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OPTISCHE MESSUNG VON HAMOGLOBINDERIVATEN
IN NICHT-HAMOLYSIERTEM HUMANEM VOLLBLUT

BENJAMIN REDMER, BODO NESTLER

Einfithrung

Die Blutgasanalyse ist ein bedeutender Teil der klinischen
Diagnostik. Zusitzlich zu den typischen Parametern pH, pO2,
pCO2,K", Ca**, Cl oder Na* konnen mit einer Oximetrie-Einheit
ausgestattete Gerdte auch eine Analyse des Hamoglobin-Status
des Patienten durchfiithren. Der Protein-Komplex Hamoglobin
ist in den roten Blutkdrperchen in hoher Konzentration
vorhanden und fiir die rote Farbe des Blutes verantwortlich. Er
ist in der Lage, Sauerstoff zu binden und diesen wieder an die
Zellen abzugeben. Neben den physiologisch vorkommenden
Varianten wie desoxygeniertem (Hb) und oxygeniertem
(O,Hb) Himoglobin koénnen aufgrund von genetischen
Defekten, Arzneimitteln oder Krankheiten auch pathologische
Formen auftreten. Diese als Methdmoglobin (MetHb),
Carboxyhdmoglobin (COHDb) oder Sulthimoglobin (SHb)
bezeichneten Varianten konnen ihre urspriingliche Aufgabe, den
Transport von lebenswichtigem Sauerstoff, nicht mehr erfiillen.

Bei der
relevanter Himoglobin-Derivate sind Streuprozesse an den roten

optischen  Konzentrationsbestimmung  klinisch

Blutkérperchen eine grofle messtechnische Einschrankung, da
sie die zugrundeliegenden Transmissionsmessungen iiberlagen.
Deshalb erfolgt die Messung bei auf dem Markt befindlichen
Geriten bisher nur in hdmolysiertem Blut. Als Hamolyse wird
die Zerstorung der roten Blutkorperchen vor der Analyse mittels
Ultraschall, Druck oder chemischer Substanzen bezeichnet.
Das in ihnen enthaltene Himoglobin verteilt sich anschliefSend
gleichmaflig in der gesamten Probe.
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Diese Methode weist jedoch einige Nachteile auf. Sie macht
eine Aufbereitung der Probe vor der Analyse erforderlich. Die
Héamolyse muss auf ihre Vollstindigkeit hin iiberwacht werden
und fithrt zu einer irreversiblen Verdnderung der Probe, was
fir nachfolgende Analysen ein Ausschlusskriterium darstellt.
Ein Wegfall der Héamolyse wiirde neben einer Vereinfachung
des Analyseprozesses auch das notwendige Probenvolumen
reduzieren, wodurch sich weitere Vorteile fiir die Notfallmedizin
und die Neonatologie ergeben.

Aus diesem Grund soll im Projekt ,,Himoxymetrie in Vollblut®
ein Konzept entwickelt werden, mit dem die Konzentrationen
der wichtigsten Hédmoglobin-Derivate auch ohne Hamolyse
zuverldssig in Vollblut bestimmt werden koénnen. Dieser
Artikel stellt zundchst die notwendigen Grundlagen vor und
geht anschliefend auf den verwendeten experimentellen
Aufbau sowie einen Ansatz fiir die Modellierung der optischen
Konzentrationsbestimmung ein.

Grundlagen

Als Grundlage der optischen Konzentrationsbestimmung
mittels Absorptionsspektroskopie dient die stoffspezifische
Abschwichung bestimmter Wellenldngen. Der Extinktions-
koeffizient gibt dabei das Ausmafl der Abschwichung beim
Durchdringen desjeweiligen Mediums an. Fiir die bedeutendsten
Héamoglobin-Varianten sind die Extinktionskoeffizienten ¢ in
Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1. Millimolare Extinktionskoeffizienten der wichtigsten Himo-

globin-Derivate [1]

Uber das Lambert-Beer‘sche-Gesetz
[=] et

kann bei bekannter Weglinge d durch das Medium und
bekannter Intensitit ohne absorbierendes Medium I_0 die
Konzentration der Substanz c berechnet werden. Dies gilt jedoch
nur fiir homogene Medien mit vernachldssigbarer Streuung.

In Vollblut befindet sich nahezu das gesamte Hdmoglobin
innerhalb der roten Blutkorperchen. Da es einen gréfieren
Brechungsindex besitzt als das umgebende Blutplasma, wird
Licht an der Grenzschicht gestreut. Wird nur das durch die
Probe transmittierte Licht betrachtet, kann einfach oder
mehrfach gestreutes Licht nicht von unbeeinflusstem Licht
unterschieden werden. Diese bei der Lichtausbreitung in triiben
Medien relevanten physikalischen Effekte sind in Abbildung 2
dargestellt.
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Abbildung 2. Lichtausbreitung in triiben Medien

Der Anteil an gestreutem Licht hangt dabei von verschiedenen
Grofsen ab [2]:

o DasStromungsverhaltenhatEinflussaufSedimentation,
Verklumpung, Verformung und Orientierung der roten
Blutkérperchen. Es kommt zu einer axialen Migration
der Zellen, da sich die Zellen in der Mitte des Blutstroms
schneller als in den dufleren Schichten bewegen.

o Anderungen der Osmolaritit fithren aufgrund
des Austauschs von Wasser zu Abweichungen im
Zellvolumen. Dadurch dndert sich die Hdmoglobin-

Konzentration und somit der Brechungsindex.

« Der Hamatokrit gibt das Verhiltnis der Volumenanteile
von roten Blutkérperchen zum Blutplasma an und hat
dadurch einen signifikanten Einfluss auf die optischen
Eigenschaften von Blut.

Viele dieser Grofien sind bei der Messung nicht bekannt.
Aus diesem Grund kann der Anteil der Streuung an der
Abschwichung bei Transmissionsmessungen nicht zuverldssig
bestimmt werden. Riickschliisse auf die Konzentrationen
der verschiedenen Hémoglobin-Derivate sind folglich nicht
moglich.

Konzeptentwicklung

In dem Projekt ,,Himoxymetrie in Vollblut® soll ein Konzept
entwickelt werden, mit dem die Konzentrationen der
wichtigsten Hdmoglobin-Derivate auch ohne Hédmolyse zuver-
lassig in Vollblut bestimmt werden kénnen. Um alle not-
wendigen Messgroflen fiir eine mathematische Modellierung
der Abhéngigkeiten erfassen zu konnen ist ein experimenteller

Aufbau notwendig.
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Abbildung 3. Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus

Abbildung 3 diesen Aufbau schematisch. Als

Strahlungsquelle dient eine stabilisierte Wolfram-Halogen-

zeigt

Lampe, mit der die in Abbildung 1 dargestellten relevanten
Spektralbereiche der Himoglobin-Derivate abgedeckt werden.
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Die Blutprobe fliefit kontinuierlich durch eine Kiivette mit
100 um optischer Wegldnge. Zwei Ulbricht-Kugeln sammeln
die riick- und vorwirtsgestreute Strahlung. Die Messung der
Intensititen von diffuser Reflexion R, diffuser Transmission
T, und kollimierter Transmission T erfolgt mit mehreren
Spektrometern. Die Komponenten sind iiber Lichtwellenleiter
verbunden.

Aus den Messgrofien R, T, und T, werden mittels der Inverse
Adding-Doubling - Methode (IAD) die optischen Parameter
W, i, und g im Spektralbereich von 400 bis 1000 nm bestimmt.
Diese beschreiben die Lichtausbreitung in der Blutprobe nach
der Strahlungstransportgleichung [3, 4].

Die verschiedenen Einflussgrofien werden anschlieflend
schrittweise variiert und ihr Einfluss auf die optischen Parameter
bestimmt. Anhand dieser Daten werden spektrale Bereiche
gewihlt, die besonders ausgeprdgt sind und spezifisch mit
der schrittweisen Variation einzelner Groflen korrelieren. Die
Anderungen bei den entsprechenden Wellenlingen stellen somit
die bestmogliche Beschreibung der Abhédngigkeit der optischen
Parameter von den Einflussgrofien dar. Idealerweise ergeben
sich dabei eine oder mehrere lineare Abhdngigkeiten. Die
Verkniipfung der spektralen Anderungen mit den zugehérigen
Konzentrationen erfolgt anschliefSend {iber ein multivariantes
Regressionsverfahren.

Da die Messungen sehr umfangreich sind, stellen Simulationen
am Computer eine denkbare Alternative dar. Verschiedene
Arbeiten lassen eine prinzipielle Anwendbarkeit solcher
Methoden - beispielsweise der T-Matrix Methode [5] - fir die
Berechnung der optischen Parameter aus einem Satz definierter
Einflussgrofien vermuten.

Fazit und Ausblick

Geplant ist, die korrekte Funktionsweise des in Abbildung 3
dargestellten Messaufbaus zunichst anhand von Messungen
an Intralipid®-Emulsionen und durch den Vergleich mit
Literaturwerten zu iiberpriifen. Parallel soll die Anwendbarkeit
von theoretischen Modellen - insbesondere der Simulation
mittels der T-Matrix Methode - ndher untersucht werden.
Optische
Simulationen entweder zu bestitigen oder abzulehnen. Ist

Messungen dienen anschlieffend dazu, die
eine theoretische Modellierung ungeeignet, wird mithilfe der
Messungen eine Datenbank erstellt, welche die Abhéngigkeiten
der optischen Parameter von verschiedenen Einflussgrofien
beschreibt. Bei den multivariaten Regressionsverfahren muss im
Anschluss gepriift werden, welches der verfiigbaren Verfahren
die besten Ergebnisse liefert und mit welchen Parametern dies
der Fall ist. In Hinblick auf ein spiteres Funktionsmuster fiir die
Blutgasanalyse kann an dem Messaufbau untersucht werden, ob

alle MessgrofSen gleichermaflen bedeutend fiir die Bestimmung

40 impuls@® FACHHOCHSCHULE LUBECK

der Konzentrationen sind. Fiir das im Projekt ,,Himoxymetrie
in Vollblut® zu entwickelnde optische Analysemodul ergeben
sich daher viele aufeinander aufbauende Fragestellungen,
die mit dem hier skizzierten Versuchsaufbau untersucht und
beantwortet werden sollen.
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bildlich gesprochen, vom Kopf zu den Fiiflen, indem sie nach
Kopfverletzungen und Verletzungen der Wirbelsdure, nach
Thoraxverletzungen und solchen des Abdomens schliefllich
mit Verletzungen der Extremititen enden. Jedes Kapitel ist
zudem in sich strukturiert. Stets folgt einer Beschreibung der
jeweiligen Anatomie eine Analyse der Verletzungen und, wo
moglich, ein Abschnitt zur Privention. Den Schlufi bilden
jeweils eine Zusammenfassung mit Aufgaben und ein zumeist
umfangreiches Literaturverzeichnis. Am Ende des Buches
finden sich die Losungen der gestellten Aufgaben sowie ein
vergleichsweise kurz gehaltenes Sachverzeichnis. Der untadelige
Text wird, fast iiberfliissig zu betonen, durch eine Vielzahl sehr
anschaulicher Bilder und Graphiken unterstiitzt. Selbst der
Einband unterscheidet sich wohltuend von so mancher heute
leider immer Oofter anzutreffenden Seitenverpackung. Fest,
robust und dauerhaft tritt dieser Band dem Leser entgegen, der
ihn getrost nach hause tragen kann in der Gewif3heit, eine Fiille
an Inhalt schwarz auf weif zu besitzen.
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