen Proben.
SEP-Werte der Sonnenblumenol-Konzentration in Olivéhdben mittels Variablenaus-
wahl bei FT-Raman Spektren (Probenpopulation: 92 SpekjeeR3 mit den Konzen-
trationen 0, 2, 5 und 10%, zusatzliche Informationen zuidddenanzahl sind im Text
angegeben).

zeigt, bei der von der Software 109 Wellenzahlen ausgewélriden. Die Berechnung
wurde flr unterschiedliche zufallige Anordnungen derhi@efolge der Datensatze be-
rechnet, die Fehlerbalken in der Abbildung zeigen die Steshmbweichung der mit 40
unterschiedlichen Randomisierungen berechneten SER:WRie mit der PMMS Va-
riablenauswahl erstellten Kalibrationsmodelle sind {rehgn mit denen aus der TABU-
Suche deutlich stabiler, die Zufallskorrelationen sinsbatlurch die Zuhilfenahme der
PLS-Eigenschaften bei der Wellenzahlauswahl deutlichzieit.

EineVarianzanalysedes Regressionsvektors [119] bei der Kreuzvalidierundpeogter-
schiedliche Standardabweichungen der einzelnen ParaBetd/erwendung von leave-
1-out werdem unterschiedliche Regressionsvektoren berechnet. Dileli#elhlvariablen
werden mit Hilfe eines Signifikanztests (t-Test) der eineal Parameter ausgewahlt.

In Tab. 4.2 sind die hier genannten Verfahren der Wellermegwah!l noch einmal zu-
sammengefasst, mit einer von mir vorgenommenen Einsgh@tihrer Eigenschaften
bezuglich SEP-Wert, Stabilitat und mathematischem Aol Letzterer ist der Grund
fur die Suche nach einem geeigneten Parameter flieieater als der SEP-Wert berech-
net werden kann. Siehe hierzu z.B. auch dhsersichtsartikel von Forina et al. [120]
und [121].
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Verfahren SEP | Stabilitat| math. Aufwand
Brute-Force +++ 0 +++
TABU-Suche ++ 0 ++
genetic algorithm | ++ 0 ++
Stepwise-increasg 0 + +
Stepwise-up&down + + ++
Stepwise-down 0 + +
Moving-Window + + +
Varianz + ++ +
PMMS ++ ++ 0

Tab. 4.2: Qualitative Bewertung der Verfahren zur Welldrtaaswahl (0’ entspricht
klein, '+++' groR).

4.5 Spektrenvorbehandlung

45.1 Basislinien

Einflusse wie z.B. Temperaturschwankungen oder Interfeterinstabilitaten verandern
die optischen Verhaltnisse in einem FTIR-Spektrometabhéngig von der Konzentra-
tion der zu untersuchenden Komponente. In [122] werdenuseTamperaturdriften re-
sultierenden Einflisse auf die Basislinie zusammengef@s®e Verschiebung bzgl. der
Ordinatenachse entsteht bei einer Versetzung der Stigdduelle bzw. des Detektors re-
lativ zum Ubrigen optischen System. Dieser Einfluss isbhaagig von der Wellenzahl
und damit Uber das gesamte Spektrum konstant. Tempeastatvaekungen der Strah-
lungsquelle - also des Schwarzen Strahlers - ergeben Imgater Wellenzahl wach-
sende bzw. fallende Basislinien, die aus dem VerhaltrisSgéawarzkorperstrahlung bei
verschiedenen Temperaturen berechnet werden konnekippangen der Interferome-
terspiegel bzw. des Strahlteilers liefern Basislinier, ¥thn geradzahligen Potenzen der
Wellenzahl abhangen:
a() < cp?+ vt + e+ - (4.19)

Bereiche im Spektrum, in denen keine Absorptionen aufttgiénnen genutzt werden,
um eine Basislinie zu ermitteln. Diese wird dann vom Spektaubtrahiert, um die ge-
nannten Storungen zu eliminieren. Bei kurzem temporalest@nd zwischen Referenz-
und Probenmessung sind die Basislinidiekte gering; hier genuigt eine einfache Ver-
schiebung bzgl. der Ordinatenachse zur Anpassung derr8pekt

Instabilitaten des Interferometers filhren zu einer deiebung des Interferogramms. Ins-
besondere in Bereichen mit groRem Amplitudenhub fuhr$ die einer - das Einkanal-
spektrum nichtlinear beeinflussenden - Schwankung im feregramm. Diese ist im
Bereich desCenterburstsam grof3ten und fuhrt damit zu einer Verschiebung der Ba-
sislinie des Einkanalspektrums und damit zu entsprechemdzhtliinearen Verschie-
bungen der Basislinie des Extinktionsspektrums. Unténsngen der Basislinien, die
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Uber Einkanalspektren einer mit Wasser gefullten Kigvberechnet wurden, zeigt Kap.
5.1.2. Basislinien-Schwankungen werden dort mit und oher@®ndung eines optischen
Langpass-Filters im Strahlengang des Spektrometersicieegl. Bei der breiten Inten-
sitatsverteilung ohne optisches Filter sind die Interfgamme sehr schmal. Geringe Un-
sicherheiten in der Skala der optischen Weglange fuheegits zu grofl3en Schwankungen
im Mittenmaximum des Interferogramms, damit zu starkerkfiationen in den Am-
plituden der Einkanalspektren und letztendlich zu nidegiren Basislinienfekten im
Extinktionsspektrum.

Ahnliche Erscheinungen werden durch Detektor-Nichtliitagen hervorgerufen [123];
diese speziell bei Flussigstickstgekihlten MCT Detektoren auftretenden Stdérungen
konnten durch den Wechsel von konstant-Strom- zu kon&patinungs-gesteuerter
Schaltung deutlich verringert werden [124]. Bei dem u.adigser Arbeit verwendeten
FTIR-Spektrometer Vector 22 (Bruker Optics, Ettlingenyden die Nichtlinearitaten von
der verwendeten Spektrometersoftw@BUSdurch eine Nichtlinearitatskorrektur mi-
nimiert. DTGS-Detektoren verhalten sich demgegenub&inem groRen dynamischen
Bereich linear.

Das physikalische Kalibrationsmodell lasst sich um diesiBaien-Einflusse erwei-
tern [125]. Ein aus Einsen bestehender Vektor beriickgiciaibei konstante, ein zum
Wellenzahlvektor proportionaler Vektor lineare und eiradratisch von der Wellenzahl
abhangender Vektor quadratische Einflusse.

kei() =1, Ke2(v) =v, kea(v) =V (4.20)

Alternativ kann ein Satz aus orthogonalen Legendre-Pohgro verwendet werden,
um polynomiale Einflusse beliebiger Ordnung aufzunehnt&n. Spektrum mit der
Form der nichtlinearen Schwankungen kann ebenfalls in desilkalische Modell
eingebunden werden. Solange die Basislinien-Schwankuongéogonal zu den ubri-
gen Komponentenspektren des physikalischen Modells shdijes einer Basislinien-
Korrektur vor Anwendung des physikalischen Modells voreben.

4.5.2 Signalkorrektur durch orthogonale Projektion

Speziell bei kleinen Anteilen des Komponentenspektrunms BPuobenspektrum tragen
die ersten Hauptkomponenten, die die grof3ten Varianiamter Spektrenpopulation er-
klaren, nicht oder nur schwach zur Modellierung der Kotionsbestimmungen bei.
Wold et al. [126] machten den Vorschlag, vor der Kalibratiom grof3tmoglichen Varian-
zanteile, die unkorreliert zu den Referenzkonzentratigiad, mittels der OSC zu elimi-
nieren. Eine OSC-Komponente besteht aus @&eareVektor tosc, demLoadingVektor
Posc und der weiteren OSC-Vektorkomponemtgsc. Fur die Auswertung wird nun die
korrigierte SpektrenmatriAres = A — tosc p(T)SC mit tosc = A Wosc und|woscl| = 1
verwendet. Dies kann mehrfach durchgefuhrt und damit eref®SC-Komponenten ent-
fernt werden. Die verschiedenen Verfahren unterscheiodmiis der Wahl des Vektors
Wosc, wodurch unterschiedlich&coredosc undLoadingsposc resultieren. Das optima-
le OSC-Filter muss folgende Bedingungen erfullen:
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42 Kapitel 4. Modelle und Methoden der Spektrenauswertung

e Der ScoreVektortosc muss orthogonal zu den Konzentrationen lieggse L C.
e Wosc muss moglichst grol3e Varianzen der spektralen Datearenkl”

¢ Die Methode muss auf zukiinftige Messdaten anwendbar sein.

Es wurden verschiedene Verfahren entwickelt [127-130], geeignete OSC-
Komponenten zu ermitteln. Die von Wold et al. gefordertegelBschaften schienen
zunachst nicht vereinbar, denn die Losungen waren emmedht orthogonal zum Kon-
zentrationsvektor oder enthielten nicht die grofite Varider zur Konzentration orthogo-
nalen Messdaten. Die Orthogonalitat zur Konzentratiomkaurch Antiprojektion zum
Konzentrationsvektor bewerkstelligt werden, birgt jeldloeenn die Anzahl der Spektren
bzw. Referenzwerte groRer als die Anzahl der spektralearipainkte ist, das Risiko, dass
die Losung nicht im urspriinglichen spektralen Raum li€&je daraus resultierenden,
nicht von den spektralen Daten erklarten Anteile filhrenrdzu einet)berkompensation
(engl.:Overfitting. Westerhuis et al. veffientlichten 2001 die direkte orthogonale Signal
Korrektur (DOSC, engl.Direct Orthogonal Signal Correction131]. Diese erfullt die
von Wold et al. genannten Eigenschaften vollstandig. Brhtiger Unterschied ist die
direkte Art, mit der die OSC-Komponenten berechnet werdhger, sind keine Regres-
sionsverfahren notig. Das Resultat zeichnet sich duretsttikte Einhaltung der Ortho-
gonalitat zum Konzentrationsvektor aus. Bei dieser Mé¢hstellten die Autoren jedoch
fest, dass sich die Vorhersagen mittels der PLS-Kalibmatisch Anwendung der DOSC
verschlechterte. Eingberkompensation, hervorgerufen durch die strikte Eining der
Orthogonalitat bzgl. des Konzentrationsvektors, kadogh mit einer Abschwachung des
Verfahrens durch eine Reduzierung der Anzahl der Basisvektei der Invertierung der
Spektrenmatrix zur Berechnung vtgy c vermieden werden. Dann erniedrigt die Anwen-
dung der DOSC den optimalen Rang der PLS-Modellierung undrerdie Stabilitat des
Kalibrationsmodells.

Ubersichten zu den verwendeten OSC-Algorithmen findenisi§¢h31] und [132]. Die
in [126, 127,129, 130] genannten Verfahren linearisierertefle, die quadratisch von
den Referenzkonzentrationen abhangen. Die Methode aa8hé¢ntfernt diese, was bei -
dem Lambert-Beerschen Gesetz unterworfenen - Absorptiessungen ohne Bedeutung
ist. Die Reduzierung des optimalen Ranges der PLS-Modgtigehangt ebenfalls vom
verwendeten Verfahren ab. Bei einigen resultiert letdiehetine Dimension von 1 bzw.
2, z.B. [127], andere vermindern den optimalen Rang mitrj&®C-Komponente um
1, z.B. [128,129]. Die Angaben von [131] und [132] widersgren sich in der Aussage
bezuglich der Reduzierung bei der Methode nach Wold. BenSson et al. [132] wird die
Anzahl der Basisvektoren der optimalen Regressionsianaasf ein Minimum reduziert,
bei Westerhuis et al. [131] zeigt sich eine Reduzierung gesnalen Ranges bei der
PLS-Modellierung um 1 je entfernter OSC-Komponente.

Eine reale Verbesserung der Ergebnisse der Kalibratiodsheoauf der Grundlage der
Roh-Daten wurde mit Hilfe der verschiedenen OSC-Verfalmieht erreicht. Als Vorteil

der OSC wird haufig die bessere Interpretierbarkeit desds@nsvektors - hervorge-
rufen durch die Reduzierung der Komplexitat - genannt.sXennte bei Anwendung
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4.5. Spektrenvorbehandlung 43

auf Dialysat-Spektren nicht bestatigt werden; die Resjoesvektoren ohne Spektrenvor-
behandlung waren dem Extinktionsspektrum der Glucosédien. Bei komplizierteren
Systemen als den hier untersuchten Dialysaten ist magliatise eine Verbesserung zu
erzielen; dies wurde jedoch in dieser Arbeit nicht weitetensucht.
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Kapitel 5

Glucoseanalytik mit
MIR-Spektroskopie und Mikro-Dialyse

5.1 Transmission wasseriger Proben im mittleren IR

Im Rahmen des CLINICIP-Projekts soll ein portables, in eiaik einsetzbares System
entwickelt werden, das automatisierte, kontinuierlichessungen der Blutglucosekon-
zentration erlaubt. Ein wichtiger Punkt dabei ist die Pamgmierbarkeit der zugehorigen
Komponenten. Abb. 5.1 zeigt den schematischen Aufbau uledié” spektralen Mes-
sungen im klinischen Umfeld angeséitan IR200 FTIR-Kleinspektrometers (Nicolet,
Thermo Electron GmbH, Dreieich). Dieses besitzt einen D Ra8mtemperaturdetektor,
der ohne umstandliche Flussigstick$tiiuihlung verwendet werden kann. Die zugehori-
ge Spektrometersoftware kann von einem externen ProgramrHilie der Windows
Schnittstelle DDE (engl.: dynamic data exchange) gesteuenden, was eine Automa-
tisierung der Messungen ermoglicht. Parameter wie z.Bld&ung und Messzeit lassen
sich dabei einstellen.

Fur die in-vitro Messungen stand aul3erdem ein Vector 2RFSpektrometer (Bruker
Optics, Ettlingen) zur Verfugung. Abb. 5.2 zeigt den schésthen Aufbau. Das Gerat
war fur unsere Messungen mit einem Flussigstidksiekiihlten MCT Detektor ausge-
stattet und ermoglichte so Messungen mit hohgRr\&rhaltnis.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die in Abb. 5.3 (S. 46) gezeMyteo-Durchfluss-Kiuvet-
te (im Folgenden Kiivette genannt) fur Transmissionsomggsn entwickelt. Auf folgende
Eigenschaften wurde dabei besonderer Wert gelegt:

e grol3er Lichtleitwert, um bei Verwendung von Raumtempeudstektoren noch ein
entsprechend hohegRSVerhaltnis zu erhalten

e geeignete Schichtdicke fur die Messung wasseriger Probenittleren IR

e moglichst geringe Fresnelreflexionen und daraus reseiitde Interferenzen
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Diode{aser Source Control board
\

Desiccant
|~ canister

Moving mirror
» g

Detector Sample Interferometer  Interferometer
compartment window cover

Abb. 5.1: Schematischer Aufbau des IR200 FTIR-Spektrora¢tR®200-Handbuch).

e bestandig gegeniiber wasserigen Losungen fur pHe/Af@rBereich von pH4 bis
pH=10

e internes Volumen im sujpt. Bereich
¢ Anschlussmoglichkeiten mit geringem Totvolumen fir Klapen

¢ regelbare Thermostatisierung

Spektrale Messungen an verdiinnten wasserigen ProbatewiBialysaten erfordern ein
hinreichend hohes/R-Verhaltnis, um die zu untersuchenden Bestandteilgggan ihrer
Konzentration quantifizieren zu konnen. Fur eine madgiagrol3e Intensitat am Detek-
tor wurde der innere Durchmesser der Kivette von etwandlam Fokus des Strahls im
Probenraum ausgerichtet. Auerdem erfordern Transm&siessungen wasseriger Pro-
ben wegen der groRen Absorption des Wassers im mittleremeiRekSchichtdicken um
30 um. Als wasserfeste, pH-Wert bestandige und im mittlerenréiRg¢mittierende Fens-
termaterialien kommen im Wesentlichen ZnSe und JaHA-rage. Diese filhren wegen
der Fresnelreflexionen an den Kivettenfenstern zu Insrferscheinungen und damit
zu sinusformigen Schwankungen in den Spektren, deren ifudplvon der Diferenz des
Brechungsindex des verwendeten Fenstermaterials und demiVdssers abhangt. Die
Verwendung von Cafals Fenstermaterial minimiert die Interferenzen aufgreeches
dem Wasser sehr ahnlichen Brechungsindex (1.3). Dieser unterscheidet sich auch
deutlich weniger von dem der Luft, als der vAdnS e wodurch die Fresnelreflexionen am

Grenziubergang Luft> Kuvette nurR ~ 2 « (gﬁ)z ~ 3.5% der Strahlung betragen. Die
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Abb. 5.2: Schematischer Aufbau des Vector 22 FTIR-Spekttens (Service-Manual

von Bruker Optics).
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Abb. 5.3: Mikro-Durchfluss-Kuvette fur Transmissionsaengen.

linke Halfte von Abb. 5.4 (S. 48) zeigt das Transmissioe&spum eines der verwende-
ten Cak Kilvettenfenster. Die Transmission fallt zwischen 10®a 800cnT? steil ab.
Bei der verwendeten Fensterstarke vanrhbetragt der Transmissiongrad bei 1G06*
noch 70% und bei zwei Fenstern also etwa 50%. Bei der Messu@sgesiger Proben
kommt die starke Librationsbande des Wassers beici®® hinzu; damit sind Messun-
gen mit geeignetem/B-Verhaltnis bis etwa 1006nT! moglich.

Fur die Mikro-Dialyse wurden Flussraten des Perfusats ymh /min gewahlt, um ge-
eignete Wiederfindungsraten zu gewahrleisten. Fir dissMiegen der Dialysate stehen
also nur wenige Mikroliter der Probe je Messung zur VerfigyuDas Innenvolumen der
Kuvette ist hier unproblematisch, es betragt bei derigeghten Schichtdicke von 3@n
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und dem durch den Abstandshalter (en§pace) festgelegten Loch-Durchmesser von
5 mmetwa Q6 L. Kritisch ist der Probentransport durch die Kapillaren. gimkleines
Probenvolumen bei gegebener Flussrate in kurzer Zeitgho&e Distanzen transportie-
ren zu konnen, sind kleine Innendurchmesser notig. Naahtdagen-Poiseuilleschen Ge-
setz ist der Gegendruck in einer Kapillare mit rundem Quergcbei konstanter Flussra-
te umgekehrt proportional zur vierten Potenz des Kapilldvechmessers. Kapillaren mit
einem Innendurchmesser von 128 erwiesen sich experimentell als geeigneter Kom-
promiss zwischen beim Probentransport erzeugten Gegandnd dem Innenvolumen,
da sie ein Volumen von etwa 12 pro Meter aufweisen.

Die Temperaturabhangigkeit des Wasserextinktionssplst ist im mittleren IR deut-
lich kleiner als im nahen IR. Trotzdem ist eine Thermosiatisng der Kuvette fur ge-
naue Messungen wichtig. Diese wird tUiblicherweise durokle éleizung Uber die Raum-
temperatur erzielt, die von einem Proportignategral (Pl)-Regler mit einem PT100-
Temperatursensor als RegelgrofRe angesteuert wird.@lechkeit von Gasen in wasseri-
gen Medien steigt mit sinkender Temperatur. Um sich bilédnaftblasen in der Kiivette
bei Temperaturen Giber der Raumtemperatur zu vermeidegines Kithlung der Kiivette
einer Erwarmung vorzuziehen; daher wurden im Rahmen dgseit die urspringlich
verwendeten Heizwiderstande in der Kuivettenhalterweggg ein Peltier-Element ausge-
wechselt und der elektronische Regler durch eine Inveriggdes Steuerstroms entspre-
chend angepasst. Dieser steigt nun bei einer positiven ishweg von der Solltemperatur
und aktiviert damit die Peltier-Kiihlung.

5.1.1 Aufbau der Mikro-Transmissions-Durchfluss-Kivette

In Zusammenarbeit mit der mechanischen Werkstatt des ISSlevdie in Abb. 5.3
gezeigte Kivette konstruiert und gebaut. Das Probenvetwwird von den beiden CaF
Fenstern mit einem dazwischen liegenden Spacer umsch|aleseaus einer etwa 306n
dunnen Folie (LDPE, englLow-Density Polyethylénausgeschnitténwurde. In den
beiden Bohrungend( = 1.5 mm) des einen Fensters sind zwei kegelformig in Polydi-
methylsiloxal gegossene Kapillaren eingeklemmt. Zwei individuell geftr PDMS-
Dichtungscheiben schitzen die Fenster vor Unebenheitéarimetallischen Halterung.

Der Aufbau wird von zwei aneinander geschraubten Edelsliadken gehalten. Eine
Bohrung darin enthalt den PT100-Temperatursensor, de6amal fur die Temperatur-
stabilisierung liefert. Zwischen der Kuvette und einegé&ekihlplatte befindet sich das
Peltier-Element, das von dem am ISAS entwickelten Pl-Remigesteuert wird. Dieser
liefert einen maximalen Stromfluss vorb A, was eine Kilhlung der Kiivette um maximal
15°C unter Raumtemperatur ermdoglicht.

Lverpackung von Papiertaschentiichern einer bekanntekeMar

2Polydimethylsiloxan (PDMS) wird am ISAS in Mikro-FluidiBauteilen von Lab-on-the-chip Syste-
men eingesetzt und entsteht nach der Vermischung von Trydeétorsilan und Dimethyldichlorsilan unter
Ausgasen voHCIl. PDMS passt sich feinsten Strukturen an und hartet alsldbbn diesen aus.
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48 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

Die Probe bendtigt nach der Befullung der Kuvette eingigge Zeit, um deren Tempe-
ratur anzunehmen. Um die Zeitkonstante fur diesen Anlglalizuschatzen, wurde fol-
gende Messung durchgefuhrt: Die Kiivette wurde bei eimengeratur von 18°C mit
einer Flussrate von 40L/min eine Minute lang mit Wasser (Raumtemperatur) befullt
und schon wahrend des Pumpvorgangs wurden im 20-selém&bythmus Einkanal-
spektren aufgezeichnet. AulRer einer geringen VerschggtlanBasislinien waren in den
Spektren keinerlei Anzeichen einer Temperaturveramdgau erkennen. Die Zeitkon-
stante der Anpassung der Proben- an die Kilvettentempesatalso klein gegentuber
der Messzeit, so dass dieser Einfluss bei den Messungench&ssigt werden kann.
Auch wurde eine Schichtdickenerhdohung bedingt durch déeyen Druck wahrend des
Pumpvorgangs nicht festgestellt.

5.1.2 Optisches Filter zur Rauschoptimierung

Eine Schwierigkeit der FTIR-Technik ist der grol3e beni@tiynamikbereich fur die
Messelektronik. Sowohl der Detektor als auch die eleksdme Verstarkerschaltung in-
klusive des Analog-Digital-Wandlers missen hierfurgelegt sein. Die Strahlintensitat
ist - bei einer breitbandigen Strahlungsquelle - in denéd@isten des Interferogramms
deutlich kleiner als im Mittenmaximum (engCenterburskt Je schmalbandiger die Strah-
lungsquelle wird - im Grenzfall bei monochromatischer LeSgahlung - desto kleiner
wird das Verhaltnis zwischen der SignalstarkeGenterbursund der in den Seitenasten.
Der gewiuinschte Messbereich im Fingerprint-Bereich detlaren IR liegt zwischen
1000 und 158@n7!. AuRerdem wird eine Messung der Wasserbande bei ¢6#3fiur
die Luftblasendetektion genutzt. Spektrale Daten obbriiah 1800cnT? sind fur die
Messungen der Dialysate somit im normalen Rahmen nichtdsftich. Daher wurde ein
Langpass-Filter (L.O.T.-Oriel, Darmstadt) mit ein€@ut-Qf von 1830cnT! angeschiit
und im Proben-Strahlengang eingebaut, um die Bandbreittsomit den benotigten Dy-
namikbereich zu senken und um daRS8/rhaltnis in den Spektren zu verbessern. Die
rechte Halfte der Abb. 5.4 zeigt das Transmissionsspektiess verwendeten Filters. Die
Transmission im Wellenzahlbereich von 950 bis 1¢60* liegt tiber 80%.

100 ; : ; ; 100
S 80t S 80t
5 5
S 60f S 60t
R] K]
£ 40t £ 40t
c c
] ]
= 207 = 207
L " " " 0 L "
1000 1500 2000 2500 3000 1000 1500 2000 2500 3000
Wellenzahl [cm_l] Wellenzahl [cm_l]

Abb. 5.4: Transmission von CafSchichtdicke Inm und Langpass-IR-Filter.
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Abb. 5.5: Ausschnitte von Interferogrammen mit wasserifef” Kuivette mit und oh-
ne Langpass-Filter, zusammen mit den zugehorigen Eitd@aaleren und Basislinien-
Driften der beiden Varianten (Interferogramme amplitutamiert und verschoben).

In der oberen Halfte der Abb. 5.5 sind zwei jeweils mit undheloptisches Filter ge-
messene Interferogramme im Bereich d&Emnterburstsabgebildet, die mit dem IR200
Spektrometer aufgezeichnet wurden. Das Verhaltnis deplAmden in den Seitenarmen
zur Amplitude imCenterburssteigt bei Verwendung des optischen Filters um etwa eine
GroRRenordnung; die Breite d€enterburstsrerdoppelt sich. Die beiden kleinen Abbil-
dungen zeigen die zugehorigen Einkanalspektren. OliedesCut-Ofs bei 1830cnT?
transmittiert das optische Filter nicht mehr, die geringe3®00cnT? ersichtliche Struk-

tur ist ein Satellit der bandenahnlichen Intensitat l@90cnt! und resultiert aus einer
Teilreflexion des Strahls an der Kilvette und einem daduettingten erneuten Durch-
gang durch das Interferometer [133].
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Das spektrale Rauschen und Kurzzeitdriften eines Spektensiwerden durch eine di-
rekt aufeinander folgende Messung zweier Einkanalspeldrenittelt. Das daraus be-
rechnete Transmissionsspektrum wird auch 100%-Linie mandie Logarithmierung
liefert die Transformation in die Extinktionsdomane, woch Basislinien zur Verfigung
stehen. Die untere Halfte der Abb. 5.5 vergleicht zwei Meiben von Basislinien ei-
ner elektrolythaltigen wasserigen Losung (Ringeriuig siehe unten) mit und ohne
optisches Filter. Zwei Einkanalspektren wurden in sechstigem Abstand nach wie-
derholter Befullung der Kiivette mit einer Messzeit vowgds zwei Minuten und einer
Auflosung von 16cnt! aufgenommen. Die Schwankungen ohne eine Verwendung des
optischen Filters ahneln in ihrer Form dem Wassereximigspektrum. Schwankungen
im Centerburstdes Interferogramms fiihren durch die Fourier-Transfdionazu Ver-
schiebungen bzgl. der Ordinatenachse des Einkanalspekt&@peziell im Bereich star-
ker Absorptionen, also bei geringen Intensitaten im Emaltspektrum, resultieren diese
in grofRen relativen Fehlern. Die logarithmische - also thickare - Transformation der
100%-Linien in Extinktionseinheiten fuhrt dann zu einendWasserextinktionsspektrum
ahnlichen Basislinien-Form.

Das $R-Verhaltnis einer 100%-Linie berechnet sich als Mittefinder Abstandsquadra-
te vom Mittelwert des Transmissionsspektrums (RMS, efippot Mean SquargdFur
die 100%-Linien der beiden Serien wurde d#R-Serhaltnis im Wellenzahlbereich von
1150 bis 135@nT?! berechnet; die nichtlinearen Basislinien-Schwankungi@es in die-
sem Bereich nur wenig. Der Mittelwert defRSVerhaltnis liegt ohne optisches Filter bei
etwa 8000 und damit um 20% besser als bei Verwendung dessHi&800). Trotzdem
wurde der optische Filter weiterhin eingesetzt, weil debgeren Basislinien die spek-
trale Gesamtvarianz und damit die Komplexitat einer Ausweg mittels des klassischen
physikalischen Modells deutlich reduziert.

Um die Basislinien-Schwankungen der ohne optisches Flliechgefiihrten Messreihen
korrigieren zu konnen, wurde das mit der Extinktion beid6&1* gewichtete Mittelwert-
Spektrum aus einer groRen Anzahl von Basislinien berecbmetes wurde bei den CLS-
Kalibrierungen als eine zusatzliche Komponente des ghlischen Modells verwendet.
Bei PLS-Auswertungen wurde dieses Korrekturspektrum enitcktinktion bei 95@&nT?
gewichtet und vor der PLS-Kalibrierung von den Spektrertrsiitert. Die Basislinien-
Driften konnten damit beinahe vollstandig eliminiert @wen. Die mit optischem Filter ge-
messenen Spektren benotigen keinerlei Basisliniendktur zur weiteren Verwendung;
ein einfacher Basislinien-Versatz genugt hier zur Kongagion. Dazu wird der Extink-
tionswert bei 118@&nt! verwendet, da die bekannten Komponenten der Dialysate bei
dieser Wellenzahl nur schwach oder gar nicht absorbieren.

5.1.3 Optimierung der Kuvettenschichtdicke
Fur Transmissionsmessungen an geldsten Analytenextistne optimale Schichtdicke,

die sich durch ein maximalegf&-Verhaltnis auszeichnet. Das Signal - also die Extinkti-
on - steigt linear und das Extinktionsrauschen exponémilder Schichtdicke an. Bei
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sehr kleinen Schichtdicken ist die Extinktion des Analytenschwach, bei sehr grof3en
Schichtdicken ist das Rauschen zu grof3.

Bei der Ableitung der optimalen Schichtdicllg, fur Transmissionsmessungen wird hier
der Rechnung aus [77] gefolgt, mit der Annahme vergleiatEktinktion in Probe und
Referenz, was bei verdunnten wasserigen Proben mitenges Referenz gegeben ist.
Die Signalstarke wachst linear mit der Schichtdicke: a d = —log,,/lo. Der Absorp-
tionskodtizienta = e c wird als Produkt aus der molaren Extinktierund der Konzen-
tration c berechnet. Die wichtigsten Rauschquellen bei der FTIR«®pskopie werden
als additives und photonisches Rauschen bezeichnetrégsterd u.a. durch die Elek-
tronik des Verstarkers verursacht. Ein Quantisierungsriaen kann durch geeignete Ein-
stellung des elektrischen Verstarkungsfaktors oder di@&ndung eines Analog-Digital-
Wandlers mit gro3em dynamischen Bereich vermieden weBiEnadditive Rauschen ist
proportional zur Detektorflache, aber unabhangig vonSiszhlungsintensitat. Das pho-
tonische Rauschen resultiert aus der Quantelung der Ghguh Photonen und wachst
daher mit der Quadratwurzel der StrahlungsintensitathNbem Gesetz der Fehlerfort-
pflanzung gilt fir die absolute Rauschamplitude der Extomkoa:

OA\? oA\
O'i:(ﬂz(a—l) +O-|20((9_|0) (51)

Die Intensitaten fur Referenz- und Probenmessung sierddginahe gleichl (x |o):

N2 o,

“n101 (5.2)

= 0

Die Intensitat fallt exponentiell mit der Schichtdicke= 1102 9 mit I als der
Intensitat der Strahlung ohne Probe und Kilvette. DieR8&y, [cnT!] ist der Extink-
tionskoefizient des wasserigen Mediums. Intensitatsschwankungeden bei der FT-
Spektroskopie im mittleren IR Ublicherweise vom konstardadditiven Detektorrauschen
o = nd% dominiert.

A adlsIn10

dd _ d
S/RY = s = i 10+° (5.3)
D
Das Maximum ergibt sich fur:
r (d=di) =0 =d3= RIS (5.4)

Beim Photonenrauschen steigt die Rauschamplitude mit dezéMder Intensit;'él'r.ll'ghOt =
nvl = n102 9?2

A adlyIn10
O'KhOt n\/z

Die optimale Schichtdicke verdoppelt sich im Vergleich zadditiven Rauschen.

. 2
107 = diht= (5.5)

S Rphot —
/ aln10
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Abb. 5.6: Von der Wellenzahl abhangiger molarer Extinkskodfizient von Wasser (ent-
nommen aus [72]) und normiertegRSVerhaltnis als Funktion der Schichtdicke, simuliert
fur den Absorptionskdzientena = 264cnt? bei 1034cnt?.

Die linke Halfte der Abb. 5.6 zeigt den molaren Absorptikretizienten von Wasser. Fur
das Maximum der Glucoseabsorption im mittleren IR bei 163#" ist der Absorptions-
koeffizient des Wassess= c e = 55M x4.8 Mt cnt! = 264cnt?. Die rechte Halfte der
Abbildung zeigt das theoretischgRSVerhaltnis als Funktion der Schichtdicke fur addi-
tives (photonisches) Rauschen; der optimale Wert liegtbgb (33)um und ist wegen
der grof3en Breite der Maxima relativ unkritisch; insbesaadei groRen Schichtdicken
nimmt das @R-Verhaltnis nur langsam ab. Fur die im Rahmen dieser ibduechgefuhr-
ten Messungen wurde aus praktischen Griinden eine Scitichitcbn 30um gewahlt, um
einen geringen Gegendruck der Fluidik zu gewahrleisten.

1.2 : . . . . 1
1 /\N\N\/\/ 1 0.8 Fourier— 31.88 ym
S o8l ] § 06l Transformierte
2 %)
3 5
€ 0.6 £ 0.4}
041" Einkanalspektrum 0.2}
2 - - : : . 0 ‘ ‘ ‘
2400 2600 2800 3000 3200 3400 10 20 30 40 50
Wellenzahl [cm ™3] Schichtdicke [um]

Abb. 5.7: Schichtdickenbestimmung Uber Fabry-Peratffetenzen innerhalb einer lee-
ren Cak-Kivette (siehe Text).

Die Schichtdicke kann durch die Messung einer Kalibratiagisng mit bekannter Kon-
zentration ermittelt werden oder auch durch die Messungselimansmissionsspektrums
der mit Luft gefullten Kiivette mit einer Referenzmessules leeren Probenraums. Al-
ternativ dazu kann ein interferenzfreies Einkanalspekials Referenz simuliert werden.
Die durch die Fresnelreflexionen innerhalb der Kuvettersarchten Interferenzen fuhren
zu Seitenbandern im Interferogramm, bzw. zu elbkerlagerung des Einkanalspektrums
mit einer Sinus-Schwingung [134]. Die linke Halfte der A7 zeigt einen Ausschnitt
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5.2. Mehrkomponentenanalytik und Einflussfaktoren 53

eines Einkanalspektrums einer mit Luft gefullten KiugetEin Polynom vierten Gra-
des wurde an die Maxima der Sinus-modulierten Funktion pagg und als Referenz-
Einkanalspektrum verwendet. Die rechte Halfte der AbbZeigt die aus dem Transmis-
sionsspektrum gebildete Fourier-Transformierte, um Abbetekte zu vermeiden, wur-
de dieses zuvor mittenzentriert. Die Position des Maximistie gesuchte Schichtdicke
der Kuivette. Um den Datenpunktabstand bei der Fouriemsfoamierten zu vergrof3ern,
wurden Nullen an die spektrale Funktion angehangt (Zéxokin Zerofill-Faktor von
1024 bedeutet, dass die virtuelle Aufldsung in der Foufransformierten auf das 1024-
fache vergrof3ert wird. Dies ergibt hier einen Datenpuodtand von MO5um, so dass
das Ergebnis mit hinreichender Genauigkeit abgelesenamdd@nn. Die Bestimmung der
Schichtdicke von mit sieben unterschiedlichen Spacergestatteten Kuvetten ergab ei-
ne Streubreite fur die Kiivettenschichtdicke von4340.4 um. Zwei von diesen Kivetten
wurden nach einem Tag wiederholt vermessen, die Schidetderringerte sich in dieser
Zeit um Q1 bzw. Q24 um. Der Grund dafur ist vermutlich das Nachgeben und Glatemn
relativ weichen Spacer-Materials (LDPE).

5.2 Mehrkomponentenanalytik und Einflussfaktoren

Spektrale Komponenten der Dialysate

Abb. 5.8 zeigt die beispielhafte Zusammensetzung einesAEBIUitplasma-Dialysats.
Die Extinktion zwischen 950 und 118! wird hauptsachlich von Glucose verur-
sacht. Die grofRte Bande des Hydrogencarbonats liegt itteneit IR zwischen 1200 und
1400cnT?; die groRten spektralen Banden der ibrigen Komponenitehkei 990 und
1080cnT? (Phosphat), 1160, 147! (Harnstdf), 1000 bis 1150, 1250 bis 15@nT*
und 1580cnT?! (Lactat) und bei 110@nt! (Sulfat) zu finden. Das zur Gerinnungshem-
mung hinzugegebene EDTA (Ethylendiamintetraessigsaa.:Ethylendiaminetetraa-
cetic acig absorbiert mit Banden bei 1115, 1580 und zwischen 1200 6668dnT?. Die
angegebenen Konzentrationen sind das Ergebnis einer sunpasit Hilfe des physika-
lischen Modells. Zusatzlich zu den dargestellten Begtilah bestand dies aus einem mit
der ATR-Messtechnik gemessen@03 - (siehe Abb. 5.18, S. 63) und einem konstanten
Basislinien-Spektrum.

Mit dem Ziel der Optimierung des physikalischen Kalibrasmodells wurden die Spek-
tren der in den Dialysaten enthaltenen Komponenten genatensucht. Erhebliche spek-
trale Varianzen werden von der Temperatur und dem pH-Wertdgungen verursacht.
Wasserige Losungen von Glucose, Harfistdydrogencarbonat, Phosphat, Lactat und
Acetat wurden bei unterschiedlichen pH-Werten angesatttieren Extinktionsspektren
bei Raumtemperatur gemessen. In einer weiteren Messreittewdie Losungen mit ei-
nem pH-Wert von D0 bei unterschiedlichen Kiivettentemperaturen vermes$erelek-
trolytkonzentration hat ebenfalls einen geringen Einflugdie spektralen Eigenschaften
der gelosten Reinsfie. Speziell die mit den Metallionen Komplexe bildende Kompo
nente EDTA wurde diesbeziglich untersucht. Auerdem wdid Auswirkung der lo-
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Abb. 5.8: IR-Spektrums eines EDTA-Blutplasma-Dialysatsl udessen Zusammen-
setzung mit folgenden Konzentrationen: Hydrogencarbqdd®? mg/dL), Glucose
(252 mg/dL), Harnstdf (47 mg/dL), Phosphat (13ng/dL), Lactat (31mg/dL), Sulfat
(4.8 mg/dL).

nenstarke auf die Hydrogencarbonat-Spektren analyBiertler Fourier-Transformation
der Interferogramme hangt die spektrale Auflosung undiddim Bandenbreite natur-
gemal’ von der Apodisationsfunktion ab; dieser Einflusslaifuantitative Auswertung
der Spektren wird am Beispiel eines Spektrums von Acethigea Losung (ELO-MEL
isoton von Fresenius, Gra@stereich¥ naher erlautert.

5.2.1 Mutarotation

Sukzessive spektrale Messungen frisch angesetzter Glu-

HO(:6H2 coseldosungen ergaben nach Subtraktion des zuerst
5 o gemessenen Spektrums charakteristische Banden im
.. OH 1 Residuum-Spektrum. Diese kdnnen auf die Mutarota-

tion der Glucose zuriickgefuhrt werden [135]. Abb. 5.9

HO 3 2 OH zeigt zwei unterschiedliche Isomere der Glucose. Die

. oH a-Struktur liegt tblicherweise kristallin aus der wasse-
HOCH, rigen Phase ausgefallt vor. In wasseriger Losung wan-

5 o OH delt sich standig ein Teil der zyklischen Glucosemo-
.. OH 1 lekule in die lineare Aldehydform um, woraus sich an-

schlie3end sowoht- als auchs-D-Glucose Ringe bil-
den. Dieser Prozess der Umwandlung wird Mutaro-
tation genannt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist pro-
portional zum Verhaltnis der Konzentrationen, hat al-
so einen exponentiell mit der Zeit fallenden Verlauf. Im
dynamischen Gleichgewicht liegen bei Raumtemperatur
ein Drittel der Glucose in der- und zwei Drittel in de-Form vor [23]. Da die beiden
anomeren Formen eine unterschiedliche Drehung der Patiansebene linear polarisier-
ter Strahlung im sichtbaren Spektralbereich verursadkem dieser Vorgang auch uber
Polarimetrie verfolgt werden.

HO 7 2
OH

Abb. 5.9: Haworth-Projektion
von a- undg-D-Glucose.

3Zusammensetzun§taCHCOO- 3H,0: 6124 mg/dL, CaCk - 2H,0: 36.8 mg/dL, KCI: 37.3 mg/dL,
MgCl, - 6H,0: 30.5 mg/dL, NaCl: 5552 mg/dL.
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Abb. 5.10: Zeitabhangigkeit der Mutarotation von Glucasevasseriger Losung bei
Raumtemperatur. Extinktionsspektren zu Beginn, nachoseft der-D-Glucose in Was-
ser und am Ende der Messreihe, sowie deren mit Faktor 2 dgieslieiferenzspektrum.

Die Halbwertszeit der Mutarotation wurde bei RaumtempergR0°C) und einem
pH-Wert der Probe von pH/ experimentell ermittelt. Dazu wurden Messungen mit
dem Flussigstickstd-gekuhlten MCT-Detektor im Vector 22 FTIR-Spektrometerch-
gefuihrt. Eine zu Beginn der Messung frisch angesetztedsklosung mit einer Konzen-
tration von 200mg/dL a-D-Glucose wurde abwechselnd mit entionisiertem Wasser (S
ralpur) mittels einer Peristaltikpumpe (Minipuls 2, GilsBad Camberg) in die Kivet-
te gepumpt. Ein elektrisches Schaltventil (Knauer, Bgnuechselte alle 4 Minuten
zwischen den beiden Proben. Mit einer Messzeit von eineutdinnd einer spektralen
Auflosung von £nt! wurden jeweils drei Einkanalspektren aufgezeichnet. Ditefenz
zur Extinktionsmessung der frischen Losung - hier liegt@lucose noch inx-Zustand
vor - zeigt die durch die Mutarotation hervorgerufene Yieigrung der Extinktionsspek-
tren. Der mittels einer Ausgleichsrechnung berechnetdeé3agsfaktor fur die Ampli-
tuden des Oferenzspektrums relaxiert exponentiell gegen einen Greriztei dem sich
die Losung im Gleichgewicht befindet. Eine exponentielegyfession der Amplituden-
relaxation:a(v) = ap(v)(1 — 27/712) ergibt eine Halbwertszeit vohy,, = 45.6 min. Das
Spektruma(v) ist die Differenz zum bei Beginn gemessenen Spektrunwe@rGlucose.
ao(v) die Differenz zwischen den Spektren der Losung im dynamischechgleivichts-
zustand und der Losung zu Beginn der Messung. Abb. 5.1Q detgAmplituden der
Differenzspektren normiert auf die letzte Messung gemeinsamem Ergebnis der ex-
ponentiellen Regressionsrechnung. Ebenfalls zu sehend&nExtinktionsspektren zu
Beginn und Ende der Messung und deren durch die Mutarotatinursachte Oferenz.
Bei Messungen und quantitativen Auswertungen von nichtiencBgewicht befindlichen
Glucoseldsungen wurde das letztgenannte Spektrum mésrpdysikalische Modell in-
tegriert. Das dynamische Gleichgewicht bei Beruicksgtitig des hier bei den Experi-
menten realisierbaren Residuums ist bei Raumtemperattr etava 6 Stunden erreicht.
Abweichungen vom 1:2 Verhaltnis der zur 8-D-Glucose wurden im Rahmen dieser
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Arbeit weder bei Dialysaten biologischer Proben, noch bbebBn mit unterschiedlichen
pH-Werten beobachtet.

Das BesetzungszahlverhaltMsler beiden Glucoseisomere kann im thermodynamischen
Gleichgewicht mit der Maxwell-Boltzmann-Verteilung bermet werden:
Na _AE
V(T)="=¢F (5.6)
Ng
N, s ist die Anzahl der Glucoseanomere im jeweiligen Zustaiidie Differenz der bei-
den beteiligten Energieniveaug, die Boltzmann-Konstante unfl die Temperatur. Die
Anderung des Besetzungszahlverhaltnisses als Funké&omethtiven Temperaturande-
rungTg/T berechnet sich zu:
V(Tr) = [V(T)]/T® (5.7)

Unter der Vorraussetzung, dass die Gesamtzahl der Glucbskiife Ny, die in dere-
undp-Form vorliegen, konstant ist, gilt:

N, = V(T) 1

= Trvm e N = Ty Nees (5.8)

Das Glucoseextinktionsspektrum im physikalischen Kalimnsmodell wurde von einer
wasserigen Glucoseldsung bei pHgemessen, die vor dem Einspritzen in die Kuvette
RaumtemperaturTg ~ 293K) aufwies. Das Extinktionsspektrum setzt sich wie folgt
zusammen:

1 2
%mﬂ@:%+%m:§%+§% (5.9)

agic st das Extinktionsspektrum der sich im thermodynamiscBinchgewicht befind-
lichen Losunga, s sind die konzentrationsnormierten Anteile derbzw. 5-D-Glucose
und anyta ist die Differenz zwischen dem Gleichgewichtsspektrum und dem zu Begin
der Messreihe gemessenen Spekteym

Eine Zwischenrechnung ergibt fur die Temperaturablgiegt des Glucoseextinktions-
spektrums:

1-2Vv(T
Agiuc(T) = aguc(Tr) + W\/E-r;amuta (5.10)
Die Korpertemperatur eines Menschen liegt etwa Bgi ~ 310 K. Dies ergibt

einen zusatzlichen Anteil im Glucosespektrum von-0.01 a,.. Das macht bei ei-
ner Glucosekonzentration von 208g/dL in der grof3ten Bande des Mutarotations-
Differenzspektrums bei 1082nt! einen Unterschied in der Extinktion von etwa
0.04 mAU., was bei Messungen mit dem IR200 unterhalb des Rauschsivisau
Abb. 5.11 zeigt das um den Faktor 10 reduzierte MutarotatDifferenzspektrum im
Vergleich zur Diterenz zweier temperaturabhangig bei 16 und 23 °C gemess$&ine
cosespektren. Deren Konzentration wurde von 100 aufr@g@L und die Temperatur-
differenz linear auf 1K skaliert. Die Halbwertsbreite der spektralen Banden nimmitt
wachsender Temperatur wegen der StoR3verbreiterung zii Hi#&erdem verursacht eine
Modifikation der Hydrathulle, die die Glucosemolekiile gibt, eine Bandenverschie-
bung, womit die Signaturen des fBarenzspektrums erklarbar sind. Diese ahneln zum
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Abb. 5.11: Vergleich zwischen der fiérenz zweier bei unterschiedlicher Temperatur ge-
messenen Glucoseextinktionsspektren ¢(alif= 17°C skaliert) und dem Mutarotations-
Differenzspektrum (skaliert mitD).

Teil der ersten (Bandenverschiebung) und der zweiten (Baretbreiterung) Ableitung
einer Gauss-Kurve. Die zugehorigen Eigenschaften déemnzspektrums sind in ihrer
Position auf der Wellenzahlachse der Mutarotation ahnleeigen jedoch deutlich ab-
weichende Amplituden. Diese sind etwa um einen Faktor bBerals nach Gl. (5.10)
berechnet. AuRerdem ist die Halbwertszeit der Mutaratatiogrol3, als dass sich bei der
kurzen Verweildauer der Probe in der temperierten KivatieGleichgewicht hatte ein-
stellen konnen. Die Temperaturabhangigkeit der Glugoserption laf3t sich also durch
die Mutarotations-Vorgange nicht erklaren.

5.2.2 Abhangigkeit der Komponentenspektren vom pH-Wert

Im Mittel liegen die pH-Werte von Korperflussigkeiten waeB. Blut bei pH=7.4, des-
sen Wert durch verschiedenefRusysteme konstant gehalten wird. Jedoch treten auch
hier Abweichungen vom Normalwert auf. Verschiebungen im\ett fuhren auch
zu Veranderungen im Dissoziationsgleichgewicht schwa&auren. Die Spektren von
Losungen bekannter Reingitiomponenten der Dialysate wurden fir pH-Werte von
pH=5 bis pH=10 gemessen. Niedrige pH-Werte der Proben wurden durchhéugan
Salzsaure (M), hohe pH-Werte durch Zugabe von Natronlauge realisiediéser stark
basischen Losung losten sich messbare Mengei©aus der Luft, da das Dissoziati-
onsgleichgewichH,O + CO, = HCO;™ + H* erheblich in RichtundiCOs;~ verschoben
ist. Die durch diese Verunreinigung verursachte Hydroggmmat-Bande zeigt sich in
den Spektren und wurde aul3er beim Hydrogencarbonat duadiers& Subtraktion eli-
miniert. Beim Harnstfi-Spektrum der pH10 Losung verbleibt ein Residuum der Bande
der unter diesen Bedingungen vorliegen@> -Komponente.
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Hydrogencarbonat (145 mg/dL)
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Abb. 5.12: Abhangigkeit der Dialysat-Komponenten uneit$pektren vom pH-Wert.
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Lactat (57.8 mg/dL): Differenzspektren zu pH=7
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Abb. 5.13: Abhangigkeit der Dialysat-Komponenten uneif$pektren vom pH-Wert.
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Glucose Harnstoff
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Abb. 5.14: PCA-Hauptkomponenten der vom pH-Wert abhaggimessenen Glucose-
und Harnst&-Spektren. Die zugehorigen Varianzen sind in der Legendegeben.

Hydrogencarbonat Phosphat
0.2 (== : - - - - 0.3 - - -
e (0,99
0.0048
01 0.0014
0
-0.1
-0.2 . . . . . . . . . . . .
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Wellenzahl [cm ™3] Wellenzahl [cm ]

Abb. 5.15: PCA-Hauptkomponenten der bei unterschiedficipd-Wert gemessenen
Spektren von physiologischen fRersystemen.
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Abb. 5.16: PCA-Hauptkomponenten aus vom pH-Wert abhageygessenen Lactat- und
Acetat-Spektren.
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5.2. Mehrkomponentenanalytik und Einflussfaktoren 61

Abb. 5.12 und 5.13 zeigen die Spektren der vom pH-Wert afpilgén Losungen der un-
tersuchten Substanzen. Deren Konzentrationen bezietlieau die entsprechenden An-
ionen und sind in [mglL] angegeben. Um den Einfluss des pH-Wertes besser erkennen
konnen, wurde fur Glucose, Harnfitd_actat und Acetat das Spektrum der jeweils beim
pH-Wert 7.0 gemessenen Losung abgezogen. Abb. 5.14 bis 5.16 entHadtenittels PCA
berechneten ersten Hauptkomponenten der spektralen.agegrste Hauptkomponente
entspricht dem Mittelwert-Spektrum der jeweiligen Pogiola, die zweite - im Falle der
schwachen Sauren - dem pH-Wert bedingten Einfluss auf da®Bationsgleichgewicht.

Die Spektren und ihre pH-Abhangigkeit werden nun fiur diéeosuchten Komponenten
diskutiert. Die Hauptkomponenten kdnnen bei Anwendung) eysikalischen Kalibra-
tionsmodells eingesetzt werden, um die Kalibration zu @sskern. Dieses Vorgehen mi-
nimiert haufig das Residuum-Spektrum, fuhrt aber wegenkaenplizierteren Modells
nicht immer zu verbesserten Resultaten.

Glucose und Harnstdf:  Glucose und Harnstbverandern sich in wasserigen Losungen
nicht in Abhangigkeit vom pH-Wert. Die 2. und 3. Hauptkompate der PCA enthalten
hauptsachlich Rauschanteile, die auch durch den Abstandatianzanteile zu dem Be-
trag der ersten Komponente erklarbar sind. Das MutamtatGleichgewicht ist nicht
vom pH-Wert beeinflusst. Es ist lediglich bekannt, dass ldédeweichungen vom neu-
tralen Zustand die Gleichgewichtseinstellung beschigwaérden kann. Der Einfluss der
Mutarotation auf die Spektren bei biologischen Probenlsgigo keine Rolle.

Acetat: Das Dissoziationsgleichgewicht des Acetats:
CH3COOH = CH;COO + H* (5.11)

andert sich mit deH*-Konzentration. FUT = 25°C betragt depKg-Wert 475 [137].
Das Gleichgewicht verschiebt sich mit steigendem pH-Wert Essigsaure in Rich-
tungCHsCOQO . Der Anteil der mesomer stabilisierten Saueffstimme in der Carboxyl-
Gruppe nimmt zu und damit der Anteil der zugehorigen Ssebiwingungen mit Banden
bei 1416 und 1558nT1?. Gleichzeitig sinkt die Extinktion der Bande bei 1280r!, die

der Schwingung der einfach&h— O Bindung zugeordnet wurde. Die Extinktionsande-
rung der Bande bei 1286nt! ist in der zweiten Hauptkomponente zu sehen (siehe
Abb. 5.16).

Hydrogencarbonat: Im Gegensatz zum Acetat dissoziiert Dihydrogencarbonat (T
vialname: Kohlensaure) mehrstufig

H,0 + CO, = Hp,CO; = HCO;™ + HY = CO% + 2H* (5.12)

H,CO; ist nicht stabil und zerfallt beinahe vollstandigs(20°C) = 1.41 = 96%-.

“Die hier verwendeten logarithmierten Dissoziationskanttn des CarbonafsKy, pKg und pKe
stammen aus [138].
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62 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

Aus dem Verhaltnis der Konzentrationen V6, undHCO;~ kann auf den pH-Wert der
Losung geschlossen werden. Das Massengleichgewichdudels denpKs-Wert charak-
terisiert ist, liefert:

[HCG;T][H"]
Kq(20°C)= 6.38 = —logip———+— 5.13
PKa( ) Jio [H,COJ] ( )
Nach einfacher Umformung ergibt sich die Henderson-Hassgh-Gleichung [139]:
[HCOg_] AHCo,-
H = pKq + 10g100—=—= = const+ lo 5.14
p PKs1 glO[H2C03] Q10 aco, ( )

Das Verhaltnis der Konzentrationen ist proportional zuenhltnis der gemessenen Ex-
tinktionenayco,- Und aco,; der zu kalibrierende Skalierungsfaktor ergibt logariidrn
einen additiven Beitrag. Dieser wurde mit der logarithn@erDissoziationskonstanten
pKs, den molaren Extinktionskdigzienten vonCO, und HCO;™ und dem als konstant
angenommenen Dissoziationsgrad @, + H,O = H,CO; in der Konstanteoonstzu-
sammengefasst, die durch eine Regressionsrechnung beteatrden kann. Somit lasst
sich mittels IR-spektroskopischer Messung auch der pH-8@&cher Losungen ermitteln.
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Abb. 5.17: Extinktionsamplituden der Hydrogencarbonatd € O,-Bande und die
hiertiber nach einer Anpassung des Ordinatenabschnitistbeeten pH-Werte.

Die linke Halfte der Abb. 5.17 zeigt die Amplitude des Maxims der zun€O, und zum
Hydrogencarbonat gehorenden Extinktionsbanden alstiumikom pH-Wert. Die un-
symmetrische Streckschwingung d&®, absorbiert in wasserigen Medien bei 23431
[140]. Das Absorptionsmaximum der intensivsten Hydrogenanat-Bande liegt im mitt-
leren IR bei 136@nT?. Die rechte Halfte der Abb. 5.17 zeigt die Bestimmung der pH
Werte mit Hilfe der Henderson-Hasselbalch-Gleichung4h.Bei kleinen pH-Werten
sinkt die Konzentration des Hydrogencarbonats soweig dasnoch eine ungenaue pH-
Wert Bestimmung moglich ist. Entsprechendes gilt fulggrpH-Werte und di€O, Mes-
sung. Die additive Konstantonstwurde daher im Sinne einer optimalElbereinstim-
mung nur im physiologisch wichtigen Bereich von $6lbis pH=8 angepasst und als
Mittelwert von pH — 09,4 a1co,- /aco, berechnet. Die Unsicherheit fur die pH-Wert Be-
stimmung zwischen pH6 und pH=8 betragt (06 Einheiten. Eine Basislinien-Korrektur
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Abb. 5.18: In Transmission gemessene Spektren wasséthjgkogencarbonatlosung bei
pH=8 und pH=9 zusammen mit dem zugehorigenfierenzspektrum und einem mittels
ATR-Messtechnik aufgenommenen Spektrum einer Carboasithg bei einem pH-Wert

von pH=115 (Spektren amplitudennormiert und verschoben).

oder die Verwendung der Flache unter den Absorptionshafidadie pH-Wert Bestim-
mungen wurde versucht, ergab jedoch keinerlei Verbesgattan Bestimmung der pH-
Werte.

Bei Erhdhung des pH-Wertes dissoziief€ O;~ weiter zuCO;%>~ + H*. Die zugehorige
logarithmierte Dissoziationskonstantefid€,,(20°C) = 10.38, so dass erst bei grol3en pH-
Werten {iber 8 spektral messbare KonzentrationerG/@st~ vorliegen. Bei pH:8 ist das
Gleichgewicht in Richtun¢gdCO;™ verschoben. Das Spektrum dieser Komponente wurde
skaliert von dem bei pH9 aufgenommenen Spektrum subtrahiert. Abb. 5.18 zeigtudie z
gehorigen Extinktionsspektren im Vergleich. Ebenfaligebildet ist das mittels der ATR-
Messtechnik gemessene Extinktionsspektrum einer wigeselNatriumcarbonat-Losung
bei pH=115. Fur die ATR-Messungen wurde eine Diamantsonde - mit bee#3 statt-
findenen Reflexionen - verwendet. Bei diesem pH-Wert ist diasdziationsgleichge-
wicht nahezu vollstandig in Richtung0,?~ verschoben. Das Berenz- und das ATR-
Spektrum sind beinahe identisch und zeigen die gleiche itisnsbande bei 139thT?.
Die pKs-Werte des Carbonats sind u.a. abhangig von der lonenktnazien [141]. Dies
kann die Quantifizierung der pH-Werte storen und fuhrt rgiBuen bei der Auswertung
der Spektren von Carbonat-haltigen Losungen mit dem ghijischen Modell. Um diese
Veranderungen im Dissoziationsgleichgewicht zu besiatkigen, wurde das Berenz-
spektrum dem CLS-Modell hinzugefigt.

Die Loslichkeit vonCO, in wasseriger Losung hangt vom PartialdriRgle, an der Grenz-
flache zwischen Flussigkeit und Gas ab. Nach dem HenrpsGlesetz gilt der Zusam-
menhang [138]:

M
[CO.] = Keo, Pco,s Keo,(T = 298K) = 335 x 1or3b—ar (5.15)
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64 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

[CO;] ist die molare Konzentration des im dynamischen GleichgeingeldstenCO,
undKco, die Henry-Konstante. Bei einem Partialdruck vewy, ~ 340x 10-bar in der
Raumluft ist die Losung bereits bel01 mM gesattigt. Der PartialdrudRco,, bei dem die
Losung mitCO, gesattigt ist, berechnet sich als Funktion des pH-Wentesder Kon-
zentration des vollstandig dissoziierendgaHCO; unter Verwendung der Henderson-
Hasselbalch-Gleichung (5.14) zu:

B [NaHCQ]
Peox(PH) = Kco, X 10-PKo x 10PH-PK

Bei [NaHCQ;] = 100mg/dL = 12mMist der benotigte Partialdruck fur ein dynamisches
Gleichgewicht bei pH7 bereits 2 bar. Die Proben wurden nach dem Ansetzen in gas-
dichten 100mL Messkolben aufbewahrt, dennoch konnte das Ausgase@@gespeziell

bei kleinem pH-Wert vermutlich nicht vermieden werden. & jedoch unerheblich fur
das Verhaltnis der Konzentrationen v8i®©, und HCO;™ und hat damit keinen Einfluss
auf die Bestimmung des pH-Wertes.

(5.16)

Phosphat: Den grof3ten Einfluss hat der pH-Wert auf die Gleichgewahtgellung der
verschiedenen Phosphat-lonen, die eine wichtiggeRBtomponente in physiologischen
Flussigkeiten bilden. Die Phosphor-Saure dissoziiesistufig:

HsPO, = H,PO,” + HY  (pKg(25°C) = 2.12) (5.17)
H,PO,” = HPO,> + H* (pK«(25°C)= 7.21) (5.18)
HPO,> = PO + HY  (pKe(18°C)= 12.46) (5.19)

Im gemessenen pH-Wert Bereich liegen im WesentlidhgPO,~ undHPO,2 vor. Daher
sind spektrale Veranderungen bereits mit den beidenrerHaeptkomponenten der Serie
von pH-Wert abhangig aufgenommenen Spektren modellietha Extinktion bei 990
und 1080cnT? steigt mit dem pH-Wert an, diese Banden gehoren also EROD,>.
Gleichzeitig nehmen die Banden desPO,™ bei 937 und 116knt?! ab (siehe S. 58,
Abb. 5.12 B).

Lactat: Der pH-Wert physiologischer Flussigkeiten wird durchsgriedene Parameter
beeinflusst. Liegt der pH-Wert im Blut unterhalb vo85 spricht man von einer Azidose.
Ein Grund hierfur kann das als $iwechselzwischenprodukt beim Abbau von Kohlen-
hydraten imUbermaR gebildete Lactat (Lactat-Azidose) sein. Einetedltbersauerung
durch Anhaufung von Lactat fuhrt in ausgepragten Falle Schock und Versagen der
Nierenfunktion. Milchsaure dissoziiert nitKg(°C) = 3.86 [139] zu Lactat:

CH3; -CHOH-COOH = CH; - CHOH-COO +H* (5.20)

Wegen des niedrigepKs-Wertes liegt bei physiologischen pH-Werten in wasserige
Losungen nahezu ausschlief3lich Lactat vor.

SDie logarithmierten Dissoziationskonstanten der PhosStimire stammen aus [137].

64



5.2. Mehrkomponentenanalytik und Einflussfaktoren 65

Eine Bestimmung der Komponentenspektren mit den Konziorissanteilen ist mittels
MCR (Multivariate Curve Resolution) moglich [142]. Lingkambinationen der Haupt-
komponentenspektren, die positive und negative Anteileveisen, fuhren dann zu
Komponentenspektren, mit nur positven Extinktionen.

5.2.3 Temperaturabrangigkeit der Komponentenspektren

Die Extinktionskodfizienten von Wasser sind auch im mittleren IR temperatwaagiy
[143]. Die Temperaturabhangigkeit der Dialysat-Kompuee ist wegen der starken
Verdunnung deutlich geringer in den Spektren ausgeptégt das physikalische Mo-
dell diesbeziglich zu optimieren, wurde die Temperato@algigkeit der Spektren der
untersuchten Komponenten im fir unsere Messungen rakvddereich von etwa 24
bis 15°C gemessen. Mit zwei Spritzen in beiden verwendepeitz8npumpen wurde die
Kuvette durch einen Y-Adapter abwechselnd mit entionisia Wasser und der Probe
befullt und jeweils ein Einkanalspektrum aufgezeichie¢ erste Probe wurde ohne ak-
tive Kilhlung der Kiilvette gemessen. Die Temperatur im enodum des Spektrometers
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Abb. 5.19:Scatterplotaind Eigenschaftskorrelationsspektren, die Uiber die Beatpren
und die zugehorigen spektralen Daten berechnet wurdesi(gein der Ordinatenachse
verschoben, die Geraden zeigen die Identitat).
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Hydrogencarbonat Phosphat
0~ . . . . .
05!} 1157
- 05 _ 1076.9
|g . |§ Ot
N > 990.21
4 _1 L ] < _05 [
1362.8 1}
1012.6
15l . . . . 942,12
15 20 25 15 20 25
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
Glucose Harnstoff
02— ' ' 0.5[ ' ©1157.9
1035.6
— O 1 — Of
) 5
£ 993.43 c
O, -0.2¢ 1 & -05¢
> >
3 1080.8 <
-0.4} 1
1152.4
1107.6 15k , . 1469.1 |
15 20 o5 15 20 25 30
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
Lactat Acetat
05— : - - -
O 1552.5
— — 1347.5
| 1 -0.1
1315.4
5 Oy 5 1020.1
> > -0.2
< 1416.5 <
1364.7
-0.3¢1
_0.5— . 11(:%421?’7% . ) 1415.6
15 20 25 15 20 25
Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abb. 5.20: Temperaturabhangigkeit: Verschiebung derktsplen Banden einiger
Dialysat-Komponenten.

ist durch die Abwarme der Elektronik gegeniiber der Raumperatur leicht erhoht (et-
wa 24°C). Vor jeder Messung wurde die Temperatur der Kéwnétalterung mit Hilfe der
Peltier-Regelung um etwa3°C erniedrigt und die Gleichgewichtseinstellung deriBelt
Kuhlung abgewartet.

Die Dichte einer wasserigen Losung sinkt oberhalb von #AfiCsteigender Tempera-
tur. Um die hieraus resultierende Konzentrationsandgmialer Kilvette als Ursache fur
Anderungen der spektralen Eigenschaften auszuschlie®eden die Spektren vor der
weiteren Auswertung mit der reziproken Dichte skaliertietieZahlenwerte aus [144]
entnommen wurden. Weitere Einflusse der Temperatur au$mk&tralen Banden sind
im untersuchten Temperaturbereich nahezu linear. Um diaemnschaulichen, wurde
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eine PLS-Regression mit den Temperaturen als Refereremvdurchgefihrt. Abb. 5.19
zeigt die mittels der leave-1-out Kreuzvalidierung beresten Temperaturen zusammen
mit den zugehorigen Eigenschaftskorrelationsspekiierdie einzelnen Komponenten.
Das zugehorige Eigenschaftskorrelationsspektrum dedatg wurde als Komponente
des physikalischen Modells zur Spektrenauswertung vetetemwenn die Proben relativ
grol3e Anteile an Acetat enthielten, wie z.B. bei den Wieddtfngsraten-Messungen in
Kap. 5.3.4 oder bei den Dialysaten, die in den klinischemigtumit ELO-MEL-L6sung
als Perfusat gewonnen wurden (Kap. 5.5). Speziell bei Hiakme des Eigenschafts-
korrelationsspektrums des Acetats veringerte diesesaNerh die Amplituden der spek-
tralen Residuen erheblich.

Ein dispersionsartiger Verlauf der Eigenschaftskoriefetspektren zeigt eine tempera-
turabhangige Wellenzahlverschiebung. Um diese im Detalintersuchen, wurden die
Extinktionsspektren mit einem Zerofill-Faktor von 128 stormiert und die Positionen
der Bandenmaxima als Funktion der Temperatur bestimmt\VBischiebung bzgl. der
Maxima bei der niedrigsten gemessenen Temperatur ist in BB dargestellt. Die an-
gegebenen Wellenzahlen in der Grafik sind die PositionerBdaden bei der niedrigs-
ten gemessenen Temperatur. Die Verschiebung der spekBaleden hat unterschied-
liche Ursachen: Die Schwingungsfrequenz ist abhangigdemschwingenden Massen
und deren Bindungsstarke. Eine vermehrte Brownsche Mtdebewegung mit steigen-
der Temperatur fuhrt zu einer Dampfung der Schwingunge& Zusammensetzung der
Wasser-Cluster ist ebenfalls temperaturabhangig, daesultiert einddnderung der Hy-
drathille der im Wasser geldsten Molekile, was einedfeebung der Elektronenvertei-
lung hervorrufen kann. Eine grol3ere Elektronendichtesziven den Molekilatomen ist
mit einer starkeren Bindung und damit einer hoheren Scbuwngsfrequenz verbunden
und umgekehrt. Ein Wechsel der Hydrathille fuhrt auch etamderten schwingenden
Massen der aul3eren Molekilgruppen; eine grol3ere Mas$eubet dabei eine kleinere
Anregungsfrequenz.

5.2.4 Weitere spektrale Ablangigkeiten und Komponenten

Einfluss der lonenstarke

Die spektralen Eigenschaften von EDTA andern sich durcimplexbildung mit be-
stimmten Kationen je nach Konzentration und Zusammensgtder Elektrolyte in der
Probe betrachtlich. Dies befitizum einen die Lage und zum anderen die Amplituden-
verhaltnisse der Absorptionsbanden. Abb. 5.21 zeigcheesiene Varianten des Extinkti-
onsspektrums des in den uns vorliegenden Blutplasma-Regtibaltenen EDTAS. Dieses
wurde einmal in destilliertem Wasser und einmal in Riffiggysung angesetzt und dann
gegen eine mit Wasser bzw. Ringer-Losung gefullte Kigvgbektroskopiert. Der Einfluss
der Komplexbildung auf die spektralen Eigenschaften isthingngig von den Extinkti-
onsunterschieden zwischen Ringer-Losung und Wassédryeiursachen die Elektrolyte

SFresenius: Bestehend aus Calciumchlorick@H0.33 g/L), Kaliumchlorid (030 g/L) und Natrium-
chlorid (86 g/L) in einer wasserigen Losung mit Natronlauge und SalzesgH=5 bis pH=7).
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Abb. 5.21: Spektren von unterschiedlichen EDTA-Losunger das Wellenzahl-
korrigierte Spektrum von EDTA in destilliertem Wasser, dagen die mit Wasser bzw.
Ringer-Losung gefullte Kiivette gemessen wurden (siehd). Zum Vergleich ist hier
noch einmal das Spektrum der gegen Wasser gemessenen-Risgeig abgebildet.

Extinktion [willkurl. Einh.]

nur eine Veranderung der Wasserbanden, eigene Absospaoden im mittleren IR exis-
tieren jedoch nicht.

Das Residuum, das nach skalierter Subtraktion aller be&kankomponentenspektren
vom Mittelwert-Spektrum der Dialysate verbleibt, ist depestrum des in destilliertem
Wasser gelosten EDTAs am ahnlichsten; dessen Wellesdade wurde an Hand der Po-
sitionen der Bandenmaxima an das Residuum angepasst uddmdas erhaltene Spek-
trum fUr das physikalische Modell verwendet. Die Gutemlegsikalischen Modells konn-
te damit erheblich verbessert werden. Zum einen elimmigie Verwendung des trans-
formierten EDTA-Spektrums eine systematische Verschghwon etwa 10ng/dL in den
Konzentrationsbestimmungen des Harfistoand zum anderen verringerte sie die Unsi-
cherheiten der Glucosebestimmung von §kRu: = 5.5 mg/dL auf 48 mg/dL und des
Harnstdts von SER sharm = 3.2 mg/dL auf 21 mg/dL. Ein Versuch, das oben genannte,
nach skalierter Subtraktion verbleibende Residuum-3pekdirekt als Komponente des
physikalischen Modells zu verwenden, lieferte geringgigchlechtere Resultate als das
mit dem teilweise in der Wellenzahlachse manipulierte EEGektrum.

Eine Alternative zu dieser Optimierung des physikaliscHedells stellt das so genann-
te Hard-modeling[145] dar, hier werden die Spektren der einzelnen Kompareats
Summe aus Voigt-Profilen der spektralen Banden modelbezu werden deren Lagen,
Halbwertsbreiten und Amplitudenverhaltnisse verwendet die Spektren der einzel-
nen Komponenten zu simulieren. In einer anderen Arbeit][®d@l vorgeschlagen, eine
Hauptkomponentenanalyse der Residuuen, die nicht medellspektrale Bestandteile
aufweisen, durchzufiihren und das physikalische Modeltigrersten Hauptvektoren zu
erweitern.

Der Einfluss der Elektrolyte auf das Extinktionsspektrum tydrogencarbonat-Losun-
gen wurde ebenfalls untersucht. Dazu wurden wasserigaiigen von Natriumhy-
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Abb. 5.22: Diferenzspektren von Hydrogencarbonat-Losungen mit witedlichen
Elektrolytkonzentrationen (pH7) mit den Spektren des in reinem Wasser geldsten Sal-
zes als Subtrahend und das mittels der ATR-Messtechnileaafgmene Spektrum einer
wasserigen Carbonat-Losung bei einem pH-Wert voeptb, bei dem - bedingt durch
das Dissoziationsgleichgewicht - beinahe ausschlie@l©kf~ vorliegt.

drogencarbonat bei einem pH-Wert von $Hin Wasser, Ringer-Losung und einer
mit Wasser um 50% verdunnten Ringer-Losung angesetft f&§dL). Die Spektren
der 3 Proben wurden gegen ein Referenz-EinkanalspektrumWasser aufgezeichnet.
Auf die Extinktionsspektren der elektrolythaltigen Lagen wurde das physikalische
Modell bestehend aus einem Spektrum der Ringer-Losungindé/asser angesetzten
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einer konstantesisbBaie angewandt. Die lo-
garithmierten Dissoziationskonstanten nehmen nach [itlLyunehmender lonenkon-
zentration ab, d.h. das Gleichgewicht ist in der elektiajtigen Losung in Richtung
desCO;% verlagert. Abb. 5.22 zeigt die nach skalierter Subtraktien Komponenten
des Modells verbleibenden Residuen-Spektren und zumaferghoch einmal das mit-
tels der ATR-Messtechnik aufgenommene Spektrum einesevigen Natriumcarbonat-
Losung bei einem pH-Wert von pH. 1.5. Die zur Herstellung der Dialysate eingesetzten
Perfusate (Ringer- und ELO-MEL-LoOsung) - und damit auah Mialysate - sind elek-
trolythaltig, daher wurde da80Os% -Spektrum bei der Auswertung mit Hilfe des physi-
kalischen Modells einbezogen, um die Verschiebung desoBigsonsgleichgewichts zu
berticksichtigen.

Sulfat

Ein weiterer Bestandteil der untersuchten Korperflilgsitgn ist Sulfat (SGF"). Die Kon-
zentration im Blutplasma ist etwa®mM =~ 5 mg/dL [147]. Die Absorptionsbande von
Sulfat bei 110%nT? liegt im Zentrum des Absorptionsspektrums von Glucose.\Rie
wendung im physikalischen Modell hat damit einen direktarili&ss auf die Bestimmun-
gen der Glucosekonzentrationen. Abb. 5.8 (S. 54) enthiiruanderem das skalierte,
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bei einem pH-Wert von.® und Raumtemperatur gemessene Extinktionsspektrum einer
wasserigen Losung, die mit 100g/dL NaxSO, in destilliertem Wasser angesetzt wurde.
Temperatur und pH-Wert Abhangigkeiten wurden fir diesenidonente nicht untersucht.

Einfluss der Apodisationsfunktion

Die bei der FT-Spektroskopie gemessenen Interferogranaierhwegen der beschrank-
ten Weglangendierenz des beweglichen Interferometerspiegels nur einebad ange.
Die Seitenarme sind abgeschnitten, was mathematisch Blokiplikation mit einer
Rechteckfunktion entspricht. Eine Multiplikation mit enFunktion im Fourier-Raum
entspricht einer Faltung mit der Fourier-Transformierden Funktion im Realraum. Die
Fourier-Transformierte einer Rechteckfunktion ist gieq x) = sin(x)/x Funktion; diese
hat einen Peak mit groRen benachbati#rerschwingern. Die Halbwertsbreite der auch
instrumentelle Linienfunktion genannten Funktion ist wkehrt proportional zur Breite
der Rechteckfunktion. D.h. die Auflosung der Spektrentsinik einer Verringerung der
maximalen optischen WeglangeffdrenzAxmax = 2Alnax ZWischen beiden Interferome-
terarmen. Nach [74] gilt fur die Auflosunty = 1/AXmax.

Um die Uberschwinger zu reduzieren, wurden so genannte Apodissitinktionen vor-
geschlagen, mit denen das Interferogramm vor Anwendundralrer-Transformation
gewichtet wird. Die Halbwertsbreite der Fourier-Trangf@@rten einer Apodisationsfunk-
tion sollte mdglichst schmal sein, und dikerschwinger miissen kleine Amplituden be-
sitzen, um eine optimale spektrale Auflosung und nicht ld@eitenbandmodulationen
beeintrachtigte Absorptionsbanden zu gewahrleistefab. 5.1 sind die relativen Breiten
einiger Fourier-transformierter Apodisationsfunktiaremgegeben [74, 148]. Die gemes-
sene Halbwertsbreite von Absorptionsbanden ergibt die &ine Faltung der "wahren”
Transmissionsspektren mit der instrumentellen Liniekfiom. In der Literatur wurden
verschiedene Verfahren zur Entfaltung vorgestellt, jaddsetdies ohne Bedeutung, wenn
alle auszuwertenden Spektren unter gleichen Bedingungfgermommen und berechnet
wurden. Ein wichtiger Aspekt ist, dass bei Spektrenauswegen mit groReren Extinktio-
nen nichtlineare Abhangigkeiten gegeniiber Konzemmatinderungen auftreten konnen,

Name rel. Auflosung| rel. Uberschwinger
Boxcar 0.61 0.35
Dreieck 0.89 0.047
4-Punkt 0.77 0.18
Happ-Genzel 0.91 0.014
Blackman-Harris-3-Term 1.15 0.0006
Blackman-Harris-4-Term 1.33 0.00005
Norton-Beer-schwach 0.73 0.101
Norton-Beer-mittel 0.85 0.028
Norton-Beer-stark 0.95 0.019

Tab. 5.1: Relative Aufldsung einiger Apodisationsfunkga.
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Abb. 5.23: Einfluss verschiedener Apodisationsfunktioneh das Acetat-Spektrum.
Differenzspektren zum mit Happ-Genzel-Apodisation erhatt&pektrum einer wasse-
rigen Acetat-Losung (266g/dL), das mit einer Auflosung voneht! gemessen wurde.

die jedoch hier bei den eher geringen Extinktionen keindeRspielen [149]. Der Ein-
fluss verschiedener Apodisationsfunktionen auf die FormAtbsorptionsbanden wird in
Abb. 5.23 am Beispiel eines Acetat-Spektrums dargesiitises wurde mit verschiede-
nen Apodisationsfunktionen berechnet und die mit Happz&kApodisation berechnete
Variante von den ubrigen Spektren abgezogen. Bei den brgestellten Spektren wurde
die Happ-Genzel Apodisation bevorzugt eingesetzt. NeleenBandenformen ist eben-
falls das spektrale Rauschen von der Apodisation abhabgges ist bei Anwendung der
Boxcar-Apodisationsfunktion um einen Faktef3 groRer als z.B. bei der Verwendung
der Dreiecksfunktion, weil die Seitenarme mit geringem@igntensitat starker gewichtet
werden [150].

5.3 In-vitro Messungen von Dialysaten

Die Mikro-Dialyse wird verwendet, um kontinuierlich Kéegdlussigkeiten zu gewinnen,
die frei von Proteinen und Blutzellen sind. Dialysate voaltgischen Proben, wie z.B.
Blutplasma, Serum oder Blut, haben eine relativ einfacheadmimensetzung, hinsicht-
lich dessen, was IR-spektroskopisch unter den RandbeuljggLunserer Experimente be-
stimmbar ist. Diese Zusammensetzung soll im Folgenderillcetageklart werden. Dazu
wurden EDTA-Blutplasma-Proben aus einer friheren Masglemne [49], die seit 1994
im Gefrierschrank bet30°C aufbewahrt wurden, dialysiert und die Dialysate smelkio-
piert. Die wichtigsten im mittleren IR absorbierenden Besiteile der Dialysate konnten
durch skalierte Subtraktion von Komponentenspektrentifitgert werden. Von den Dia-
lysaten und einem Teil der Proben wurden im klinisch-chehes Labor die Glucose-
und Harnstff-Konzentrationen ermittelt. Die spektralen Daten mit degehorigen Refe-
renzwerten wurden mit unterschiedlichen multivariaterfAfe@en untersucht, um daraus
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ein geeignetes Kalibrationsmodell zu berechnen, das Karat@nsbestimmungen von
zukinftig gemessenen Dialysaten ermoglicht.

Zur Vermeidung der Koagulation der Plasma-Proteine, diedurch Calziumionen aus-
gelost wird, wurde den Blutproben EDTA hinzugegeben. Bsdsildet Komplexe mit den
Calziumionen im Plasma. Die EDTA-Molekile sind kleines derCut-Of der Dialyse-
membran, so dass sie bei der Analyse der Dialysate bedintkgiwerden sollten. EDTA
absorbiert im mittleren IR mit verschiedenen Schwinguagsien und musste bei der
Auswertung der Dialysat-Spektren entsprechend einberegeden.

5.3.1 Dialyse von Blutplasma

Mit dem in Abb. 5.24 gezeigten Aufbau wurden etwa 100 EDTAi#Blasma-Proben dia-
lysiert. Die CMAGO Dialysekatheter wurden bei Raumtemperen jeweils 11 mL Blut-
plasma getaucht. Bei standiger Durchmischung der Probeingm Magnetrihrer wurde
das Perfusat mit einer Flussrate voall/min durch den Dialysekatheter gepumpt. Dazu
wurden zwei Spritzenpumpen (TSE Systems GmbH, Bad Homiwergyendet, einmal
das Modell 540100, ausgestattet mit zwei luftdichten 3pritmit einem Volumen von
5 mL mit Luerlockanschluss (Hamilton), und das Modell 540060 @mer Spritze des-
selben Typs.

Die als Perfusat verwendete Ringer-Losung hat eine desnféla ahnliche Osmola-
litat (309 mosmolL), um eine richtungsunabhangigefidision durch die Membran zu
gewabhrleisten. Um ein hinreichendes Probenvolumen zelerg wurde jeweils 12 bis
14 Stunden lang dialysiert. Die Dialysate wurden bis zueRafz- und Spektrenmessung
im Gefrierschrank aufbewabhrt.

Ringer-Losung

|
B [HI_

© :H Dialyse-Sonde T
/ Spritzenpumpe
. it \
Dialysat Semipermeable Membran

EDTA-Blutplasma

Abb. 5.24: In-vitro Aufbau zum dialysieren der EDTA-Bluisima-Proben.
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Name Anzahl | Mittelwert | o
Plasma-Glucose [49]| 126 208 91
Plasma-Harnsto[49] | 126 36.8 10.0
Plasma-Glucose Neu 67 222 94
Dialysat-Glucose 115 168 75
Dialysat-Harnsté 76 28.3 6.4

Tab. 5.2: Populationen der Referenzmessungen (Konzemsahgaben inmig/dL]);
ohne Literaturangaben: in dieser Arbeit durchgefuhrtstiBanungen.

Referenzanalytik

Ein klinisch-chemisches Labor (Labor Eberhard & Partnesrtibund) wurde mit der
Analyse zur Bestimmung der Glucose- und Harftfskmnzentrationen von Plasmen und
Dialysaten beauftragt. Dabei wurden nicht alle Probenrsaotdt, da die verfugbaren
Probenvolumina zum Teil nicht ausreichten. Fur Dreifagtimmungen waren jeweils
250 uL. Probe notig. Ergebnisse der Blutplasma-Analysen aus|pfn ebenfalls vor
und wurden zu einem Vergleich herangezogen. Tab. 5.2 zemgtdhfang der Messreihen
mit dem Mittelwert und der Standardabweichung der gemessKonzentrationen.

Zur Bestimmung der Glucosekonzentrationen verwendeté alagr die in der medizini-
schen Analytik tibliche Hexokinase-ReferenzmetHdaa]. Die Glucose wird bei Anwe-
senheit des Enzyms Hexokinase (HK) durch Adenosin-Triphas(ATP) zu D-Glucose-
6-Phosphat (G-6-P) phosphoryliert:

D-Glucose+ ATP ﬂs G-6-P+ ADP (5.21)

In einem zweiten Schritt wird G-6-P bei Anwesenheit des BEmz¥lucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6P-DH) von Nicotinamid-Adenin-Dinutldk&@hosphat (NADP) zu
D-Gluconat-6-Phosphat oxydiert:

P-DH
G-6-P+ NADP* G6—> D-Gluconat-6-PhosphatNADPH + H* (5.22)

Die Menge des reduzierten Nicotinamid-Adenin-Dinuclddé®hosphat (NADPH) ist
aquivalent zur Glucosekonzentration, die photometraaatth eine Extinktionsmessung
der NADPH-Bande bei 34Ambestimmt wird.

Der Harnst&-Gehalt wird unter Verwendung von Urease ermitteMit Hilfe dieses En-
zyms wird der Harnst®in Ammoniak und Carbonat aufgespalten.

Urease

HoN — CO— NH, + 2H,0 —5°2NH,* + COs% (5.23)

’Packungsbeilage zum D-Glucgis®/-Test (Boehringer MannheifR-Biopharm, Nr. 0 716 251)
8siehe z.B. URL: httg/www.olympus-diagnostica.cgmedical3112marketinginformation.cfm?file
UREAG6134-0.pdf&folderuploadfiles4
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Abb. 5.25: Glucosereferenzkonzentrationen der EDTA{Bagma-Proben von 1997,
2005 und 2006 (Regressionsgeraden mit angepasster Sjeigun

In Anwesenheit des Enzyms Glutamat-Dehydrogenase (GLvibid)NADPH undNH,*
von 2-Oxoglutarat zu NADPoxydiert.

2NH,* + 2-Oxoglutarat- 2NADPH GIiD>H 2L-Glutamat+ 2NADP* + 2H,0 (5.24)

Im Gegensatz zur Glucosekonzentrationsbestimmung warddne Konzentrationsabnah-
me des NADPH photometrisch ermittelt. Die relative Staddbweichung der Dreifach-
bestimmung lag je nach Konzentration zwischen 1 und 3% [63].

Abb. 5.25 zeigt den Vergleich von Blutplasma-Glucose-Refemessungen, die 1997
und 2005 durchgefuhrt wurden. Die neu gemessenen Komemen sind im Durch-
schnitt um 5% grof3er. Eine erneute Messung einiger awsgésy Proben Anfang 2006
zeigte im Gegensatz hierzu um 3% niedrigere Werte als dierDain 1997. Diese sys-
tematischen Abweichungen sind wahrscheinlich auf einéefehafte Kalibrierung der
Analyseautomaten des klinisch-chemischen Labors zatiidkren. Sie sind deutlich
grol3er als die relative Standardabweichung der Dreifestiinmung, welche 1% betrug.
Die Glucosekonzentrationen der Blutplasma-Proben siid tter langen Lagerung bei
—30°C im Rahmen der Messgenauigkeit konstant.

Die Dialysate wurden im so genannten Push-Betrieb erzdugtdas Perfusat wurde un-
ter - wenn auch kleinem Druck - durch den Dialysekatheteuggy. Im Vergleich dazu
sind im so genannten Pyshull-Betrieb, der durch die Verwendung von zwei Schlauche
in der Peristaltikpumpe - je einer vor und einer hinter deraliekatheter - realisiert
wird, deutlich hohere Wiederfindungsraten zu erwarteesBisind hier bei einer verwen-
deten Flussrate von AL /min mit 60 bis 80% kleiner als in [3] angegeben. Das gesam-
melte Volumen des Dialysats war auch geringer, als von dessFate zu erwarten; die
Diffusion des Perfusats in Richtung des Blutplasmas war sofiRegrals in Richtung
Dialysat. Zum einen wurden dadurch im Laufe des Dialysegsses die Proben verdiinnt
und zum anderen die Busionsraten gesenkt.
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Abb. 5.26: Vergleich der Wiederfindungsrate von Glucosearhstdf bei der Dialyse
von EDTA-Blutplasma-Proben (berechnet Uiber die Quatiertter Konzentrationen im
Dialysat gegen die im Plasma).

Die Wiederfindungsraten der Glucose konnten direkt aus demh&inis der Kon-
zentrationen im Dialysat und im Blutplasma errechnet werdelr die Harnstf-
Konzentrationen im Blutplasma liegen nur die Referenzevaus dem Jahre 1997 vor; sie
wurden verwendet, um die Wiederfindungsrate fur den Hafinsbzuschatzen. Abb. 5.26
zeigt das Verhaltnis der Wiederfindungsraten von GlucoskeHarnstd. Die Vorausset-
zungen der Ofusion fur Glucose und Harngicsind bei diesem Experiment identisch,
Unterschiede liegen nur in den fRisionskoéizienten der beiden Analyten. Nach den
in der Literatur [151] gefundenen Busionskoéizienten fur Glucose und Harnsgion
wasserigen Losungen sollte die Glucose deutlich langsalffundieren als der Harn-
staff; dies wird hier nicht bestatigt. Die Streuung der Wertdiiseine genaue Analyse zu
grof3. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass in derdrethygtik ein systematischer
Kalibrationsfehler vorliegt.

Die Spektren der 126 Dialysate wurden mit dem Vector 22 F$fiektrometer aufge-
nommen. Dieses war mit einem Flussigsticksgekihlten MCT Detektor ausgestattet.
Die Detektivitat liegt mit etwa 10W/ vcmHz eine GroRenordnung Uber der des im
IR200 Kleinspektrometer verwendeten DTGS Detektors. Diflosung betrug 4nt?
bei einer Messzeit von zwei Minuten pro Einkanalspektruime. lessungen wurden oh-
ne Temperierung der Kivette durchgefuhrt. Die TemperatuProbenraum des Vector
22 FTIR-Spektrometer liegt etwa bei 24°Ctfékte durch die Nichtlinearitat des De-
tektors wurden mit der iOPUS (Spektrometersoftware von Bruker Optics zum Vec-
tor 22 FTIR-Spektrometer) zur Verfugung stehenden Nica#ritatskorrektur minimiert.
Vor der Mertz-Phasenkorrektur wurden die Interferogranmmitesiner Blackman-Harris-
Apodisationsfunktion gewichtet und anschlieRend mit mirgerofill-Faktor von zwei
Fourier-transformiert.
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Vor jeder Probenmessung wurden zwei Hintergrundspektriémlen in der Kivette als
Referenz verwendeten Ringer-Losung aufgezeichnet, usisBd@en von Extinktions-
spektren zu erhalten. Dazu wurde die Kiuvette jeweils niaet50uL Ringer-Losung
gespult, um ein vollstandiges Entfernen der Probe zuapelsisten.

Die Absorptionsbanden einer wasserigen Losung veransieh in Abhangigkeit von
der Konzentration der Elektrolyte, wie bereits oben auibefwurde (siehe auch das
Spektrum der Ringer-Losung in Abb. 5.21, S. 68). Die Elelgtkonzentration ist in der
Ringer-Losung ahnlich wie in den Dialysaten. Daraus ltesstiinsgesamt eine nahezu li-
near verlaufende Basislinie der Dialysat-Spektren. EdejProbe wurden ebenfalls zwei
Einkanalspektren gemessen, eines nach Befullen dertt€iwvet 60uL und ein Weiteres
nach erneutem Einspritzen von 40 Dialysat aus einer 10@L Spritze. Die vollstandige
Befullung der Kiivette wurde durch Vergleich der beideimadtenen Spektren Uberprift.

Die Abweichung ist in der Grolienordnung des aus den Bassliberechneten Rau-
schens.

5.3.2 Kalibrationsergebnisse mit Blutplasma-Dialysaten

Im Anschluss an die Betrachtung der Matffiekte in wasserigen Losungen wurden die
multivariaten Verfahren des physikalischen und statkes Modells zur quantitativen
Spektrenauswertung angewandt. Mit Hilfe der PLS-Matnwerrtierung wurde das linea-
re Gleichungssystem, bestehend aus den Spektren und demodzigggn Konzentrations-
Referenzwerten, gelost. Zur Ermittlung der Gite dertaliionsmodelle wurde der SEP-
Wert bei Verwendung der leave-1-sample-out Kreuzvalidigrberechnet und als Funk-
tion der Anzahl der Basisvektoren fir die PLS-Kalibriegutargestellt. Abb. 5.27 zeigt
die Ergebnisse fur Glucose und HarrfBtmusammen mit den zugehorig&geatterplots
Dieser bezeichnet ein Diagramm, in dem die spektromethsstimmten Messwerte ge-
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Abb. 5.27: PLS-Kreuzvalidierung mit den Spektren der ECBWtplasma-Dialysate.
Mit dem optimalen PLS-Kalibrationsmodell erhalte®eatterplotsder Glucose- und
Harnstdf-Konzentrationsbestimmungen. Im Einschub ist die Ablgkeit des SEP-
Wertes von der Anzahl der PLS-Vektoren, die bei der Invartig der rangreduzierten
Spektrenmatrix verwendet werden, gezeigt.
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Av | Rang| SEP ng/dL] | Rang| SEP mg/dL]
Glucose Harnstdft
4| 2 3.9(4.0) 6 13(13)
7 2.9(33) 10 0.96(097)
16| 2 4.0(4.1) 6 1.4(14)
10 3.1(33) 10 1.0(10)

Tab. 5.3: PLS-Kalibrierung der Dialysat-Spektren fur &lse (112 Proben) und Harn-
staf (75 Proben); SEP-Werte fur leave-1-sample-out (leavedifiples-out). Die Ergeb-
nisse zur Glucose wurden bereits in [62] yéeatlicht.

gen die Referenzkonzentrationen aufgetragen werderstsaligeUbereinstimmungen
liefern die Identitatsfunktion.

Zur Berechnung der Glucosekonzentrationen wurde der Wadldbereich von 950 bis
1180cnT?! verwendet. Die Absorptionsbanden-Struktur der Glucoshiés sehr spezi-
fisch und die Verwendung von zwei PLS-Vektoren zur optimd&és-Kalibrierung er-
gibt bereits einen SEP-Wert vonmg/dL, also etwa 5% der Standardabweichung der
Probenpopulation von 7#®g/dL, wie in der Abbildung beim Rang 0 zu sehen ist. Fir die
Kalibrationsmodellberechnungen des Harfistovurden die beiden Wellenzahlbereiche
von 1120 bis 122@nt?! und 1420 bis 152@nt! herangezogen. Innerhalb des physio-
logischen Konzentrationsintervalls sind die Absorptlmarsden des Harndts bei 1160
und 1460cnt? verglichen mit den Glucosebanden verhaltnismaRig klkirs den Bei-
tragen verschiedener Komponenten resultiert ein konagpteres mathematisches Modell,
und eine grofRere Anzahl von Basisvektoren wird bei demogdeén PLS-Kalibrierung
bendtigt. Bei Verwendung von 10 Basisvektoren zur Ineeung der rangreduzierten
Spektrenmatrix wurde ein SEP-Wert vonmig/dL erzielt, der kleiner ist als der bei
der Berechnung der Glucosekonzentrationen. Die Streuuingier Glucosebestimmung
ahneln der Streuung der Referenzkonzentrationen des EB)I#plasmas beim Vergleich
der Messungen von 1997 und 2005 (siehe Abb. 5.25, S. 74k diesden also zu einem
grof3en Teil durch Unsicherheiten in der Referenzanalyikikssacht. Tab. 5.3 zeigt ei-
nige Resultate der PLS-Kalibrierung fiir Glucose und Hatfiin einemUberblick. Die
Auswertung wurde fiir die spektralen Auflosungen 4 unamé' berechnet. Die Kreuz-
validierung mit leave-1-sample-out und leave-10-samplészeigt die grof3e Stabilitat
der Ergebnisse, die sowohl bei Glucose als auch bei Hdfrest@icht wurde. Die Er-
gebnisse sind beinahe unabhangig von der spektralenshuilf) wobei 1&nT? fur die
Analyse von Dialysaten biologischer Proben geniigen.

Neben der PLS-Kalibrierung wurde das physikalische Katibnsmodell verwendet, um
mit den in Kap. 5.2 vorgestellten Komponentenspektren iKatrationen zu bestimmen.
Die Daten wurden im Wellenzahlbereich von 1000 bis 1660' angepasst. Das spek-
trale Rauschen aul3erhalb dieses Bereiches nimmt durchadie #\bsorption des Was-
sers bei 70@nT! und 1640cnT? und durch die Absorption der CagfFenster unterhalb
von 950cnT?! zu. GroRere spektrale Bereiche sind damit fur eine zéassige Auswer-
tung nicht geeignet. Das physikalische Modell bestand aumskai pH-7 gemessenen
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Abb. 5.28: Konzentrationsbestimmungen und MittelwertRlesiduen-Spektren [mA.U.]
bei Anwendung des physikalischen Kalibrationsmodelts3lucose und Harnstb

Komponentenspektren der wasserigen Losungen von Glueternstd, Hydrogencar-
bonat, Lactat, Acetat und Sulfat. Fur Phosphat wurde dapHbe7.5 gemessene Spek-
trum aufgrund des Einflusses der lonenstarke in den Ditdgseerwendet. Zusatzlich
wurde das Spektrum der Ringer-Losung, das mit geringeactibungen der Absorp-
tionsbanden modifizierte EDTA-Spektrum, ein konstantesi®lamien-Versatz und das
CO% -Spektrum eingebunden. Abb. 5.28 zeigt die fir Glucosehiauhstdt berechneten
Bestimmungen im Vergleich mit den Referenzwerten. Zur Bemeng der Unsicherhei-
ten (SER sguc = 4.6 mg/dL, SER sharm = 1.5 mg/dL) wurden die Konzentrationswerte
mit einem Skalierungsfaktor angepasst, da die Referenevekr Glucosekonzentrati-
on im Durchschnitt um etwa 9% grof3er als die IR-spektrosdte bestimmten Kon-
zentrationen waren. Dies bestatigt die systematischeefdiwng der Konzentrationsbe-
stimmungen des klinisch-chemischen Labors von der reatemé&ntration, die bereits
beim Vergleich der Blutplasma-Glucosekonzentrationem Bestimmungen in den Jah-
ren 1997 und 2005 auftrat (siehe Abb. 5.25, S. 74). Bei derz&oimationsbestimmungen
des Harnstfis tritt ebenfalls eine systematische Abweichung von dereiRakzwerten
auf; die vom Labor gemessenen Referenzwerte sind um etwa Reifrer als die IR-
spektrometrisch bestimmten Konzentrationen.

5.3.3 Kalibrationstransfer fur FTIR-Mini-Spektrometer

Messungen im klinischen Umfeld stellen einige Anforderman den Messaufbau zur
online Messung von Dialysaten, die Uber Mikro-Dialysediggestellt werden. Zum einen
ist das relativ grof3e Vector 22 FTIR-Spektrometer schwgieu transportieren, zum an-
deren steht nicht immer flussiger Stick§toum Kihlen des bisher verwendeten Photo-
Detektors zur Verfugung. Fur dieses Spektrometer staroth @in bei Raumtemperatur
einsetzbarer DTGS-Detektor zur Verfiigung, bei dem dasleare $R-Verhaltnis jedoch
nur geringfugig besser war, als bei dem deutlich kleinemshleichteren IR200 Spektro-
meter. Dieses ist aufgrund seiner Grof3e wesentlich bé&sktessungen im klinischen
Einsatz geeignet. Die damit durchgefiihrten spektraleasdiegen erfordern jedoch eine
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Anpassung an die mit dem Vector 22 Spektrometer aufgenommBeferenzspektren
bzgl. der Wellenzahlachse, um zuverlassige Konzentraltiestimmungen zu erzielen.

Die gleichen Kivetten wurden sowohl im Vector 22 als auch IIRR0O0 FTIR-
Spektrometer eingesetzt. Die Schichtdicken, die lineaierKonzentrationsbestimmun-
gen einflieRen, bleiben also unverandert, sie miussecheaach jedem Kivettenwechsel
wegen der leicht variierenden Dicke der Spacer neu bestimarden.

Eine Thermostatisierung der Kilvette war nicht bei sahdin Messungen verfugbar. Bei
einer Spektrenauswertung mit Hilfe des physikalischen&lle&konnen Temperaturunter-
schiede bei den spektralen Messungen durch Verwendungigessehaftskorrelations-

spektrums der temperaturabhangig gemessenen Kompaspatdren beriicksichtigt

werden. Dies reduziert die Amplitude der Residuen-Spaktiee Konzentrationsbestim-
mungen werden jedoch erfahrungsgemal aufgrund einesuadigeren Kalibrationsmo-

dells geringfugig schlechter.

Spektrale Auflosung

Ein weiterer Einflussparameter der IR-spektroskopischeasdung ist die spektrale
Auflosung. Sie sollte so gewahlt werden, dass sie einesitinend grofl3e Selektivitat
gewabhrleistet. Eine weitere Verbesserung liefert keimszlichen Informationen, ver-
schlechtert jedoch dagf&-Verhaltnis. Die spektrale Auflosung kann nachtraghd.h.
fur bereits gemessene Interferogramm-Daten - verringertien, indem diese gekirzt
und die Umwandlung in die Einkanalspektren erneut durditgéfwird. Damit kdnnen
die Messdaten an Spektren angepasst werden, die direkimaitgeringeren Auflosung
aufgenommen wurden. Die Spektrometersoftw@US stellt entsprechende Makros
zur Verfugung, welche von Visual-Basic (VB) Skripten awswendet werden konnen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde dazu ein VB-Skript progranmtnigas fur eine Lis-
te von Spektrendateien die Umwandlung der Interferogranmmie Einkanalspektren
durchfuhrt. Dabei lassen sich die Apodisationsfunktitia,spektrale Auflosung und der
Zerofill-Faktor fur die Fourier-Transformation einsesil

Die spektralen Banden in wasserigen Proben sind verbiaitfiig breit, erfahrungsgemalni
genuigt eine spektrale Auflosung vondé fur eine quantitative Analyse von Blutplas-
men [58], welche in ihrer Zusammensetzung komplizierterdi von Dialysaten sind.
Das spektrale Rauschen spielt bei Verwendung des MCT-Eetein Vector 22 FTIR-
Spektrometer, verglichen mit anderen Fehlergrof3en dietéktivitat und Referenzana-
Iytik, nur eine untergeordnete Rolle, daher wurden allekBpa auf dem Vector 22 mit
der relativ hohen Auflosung voneht! gemessen; eine nachtragliche Reduzierung der
Auflosung ist somit einfach.

Das IR200 Spektrometer ist wie bereits erwahnt mit einenRbemtemperatur betriebe-
nen DTGS Detektor ausgestattet. Das spektrale Rauscheniteiner wassergefillten
Kuvette aufgenommenen 100%-Linien - bei Vorgabe glei&estingungen wie Detekto-
ren, Messzeiten, Auflosung und Apodisation - liegt etwa éardRenordnung tiber dem
der mit dem Vector 22 FTIR-Spektrometer gemessenen SpelEewurden samtliche
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80 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

Spektren auf diesem Gerat mit tor! Auflosung aufgenommen. Die an den CLS-
Kalibrationsmodellen beteiligten Spektren wurden mitfélides oben genannten VB-
Skripts zu dieser Auflosung reduziert. Die wirkliche Asiling des IR200 unterscheidet
sich durch einen Programmierfehler von der Angabe in dem@oé. Urspriinglich wurde
das Spektrometer mit einem HeNe-Laser mit einer Welleggammn 6331m(15768cnt?)
vermarktet; dieser wurde durch einen Diodenlaser mit eilelenlange von 84%m
(11782 cnt?) ersetzt. DieseéAnderung wird bei der Berechnung der Aufldsung nicht
berticksichtigt. Die Auflosung betragt also in Wirkli&ik21.4 cn?.

Die SpektrometersoftwareEZOmnic des IR200 verwendet die Happ-Genzel-
Apodisationsfunktion. Bei der Konvertierung der mit dentide 22 FTIR-Spektrometer
gemessenen Interferogramme wurde die Blackman-Harfiss3+ Funktion verwendet.
Wegen der daraus resultierenden schlechteren spektraidsAng (siehe Kap. 5.2.4)
wurde der Software-Fehler erst spat erkannt, da sich digliSse nahezu gegen-
seitig aufheben. Samtliche Spektren des Kalibrationst®dvaren bereits mit der
Blackman-Harris-3-Term Apodisation konvertiert wordeme erneute Konvertierung
mit angepasster Auflosung und Happ-Genzel-Apodisationdeudaher nicht durch-
gefuihrt. Die Adforderung an die Firma Thermo Electron, diesen Fehler zuitipese
wurde bisher nicht erfullt.

Wellenzahlachsenkalibrierung

FTIR-Spektrometer sind fur ihre
| | a Prazision und Genauigkeit in der

2a a % Messung der Wellenzahlachse be-
\ kannt. Ein Vergleich mit einer Poly-

styrenfolie, die schmale Banden bei
b ° bekannten Wellenzahlen aufweist,

T ergab eine relative Abweichung in

der Wellenzahlskala des IR200 zum

Abb. 5.29: Schrager Strahleinfall in das Interfero/ector 22 von etwa 4% zu groRe-
meter, veranschaulicht fur die Positionen des b&@n Wellenzahlen hin. Eine Ursa-

weglichen Spiegels im Umkehrpunkt (nach [152]ghe fur eine abweichende Skalie-
rung der Wellenzahlachse ist ein

durch die endliche Apertur bedingter schrager Strahidakiin das Interferometer [74].
Die Weglangenditerenz der beiden Strahlanteile bei schragem Strahleisfa(siehe
Abb. 5.29):

a+b= L + L cos(2a) = 2| cosa (5.25)
COSx  COS«
Die Grol3e 2ist die optische Weglangerftkrenz bei parallel zur optischen Achse verlau-
fenden Strahlen, was fur den Referenzlaser angenommadndeidieser - verglichen mit
der Weil3lichtstrahlung - besser kollimiert ist. Die mit fdildes Referenzlasers gemes-
sene Weglangentlierenz ist also grof3er als digektiv durch die Spiegelverschiebung
hervorgerufene. Daraus resultiert eine Verschiebung teepfptionsbanden zu niedrige-
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5.3. In-vitro Messungen von Dialysaten 81

ren Wellenzahlen. Ein schrager Strahleinfall resultigrtier anderem aus dem endlichen
Durchmesser der Aperturblende und der Ausdehnung derl&tedle [152]. Nach den
experimentellen Ergebnissen in [153] betragt dieser &ssfletwa M05% der Wellen-
zahlskala und ist damit deutlich kleiner als die hier geraess/erschiebung.

Abweichungen in der Laser-Wellenzahl gehen linear in digv@ichungen der Wellen-
zahlachse ein. Die Wellenzahl des Diodenlasers, der im0R20 Positionsbestimmung
des Interferometerspiegels verwendet wird, kann an Hamdsiharischer Wasserban-
den recht genau bestimmt werden. Die Abweichung wird beiAigswertungen durch
Skalierung der Wellenzahlachse der mit dem IR200 gemess®pektren korrigiert.

5.3.4 Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate bei der Dialyse ist definiert als @mtaus der Konzentrati-
on im Dialysat und der in der interstitiellen Flussigkditiese hangt bei der Mikro-
Dialyse von der Flussrate und der Implantierung der SondEiab genaue Bestimmung
der interstitiellen Konzentrationen ist nur bei bekanMéederfindungsrate moglich. In
dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die zusammaénder IR-Spektroskopie
die simultane Bestimmung der Wiederfindungsrate durch desaEz eines in der Klini-
schen Praxis ublichen Acetat enthaltenden PerfusatalgriBie Acetat-Konzentration
in der ELO-MEL-Losung von 45nM = 2.7 g/L ist deutlich grol3er als die im Blut
(c = 53mg/L [147]). Acetat difundiert durch dieselbe Dialysemembran in das Intersti-
tium wie die Glucose in das Perfusat - allerdings in entgggsetzter Richtung. Aus der
Konzentration des Acetats im Dialysat lasst sich desseriélberung gegeniiber der ein-
gesetzten Perfusatlosung berechnen und damit auf di@édaiprozesse quer zur Dia-
lysemembran riickschlieRen. Acetat hat im Fingerprimei®d des mittleren IR starke
Absorptionsbanden, die zu einer genauen Quantifizierurenigezogen werden kdnnen
(siehe auch Abb. 5.30, S. 83).

Zusammenhang zwischen Wiederfindungs- und Biusionsrate

Die WiederfindungsratR Uber eine Dialysemembran ist nach [154]:

P Sety

R=1-¢&7 (5.26)

Die effektive Membranflach&e; ist nur von der Membrangeometrie abhangig. Die Per-
meabilitat P ist, wenn die betrachteten Molekiile klein gegeniiber @gimungen der
Membran sind, proportional zum fusionskoéizientenD [155]. Auflosen der Gl. (5.26)
nach der Flussrate des Perfusatsnd Gleichsetzen der Ergebnisse zum einen fur Ace-
tat und zum anderen fur ein weiteres Molekl ergibt die aduigkeit der zugehorigen
Wiederfindungsraten vom Verhaltniésder Diffusionskoéizienten der betrachteten Sub-
stanzen:

R=1-(1-Rae)V V= D%"e‘ (5.27)
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82 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

Probe Glucose| Harnstdf | Hydrogen-| Phosphat Lactat
carbonat
Glucose 100 - - - -
Harnstdf - 100 - - -
Hydrogencarbonat - - 72.6 - -
Phosphat - - - 68.8 -
Lactat - - - - 57.7
Mixtur 120.2 30.0 146 4.41 13.5
Serumpool 80
aufgestocktes Serum 296
Blutplasmapool 195.5 37.3
aufgestocktes Plasma 267.5 37.3

Tab. 5.4: Konzentrationen der einzelnen Reiffsttn den dialysierten Proben. (Angaben
in [mg/dL]).

Um den Zusammenhang zu der Abreicherung des Acetats und ig@elekfindungsrate
der in den Dialysaten erwarteten Komponenten zu testerdemun einer Messreihe un-
terschiedliche Proben bei verschiedenen Flussraten n@-HEL-LOsung als Perfusat
dialysiert. Tab. 5.4 listet die untersuchten Proben uném&usammensetzung auf. Es
wurden wasserige Losungen mit Glucose, Harfistdydrogencarbonat, Phosphat, Lac-
tat und eine Mehrkomponentenmischung (Mixtur) der funinRette jeweils bei einem
pH-Wert pH=7 angesetzt. Insgesamt 30 der EDTA-Blutplasma-Probehgdf@p. 5.3)
wurden gepoolt und ein Teil der so gewonnenen Probe mit Geiaafgestockt. Die an-
gegebene Konzentration fur Glucose und Harfiissd die mit den Volumina gewichtete
Summe der 1997 ermittelten Referenzkonzentrationen. lile Bar aufgestockten Pro-
be wurde die Glucosekonzentration fur 2Q Blutplasma mit 14 mg Glucose erhoht.
Vier Blutseren-Proben wurden gepoolt undrib der Probe mit 328 mgGlucose aufge-
stockt. Die Konzentrationsangabe des Poolserums wurdeselss gewichtete Summe
der bekannten Referenzkonzentrationen der jeweiligets&tan berechnet.

Mittels einer Peristaltikpumpe (Minipuls 2, Gilson), dietiner 80cmlangen Tygo@-
Kapillare (Bartelt, GrazOsterreich, AuBendurchmessef2 mm Innendurchmesser
0.19 mm) ausgestattet war, wurde das Perfusat beforderte. Digd@isonde (CMAG0)
wurde bei diesen Experimenten vollstandig in die Probenheimem jeweiligen Volu-
men von 11mL getaucht. Die Zeiten der Dialysat-Probennahme wurdempgpstind die
Dialysate gewogen, um daraus die durchschnittlichen Fdtess bei der Dialyse zu be-
stimmen. Zum Start und nach jedem Flussratenwechsel wumdeeé der vorgelegten
Probe entnommen und zur spateren Spektrennahme im Gehtank aufbewahrt. Fur
jede Flussrate wurde das produzierte Dialysat gesammeklbenfalls eingefroren.
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Abb. 5.30: Extinktionsspektren der mit ELO-MEL-LOsung &erfusat gewonnenen Dia-
lysate wasseriger Glucoselosungen zusammen mit den &oempenspektren von Gluco-
se und ELO-MEL-L6sung. Die Zahlenangaben sind die zugglb mit der Peristaltik-
pumpe realisierten Flussraten pi]/min.

Spektrenaufnahme

Mit unserer Mikro-IR-Kiivette wurden die Extinktionsspedn der Dialysate und der
wasserigen Proben im Probenraum des Vector 22 FTIR-Sprkters gemessen. Da-
zu wurde dasselbe Messprotokoll wie bei den BlutplasmdyBaden (siehe Kap. 5.3.1)
genutzt, bei dem je Probe zwei Extinktionsspektren genmesseden. Eine Thermosta-
tisierung der Kivette stand bei diesen Experimenten raahtVerfigung, so dass die
Messungen bei der Probenraumtemperatur von etwa 24 °Cggfidirt wurden.

Abb. 5.30 zeigt beispielhaft einige Spektren der Dialysater Glucoseldsung zusammen
mit den Spektren der vorgelegten Glucoselosung und desMEO-Perfusats. Mit wach-
sender Flussrate sinkt die Wiederfindungsrate, d.h. diedSkkonzentration im Dialysat
nimmt ab. Gleichzeitig sinkt die Abreicherungsrate destaise d.h. die Konzentration
im Dialysat nimmt zu, was deutlich an den Absorptionsbartskirl416 und 1552nt?

zu erkennen ist.

Konzentrationsbestimmungen

Mit Hilfe einer CLS-Kalibrierung wurden aus den spektralBaten aller Messreihen
die Konzentrationen der einzelnen Analyten ermittelt. Phgsikalische Modell setzte
sich wie folgt zusammen: Spektrum der ELO-MEL-L6sung, Kamentenspektren der
untersuchten ReingfibLosungen (Raumtemperatur, pH), Spektrum mit konstantem
Basislinien-Versatz, und gegen destilliertes Wasser geames Spektrum der Ringer-
Losung. Bei Hydrogencarbonat enthaltenden Proben wuadeMbdell um dasCO%

Spektrum erweitert, um dessen Anteil im Probenspektrumamzupassen. Das Eigen-
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84 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

schaftskorrelationsspektrum der Temperaturabhanijigie Acetat wurde nicht verwen-
det, weil die Spektren des physikalischen Modells ebenfai Raumtemperatur gemes-
sen worden waren. Die Residuen-Spektren nach Anpassurig &pektren der wasseri-
gen Losungen sind hier nicht explizit abgebildet. Die Aityale der starksten Banden in
den Residuen betrug bei den Spektren von Einkomponesteam@n etwa.Q mAU. und
bei denen der wasserigen Mixtur etwd thAU.

Die proteinhaltigen Korperflussigkeiten wurden mit datvackelten Kovette nicht ge-
messen. Referenzkonzentrationen von Glucose und Héirmatden EDTA-Blutplasma-
und Serum-Proben wurden vom klinisch-chemischen Labadirbeg. Das gesammelte
Volumen der Dialysate reichte nicht fur die Referenzatiklgus; spektrale Daten lagen
jedoch vor, mittels derer Konzentrationsbestimmungendait physikalischen Modell
berechnet werden konnten. Dazu wurden dieselben Kompemspektren wie bei der
Auswertung der Spektren wasseriger Proben eingesetzimiindem Sulfat-Spektrum
erganzt. Aul3erdem wurde das Phosphat-Spektrum bev@Herwendet. Bei der Aus-
wertung der EDTA-Blutplasma-Dialysate wurde zusatzligs in der Wellenzahlachse
bandenspezifisch modifizierte EDTA Spektrum hinzugefligeé Residuen der EDTA-
Blutplasma- und Serum-Dialysate sind in Abb. 5.31 dargiesse etwa 2mAU. grol3en
Banden bei den EDTA-Blutplasmen-Messungen zwischen 12801480cnT? sind auf
die spektralen Eigenschaften des EDTAs zuriickzufuHpem Komplexe variieren stark
mit der Zusammensetzung und Temperatur der Probe, so dainflass von Banden-
verschiebungen nur schwer durch das physikalische Modeadiassen ist. Eine genaue
Bestimmung der HarnsfibcKonzentrationen wurde daher nicht erreicht, Harfishat
spektrale Banden bei 1160, 1460 und um 1680 [63], welche durch Querempfind-
lichkeiten zum EDTA zu einer Verschiebung von ca 10 bis 20 ¥oWirederfindungsra-
ten gegeniiber der theoretischen Kurve fuhrten. Die etvan@ U. grol3en Banden bei
den Seren-Messungen zwischen 1300 und #60 stammen vermutlich von einer ge-
ringfigigen Veranderung des Hydrogencarbonat-SpeigriDiese wurde auch bei den
Auswertungen der Dialysate der reinen Hydrogencarbobatihg beobachtet, dort je-
doch mit einer deutlich (etwa Faktor 5) geringeren Amplgud

aufgestocktes EDTA-Plasma aufgestockte Serum-Ultrafiltrate

2 - - - - - 2 - - - - -
5 S5
< <
E E
c c
i) o
= =
= =
= =
i i

-2 : : : : : -2 : - - - ;

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1000 1100 1200 1300 1400 1500
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Abb. 5.31: Residuen-Spektren der EDTA-Blutplasma- undieDialysate.
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Abb. 5.32: Wiederfindungsraten der Glucose fur die unteesttichen Mess-Serien.

Die Konzentrationen der Bestandteile in den Proben adedasith durch den Vorgang der
Dialyse; die Acetat-Konzentration reicherte sich in destferan und alle Gbrigen Kon-
zentrationen ab, was bei der Berechnung der Wiederfindategaus dem Verhaltnis der
Konzentrationen zwischen Dialysat und Probe berickgichturde. Mit dem Ziel, die
Genauigkeit der Wiederfindungsraten-Bestimmung zu exhptvurden die berechneten
Konzentrationen in der Probe gegen das gepumpte Perflisat®o (Zeit mal Flussrate)
aufgetragen und linear regressiert. Fur die Auswertunglevder Mittelwert der Konzen-
trationen zum Beginn und am Ende eines Dialysevorgangstgietim Falle der wasse-
rigen Proben wurde aus diesen Konzentrationsbestimmunggdenen fir die Dialysa-

te die Wiederfindungsrate der einzelnen Komponenten und die Abreicherungsrate des
AcetatsRace errechnetdia benennt das Dialysasmpdie Probe unger f das Perfusat):
Cperf,Acet_ Cdia,Acet

= Caia RAcet =

Csm p Cper f,Acet — Csm pAcet

R

(5.28)

Abb. 5.32 zeigt die ermittelten Wiederfindungsraten dezxeimen Messungen fur Glucose
zusammen mit dem Ergebnis einer Regressionsrechnung. dbaliiis der Difusions-
koeffizienten in Gl. (5.27) wurde mit Hilfe eines Anpassungspaogs fur nichtlineare
Funktionen gnuplo) angepasst. In der Grafik sind die theoretischen Kurven Bbiiio
die wasserigen Losungen als auch fur die Plasma- undh&8erien dargestellt. Eine
ahnliche Darstellung fur die Resultate der Harfistdntersuchungen zeigt Abb. 5.33. Die
Resultate der EDTA-Blutplasma-Dialysate wurden hier wmeder oben genannten Pro-
bleme der spektralen Querempfindlichkeiten zum EDTA aasgein. Die Auswertung
der Mixtur und der Einkomponentenlosungen von Phosphatréyencarbonat und Lac-
tat sind in Abb. 5.34 dargestellt. Im Rahmen der Messgelkaitigtimmt das Verhaltnis
der Diffusionskoéizienten Uiberein, experimentelle Werte liegen fur dige@&nicht in
entsprechenden Tabellenwerken vor. Die Regressionspsgaiier Messreihen sind in
Tab. 5.5 zusammengefasst. Experimentelle Werte dénfdonskoéizienten von Gluco-
se und Harnstdin wasseriger Losung wurden in [151] angegeben. Einedpeiation auf

85



86

Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

100

80|

(%]

Harnstoff
Mixtur
Serum
Serumspiked
Anpassung
Serum

x O O X

acet

60|

R

407

40

|:\)harn

80 100
[%]

Abb. 5.33: Wiederfindungsraten des Hartitdir die unterschiedlichen Mess-Serien.
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Abb. 5.34: Wiederfindungsraten fur Hydrogencarbonatsphat und Lactat bei der Ver-
wendung der Mixtur und der Einkomponentenldsungen.

unsere experimentellen Bedingungen (Temperatur und Karaten) ergibt nach Quoti-
entenbildung die Vergleichswerte in der Tabelle.

Das berechnete Verhaltnis derfidisionskoéizienten der Glucose und des Acetats ist
bei den EDTA-Blutplasma- und Serum-Proben kleiner als le@ wasserigen Proben.
Dies resultiert moglicherweise aus der hoheren Viskbsitedingt durch die erhebliche
Konzentration der Proteine im Prozentbereich. Diese igeininterstitiellen Flussigkeit
eines Menschen ahnlich zur Konzentration im Plasma; debwente dies auch bei der
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Probe Glucose| Harnstdf | Hydrogen-| Phosphat Lactat
carbonat
Glucose 1.46 - - - -
Harnstdf - 0.81 - - -
Hydrogencarbonat - - 1.26 - -
Phosphat - - - 1.31 -
Lactat - - - - 1.20
Mixtur 1.42 0.60 1.19 1.48 1.30
Serum 1.17 0.69
aufgestocktes Serum 1.27 0.67
Blutplasma 1.21
aufgestocktes Plasma 1.26
LandolyBoernstein 1.59 0.82

Tab. 5.5: Verhaltniss& der Diffusionskoéizienten fur Experimente mit wasserigen
Losungen, so wie Seren und Plasmen Letzte Zeile: Wertecheet aus experimentel-
len Diffusionskoéizienten in wasseriger Losung [151].

Berechnung der Wiederfindungsraten bei Online-Messung®nabanden beriicksichtigt
werden.

5.4 Messungen in Kombination mit automatisierter
Mikro-Fluidik

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass Transmgsiessungen im mittleren
IR dazu geeignet sind, die untersuchten Analyten - im Sflermi&lucose, Harnstbund
Acetat - im Dialysat zu quantifizieren. Nun wird ein Aufbaurgestellt, mit dem durch
automatisiertes Befullen der Kiivette mit einer Probetkanerliche Messungen an Dia-
lysaten durchgefiihrt werden konnen. Dazu werden hieacst die Anforderungen an
ein solches System diskutiert.

Der Einfluss von Langzeitdriften des FTIR-Spektrometersdwiurch aufeinander
folgende Messungen von Probe und Referenz vermieden. Sogkcht die FTIR-
Spektroskopie langzeitstabile Resultate, die einen baidenden Vorteil gegeniiber den
elektrochemisch-enzymatischen Sensoren bedeuten, bendias Mess-System durch
chemische Veranderung des Sensors driftet und nachieatilerden muss. Als physika-
lische Methode ist die FTIR-Spektrometrie daher bei Keisndier Kiivettenschichtdicke
und Vorliegen eines Kalibrationsspektrensatzes nichteagenzien-, sondern quasi auch
kalibrationsfrei.

Die Diffusion durch die Mikro-Dialysemembran wird stark von den ossthen und
hydrostatischen Druckverhaltnissen in der Flussigkedinflusst. Eirdberdruck im Per-
fusat wirkt der Difusion in Richtung Perfusat entgegen; aul3erdem ergibt gisbmder
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Abb. 5.35: Aufbau der Mikro-Fluidik und die Verhaltnissa Schaltventil im Detail. Die
Probenschleife befindet sich zwischen den Anschliisserd 3 un

Diffusion ein &ektiver Fluss des Perfusats in das Interstitium, wodurchRl@benvo-
lumen des Dialysats reduziert und damit die WiederfindwuatgerBestimmung gestort
wird. Daher ist die Verwendung des so genannten fushModus bei der Anwendung
der Mikro-Dialyse von Vorteil. Hierbei wird das Perfusattngientischen Flussraten zum
Dialysekatheter und das Dialysat von dort weg gepumpt;wliesdurch die Verwendung
zweier Kapillare mit identischem Innendurchmesser in reReristaltikpumpe realisiert.
Die kleinen inneren Abmessungen der Kivette verursaclkegits bei geringen Fluss-
raten einen Gegendruck, der einen direkten Anschluss ddydgisonde an die Kuvette
nicht zulasst.

Der Aufbau in Abb. 5.35 zeigt die Verwendung eines 3-Wegeaficbntils (Knauer, Ber-
lin) mit 6 Ein- und Ausgangen (Ports) fur die kontinuieHe Messung. An den sechs
Anschliissen lassen sich handelsublicH&bzw. 132 Zoll Kapillaren anschliel3en; die-
se sind paarweise uUber drei interne Kanale miteinanddunelen. Das Ventil lasst sich
elektronisch zwischen zwei Zustanden umschalten, im samygen "Load-Modus” sind
die Anschlusse 2, 3/4 und 56 miteinander verbunden. Das Umschalten in den so ge-
nannten "Inject-Modus” dreht die Kanale um 60 Grad unter Aaschliissen, so dass nun
die Verbindung zwischen den Anschliss¢B8,24/5 und §1 liegt. Wie im rechten Teil der
Abbildung zu sehen, separiert das Ventil die Fluidik in zgeirennte Zweige, den der
Probe und den zum Transport derselben zur Kuvette. Im "dadus” befindet sich die
Probenschleife im Probenfluss und wird mit Dialysat béfiith "Inject-Modus” befindet
sie sich im Transportfluss und der Inhalt kann mit Hilfe derit@pnpumpe zur Kivet-
te transportiert werden. Die Probe wird nur im "Load-Modggsammelt, im "Inject-
Modus” hingegen geht sie verloren. Das System wurde dainezifien schnellen Trans-
port der Probe zur Kilvette optimiert, um ziigig zuriick Ziroad-Modus” schalten zu
konnen. Die Trennung zwischen den beiden Fluidik-Zweiggnmeidet einefUberdruck
im Perfusat und ermoglicht so den Probentransport mit hBhessrate.
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Abb. 5.36: Softwar&VinTestzur Ansteuerung der Fluidik.

5.4.1 Software zur Austihrung zeitgesteuerter Messungen

Die zum Aufbau der quasi-kontinuierlichen Glucosemessgelgorenden Gerate wie
Spektrometer, Pumpen und Schaltventil werden mit einermonam ISAS program-
miertenWindows XPApplikation WinTestgesteuert, deren Struktur in Abb. 5.36 gezeigt
wird. WinTestwurde unter Verwendung désc-compiler$ in der Programmiersprache
'C’ programmiert und lauft auf dem Laptop, der das gesanyste®n steuert.

Die Ansteuerung der Spektrometer (IR200 und Vector 22)grttburch Kommunikation
mit der jeweils zum Spektrometer gehorigen Software. Beeutor 22 ist dieOPUS

es bietet eine Schnittstelle zu externen Programmen \xedowsPipes an. Die zum
IR200 gehorende SoftwaieZOmnicermdoglicht eine Steuerung mit Hilfe dévindows
Schnittstelle DDE. Eigenschaften zur Spektrenaufnahnee Auflosung, Anzahl coad-
dierter Interferogramme u.a. werden sowohl ®@&lUSals auch beEZOmniciiber eine
Experiment-Datei festgelegt. Die spektralen Daten werthsh den Messungen auf der
Festplatte des Rechners abgelegt. Von dort kdnnen sidatiab-Skripten weiterverar-
beitet werden, die ebenfalls Uber die DDE-Schnittstedistgrtet werden. Diese Software
erkennt Storungen durch Luftblasen sowie auch Ausreifiémwertet die Daten mit ent-
sprechenden Kalibrationsmodellen aus; die Ergebnissgeneatirekt auf dem Bildschirm
dargestellt.

Da der Probentransport innerhalb der Fluidik von groRethiiifi&eit ist, wurden zwei ver-

schiedene Spritzenpumpen von TSE Systems mit einem FLGRKB8sensor (Sensiri-
on, Zurich, Schweiz) hinsichtlich der Konstanz ihrer Bizgen charakterisiert. Abb. 5.37
zeigt einen zehnminitigen Ausschnitt der Messungen. Disadonsperiode entspricht

%light C-Compiler, httg/www.cs.virginia.edflcc-win32, frei zur unkommerziellen Nutzung (Copy-
right Jacob Navia).
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Abb. 5.37: Flussratenstabilitat der verwendeten Sprfigenpen von TSE Systems mit
einer Pumprate von 2@L/min bei Verwendung von L Hamilton-Spritzen.

einer vollstandigen Umdrehung der den Spritzenkolbemned@nden Spindel. Vergli-
chen mit dem Modell 540060 sind die Schwankungen in der Ftsseim Modell
540100 um mehr als eine GrolRenordnung kleiner und damitrdiesportvolumina deut-
lich reproduzierbarer. Die urspringliche Steuerelekitalieser Spritzenpumpe bot kei-
ne Moglichkeit einer Ansteuerung durch einen Computes. \Burde daher gegen ei-
ne selbst entwickelte Schrittmotorsteuerung, die aufreidd MEL 90LS4433 Mikro-
Kontroller in Kombination mit einem SchrittmotortreibeerdFirma ELMOS (100.13,
ELMOS Semiconducter AG, Dortmund) basiert, ausgetauddigtse Hardware bietet
die Anschlussmoglichkeit an eine RS232-Schnittstette Schaltventil war eine solche
Schnittstelle bereits vorhanden; damit konnten die @eamiit einem USBERS232 Adap-
ter vom Laptop aus gesteuert werden.

Der Zeitablauf der Messungen wird von einem so genanWemTestSkript festgelegt.
Dieses versteht neben Befehlen zur Steuerung der Hardwelneemige strukturelle Kon-
strukte, wie z.B. Variablen, bedingte Verzweigungen undethrogrammaufrufe und ist
damit vergleichbar mit einer Programmiersprache wie Ba&ahleifenartige Vorgange
werden mit veranderlichen Variablen und bedingten Spvefehlen realisiert. Bedingte
Unterprogrammaufrufe ermoglichen die Reaktion auf @tgen wie z.B. das Auftreten
von Luftblasen durch Reaktion auf den Riickgabewert degeaufenerMatlab-Skripts.
Die Struktur detVinTestSkripte wurde einfach gehalten. In jeder Zeile steht edsrein
Kommentar oder eine Zeit [ms] gefolgt von einem zugehdarigefehl, dem sich optiona-
le Parameter anschlieen konnen. Im folgenden kurzermpigeisird in einer einfachen
Schleife viermal eine Meldung auf dem Bildschirm ausgegebeaf die der Nutzer rea-
gieren muss.
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# Beispiel

# Setzen der Variable ’var’ auf den Wert 4
0 var=4

# Interaktion mit dem Nutzer

1000 messagebox "Bitte OK driicken"

# var=var-1

1999 var-=1

# verzweigt, solange das Ergebnis ungleich 0 ist
2000 gotoifresult 1000

# Ende des Ablaufs

2001 done

5.4.2 Transport fliissiger Proben

Einige haufig verwendelinTestSkripte werden hier erlautert. Ein beispielhafter Quell
text befindet sich im Anhang B. Das Skrigintinuierlich.txt wurde verwendet, um
Messungen im zehnminutigen Rhythmus durchzufuhreneilews:41 Minuten ist das
Ventil im "Load-Modus”, d.h. bei einer Pumprate der Probe \iq:L/min wird die Pro-
benschleife mit & uL befillt. Zu Beginn der Messung wird ein zweiminutiges &ehz-
spektrum der mit Ringer-Losung gefullten Kivette aafgehnet und nach Umschal-
ten des Schaltventils in den "Inject-Modus” befordert 8igritzenpumpe die Probe zur
Kuvette. Die Flussrate wird langsam auf 40/min beschleunigt, um Durchmischungen
der Probe mit der Transportflussigkeit zu reduzieren. Salay der spektroskopischen
Probenmessung schaltet das Ventil zurtick in den "Load#dgdum mit dem Sammeln
der nachsten Probe fortzufahren. Die Probenmessung wirdaé wiederholt und die
Probe anschlielRend mit der fordernden Spritzenpumpeeausitvette entfernt; nach ei-
ner zweiten Referenzmessung startet das Skript von voraeh [éder Einkanalmessung
werden die spektralen Daten duatlab-Skripte tibergeben. Dort werden die aus Probe-
und Referenzspektrum berechneten Extinktionen mit denbkaionsmodell ausgewer-
tet. Die vorhergesagten Konzentrationen und die aktueiektralen Daten werden auf
dem Bildschirm des Laptops angezeigt. Daatlab-Skript vergleicht die Intensitat der
Einkanalspektren der mit wasserigen Proben gefuilltewetté bei 1642nT! mit einem
vorgegebenen Schwellenwert; wird dieser Uberschritgtrdas ein Anzeichen fur Luft-
blasen in der Kuvette. Die Methode ist sehr empfindlich,reagiert bereits, wenn die
Luftblase etwa ein Promille der durchstrahlten Flachenienmt. Wird eine Luftblase
detektiert, ruft das Skript ein Unterprogramm zum Entferderselben auf. Dort wird
abwechselnd mit der Spritzenpumpe gepumpt und ein Eingpekirum aufgezeichnet.
Sobald die Kuvette als luftblasenfrei erkannt wird, ketas Skript zum Hauptprogramm
zurlick. Ist die Spritze der Spritzenpumpe geleert, etfeltgenfalls ein Unterprogramm-
aufruf indem eine so genanntessageBoauf dem Bildschirm abgebildet wird. Sobald
die Spritze wieder befullt wird, kann das Programm durchktB&gung mit der Maustaste
fortgesetzt oder abgebrochen werden.
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Abb. 5.38: Messungen der Konzentrationsprofile zur Bestimgndes benotigten Pro-
benvolumens zur Beflllung der AL Probenschleife (wasserige Glucoseldosung mit
500mg/dL).

Befillung der Probenschleife

Fur die Probenschleife wurde ein Innenvolumen varlL4gewahlt. Zusammen mit dem
Totvolumen des Schaltventils voni2. ergibt dies ein Gesamtvolumen vorpé. Um
eine gleichmalige Befullung zu gewahrleisten, musdabenschleife mit einem hin-
reichend gro3en Probenvolumen befullt werden. Die mihbeaotigte Zeit, um die Pro-
benschleife bei einer verwendeten Flussrate vah/min vollstandig zu befillen, wurde
experimentell ermittelt. Abb. 5.38 zeigt 12 Messreihen, demen der Inhalt der Proben-
schleife mit einer Flussrate vornul /mindurch die Kiivette gepumpt wurde. Dabei wurde
in jeder Minute ein Einkanalspektrum aufgezeichnet. Digbnschleife wurde mit Hil-
fe der zweiten Spritzenpumpe (TSE 540060) mit variieren8eoibenvolumen zwischen
1 uL und 12uL befillt. Das kleine Diagramm in der Abbildung zeigt die nmaal in der
Kivette gemessene Konzentration aufgetragen gegerutiraté. Eine vollstandige und
konstante Befullung wurde bereits mit einem Probenvoluran 6uL erreicht.

Dynamik des Flusses

Der Fluss der Probe in den Kapillaren unterliegt einer gesvisTragheit. Die Kapillaren
dehnen sich aus, sobald die Spritzenpumpe diftmrdruck aufbaut. Nach dem Abschal-
ten der Pumpe setzt sich der Fluss noch eine gewisse kurzéo#ebis derUberdruck
wieder abgebaut ist. Eine genaue und reproduzierbare Mgssunur beim Maximum
der Probenkonzentration moglich, wobei dieses bei debgnd-lussrate eine Breite von
etwa 1ulL hat. Der Fluss sollte zwischen dem Pumpvorgang und demdatiaspektralen
Messung hinreichend weit abgefallen sein, damit sich diez€atration in der Kivette
durch ein Nachlaufen im Rahmen der Messgenauigkeit nicht verandert.
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Abb. 5.39: Zeitabhangiges Verhalten des Probenflusses wi@n Bedingungen der
Fluidik-Programmierung bei Messungen wasseriger Gleigssing (500ng/dL), die mit
unterschiedlichem Transportvolumen in die Kivette gepumurden. Die spektralen
Messungen erfolgten fur jeweils 20

Abb. 5.39 zeigt die Dynamik der Fluidik tiber die in der Kiteegemessenen Konzentra-
tionen. Nach dem Beflillen wurde der Inhalt der Probendehteit der Spritzenpumpe
mit einer Flussrate von 40L/min befordert. Direkt nach dem Start der Pumpe wurde in
Intervallen von jeweils 2@ ein Einkanalspektrum aufgezeichnet. Nach dem Pumpenhalt
bewegt sich das Probenvolumen in der Kilvette wie erwartétw Dieser Vorgang wurde
mit acht verschiedenen Transportvolumina durchgefiBet.zu kleinem Transportvolu-
men, erreicht das Konzentrationsmaximum die Kuvettetni€m zu grof3es Transport-
volumen fuihrt zu einentberfilllen, das Konzentrationsmaximum flieRt an der Kieve
vorbei und die Konzentration sinkt wieder. Bei einem optenalransportvolumen zwi-
schen % und 10uL erreicht das Maximum die Kivette innerhalb einer Minute.

Transportvolumen

Im Skript "kontinuierlich. txt” ist das Transportvolumen, das den Inhalt der Proben-
schleife zur Kuvette befordert, festgelegt. Das optandlumen hangt von der Kapilla-
renlange vom Schaltventil zur Kiivette ab und muss zustaairch geeignete Messungen
ermittelt werden. Dazu wurde eWinTestSkript programmiert, das das Transportvolu-
men bei jedem Schleifendurchlauf variiert, d.h. alle 10 ién wird eine Messung mit
einem veranderten Transportvolumen durchgefuhrt. €iegird von einem Start bis zu
einem Zielwert variiert und dann anschliel3end von vornebegn. Abb. 5.40 zeigt ei-
ne sechsfache Wiederholung einer derartigen Mess-Sezidjalaktuelle Konzentration
bei der Messung von wasseriger Glucoselosung in der K&izeigt, wie sie bei grol3er
Flussgeschwindigkeit die Kivette erreicht. Die Reproemarkeit der Ergebnisse mit
dem vorgestellten Fluidik-Aufbau zeigt eine relative Stamabweichung der Konzen-
trationsbestimmung im Konzentrationsmaximum von etwa D¥#ése setzt sich aus den

93



94 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie undkkdi-Dialyse

100

80|

60|

401

relative Konzentration [%6]

20}

Transportvolumen [uL]

Abb. 5.40: Optimierung des Transportvolumens und Repriedoarkeit der Fluidik bei
Vorgabe der gewahlten Spritzenpumpenprogrammierungsifegen mit wasseriger Glu-
coselosung (18thg/dL) bei jeweils 2minMessdauer. Angabe der relativen Konzentration
zur komplett mit der gleichen Glucoselosung befllltenvKite.

Unsicherheiten der Fluidik und der spektralen Messung erizdgehorigen Auswertung
zusammen.

Diffusionséekte beim Probentransport vermischen die Probe mit derspratfliissig-
keit, wodurch die Extinktion am Konzentrationsmaximum atwa 90 bis 95 % im Ver-
gleich zu einer Messung mit einer direkt in die Kivettezigrten Probe betragt. Der
genaue Wert der Verdiinnung hangt von der Qualitat detificihhen Anschliisse zwischen
den Kapillaren ab, die eine gewisse experimentelle Erfageufordert. Bei kleinen Fluss-
raten von JuL/minhat die Konzentration ein breites Plateau auf einem Niveaul®0%.
Eine Vermischung durch thermischefidision scheidet aus, da sich diese bei kleinen
Flussraten erhoht. Fur Stromungen durch runde Kapitlavird in [156] die so genannte
Reynoldszahl definiert:

Re= 2R(V) p/n (5.29)

mit R [m] dem Radius der Kapillarenv) [m/s] der mittleren Flussgeschwindigkeit,
p [kg/m®] der Dichte der Flussigkeit ung [Pa § der dynamischen Viskositat. Die
Reynoldszahl betragt bei unseren Experimenten etwa 1,[1&6] ist eine turbulente
Stromung erst bei Werten vdRe > 2000 zu erwarten und scheidet damit als Ursache fur
die Durchmischung von Probe und Transportflissigkeit fleraus. Die Ursache liegt
vermutlich in den Anschliissen der Kapillaren untereimaindm Schaltventil und an der
Kuvette. Hier liegen keine einfachen runden Querschmigdr vor und eine fluidische
Durchmischung der Probe mit der Transportflissigkeit ketattfinden.
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5.4.3 Analytische Leistungshhigkeit des Sensorsystems

Die Langzeitstabilitat und ein geringer Kalibrationsaahd sind wichtige Anforderungen
an das zu entwickelnde Sensorsystem. Abb. 5.41 zeigt eingzZe&messung mit opti-
miertem Transportvolumen. Zunachst wurde ca. 9 Stundendae Acetat-Konzentration
in ELO-MEL-Lbsung gemessen und dann etwa 8 Stunden die tlero&e in wasseri-
ger Losung. Die Mittelwerte und deren Standardabweicbaonger Konzentrationsbe-
stimmung nach Anpassen entsprechender Referenzspekitefusdie zwei Analyten
fur beide Zeitbereiche angegeben. Fur das physikalidébdell wurden die Extink-
tionsspektren von ELO-MEL-L6sung, Glucose und Ringesiirig und ein konstanter
Basislinien-Versatz verwendet. Die Standardabweicharige die Glucosekonzentrati-
onsbestimmung bei der Messung von ELO-MEL-L6sung und kelge: entsprechen den
spektroskopischen Unsicherheiten der Bestimmungen,rddudeh Schwankungen in der
Fluidik verursachte Fehler dort verschwindet. Diese stgd Giucose= 0.9% (16 mg/dL)
fur Glucose undrspecero-mer = 0.4% fur das Acetat in der ELO-MEL-LOsung. Bei
einer von Null verschiedenen Konzentration setzen siciaimnzen der Analytkonzen-
trationsbestimmungen aus den spektralen und fluidischechigrheitsanteilen zusam-
meno? = oZ,q + Tapec D€r durch die Fluidik verursachte relative Fehler liegi be

v0.00% — 0.004 = 0.3% bis V0.012 — 0.00% = 0.4%.

Die gemessene relative Konzentration der ELO-MEL-Losliegt im Mittel um 3 %
Uber dem Messwert der Glucosekonzentration. Ein mogti@rund hierfur sind die Ad-
sorptionsprozesse der geldsten Bestandteile an denl&ag@hden. Die in der ELO-
MEL-Losung enthaltenen Elektrolyte bilden dabei evt.eeabschirmende Schicht, die
die Adsorptions- und Reibung$ekte beim Acetat und damit die fhusionsverbreiterung
verringert. Dies konnte durch Experimente, bei denen imgRi-Losung angesetzte Glu-

1
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Abb. 5.41: Langzeitmessung mit optimiertem Transportwan: Konzentrationsbestim-
mungen von Acetat im ELO-MEL-Perfusat und Glucose in wégse Losung zur Be-
stimmung der Unsicherheiten des Mess-Systems.
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Abb. 5.42: Messung von wasseriger Glucoselosung mipeeptufenformigem Konzen-
trationsprofil zumUberprifen der Prazision und Genauigkeit der kontiricieen Mes-
sungen.

cose gemessen wird, genauer untersucht werden; diesemjedtech hier nicht durch-
gefuhrt.

Mit dem in Kap. 5.4.2 vorgestellten Protokoll wurden Prob@htreppenstufenartig vari-
iertem Konzentrationsprofil wasseriger Glucoselosarggamessen. Die Probe wurde von
einer Minipuls 2 Peristaltikpumpe mit einer Flussrate vgi_lminin die Probenschlei-
fe des Schaltventils gepumpt. Die Zeitpunkte des Probehsets wurden so gewahlt,
dass der Konzentrationswechsel die Probenschleife jgweiler Mitte des 8:41 Minuten
wahrenden Befillens erreichte. Die linke Halfte der ABlI2 zeigt die zeitabhangigen
Konzentrationsbestimmungen; zwischen den Stufen emispnesie etwa dem Mittelwert
der Konzentrationen vor und nach dem Wechsel der Probe. ibatenen Konzentra-
tionswerte wurden um den durch die Fluidik verursachterntdfak/0.935 skaliert. Das
Plateau der jeweiligen Stufen wurde immer direkt in der aurf Wechsel folgenden Mes-
sung erreicht, was eine schnelle Reaktion des Systems aahd&rungen in der Glu-
cosekonzentration zeigt. Die Konzentrationsbestimmuoiiggen beim Anstieg um etwa
1% unter denen beim Abfall der Treppe. In der rechten HalkéeAbb. 5.42 sind die IR-
spektrometrisch quantifizierten gegen die gravimetrisgtimmten Konzentrationen der
Proben aufgetragen. Die Ergebnisse bestatigen die magerde Linearitat des spektro-
skopischen Verfahrens und zeigen eine Reaktionszeit antéftrationsanderungen, die
unterhalb der Zeitauflosung von tiin der quasi-kontinuierlichen Messungen liegt.

Die vorangehenden Untersuchungen wurden mit einfachesevi@gen Losungen durch-
gefuihrt. Eine Abschatzung des spektralen Rauschens eindutch die Fluidik verur-
sachten Unsicherheiten zeigt, dass die Methode geeign&lisosekonzentrationen im
gewiinschten physiologischen Konzentrationsbereicthotier Genauigkeit zu messen.
Die Messungen der Blutplasma-Dialysate zeigten beregtSdiektivitat fur die Glucose-
konzentrationsbestimmung gegeniiber den tbrigen, irDdaiysaten enthaltenen Kom-
ponenten. Im Folgenden werden einige Langzeitmessungatemientwickelten Aufbau
an biologischen Proben dargelegt, die dessen praktischerddabarkeit weiter beweisen
konnen.
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Im Rahmen des CLINICIP-Projekts wurden drei Messprotakedreinbart, die von den
Sensorpartnern in-vitro durchgefuihrt werden sollten dieentwickelten Sensorsysteme
miteinander vergleichen zu konnen, wobei der erste Pusidits dargelegt wurde.

e TreppenstufeiMessungen: Die Messung einer Reihe von wasserigen Gluco-
selosungen mit auf und absteigenden Konzentrationen yot6090, 180 und
270mg/dL

e Up-DownMessungen: Eine Langzeitmessung von mit Glucose aufgdsto
Blutserum-Ultrafiltraten mit abwechselnd gewahlter gno8nd kleiner Glucose-
konzentration (90 und 27@g/dL)

e LangzeitExperiment: Eine Langzeitmessung von mit Glucose audg&stn
Blutserum-Ultrafiltraten tiber 72 Stunden mit frischenl#&no bei wechselnden Glu-
cosekonzentrationen in Abstanden von 24 Stunden (90, A8@d0mg/dL).

Fur dieUp-Down undLangzeitMessungen an biologischen Proben wurden uns von den
klinischen Partnern am Zentrum fir medizinische Forsgh@@#@MF, Medizinische Uni-
versitat Graz - MUGQsterreich) Ultrafiltrate von Blutserum zur Verfiilgung igdls Die
Bioflussigkeiten wurdefrisch verwendet, um Eekte durch mikrobielle Aktivitaten aus-
zuschlieRen. Sie wurden durch Filter mit ein€@ut-Qf von 20kDa zentrifugiert und
haben eine vergleichbare Zusammensetzung wie die derdaialyDie Herstellung von
Ultrafiltraten gelingt deutlich schneller als die der Igeatannten Proben (ein Blutplasma-
Volumen von 50mL benotigt etwa 30ninzum Zentrifugieren). Die Ultrafiltrate mit einer
Glucosekonzentration von 9%g/dL wurden mit kristallinera-D(+)-Glucose auf 184
und 284mg/dL aufgestockt. Nach einigen Stunden war erfahrungsgemsl(giytaami-
sche Gleichgewicht der Glucose-Mutarotation erreichbaga wurden die Proben bis zu
den Messungen bei24°C aufbewabhrt.

Die Up-DownMessung mit den Ultrafiltraten wurde wie dieeppenstufeMessung (sie-
he Kap. 5.4.3) durchgefihrt, allerdings mit zeitlich vdrsbenem Probenwechsel, so dass
der Konzentrationssprung die Probenschleife genau zemsevei Messungen erreichte.
Alle 60 Minuten wurde zwischen den beiden verwendeten Rr@¢Bé und 284mg/dL)
gewechselt, wobei jedes Ultrafiltrat Uber insgesamt 4 @&argemessen wurde.

Die quantitative CLS-Auswertung wurde auf die Extinktispsktren angewandt, wobei
der Wellenzahlbereich von 1000 bis 158@r! genutzt wurde. Das physikalische Mo-
dell setzte sich aus Extinktionsspektren der folgendenpamnten zusammen: Glucose,
Harnstdf, Hydrogencarbonat, Phosphat, Lactat, Acetat, Sulfatg&ig, Ringer-Losung,
konstanter Basislinien-Versatz u@D;?~. Die Proben enthielten Acetat, da sie von den
klinischen Partnern mit ELO-MEL-Ldsung verdinnt wurdem das Probenvolumen zu
vergrol3ern. Ebenfalls an die Probenspektren angepasdewlie Temperaturabhangig-
keit der Acetat-Banden uber das Eigenschaftskorrelssipektrum und das Extinktions-
spektrum atmospharischen Wassers (siehe unten).

Das in der Probe enthaltene Glycerin stammt aus den Ulé&atfjlieine Kontamination
konnte trotz Spulung derselben mit Wasser nicht ganz \estemi werden. Das Glyce-
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Abb. 5.43: Basislinien-korrigierte Extinktionsspektrand Glucosekonzentrationsbe-
stimmungen bei debp-DownMessungen.
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Abb. 5.44: Konzentrationsbestimmungen fur Modell-Komenten bei der zehnstundi-
genUp-DownMessung (Einheiten in [midL]/blau, [%]rot, [mA.U.]/schwarz).

rin hat starke spektrale Banden im Bereich zwischen 950 uiD &nT?, dies fuhrt

in Kombination mit der Sulfat-Bande bei 11@87* zu einer groRen Querempfindlich-
keit gegenuiber der Glucosebestimmung. Um diese genauenteusuchen, wurde das
Sulfat-Extinktionsspektrum mit unterschiedlichen S&alngsfaktoren von den Extink-
tionsspektren der Probe abgezogen. Die Faktoren wurdernainmBn der zu erwarten-
den physiologischen Sulfat-Konzentration va# Bis 67 mg/dL (0.3 bis Q7 mM) vari-

iert (siehe Kap. 5.2.4). Anschlie3end wurde das Sulfak8pe aus dem physikalischen
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Modell entfernt und die CLS-Kalibration erneut durchdetiiJe grol3er der Skalierungs-
faktor gewahlt wurde, desto kleiner war die IR-spektrameh bestimmte Glucosekon-
zentration; im genannten Bereich des Skalierungsfakioks sie etwa um Sng/dL.

Abb. 5.43 zeigt die Glucosekonzentrationsbestimmung uededtinktionsspektren der
Messreihe. Letztere unterscheiden sich im WesentlichesemExtinktion der Gluco-
se zwischen 950 und 118!, Die Hydrogencarbonat- und Acetat-Banden zwischen
1200 und 155@nT? sind im Rahmen der Messgenauigkeit konstant. Die untezdthi
chen Glucosekonzentrationen wurden durch Aufstocken mit@e angesetzt, so dass
die Konzentrationen der tUbrigen Komponenten sich nuegstlyeringfiigig anderten.
Die diesbeziglichen Konzentrationsbestimmungen desikdlyschen Modells sind in
Abb. 5.44 dargestellt. Der Gehalt an HarrfBtd.actat, Acetat nimmt Uber den Mess-
zeitraum leicht zu, was jedoch statistisch nicht signiftkah Grinde dafur sind mogli-
cherweise eine Anreicherung der Bestandteile durch eidwesten des Wassers in der
Probe oder eine Veranderung der Verdiinnung durch dereRt@msport der Fluidik. Die
deutliche Konzentrationszunahme @®;%~ geht mit einer Konzentrationsabnahme des
Hydrogencarbonats einher. Dies wird durch ein AusgaserG@nund einer damit ein-
hergehenden Erhohung des pH-Wertes verursacht, was dasZidtionsgleichgewicht
des Carbonats verschiebt.

Ein LangzeitExperiment Gber nahezu 100 Stunden wurde ebenfalls dafahrt. Die
rechte Halfte der Abb. 5.45 zeigt die zugehorigen Glukoeeentrationsbestimmungen.
Die Messreihe wurde von einigen Unterbrechungen gedtanzfristige Ausfalle des
Spektrometers wurden auf Instabilitaten der gemesseteridrogramme zurtickgefiihrt.
Durch die Verwendung des optischen Langpass-Filters rs€daterbursder Interfero-
gramme breiter, als von der Software erwartet. WennQlamterburstgenau zwischen
zwei Abtastpunkten liegt (rote und hellblaue Kurve in Abb4&, genigt eine gerin-
ge Verschiebung des Interferogramms fur einen Wechsetjui@ntisierterCenterburst
Position. Deren Lage wird von der SpektrometersoftwaredeoMittelwert-Bildung der
Interferogramme mit Hilfe einer Korrelationsfunktion gstet. Schwankt diese, werden
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Abb. 5.45: Basislinien detangzeitMessung zusammen mit der Extinktion von atmo-
spharischem Wasser bei 4 unddé ! Auflosung (unterschiedlich skaliert, Wellenzahl-
achse von 900 bis 200! gezeigt) und die Uiber das IR-Mess-System erhaltenen Glu-
cosekonzentrationswerte degingzeitMessung.
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Theorie
—O— Stabil
—— Unstabil 1
——+— Unstabil 2

Abb. 5.46: "Instabilitat” des Interferogram@enterburstdei unterschiedlicher Abtas-
tung.

die zugehorigen Interferogramme verworfen und die Megssolange fortgesetzt, bis
die in der Experiment-Datei vorgegebene Anzahl an Integemmen erfolgreich fur
die Mittelung gemessen wurde. Durch das vorgegebene d@wll in den WinTest-
Skripten wird die Messung abgebrochen, wenn diese nich¢iirvorgegebenen Zeit be-
endet wird. Das elektronische Detektorsignal des IR2B0dich optional um einen "Fak-
tor 1” bzw. "4” verstarken. Ein Umschalten dieses Fakiansglért das Tiefpassverhalten
und verschiebt das Interferogramm gerade um den halbem@dgtvischen zwei Abtast-
punkten. Hiermit kann also zwischen dem stabilen und inistalverhalten gewechselt
werden. Inzwischen wurde in den WinTest-Skripten einepathende Abfrage reali-
siert, die den elektronischen Verstarkungsfaktor welthsebald die Diferenz der beiden
grofdten Intensitatswerte im Interferogramm einen Sdlineet unterschreitet. Der Ein-
fluss des Verstarkungsfaktors auf daR-&erhaltnis ist nur gering. Messungen zeigen
einen Unterschied von weniger als 10 %.

Ein weiteres Problem bei ddrangzeitMessung war ein Verstopfen der verwendeten
Tygon®-KapiIIaren durch kleine Schwebeteilchen in den Ultradiién. Diese entstehen
sobald die biologischen Proben der Laborluft ausgesetzteme Bei den klinischen Mes-
sungen von Dialysaten hinter einem Dialysekatheter it dieht zu erwarten, da die
Proben nach der Dialyse durch die Ty@rKapillare gepumpt und direkt ohne langere
Lagerung gemessen werden. Die linke Halfte der Abb. 5.4 rée gesamte Populati-
on der Basislinien derangzeitMessung, die durch Quotientenbildung von zwei hinter-
einander aufgenommenen Hintergrundspektren und anBehlier Logarithmierung be-
rechnet wurden. Bedingt durch verhaltnismafig groRev@okungen in der Luftfeuch-
tigkeit, enthalten diese Extinktionsspektren Banden desspharischen Wassers zwi-
schen 1450 und 1606nT!. Dessen Spektrum ist im eingefiigten Diagramm der linken
Abbildung mit einer spektralen Auflosung von 4 undcté ! zu sehen. Ein solches in der
Auflosung angepasstes Spektrum wurde bei den AuswerturageMessungen, die bei
grol3en Schwankungen der Raumluftfeuchtigkeit durchgefiiurden, in das physikali-
sche Modell integriert. Die rechte Abbildung zeigt die Kenirationsbestimmungen der
Glucose fur die drei verwendeten Ultrafiltrate.
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Serum Up-Down Langzeit
Ultrafiltrate | IR-Bestimmung| IR-Bestimmung
[mg/dL] [mg/dL] [mg/dL]
94 94+5 87+6
184 - 183+ 5
284 289+ 8 286+ 5

Tab. 5.6: Konzentrationsbestimmung der biologischen &rob

In Tab. 5.6 sind die Ergebnisse der beiden Messreihen zusagefasst. Angegeben sind
die gravimetrisch aufgestockten GlucosekonzentratialeerUltrafiltrate, die Mittelwer-

te der IR-spektrometrisch unter Verwendung des physiiadis Kalibrationsmodells be-
stimmten Konzentrationen und deren StandardabweichurigienErgebnisse stimmen
gut mit den Referenzkonzentrationen uberein. Zusammerimem Skalierungsfaktor,
der die durch die Fluidik bedingte Busion des Konzentrationsmaximums beriicksich-
tigt, sind genaue quantitative Analysen von Ultrafiltratedglich. Die Messungen zeigen
die hervorragende Langzeitstabilitat des entwickeltgst&ns. Grinde fur Ausfalle wur-
den erkannt und bei weiteren Messungen vermieden.
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5.5 Kilinische Studien

Der in den vorangehenden Kapiteln beschriebene Aufbau antirkuierlichen Analy-
se von Dialysaten wurde im Rahmen des CLINICIP-Projektsi@r voneinander un-
abhangigen klinischen Studien eingesetzt. Diese wumteBNIF an der MUG inOster-
reich durchgefiihrt. Tab. 5.7 gibt einétberblick zu den Studien. Das Mess-System wur-
de an insgesamt neun Probanden, von denen vier an Diabeli@gssnem Typ 1 er-
krankt waren (CM9), getestet. Die Daten von zwei Probandemten wegen technischer
Schwierigkeiten nicht ausgewertet werden (siehe untee)ladt Ethikkommission erfor-
derlichen Einverstandniserklarungen der Probandeamlagr. Der Mikro-Dialysekatheter
wurde von einem an der MUG beschaftigten Arzt eingesetdtdas Perfusat mit einer
Peristaltikpumpe bei einer Flussrate von callbefordert. Nach einer Einlaufzeit von
etwa 30 Minuten erreichte das Dialysat den Auslass der 'I@g&apillaren; danach wur-
den diese an den Eingang des Schaltventils angeschlosdeteuMessungen begonnen.

Name| Datum | Umfang [h] | nspecs| Referenzwerte
CM6 | 03’2005 5.5 23 | Dialgyc, BG
6 20 | Dialgyc, BG
6.5 27 | Dialgyc, BG
CM8 | 09'2005 24 89 | BG
CM9 | 02’2006 26.5 83 | BG
28 120 Dialgwact, BG
CM9 | 06’2006 24 134 | BG

Tab. 5.7:Ubersicht tiber die klinischen Studien.

5.5.1 Orale Glucose Toleranz Tests

In der ersten Studie (CM6) wurden die Dialysate von drei tsate@iedlichen Probanden
an drei aufeinander folgenden Tagen fur jeweils etwa s8tinisden spektroskopiert. In
dieser Studie war der Zeitabstand zwischen den Dialysasitegen 15nin an Stelle
von 10min Minuten pro Messzyklus; davon wurden 13 Minuten zum Beftlldler Pro-
benschleife verwendet. Das optische Filter war noch niohBtrahlengang des Spektro-
meters vorhanden, und die Temperierung der Kiivette alsurdgiund nicht als Kithlung
realisiert; die Messungen wurden bei einer Kuvettenteatpe von 30°C durchgefihrt.
Eine Bestimmung der Wiederfindungsrate bei der Dialyse wanfalls noch nicht im-
plementiert, wobei als Perfusat Ringer-Losung zum Emkam.

Die mit der Transportflissigkeit verdiinnten Dialysatedan hinter der Kiivette gesam-
melt und deren Glucosekonzentrationen im klinisch-cheh@s Labor des ZMF ermit-
telt. Der dortige Analyseautomat (Roche Cobas Mira Analyisefir kleine Glucosekon-
zentrationen optimiert und damit fir die Dialysate mit desatzlich durch die Transport-
flussigkeit verdiinnten Konzentrationen geeignet. Dedifenungsfaktor berechnet sich
als Verhaltnis aus Probenschleifenvolumen zur Menge desHin- und Weg-Transport
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Abb. 5.47: Zusammensetzung eines Dialysat-Extinktioglsspms des zweiten Proban-
den der CM6-Studie. Die mit dem physikalischen Modell eraltién Konzentrationen be-
tragen fur Glucose (86g/dL), Harnstdf (31 mg/dL), Hydrogencarbonat (103 g/dL),
Phosphat (3 mg/dL), Lactat (11mg/dL) und Sulfat (20 mg/dL). Der nicht abgebildete
Basislinien-Versatz betrug®mAU.

bendtigten Transportvolumens. Dasselbe Messprotokelimder in-vivo Studie wurde
in-vitro mit gravimetrisch angesetzter Glucoselosungctgefuhrt. Die verdinnte Probe
wurde hinter der Kiivette gesammelt. Die Konzentratiod&elProben wurde spektrosko-
pisch ermittelt, das Verhaltnis ergab einen Verdunntaidger von 352. Die Referenzwer-
te der Dialysat-Proben wurden bei den Auswertungen um wlieéaktor korrigiert.

Wahrend der Studien wurden regelmafiig die Blutglucosedwotrationen der Probanden
gemessen. Dazu wurde arterialisiertes Blut Uber einedsamKatheter im Unterarm, der
sich in einer so genannten Hotld8%efand, abgenommen und die Glucosekonzentration
vor Ort mit einem Beckman-Analyseautomaten bestimmt. Dugdoben wurden viertel-
bzw. halbstiindlich entnommen und die Konzentration algdlivert einer zweifachen
Bestimmung berechnet. Um ein zeitliches Blutglucoseprofilgrol3er Variationsbreite

zu erzielen, erhielten die Probanden wahrend der StudéeAickerlosung, die aus 190
Zucker aufgelost in 500L Wasser bestand

Die mittels des physikalischen Modells berechnete Zusamsetzung des Dialysat-
Spektrums des zweiten Probanden mit der grof3ten aufgeé&etGlucosekonzentration
istin Abb. 5.47 zu sehen. Zur Spektrenanpassung wurde diégrv¥ehlbereich von 1000
bis 1500cnT? verwendet. Die starkste Bande bei 1366 stammt vom Hydrogencar-
bonat, das auch bei 10@81* im Bereich der Glucoseabsorptionsbanden zwischen 950
und 1180cnT?! absorbiert. Ebenfalls mit dem bloRen Auge zu erkennenésBdinde des
Harnstdfs bei 1460cnT®. Neben erhohten Glucosekonzentrationen sind beim zmveite
Probanden auch die Harnfité&Konzentrationen tiberdurchschnittlich hoch gewesen.

Messungen von proteinhaltigen Proben wie Blutplasmasiiizur Beschichtung des ver-
wendeten Fenstermaterials in der Kuvette [58]. Proteind ;@ den gemessenen Dia-

10Durch eine Temperierung auf etwa 45°€nien sich die arterio-vendsen Anastomosen, die Durchblu-
tung wird damit verstarkt und die arterio-venodsé®ienz der Blutglucosekonzentration gesenkt.

11Beim so genannten oralen Glucose-Toleranz-Test (OGTTkttrdler Patient eine Glucoseldsung
(759/500mL), um die Funktion der Glucosestaechselregulierung zu testen [157].
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10
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Abb. 5.48: PDMS als Ursache fur die Ablagerungen auf den,&ahstern wahrend der
CM6-Studie (Spektren skaliert und in der Ordinate versengb

lysaten nicht vorhanden, trotzdem war eine geringfugigeanderung der Transmissi-
onseigenschaften der Kuvette zu beobachten. Abb. 5.4f8 uaa. das aus dem ersten
und letzten Referenz-Einkanalspektrum der CM6-Studiedterete Extinktionsspektrum
zwischen Beginn und Ende der Messkampagne. Ein Vergleitdem Extinktionsspek-
trum von PDMS zeigt ein&bereinstimmung der Extinktionsbanden bei 1266* und
zwischen 1000 und 1150, PDMS lost sich in Spuren-Konzentrationen aus dem Dich-
tungsmaterial der Kuivette und lagert sich auf den&aénstern ab. Die Banden zwischen
1500 und 160@nT? zeigen auckAnderungen in der Konzentration des atmospharischen
Wassers, die durch Schwankungen in der LuftfeuchtigkeiteinKlinik bedingt waren.
Ebenfalls gezeigt ist das Extinktionsspektrum eines beiidevitro Messungen verwen-
deten Cal-Fensters; das Referenz-Einkanalspektrum wurde mit essrberen Car-
Fenster gemessen. Die diinnen PDMS-Filme auf den Kivetistern absorbieren nur
sehr schwach - etwa eine Milliextinktionseinheit bei einklasszeitraum von 24 Stun-
den. Die bei einem Abstand vorbiinzwischen Referenz- zu Proben-Einkanalspektrum
zu erwartenden Einflusse sind um mehr als zwei GroRenagkrukleiner und damit im
spektralen Rauschen nicht auszumachen.

Wegen der diusionsbedingten Konzentrationsverminderung durch diedi (siehe
Kap. 5.4.2) miussen die Extinktionsspektren vor der Vedueig skaliert werden. Dies
wurde bei diesen Messungen durch die Skalierung der Spektiteeinem Faktor 10.86
berticksichtigt. Dieser Faktor wurde in-vitro durch die $deng einer wasserigen Glu-
coseldsung mit = 500 mg/dL bestimmt. Die gemessene Konzentration mit optimierter
Fluidik betrug 429mg/dL.

Das Eigenschaftskorrelationsspektrum der Glucose, ties die Spektrenpopulation
der CM6-Studie und die zugehorigen Dialysat-Referenzkatrationen berechnet wur-
de (siehe Abb. 5.49), zeigt eine deutlicheereinstimmung mit dem Spektrum wasse-
riger Glucoselosung. Die Bande bei 1360711 ist durch eine Zufallskorrelation mit
der Hydrogencarbonat-Konzentration erklarbar. Die &dEnabgebildeten Mittelwert-
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Abb. 5.49: Eigenschaftskorrelationsspektrum (PWS) undttaiivert-Spektren
der drei Probanden-Experimente mit in der Legende zu finslen®ialysat-
Glucosereferenzkonzentrationen mg/dL] bei der CM6-Studie. Im Vergleich dazu ist
das Extinktionsspektrum von Glucose gezeigt.
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Abb. 5.50: Multivariate Konzentrationsbestimmungen dbt8=Studie im Vergleich zur

Glucose-Referenzkonzentration der Dialysat-Probercheet mit PLS-Kalibrierung und
mittels CLS-Auswertung.

Spektren der drei Probanden sind sehr ahnlich. Eine etvid&ege Harnsté-Bande bei
1460cnT? und Hydrogencarbonat-Bande bei 1366 sind beim zweiten Probanden
zu erkennen. Die PLS-Kalibrierungsmodelle wurden mit s@dén Daten zwischen 950
und 1180cnT? erstellt, da hier die relevanten Banden der Glucose lieBamit war
eine Konzentrationsbestimmung bei Verwendung der leawat Kreuzvalidierung be-
reits bei niedrigen Rangen moglich (linke Halfte der ABb0). Das Heranziehen der
mit der nichtlinearen Basislinien-Korrektur (siehe Kapl.2) behandelten Spektren er-
gab einen optimalen SEP-Wert von72ng/dL bei Verwendung von 3 Basisvektoren
zur rangreduzierten Spektrenmatrix-Invertierung. Hisraesultierte der linké&catter-
plot mit den IR-spektrometrisch bestimmten Konzentrationea,gi&gen die Dialysat-
Referenzkonzentrationen aufgetragen wurden.
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Abb. 5.51: CM6-Studie: Zeitabhangiger Verlauf der Glugamzentrationen bei den
drei untersuchten Probanden mit Referenzwerten und Eigggbhnder PLS- und CLS-
Kalibrierung.

Im rechten Teil der Abb. 5.50 ist die Konzentrationsbestimmauf der Grundlage der
CLS-Kalibrierung gezeigt. Dabei wurde der Wellenzahlidreron 1000 bis 150@nt?

fur die Auswertung herangezogen. Das physikalische Madelde aus den Spektren der
wasserigen Losungen von Glucose, Harfistdydrogencarbonat, Phosphat, Lactat und
Sulfat zusammengesetzt. Bei Phosphat und Hydrogencanyon@en die bei einem pH-
Wert von 75 bei den Ubrigen Komponenten die beipHgemessenen Spektren verwen-
det. AuRerdem enthielt das CLS-Modell ein Spektrum der &kigsung, einen anzu-
passenden Basislinien-Versatz, @3;2"-Spektrum und das Spektrum, das den Einfluss
der Fluktuationen im Maximum des Interferogramms beriotkgt (siehe Kap. 5.1.2);
die Schwankungen in der Luftfeuchtigkeit wurden durch dems&z eines Spektrums
von atmospharischem Wasser berticksichtigt. Die Resghektren sind zusammen mit
den bei den ubrigen Studien berechneten Residuen am Esdeagétels in Abb. 5.66
(S. 123) abgebildet.

In Abb. 5.51 ist der zeitliche Verlauf der Dialysat-Glucksezentrationen und ihrer mul-
tivariaten Quantifizierung dargestellt. Die Glucosekarizionen konnen sowohl mit
dem statistischen als auch mit dem physikalischen Modekiassig geschatzt werden.
Der Anstieg der Glucosekonzentrationen nach Einnahmeutske£losung durch die Pro-
banden ist gut zu sehen. Die Bestimmung mit Hilfe des phiisit@en Modells kommt
ohne weitere Skalierung der Ergebnisse aus, samtlichiduEsparameter, wie z.B. die
Kuvettendicke und die éiusionsbedingte Verdiinnung der Probe wurden unabhangig v
den Dialysat-Messungen bestimmt und durch geeignete Feakéadiminiert.

Die in Kap. 4.4 vorgestellten Verfahren zur Auswahl geetgnspektraler Variablen wur-
den auf die Daten der CM6-Studie angewandt. Hierzu wurderudbearbeiteten Ex-
tinktionsspektren, die Basislinien-korrigierten Spehtr(siehe Kap. 5.1.2) und die lo-
garithmierten Einkanalprobenspektren, d.h. ohne Verwegdier Referenzmessungen,
herangezogen. Fur die Ergebnisse wurde die Kreuzvalidgemit verschiedenen Block-
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grolRen durchgefuhrt: leave-1-out, leave-10-out unddeday-out. Bei der leave-10-out
Validierung wurde der Mittelwert der Ergebnisse aus umtgedlichen Randomisierun-
gen der Spektrenreihenfolge gebildet. In Tab. 5.8 sind dielihisse zusammengefasst.
Die Zahlenangaben in den Klammern hinter den SEP-WertehdsemRange des zur op-
timalen Kreuzvalidierung verwendeten PLS-Modells. Beiwendung der TABU-Suche
und PMMS ist dort zusatzlich die Anzahl der ausgewahltenablen angegeben. Bei der
Verwendung von PMMS ist der Zahlenwert vor dem SEP-Wert digakl der Basisvek-
toren, die zur Ermittlung des Regressionsvektors zur \Wedblauswahl genutzt wurde.

Daten leaveout gesamter PMMS TABU
Spektralbereich Rang| SEP (se)) | SEP Qse)
Roh- 1 2.75 (6) 3 2.50(4) | 2.40(5)
Daten 10 2.8 (6) 3 246 (4) | 2.4 (5
day 3.3(3) 3 254 (4) | 2.8(5
Basislinien 1 2.65 (3) 4 2.43(2) | 2.40 (2
korrigiert 10 2.7 (3) 4 2.47 (4) 2.4 (2)
day 2.95(2) 5 238(2) | 2.5(2)
Einkanal 1 2.93 (9 6 2.9(10) | 2.8(10)
logarithmiert 10 3.0(9) 6 3.2(8) | 2.85(10)
day 8.3 (10) 6 3.6 (10) | 5.3(10)

Tab. 5.8: Variablenselektion mit PMMS und TABU im Vergleighr Auswertung der
Daten des gesamten Spektralintervalls von 950 bis 148G mit den Roh-Daten,
Basislinien-korrigierten Daten und EinkanalspektrenPSierte in mg/dL], bei PMMS
ist der Rang zur Berechnung des PLS-Regressionsvektoegabegn, der zur Wellen-
zahlauswahl fuhrt. Die Zahlenangaben in Klammern sindRberg bei Verwendung des
gesamten Spektralbereiches, bzw. die jeweilige Anmghlder ausgewahlten Variablen
bei PMMS- und TABU-Suche.

Die besten Ergebnisse liefern die Basislinien-korrigiei$pektren, der optimale Rang der
entsprechenden Modelle ist je nach Kreuzvalidierungateein um 1 bis 3 niedriger als
bei den beiden anderen Auswertungen und die Ergebnissarsafdhangig vom Verfahren
der Variablenselektion am stabilsten. Die hoheren SERaMgie mit den logarithmierten
Einkanalspektren erzielt wurden, resultieren aus der kamdrift der Spektrometeroptik.
Die SEP-Werte fur leave-1-out und leave-10-out untersigmesich nur wenig, da das
Modell gentigend Daten fiir eine robuste Berechnung debt&@imodells zur Verfigung
hat, um diese Driften in den Einkanalspektren zu erkennenniit leave-day-out kreuz-
validierten Werte sind jedoch deutlich schlechter.

Die zuverlassigste Quantifizierung der Glucosekonz&atran wurde mit PMMS erzielt,
die leave-day-out Resultate bleiben dort selbst bei Veduag der Einkanalspektren
stabil. Wird deren gesamter spektraler Bereich verwerglatl zwar gute Ergebnisse
maoglich, diese verschlechtern sich jedoch deutlich mitRleckgrol3e der Kreuzvalidie-
rung. Die Ergebnisse der TABU-Suche liefern fur kleinedgroRen - wie erwartet - die
besten Ergebnisse, sind aber bei leave-day-out nicht seigudie mit PMMS erzielten
Resultate.
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Abb. 5.52: CM6-Studie: CEG-Diagramm der Messergebnissdi€ ersten beiden Pro-
banden; Referenzwerte sind die mit Spline interpolierteriigbucosekonzentrationen.

In der Medizin wird uUblicherweise eine Darstellung im sogenten CEG-Diagramm
(engl.:Clarke-Error-Grid [158]) verwendet, um Blutglucosemessgerate bzgl. inmaha
tischen Leistungsfahigkeit einzuschatzen. Die mit dems®r bestimmten Konzentratio-
nen werden gegen die Referenzkonzentrationen aufgetrBgerafik wird in mehrere
mit den BuchstabeA bisE bezeichnete Bereiche unterteilt. Diese wichten die Mé&bsfe
hinsichtlich ihrer medizinischen Relevanz. SamtlicheBereichA liegenden Messungen
gelten als unkritisch in Bezug auf die Gesundheit einesRt#n. Blutglucosekonzentra-
tionen unterhalb von 7thg/dL gelten als Hypoglykamie und werden in der Regel durch
eine Referenzmessung Uberprift, Abweichungen kleilse2@% gelten als tolerierbar.
Im Bereich B liegen samtliche Referenzkonzentrationen oberhalb vbmg/dL, eine
Hypoglykamie ist daher auszuschlieRen. Konzentratiesisimmungen in den Bereichen
C, D undE zeigen erhebliche Abweichungen von den Referenzkonzentem; ohne er-
neute Glucosekonzentrationsbestimmung durch eine Red@rethode fuhren Messwerte
in diesen Bereichen zu erheblichen Biechselentgleisungen eines Patienten. Zu grolie
Konzentrationen veranlassen das klinische Personal -lmalater Blutzuckerselbstkon-
trolle mit Teststreifengeraten den Patienten selbst kgaktion von Insulin, was zu einer
lebensbedrohlichen Hypoglykamie fuihren kann. Zu nggeliKonzentrationen verfuhren
zu einer Einnahme von Kohlenhydraten und verursachen dangtunerkannte Hyper-
glykamie.

Die Bestimmung der Wiederfindungsraten wurde erst in deiitewestudie eingefihrt;
daher sind hier keine durchgangigen Konzentrationsestingen der Blutglucose
moglich. Ein Vergleich der Dialysat- mit den Blutglucosekzentrationen zeigt je-
doch, dass die Wiederfindungsraten bei den ersten beiddrafien nahezu tiberein
stimmen. Eine PLS-Kalibrierung wurde mit den Roh-Spektoeid den Blutglucose-
Referenzkonzentrationen durchgefuhrt. Abb. 5.52 zegg @EG-Diagramm mit den
Ergebnissen der leave-1-out Kreuzvalidierung. Die Ureilctit bzgl. der Blutglucose-
konzentrationen bei der optimalen Anzahl von Basisvektaren 6 zur PLS-Matrix-
Invertierung betragt SER 6.7 mg/dL.
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5.5.2 Langzeitmessungeiber 24 Stunden

Mit der Erfahrung der ersten Studie und einigen Verbesgmmirdes experimentellen
Aufbaus wurde eine zweite Studie im September 2005 durghgefEs sollte an zwei

Probanden uber jeweils 24 Stunden gemessen werden. Ale 8tel Ringer- wurde

ELO-MEL-LOsung als Perfusat verwendet, um die Mikro-Dgd-Wiederfindungsraten
bestimmen zu kdonnen. Die heizende Kivettentemperiemangle gegen eine Peltier-
Kuhlung getauscht und die spektralen Messungen bei eilimetientemperatur von
19.6°C durchgefuhrt. Das Auftreten von Luftblasen konnte da@utlich reduziert, aber
nicht vollstandig vermieden werden. Der Einbau des op&scFilters reduzierte die
Basislinien-Driften auf ein Minimum, die durch die daragsultierende Verbreiterung
der Interferogramme hervorgerufenen Spektrometeredestiiurden hier noch nicht au-
tomatisch, sondern manuell korrigiert.

Die erste Probandin bei dieser Studie musste verhalafisgiaufig die Toilette aufsu-
chen, was jedes Mal erforderte, die Verbindung zwischeralBamntil, Peristaltikpumpe
und Dialysekatheter zu unterbrechen. Die zeitliche Katreh zwischen Konzentrations-
und Messwerten war dadurch stark gestort, so dass zu wRsfggenzwerte vorlagen,
um sie fur eine Auswertung zu verwenden. Diese Schwieltighevurden beim zweiten
Probanden vermieden, indem die Minipuls 3 Peristaltikpeaiprch eine tragbare Mini-
Peristaltikpumpe ersetzt wurtleBei Verwendung dieser Pumpe konnte der Proband das
Bett verlassen, ohne den Perfusat- und Dialysat-Flusstawhrechen. Die in den Pausen
des Dialysat-Flusses gemessenen spektralen Daten wurdeniert, jedoch blieb die
zeitliche Korrelation der Spektren zu den BlutglucosedRafizkonzentrationen erhalten.

Das Verhalten der Fluidik hangt stark vom Gegendruck désiBentils, der Kapillaren
und der Kivette ab. Wahrend der CM8-Studie kam es zu eiadrepen Verstopfung,
die die Fluidik storte. Das Problem wurde erst nach einesddeit von etwa 20 Stun-
den erkannt und dann durch Auswechseln der Kiivette gétdsge der spektralen Da-
ten mussten daher als Ausreil3er entfernt werden. Die \tstBluidik flihrte zu einem
erhohten Druck im System, was die Kivettendicke und dameilWasserextinktion ver-
grol3erte, welches an den UbermaRigen Basislinien-&tkuvngen der Extinktionsspek-
tren erkennbar war. Aul3erdem verschob sich der Zeitpunkimader Konzentration in
der Kuvette durch die erniedrigte Flussrate; dadurch veadbr ersten Probenmessung
das Konzentrationsmaximum noch nicht erreicht. In dieseth konnten nur die Da-
ten der zweiten Probenmessung ausgewertet werden. Um eké&ralpn Ausreil3er zu
ermitteln, wurden Extinktionsspektren aller vier Kombinasmoglichkeiten der jeweils
zwei Proben- und Referenz-Einkanalspektren berechndt. b3 zeigt den Mittelwert
und das Maximum der Extinktion bei 13681, dem Maximum der Hydrogencarbonat-
Bande. Zur Auswertung wurde wahlweise das Mittelwert-$pek der beiden Messun-
gen oder das Spektrum mit maximaler Hydrogencarbonatkxbn gewahlt, mit dem
Ziel einen moglichst stetigen Verlauf der Hydrogencadiellonzentrationsbestimmung
zu erzielen; sprunghafenderungen sind im Dialysat eines Menschen nicht zu erwarte

?Diese batteriebetriebene Pumpe wurde von Manfred BodemeiRahmen seiner Arbeit am ZMF in
Graz entwickelt (Joanneum Research, G@sterreich).
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Abb. 5.53: Ausreil3ererkennung der Spektren der CM8-St(sikde Text).

Messzyklen mit erheblicher Abweichung vom stetigen Vdraurden verworfen. Hier-
mit kann ein zusatzlicher Funktionstest vorgenommen amerdm die Zuverlassigkeit der
Spektrenmessungen weiter zu erhdhen.

Auf die verbleibenden Extinktionsspektren wurde das pgtafsiche Kalibrationsmodell
angewandt. Dieses bestand aus den Spektren von Glucosegéndarbonat, Phosphat,
Lactat, Sulfat ELO-MEL-Losung, Harngfp Ringer-LosungCOs%~ und einem konstan-
ten Basislinien-Versatz. Aulierdem wurde die Temperah#nafpigkeit der Acetat-Banden
durch Hinzunahme des Eigenschaftskorrelationsspektbenigksichtigt und ebenso die
Schwankungen der Raumluftfeuchtigkeit durch ein Spektatinmospharischen Wasser-
dampfes. Wegen der durch die Fluidik bedingteffiBiionsprozesse ist die Konzentration
in der Kuivette kleiner als im kontinuierlich gewonnenerapsat. Im Anschluss an die
Studie wurde an Stelle des Dialysats wasserige Glucesefpmitc = 180 mg/dL ge-
messen. Daraus ergab sich ein Skalierungsfaktor y09Q; um diesen Faktor wurden die
Spektren vor der Auswertung korrigiert. Abb. 5.54 zeigt @lacosekonzentrationen ge-
teilt durch die ebenfalls abgebildeten Wiederfindungsrai@ese wurden mit dem nicht-
linearen Modell aus Gl. (5.27) berechnet. Fir das Venigltler Difusionskonstanten
wurde dabei der Mittelwert der Wiederfindungsraten-Megsarder EDTA-Blutplasma-
und Serum-Proben verwendet (siehe Kap. 5.3.4). Diesebsigh zuv = 1.23. Der Blut-
glucoseverlauf des Probanden wird gut wiedergegebenjishenAnstiege und Abfalle
sind in den IR-spektrometrisch quantifizierten Konzerdran zu erkennen. Dies wird
vom CEG-Diagramm in der oberen Halfte der Abbildung bégtabis auf zwei Da-
tenpunkte in demB-Zone liegen samtliche Ergebnisse im BereihlInteressant sind
die veranderlichen Wiederfindungsraten, deren Verwegaume verbesserte Korrelation
der mit dem IR-Sensor erhaltenen Glucosekonzentratiamnsweu den Blutwerten er-
gibt. Dies ist ein wesentlicher Vorteil gegenuiber einpagtrigen Biosensoren, die keine
Wiederfindungsraten-Anpassung der Messwerte ermogliche
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Abb. 5.54: CM8-Studie, Proband 2: CEG-Diagramm und Ze#aigigkeit der mit den
Wiederfindungsraten korrigierten Messergebnisse dergRicbsekonzentrationen mit
Hilfe des physikalischen Modells.

5.5.3 Studien mit Diabetikern vom Typ 1

Eine dritte Messkampagne - der erste Teil der CM9-Studie rdevum Februar
2006 durchgefuihrt. Aufgrund der Erfahrungen in der CM@8est wurde die Mini-
Peristaltikpumpe in der Mechanikwerkstatt des ISAS nabhgeund bei der Studie ver-
wendet. Abb. 5.55 zeigt Fotos von der Pumpe. Vier Zylinded gjuadratisch angeord-
net in einem Block angebracht, der auf die Achse eines Gesieit zugehorigem Mo-
tor'3 geschraubt ist. Der Motor dreht den Block, wodurch die Zydinnacheinander die
Tygor@-KapiIIaren zusammenquetschen und damit die Flussigleditrdern. Die Fluss-
rate hinter dem Schaltventil in Abb. 5.56 wurde mit dem Fessor (FLG 1430 von
Sensirion) wahrend einer in-vitro Messung hinter dem $ebatil aufgenommen.

Eine Umdrehungsrate von etweblUumdrehungen pro Minute entspricht bei dem gege-
benen Innendurchmesser der Kapillaren vd®@nmeiner Flussrate von etwaul_ /min.

BFaulhaber, Schonaich (www.faulhaber.de): Motor 1518En@dgetriebe Serie 15, Ubersetzungs-
verhaltnis 5752:1.
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Abb. 5.55: Fotos der Mini-Peristaltikpumpe.
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Abb. 5.56: Flussraten der Mini-Peristaltikpumpe.

Diese oszilliert mit einer Frequenz vonlGHz, alle 10s quetscht ein anderer Zylinder
die Tygor@-KapiIIaren. Die Amplituden dieser Fluktuationen schwamnkn zehnminiti-
gen Rhythmus. Sie werden kleiner, wenn sich der Gegendruothddas Hinzuschal-
ten der Probenschleife im Load-Modus des SchaltventilgregriDer Langzeitmittelwert
mit einer Zeitkonstanten von 10 Minuten zeigt eine sehr tamte Flussrate, so dass die
vollstandige Beflllung der Probenschleife immer gemeibtet ist. Leichte Driften wer-
den durch eine Dehnung der Ty@rKapillaren verursacht, durch die sich der Innen-
durchmesser und damit dann das Transportvolumen andert.

Wichtig im PusliPull-Betrieb der Peristaltikpumpe ist, dass die Flussraichtung Dia-
lysekatheter mit der Flussrate zum Schaltventil Gbet@mmst. Ansonsten kommt es zu
einemUber- oder Unterdruck im Katheter; bei letzterem werderttilaten an den An-
schlissen der Kapillaren und im Dialysekatheter einggtsand zur Kivette befordert.
Die Tygor@-KapiIIaren werden vom Hersteller auf Rollen in 8BEinheiten geliefert.
Der Innendurchmesser hangt vom Abschnitt auf einer Raltewon der gelieferten Char-
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ge ab. Die Experimente im Labor zeigten Flussratenvarnatioron 09 bis 16 uL/min,
bei identischer Rotationsgeschwindigkeit der Pumpe, ahterschiedlichen verwende-
ten Schlauchen. Daher wurden bei den bisherigen Studeimdier Peristaltikpumpe
verwendeten Kapillaren vom technischen Personal des ZM#tisgewahlt, dass sie im-
mer direkt nacheinander von einer Rolle abgeschnitten @yrdm die Unterschiede im
Innendurchmesser zu minimieren.

Beim ersten Probanden der CM9-Studie entstanden trotz deettentemperierung auf
17.6°C kontinuierlich Luftblasen in den Tyg@rKapilIaren. Diese fuhrten zu haufigen
Ausfallen der Messung. Nach der Studie wurde die Flusstatebeiden verwendeten
Tygon®-KapiIIaren gravimetrisch nachgemessen, die Flussratmenvll3 uL/minin
Richtung Dialysekatheter und32 uL/minin Richtung Schaltventil. Der daraus resultie-
rende Unterdruck im Dialysekatheter fuhrte zu den - diedveg storenden - Luftblasen.
Eine Nachfrage beim zustandigen Personal der Klinik erdabs die Anleitung zur Aus-
wahl der Schlauche bei der Vorbereitung zu dieser Studig pingehalten wurde. Daraus
resultierten die Diskrepanzen in den Innendurchmessetrdamit in der Flussrate, die
als Ursache fur das verstarkte Auftreten der Luftblaskarent wurden.

Das Auftreten von Luftblasen istimmer mit einem Messaulistai einigen Minuten ver-
bunden, in denen die Software (WinTest) durch pulsiereigspen mit der Spritzen-
pumpe automatisch die Luftblasen entfernt. Dies gescluietth rhythmisches Pumpen
mit der Spritzenpumpe durch die Kivette, dabei wird dieiki gesammelte Probe mit
einer unbekannten Menge von Ringer-Losung verdinnt wmh knicht mehr fur Refe-
renzmessungen verwendet werden. Beim ersten Probanden beis diesem Grund nur
die Blutglucose-Referenzwerte des Beckman-Analyseaatiemmvor. Abb. 5.57 zeigt die
wie bei der CM8-Studie mit dem physikalischen Modell ergiign Wiederfindungsraten
und die damit korrigierten Glucosekonzentrationen. Dfudionsbedingte Korrekturfak-
tor betrug hier 10.93. Die IR-spektrometrisch bestimmten Konzentrationanrsen wie
bei der CM8-Studie gut mit den Referenzkonzentrationeerein, wie auch im CEG-
Diagramm zu sehen ist. Auch hier sind nur zwei der insges&8rviésswerte in der Zone
B, alle Gibrigen im Bereicl\. Die mit dem physikalischen Modell ermittelte spektrale Zu
sammensetzung wird beispielhaft fur das Spektrum mit cigdtgn Glucosekonzentration
in Abb. 5.58 dargestellt.

Dieselbe Auswertung wurde mit den Daten des zweiten Praaddrchgefuhrt. Wie
auch beim ersten Probanden wurden die Blutglucosekoramen mit Hilfe des phy-
sikalischen Kalibrationsmodells vorhergesagt, wobei AB59 die zugehorigen Re-
sultate zeigt. Die IR-spektrometrisch bestimmten Konagiwnen sind in den ersten
Stunden nach der Implantierung des Dialysekathetersideuwtlu klein, was vermut-
lich an der St&wechselreaktion des verletzten Hautgewebes auf die iripteaMikro-
Dialysesonde liegt. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen aandere Autoren, siehe [86].
Die zugehorigen Daten wurden im CEG-Diagramm als AusregBéfernt. Die Gbrigen
Werte liegen ausschlief3lich in der ZoAe

Zusatzlich zu den Blutglucosekonzentrationen liegen ieg&hsatz zum ersten Proban-
den auch Referenzkonzentrationen von Lactat und Glucadertter der Kilvette gesam-

113



114 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie untki-Dialyse

350

300}

250 | C+ %

+
200l E X

150 | s
D+ < D-

Vorhersage [mg/dL]
vy)
+

100}

50} -

0 50 100 150 200 250 300 350
Referenzkonzentration [mg/dL]

Vorhersage
BG

w

o

o
T

[y

o

o
T

Konzentration [mg/dL]
N
o
o o
£
\>
L
5
//
S
o O O
Wiederfindungsrate [%0]

10 15 20 25 30 35 40
Zeit [h]

Abb. 5.57: CM9-Studie, Proband 1: CEG-Diagramm und Ze#aigingkeit der mit den
Wiederfindungsraten korrigierten Messergebnisse dergRicbsekonzentrationen mit
Hilfe des physikalischen Modells.
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Abb. 5.58: CM9-Studie, Proband 1. Zusammensetzung des ydaial

Extinktionsspektrums mit den grofdten Glucosekonzeotiah. Die mit dem phy-
sikalischen Modell ermittelten Konzentrationen betradgen Glucose (114mg/dL),
Harnstdf (14 mg/dL), Hydrogencarbonat (98ng/dL), Phosphat (3 mg/dL), Lac-

tat (12 mg/dL), Acetat (122mg/dL) und Sulfat (15 mg/dL). Der nicht abgebildete
Basislinien-Versatz betrug®mAU.
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Abb. 5.59: CM9-Studie, Proband 2: CEG-Diagramm und Ze#aigigkeit der mit den

Wiederfindungsraten korrigierten Messergebnisse dergRicbsekonzentrationen mit
Hilfe des physikalischen Modells.

melten verdiinnten Dialysat-Proben vor. Um diese Konagiotien mit den Ergebnissen
des physikalischen Modells vergleichen zu kdnnen, mudsté/erdiinnungsfaktor ex-
perimentell ermittelt werden. Dazu wurde im Anschluss anStudie wasserige Gluco-
selosung¢ = 180mg/dL) mit unverandertem Aufbau gemessen. Die dabei gesammelte
Proben wurden zusammen mit den Dialysaten vom kliniscimédehen Labor des ZMF
analysiert. Aus den Referenzkonzentrationen der vertginwasserigen Glucoselosung
wurde der Verdinnungsfaktor zu83 + 0.06 berechnet und die Referenzwerte damit ska-
liert.

Zur Konzentrationsbestimmung der Glucose verwendet ddmrlLdie enzymatische
Hexokinase-Referenzmethode (siehe Kap. 5.3.1). Zur fBesting von Lactat wird ei-
ne enzymatische Reaktionskaskade mit anschlieRendeomhbtitscher Detektion ver-
wendet. Lactat wird in einem ersten Schritt mit Saudfdiber die Lactat-Oxidase zu
Pyruvat und Wassergtperoxyd umgesetzt. Im zweiten Schritt wird das so entsta@de
Wasserstfiperoxyd mit einem Wasserstdonor und 4-Aminoantipyrin tiber die Peroxi-
dase zu einem Chromophor und Wasser umgesetzt. Diesetdtavkisd photometrisch
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Abb. 5.60: Skalierte PLS-Regressionsvektoren mit Didlydazw. Blutglucose-
Referenzkonzentrationen (jeweils Ra®) und Dialysat-Referenzkonzentrationen von
Lactat (Rang4).

bei 550nmvermessen. Dessen gebildete Menge ist dem Lactat-Gelut iProbe direkt
proportional.

Abb. 5.60 zeigt die mittels PLS-Kalibrierung aus den spadktr Daten und den Referenz-
konzentrationen errechneten Regressionsvektoren urtexdigktionsspektren der Rein-
stafe in wasseriger Losung. Bei Glucose ist zusatzlich degr&sionsvektor bei Ver-
wendung der Blutglucose-Referenzwerte abgebildet. DiedBa des Glucosespektrums
stimmen deutlich mit dem aus den Dialysat-Referenzwentanitielten Regressionsvek-
tor lberein. Bei Verwendung der Blutglucose-Referenmvkegt dieUbereinstimmung
nur in der Bande bei 103eh1?, was die Probleme nicht-konstanter Wiederfindungsraten
aufzeigt.

Trotz der niedrigen Lactat-Konzentrationen ist auch bendelativ schlechten /-
Verhaltnis der Messungen mit dem IR200 eine deutlitheereinstimmung zwischen
Lactat-Spektrum und Regressionsvektor zu beobachtenalBseluten Unsicherheiten
bei Verwendung der Kreuzvalidierung sind kleiner als berwéndung der Glucose-
Referenzwerte. Abb. 5.61 zeigt dzatterplotaund den SEP-Wert als Funktion der An-
zahl der PLS-Faktoren. Das optimale PLS-Modell wurde farRinge 3 (7) fur Glucose
(Lactat) fur einen spektralen Bereich von 950 bis 1t80* (1000 bis 158Q&nT?) er-
halten. Der bei der Bestimmung des Lactats fur geringste-8ferte benotigte Rang ist
deutlich groRRer als im Falle der Glucose. Mehrfach durtifyge Kreuzvalidierungen
mit einer BlockgroRRe von leave-10-rnd-out lieferten lidingute Werte (SER2.3 + 0.1),
die sich jedoch deutlich zu einem SER7 mg/dL verschlechtern, wenn die urspringli-
che Reihenfolge der Spektren beibehalten wird (leavett-Dieselbe Rechnung wurde
fur Glucose durchgefuhrt, auch hier sind die SEP-Wartddave-10-rnd-out ahnlich wie
beim leave-1-out (SEF.1 + 0.1 mg/dL), und beim leave-10-out mit unveranderter Rei-
henfolge der Spektren ergab sich ein SERrt von 124 mg/dL.

Die Quantifizierungen der Lactat- und Glucosekonzentnatiam Dialysat wurden auch
mit dem physikalischen Modell berechnet. Die Ergebnissel $n Abb. 5.62 darge-
stellt. Der SEP-Wert fur die Glucosekonzentrationsloestung ist mit 106 mg/dL nur
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Abb. 5.61: CM9, Proband 2: PLS-Kreuzvalidierung mit den ¢8ke- und Lactat-
Referenzwerten der Dialysat-Proben. Mit dem optimalen-Ra#brationsmodell erhal-
teneScatterplotsler Glucose- und HarndteKonzentrationsbestimmungen sowie im Ein-
schub die Abhangigkeit des SEP-Wertes von der Anzahl dsisBektoren, die bei der
Invertierung der Spektrenmatrix verwendet wurden.
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Abb. 5.62: CM9, Proband 2: Konzentrationsbestimmungen\itielwert der Residuen-

Spektren [mA.U.] bei Anwendung des physikalischen Kalibbrzsmodells fur Glucose
und Lactat.

geringfugig schlechter als bei Anwendung der PLS-Kadihirng. Die absoluten Feh-
ler ahneln denen, die bei der Bestimmung der Blutglucaseiotration erhalten wur-
den. Die relativen Fehler der Quantifizierung der Blutgkelmnzentration sind wegen
der Skalierung durch die Wiederfindungsraten-Korrektairidr. Ein Grund dafir ist das
Sammeln der Probe hinter der Transmissionskiivette: Zneneajestaltet sich die Hand-
habung der geringen Probenmengen als schwierig, zum andeingankt das Volumen
mit dem die Probenschleife beflllt wird u.a. mit der Flaserder Peristaltikpumpe. Das
Konzentrationsmaximum in der Kuvette wird schon erreietenn die Probenschleife
nicht vollstandig befullt wird. Dann ist jedoch das VaMmis zwischen Probenvolumen
in der Probenschleife und Transportvolumen nicht mehr teamsDie spektrometrisch
ermittelte Konzentration ist dann genauer als das Ergatatifeferenzanalytik.

Die Konzentrationsbestimmungen des Lactats bei AnwendlergCLS-Kalibrierung
waren gegeniber der ldentitatslinie um etwa rh§/dL verschoben. dies wird von
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118 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie untki-Dialyse

Querempfindlichkeiten im physikalischen Modell verurdadber SEP-Wert der um
den Versatz korrigierten Werte betragB3ng/dL. Eine Erweiterung des Wellenzahl-
bereiches auf 950 bis 158! und das gleichzeitige Herausnehmen des Spektrums
atmospharischen Wassers aus dem Modell reduzierte diechiebung der Lactat-
Konzentrationsbestimmungen aufiIng/dL, fuhrt jedoch zu einem geringfugig grol3e-
ren SEP-Wert von .8 mg/dL. Ein Grund fur die konstante Verschiebung der IR-
spektrometrischen Konzentrationsbestimmung ist dikstAbsorptionsbande des Lac-
tats bei 158@&nT?, die sich mit Banden des atmospharischen Wassers in diBsesich
Uberschneidet. AuRerdem hat das im Modell verwendetet&pelder Ringer-Losung
spektrale Anteile unter 1000 und um 15@@r!, die moglicherweise die Abhangigkeit
der Verschiebung der Lactat-Konzentrationen bei einereiesung des Wellenzahlberei-
ches verursachen.

Die Konzentrationsbestimmungen von Lactat sind intergsia die Anwendung des
IR-Sensors in der klinischen Praxis. Erhohte Lactat-Kmtationen im Interstitium zei-
gen Stdfwechselentgleisungen eines Patienten und sind neben devsgkonzentration
wichtige Indikatoren, die dem medizinischen Personal tdaom Verfigung stehen. Die
Verschiebung der Lactat-Konzentrationsbestimmungera@ MAnpassung der Parame-
ter des physikalischen Modells missen jedoch vor einergxaung genauer untersucht
werden. Abb. 5.63 zeigt den zeitlichen Verlauf der Lactatikentration und die Konzen-
trationsbestimmungen der PLS- und CLS-Kalibrierunger. diysiologischen Konzen-
trationen des Lactats im Blut eines Erwachsenen liegen bavd0mg/dL, die hohen
Konzentrationen existieren in den hier gemessenen Di@gsaur zu Beginn der Mes-
sung nach Einsetzen des Mikro-Dialysekatheters, was réglhdurch die physiologi-
schen Prozesse nach direkter Wundenbildung verursaatht wir

Im Juni 2006 wurde der zweite Teil der CM9-Studie durchyetfiwobei auch hier an
zwei Probanden mit Diabetes vom Typ 1 gemessen wurde. DienDdgs ersten Pro-
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Abb. 5.63: CM9, Proband 2: Zeitlicher Verlauf der Lactatr¢entration in den Dialysa-
ten.
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5.5. Klinische Studien 119

banden waren wegen massiver Probleme mit dem fluidischdpadiuficht zu verwerten.
Nach kurzen Erfolgen kam es immer wieder zu einem AusfallRledentransportsys-
tems. Ursache war ein defektes Fitting zwischen dem Sadltwind der Kiivette. Die-
ses Problem wurde erst wahrend der Messungen am zweitbariRlen erkannt und er-
folgreich geldst. Daher wurde die Bestimmung defudiionsbedingten Verdiinnung erst
nach den Messungen am Probanden durchgefuhrt, was eikésr Fan 1/0.89 ergab.
Die Kuvettentemperatur wurde bei dieser Studie wegen @lativ hohen Raumtempe-
ratur von etwa 25°C nur auf 20°C eingestellt; bei einerketéen Kiuhlung besteht die
Gefahr einer Kondensation der Luftfeuchtigkeit auf dewéttenfenstern. Die Daten wur-
den wie bei den bisherigen Studien ausgewertet und deresbfigge in Abb. 5.64 dar-
gestellt. Bei Verwendung eines flisionskoéizienten-Verhaltnisses vovi = 1.23 und
des gemessenen Verdinnungsfaktors liegen samtlichenpakte in der Zon@ des
CEG-Diagramms; die Blutglucosekonzentrationen des Frabdra werden hervorragend
Ubereinstimmend mit den IR-Sensordaten wiedergegeben.
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Abb. 5.64: CM9-Studie, Proband 4: CEG-Diagramm und Ze#aigingkeit der mit den
Wiederfindungsraten korrigierten Messergebnisse dergRicbsekonzentrationen mit
Hilfe des physikalischen Modells.
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120 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie untki-Dialyse

5.6 Zusammenfassung und Vergleich der Studien

Bei den letzten drei der insgesamt vier Studien wurde eineiclyteitige
Wiederfindungsraten-Bestimmung verwendet, um von den yBagkonzentrationen
auf verbesserte Blutglucosekonzentrationsschatzungechlie3en. In Tab. 5.9 sind die
Abweichungen dieser Bestimmungen von den vendsen Bluagkkonzentrationswerten
fur die vier Probanden aufgefuhrt. Hierfur wurden diet mder klinisch-chemischen
Referenzmethode erhaltenen Blutglucosekonzentratjok® im allgemeinen nur
viertel- bzw. halbstundlich vorlagen, genutzt. Fir dd&ztgenannten Daten musste eine
Interpolation durch Spline-Funktionen vorgenommen weydem an die Zeiten der
spektralen Datenaufnahme anzukniipfen. Dabei wurde aechzaitliche Versatz, der
zwischen der Probennahme im Mikro-Dialysekatheter undMiessung in der Kivette
lag, beruicksichtigt.

Die IR-spektrometrischen Blutglucosekonzentrationgh€osagen wurden auf zwei un-
terschiedliche Arten berechnet. Zunachst wurden diese eime Nachkalibrierung be-
rechnet. Dabei wurde das aus den Wiederfindungsraten-kgsswermittelte Verhalt-
nis der Difusionskoéizienten fur die nichtlineare Korrektur aus Gl. (5.27) venalet.
Der durch den Probentransport verursachtguslionsbedingte Verdunnungsfaktor wur-
de jeweils durch eine in-vitro Messung mit einer wasseriGéucose-Kalibrationslosung
bestimmt. Dieser Verdiinnungsfaktor korrigiert ebesf@thwankungen in der Schichtdi-
cke der Kuvette. Die Steigung der an die Daten im CEG-Diagnangepassten Geraden
stimmt bei den vier Datensatzen nicht exakt mit der Idatggeraden tiberein. Die Da-
ten kdnnera posterioritiber eine Variation des fllusionsbedingten Verdinnungsfaktors
angepasst werden. Dieser wurde jeweils so optimiert, dad3aten auf der Identitatsge-
raden liegen. Die sich daraus ergebenden SEP-Werte simdaéiben der letzten Spalte
der Tabelle enthalten.

Beim ersten Probanden der CM9-Studie lag durch die Untedehn den Perfusat-
Flussraten im Zu- und Ablauf des Mikro-Dialysekatheters ©nterdruck vor. Dieser

Proband| Std. Abw. (N) | CEGhp | CEGNa | SEP (fexp) | SEP (fop)
BG [mg/dL] (fexp) (fop) | [mg/dL] [mg/dL]
CM8.2 | 189 (89) 87 88| 9.8 (0.90) | 9.2(0.875)
CM9.1 | 60.2 (83) 81 83| 18.0(0.93) | 10.8 (0.955)
CM9.2 | 30.9 (120) 120 120| 10.7 (0.93) | 9.8 (0.945)
CM9.3 | 326 (134) 134 133|150 (0.89) | 116 (0.92)

Tab. 5.9: Zusammenfassung der IR-spektrometrischen Biggb aller Studien mit
Wiederfindungsraten-Messung im Vergleich zu den venosetylBcosekonzentrationen
(zu den Details siehe Text). Angegeben sind die Standargiabung der Blutglucose-
Referenzkonzentrationen, Anzahl der MessweNg (ie Verteilung derselben auf die
Zone A des CEG-Diagramms (Ubrige Werte in ZoBeund die SEP-Werte ohne Nach-
kalibrierung mit in-vitro gemessenemfilisionsbedingten Verdunnungsfaktds,f) bzw.
mit Uber eine lineare Regression optimiertem Faktdgg)(
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5.6. Zusammenfassung und Vergleich der Studien 121

verstarkte die Otusion in Richtung Dialysat und schwachte digfDsion des Acetats
aus dem Perfusat in das Interstitium des Hautgewebes. Dietefzu einer grol3eren
Wiederfindungsrate fir die Glucose und einer kleinereml&s Acetat. Daraus resultierte
ein niedrigerer Wert fur das Verhaltnis derfldisionskoéizienten ¥ = D%wt) und dar-
aus der relativ grof3e angepasste Wert figh= 0.955. Die optimierten Faktoren fir die
Anpassung der élusionsbedingten Verdiinnung der Probe weichen auch beaniée-
ren Messungen um etwa5®o von den gemessenen Werten ab. Diese Schwankungen sind
groler als die von den durch die Fluidik verursachten Felzie erwarten sind. Es konnen
jedoch Langzeitdriften auftreten, die z.B. durch Tempe#atderungen in der Klinik ver-
ursacht werden. Beim zweiten Probanden des zweiten Teil€M&-Studie wurden die
Fehler der Fluidik erst mitten in der Studie durch den Austhudes defekten Fittings
korrigiert. In diesem provisorischen Aufbau sank der Wartden Verdinnungsfaktor
langsam ab. Dies ist daran zu erkennen, dass die IR-spedtiieoh bestimmten Kon-
zentrationen zunachst deutlich Gber den Blutglucose&ntnationen lagen und sich zum
Ende der Messung langsam dem wahren Wert annaherte. Dedaa&tudie gemessene
Verdunnungsfaktor von.89 ist damit wahrscheinlich zu niedrig geschatzt worden.

Ebenfalls in der Tabelle angegeben ist die Verteilung danz€otrationsbestimmungen
auf die einzelnen Zonen des CEG-Diagramms. Selbst ohnekiskigcherung der Mes-
sungen lagen nur 4 der insgesamt 426 Datenpunkte in der Edies CEG-Diagrammes;
alle Uibrigen in der Zon@. Abb. 5.65 zeigt den zugehorigen CEG als Zusammenfassung
der Ergebnisse aller Studien. Dies konnte durch Anpassasd/erdiunnungsfaktors nur
wenig verbessert werden. Die Unsicherheiten liegen unmgdL. Der Wert fiur den
ersten Probanden der CM9-Studie fallt hier - ohne Nachkialiung - ein wenig heraus.
Ursache war der durch die Flussratefetienz bedingte Unterdruck im Dialysekatheter
und die damit fehlerbehaftete Wiederfindungsraten-Kaureklber das Verhaltnis der
Glucosekonzentration in der interstitiellen Flussigkeid im Blut wurde und wird in
der Literatur weiterhin kontrovers diskutiert, z.B. [189+165]. Glucosekonzentrationen
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Abb. 5.65: CEG-Diagramm mit allen Blutglucosebestimmunder vier Studien (Sechs
Probanden, davon zwei Gesunde nach OGTT und drei Diab&tkeTyp 1).
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122 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie untki-Dialyse

im Interstitium weichen je nach Messmethode und Proband israh20 % nach oben
und unten von den Blutglucosekonzentrationen ab. Die Bestingen mit dem hier vor-
gestellten Aufbau zeigen ein Verhaltnis, dass beinahd @@i% liegt; diese Ergebnisse
sollten mit weiteren Studien Uberpruft werden.

Bei den mir bekannten Wiederfindungsraten-Bestimmungéderan Sensorsysteme, die
zur Untersuchung von Dialysaten verwendet werden, wirdetRtrolytfreies Perfusat
verwendet. Dabei wird die Natriumionen-Konzentration mterstitium als konstant an-
genommen und deren Konzentration im Dialysat durch einddtegkeitsmessung be-
stimmt. Aus diesen Messwerten wird Uber eine Skalierungktiauf die Wiederfindungs-
rate der Glucose geschlossen und keine nichtlineare Aupgs®rgenommen. Der Dif-
fusionskodizient der Natriumionen unterscheidet sich deutlich von dksnGlucose,
so dass bei diesen Systemen eine Verbesserung in der Ausgeitirch Verwendung
einer nichtlinearen Anpassung erreicht werden kann. Wermdse Wiederfindungsrate
nur wenig andert, ist das Verhaltnis zwischen der Wiedddngsrate der Glucose und
des Acetats bzw. hier der Na-lonen im Rahmen der Messgéteitiimear. EineAnde-
rung vonV fuhrt nur zu einer Skalierung der Daten um einen - beinahan-der Wie-
derfindungsrate unabhangigen Faktor. Da die elektrodwm@nzymatischen Sensoren
wahrend der Messung ohnehin nachkalibriert werden nmjsggelt diese Korrektur also
nur eine untergeordnete Rolle. Der Einfluss des durch diersciiiede der Diusionsko-
effizienten hervorgerufenen, nichtlinearen Zusammenhamwgsggjedoch mit wachsen-
der Varianz der Wiederfindungsrate an Bedeutung.

Bei der CLS-Kalibrierung aller Studien mit Wiederfindurafen-Bestimmung wurde die-
selbe Zusammensetzung des physikalischen Modells gewslid bereits oben darge-
legt, bestand dieses aus den Spektren von Glucose, Hydapemat, Phosphat, Lac-
tat, Sulfat ELO-MEL-Losung, Harnsfy Ringer-LosungCOs2~ und einem konstanten
Basislinien-Versatz. Bei Phosphat und Hydrogencarbonadevein pH-Wert von pH7.5
gewahlt (Grunde hierfur liegen in den unterschiedlithenenstarken der untersuchten
Bioflussigkeiten), bei allen tGbrigen pH. AulBerdem wurde die Temperaturabhangig-
keit der Acetat-Banden durch Hinzunahme des Eigenscluaftdltionsspektrums und
die Schwankungen der Raumluftfeuchtigkeit durch das $pekatmospharischen Was-
sers berucksichtigt.

In der ohne Wiederfindungsraten-Messung durchgefuhrié&-Studie wurde das Acetat
und dessen Temperaturabhangigkeit aus dem physikatidg¢bdell entfernt, um den dar-
aus resultierenden Versatz vomigy/dL in den Glucosekonzentrationsbestimmungen zu
eliminieren. In dieser Studie wurden die Spektren noch amisches Filter aufgezeich-
net. Um die Schwankungen der Basislinien zu bertuicksiehtigeurde eine nichtlineare
Basislinie zum Modell hinzugefugt. In den nach Abzug damwendeten Komponenten-
spektren verbleibenden Residuen-Spektren sind einigermgsische Bandenstrukturen
zu erkennen, wie der Vergleich in Abb. 5.66 zeigt. AuRRerltEb angepassten Bereiches
von 1000 bis 158@nT? (bzw. 1500cnT? bei den Daten der CM6-Studie) wachsen diese
aufgrund der Einflisse durch die Wasserextinktion statkDa@ verbleibende Struktur
zwischen 1000 und 115t ist vermutlich aufAnderungen im Dissoziationsgleichge-
wicht des Phosphats zurtickzufiihren.
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Abb. 5.66: Residuen der spektralen Daten aller klinischtedi&n nach Anwendung des
physikalischen Modells (CLS-Auswertung).

Die Messungen der CM6-Studie wurden mit einer verhaltaisim hohen Kivetten-
temperatur von 30°C gemessen; ensprechend grol3 sind diduBesdie durch die
Temperaturabhangigkeit der Absorptionsbanden hervoige werden. Eine Hinzunah-
me des Eigenschaftskorrelationsspektrum der tempeldtangig gemessenen Glucose-
spektren fuhrt jedoch zu einer Verschiebung der Konz&aotrsbestimmungen von etwa
+7 mg/dL. Daher wurde diese Komponente wieder entfernt. Die retedBande bei
1350cnTt? resultiert aus der Temperaturabhangigkeit der Absanpande des Hydro-
gencarbonats; die Anwendung des zugehorigen Eigenskbattlationsspektrums als
Komponente des physikalischen Modells fuhrt neben gerielg Residuen auch zu si-
gnifikant groReren Unsicherheiten in der Konzentratiesinmung und wurde daher
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124 Kapitel 5. Glucoseanalytik mit MIR-Spektroskopie untki-Dialyse

unterlassen. Insgesamt sind die Amplituden der Residuewenig grof3er als die maxi-
male Rauschamplitude der 100%-Linien. Die wichtigsterkspéen Anteile konnten im

Rahmen dieser Arbeit mit dem hier vorgeschlagenen undgeefich eingesetzten physi-
kalischen Modell erklart werden.

Ausfalle bei kontinuierlichen Messungen wurden haufigctudie Verstopfung der
Fluidik-Kapillaren und Verbindungsstiicke hervorgerufBie Anschliisse der einzelnen
Komponenten untereinander missen noch weiter optimierti@n. Insbesondere ver-
schleil3en die Fittings zum Verbinden zweier Kapillaren l@ufiger Verwendung. Die
Verzogerungszeit zwischen Probennahme am Probandenarn®-gpektroskopischen
Messung ist bisher noch zu grof3. Die Lange der T@dﬁapillaren vom Mikro-
Dialysekatheter bis zur Probenschleife des Schaltvebiisigt etwa einen Meter (30in
bei einer Flussrate vonul/min). Um die PEEK-Kapillaren vor und am Ventil zu
befillen, werden weitere 1din bendtigt. Bis zur IR-spektroskopischen Messung verge-
hen zusatzliche Bin. Damit betragt die Verzogerungszeit insgesamt etwa#bDies ist
fur eine Steuerung der Blutglucosekonzentration desf&in nicht annehmbar. Mach-
bar ist ein Fluidik-Aufbau mit Klemmventilen, die sich diteam Probanden befinden
und damit eine zeitnahe Messung ermoglichen, indem dadgdatamit hoher Flussrate
vom Probanden zur Kuvette gepumpt wird. Damit wird zum eidas teure Mehrwege-
Schaltventil (ca€ 1500) Uberflissig und die Zeitverzdogerung kann deutiebenkt wer-
den. Erste in-vitro Experimente eines Diplomanden am IS&i§ten die Realisierbarkeit
eines solchen Aufbaus, der jedoch zunachst noch weiten@ot werden muss, bevor er
bei in-vivo Messungen an Probanden getestet werden kaasifdifur eine der folgenden
Studien im CLINICIP-Projekt geplant.
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Kapitel 6

Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein IR-spektroskopischess@sgstem zur quasi-
kontinuierlichen Blutglucosemessung in Kombination miblsutan gelegten Mikro-
Dialysekathetern entwickelt. Die IR-Spektroskopie eghht eine reagenzien- und na-
hezu kalibrationsfreie Messung, mit deren Hilfe aul3er dac@e noch weitere Analyten
in den untersuchten Dialysaten wie Harrithactat, Hydrogencarbonat oder Phosphat
guantifiziert werden konnen. Die Spektren im FingerpBeteich des mittleren IR sind
sehr spezifisch fur die einzelnen Komponenten und erroldgi bei geeignetem appa-
rativem Aufwand Glucosekonzentrationsbestimmungenddrenedizinisch geforderten
Genauigkeit entsprechen. Die verwendete Fluidik hilft; wiederholten Referenzspek-
trenmessungen Drifterscheinungen zu vermeiden, und fisheiner beachtlichen Lang-
zeitstabilitat des Sensors. Eine in-vivo Nachkalibngrules Systems ist damit nicht er-
forderlich.

Fur geeignete hohe Wiederfindungsraten bei der MikroyB&akind Flussraten von unter
1 uL/minnotig. Bei den quasi-kontinuierlichen Messungen im zeimitigen Rhythmus
stehen pro Zyklus somit weniger als &0 Probe zur Verfugung. Es wurde eine Mikro-
Transmissions-Durchfluss-Kiivette mit geeigneter Fkuattwickelt, um mit diesen ge-
ringen Probenmengen zuverlassige Messungen durcifizrkonnen.

Bei der verwendeten Mikro-Dialyse-Messtechnik konndlicdherweise auftretende
kleinste Luftblasen den Ausfall des Sensors bedeuten. i2agdrgestellte Mess-System
ermoglicht die Detektion solcher Storungen. Die Besladreitschaft kann durch die au-
tomatisierte Steuerung der Fluidik umgehend wieder h&liesierden. So wurde ein
vollautomatisches System fur Langzeitmessungen enéltickas neben der Blutglucose-
analytik auch fir andere Einsatzbereiche wie z.BUiherwachung von Bioreaktoren und
die chemische Prozessanalytik verwendet werden kann. edéffindungsrate ist ein
wichtiger zu bestimmender Parameter, der durch die Veraege@ines Acetat-haltigen
Perfusats als geeignetem Marker ermittelt wird. Der Eisfldesr Dffusionskoéizienten
bei der Modellierung der Transportprozesse quer zur Deahesmbran wurde systema-
tisch untersucht und ein geeignetes mathematisches Meslickelt, um den nichtli-
nearen Zusammenhang bei den jeweiligen An- bzw. Abreictygna der Komponenten

125
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zu beriicksichtigen. Wie die in-vivo Experimente zeigtemik dies auch als Anregung
fur die Entwickler anderer Sensorsysteme verstandenemetaei denen bisher nur eine
konstante Wiederfindungsraten-Korrektur durchgefutnmd w

Eine vollstandige Analyse der Bestandteile von Dialysater interstitiellen Flussigkeit

war in der Literatur bisher nicht zu finden. Eine umfangreithessreihe mit Blutplasma-

Dialysaten wurde in einer Pilotstudie durchgefiihrt. Diesentlichen Komponenten der
Dialysate konnten identifiziert werden und ermoglichtewshl die Erstellung von statis-

tischen Kalibrationsmodellen als auch eines geeignetgaildlischen Kalibrationsmo-

dells zur Quantifizierung von Glucose, HarrBthactat u.a. in den Dialysaten. Matrix-
effekte wie Temperatur und pH-Wert Abhangigkeit und ihr Eisdlauf das Kalibrations-

modell wurden systematisch untersucht und die StabdigtKalibrationsmodells damit
verbessert. Die Anwendbarkeit des entwickelten Modellsdewaulierdem an Spektren
einiger weiterer Proben verifiziert: Dialysate von BlueserDialysate der interstitiellen

Flussigkeit unterschiedlicher Probanden und Ultrafétrson Blutplasma.

Die quantitative Bestimmung von Harnftand Lactat liefert den Medizinern ein Instru-
ment, mit dessen Hilfe Sfiwechselentgleisungen erkennbar werden. Interessanialst a
die Bestimmung der Konzentration v&@0, und damit indirekt des pH-Wertes. Somit
ist das entwickelte Gerat nicht nur in der Lage, in Kombmrainit einer Insulinpumpe
und einem geeigneten Algorithmus die Blutglucosekonzagioim des Patienten zu regu-
lieren, sondern auch, bei weiteren, zum Teil lebensbeubtodnh physiologischen Grenz-
zustanden Alarm zu geben.

Eine Erweiterung des Systems besteht darin, das Potertidliethode auch fur die Be-
stimmung der ParametggCO, und pH im Gewebe zu nutzen, wofir zur Zeit andere
Sensoren bzw. analytische Methoden benotigt werden. Damsten jedoch gasdichte
Kapillaren verwendet werden, um genaue Messungen destgrldO, zu gewahrleis-
ten. Bei dessen im Dialysat vorliegenden Konzentratioseder Partialdruck so hoch,
dass das Gas moglicherweise durch die PEEK-Kapillarfardliert und damit nicht in
der Transmissionskilvette gemessen werden kann.

Ein wichtiger Punkt ist die zukinftige Untersuchung vone@ampfindlichkeiten des
Kalibrationsmodells speziell in Bezug auf Arzneimitteliedin der Intensivstation
Verwendung finden. Wenn deren Konzentrationen in die Groftenung der ande-
ren Dialysat-Analyten kommen, sind Einflusse auf die Kotmionsbestimmungen
der IR-spektrometrischen Kalibrationsmodelle nicht asshlie3en. Eine Analyse der
Residuen-Spektren, die nach Anwendung des physikaliskloetells verbleiben, kann
dazu verwendet werden, das klinische Personal auf eindichéd-unktionsstorung hin-
zuweisen. Damit sind auch Fehler des Spektrometers erkenmu die Gefahr einer
fehlerbehafteten Konzentrationsbestimmung wird vesihg

Das System hat verschiedene Redundanzen eingebaut, umtelhgente Fehlerdiagno-

stik zu gewahrleisten: Zum einen ist dies die zweifache&spke Messung bei jedem
Messzyklus, womit Fehler in der Fluidik erkennbar werded mam anderen die automa-
tische Erkennung und Beseitigung von Luftblasen. Die @Gnuswertung der spektralen
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Daten ermoglicht ferner, auf unerwartete Residuen der-8uSvertung entsprechend zu
reagieren.

Als Fazit kann festgehalten werden, dass sich die kontilche Messung von Gluco-

se bei Patienten auf Intensivstationen mittels FTIR-Tm@asionsmesstechnik als erfolg-
reich und verlasslich in vielen Studien innerhalb des AQOR-Projekts bereits bewahrt
hat. Zur zukinftigen Umsetzung eines kommerziell elichken Prototypen misste die
Miniaturisierung des Messaufbaus weiter voranschreti@ndie zur Zeit verwendeten
Fluidik-Bauteile zu teuer und komplex fur dieses Ziel sibes weiteren erfordert der
momentane Aufbau noch die Anwesenheit eines Fachmannsifuletende Fehler wie

beispielsweise Verstopfungen der Transmissionskiivettérzten oder Krankenschwes-
tern ohne genauere Einfuhrung in die Funktion des Mesge8ysnicht erkannt und be-
hoben werden konnen.

Dennoch zeigen diese Entwicklungen und Untersuchungesy dRrspektrometrische
Mess-Systeme auch fir die zuverlassige kontinuierliBastimmung von niedrig kon-

zentrierten Substraten und Metaboliten in den Dialysatenkorperflissigkeiten erfolg-

reich einsetzbar sind. Die Vielseitigkeit der hier entvailtkn Messtechnik hebt sich von
den in der medizinischen Diagnostik vielfach verwendetekteochemischen, enzymati-
schen Biosensoren ab, die in den Uberwiegenden Fallefunamen Analyten geeignet
sind. Hierdurch kann der Konkurrenzkampf trotz der hohéeschafungskosten fir die

spektrometrischen Messtechniken zugunsten der Phototsklgeden werden.
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Anhang A

Abklrzungen und mathematische
Schreibwelisen

ADICOL Dem CLINICIP vorangegangenes EU-Projekt

ADP Adenosindiphosphat

AG Aktiengesellschaft

ATP Adenosin-Triphosphat

ATR Abgeschwachte Totalreflexion

CAT Computer unterstiitzte Tomographie (enGlomputer Aided Tomography
CEG Darstellung zur Abschatzung der analytischen Leggtahigkeit von

Blutglucosemessgeraten (en@larke-Error-Grid)
CM6,8,9  Bezeichnungen fur die Studien im Rahmen des CLIRHErojekts
CMAG60 Mikro-Dialysekatheter von Cameda
CLINICIP EU-Projekt: Closed Loop INsulin Infusion for Cigally Il Patients

DDE Ubertragungsprotokoll unter Windows
(engl.:Dynamic Data Exchange

DOSC Ein Verfahren zur Orthogonalisierung spektraler Bate
(engl.:Direct Orthogonal Signal Correctign

DTGS Material fur IR-Detektoren (Deuteriertes Triglysuifat)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (engl.: Ethylendreetetraacetic acid)

EU Europaische Union

FT Fourier-Transform

GA Genetische Algorithmen (englGenetic Algorithmk

GOD Glucoseoxidase (Enzym)

HK Hexokinase (Enzym)

IR Infrarot

ISAS Institute for Analytical Sciences

LASER Monochromatische Quelle elektromagnetischer &trah
(engl.:Light Amplification by Stimulated Emission of Radiajion

LDPE Spacermaterial (engLow-Density Polyethylgn

LED Light Emitting Diode
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m.A.U. Milli-Absorptionseinheiten (englmilli-absorbance units

MCT Material fur IR-Detektoren (englMercurium Cadmium Telluride

MRI Auf Kernspinresonanz beruhendes, bildgebendes Vierfah
(engl.:Magnetic Resonance Imaging

MUG  Medizinische Universitat Graz)sterreich)

NAS engl.:Net Analyte Signal

NIR nahes Infrarot

OGTT Oraler Glucose Toleranz Test

0osC Orthogonalisierung spektraler Daten
(engl.:Orthogonal Signal Correction

PCA Hauptkomponentenanalyse (enBkincipal Component Analysis

PCR Hauptkomponentenregression (erfgtincipal Component Regressipn

PDMS Polydimethylsiloxan (wird in der Mikro-Fluidik
zum Abgiel3en feinster Strukturen verwendet)

PET Positron-Emissions-Tomographie

PLS Verfahren zur statistischen Kalibrationsmodell-&lishg
(engl.:Partial Least Squares

PMMS Verfahren zur spektralen Variablenauswahl
(engl.:Pairwise-Min-Max-Selection

PRESS Giteparameter der Kreuzvalidierung
(engl.:Predicted Error Sum of Squares

PWS Eigenschaftskorrelationsspektrum (erf@taperty Weighting Spectrum

RMS Wurzel aus dem Mittelwert der Abstandsquadrate
(engl.:Root Mean Squargd

SA engl.:Simulated annealing

SEP Guteparameter der Kreuzvalidierung oder CLS-Quzietifing
(engl.:Standard Error of Prediction

SSE Summe der Fehlerquadrate (erfgim of Squared Erroys

VB Programmiersprache unter Windows (Visual Basic)

ZMF Zentrum fur Medizinische Forschung an der MUG

Matrizen werden fett und grof3 geschrieben, zur besserestavetlichkeit sind stellen-
weise durch X” getrennte Indizes angegebeh, («), Vektoren fett und kleing,;) und
skalare GroRen diunn und kleinons). AT ist die transponierte MatrixA* die Moo-

re Penroose Inverse ujATA)r_PLSPCR die rangreduzierte PLS- oder PCR-Inverse. Die
n-dimensionale Einheitsmatrix wird als bezeichnetP, = AA* ist der orthogonale Pro-

jektor bzgl. des Spaltenraums v O = | — P, der hierzu orthogonale Antiprojektor.
Iv]| bezeichnet die euklidische Norm eines Vektors.

Die nichtlinearen Regressionsrechnungen wurden mit Hilf®n gnuplot
(www.gnuplot.info) durchgefuhrt. Diese setzt den Algomus nach Levenberg-
Marquardt ein und kann beliebig viele linear unabhangigeafeter einer frei
programmierbaren Funktion anpassen.
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Anhang B

WinTest-Skript f Ur kontinuierliche
Messungen

HFNOOOHOUVIUVEHHFHFHHHFHFRHELAEDLDHHRR,HHSHSH R

Dateinamen des Logfiles festlegen
logfilename=d:\wintestlogs\22022006graz_cm9_patientl0®
Elektrische Verstarkung des A/D im IR200

ir200amp=1

Fiullvolumen der Spritze in der Spritzenpumpe setzen
syringe_setgesvol 4000

25 uL pro Zyklus [10 min], Transportvolumen ist 9 ulL
plugposition=9
emptyvolume=16

IR200-Experiment laden: Aufldsung=16cm, nscans=240

--> etwa 1:50 min pro Spektrum
elektrische Verstarkung je nach Centerburst auswahlen
Abhangig von der Variablen ’'ir200amp’ wird die
Experiment-Datei geladen
ir200amp==1
gotoifresult 7
ir200exp D:\ir200\experiment\wnl6s240einkanal_amp4.exp
Dummy fiir eine Verzweigung
test=0
test==0
gotoifresult 8
ir200exp D:\ir200\experiment\wnl6s240einkanal_ampl.exp
Dummy als Sprungziel
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8 test=0

#

# Logdatei: '$d’ wird durch das aktuelle Datum ersetzt
21000 logmessage ##### ($d) Start Measurement

#

# Mail schicken: "Alles noch in Ordnung"

21000 matlabscript email(’damm@ansci.de’,’wintest’, ’meas($d)’)
#

# Erste Referenz als Einkanalspektrum messen.

# Die letzte Zahl im Dateinamen wird automatisch inkrementiert
21000 ir200smp D:\Measurements\22022006a0

#

# LEDs setzen: gerade kein Vial-Wechsel

130000 syringe_greenoff

130000 syringe_redon

#

# Spektrum speichern

136000 ir200flush

# Auf Luftblasen testen und bei Bedarf beseitigen
137000 matlabscript setup_ref(1l,’$filename’)
137002 gosubifresult 1000000

#

# Logdatei: ’'$f’ wird durch aktuellen Dateinamen ersetzt
137003 logmessage ##### refl=3$f ($d)

#

# Schalten des HPLC-Ventils

137003 valveInject

#

# Beschleunigter Transport der Probe zur Kiivette
138000 syringe_stop

138000 syringe_setvolume plugposition

138000 syringe_setspeed 1

138000 syringe_start

144000 syringe_setspeed 2

147000 syringe_setspeed 4

149000 syringe_setspeed 6

151000 syringe_setspeed 8

154000 syringe_setspeed 12

156000 syringe_setspeed 16

160000 syringe_setspeed 24

163000 syringe_setspeed 32

169000 syringe_setspeed 40

#

# Probenschleife erneut befiillen
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132 Kapitel B. WinTest-Skript fur kontinuierliche Messzan

218000 valvelLoad

#

# Bei Bedarf Meldung ausgeben, dass die Spritze leer ist
218000 gosubifresult 2000000

#

# Erste Proben als Einkanalspektrum messen
218001 ir200smp D:\Measurements\22022006a0
333000 ir200flush

#

# Konzentration berechnen und

# Dbei Bedarf Luftblasen beseitigen

334000 matlabscript setup_smp(l,’$filename’)
334000 gosubifresult 1000000

#

334000 logmessage ##### smpl=$f ($d)

#

# Zweite Probe als Einkanalspektrum messen
334000 ir200smp D:\Measurements\22022006a0
449000 ir200flush

#

# Auf Luftblasen testen und bei Bedarf beseitigen
450000 matlabscript setup_smp(2,’$filename’)
450000 gosubifresult 1000000

#

450000 logmessage ##### smp2=$f ($d)

#

# Befiillung der Kiivette mit Referenzprobe
450001 syringe_stop

450001 syringe_setvolume emptyvolume

450001 syringe_setspeed 50

450001 syringe_start

#

# Bei Bedarf Meldung ausgeben, dass die Spritze leer ist
450002 gosubifresult 2000000

#

# Zweite Referenz als Einkanalspektrum messen
480002 ir200smp D:\Measurements\22022006a0

#

# Vialwechsel, LEDs umsetzen und Melodie abspielen
590000 syringe_greenon

590000 syringe_redoff

595000 matlabscript tada

#

595000 ir200flush
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#

# Zweite Konzentrationsbestimmung und

# bei Bedarf Luftblasen beseitigen

596000 matlabscript setup_ref(2,’$filename’)
596000 gosubifresult 1000000

#

596000 logmessage ##### ref2=%$f ($d)

#

# Centerburst des Interferogramms testen und

# Dbei Bedarf die elektronische Verstarkung umschalten
596001 ir200convifg

597000 matlabscript checkifg(’$filename’)

598001 gosubifresult 5000000

#

# Hauptschleife (1000000*10 min) (Sprung zu ’4’)
600000 goto 1000000, 4

# nach 19 Jahren beenden:-)

600001 syringe_stop

600002 done

#

#

#

# rhythmisches Pumpen zum Entfernen der Luftblase
# kurze Messung zum Luftblasen-Testen

1000000 ir200exp D:\ir200\experiment\wnl6s40einkanal_ampl.exp
#

1000010 logmessage ##### remove airbubbles now ($d)
1000010 syringe_stop

1000010 syringe_setvolume 50

1000010 syringe_setspeed 150

1000010 syringe_start

#

# Spritze leer?

1000010 gosubifresult 2000000

#

# Kontinuierliches Testen auf Luftblasen

1020000 ir200smp D:\Measurements\airbubbles®
1038000 ir200flush

1039000 matlabscript check_airbubble(’$filename’)
# Solange pumpen, bis die Luftblase beseitigt ist
1039999 gotoifresult 1000010

#

#

1040001 ir200exp D:\ir200\experiment\wnl6s240einkanal_ampl.exp
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134 Kapitel B. WinTest-Skript fur kontinuierliche Messzan

1060002 return

#

#

#

# Bei entleerter Spritze zum Wiederauffiillen auffordern
2000000 logmessage ##### syringepump is empty ($d)
2000000 matlabscript email (’damm@ansci.de’,’wintest’,’pump empty’)
2000001 message "refill syringes > 4500ul. THAN PRESS OK"
#

# Spritzenpumpenstempel bis zum Spritzenkolben bewegen
2000002 syringe_setgesvol 4500

2000002 syringe_stop

2000002 syringe_setvolume 150

2000002 syringe_setspeed 150

2000002 syringe_start

2060000 return

#

#

#

# change ir200amp from 1 to 4 and vice versa

5000000 ir200amp==

5000001 gotoifresult 5001000

5000002 ir200amp=1

5000002 return

5001000 ir200amp=4

5001000 return

#

#

134



Literaturverzeichnis

[1]

[2]

[3]

[4]
[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

H.M. Heise: Infrarot-Spektroskopie und ihre potentiellen Mogliché&r in der Kli-
nischen ChemieLab. Med.,15: 470-476, 1991.

G. VaN DEN BEerGHE, P. Wouters, F. WEEkERS, C. VERwWAEST, F. BRuyNINckXx, M.
ScHerz, D. ViasseLAERS, P. Ferbinanpg, P. Lauwers und R. BouiLion: Intensive
insulin therapy in critically ill patients N. Engl. J. Med.34519): 1359-1367,
2001.

J. Kenr: A survey on quantitative microdialysis: Theoretical madmhd practical
implications J. Neuroscience Method43: 251-261, 1993.

G. LorrLer: Biochemie und Pathobiochemi8pringer, 7. Auflage, 2003.

P. Zmver, K.G.M.M. ALsertt und J. Siaw: Global and societal implications of the
diabetes epidemidNature, 414 782—-787, 2001.

H. KeLLer: Klinisch-chemische Labordiagnostik fur die Praxis: Aysd, Befund,
Interpretation Georg Thieme, 2. Auflage, 1991.

G. VAN DEN BErGHE, A. WiLMER, G. Hermans, W. MEgerssemaN, P.J. WHUTERS, .
MiLants, E. Van WoNGAERDEN, H. Boseaers und R. BouiLLon: Intensive insulin
therapy in the medical ICUN. Engl. J. Med.354(5): 449-461, 2006.

G. Van peN BeraGHE, P.J. Whuters, K. KeteLoot und D.E. HLLeman: Analysis of he-
althcare resource utilization with intensive insulin tepy in critically ill patients
Crit. Care Med. 34(3): 612-616, 2006.

L. Hememann: Continuous glucose monitoring by means of the microdialgsih-
nique: Unterlying fundamental aspect®iabetes Technol. Thei5(4): 545-561,
2003.

P.J. Sout, N. PeLep, B.J. Bickson, M.E. HiLGers, J.R. Riccuint und T.B. Hbech:
Comparison of glucose levels in dermal interstitial fluididimger capillary blood
Diabetes Technol. TheiB(1): 81-90, 2001.

S.N. TaennapiL, J.L. Rennert, B.J. WenzEL, K.H. Hazen, T.L. Rucatmt und M.B.
Brock: Comparison of glucose concentration in interstitial fluashd capillary and

135



136 LITERATURVERZEICHNIS

venous blood during rapid changes in blood glucose levédabetes Technol.
Ther.,3(3): 357-365, 2001.

[12] K. ReBriN, G.M. SreiL, W.P. Van Antwerp und J.J. MsTroTOTARO: SUbCutaneous
glucose predicts plasma glucose independent of insuliplitations for conti-
nuous monitoringAm. J. Physiol. Endocrinol. Metal2773):E561-E571, 1999.

[13] K. Resrin und G. Sem: Can interstitial glucose assessment replace blood glucose
measurementsBiabetes Technol. The2(3): 461-472, 2000.

[14] H.M. Heise: Glucose, in vivo assay oin: R.A. Mevers (HerausgeberEncyclope-
dia of analytical chemistryBandl, Seiten 56—83. John Wiley & Sons, Chichester,
2000.

[15] O.S. KuaLiL: Non-invasive glucose measurement technologies: An ugddate
1999 to the dawn of the new millenniumiabetes Technol. TheB(5): 660-697,
2004.

[16] T.M. Vriesenpore, J.H. Devries, F. HoLLEmaN, M. Dzoviic und J.B.L. FbEKSTRA:
The use of two continuous glucose sensors during and aftgesu Diabetes
Technol. Ther.7(2): 315-322, 2005.

[17] M.J. Tansey, R.W. Beck, B.A. BuckingHam, N. Mauras, R. HALLO-SCHARER, D.
XmG, C. Kiuman, W.V. TameorLANE, K.J. Riepy und THE DiABETES RESEARCH IN
CuiLpren NETwork (DirecNET) Sruby Group: Accuracy of the modified continuous
glucose monitoring system (CG@ssensor in an outpatient setting: Results from
a diabetes research in children network (DirecNet) studiabetes Technol. Ther.,
7(1): 109-114, 2005.

[18] S.M. bnEs, J.L. Quarry, M. CALDWELL-McMiLLAN, D.T. Maucer und R.A. GiBBAY:
Optimal insulin pump dosing and postprandial glycemiadaiing a pizza meal
using the continuous glucose monitoring systelabetes Technol. Ther7(2):
233-240, 2005.

[19] R. AmaLi, M. BachracH-LinpsTROM UNd S. Mbusent: Continuous glucose monito-
ring system signals the occurrence of marked postprandipefglycemia in the
elderly. Diabetes Technol. ThefZ(3): 509-515, 2005.

[20] A. Kerssen, H.W. pe Vark und G.H.A. Msser: The continuous glucose monito-
ring system during pregnancy of women with type 1 diabetéftuse Accuracy
assessmenDiabetes Technol. The6(5): 645-651, 2004.

[21] F. Caeg, T. Fernanpo und P.V. Herpen: Closed-loop control of blood glucose levels
in critically ill patients. Anaesth. Intensive Car8(: 295-307, 2002.

[22] R. Hovorka, L.J. GiassiN, M.E. WiLinska, V. Canonico, J.A. Akwi, M.O. FeDEri-
c1, M. Massi-Beneper, |. Hurzir, C. Zaucg, H. Kaurmann, M. BorH, T. VERING,
H.C. SHALLER, L. ScHaupp, M. BobenLenz und T.R. Reser: Closing the Loop: The
Adicol ExperienceDiabetes Technol. The6(3): 307-318, 2004.

136



LITERATURVERZEICHNIS 137

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

H.M. Hese und P.U. MAeL: Clinical analysis: Glucose In: P.J. WRrsFoLD,
A.Townsuenp und C.F BoLe (Herausgeber)ncyclopedia of Analytical Scienges
Band10, Seiten 152-166. Elsevier Science, Amsterdam, 2. Aufl20@4.

E.A. Moschou, B.V. Siarma, S.K. Deo und S. Dwnert: Fluorescence glucose de-
tection: Advances toward the ideal in vivo biosensbiFluoresc.14(5): 535-547,
2004.

A. Pasic, H. KoenLer, |. Kuvant und L. Suaupp: Miniaturized fiber-optic hybrid
sensor for continuous glucose monitoring in subcutaneisgg¢ Sens. Actuators,
B, in press, 2006.

A. Hessg, G. Surumpr und |. SaLLinG: Quantitative Bestimmung von Harnstein-
komponenten durch Anwendung der Infrarot-Spektrosk&sehr. Urol.,67: 367—
375, 1974.

L. Estepa und M. Daupon: Contribution of Fourier transform infrared spectroscopy
to the identification of urinary stones and kidney crystalakgts Biospectroscopy,
3: 347-369, 1997.

H.M. Heisg, G. Voigr, P. Lampen, L. Kupper, S. RipLorr und G. WErNER: Multi-
variate calibration for the determination of analytes ining using mid-infrared
attenuated total reflection spectroscof\ppl. Spectrosc55(4): 434-443, 2001.

C.P. Snurrz, M.K. Aumep, C. Dawes und H.H. Mantscu: Thiocyanate levels in
human saliva: Quantification by Fourier transform infraregectroscopy Anal.
Biochem. 240 7-12, 1996.

H.H. EvseL, M. Jackson, A. NikuLiy, R.L. Somorial, G.T.D. TaHomson und H.H.
MantscH: A novel diagnostic test for arthritis: Multivariate analgsof infrared
spectra of synovial fluidBiospectroscopyd(2): 161-167, 1997.

J.M.G. GnviN, S. Bernarsky, C.A. HircHoN, M. Jackson, M.G. Sowa, J.R. Mans-
FiELD, H.H. Evser, H.H. Mantsca und H.S. E-GaBaLawy: Infrared spectroscopy:
Shedding light on synovitis in patients with rheumatoichatis. Rheumatology,
42: 76-82, 2003.

H.M. Heisg, R. MarBacH, G. AnarscH und J.D. Kruse-Jarres: Multivariate deter-
mination of glucose in whole blood by attenuated total réfbecinfrared spectros-
copy Anal. Chem.61(18): 2009-2015, 1989.

H.M. Hesg, A. Biriner, T. KoscHinsky und F.A. Gries: Ex-vivo determination of
blood glucose by microdialysis in combination with infrdrattenuated total re-
flection spectroscopyFresenius J. Anal. Chen859 83-87, 1997.

H.M. Heise: Infrared and Raman spectroscopy of biological materidis: H.U.
GremricH und B. Yan (Herausgeber)Clinical applications of Near- and mid-
infrared spectroscopyseiten 259-322. Marcel Dekker, Inc., 2001.

137



138 LITERATURVERZEICHNIS

[35] M. Jackson und H.H. Mantscu: FTIR spectroscopy in the clinical sciencek:
R.J.H. Gark und R.E. Hster (Herausgeber)Biomedical applications of Spec-
troscopy Band 25, Seiten 185-215. John Wiley & Sons Ltd., 1996.

[36] U.Bmpic und G. MiiLLer: Fibre-optic laser-assisted infrared tumour diagnostics
(FLAIR). J. Phys. D: Appl. Phys38: 2716-2731, 2005.

[37] R.K. Dukor: Vibrational spectroscopy in the detection of cancér: J.M. Giac-
Mmers und P.R Gurriths (Herausgeber)Handbook of vibrational spectroscopy
Band5, Seiten 3335-3375. John Wiley & Sons, 2002.

[38] M. Diem, M. RomEo, S. Boypston-WHiTE, M. MiLikovic und C. MartaAus: A decade
of vibrational micro-spectroscopy of human cells and tes€1994—-2004)Analyst,
129 880-885, 2004.

[39] R. Marsacu: MeRverfahren zur IR-spektroskopischen Blutglucosahesting
Doktorarbeit, Universitat Dortmund, 1992.

[40] R. MarBacH, T. Koscuinsky, F.A. Gries und H.M. Herse: Noninvasive blood gluco-
se assay by near-infraredflise reflectance spectroscopy of the human inner lip
Appl. Spectrosc47(7): 875-881, 1993.

[41] W. Naam und H. Gearing: Non-invasive in vivo measurement of blood spectrum by
time-resolved near-infrared spectrosco@ens. Actuators, B9: 174-179, 1995.

[42] H.M. Hesg, A. Brrrner und R. Mareach: Clinical chemistry and near infrared
spectroscopy: Technology for non-invasive glucose mongo J. Near Infrared
Spectrosc.6: 349-359, 1998.

[43] S.J. ¥en, C.F. Hanna und O.S. KiaLi: Monitoring blood glucose changes in cuta-
neous tissue by temperature-modulated localized refleetareasurement<lin.
Chem. 49(6): 924-934, 2003.

[44] American DiaBetes Association: Standards of medical care for patients with dia-
betes mellitusDiabetes Care25(1): S33-S49, 2002.

[45] H.M. Heisg, S. HaBer, M. Licur, D.F. lHriG, C. MoLL und M. Sicker: Recent
progress in non-invasive diabetes screening bfude reflectance near-infrared
skin spectroscopyProc. SPIEG093 250-258, 2006.

[46] G. Tacga, K. Asakawa, A. Maki, Y. Konisar und H. Korzumr: Brain imaging in awake
infants by near-infrared optical topographi?NAS,100(19): 10722-10727, 2003.

[47] A. ZyBN, V. LiGer, R. SoucHon, H.M. Heise und K. Niemax: Examination of the
oxygenation state of hemoglobin in a phantom and in-viwugsapplying absorpti-
on balancing with two and three laser wavelengitppl. Phys. B83(1): 141-148,
2006.

138



LITERATURVERZEICHNIS 139

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

G. hnarscH, J.D. Kruse-JArRres, R. MarBaca und H.M. Hese: Multivariate cali-
bration for assays in clinical chemistry using attenuatethl reflection infrared
spectra of human blood plasmAnal. Chem.61: 2016—-2023, 1989.

H.M. Heise, R. MarBacH, Tr. Koscamnsky und F.A. Gries: Multicomponent assay
for blood substrates in human plasma by mid-infrared spesciopy and its evalua-
tion for clinical analysis Appl. Spectrosc48(1): 85-95, 1994.

K.H. Hazen, M.A. ArnoLp und G.W. S1aLL: Measurement of glucose and other
analytes in undiluted human serum with near-infrared trarssion spectroscopy
Anal. Chim. Acta, 371 255-267, 1998.

R.J. McNicnors und G.L. Gre: Optical glucose sensing in biological fluids: An
overview J. Biomed. Opt.5(1): 5-16, 2000.

Y.C. Suexn, A.G. Davies, E.H. LinrieLp, T.S. Esey, P.F. Tapay und D.D. ARNONE:
The use of Fourier-transform infrared spectroscopy forghantitative determina-
tion of glucose concentration in whole blao&hys. Med. Biol.48: 2023-2032,
2003.

D. RoHLEDER, G. KocHERSCHEIDT, K. GErRBER, W. Kierer, W. KOHLER, J. MOcks und
W. Perrica: Comparison of mid-infrared and Raman spectroscopy in ttantjta-
tive analysis of serumJ. Biomed. Opt.10(3): 1-10, 2005.

R.A. Siaw und H.H. Mantsch: Infrared spectroscopy in clinical and diagnostic
analysis In: R.A. Mevers (Herausgeber)Encyclopedia of Analytical Chemistry
Seiten 83-102. John Wiley & Sons, 2000.

A. Brrtner und H.M. Heise: Dry film preparation from whole blood, plasma and
serum for quantitative infrared fluse reflectance spectroscopin: J.A. b Ha-
setH (Herausgeber)Fourier Transform Spectroscopy: 11th international cenfe
rence Band430, Seiten 278-281. American Institute of Physics: WoodbhiiY;,
1998.

E. DiesseL, S. WiLLmany, P. KampHaus, R. Kurtg, U. Damm und H.M. Heise: Glu-
cose quantification in dried-down nanoliter samples usindrimfrared attenuated
total reflection spectroscopyppl. Spectrosc58(4): 442—-450, 2004.

E. DiesseL, P. KamprAus, K. GroTHE, R. Kurtg, U. Damm und H.M. Heise: Nanoliter
serum sample analysis by mid-infrared spectroscopy formalty invasive blood-
glucose monitoringAppl. Spectrosc594): 442—-451, 2005.

H.M. Heise und A. Birtner: Investigation of experimental errors in the quantita-
tive analysis of glucose in human blood plasma by ATR-IRtsgsmopy J. Mol.
Struct.,348 21-24, 1995.

P.S. dnseN, J. Bak, S. LaperoGep und S. AvperssoN-EnGeLs: Determination of urea,
glucose, and phosphate in dialysate with Fourier transfarfrared spectroscopy
Spectrochim. Acta A60: 899-905, 2004.

139



140 LITERATURVERZEICHNIS

[60] O. Vogr, U. Damm und H.M. Heise: Towards reagent-free continuous blood gluco-
se monitoring for the critical care environment using miclialysis and infrared
spectrometryProc. Biomed. Eng458 305—-308, 2005.

[61] H.M. Hesg, U. Damm und V.R. Konperart: Reliable long-term continuous blood
glucose monitoring for patients in critical care using nuedialysis and infrared
spectrometryProc. SPIEG093 21-29, 2006.

[62] H.M. Herisg, U. Damm, O. Vogt und V. Konoeparr: Towards reagent-free blood glu-
cose monitoring using micro-dialysis and infrared transsidn spectrometryib.
Spectrosc., in press, 2006.

[63] V.R. Konpepati, U. Damm und H.M. Heise: Infrared transmission spectrometry for
the determination of urea in microliter sample volumes obll plasma dialysates
Appl. Spectrosc.60(8): in press, 2006.

[64] G. Socrates: Infrared and Raman characteristic group frequencies: &band
charts John Wiley & Sons, 3. Auflage, 2004.

[65] N.B. Corruup, L.H. Dary und S.E. WBErLEY: Introduction to infrared and Raman
spectroscopyAcademic Press, Boston, 3. Auflage, 1990.

[66] J.M. Gaarmers und P.R Gurriths: Handbook of vibrational spectroscopylohn
Wiley & Sons, 2002.

[67] B. Scuraper: Infrared and Raman spectroscopy: Methods and applicativi@H-
Wiley, Weinheim, 1995.

[68] H. Ginzier und H.M. Heise: IR-Spektroskopie VCH-Wiley, Weinheim, 3. Auf-
lage, 1996.

[69] T. N&s, T. Isaksson, T. Fearn und T. Dawies: A userfriendly guide to multivariate
calibration and classificationNIR Publications, 2004.

[70] H. Martens und T. N&s: Multivariate Calibration John Wiley & Sons, Chichester,
1989.

[71] M. Orro: Chemometrie, Statistik und Computereinsatz in der AnalytyCH-
Wiley, Weinheim, 1998.

[72] J.E. Berrie und Z. Lan: Infrared intensities of liquids XX: The intensity of the OH
stretching band of liquid water revised, and the best curkaues of the optical
constants of H20(l) a25°C betweeril5, 000and 1 cntt. Appl. Spectrosc50(8):
1047-1057, 1996.

[73] H.W. SEsLEr, Y. Ozaki, S. Kawata und H.M. Heise: Near-infrared spectroscopy:
Principles, instruments, application¥ CH-Wiley, Weinheim, 2002.

140



LITERATURVERZEICHNIS 141

[74] P.R. Gurritns und J.A. pe Hasern: Fourier transform infrared spectrometry
Band83. John Wiley & Sons, New York, 1986.

[75] D.B. Cuase: Phase correction in FT-IRAppl. Spectrosc.36(3): 240-244, 1982.
[76] L. Mertz: Transformation in opticsJohn Wiley & Sons, 1965.

[77] P.S. @nsex und J. Bk: Near-infrared transmission spectroscopy of aqueous solu-
tions: Influence of optical pathlength on signal-to-nois¢ia. Appl. Spectrosc.,
56(12): 1600-1606, 2002.

[78] R.P. SErLINE, S. MuraLiDHARAN UNd H. RRerser: New quantitative technique for
attenuated total reflection (ATR) spectrophotometry: kraliion of the "CIRCLE”
ATR device in the infraredAppl. Spectrosc40(7): 1019-1022, 1986.

[79] M. KoLuep, M. HABERKORN, V. Pustocov, B. Mizaikorr, J. RRank, B. KARLBERG UNd
B. LenpbL: Assessment of quantum cascade lasers as mid infrared bgintes for
measurement of agueous sampMib. Spectrosc.29: 283-289, 2002.

[80] A.LamsrecHr, T. BEYER, K. HEBESTREIT, R. MiscHLER und W. RitricH: Continuous
glucose monitoring by means of fiber-based, mid-infrarsgiapectroscopyAp-
pl. Spectrosc.6(0(7): 729-736, 2006.

[81] W.B. MarTiN, S. Mirow Und R. \EnucoraLan: Middle infrared, quantum cascade
laser optoelectronic absorption system for monitoringcglse in serum Appl.
Spectrosc.59(7): 881-884, 2005.

[82] H. von LiLienreLD-ToaL, M. WEIDENMULLER, A. XHeLAJ und W. MANTELE: A novel
approach to non-invasive glucose measurement by midredrspectroscopy: The
combination of quantum cascade lasers (QCL) and photodiwodistection Vib.
Spectrosc.38(1-2): 209-215, 2005.

[83] J. LabEMANN, H. Ricater, M. MEINKE, G. MULLER, P. KapusTiN, V. MASYCHEV, J.
Burkin, K.W. Bernot und W. Serry: In-vitro glucose measurements using a two
wavelength C@laser. Proc. SPIE4965 95-103, 2003.

[84] T. Koschinsky, K. Jungaemm und L. Heinemann: Glucose sensors and the alternate
site testing-like phenomenon: Relationship between rajfmdd glucose changes
and glucose sensor signalBiabetes Technol. Theb(5): 829-842, 2003.

[85] P.W. Arkins: Physikalische Chemie/CH-Wiley, Weinheim, 2. Auflage, 1990.

[86] N. Wisniewski, N. Rajamanp, U. Apamsson, P.E. Lins, W.M. Reicuert, B. KLiTz-
maN und U. Wngerstept: Analyte flux through chronically implanted subcutaneous
polyamide membranesfiirs in humans and rats Am. J. Physiol. Endocrinol.
Metab.,282 E1316—-E1323, 2002.

141



142 LITERATURVERZEICHNIS

[87] L. ScHaupp, M. ELLMERER, G.A. BRUNNER, A. WuTTE, G. SENDLHOFER, Z. TRAJA-
NoskI, F. S&rasar, T.R. Reser und P. Wcn: Direct access to interstitial fluid in
adipose tissue in humans by use of open-flow microperfugion J. Physiol. En-
docrinol. Metab.2762): E401-E408, 1999.

[88] D.A. Skooc und J.J. Eary: Instrumentelle AnalytikSpringer, 1996.

[89] M. ELLMERER, M. HaLuzIK, J. BLAHA, J. KREMEN, S. S/aciNa, W. TOLLER, J. MADER,
L. Scuaupp, J. Rank und T.R. Reser: Clinical evaluation of alternative-site glu-
cose measurements in patients after major cardiac surgergbetes Care29(6):
1275-1281, 2006.

[90] W. Scumot: Optische Spektroskopi® CH-Wiley, Weinheim, 1994.
[91] G. Srrana: Linear algebra and its applicationsAcademic Press, 1976.

[92] H.M. Heise: Scaled absorbance fiierence spectroscopy for the analysis of soluti-
ons - What residuals can be expecteBfesenius J. Anal. Chen850 505-513,
1994,

[93] R. De MaEgsschHaLck, D. Jouan-RimBaup und D.L. Massart: Tutorial: The mahala-
nobis distanceChemometr. Intell. Lab50: 1-18, 2000.

[94] K. FaBer und B.R. KowaLski: Propagation of measurement errors for the valida-
tion of predictions obtained by principal component regiea and partial least
squares J. Chemometricg,1: 181-238, 1997.

[95] R. MaracH und H.M. Hese: Calibration modeling by partial least-squares and
principal component regression and its optimization usamgimproved leverage
correction for prediction testingChemometr. Intell. Lab9: 45—-63, 1990.

[96] G.H. Gorus und C.F. AN Loan: Matrix computations Johns Hopkins University
Press, 1983.

[97] R. MarsacH: On Wiener filtering and the physics behind statistical miodel J.
Biomed. Opt.,7(1): 130-147, Jan. 2002.

[98] C.D. Brown: Discordance between net analyte signal theory and prakiraati-
variate calibration Anal. Chem.76(15): 4364-4373, 2004.

[99] R. MarsacH: A new method for multivariate calibrationJ. Near Infrared Spec-
trosc.,13: 241-254, 2005.

[100] B. Erron und G. Gong: A leisurely look at the bootstrap, the jackknife, and cross-
validation The American statisticiar37(1): 36—48, 1983.

[101] M. Srone: Cross-validatory choice and assessment of statisticalipte®ns J. R.
Stat. Soc. B36: 111-147, 1974.

142



LITERATURVERZEICHNIS 143

[102] D.W. Gsten: Selection of optimal regression models via cross-valatati). Che-
mometrics2: 39-48, 1988.

[103] A. Lorser: Error propagation and figures of merit for quantification bghang
matrix equationsAnal. Chem.58: 1167-1172, 1986.

[104] A. Lorser, K. FaBer und B.R. KowaLskr: Net analyte signal calculation in multi-
variate calibration Anal. Chem.69: 1620-1626, 1997.

[105] Ak Biorck: Numerical methods for least squares problei®sAM, 1996.

[106] B. NaprLer und R.R.@irman: Partial least squares, Beer’s law and the net analyte
signal: Statistical modeling and analysi$. Chemometricg,9: 45-54, 2005.

[107] H.C. Goicoecuea und A.C. Quvierr: A comparison of orthogonal signal correc-
tion and net analyte preprocessing methods. Theoreticdlexperimental study
Chemometr. Intell. Lab56: 73—-81, 2001.

[108] J. FrrE, S.D. BRown und F.X. Rus: Improved calculation of the net analyte signal
in inverse multivariate calibrationJ. Chemometricg,5: 537-553, 2001.

[109] J. FerrE und K. FaBer: Net analyte signal calculation for multivariate calibrati.
Chemometr. Intell. Lab69: 123-136, 2003.

[110] N. Benoupiit, E. CooLs, M. Meurens und M. VerLEYsen: Chemometric calibrati-
on of infrared spectrometers: Selection and validationaiables by non-linear
models Chemometr. Intell. LabZ0: 47-53, 2004.

[111] S. ExgeLen und M. Husert: Fast model selection for robust calibration methods
Anal. Chim. Acta544 219-228, 2005.

[112] Y.P. Du, Y.Z. Liang, J.H. Jdang, R.J. Birry und Y.Ozakr: Spectral regions selec-
tion to improve prediction ability of PLS models by chandeatize moving win-
dow partial least squares and searching combination mowimglow partial least
squares Anal. Chim. Acta501 183-191, 2004.

[113] J.H. dang, R.J. Brry, H.W. SesLer und Y. Qzaki: Wavelength interval selection
in multicomponent spectral analysis by moving window phtgast-squares re-
gression with applications to mid-infrared and near-infd spectroscopic data
Anal. Chem.,74(14): 3555-3565, 2002.

[114] Q. Ding und G.W. S1aLL: Genetic algorithm-based wavelength selection for the
near-infrared determination of glucose in biological maés: Initialization stra-
tegies and gects of spectral resolutiorAnal. Chem.70: 4472—-4479, 1998.

[115] J.A. Hageman, M. StreppeL, R. WEnRrens und L.M.C. Buypens: Wavelength selec-
tion with tabu searchJ. Chemometrics,7: 427-437, 2003.

143



144 LITERATURVERZEICHNIS

[116] H.M. Hersg, U. Damm, P. Lampen, A.N. Davies und P.S. MIntyre: Spectral va-
riable selection for partial least-squares calibration@jed to authentication and
quantification of extra virgin olive oils using Fourier traform Raman spectrosco-
py. Appl. Spectrosc59(10): 1286—1294, 2005.

[117] H.M. Heise und A. Birrner: Rapid and reliable spectral variable selection for sta-
tistical calibrations based on PLS-regression vector ckei Fresenius J. Anal.
Chem.,359 93-99, 1997.

[118] H.M. Heise und A. Birtner: Multivariate calibration for near-infrared spectrosco-
pic assays of blood substrates in human plasma based onblasalection using
PLS-regression vector choiceresenius J. Anal. Chen862 141-147, 1998.

[119] F. Westap und H. Martens: Variable selection in near infrared spectroscopy ba-
sed on significance testing in partial least squares regoessJ. Near Infrared
Spectrosc.g8: 117-124, 2000.

[120] M. FormNa, S. Lanteri, M.C.C. Quiveros und C.P. MLLan: Selection of useful pre-
dictors in multivariate calibration Anal. Bioanal. Chem.380 397-418, 2004.

[121] B. L1, J. Morris und E.B. MsrtiN: Model selection for partial least squares regres-
sion Chemometr. Intell. Labg4: 79-89, 2002.

[122] I.K. Sacomaa und J.K. Kauepinen: Origin of and compensation for the baseline
errors in Fourier transform spectraAppl. Spectrosc52(4): 579-585, 1998.

[123] D.B. Giase: Nonlinear detector response in FT-IRppl. Spectrosc.38(4): 491—
494, 1984.

[124] R.O. Girter, N.E. Linpsay und D. Bepunn: A solution to baseline uncertainty due
to MCT detector nonlinearity in FT-IRAppl. Spectrosc44(7): 1147-1151, 1990.

[125] D.M. HaarLanp und D.K. MeLcaarp: New prediction-augmented classical least-
squares (PACLS) methods: Application to unmodeled intamfe Appl. Spec-
trosc.,54(9): 1303-1312, 2000.

[126] S. WoLp, H. Antti, F. Linoeren und J.Onman: Orthogonal signal correction of
near-infrared spectraChemometr. Intell. Lab44: 175-185, 1998.

[127] J. SoBLoMm, O. Svensson, M. Joserson und H. KuLiBerG S. Worp: An evaluation
of orthogonal signal correction applied to calibration trafer of near infrared
spectra Chemometr. Intell. Lab44: 229-244, 1998.

[128] C.A. Anpersson: Direct orthogonalization Chemometr. Intell. Lab47: 51-63,
1999.

[129] T. Fearn: On orthogonal signal correctian Chemometr. Intell. Lab50: 47-52,
2000.

144



LITERATURVERZEICHNIS 145

[130] J. TryGce und S. WoLp: Orthogonal projections to latent structures (O-PLS).
Chemometricsl6: 119-128, 2002.

[131] J.A. WesterHUIS, S.DE JonGg und A.K. SuiLpe: Direct orthogonal signal correctian
Chemometr. Intell. Lab56: 1325, 2001.

[132] O. Svensson, T. Kourti und J.F. MicGreGor: An investigation of orthogonal signal
correction algorithms and their characteristicsl. Chemometricsl6. 176—188,
2002.

[133] J.R. Brcu und F.J.J. €arke: Fifty categories of ordinate error in Fourier transform
spectroscopySpectroscopy Europ@&(4): 16—22, 1995.

[134] H.M. Heise: Comparison of dferent algorithms for the interferometric determina-
tion of thickness in them-range by IR-spectroscopyresenius J. Anal. Chem.,
346 604-607, 1993.

[135] D.M. Back und P.L. Bravararu: Fourier-transform infrared spectroscopy of su-
gars, structural changes in aqueous solutionSarbohydr. Res.]121 308-311,
1983.

[136] W. DemtrODER: LaserspektroskopieSpringer, 3. Auflage, 1993.

[137] F.W. Kuster und A. TaieL: Rechentafeln fur die chemische AnalytiWalther de
Gruyter, 104. Auflage, 1994.

[138] L. Scc und W. Summ: Aquatische Chemie: Eine Einfuhrung in die Chemie wass-
riger Losungen und naturlicher Gewass&DF, 3. Auflage, 1994.

[139] D. NeLson und M. Gox: Lehninger BiochemieSpringer, 3. Auflage, 2001.

[140] C.P. Suurrz, H.H. Evser, H.H. Mantsca und M. Ackson: Carbon dioxide in tis-
sues, cells, and biological fluids detected by FTIR spectqog J. Phys. Chem.,
100 68456848, 1996.

[141] R.L. bnaas: Best literature values for the pK of carbonic and phosphaiod
under physiological conditionsAnal. Biochem. 349 1-15, 2006.

[142] J.R. SnooNover, R. Marx und S.L. Ziang: Multivariate curve resolution in the
analysis of vibrational spectroscopy data filesppl. Spectrosc.57(5): 154-170,
2003.

[143] P.S. dnsen, J. Bak und S. Avpersson-EnceLs: Influence of temperature on water
and aqueous glucose absorption spectra in the Near- andmfidred regions at
physiologically relevant temperature&ppl. Spectrosc57(1): 28-36, 2003.

[144] WEast, R.C.:Handbook of chemistry and physi&SRC Press, 55. Auflage, 1974.

145



146 LITERATURVERZEICHNIS

[145] F. AusmeYER, H.J. Koss und W. Marquarpr: Indirect spectral hard modeling for
the analysis of reactive and interacting mixture8ppl. Spectrosc.58(8): 975—
985, 2004.

[146] D.M. HaaLanp und D.K. MeLcaarp: New augmented classical least squares me-
thods for improved quantitative spectral analysiib. Spectrosc.29: 171-175,
2002.

[147] Hamatologie und Humangenetik: C. Lentner (Herausgeber)Vissenschatftliche
Tabellen GeigyCIBA GEIGY AG, Basel, 8. Auflage, 1979.

[148] J. Geonnorz und W. Herres: Understanding FT-IR data processinig& C Reprint
1(84), 3(85), 1985.

[149] C. Zuu und P.R. Gurrths: Extending the range of Beer's law in FT-IR-
spectrometry. Part |: Theoretical study of Norton-Beer dization functionsAppl.
Spectrosc.52(11): 1403-1408, 1998.

[150] T. HirscureLp: Quantitative FT-IR: A detailed look at the problems invalvén:
J.R. ErrarO und L.J. Bisie (Herausgeber)ourier transform infrared spectros-
copy, applications to chemical systerBand2, Seiten 193-242. Academic Press,
New York, 1979.

[151] Anprussow: Zahlenwerte und Funktionen aus Physik, Chemie, Astrondage-
physik, Technik: Dfusion in FlussigkeitenBandll. /5a. Landolt Bornstein, 6.
Auflage, 19609.

[152] R.J. Buwv: Introductory Fourier transform spectroscopyAcademic Press, New
York and London, 1972.

[153] H.P. YozearL: Unsicherheitsbilanzen in der quantitativen FT-IR-Speskopie
Doktorarbeit, Humboldt Universitat zu Berlin, 2002.

[154] A.J.M. Sroonex und K.J.C. Wenties: Glucose transport in adipose tissuSens.
Actuators, B,105 6064, 2005.

[155] J.D. Znn, D. Tresorica und D. Liepmann: Microdialysis microneedles for conti-
nuous medical monitoringBiomed. Microdev.7(1): 59—-69, 2005.

[156] J.L. BurGuera: Flow injection atomic spectroscopivlarcel Dekker, 1989.

[157] J.R. Gwvin ET AL: Report of the expert committee on the diagnosis and clastsdic
of diabetes mellitusDiabetes Care26(1): S5-S20, 2003.

[158] W.L. CLARkE, D. Cox, L.A. Gonper-FrEDERICK, W. CarTER UN S.L. BHL: Evalua-
ting clinical accuracy of systems for self-monitoring obddl glucose Diabetes
Care,10: 622—-628, 1987.

146



LITERATURVERZEICHNIS 147

[159] J.N. RE und B.R. SmoLiLer: Bloodless glucose measuremengSrit. Rev. Ther.

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

Drug Carrier Syst.15(3): 199-241, 1998.

F. SernBERG, C. MEYERHOFF, F.J. MENNEL, F. BiscHor und E.F. FRerrrer: Subcuta-
neous glucose concentration in humans. Real estimatiorcantinuous monito-
ring. Diabetes Carel8(9): 12661269, 1995.

N.J. GirLiN, P. O’Leary, M. BuLsara, E.A. Davis und T.W. &nes: Subcutaneous
glucose sensor values closely parallel blood glucose dunsulin-induced hypo-
glycaemia Diabetic Medicine20(3): 238-241, 2003.

P.J. Sout, J.R. Rccami und M.E. Higers: A novel approach to mitigating the
physiological lag between blood and interstitial fluid ghse measurementBia-
betes Technol. Theg(5): 635-644, 2004.

C. MeyerHOFF, F. BiscHor, F. SrernBerRG, H. Zier und E.F. Rerrrer: On line con-
tinuous monitoring of subcutaneous tissue glucose in masoimpining portable
glucosensor with microdialysiPiabetologia35(11): 1087-1092, 1992.

C. MevernHoFF, F.J. MenneL, F. BiscHor, F. Srernserc Und E.F. Perrrer: Combi-
nation of microdialysis and glucose sensor for continuoudiree measurement of
the subcutaneous glucose concentration: Theory and macpplication Horm.
Metab. Res.26(11): 538-543, 1994.

H.W. VEsper, P.M. WANG, E. ArcHiBoLD, M.R. Prausnitz und G.L. Myers: Assess-
ment of trueness of a glucose monitor using interstitiabfland whole blood as
specimen matrixDiabetes Technol. TheB(1): 76—80, 2006.

147






Lebenslauf

Name: Uwe Damm
Geboren: 03.06.1971 in Lippstadt

Schulische Laufbahn
06/1977 — 061981 Grundschule Riuthen
07/1981 — 0861991 Stadtisches Gymnasium Rithen

07/1991 — 091992 Zivildienst beim Bund Deutscher Pfadfinder, Dortmund

Studium
10/1992 — 092002 Studium der Physik, Universitat Dortmund

10/2001 — 092002 Diplomarbeit: 'Optische Frequenzverdopplung und
magnetooptische Spektroskopie’

052003 — Heute Wissenschaftlicher Mitarbeiter am ISAS in Bamd

Dissertation: 'Fortschritte in der Infrarotspektroskepi
fur die in-vivo Blutglucoseanalytik’



