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Blutgasanalyse
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Diabetes
—>Regulierung gestort
regelméaRige Kontrolle nétig

Schwierigkeiten

Glucose: ca. 1g/I (100 mg/dl)

\ Sonstige Stoffe:
+ Ca

e Laktat

/ *  Ascorbinsdure
.

Harnstoff

__\ . NacCl
BluteiweiRe: 70 g/I (7000 mg/dl)

1

~50-65%

Vollblut
L

- Heute gangig:
Enzymatische Messmethoden

1

Erythrozyten Blutplasma

~35-50%
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Heute gangig: enzymatische Bestimmung
+ Etabliertes Verfahren

Laufende Kosten

RegelmaRige Wartung notig

Schwierige Lagerung der Enzyme

Alternativ: Entwicklung eines optischen Verfahrens >

N

Absorptionsspektroskopie

+ breiter Wellenlangenbereich

+ etablierte Auswerteverfahren (multivariate
Datenanalyse)

—nur schwache Absorption im NIR und MIR
— wenig sensitive Hardware

—hohe Wasserabsorption im NIR und MIR

~

Polarimetrie

+ hohes Signal im VIS

+ vernachldssigbare Wasserabsorption im VIS

+ sensitivere Hardware

— Empfindlich gegeniber Streuung und Absorption
— spektrale Uberlagerung mit anderen
Komponenten (insbesondere Eiweille)
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~

Breitbandpolarimetrie
+ hohes Signal im VIS
+ sensitivere Hardware
+ geringe Wasserabsorption
+ breiter Wellenldangenbereich
+ etablierte Datenauswertung

MIR

—Empfindlich gegenliber Streuung und Absorption
— spektrale Uberlagerung mit anderen Komponenten

Qnsbesondere Eiweile) /
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Absorptionsspektroskopie

+ breiter Wellenlangenbereich

+ etablierte Auswerteverfahren (multivariate
Datenanalyse)

—nur schwache Absorption im NIR und MIR
—wenig sensitive Hardware

—hohe Wasserabsorption im NIR und MIR

~

Polarimetrie

+ hohes Signal im VIS

+ vernachldssigbare Wasserabsorption im VIS

+ sensitivere Hardware

— Empfindlich gegeniber Streuung und Absorption
— spektrale Uberlagerung mit anderen
Komponenten (insbesondere Eiweille)
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Optisch aktive Molekiile

e Chiralitat (Spiegelbildisomere)

* Glucose: a- und B-Glucose

Rotationsdispersion nach Drude-Gleichung [QUELLE]

A

PEE

A : Konstante
Ac: Resonanzwellenlange

a;: Spezifischer Drehwinkel

CH,OH
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a-Glucose
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Stoff A Acinnm E
Glucose 1,72 - 107 150 &0
<
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Globulin | —148-107 | 211 2
o
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* Licht wird vom ersten Filter linear polarisiert, das zweite

Filter ist gekreuzt

- vollstindige Ausléschung des Lichts

* Durch optisch aktive Probe (®) steigt Transmission an

Filter 2

Filter 1

Intensitat

1)

Drehwinkel ®

Intensitat I (P) berechnet sich durch:

1(®) = sin(P)? - I,
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I(t) = sin(0,, - sin(w - t) + P)? -

@2
I(t) = (% + @2

DC

Counts

Filter 2

Filter 1

(M)

pPC

2
>+2-d>-®m-sin(a)-t)——m-cos(Z-w-t) .

2w

@

Filter 2

Filter 1

0,,,: Modulationstiefe

w: Modulationsfrequenz

@: Drehung durch Probe
: Grundintensitat

Counts
IntenSiit

=

0,3
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(1 2) (3) (5) (6) (7)
| [
A HOHEH
Bauteil Anforderungen Modell
Lichtquelle Hohe Intensit&t Energetiq EQ99X
Ab 350nm hohe Intensitat
Gute Kollimierbarkeit
Polarisationsfilter (2,5) Hohes Ausléschungsverhaltnis Thorlabs GT10H
Toleranz gegeniiber Divergenz
Faraday Rotator (3) Hohe Transmission Eigenbau + SF6
* Optisches Glas Hohe Modulationstiefe
* Elektrische Ansteuerung | Stabile Modulation
Kivette (4) Hohe Pfadlange Eigenbau
Spektrometer (6) Hohe, prazise Abtastrate Avantes ULS2048 EVO

Datenauswertung (7)

Automatische Datenverwertung

Eigene Software
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2) ©) (10) an

.
> :
! 1

12) a3)

Probenanmischung

Polarimeter

§

“) )

\

Temperaturregelung

Probenanmiscriung

P =
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Probenvorbereitung
* Erstellung von Stammldsungen
e Losen von Pulver in dest. Wasser

i

!

l

s
Q
1]
w
(0]
e

Glucose

Probenanmischung

Wasser EI =)

Glucose EI HD

Storstoff EI H

Messung

Konzentrationsbestimmung

Automatische Probenanmischung und Messung
Automatische Speicherung und Berechnung von I (w) und I (2w)

Multivariates Kalibrationsmodell > Validierung mit Testdatensatz

M.

C G G

6x6 6Xx6 6x6

T T
Kalibrierung Validierung 10
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pH-Wert Einfluss auf Rotationsdispersion

- Fur Glucose und Albumin

- Stimmt mit Theorie Uberein
-> Einfluss sehr gering

- pH-Wert spéater sehr konstant

Temperatureinfluss auf Rotationsdispersion

- Fir Glucose und Albumin
- Stimmt mit Theorie Gberein
- Einfluss sehr gering

- Temperatur spater sehr konstant

Glucose Albumin
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Relative Abweichung in %

0.03 i
Donnerstag
Freitag
0.02 ——— Samstag -
—— Sonntag

[=}
o=
—
o
—
ot
)
=]

Tageszeit in h

Stromstabilitat: ca. +0,01%
- Storeinfluss vernachléssigbar

0
IS
2 —0.1p e
on
El
<
()
2
£ 02 N
<t
—0. Il Il Il
Wasser Glucose Storstoff

Probenanmischungsfehler: +0,3%
- ebenfalls sehr gering

Transmission bei 50 mm Pfadlange

x 100

g

.5 —0g/1

2 10g/1

£ 50 ——20g/1]

g ——30g/1

= —40g/1
—50g/1

400 500 600 700 800

Wellenldnge in nm

Absorption durch Albumin: bis 90%
-> Starker Storeinfluss, muss
kompensiert werden
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2 2 @%1
Erinnerung: 1(t) = [(% + ) +2: @0, sin(w£) =2 cos(2- w - ) 1(DC) o (22 4 @2)
5 P Y T— I(w)x2-D-0,,
2
1Qw) @T

Daraus folgt:

I(w)x2 -®-0,, - abhingig von Probendrehwinkel @, abhingig von absoluter Lichtintensitat

I(w) 2:D-0,,

12w) O
2

=4. 01 - abhingig von Probendrehwinkel ®, unabhingig von absoluter Lichtintensitat

0,,,: Modulationstiefe
w: Modulationsfrequenz
@: Drehung durch Probe

: Grundintensitat
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Experimenteller Nachweis: Glucose-Variation von 0-500mg/dl|
* Zunachst flr bessere Darstellung nur eine Wellenlange
- I(w) probenabhangig, I (2w) probenunabhangig

- I(w) und II((Z(Z))) gleiche relative Probenabhangigkeit

Konzentrationsbestimmung 600 ‘ : : : ‘
.. . . . . P 5 2 = 5
* dreiidentische Datensatze zu je 6 x 6 Werten = g | [S20 L0me/dh REZ 009096 |
» zwei flr Kalibrierung, dritter fur Validierung g qo0| I
* lineare Regression ;D 300 L . ,
%
Messzeit ;_E 2001 : i
S 100 - . b
C C C >

Referenzkonzentration in mg/dl
6x6 6x6 6x6

0t | | | | H
Cln —»(&H _’Clﬁ 0 100 200 300 400 500

|
T
Hw) <2 -0,

L J L J

T T
Kalibrierung Validierung

Signalintensitit in %

Vorhersage in mg/dl
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I(w)

Vorhersagegenauigkeit mit
unkompensiertem I (w) « 2 -
-0, - Signal fur alle
Storquellen deutlich
verschlechtert

I(w)
I12w)
Vorhersagegenaugkeit mit

Kompensationsverhaltnis
I(w)

x4 - iunabhéingig
®1n

12w)
von Stérung

-> identische Genauigkeit wie
ohne Stérung

=

Vorhersage in mg/dl

Yorharsgssivamg/

Intensitatsschwankung
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Messung von Stoffgemischen

* Albumin reprasentativ fur BluteiweiRe (>50% Anteil)

* Erstellung von Konzentrationsmatrizen

* 0-500 mg/dl Glucose
+
+

+

0-250 mg/dIl Albumin (25% physiologische Schwankung)
0-500 mg/dI Albumin (50% physiologische Schwankung)
0-1000 mg/dI Albumin (100% physiologische Schwankung)

* Erstellung von 3 Matrizen zu je 6x6 Werten

Messzeit
e
6x6 6Xx6 6x6
\ . )
Kalibrierung Validierung

* Kalibration mit Datensatz 1+2, Validierung mit Datensatz 3

*  PLS-Regression, 380-680 nm, 5 Komponenten

Uberlagerung der Rotationsdispersionen von Glucose und Albumin

Glucose rechtsdrehend, Albumin linksdrehend

- Signal steigt mit Glucose-Konzentration an und fallt mit Aloumin

9
9

Bei 1 Wellenldange Beitrag nicht unterscheidbar
Vergleich von 2 Wellenldngensystem (532+635 nm aus Literatur)

mit breitbandiger Messung 380-680 nm

Glucose in mg/dl

8 T T T T T
.
A N ;
6l . 4635 nm; . ‘|
* M * *
= |* . .
S e e o o
= x =ar a
= 4y = ,532nm. B o
= . . H M *
3 * -
= Albumin Konzentration:
2 s Omg/dl 200 mg/dl b
400mg/dl  + 600 mg/dl
‘ + 800mg/dl « 1000mg/dl
0
0 100 200 300 400 500

L(w)/1(2w)

400
(& 200
/[1%&@ .
Z 2
@/(Y/
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Konzentrationsbestimmung fiir 3 verschiedene Stor-Albumin-Konzentrationen

¢ Fehler steigt mit hoherer Aloumin-Konzentration an

. . . . - ¢ 10 mal héhere Albumin-Stérkonzentration als in
- B B lich | 2 Wellenl

reitbandige Bestimmung deutlich besser als nur ellenldngen L anderen Arbeiten (1000 mg/dl statt 100 mg/dI)
¢ Kompensiertes Signal 11((2(:)) deutlich besser als unkompensiertes I (w) e Fehler trotzdem geringer (£16 statt +20 mg/dl)

* Bei 100 % physiologischer Schwankung: +16,01 mg/dl Fehler

250 ! ! 600 - T T T
lor(w) - 100 HI0I(w) =z _ «SEP: 16,01 mg/dl, R? = 0,99305 %
= w [} — w >, =
= 200 {0 ke S =] bo [y = 3@5 500 8
2 = =0 g 80 1 )
Z 150f = 5 s = 400
o — o 60f e =
g 100 | Lo - § 3 g‘}} 300
- 3 £ 40) = . 2
g = = © ™ — o
2 s 3 g a = g 200
2 50 g5 1 2 2 [Pk ke = =
“m W 2k B K| i
| U= |
ot T T T . 0 T T T 0 L /‘ L 1 E\ L
0-250 mg/dl  0-500 mg/dl 0-1000 mg/dl 0-250 mg/dl  0-500 mg/dl 0-1000 mg/dl 0 100 200 300 400 500
b T ' ‘ T ! Referenzkonzentration in mg/dl
532 +635nm 380-680 nm T

380 — 680 nm, 100mg/dI Albumin 17
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Konzentrationsbestimmung in Humanproben
* Verwendung verworfener Blutproben (Institut fir Transfusionsmedizin, Uni Libeck)

e Zentrifugation zur Abtrennung von Blutplasma (Streukoeffizient ca. 1 cm statt ca. 100 cm™)

Uberpriifung der Restintensitit
* beeinflusst durch Absorption

und Streuung * Restintensitdt deutlich groRer
* Intensitat unter 500 nm ca. 1% » Stark abhédngig von Probe
30 100
Probe 1 Probe 3
X Probe 2 Reduktion der Pfadlinge von 3 g ot
= =l
'z 20 50 mm auf 10 mm o
3 5 60
E E 40
Z 10| 2
< <
&= & 20
0 — - . 0 o I I
400 500 600 700 800 400 500 60O 700 800

Wellenlénge in nm

Wellenldnge in nm
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Konzentrationsbestimmung in Humanproben

Dotieren von Proben mit 0-500 mg/dl| (Blutproben enthalten Glucose durch CPD-Puffer)

700 j— T T T

*SEP: 27,33 mg/dl, R? = 0,99781
*SEP: 30,14 mg/dl, R? = 0,98505
500 ||+SEP: 21,04 mg/dl, R? = 0,08490

600 |-

C )

- Vorhersagefehler: ca. £30 mg/dl
- Bereiche A oder B in Clarke’s Error Grid

Vorhersage in mg/dl

A Il Il Il Il
0 100 200 300 400 500
Referenzkonzentration in mg/dl
I )
380-680 nm
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Zusammenfassung und Diskussion

Faraday-moduliertes Breitbandpolarimeter entworfen, optimiert und evaluiert
Alle Einzelbauteile im Bezug auf Storanfalligkeit optimiert
Storquellen identifiziert und den Beitrag charakterisiert

Hochste Genauigkeit aller bekannten Polarimeter ohne Storeinfliisse =~ +1 mg/dl

Erstmalige Messung unabhédngig von Intensitdtsschwankungen, Absorption und Streuung in Echtzeit durch 11((2(‘;))

Nachweis von Unterscheidbarkeit der Rotationsdispersionen von Glucose und Albumin (10x héheres Albumin Level als bisher)

Erstmalige Messung von Glucose in menschlichem Blutplasma (= +30 mg/dl)
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Ausblick

* Bisherige Grenze: kein Signal durch zu groRe Streuung = kein Vollblut

9
9

bei hoher Streuung: in Riickstreuung messen
flir zuktnftige Messungen: Modifikation des Messaufbaus

* Einfachere Version mit einer Wellenlange fir interstitielle Flussigkeit denkbar (Implantierbar)

* Ergebnisse auch Anwendbar auf andere Bereiche

Z.B. Lebensmittelindustrie: Zuckerbestimmung in streuenden oder absorbierenden Medien

1(w)
1Q2w)




