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1 Einleitung

Fiir die heutige Medizin sind genaue Analysemethoden von unschétzbarem Wert.
Besonders der Bereich der nicht-invasiven Diagnostik nimmt einen immer grofieren
Stellenwert ein. Die Vorteile der nicht-invasiven Methoden liegen dabei auf der Hand,
sie sind schmerzfrei und schnell, da sie nicht auf die Entnahme einer Korperfliissigkeit
angewiesen sind. Von besonderem Interesse ist der Nachweis bzw. das Monitoring
von korperfremden sowie von korpereigenen Stoffen.

Zu den korpereigenen Stoffen gehoren z.B. Glucose, Lactat und die Sauer-
stoffsdattigung des Blutes, also alle Bestandteile des Blutes, die routineméfig be-
stimmt werden. Einen besonderen Stellenwert hat die Glucose. Allein in Deutschland
leben etwa 5 bis 8 Millionen Diabetiker, die ihre Blutglucosewerte stéandig iiberpriifen
miissen. [1] Bisher ist eine Bestimmung des Blutglucosewertes mit Selbstmessgeréten
nur invasiv iiber die Entnahme von Blut aus der Fingerbeere moglich. Dies ist ein
schmerzhafter Prozess, der aufgrund seiner Haufigkeit im Laufe der Jahre zu Sensi-
bilitdtsstorungen fithren kann. Daher ist es fiir diese Patienten-Gruppe von beson-
derem Interesse, dass eine nicht-invasive Methode gefunden wird. Diese Methode
sollte natiirlich eine schmerzfreie Bestimmung erméglichen, aber auch schnell und
kontaktlos sein. Idealerweise sollte sogar eine kontinuierliche Messung moglich sein.

Es gibt viele Ansétze fiir eine nicht-invasive Glucose-Bestimmung. Die meisten be-
ruhen auf den Methoden der optischen Spektroskopie. [2-10] Die optische Spektro-
skopie und speziell die Schwingungs-Spektroskopie zeichnen sich durch kurze Mess-
zeiten aus und die verwendete Strahlung liegt in Bereichen, die eine zerstorungsfreie
Messung ohne Schiadigung des untersuchten Gewebes ermoglichen. Untersuchungen
zur nicht-invasiven Glucose-Bestimmung wurden bereits mit verschiedenen optischen
Methoden durchgefiihrt. Dazu zdhlen Absorptions- und Transmissions-Messungen
im nahen [11-21] und mittleren Infrarot [8,22-24] genauso wie photoakustische
Messungen [6, 25, 26], die Anwendung der Raman-Spektroskopie [3, 8, 27-35], po-
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larimetrische Messungen [3,8,36-40] und die Messung der Lichtstreuung [41-43].

Nicht-invasive Messungen konnen nur an exponierten Stellen am Korper durch-
gefiihrt werden, die Informationen iiber die gesuchte Substanz enthalten und leicht
zugénglich sind. Eine solche Stelle bzw. eher Fléche stellt die menschliche Haut dar.
Die Haut besteht zu einem grofien Prozentsatz aus interstitieller Fliissigkeit. Unter
physiologischen Bedingungen findet ein schneller, ungehinderter Glucose-Austausch
zwischen Blutplasma und interstitieller Fliissigkeit statt, was eine hohe Korrelation
der Konzentrationsénderungen in den beiden Medien bedingt. [9,44] Akkurate Mes-
sungen an der Haut werden allerdings dadurch limitiert, dass die Haut sehr komplex
aufgebaut ist und sich besténdig an die &uBeren Gegebenheiten anpasst. [2,5,45]

Neben der Haut zeigt auch das menschliche Auge sehr vielversprechende Charak-
teristika fiir nicht-invasive Studien. [46-48] Die Vorderkammer des Auges enthalt
eine klare, wéssrige Fliissigkeit, das Kammerwasser. Das Kammerwasser ist eine
Art Ultrafiltrat des Blutes. Alle Substanzen, die die Blut-Kammerwasser-Schranke
iiberwinden konnen, sind daher im Kammerwasser bestimmbar. Die Vorderkammer
wird nach auflen von der Hornhaut begrenzt, welche u.a. fiir Strahlung im NIR-
und UV /VIS-Bereich durchléssig ist. Die Vorderkammer bildet daher mit der Horn-
haut als optischem Fenster eine ideale In-vivo-Kiivette fiir spektroskopische In-vivo-
Messungen. Das Potential der NIR-spektroskopischen Glucose-Bestimmung konnte
bereits an den bisherigen Arbeiten gezeigt werden und bietet sich aus diesem Grund
fiir die nicht-invasive Bestimmung im Auge an.

Neben der Analyse korpereigener Stoffe ist auch die Bestimmung von korperfrem-
den Stoffen von Interesse. Zu den korperfremden Substanzen koénnen ganz allgemein
alle Medikamente und Drogen gezéhlt werden, die dem Korper von auflen zugefiihrt
werden. Die Anwendung nicht-invasiver Methoden wére vor allem im Bereich des
Drogenscreenings, der Bestimmung der Pharmakokinetik gewisser Medikamente und
fiir die kontinuierliche Patienten-Uberwachung interessant. Fast alle synthetischen
Stoffe die dem Korper zugefiihrt werden, kénnen im Blut qualitativ und quantitativ
bestimmt werden, wobei die Blutabnahme ein invasiver Eingriff ist. Eine Alternative
stellen Urin-Untersuchungen dar. Diese Untersuchungen unterliegen einer zeitlichen
Verzogerung, da der gesuchte Stoff erst metabolisiert und umgesetzt werden muss.

Auch sind nicht alle Stoffe aus dem Blut im Urin nachweisbar.

Nicht-invasive Messungen, vor allem wenn sie neben schmerzfrei auch schnell,




einfach und am besten quantitativ genau sind, wiirden in diesen Bereichen eine
wiinschenswerte Entwicklung bedeuten. Einige nicht-invasive Tests gibt es bereits.
Der bekannteste ist wahrscheinlich der Alkohol-Schnelltest, der neben der qualita-
tiven Bestimmung auch eine erste Aussage iiber die vorliegende Quantitét erlaubt.
Ein sehr neuer Wischtest erméglicht den Nachweis von Partydrogen, wie Opiate,
Kokain, Amphetamine und Cannabis im Schweifl bzw. Speichel. Die eingesetzten
Methoden erlauben den spezifischen Nachweis bestimmter Stoffe durch die Verwen-
dung optimierter Testsubstanzen bzw. Teststreifen.

Ein anderer Ansatz ist die spektroskopische Bestimmung dieser Stoffe. Viele der
eingesetzten Medikamente und Drogen zeigen aufgrund ihrer chemischen Struktur
charakteristische UV /VIS-Absorptions-Spektren, die nicht nur einen qualitativen
Nachweis, sondern iiber die Intensitdat der Signale auch eine quantitative Bestim-
mung erlauben. Daher soll in dieser Arbeit eine Methode zur nicht-invasiven Bestim-
mung verschiedener Stoffe mittels der UV /VIS-Absorptions-Spektroskopie gefunden
werden.

Es bietet sich daher an, die korperfremden Stoffe aufgrund ihrer chemischer Struk-
tur UV /VIS-spektroskopisch und die korpereigenen Stoffe, vor allem Glucose, NIR-
spektroskopisch zu untersuchen. In dieser Arbeit sollen die Voraussetzungen geschaf-
fen werden, um nicht-invasive Messungen des Kammerwassers mit Hilfe der UV /VIS-
und NIR-Spektroskopie zu ermdoglichen. Dazu zéhlt vor allem die Geréte-technische
Umsetzung und Entwicklung einer geeigneten Auswertungsstrategie. Parallel da-
zu sollen in Zusammenarbeit mit der Universitédtsaugenklinik Wiirzburg aktuelle
Studien iiber die Zusammensetzung des Kammerwassers in Bezug auf Blutplasma
und der zeitliche Rahmen der Migration der Stoffe vom Blut in das Kammerwasser

durchgefiihrt werden.
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2 Das Auge als spektroskopische Zelle

Nicht-invasive In-vivo-Messungen konnen nur an exponierten Stellen am menschli-
chen Korper durchgefiihrt werden. Diese Stellen miissen zum einen leicht zuging-
lich sein und zum anderen Glucose in messbaren Konzentrationen enthalten. Das
menschliche Auge zeigt sehr vielversprechende Charakteristika fiir solche Studien.
Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber die Voraussetzungen, die das Auge
als spektroskopische Zelle mitbringt. Dazu werden Anatomie, Geometrie und Phy-
siologie des Auges erldutert sowie verschiedene Ansétze fiir nicht-invasive Messungen

am Auge vorgestellt.

2.1 Die Hornhaut

Das menschliche Auge ist sehr komplex. Einen Uberblick bietet der schematische
Querschnitt in Abb. 2.1.

Vereinfacht besteht das Auge aus der Hornhaut, der Linse, dem Glaskorper, der
Netzhaut und dem Sehnerv. Zwischen der Linse und der Hornhaut befindet sich die
Vorderkammer. Diese kann fiir spektroskopische Messungen als In-vivo-Zelle genutzt
werden, allerdings nur solange die Transparenz der Hornhaut fiir die verwendete
Strahlung gegeben ist.

Die Hornhaut (Cornea) bildet den &ufieren Abschluss des Auges und ist dreischich-
tig aufgebaut. [50,51] Die Cornea ist im Zentrum 0,5-0,6 mm dick, nach auen hin
verdickt sie sich bis auf 1 mm. Das Hornhautendothel ist fiir die prézise Steuerung
des physiologischen Quellzustands der Hornhaut verantwortlich. Jede Storung der
Endothelzellfunktion bzw. jede Stérung der regelméfiigen Anordnung der Kollagen-
fibrillen fiihrt zu einer Eintriibung der Hornhaut und damit zur Anderung aller

optischen Eigenschaften der Hornhaut.
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Abb. 2.1: Querschnitt durch das menschliche Auge. [49]

Neben ihrer Stabilitéit ist ihre Transparenz fiir sichtbares Licht die wichtigste Ei-
genschaft der Hornhaut. Sie ist fiir sichtbares Licht ab einer Wellenlénge von 300 nm
transparent. Im langwelligen Bereich wird die Transmission durch die Wasser-
Banden begrenzt. In Abb. 2.2 sind Transmissionskurven von isolierter Hornhaut
dargestellt. [52] Die obere Linie (—) zeigt die Kurve fiir eine Messung in totaler
Reflektion, die beiden unteren die Kurven fiir Messungen in Transmission. Der Ver-
gleich der Transmissionskurve der Hornhaut eines 53-jéhrigen (-.-) mit der eines
4,5-jéhrigen (- -) zeigt, dass die Transmission und damit die Transparenz der Horn-
haut mit zunehmendem Alter abnimmt, besonders im kurzwelligen Bereich.

Die Kollagenfasern in der Hornhaut sind sehr regelméflig angeordnet. Sie bilden
ein Gitter von Streuzentren, welches nur in Strahlrichtung konstruktive Interferenz
der gestreuten Wellen zuldsst und dadurch einerseits der Hornhaut ihre Transparenz
verleiht aber andererseits auch zu deren doppelbrechenden Eigenschaften fiihrt. [53]
Zudem wird polarisiertes Licht abhéngig von der Dicke der durchstrahlten Hornhaut

in seiner Polarisationsrichtung gedreht.

2.2 Die Vorderkammer

Die Vorderkammer des Auges ist ein von Hornhaut, Kammerwinkel, Regenbogen-

haut (Iris) und Linse begrenzter, fliissigkeitsgefiillter Raum. Das enthaltene Kam-
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Abb. 2.2: Transmissionskurve der menschlichen Hornhaut, gemessen an einer Spender-
hornhaut — gesamte Transmission; - - direkte Transmission (4,5-jéhriger); -.-

direkte Transmission (53-jéhriger). (nach Boettner [52])

merwasser zirkuliert von der Hinterkammer in die Vorderkammer. Die Hinterkam-
mer wird vorne von der Iris, seitlich vom Ziliarkorper und hinten von der Linse
begrenzt. Das Kammerwasser ist eine fiir nah-ultraviolettes bis nah-infrarotes Licht

klare Fliissigkeit, wie die Transmissionskurve [52] in Abb. 2.3 zeigt.
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Abb. 2.3: Transmissionskurve des Kammerwassers nach [52].

Der zentrale Hornhaut-Kriimmungsradius betriagt im normalsichtigen (emmetro-

pen) Auge ca. 8,0 mm, die Vorderkammertiefe ca. 3,1 mm (s. Abb. 2.4) und der Horn-
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hautdurchmesser ca. 11 mm. Das durchschnittliche Vorderkammervolumen wird mit
0,25 ml, das der Hinterkammer mit 0,06 ml angegeben. [54,55] Diese Angaben gelten
strenggenommen nur fiir junge Menschen, da sich das Vorderkammervolumen mit

zunehmendem Alter auf Grund der dicker werdenden Linse reduziert.

10,6 - 11,7 mm N

0,54

Abb. 2.4: Abmessungen der Vorderkammer. [56,57]

Die Vorderkammertiefe lédsst sich heute mit iiblichen Ultraschallverfahren mit ei-
ner axialen Auflosung von + 0,187 mm ermitteln. Die mittlere Vorderkammertiefe
wurde so mit 3,13 £ 0,50 mm [57,58] bestimmt (s. Abb. 2.4). Die Vorderkammertiefe
wird durch einen vorliegenden Sehfehler beeinflusst. Hyperope (weitsichtig) Augen
zeigen eher flachere, myope (kurzsichtig) Augen eine eher tiefere Vorderkammer. Die
mittlere Vorderkammertiefe liegt fiir hyperope Augen bei 2,69 mm und fiir myope
Augen bei 3,14 mm. [59]

Neben diesen anatomischen Gegebenheiten wird die Vorderkammergeometrie auch
durch den Akkommodationszustand des Auges bestimmt. Die Akkommodation be-
zeichnet die Féahigkeit des Auges zur Scharfeinstellung bzw. -abbildung von beobach-
teten Gegenstianden auf der Netzhautebene in Relation zur jeweiligen Beobachtungs-
entfernung. Diese Fahigkeit beruht auf der Umwandlungsfahigkeit der elastischen
Linse von der Kugelform (hohe Brechkraft, Naheinstellung) zur Ellipsenform (ge-
ringe Brechkraft, Ferneinstellung), die eine Anderung der Vorderkammertiefe nach
sich zieht.

Die Anderungen der Vorderkammertiefe wurden bereits 1909 von Gullstrand [60]
erfasst. Dieser entwickelte aus den zum damaligen Zeitpunkt bekannten Ergebnisse
der optischen und geometrischen Eigenschaften des Auges ein schematisches Au-

ge. Die Gullstrandschen Werte fiir das schematische Auge im akkomodierten und
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desakkomodierten Zustand sind in Tab. 2.1 zusammengestellt.

Tab. 2.1: Die Gullstrandschen Werte fiir das ’schematische Auge’. [60]

max. desak- | max. akkom-
kommodiert modiert
Brechungsindices (n39)
Hornhaut 1,376 1,376
Kammerwasser und Glaskorper 1,336 1,336
Linse (am Rand) 1,386 1,386
Linse (in der Mitte) 1,41
Dimensionen [mm)|
Hornhautdicke 0,5 0,5
Vorderkammertiefe 3,1 2,7
Kriimmungsradien [mm)]
Vordere Hornhautflache 7,7 7,7
Hintere Hornhautflache 6,8 6,8
Vordere Linsenfléche 10,0 5,33
Hintere Linsenflache -6 -5,33

Heutzutage ermoglicht es die hochauflésende Ultraschallbiomikroskopie, die Vor-
derkammertiefe genau zu vermessen. Dabei wurde gezeigt, dass sich die Vorderkam-
mertiefe bei einer Akkommodation von 8dpt um 0,24 mm verringert. [61] Dieser
Effekt muss bei Messungen in der Vorderkammer beriicksichtigt werden. Wahrend
der Messungen muss das Auge im gleichen Akkommodationszustand verbleiben.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Temperaturkonstanz der Probe, da die
NIR-Absorption wissriger Systeme stark temperaturabhéngig ist. Die Vorderkam-
mer wird innen durch die gefafireiche Iris und aulen durch die gefdfilose Hornhaut
begrenzt, die zusétzlich durch den Tréanenfilm gekiihlt wird. Dadurch entsteht ein
Temperaturgradient innerhalb der Vorderkammer. Dieser Temperaturgradient wird
teilweise durch die Kammerwasserzirkulation (s. Abb. 2.5) und den Lidschluss kom-
pensiert. Im Kaninchenauge betragt er 0,5-1,0°C. [62] Auch die Auflentempera-
tur hat Einfluss auf die VK-Temperatur, ebenso wie Entziindungen. [63,64] Junge
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Menschen (10 Jahre) haben an der Oberfliche der Hornhaut eine Temperatur von
34,0°C, die mit steigendem Alter abnimmt (80 Jahre, 32,5°C). [65] Unter normalen
Bedingungen ist die VK recht gut temperaturreguliert. Erst extreme Temperaturgra-
dienten zwischen Korpertemperatur und Aulentemperatur von etwa 40 °C bewirken
einen Temperaturabfall von 0,6 °C /min in der VK. [63,64] Bei einer Messung bei
Raumtemperatur unter der Bedingung, dass der Patient die Augen zwischen den
Messungen geschlossen hélt, sollte sich die Temperaturschwankung auf weniger als
0,1°C minimieren.

Neben den geometrischen und anatomischen Gegebenheiten des Auges ist es fiir
eine potentielle Messung wichtig, die chemische Zusammensetzung der Probe, hier

des Kammerwassers, zu kennen.

2.3 Das Kammerwasser

Die Vorderkammer des Auges ist mit einer klaren, farblosen, wissrigen Losung
gefiillt, dem Kammerwasser (KW). Das Kammerwasser erfiillt verschiedene Auf-
gaben: Es transportiert Sauerstoff und Néahrstoffe zur Augenlinse, transportiert die
Stoffwechselabfille der Linse ab, reguliert den Augeninnendruck und dient damit
dem Erhalt der Form des Auges. Gebildet wird das Kammerwasser im Ziliarepithel
und zirkuliert dann aus der Hinterkammer durch die Vorderkammer, um dann im

Trabekelwerk des Kammerwinkels resorbiert zu werden (s. Abb. 2.5). [51]

4y VK:  Vorderkammer
4@t . GK: Glaskorper
goims o LWL,

Berp e TW:  Trabekelwerk

L\
[

™w_~

Abb. 2.5: Zirkulation des Kammerwassers durch Hinter- und Vorderkammer: Hauptab-
fluss iiber das Trabekelwerk, Nebenwege verlaufen (1) uveoskleral, (2) iiber den
Glaskorper, (3) die Iris und (4) die Hornhaut. [51]

10
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Die Kammerwasserproduktion beginnt mit einer Ultrafiltration des Blutplasmas
in den Extrazellularrdumen des Ziliarkorpers. Das Ziliarepithel erhoht dabei die
Konzentration einzelner Komponenten des Kammerwassers durch aktive Sekretion.
So sind fiir Natrium, Kalium, Ascorbinsédure, Bicarbonat und einige Aminoséuren
aktive Transportvorgidnge nachgewiesen. [54,66] Die iibrigen Komponenten, wie zum
Beispiel Glucose, folgen dem osmotischen Gefille. Auf dem Weg zum Trabekelwerk
nimmt der Glucosespiegel von der Hinterkammer zur Vorderkammer des Auges um
6 % ab. [67] Dies kann durch die Glucosemetabolisierung der angrenzenden Gewebe
(Linse und Hornhaut) und durch Diffusion in den Glaskorper erklart werden. [68]

Das Kammerwasser wird besténdig erneuert. Bei Diabetikern geschieht dies mit
einer Rate von 1,2640,39 bis 1,55+ 0,32 ul/min und bei Nicht-Diabetikern mit
2,18 40,40 pl/min. [37] Das Gesamtvolumen des Kammerwasser betrigt ca. 250 pl.
Daher werden pro Minute etwa 1% des Vorder- und 3 % des Hinterkammerwassers
umgesetzt. Das gesamte Kammerwasser wird in etwa 1,5 bis 3 Stunden komplett
ausgetauscht.

Um nicht-invasive Messungen am Auge durchfiihren zu kénnen, muss die Glucose-
Konzentration des Kammerwassers im Vergleich zum Blut bekannt sein. Pohjola [69]
bestimmte die Kammerwasser-Konzentration mit 70 % der des Blutes. Zwei aktuel-
le Studien werden im Kap. 2.6 vorgestellt. Verdnderungen des Blutglucosespiegels
lassen sich erst mit einer gewissen Verzogerung im Kammerwasser nachweisen. Die
zeitliche Differenz liegt bei etwa 20 bis 30 min. [70,71]

Das Kammerwasser enthélt verschiedene organische und anorganische Bestand-
teile. Da das Kammerwasser nur durch einen invasiven Eingriff gewonnen werden
kann, gibt es nur wenige Studien am Menschen im Vergleich zu einer Vielzahl von
Studien an Tieren. In Tab. 2.2 sind die Konzentrationen der Inhaltsstoffe des Kam-
merwassers im Vergleich zu denen des Blutplasmas angegeben.

Von besonderem Interesse neben Glucose sind fiir nicht-invasive Messungen Lac-
tat, Ascorbat und Harnstoff. Diese Stoffe konnen Querempfindlichkeiten bei den
Messungen hervorrufen, da sie in dhnlichen spektralen Bereichen absorbieren. Au-
Berdem liegen sie in relativ hohen Konzentrationen im Kammerwasser vor.

Lactat gehort zu den Endprodukten des Glucosestoffwechsels und wird nicht wei-
ter metabolisiert. Das Lactat im Kammerwasser stammt aus dem glycolytischen

Abbau im Ziliarkérper und in der Retina. Es diffundiert aus dem Ziliarkorper in
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2 Das Auge als spektroskopische Zelle

Tab. 2.2: Konzentrationen von organischen und anorganischen Bestandteilen des Kam-

merwassers (nach Sears [66]).

) ) Vorder- | Blut- Jahr der

Substanz Einheit kammer | plasma | Spezies | Messung
H* pH 7,49 Affe | 1979 [72]
Sauerstoff mmHg 53 Mensch | 1959 [73]
Hydrogencarbonat | pmol / ml 20,2 27.5 Mensch | 1965 [74]
Chlorid pmol /ml | 124.8-131 | 107-124 | Mensch | 1956 [75],
1965 [74],
1979 [72]
Phosphat pmol / ml 0,62 1,11 Mensch | 1933 [76]
Calcium pmol / ml 2,5 4,9 Affe 1970 [77]
Magnesium pmol /ml | 0,8-1,2 | 0,7-1,2 Affe 1970 [77],
1979 [72]

Kalium pmol /ml | 3,6-3,9 | 4,0-4,2 Affe 1970 [77],
1979 [72]
Natrium pmol / ml 152 148 Affe 1979 [72]
Ascorbat pmol / ml 1,06 0,04 Mensch | 1965 [74]
Citrat pmol / ml 0,12 Mensch | 1937 [78§]
Creatinin pmol / ml 0,04 0,03 Affe 1979 [72]
Glucose pmol / ml 2,8 5,9 Mensch | 1965 [74]
Hyaluronat pg /dl 1,1 Mensch | 1981 [79]
Lactat pmol / ml 4.5 1,9 Mensch | 1965 [74]
Protein mg/dl | 13,5-23,7 Mensch | 1982 [80]
Harnstoff pmol / ml 6,1 7,3 Affe 1979 [72]

die Hinterkammer. Dort entspricht die Lactat-Konzentration nahezu der im Plas-
ma. Allerdings transportiert das Kammerwasser auf dem Weg in die Vorderkammer
die Stoffwechselprodukte der Linse, der Iris, der Hornhaut und des Glaskorpers ab.
Dazu gehort auch Lactat, das sich dadurch im Kammerwasser anreichert. [81] In der
Vorderkammer findet sich eine gegeniiber dem Plasma um den Faktor 2,4 erhchte

Lactat-Konzentration.
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2.4 Strahlengédnge durch die Vorderkammer

Die Ascorbat-Konzentration im Kammerwasser ist gegeniiber der im Blutplasma
stark erhoht (Faktor 26,5). Der Grund dafiir ist bislang nicht bekannt. Es konnte
als Antioxidanz wirken oder auch einen Teil der UV-Strahlung absorbieren. [82]
Diese Hypothese wird gestiitzt durch die Tatsache, dass die Ascorbat-Konzentration
im Kammerwasser tagaktiver Tiere etwa dem 35-fachen von nachtaktiven Tieren
entspricht. [83]

Die Harnstoff-Konzentration im Kammerwasser entspricht fast der im Plasma.
Harnstoff hat keine spezielle Funktion im Kammerwasser. Es ist im Blut vorhanden

und kann die Blut-Kammerwasser-Schranke tiberwinden.

2.4 Strahlenginge durch die Vorderkammer

Fiir spektroskopische Untersuchungen des Kammerwassers direkt in der Vorderkam-
mer muss Licht in die Vorderkammer eingestrahlt werden, mit dem Kammerwasser
wechselwirken und zur Analyse wieder aus der Vorderkammer ausgekoppelt werden.
Auflerdem sollte dieser Strahlengang eine reproduzierbare, konstante Schichtdicke
aufweisen. In Abb. 2.6 sind drei denkbare Strahlengénge fiir die spektroskopische

Kammerwasser-Untersuchung dargestellt.

Abb. 2.6: Mogliche Strahlengénge durch die Vorderkammer: (1) transversale Durchleuch-

tung der VK, (2) Reflexion an der Iris, (3) Reflexion an der Linsenvorderfléche.

Transversale Durchleuchtung : Betrachtet man das isolierte, extrahierte Au-
ge, so erscheint dieser Strahlengang (1) in Abb. 2.6 durchaus ausfithrbar. Aus
geometrisch-optischen und anatomischen Griinden ist dieser Strahlengang fiir kon-

taktlose Messungen nicht realisierbar, da das Auge nicht isoliert vorliegt, sondern
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2 Das Auge als spektroskopische Zelle

im Schédel verankert ist. Der ein- oder ausgekoppelte Strahl wiirde somit zunéchst
auf die Nase treffen und miisste dort erst umgelenkt werden.

Wird dieser Strahlengang mittels eines Raytracing Programmes (Optics Lab) und
den Gullstrandschen Daten fiir die Hornhaut (Tab. 2.1) simuliert, so zeigt sich, dass
er erst bei einem Hornhautdurchmesser von 20 mm realisierbar ist. Der tatséchli-
che Durchmesser ist 12mm. Ohne Kontaktglas konnte der ins Auge einfallende
Strahl nicht wieder ausgekoppelt werden. Die Strahlenrekonstruktionen des trans-
versalen Strahlengangs fiir ein reales Auge mit einem Hornhautdurchmesser von
12mm und fiir ein theoretisches Auge mit einem Hornhautdurchmesser von 20 mm
sind in Abb. 2.7 dargestellt.

Abb. 2.7: Strahlenrekonstruktion des transversalen Strahlengangs mit einem Hornhaut-

durchmesser von 12mm (- -) und 20 mm (—).

Realisierbar ist dieser Strahlengang nur mittels eines Kontaktglases oder einer
Kontaktlinse [84]. In der Literatur wird dieser Strahlengang auch fiir nicht-invasive

Messungen vorgeschlagen. [38] Diese Ansitze werden im Kap. 4.2 néher erlautert.

Reflexion an der Iris: FEin Strahlengang mit einer punktformigen Reflexion auf
der Iris (Abb. 2.6(2)) kann nicht mit einer ausreichenden Genauigkeit reproduziert
werden: Bei Untersuchungen an der Spaltlampe konnte gezeigt werden, dass das Re-
flexionsvermogen der Iris variiert und zwar nicht nur intraindividuell, sondern auch
in Abhéngigkeit des Messortes auf der Irisoberfliche und durch die Gabe bestimmter
Medikamente. Fiir Messungen mit einem gebiindelten Lichtstrahl ist die Iris unge-

eignet. Vorstellbar wire allerdings die Verwendung einer speziellen Lochblende, mit
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2.4 Strahlengédnge durch die Vorderkammer

der die gesamte Iris ausgeleuchtet werden konnte.

Reflexion an der Linse: Hier wird Licht schrig zur optischen Achse eingestrahlt
und an der Linsenvorderfliche reflektiert (Abb. 2.6(3)). Das Licht durchlduft die
Vorderkammer zweimal. Dieser Strahlengang ist optisch gut definiert und erméglicht
eine kontaktlose Messung. Ein wesentlicher Nachteil ist der geringe Reflexionsgrad
der Linsenvorderfliche von 0,034 %. Eine absolute Konstanz der Weglénge ist auf-
grund der individuell unterschiedlich tiefen Vorderkammer auch hier nicht gegeben.
Fiir emmetrope Augen liegt die durchleuchtete Strecke bei 7,3 mm, fiir myope bei
8,3mm und fiir hyperope bei 6,4 mm. Allerdings kann der Strahlengang intraindi-
viduell reproduziert werden unter Ausnutzung des dritten Purkinje-Sanson-Bildes.
Dies ist der Strahlengang, der fiir nicht-invasive Untersuchungen am Auge in dieser

Arbeit verwendet werden soll.

2.4.1 Die Purkinje-Sanson-Bilder

Ein Strahlengang durch die Vorderkammer mit konstanter Linge kann nur gewéhr-
leistet sein, wenn das Licht in einem reproduzierbaren Punkt im Auge reflektiert
wird. Dazu konnen die vier sogenannten Purkinje-Sanson-Bilder verwendet werden,
speziell das dritte. Purkinje und Sanson entdeckten im 19. Jahrhundert unabhéngig
voneinander, dass die Strahlung von einer vor dem Auge aufgebauten Lichtquel-
le insgesamt viermal an den Grenzflichen der Hornhaut und der Linse reflektiert
wird. [85] Diese vier Reflexionen kénnen gleichzeitig beobachtet werden, wenn das
Licht unter einem bestimmten Winkel ins Auge fallt. Je ein Bild wird von der Vorder-
bzw. Riickseite der Hornhaut und der Vorder- und Riickseite der Linse erzeugt (s.
Abb. 2.8).

Unter Annahme eines senkrechten Strahlungseinfalls ist es moglich, die Reflexi-
onsgrade p fiir die vier Bilder mit Hilfe der Fresnelschen-Formel unter Verwendung
der Brechungsindices aus Tab. 2.1 zu berechnen. [86] Die Auflenseite der Horn-
haut (Luft / Hornhaut) zeigt einen Reflexionsgrad von 0,025, die Innenseite (Horn-
haut / Kammerwasser) einen von 0,00022, die Vorder- (Kammerwasser / Linse) und
Riickseite (Linse / Glaskorper) der Linse einen von 0,00034. Setzt man den Reflexi-

onsgrad der ersten stiarksten Reflexion gleich 100 % und die anderen dazu in Relation,
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2 Das Auge als spektroskopische Zelle

Abb. 2.8: Lage der vier Reflexbilder nach Purkinje-Sanson.

so ergeben sich Werte von 0.87 % fiir die zweite Reflexion und 1,35 % fiir die dritte
Reflexion.

In der Ophthalmologie werden die Purkinje-Sanson-Bilder zur Untersuchung von
durchsichtigen Strukturen des vorderen Augenabschnitts, wie das Hornhautepithel
und Zellauflagerungen auf der Oberfliche okularer Linsen, mit dem Spaltlampenmi-
kroskop verwendet. [87,88] Diese Anwendung legt den Gedanken nahe, dass diese
Bilder auch genutzt werden kénnen, um einen Strahlengang reproduzierbarer Lange
durch die Vorderkammer zu finden. Allerdings muss die Akkommodation beriicksich-
tigt werden, da diese Einfluss auf die Vorderkammertiefe und auch den Kriimmungs-

radius der Hornhaut hat.

2.5 Strahlenbelastung

Eine wichtige Randbedingung fiir spektroskopische Messungen am Auge ist, dass die
Hornhaut fiir die verwendeten Wellenldngen transparent ist und dass keine Schéadi-
gung des Auges durch zu hohe Lichtintensitét verursacht wird. Je nach Wellenlénge
wird das Licht von der Hornhaut, der Linse oder der Netzhaut absorbiert. Licht un-
terhalb von 300 nm bzw. oberhalb von 2000 nm wird hauptséchlich von der Cornea
absorbiert, Licht aus dem UV-Bereich (295-400nm) von der Linse und sichtbares
und NIR-Licht (400-1400 nm) von der Netzhaut. Dabei kann eine zu lange Expositi-
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2.6 Klinische Studien am Kammerwasser

on bzw. eine Bestrahlung mit zu hoher Intensitét auch thermische oder photochemi-
sche Schiden hervorrufen, die bis zum Verlust des Sehvermégens reichen kénnen. [89]
Photochemische Schédden beruhen auf photoinduzierten chemischen Reaktionen und
treten im Bereich energiereicher, kurzwelliger Strahlung auf. Thermische Schiaden
entstehen durch eine lokale Aufheizung des Gewebes und hédngen daher u.a. vom
Absorptionskoeffizienten des Gewebes und der Strahlungsintensitét ab.

Bei Untersuchungen mit UV-Licht sollte ein Kantenfilter mit ausreichender Steil-
heit verwendet werden, der Licht mit Wellenldngen < 380 nm abblockt. Licht von
einer Wellenlénge von ca. 360 nm kann zu braunlichen Verfarbungen des Linsenkerns
fithren. [90]

Bei der Verwendung von NIR-Licht (800-2000nm, 4000-12500cm™!) konnen
photochemische Schéden eigentlich ausgeschlossen werden. Wird jedoch ein FT-
Spektrometer verwendet, so sollte darauf geachtet werden, dass die Strahlung des
zur Langenmessung verwendeten He:Ne-Lasers nicht ins Auge eindringen kann.

Um die maximal zuldssige Gesamtleistung abschéitzen zu kénnen, wird eine oph-
thalmologische Spaltlampe als Vergleich herangezogen. Untersuchungen an Spalt-
lampen zeigten, dass unter normalen Bedingungen keine thermisch bedingte Geféhr-
dung des Auges zu erwarten ist. Dies schlieft auch Augen-Untersuchungen von
mehreren Minuten ein. [90] Ein Richtwert fiir die maximale Gesamtleistung (Strah-
lungsfluss) kann der fiir Spaltlampen typische Wert von & = 0,5W angenommen
werden. [39]

2.6 Klinische Studien am Kammerwasser

Fiir In-vivo-Messungen ist es wichtig, die Zusammenhénge zwischen den Konzentra-
tionen der Analyte im Kammerwasser und im Blut-Plasma zu kennen, denn wahrend
einer Messung kann dem Probanden kein Kammerwasser entnommen werden. Die
Einstellung bzw. Kalibrierung kann nur mit aus dem Blut ermittelten Werten erfol-
gen. Diese Zusammenhénge wurden u. a. von Kirby und Wiener [91,92] und Pohjo-
la [69] untersucht.

Parallel zu den spektroskopischen Arbeiten wurden an der Universitéatsaugenklinik
Wiirzburg zwei klinische Studien durchgefiihrt. Die erste beschéftigte sich mit dem

Zusammenhang zwischen der Glucosekonzentration im Kammerwasser und der im
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2 Das Auge als spektroskopische Zelle

Kapillarblut, [93,94] die zweite mit Glucose und Lactat [95]. Lactat ist eine der
Substanzen, die moglicherweise Querempfindlichkeiten verursachen kénnen.

Die Studien wurden an é&lteren Patienten mit und ohne Diabetes mellitus durch-
gefiihrt, die vor einer Katarakt oder Pars plana Vitrektomie standen. Die zu unter-
suchenden Augen durften nicht voroperiert oder entziindet sein.

Im Rahmen der Operation wurde dem Patienten etwa 0,1 ml Kammerwasser ent-
nommen und durch physiologische Kochsalzlosung ersetzt. Das Kammerwasser wur-
de gekiihlt und umgehend zur Analyse ins klinische Labor gebracht. Parallel zur
Entnahme des Kammerwassers wurden aus dem Ohrldppchen 30, 20 und 10 Minu-
ten vor Kammerwasserentnahme sowie unmittelbar vor Operationsbeginn je 50 ul
kapilldres Blut fiir die Vergleichsanalyse entnommen.

Da sich die Konzentrationswerte der Messungen vor Beginn der Operation nicht
signifikant dndern, werden die Mittelwerte zur Auswertung herangezogen. Eine grafi-
sche Gegeniiberstellung der Glucosekonzentrationen im Plasma und im Kammerwas-
ser aller Patienten (Abb. 2.9) zeigt, dass die Konzentrationen im KW etwa 30 mg/dl

geringer sind als die im BP.

ot —/—/ —
251
20
15+
10
51

O _

0 50 100 -Blutplasma

150 200 Kammerwasser

250
Glucose / mg dI 300

Patientenzahl

Abb. 2.9: Glucose-Verteilung im Kammerwasser und Blutplasma von 100 Patienten. [93,
94]

Bezogen auf die gesamte Gruppe zeigt sich, dass die Glucosekonzentrationen im
KW und im BP miteinander in einem konstanten Verhéltnis stehen.

In einer zweiten Studie [95] wurde das KW neben Glucose auch auf Lactat hin un-
tersucht. Die ermittelten mittleren Glucosekonzentrationen sind 3,02 + 1,30 mmol/1

im KW und 5,97 4+ 1,60 mmol/l im BP. Beide Studien zeigen, dass die Glucosekon-
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2.6 Klinische Studien am Kammerwasser

zentrationen im KW und im BP korrelieren und im KW niedriger als im BP sind.

Die Lactatkonzentration ist im KW (4,92 4 1,44 mmol/1) stark erhoht im Vergleich
zum BP (1,124 0,37mmol/l), was durch frithere Untersuchungen bestéitigt wird.
[74,96]

Die klinischen Studien belegen, dass Glucose und Lactat im Kammerwasser in
messbaren Konzentrationen vorliegen. Zusammen mit den anatomischen Voraus-
setzungen des Auge unterstiitzen diese Daten das Potential der Vorderkammer als
spektroskopische Zelle. Im Folgenden werden verschiedene spektroskopische Metho-

den vorgestellt und untersucht, die Messungen in der Vorderkammer erlauben.
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3 UV-spektroskopische Untersuchungen

Die Hornhaut ist unter anderem fiir Licht im UV-Bereich zum Teil durchléssig.
In diesem spektralen Bereich absorbieren viele der als Medikamente oder Drogen
verwendeten chemischen Substanzen. In diesem Kapitel wird das Potential verschie-
dener Drogen und Medikamente fiir eine Detektion im UV /VIS-Bereich getestet
und gezeigt, dass nicht-invasive, In-vivo-Messungen am Auge in diesem spektralen

Bereich prinzipiell moglich sind.

3.1 Spektroskopische Grundlagen

Der spektrale Bereich zwischen 100 und 380 nm wird als Ultraviolet (UV) bezeichnet,
der zwischen 380 und 780 nm als sichtbarer Bereich (VIS). Strahlung aus diesem Be-
reich regt die Valenzelektronen der Molekiile an, es finden elektronische Ubergéinge
statt. [97-100] Gleichzeitig regt Strahlungsenergie Schwingungen und Rotationen
an.

Die angeregten Elektronen sind n-, o- und m-Elektronen, wie sie typischerweise in
organischen Verbindungen vorkommen. Molekiile mit Doppelbindungen, insbeson-
dere mit konjugierten Doppelbindungen, sind starke Absorber. Desweiteren absor-
bieren im UV die d- und f-Elektronen von Metallionen und Elektronen in Charge-
Transfer-Ubergéngen. Die elektronischen Ubergiénge finden dabei zwischen einem
bindenden Orbital oder dem Orbital eines einsamen Elektronenpaares und einem
unbesetzten nicht-bindenden oder anti-bindenden Orbital statt, wobei die Lage der
entstehenden Bande im Spektrum ein Mafl fiir die Separation der Energieniveaus
der beteiligten Orbitale ist. Die Energieaufspaltung hingt von der elektronischen
Struktur und der chemischen Umgebung des zu untersuchenden Systems ab. Die
grofite Differenz tritt auf, wenn o-Bindungen angeregt werden. Solche Banden wer-
den zwischen 120 und 200 nm detektiert. Oberhalb von 200 nm werden Elektronen
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3 UV-spektroskopische Untersuchungen

in p-, d- und 7-Orbitalen angeregt. Die gleichzeitige Anregung von Schwingungen
und Rotationen fiihrt dabei zu einer Verbreiterung der Banden. [97,98,100]

Die UV-Spektroskopie ist eine weitverbreitete Technik, die in vielen Bereichen
fiir qualitative und quantitative Bestimmungen verwendet wird. Dazu zéhlen ein-
fache photometrische Schnelltests ebenso wie komplexe enzymatische Essays, die
Bestimmung von Reaktionsraten, die Umweltanalytik und die quantitative Be-
stimmung in der Chemie, der Physik, der Pharmazie und der klinischen Che-
mie. [98,101-107] Die quantitativen Bestimmungen beruhen wie auch in der NIR-
Absorptions-Spektroskopie auf der Anwendbarkeit des Lambert-Beer’schen Geset-
zes, welches in Kap. 4.6.1 vorgestellt wird.

Im Bereich der klinischen Chemie haben sich vor allem quantitative enzymatische
Tests durchgesetzt, wie z. B. die Glucose-Bestimmung mit der Hexokinase-Methode
oder die Lactat-Bestimmung als Lactatdehydrogenase.

Neben diesen reinen Laboruntersuchungen an Korperfliissigkeiten wird in der Me-
dizin verstérkt nach verlésslichen, einfachen, schnellen und vor allem nicht-invasiven
Methoden gesucht. Mogliche Anwendungen solcher Methoden wiren z. B. Alkohol-
kontrollen, aber auch der Nachweis eines Drogenmissbrauchs oder die schmerzfreie
Kontrolle bei einer Langzeitmedikation. Spektroskopische Methoden bieten sich hier
an, da diese je nach vorliegender Substanz und verwendeter Methode eine eindeutige
Identifizierung und Quantifizierung der gesuchten Substanz erlauben. Desweiteren
sind spektroskopische Messungen rasch durchzufiihren und kénnen mit dem entspre-
chenden Gerét direkt vor Ort vorgenommen werden.

Viele der gebrauchlichen Medikamente und Drogen sind komplexe organische Mo-
lekiile, die konjugierte Doppelbindungssysteme besitzen und daher besonders ge-
eignet sind fiir eine Detektion im UV /VIS-Bereich. Im Folgenden wird ein Aufbau
fiir nicht-invasive Messungen am menschlichen Auge vorgestellt und verschiedene
Ophthalmika auf ihre Verwendbarkeit in der nicht-invasiven UV /VIS-Bestimmung
getestet.

3.2 Experimenteller Aufbau

Die Absorptions-Messungen der Medikamente und Reinsubstanzen werden in Quarz-

Rechteckkiivetten mit einer Schichtdicke von 0,2cm an einem Standard-Gerét

22



3.2 Experimenteller Autbau

(Lambdal9, Perkin Elmer) zwischen 190 und 900 nm durchgefiihrt. Die Scan Ge-
schwindigkeit betrégt 240 nm/min bei einer Spaltbreite von 1 um. Vor jeder Messung
wird ein Autozero durchgefiihrt.

Fiir In-vivo-Messungen wird das in Kap. 4.3.4 beschriebene In-vivo-Setup mit
einem Spektrometer bestehend aus einem kompakten Flat-Field-Spektrographen
(CP140-104, Jobin Yvon) und einer UV sensitiven CCD-Kamera (Charge Coupled
Device) gekoppelt. Das Spektrometer ist in Abb. 3.1 gezeigt.

Abb. 3.1: Abbildung des UV /VIS-Spektrometers.

Das auf der menschlichen Augenlinse, im dritten Purkinje-Bild (s. Abb. 2.8), re-
flektierte Licht wird auf eine Glasfaser fokussiert. Das andere Ende der Glasfaser
wird am Spektrometer angebracht. Das ankommende Licht wird von zwei plan-
konvexen Linsen auf den Eingangsspalt des Spektrometers fokussiert. Die erste Lin-
se befindet sich vor dem Shutter, die zweite ist direkt vor dem Festspalt (Hohe:
4mm, Breite 0,05 mm) angebracht. Die zweite Linse kann iiber ein Gewinde justiert
werden.

Der Spektrograph ist ein sehr kompaktes Gerdt (HBL: 1102 120 z 150 mm) mit
einem fixierten, holografischen Gitter (Strichzahl: 285 mm, Blaze: 350 nm), das fiir
den spektralen Bereich von 250-850 nm optimiert ist. Die Fokuslénge ist f = 140 mm
und das Offnungverhéltnis f/2.

Als Detektor fungiert eine zweistufige, Peltier-gekiihlte CCD-Kamera mit einem
back-illuminated Hamamatsu-Chip. Der Chip hat eine Grofle von 1024 x 60 Pixel
(aktive Fliche: 24,57 x 1,39 mm?) bei einer Pixelgrofie von 24 x 24 ym? und umfasst

einen spektralen Bereich von 200-1100 nm.
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Das Spektrometer kann iiber das Programm SpectraMax Lite (Platform:
GRAMS/327M) und ein IEEE Interface angesteuert werden.

3.3 In-vitro-Messungen

Zunéchst werden UV-Absorptionsspektren géngiger ophthalmologischer Medika-
mente in wassriger Losung vermessen. Diese Messungen werden als Kiivetten-
Messungen am Lambdal9 durchgefiihrt. Die chemischen Strukturformeln der zur
Auswahl stehenden Medikamente und Ophthalmika sind in Abb. 3.2 angegeben.

Brimonidintartrat ist ein [§-Blocker, der zur Absenkung des Augeninnendrucks
bei griinem Star mit offenem Kammerwinkel (Weitwinkelglaukom) und erhohtem
Augeninnendruck (okuldre Hypertension) verwendet wird. Angewendet wird es in
Form von Augentropfen (Alphagan, Pharm-Allergan).

Cefotiam ist ein Cephalosporin-Antibiotikum und wird u.a. unter dem Namen
Spizef (Griinenthal) vertrieben. Spizef liegt als Pulver vor, es wird in sterilem Wasser
gelost und intravends angewandt.

Cocain ist das Hauptalkaloid des Coca-Strauches und gehort zusammen mit ihrer
freien Base (Crack) zu den am héufigsten konsumierten illegalen Drogen [108]. In der
Ophthalmologie wird Cocain vor allem als Oberflichen-Anésthetikum eingesetzt.

Der Wirkstoff der Injektionsloung Dexahexal (Hexal) ist Dexamethason-phosphat.
Dexamethason ist ein Glucokortikosteroid (Nebennierenrindenhormon), das zur Be-
handlung von Entziindungsreaktionen am dufleren Auge eingesetzt wird. Es ist eines
der starksten lokal eingesetzten Kortikosteroide, seine Wirkungen sind antientziind-
lich, antiallergisch und immunsuppressiv.

Diclofenac ist ein nichtsteroidales Antiphlogistikum, ein Entziindungshemmer. Da
Diclofenac in der Apotheke des Klinikums der Universitat Wiirzburg fiir einige Re-
zepturen eingesetzt wird, kann es als Reinstoff bezogen und vermessen werden.

Das Medikament Trusopt (Chibret), das als Augentropfen verabreicht wird,
enthélt den Wirkstoff Dorzolamidhydrochlorid und dient zur Senkung des Augenin-
nendrucks (Glaukom). Es ist ein Carboanhydrasehemmer.

Fluorescein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der als Infusionslosung fiir die Angiogra-
phie verwendet wird. Reines Fluorescein kann als Pulver (Caelo) bezogen werden.

Floxal (Dr. Gerhard Mann GmbH) mit dem Hauptinhaltsstoff Ofloxacin ist ein
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3 UV-spektroskopische Untersuchungen

Gyrasehemmer und Chemotherapeutikum, das bei Infektionen des vorderen Augen-
abschnitts durch Ofloxacin-empfindliche Erreger als Augentropfen angewendet wird.

Das Oberflichen-Anéstethikum Oxybuprocainhydrochlorid ist der wirksame Be-
standteil in Novesine-Augentropfen (CIBA Vision).

Die Augentropfen Timoptol (Chibret) enthalten Timololmaleat, einen (-Blocker,
und senken den Augeninnendruck.

Die untersuchten Molekiile sind relativ komplex und enthalten fast alle neben
Doppelbindungen auch andere funktionelle Gruppen, die UV-Absorptionsbanden
zeigen, wie z. B. Stickstoff- und Sauerstoffatome. Eine genaue Zuordnung der Banden
zu den elektronischen Ubergéingen wird hier daher nicht gegeben, vor allem auch,
da meist die Medikamente selbst, also Gemische, vermessen wurden und nicht die
Reinsubstanzen.

Fiir die Aufnahme der UV-Absorptionsmessungen werden die Medikamente und
Verbindungen in destilliertem Wasser gelost bzw. mit destilliertem Wasser verdiinnt.
Die Spektren sind in den Abb. 3.3 dargestellt. Die meisten der hier untersuchten Me-
dikamente zeigen ein sehr einfaches UV-Absorptions-Spektrum mit einem einzigen
Absorptionsmaximum. Dies liegt fiir Spizef (Cefotiam) bei 260 nm, fiir Dexhexal
(Dexamethason-phosphat) bei 245nm und fiir Diclofenac bei 275 nm. Bei 250 nm
liegt die Bande von Trusopt (Dorzolamidhydrochlroid) und bei 292 nm die von Ti-
moptol (Timololmaleat).

Brimonidintartrat, der Wirkstoff von Alphagan, enthélt sowohl konjugierte Dop-
pelbindungen als auch Stickstoffatome mit freien Elektronenpaaren. Das Spektrum
von Alphagan weist zwei Maxima auf. Das stérkere liegt bei 247 nm, das schwéchere
bei 320 nm.

Auch Cocain weist mehrere Banden auf, eine starke bei 233nm und zwei sehr
schwache, die als Dublett bei 278 nm zu erkennen sind.

Im Spektrum von Novesine (Oxybuprocainhydrochlorid) sind drei Banden zu er-
kennen. Die beiden starken Banden liegen bei 308 nm mit einer Schulter bei 282 nm
und bei 232 nm.

Im Vergleich zu den bisher diskutierten Spektren sind die Spektren von Floxal
(Ofloxacin) und Fluorescein relativ komplex. Die stérkste Bande im Floxal-Spektrum
ist bei 288 nm, eine weitere schwécher bei 330 nm zu erkennen. Desweiteren sind ein

schwaches Dublett bei 256 und 248 nm und eine Bande bei 227 nm zu erkennen.
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3 UV-spektroskopische Untersuchungen

Das Absorptionsmaximum von Fluorescein ist eine relativ scharfe Bande bei
491 nm mit einer Schulter bei 460 nm. Weitere schwache Banden liegen bei 323,
284 und 238 nm.

Entscheidend fiir eine Detektion im Auge ist, dass die Stoffe in einem zugéngli-
chen spektralen Bereich absorbieren, also in einem Bereich, in dem die Hornhaut
durchléssig ist. Die Transmissionskurve der menschlichen Hornhaut wurde bereits
in Abb. 2.2 dargestellt. Die untere Transmissions-Grenze der Cornea liegt bei ca.
300 nm. Somit kénnen nur Substanzen vermessen werden, deren Absorptionsmaxi-
mum oberhalb dieser Grenze liegt. In Tab. 3.1 sind noch einmal die verwendeten
Medikamente, ihr Wirkstoff, dessen Konzentration in der Formulierung und die er-

mittelten Absorptionsmaxima zusammengefasst.

Tab. 3.1: Zusammenstellung der Wirkstoffe, Markennamen, Konzentrationen der Wirk-

stoffe in der Formulierung und UV-Absorptionsmaxima verschiedener Medika-

mente.
Absorptions-
Wirkstoff Markenname | Konzentration maximum
[*] Amaz 1]
Brimonidintartrat Alphagan 2,0 320, 247
Cefotiam Spizef 20g/2,76 ¢ 260
Trockensubstanz
Cocain 5%ige Augen- 278, 233
tropfen
Dexamethason-phosphat Dexahexal 4,0 245
Diclofenac-Natrium Pulver, rein 275
Dorzolamidhydrochlorid Trusopt 22,3 250
Fluorescein-Natrium Pulver, rein 491, 460, 323,
284, 238
Ofloxacin Floxal 3,0 330, 288, 256,
248, 227
Oxybuprocainhydrochlorid Novesine 4,0 308, 282, 232
Timololmaleat Timoptol 6,83 292

*Konzentrationen in mg/1 ml Losung soweit nicht anders angegeben.
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3.4 In-vivo-Detektion von Fluorescein

Die Substanzen, deren Absorptions-Spektren in Abb. 3.3 A dargestellt sind, zei-
gen alle Absorptionsmaxima oberhalb von 300 nm und kommen daher fiir In-vivo-
Messungen in Frage. Allerdings sollte neben dieser rein optischen definierten Grenze
zusétzlich ein Sicherheitsabstand eingehalten werden, um eine Schadigung des Auges
durch UV-Strahlung [90] zu vermeiden (s.a. Kap. 2.5). Aus diesem Grund wird bei
In-vivo-Messungen ein Kantenfilter in den Strahlengang gebracht, der Wellenlédngen
< 380nm blockiert. Betrachtet man erneut die Absorptions-Spektren der vermesse-

nen Medikamente, so wird nur Fluorescein diesen Bedingungen gerecht.

3.4 In-vivo-Detektion von Fluorescein

Fiir die In-vivo-Detektion von Fluorescein wird der in Kap. 4.3.4 beschriebene In-
vivo-Aufbau mit dem kompakten UV-Spektrometer kombiniert. Der Aufbau wird so
justiert, dass das linke Auge (1. A.) der Versuchsperson gemessen werden kann. Vor
der eigentlichen Applikation von Fluorescein werden Spektren des unbehandelten
Auges aufgenommen. Die Aufnahmezeit pro Spektrum liegt bei 0,075s. Dann wird
ein Tropfen Fluorescein-Losung in das linke Auge getropft. Von diesem Zeitpunkt an
werden 60 min lang im Abstand von jeweils fiinf Minuten mindestens drei Spektren
mit 0,075 s Aufnahmezeit aufgenommen, wobei zehn Minuten nach Fluorescein-Gabe
drei Tropfen Trénenersatzfliissigkeit (Artelac, Mann) appliziert werden, wodurch
noch auf der Hornhaut verbliebenes Fluorescein abgespiilt wird.

Der Strahlengang durchlauft sowohl die Hornhaut als auch das Kammerwasser, da-
her sind vor allem spektrale Informationen von beiden Komponenten im Spektrum
enthalten. Um spektrale Einfliisse des Auges und vor allem des reinen Kammer-
wassers zu unterdriicken, werden jeweils drei Spektren eines Zeitpunktes gemittelt
und einer individuellen Basislinienkorrektur (Subtraktion eines Offsets) unterwor-
fen. Anschliefend werden Differenz-Spektren zwischen den Mittelwertspektren an
verschiedenen Zeitpunkten und dem Mittelwertspektrum des unbehandelten Auges
(t = Omin) gebildet.

Diese Differenz-Spektren sind in Abb. 3.4 dargestellt, zur besseren Ubersicht sind
nur Spektren zwischen einer und 26 Minuten nach Fluorescein-Gabe dargestellt.

Die bei ca. 500 nm zu erkennende Bande wird Fluorescein zugeordnet. Die Inten-

sitdt der Bande verandert sich mit der Zeit. Direkt nach Fluorescein-Gabe ist das
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3 UV-spektroskopische Untersuchungen

Differenz

vs. unbehandeltes
linkes Auge

—T1——7—
300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenldnge / nm

Abb. 3.4: In-vivo-Differenz-Spektren eines linken Auges nach Fluorescein-Gabe. Referenz

ist das unbehandelte Auge.

Signal am stédrksten und nimmt dann stark ab. Die Abnahme liegt wahrscheinlich
einerseits daran, dass Fluorescein durch die Hornhaut ins Kammerwasser gelangt,
andererseits an der Tranenfliissigkeit, die die Substanz wegschwemmt. Zehn Minuten
nach Fluorescein-Gabe werden kiinstliche Tréanen appliziert. Von diesem Zeitpunkt
an ist kein Fluorescein-Signal mehr detektierbar.

Die nicht-invasive, In-vivo-UV /VIS-Absorptions-Spektroskopie ist eine Methode,
mit der geeignete Stoffe direkt in der Vorderkammer detektiert werden kénnen. Mit
dem vorgestellten Aufbau kann Fluorescein auf der Hornhaut detektiert werden.
Ein eindeutiger Beweis fiir die In-vivo-Detektion im Kammerwasser existiert jedoch
noch nicht. Dies kann unter Umsténden daran liegen, dass die durch die Hornhaut

ins Kammerwasser eingedrungene Fluorescein-Konzentration unterhalb der Nach-

30



3.4 In-vivo-Detektion von Fluorescein

weisgrenze liegt. Dafiir spricht die Tatsache, dass fiir Angiographien Fluorescein
nicht als Augentropfen verwendet wird, sondern intravenos gegeben wird.

Neben Fluorescein sollten sich auch andere Substanzen nachweisen bzw. sogar
quantitativ bestimmen lassen. Die Absorptionsmaxima dieser Substanzen miissen
innerhalb der durch die Hornhaut und die Sicherheitsbedingungen vorgegebenen
spektralen Bereiche liegen. Desweiteren sollten sie bereits auf andere Weise im Kam-
merwasser detektiert worden sein, so dass Angaben iiber ihre Konzentrationen vor-

liegen. Diese Bedingung ist vor allem fiir quantitative Bestimmungen essentiell.
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Fiir den Diabetiker ist eine regelméflige Kontrolle der Blutglucosewerte, bis zu sie-
ben mal am Tag, unerlésslich. Diese Kontrollen werden meist zu Hause vom Patien-
ten selbst durchgefiihrt. Hierzu konnen verschiedene Selbstkontrollgeréte verwendet
werden, die normalerweise den Glucose-Gehalt anhand eines Blutstropfens aus der
Fingerbeere ermitteln, also mittels eines invasiven Verfahrens. Neben diesen inva-
siven Methoden gibt es zahlreiche Ansétze fiir kontinuierlich arbeitende Glucose-
Sensoren, minimal und sogar nicht-invasive Messmethoden. Das folgende Kapitel
soll einen Uberblick iiber den Diabetes mellitus und die verschiedenen Methoden
der Glucosebestimmung und ihre Realisierungsmoglichkeiten geben.

Fiir die nicht-invasive Glucose-Bestimmung im Auge eignet sich besonders
die Nah-Infrarot-Spektroskopie. Im Folgenden wird ein FEinblick in die NIR-
Spektroskopie gegeben und die verwendeten Gerédte im einzelnen, ebenso wie ein

flexibler In-vitro- und ein flexibler In-vivo-Aufbau vorgestellt.

4.1 Motivation: Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, auch Zuckerkrankheit genannt, ist die héufigste Stoffwechseler-
krankung. Allein in Deutschland gibt es etwa acht Millionen Diabetiker, weltweit
sind es ca. 5 % der Bevolkerung der Industrienationen und diese Zahl steigt bestandig
an. Eine erfolgreiche Behandlung des Diabetes mellitus benétigt Kenntnis iiber die
momentanen Blutglucosewerte, um es dem Diabetiker zu ermdoglichen, diese durch
Diat, orale Medikation oder Insulininjektionen zu kompensieren. Ohne Kenntnis der
Blutglucosewerte ist eine korrekte Behandlung nicht moglich und schwerwiegende
Komplikationen und Spétfolgen, die die inneren Organe, den Kreislauf und die Au-

gen betreffen, konnen auftreten. [6]
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Diabetes mellitus dient als Sammelbegriff fiir verschiedene Formen von Glucose-
Stoffwechsel-Storungen, denen der relative oder absolute Mangel an Insulin gemein-
sam ist. Allgemein wird der Diabetes mellitus in zwei Typen eingeteilt, Typ I und
Typ II. [109]

Typ I: Der Typ I Diabetes m., IDDM (insulin-dependent-diabetes mellitus) oder
auch juvenile Diabetes genannt, ist die genetisch pradisponierte Form mit allm&hli-
cher Erschopfung der korpereigenen Insulinsekretion bis zum absoluten Insulinman-
gel. Er wird durch die Zerstérung der Insulin produzierenden Inselzellen in der
Bauchspeicheldriise ausgelost.

Therapeutische Ansétze umfassen neben der Insulinsubstitution eine strikte Diét

und Bewegung.

Typ II: Typ II Diabetes, auch NIDDM fiir non-insulin-dependent diabetes melli-
tus, tritt meist erst im hoheren Alter auf und wird auch als Altersdiabetes bezeichnet.
Aufgrund des hdufigen familidren Auftretens ist dieser Typ wahrscheinlich genetisch
bedingt. Hier liegt ein relativer Insulinmangel vor mit eingeschréankter, erhaltener
oder z.T. sogar erhéhter Insulinproduktion.

Normalgewichtige sind in der Minderheit (Typ Ila), die meisten Patienten sind
tibergewichtig (Typ IIb). Daraus resultiert als erster Therapieschritt eine Ge-
wichtsreduktion u. U. gefolgt von einer strikten Didt und eventuell einer oralen

Antidiabetika- oder auch Insulingabe.

Der mit dem Diabetes mellitus einhergehende Insulinmangel bewirkt:

Herabsetzung der Glucoseaufnahme im Kérper,

Minderung der Glucoseoxidation,

Drosselung der Glycogenbildung in Leber und extrahepatischen Organen,

Steigerung der Zuckerabgabe aus der Leber,

Verminderung der Lipogenese und Steigerung der Cholesterinproduktion,

Verminderung der Peptid- und Proteinsythese,
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4.1 Motivation: Diabetes mellitus

e Herabsetzung der Brenztraubensiure-Verwertung und der Verwertung des

‘aktiven’ Acetats,

e Herabsetzung der Bildung von energiereichen Verbindungen.

Neben diesen direkt mit der Storung des Glucose-Stoffwechsels zusammenhéingen-
den Symptomen leiden viele Diabetiker an den Spétfolgen ihrer Erkrankung. Dazu
zéhlen neben der diabetischen Retinopathie, die eine der haufigsten Erblindungs-
ursachen ist, die Hyperglykédmie und auch vaskulidre Schiden bzw. Nervenschéiden,
sowie Nierenleiden (diabetische Nephropathie) und Sensibilitdtsstorungen z. B. der
Fiifle (diabetische Neuropathie).

Um diese Spétfolgen zu minimieren, wurde bereits in den 1980ern das Konzept der
intensivierten Insulintherapie entwickelt. Dieses Schema ist flexibler und ermdoglicht
den Patienten ein Leben ohne die rigiden Erndhrungsvorschriften der herkémmli-
chen Therapie. In umfangreichen Studien, den Diabetes Control and Complications
Trials (DCCT), konnte die Uberlegenheit einer intensivierten gegeniiber einer kon-
ventionellen Insulintherapie nachgewiesen werden. [110,111]

Die konventionelle Behandlung des insulinpflichtigen Diabetikers bestand in einer
zwei- oder dreimaligen Insulingabe, wobei die Dosierung von den mittleren Blut-
zuckerwerten abhéngig war. Die aus diesen Insulingaben resultierenden Blutzucker-
schwankungen wurden durch eine strenge Diédt verbunden mit einer genau abge-
stimmten korperlichen Belastung kompensiert. Man zwang damit dem Diabetiker
Ess- und Lebensgewohnheiten auf, die nicht dem modernen Lebensstil entsprechen.

In den letzten Jahren lernte man, dass mit einer sogenannten intensivierten In-
sulintherapie, d. h. 5-7 Injektionen am Tage, normale Lebensgewohnheiten in hoher-
em Mafle beibehalten werden kénnen. Um jedoch nach dem aktuellen Bedarf Insulin-
gaben verabreichen zu konnen, sind entsprechend haufige Glucosekontrollen nétig.
Eine Computersimulation, die auf den Ergebnissen der DCCT basierte, errechnete
fiir den sich nach den neuen Richtlinien behandelnden Diabetiker eine um 5 Jahre
verldngerte Lebenszeit, eine um 8 Jahre verldngerte Sehfdhigkeit, ein Gewinn von 6
Jahren ohne Nierenschaden und von 6 Jahren ohne Amputationen. [111]

Physiologisch betrachtet findet im Korper eine kontinuierliche Kontrolle der
glykdmischen Anderungen statt. Glucose wird vom Blut iiber die interstitielle

Fliissigkeit zu den Inselzellen in der Bauchspeicheldriise transferiert und fithrt zu
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einer imminenten Antwort der Inselzellen. Nicht nur das Erkennen der Anderung
sondern auch die metabolische Reaktion darauf erfolgt sehr schnell, wobei nicht nur
der absolute Glucosewert eine Rolle spielt, sondern auch die Anderungsrate. Der
Korper verwendet also eine Art Trend-Information zusammen mit dem absoluten

Glucosewert. [9]

4.2 Methoden der Blutglucose-Bestimmung

Inzwischen gibt es zahlreiche Ansitze fiir die Blutglucose-Bestimmung. In der Praxis
findet jedoch hauptséchlich die punktuelle Bestimmung aus dem Blut Anwendung.
Dies kann durch den Hausarzt geschehen, oder aber mit Selbstkontrollgerdten durch
den Diabetiker selbst. Gerade die Selbstkontrollgerdte ermoglichen die geforderten
mehrmals téglichen Kontrollen. Dieses sind alles invasive Methoden, da fiir jede
Messung eine Blutprobe gewonnen werden muss. Die Blutabnahme geschieht meist
durch einen Einstich in den Finger, was nicht nur akut schmerzhaft ist, sondern auch
den Tastsinn der Finger langfristig erheblich stéren kann.

Fiir Messungen mit den angesprochenen Selbstkontrollgerdten werden speziell
préaparierte Teststreifen verwendet. Die Teststreifen enthalten alle notwendigen Rea-
genzien fiir eine Glucose-Oxidase- oder Glucose-Hexokinase-Reaktion. Der aus dem
Finger gewonnene Tropfen Blut wird auf den Streifen aufgebracht und reagiert dort.
Die Reaktion wird photometrisch oder elektrochemisch analysiert. [112]

Das Glucometer Elite (Bayer) arbeitet z. B. mit einem Glucose-Oxidase Assay und
einer elektrochemischen Reaktionskontrolle. [113] Die ablaufende Redox-Reaktion ist
in Abb. 4.1 dargestellt. Im ersten Schritt wird Glucose enzymatisch in Gluconolac-
ton umgewandelt und das Enzym, die Glucoseoxidase, reduziert. Im zweiten Schritt
wird das Enzym von Hexacyanoferrat(III) wieder oxidiert. Das enstandene Hexa-
cyanoferrat(Il) wird dann elektrochemisch oxidiert und der benétigte Strom kann
gemessen werden.

Die andere hiufig verwendete Reaktion ist der Glucose-Hexokinase Assay, der in
Abb. 4.2 dargestellt ist.

Glucose wird im ersten Schritt durch das Enzym Hexokinase und Adenosin-
5-Triphosphat (ATP) zu Glucose-6-phoshat phosphoryliert. Glucose-6-phoshat

wird dann im folgenden Schritt in Gegenwart des Enzyms Glucose-6-
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phosphat-Dehydrogenase und Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP™)
zu Gluconat-6-phosphat oxidiert. Dabei wird NADP* zu NADPH (Dihydro-
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat) reduziert, wobei die gebildete Menge
NADPH &quivalent zur eingesetzten Glucose-Menge ist. Bestimmt wird die NADPH
Absorption bei 340 nm.

Die Selbstmessgerdte wurden in den vergangenen Jahren stark verbessert und
korrelieren gut mit den Laborwerten. [112] Die neueren Geréte arbeiten mit sehr ge-
ringen Blutvolumina und zeigen durch Signaltone an, wann die Messung beendet ist
bzw. eine Messung fehlerhaft ist. Auch die Teststreifen wurden optimiert. Neben sol-
chen, auf die das Blut aufgetropft werden muss, existieren andere, bei denen das Blut
unter Ausnutzung des Kapillareffekts aufgesogen wird. Dadurch werden Messfehler
minimiert, die durch unzureichende Probenmengen entstehen. Weitere Fehlerquellen
sind z. B. Anderungen im Hamatokrit-Wert und Temperaturschwankungen. [114]

Um die Prézision und Genauigkeit der Gerite festzulegen, hat u.a. die Ameri-
can Diabetes Association (ADA) Richtlinien aufgestellt. 1987 forderte die ADA eine
maximale Abweichung vom im Labor bestimmten Referenzwert von < 15 % und als
Ziel fiir neue Geréite eine Genauigkeit von < 10 % fiir Glucose-Konzentrationen zwi-
schen 30-400 mg/dl (1,7-2,2 mmol/1). [112] Diese Ziele wurden jedoch angesichts der
Tatsache, dass haufige, genaue Bestimmungen die Komplikationen und Spétschaden
reduzieren, nach unten revidiert. 1996 wurde das Ziel mit einer Genauigkeit von
< 5% festgelegt. [112] Dieses Ziel wurde jedoch bisher noch von keinem Selbstmess-
gerét erreicht.

Die Selbstmessgeréte ausreichend genaue Werte liefern, allerdings sind nur inva-
sive Messungen moglich. Die Entwicklung neuer Geréte und Methoden, die genauso
verlédsslich aber weniger schmerzhaft sind, wiirde die Mitarbeit (engl. compliance)
der Patienten verbessern.

Die gegenwiirtige Forschung [2-9] beschiftigt sich daher neben der bereits ange-
sprochenen Verbesserung der Selbstkontrollgerédte vor allem mit der Entwicklung
minimal und nicht-invasiver Gerédte und Methoden. Ein weiterer Schwerpunkt liegt
auf der Entwicklung implantierbarer Sensoren, die z. B. eine Insulinpumpe steuern
konnten.

Da die medizinischen Risiken bei intravasalen Sensoren vor allem iiber lidngere

Zeitraume hoch sind, werden die Sensoren daher meist extravaskulér eingesetzt bzw.
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extrakorporal eingesetzt. Es findet also im Gegensatz zur traditionellen Glucose-
Bestimmung keine direkte Messung der Blutglucosewerte statt. Stattdessen werden
die Glucosekonzentrationen in anderen Bereichen des Gewebes bestimmt, wie z. B.
der Haut oder im Kammerwasser (KW).

Die menschliche Haut besteht zu ca 45% aus interstitieller Fliissigkeit und zu
ca. 5% aus Blutbahnen. [44] Anderungen der Glucosekonzentration werden somit
nur zu einem geringen Teil durch Anderungen der Blutglucose-Konzentrationen her-
vorgerufen. Unter physiologischen Bedingungen findet ein schneller, ungehinderter
Glucose-Austausch zwischen Blutplasma (BP) und interstitieller Fliissigkeit statt.
Dies bedingt eine hohe Korrelation der Konzentrationsdnderungen in den beiden
Medien. [9,44]

Die Konzentrationsdnderungen in der interstitiellen Fliissigkeit sind im Vergleich
zum Plasma allerdings verzogert. Diese Verzogerung muss beachtet werden, da eine
Missinterpretation der Daten fiir den Patienten schwerwiegende Folgen haben kann.
AuBlerdem zeigen sich bei Diabetikern Verdnderungen in der Struktur der Kapil-
larwénde, die u. U. die Diffusionsbarriere erhhen und so eine zusétzliche Verzoge-
rung hervorrufen kénnten. Desweiteren sind die inter- und intraindividuellen Ein-
flisse auf die zeitliche Differenz noch nicht ausreichend geklért. [9]

Neben der zeitlichen Differenz, die bei der Auswertung beriicksichtigt werden
kann, bleibt die Frage offen, ob die Glucosewerte im Gewebe mit denen im Blut
identisch sind. Bisherige steady-state Studien ergaben fiir die Abweichung Werte
zwischen 50 und 100 %. [44] Die Ursache fiir diese Schwankungsbreite mag in der
Wahl des Messortes liegen, da die Glucosewerte in der interstitiellen Fliissigkeit und
auch im Blut in Abhéangigkeit der Korperregion, in der sie gemessen werden, vari-
ieren. Desweiteren héngen interstitielle Glucosewerte stérker als intravasale Werte
von metabolischen Anderungen in den Muskelzellen, Fettzellen und anderen Gewe-
bezellen ab.

Die korpereigene Reaktion auf Anderungen der Glucosewerte geschieht fast so-
fort. Glucosesensoren sollten daher in der Lage sein, Anderungen schnell zu re-
gistrieren und auszugeben. Ideal wire eine kontinuierliche Messung, bei der auch
Trends verfolgbar sind. Ein vollstdndiges Blutzuckertagesprofil, wie es ein konti-
nuierlicher Glucosesensor aufzeichnen koénnte, gibe den Patienten die Moglichkeit,

ihre Insulin-Therapie optimal einzustellen, auflerdem koénnten hyper- und hypo-
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glykdmische Zustédnde friihzeitig erkannt und behandelt werden, oder sogar eine
Insulinpumpe individuell gesteuert werden. Desweiteren wéren solche Geriéte fiir die
Insulin-Einstellung bei Therapiebeginn notwendig. Eine Bedingung fiir alle Geréte
ist die einfache Bedienung und die Moglichkeit zum schnellen und sicheren Ablesen.
Weitere Anforderungen an Glucosesensoren sind die Stabilitdt des Signals nach der
Messung und die Langzeitstabilitét des Sensors.

Im Folgenden werden verschiedene Ansétze fiir die Realisierung solcher Sensoren
aufgezeigt. Neben den nicht-invasiven Sensoren werden auch invasive und minimal-

invasive Systeme kurz vorgestellt.

4.2.1 Invasive und minimal-invasive Sensoren

Die Abgrenzung zwischen invasiven und minimal-invasiven Sensoren ist flieBend, da
inzwischen einige der vollstédndig implantierten also invasiven Sensoren so verdndert
wurden, dass sie als minimal-invasiv eingestuft werden. Minimal invasive Methoden
messen die Glucosekonzentration in der interstitiellen Fliissigkeit der Haut oder
der Subcutis. Die Sensoren werden entweder in das Gewebe eingebracht oder mit
interstitieller Fliissigkeit in Kontakt gebracht, die aus dem Korper extrahiert wird.
Dadurch kann spezifisch in absoluter Konzentration Glucose gemessen werden. [4,9]

Die Gewinnung der interstitiellen Fliissigkeit erfolgt auf verschiedene Weise. Ne-
ben Glucose-Elektroden [7] und Mikrodialyse [9] werden transdermale Methoden
[7,115,116] getestet, wobei die Biokompatibilitét der implantierbaren Sensoren ent-
scheidenden Einfluss auf die Funktionsfidhigkeit und Langzeitstabiltéit der Sensoren
hat.

Kiinstliche Glucose-Rezeptoren als Alternative zu den herkémmlichen Enzymen
konnten die in vivo auftretenden Interferenzen mindern und daher stabiler fiir lang-
fristige Implantate sein. Ein Ansatz sind kiinstliche Antikorper (plastic antibodies),

ein weiterer modifizierte fluoreszierende Molekiile. [7]

Glucose-Elektroden: Glucose-Elektroden sind meist nadelférmige Elektroden,
die aus einer diinnen Nadel oder einem flexiblen Draht mit einem Detektorelement
an oder nahe der Spitze bestehen. [7] Diese werden im subkutanen Gewebe implan-
tiert. Durch den an der Spitze angelegten Strom wird das Glucose-spezifische Enzym,

die Glucoseoxidase, immobilisiert und die Glucose-Konzentration iiber die Anderung
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des Stromflusses gemessen, der durch die enzymkatalysierte Wasserstoffperoxid-
Produktion entsteht.

Mikrodialyse: Die Mikrodialyse imitiert die Funktion von Kapillaren. Eine semi-
permeable Dialysenadel wird in das subcutane Gewebe eingebracht und die Fa-
ser mit isotonischer Losung gespiilt. Die aufgefangene Losung ist dann ein Dialy-
sat der interstitiellen Fliissigkeit. Diese Losung enthélt Glucose, die auf Grund des
Konzentrationsgradienten aus der interstitiellen Fliissigkeit durch die Dialyse Mem-
bran in das Dialysat diffundiert. Die Analyse erfolgt kontinuierlich auflerhalb des
Korpers. [7,9] Der Vorteil der Methode liegt darin, dass Fremdkorper-Reaktionen,
wie sie ein implantierbarer Sensor verursachen kann, ausgeschlossen werden koénnen.
Dies erlaubt eine kontinuierliche Messung ohne eine starke Signal-Drift. Ein Nachteil
ist die zeitliche Differenz von 5 bis 45 min zwischen der Glucosekonzentration in der
interstitiellen Fliissigkeit und im Blut. Mehrere Sensoren dieser Art wurden bereits
entwickelt. [9] Sie erlaubten die kontinuierliche Glucosemessung iiber mehrere Tage.
Nach diesem Zeitraum muss die Faser ausgetauscht werden, da sie sich zusetzt und

das umliegende Gewebe auf die Faser reagiert.

Transdermale Methoden: Eine Methode, interstitielle Fliissigkeit zu gewinnen,
ohne die Haut zu penetrieren, ist die inverse Iontophorese [7,115] Hierbei wird eine
schwache Spannung an die Haut angelegt und dadurch werden Ionen durch die Haut
hindurch transportiert. Der Glucosegehalt des Extraktes liegt bei etwa 1/1000 des
Blutes. Die Analyse erfolgt z. B. mittels der Glucose-Oxidase-Reaktion (s. Abb4.1)
auflerhalb des Korpers. Die von der Food and Drug Administration (FDA) aner-
kannte Glucowatch ist nach diesem Prinzip aufgebaut. Nach einer dreistiindigen
Aufwarmphase kann das Gerat zwolf Stunden lang bis zu drei punktuelle Messun-
gen pro Stunde aufzeichnen. [115]

Eine weitere Methode zur Gewinnung ausreichender Mengen interstitieller Fliissig-
keit stellt die Verwendung von niederfrequentem Ultraschall dar. [116] Es kommt zur
Verstarkung der Permeabilitdt der Haut und die interstitielle Fliissigkeit kann z. B.
mit Unterdruck extrahiert werden. Die Analyse erfolgt in beiden Féllen extrakor-

porar.
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4.2.2 Nicht-invasive Sensoren

Die meisten nicht-invasiven Ansétze konzentrieren sich auf optische Glucosesenso-
ren. [2-10] Licht wird durch die intakte Hautoberfliche eingestrahlt und die re-
flektierten, transmittierten oder gestreuten Signale gemessen. Dieses entspricht ei-
ner indirekten Glucosemessung in intrazelluldren, interstitiellen bzw. intravaskuléren
Bereichen. Am héufigsten wird die NIR-Spektroskopie fiir diese Messungen heran-
gezogen. NIR-Licht vermag in Abhéngigkeit der Wellenlinge 1-100 mm weit in
die Haut einzudringen, bzw. sie zu durchdringen. [45] Gerade fiir Transmissions-
Spektren bietet sich der Bereich des sogenannten therapeutischen Fensters zwischen
16700 und 7700 cm™! (600-1300 nm) an. Der Bereich unterhalb dieser Wellenzahlen
wird von zwei Wasser-Banden dominiert, die allerdings zwei weitere Fenster zwischen
5500 und 6500 cm ™! und 4000-5000 cm ™! begrenzen. [10,117] Die Bereiche unter-
halb von 7700 cm™! kénnen z. B. durch spezielle Messungen der diffusen Reflexion
zuginglich gemacht werden. Je nach Messort und den dort vorliegenden physiologi-

schen Bedingungen werden verschiedene spektroskopische Techniken eingesetzt.

Lichtstreuung: Viele Strukturen in der Haut, z. B. die Zellmembranen, Zellorga-
nellen und Kollagenfasern, absorbieren nicht nur NIR-Licht, es wird auch an ihnen
gestreut. Die Streuung ist dabei der bevorzugte Prozess. In turbulenten Suspensio-
nen héngt die Lichtstreuung vom Verhéltnis der Brechungsindices zwischen suspen-
dierten Partikeln und Losung ab. Eine Erhchung der Glucose-Konzentration bewirkt
eine proportionale Erhohung des Brechungsindex der Losung, hier Blut und inters-
titielle Fliissigkeit. [39,41,42] Dies zieht eine Anderung der Streueigenschaften der
suspendierten Partikel nach sich, der Streukoeffizient wird kleiner.

Die Anwendbarkeit dieses Phénomens fiir nicht-invasive Untersuchungen wurde
an Typ-I-Diabetikern mit Hilfe der Glucose-Clamp-Technik gezeigt. [43] Die durch
die Glucose-Clamp-Technik hervorgerufenen schnellen Anderungen zwischen eu- und
hyperglykimischen Werten resultierten in einem Abfall der Lichtstreuung um ca. 1 %
je 5.5 mmol/l Konzentrationsdnderung. Dies konnte auch bei spéteren Untersuchun-
gen an Typ-II-Diabetikern mit Glucosetoleranztests verfolgt werden.

Dieser Ansatz beruht nicht auf der spezifischen Messung von Glucose. Der Glu-
cosewert wird indirekt iiber Glucose-induzierte Anderungen des Brechungsindex er-

mittelt. Daher besteht die Moglichkeit, dass auch andere Blutanalyte und physiolo-
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gische Faktoren, wie z. B. Verdnderungen in der Wasser—Plasma-Verteilung zwischen
intravasalen und interstitiellen Gebieten oder Temperaturinderungen, die Messung

beeinflussen konnen.

Polarimetrie Die polarimetrische Quantifizierung von Glucose beruht auf der
Grundlage der optischen Rotation. Glucose als chirales Molekiil ist in der Lage,
die Polarisationsebene linear-polarisierten Lichts zu drehen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die optische Rotation von Glucose in physiologischen Konzentrationen bei
Weglangen von etwa 1 cm in der Grofienordnung von 0,005 © liegt. [3,8,37-39] Da die
Haut ein stark streuendes Medium ist wurde bereits 1979 von March et al. die Vor-
derkammer als Messort vorgeschlagen und zwar der transversale Strahlengang. [36]
Nach In-vitro-Versuchen an Kaninchenaugen [36] und intakten Rinderaugen [39]

wurden auch erste In-vivo-Messungen [40] durchgefiihrt.

Raman-Spektroskopie Auch die Raman-Spektroskopie wird als potentielle Me-
thode zur nicht-invasiven Glucosebestimmung untersucht. Bisherige Studien wurden
an komplexen, wissrigen Glucoselosungen [27, 30, 31], Blutplasma, [31, 32] Kam-
merwasserproben [28,29] und Kammerwassermodellen von Kaninchen [33,34] und
an einem Modell der menschlichen Vorderkammer [35] durchgefiithrt. Als moglicher
Messort wird das menschliche Auge vorgeschlagen, [3, 8] allerdings sind In-vivo-
Messungen am Auge bisher nicht bekannt, vor allem da sie durch die strengen

Grenzwerte der Laserbelastung erschwert werden.

Photoakustische Spektroskopie: Der photoakustische Prozess beinhaltet die
Umwandlung optischer Energie in akustische Energie iiber einen mehrstufigen Um-
wandlungsprozess. Das eingestrahlte Licht fiithrt zu einer lokalen Erwadrmung der
Probe, diese wiederum zu einer gewissen Ausdehnung der Region, die mit dem Licht
wechselwirkt. Durch die Ausdehnung wird eine Druckwelle erzeugt, die vom Ort
der Entstehung nach auflen propagiert und mit einem piezoelektrischen Detektor
gemessen werden kann. Wird nun Licht aus dem nahen Infrarot zur Anregung ver-
wendet, kann auch diese Methode zur nicht-invasiven Bestimmung der Blutgluco-
sewerte herangezogen werden. Bisher wurden Messungen am Finger [6] und an der

Haut [25,26] durchgefiihrt bzw. vorgeschlagen.
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MIR-Spektroskopie: MIR-Spektren von wassrigen Losungen zeigen hohe spek-
trale Hintergrundsignale, daher kénnen quantitativ verwertbare Spektren wassriger
Losungen nur mit Schichtdicken von wenigen hundert Mikrometern aufgenommen
werden. Die geringen Schichtdicken limitieren die MIR-Spektroskopie fiir In-vivo-
Messungen stark. Trotzdem wurde auch dieser Bereich fiir die quantitative Glucose-
Bestimmung herangezogen. So wurde z. B. mit Glucose versetztes Vollblut oder die
Effektivitiat verschiedener Kalibrier-Verfahren fiir gepufferte Losungen mit Glucose
und verschiedenen interferierenden Substanzen untersucht. [8] Es wurde auch die
Verwendung von ATR-Spektroskopie (Attenuated Total Reflection) vorgeschlagen
und an Vollblut gezeigt. [8,22] Shichiri et al. [23] zeigten, dass Messungen mit einem
Chalkogenid-ATR-Kristall an der Lippenschleinhaut moéglich sind. Auch Heise et

al. [24] fiihrten entsprechende Messungen an der Lippenschleimhaut durch.

NIR-Absorptions-Messungen: NIR-Spektroskopie in  diffuser Reflexion
ermoglicht die Vermessung kompakter Proben und hat den Vorteil, dass die von
der Probe reflektierten Signale detektiert und ausgewertet werden. Daher eignet

sich diese Konfiguration besonders gut fiir nicht-invasive Messansétze.

Robinson et al. [11] fithrten Messungen an der Fingerbeere zwischen 600 und
1300nm durch. Die absoluten mittleren Vorhersagefehler der PLS- bzw. PCR-
Regressionen lagen dabei zwischen 1,1 und 2,1 mmol/1 (19,8-37,8 mg/dl). Auch die
Gruppe um Heise verwendet die diffuse Reflexion, allerdings im Bereich zwischen
1111 und 1835nm. [12,13] Sie fithrten mit einer optimierten Reflexionseinheit In-
vivo-Experimente an der Lippenschleimhaut durch. [12] Ein zweitédgiger Glucose-
Toleranztest an einer Person fiithrte zum besten Ergebnis mit einem Standardvor-
hersagefehler (SEP) von 2,4 mmol/l (43 mg/dl).

Weitere Studien wurden von der Gruppe um Danzer mit einer Faseroptik zwi-
schen 800 und 1350 nm am Mittelfinger durchgefiihrt. [14, 15, 18] Die Auswertung
erfolgte mit PLS-Regression und neuronalen Netzen. Eine Kreuzvalidierung iiber
31 Glucose Profile lieferte dabei einen mittleren Vorhersagefehler von 2,0 mmol/1
(36 mg/dl). [18] Malin et al. fithrten In-vivo-Messungen zwischen 1050 und 2450 nm
am Unterarm durch. [19] Die besten Ergebnisse lagen dabei bei einem mittleren
Vorhersagefehler von MSEP = 1,03 mmol/1 (19,0 mg/dl).
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NIR-Transmissions-Messungen: Im Gegensatz zu Messungen in diffuser Re-
flexion konnen In-vivo-Transmissionsspektren nur an wenigen Stellen am Korper
durchgefiihrt werden. Diese Stellen miissen durchléssig fiir das verwendete Licht sein
und moglichst diinn, damit eine hohe Signalausbeute gewéhrleistet werden kann.
Verschiedene Stellen wurden von Burmeister und Arnold [16, 17, 20, 21] getestet.
Sie haben Transmissionsspektren im Bereich 1429-2000 nm an der Unterlippe, der
Oberlippe, dem Nasenseptum, der Wange, der Schwimmhaut zwischen zwei Fingern
und der Zunge aufgenommen. Der Vorhersagefehler (SEP) lag fiir alle Personen bei
> 3,0mmol/l (54mg/dl). [20,21] Neben diesen relativ diinnen Hautschichten wur-
de auch die Vorderkammer (VK) des menschlichen Auges als moglicher Messort
untersucht. [39,46-48]

Alle hier angesprochenen Studien zeigten auch Grenzen auf, die sich auf die Zu-
verlassigkeit der Methode auswirken. Diese Finschriankungen sind u. a. die Sensiti-
vitéit, Probleme bei der Probennahme, die zeitlichen Differenzen, Kalibrier-Fehler,
Temperaturschwankungen, die Langzeitstabilitit und Gerédterauschen. Zusétzlich
limitiert wird die akkurate nicht-invasive Vorhersage von Blutglucose durch die
Dynamik der bisher verwendeten Proben, der Haut und das Gewebe des Pro-
banden. [2,5,45] Es treten chemische, strukturelle und physiologische Variationen
auf, die dramatische, oft nicht-lineare Anderungen der optischen Charakteristika
der Gewebeprobe nach sich ziehen konnen. Desweiteren erschweren die komple-
xen, sich dndernden Hintergrund-Signale anderer Substanzen im Blut, wie z.B.
Korperfett und Proteine, die Messung. Viele experimentelle Ansétze nutzen die NIR-
Spektroskopie. Die menschliche Vorderkammer bzw. die Hornhaut ist fiir Licht im
NIR-Bereich durchléssig, dadurch bietet sich auch hier die Verwendung der NIR-
Spektroskopie fiir die nicht-invasive Glucose-Bestimmung an. Die Grundlagen der

NIR~Spektroskopie werden im Folgenden néher erldutert.

4.2.3 NIR-Spektroskopie

Das nahe Infrarot (NIR) umfasst den spektralen Bereich von 12800 bis 4000 cm ~*
(780-2500 nm). Im NIR-Bereich sind Oberténe und Kombinationsschwingungen ak-
tiv, im Gegensatz zum mittleren Infrarot (MIR). Dort liegen zusétzlich die Grund-

schwingungen der Molekiile. Die Obertone treten als Folge der Anharmonizitat der
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Schwingungspotentiale auf, die bei groflen Schwingungsamplituden bemerkbar sind,
also vor allem bei Bindungen zu leichten Atomen wie Wasserstoff. Auf Grund der An-
harmonizitét der Moden wird die strikte Auswahlregel fiir die Anderung der Schwin-
gungsquantenzahl Ay = +1 abgeschwiicht und auch Ubergénge mit Av = +2, 43 ..
sind erlaubt. Die Ubergangswahrscheinlichkeit nimmt jedoch ab. Durch die mit
steigender Schwingungsquantenzahl abnehmenden Differenzen der Energieniveaus
des anharmonischen Oszillators ist die Wellenldnge der Oberschwingung immer et-
was groBer als A1/2, A\1/3, A\;/4 ... . Im kurzwelligen NIR-Bereich liegen aufler-
dem Absorptionsbanden, die von elektronischen Ubergingen der schwersten Atome
(seltene Erden, Transurane) resultieren. Diese Elemente besitzen in ihren dufleren
Elektronenhiillen f-Elektronen mit so geringen Bindungsenergien, dass elektronische
Ubergénge im NIR sichtbar sind. [118]

Kombinationsbanden treten auf, wenn ein Lichtquant in einem mehratomigen Mo-
lekiil gleichzeitig zwei oder mehr Schwingungen anregt, deren Gesamtenergie exakt
der des Lichtquants entspricht. Dabei dominieren einfache Kombinationen aus zwei
Grundschwingungen. Ein weiteres im MIR und NIR auftretendes Phénomen sind
Bandenverdopplungen auf Grund von Fermi-Resonanz. Deren Ursache liegt in der
Kopplung von Ober- oder Kombinationsschwingungen mit einer Grundschwingung

gleicher Energie. [119]

Eine vollstédndige quantitative Spektreninterpretation ist nur fiir zweiatomige oder
hochsymmetrische mehratomige Molekiile méglich, da komplexe Molekiile mehre-
re tausend Schwingungszustéinde besitzen. Zwei Ursachen lassen NIR-Absorptions-
Spektren dennoch einfacher erscheinen als vergleichbare Spektren im MIR. Einer-
seits ist eine Entkopplung der Valenzschwingung bei héheren Wellenzahlen zu beob-
achten, dadurch schwingen die einzelnen Bindungen unabhingig voneinander, also
analog zu zweiatomigen Molekiilen (local mode Schwingungen) [120], andererseits
sind durch die Abnahme der Ubergangswahrscheinlichkeit um etwa eine Zehner-
potenz pro Stufe der Oberschwingung im NIR-Spektrum nur wenige Banden mit
ausreichender Intensitdt zu finden. Im Spektrum dominieren daher Oberténe und
Kombinationsbanden der Valenzschwingungen von C-H, N-H und O-H. [121]

Charakteristisch fiir NIR-Absorptions-Spektren sind breite, iiberlappende Ban-
den, die fiir die Strukturaufklarung mehratomiger Molekiile weniger geeignet sind

als MIR-Spektren. Eine Ausnahme bilden Untersuchungen zu Wasserstoftbriicken-
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bindungen, speziell zur Struktur fliissigen Wassers. [122] Banden-Verschiebungen
auf Grund einer Anderung der chemischen Umgebung machen sich im NIR wesent-
lich stirker bemerkbar als im MIR, da diese Anderungen sich mit jeder Stufe der

Oberschwingung stérker auswirken.

Vor allem NIR-Absorptions-Spektren von Systemen mit Wasserstoffbriicken zei-
gen eine starke Abhéngigkeit von der Struktur, Polaritdt und Temperatur des
Losungsmittels sowie von anderen gelosten Stoffen. Die auftretenden Banden-
Verschiebungen kénnen zur quantitativen Bestimmung von Substanzen genutzt wer-
den, die selbst keine NIR-Banden zeigen. Auf diesem Weg konnten bereits die Kon-

zentrationen bestimmter Salze, z. B. in Lebensmitteln, bestimmt werden. [123]

Das Haupteinsatzgebiet der NIR-Spektroskopie liegt heute in der quantitativen
Analyse, vor allem in Kombination mit modernen chemometrischen Methoden. Die
schwachen Intensitdten der NIR-Absorptionen lassen im Vergleich zum MIR- oder
UV /VIS-Bereich lange Wegldngen zu und die Proben kénnen ohne grofie Vorberei-

tung vermessen werden. [124]

Es gibt zahlreiche Anwendungsbeispiele der NIR-Spektroskopie bzw. der NIR-
Spektroskopie in Verbindung mit Chemometrik in der Literatur. Exemplarisch sei-
en hier einige neuere Ubersichtsartikel [121, 122, 125-131] angegeben. Die Anwen-
dungen reichen z.B. von der reinen Grundlagenforschung iiber die Ermittlung des
Feuchtigkeits-, Protein- und Olgehalts verschiedener Getreidesorten, die Untersu-
chung von rohen und verarbeiteten Lebensmitteln sowie von Fasern und Polymeren,
der quantitativen Bestimmung von Férbemitteln in der Texilindustrie bis bin zur
On-line- und In-line-Kontrolle chemischer und pharmazeutischer Prozesse. Gera-
de im pharmazeutischen Bereich findet diese Technik ein breites Einsatzgebiet, da
sowohl die verwendeten Chemikalien, der Herstellungsprozess und auch das ferti-
ge Produkt nicht nur analysiert, sondern auch validiert werden miissen. Die NIR-
Spektroskopie ist eine anerkannte Validierungsmethode. Auch die Biomedizin und
Klinische Chemie sind interessante Gebiete. Hier werden die Grundlagen zur quanti-
tativen Bestimmung von Blut-, Gewebe- und Urinuntersuchung gelegt. Einige dieser
Verfahren werden nicht-invasiv durchgefiihrt. Gerade nicht-invasive Messungen er-
fordern flexible, an die Probe und Aufgabenstellung angepasste Spektrometer und

Aufbauten.
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4.3 Experimenteller Aufbau

Die NIR-Messungen werden an verschiedenen Gerdten durchgefiihrt, die hier kurz
vorgestellt werden. Desweiteren wird die In-vivo-Adaption eines dispersiven und
eines FT-NIR-Spektrometers beschrieben.

4.3.1 Aufbau des FT-Spektrometers

Abb. 4.3 A zeigt den schematischen Aufbau eines Fourier-Transform (FT) Spektro-
meters (Vector22/N-C, Bruker), der Strahlengang fiir die Messung im Probenraum
ist eingezeichnet. Abb. 4.3 B zeigt eine Detail-Photographie des Probenraums.
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Abb. 4.3: A: Schematischer Aufbau des FT-Spektrometers (Vector22/N-C, Bruker). [132]

B: Blick in den Probenraum des Spektrometers.

Das Licht der internen Wolfram-Lampe (Q) durchlauft zuerst das aus zwei Spie-
geln und einem Quarz-Strahlteiler bestehende Michelson-Interferometer (d) und an-
schliefend die Probe, bevor es auf den Detektor (D) fokussiert wird. In diesem
Gerat konnen drei verschiedene Detektoren verwendet werden: ein Peltier-gekiihl-
ter InGaAs-Detektor (12800-4000cm™"') und ein luftgekiihlter InGaAs-Detektor
(10000-6000 cm ™). Der luftgekiihlte InGaAs Detektor ist sehr sensitiv und wird
normalerweise in Raman-Spektrometern verwendet. Zur besseren Unterscheidung
wird er von nun an als Raman-Detektor bezeichnet. In Abb. 4.4 sind die Empfind-
lichkeitskurven der drei Detektoren gezeigt. Die Lichtquelle wird mit 12,2+0,1V
und 2,924 0,1 A betrieben, dies entspricht einer Energie von 11,2 W und laut Her-
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4.3 Experimenteller Autbau

stellerangaben einer Temperatur der Glithwendel von 3000 K. Das Spektrum der
Lichtquelle entspricht einem schwarzen Strahler mit einer Temperatur von 3000 K

und zeigt im NIR-Bereich keine nennenswerten Schwankungen. [133]
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Abb. 4.4: Empfindlichkeitskurven der drei Detektoren des Vector22/N-C.

Die Empfindlichkeitskurven der Detektoren wurden erstellt, indem Leerkanal-
Messungen mit den verschiedenen Detektoren durchgefithrt wurden. Fiir die Ge-
Diode und den gekiihlten InGaAs-Detektor wurden zwei Lochplatten im Strahlen-
gang als Abschwicher verwendet, fiir den Raman-Detektor sogar vier Abschwécher.
Die weiteren Messungen wurden mit den beiden InGaAs-Detektoren durchgefiihrt,
da diese die hohere Sensitivitdt zeigen und gerade In-vivo-Messungen konnen nur
mit extrem sensitiven Detektoren durchgefiihrt werden. Die In-vivo-Messungen
werden ohne Abschwécher durchgefiihrt. Fiir die In-vitro-Studien wird ein varia-
bler Abschwiicher eingesetzt, der so eingestellt wird, dass maximal 26500 count/s
vom Detektor registriert werden. Der abrupte Einbruch des Raman-Detektors bei
10000 cm ™! entsteht durch ein vor dem Detektorelement angebrachtes Filter, das
das Detektormaterial vor einer Lichtséttigung schiitzt.

Das Spektrometer ist ein Einstrahlgeridt. Um Referenzspektren (I) aufnehmen
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

zu konnen, wird ein drehbarer Probenhalter verwendet. Auf der einen Seite ist die
Probe befestigt, die andere Seite ist offen.

Das verwendete Messprogramm ist OPUS (Bruker). Die Daten werden direkt mit
QUANT-2, einem Chemometrik-Programmpaket von OPUS, weiterbehandelt oder
fiir die Bearbeitung mit anderen Programmen in ASCII-Daten umgewandelt. Eine
komplette Liste der fiir die Messungen am Vector22/N-C verwendeten Parameter

ist im Anhang A zu finden.

In-vivo-Adaption

Fiir die In-vivo-Messungen musste das Spektrometer mit einem Glasfaseranschluss
versehen werden. Eine schematische Darstellung des Strahlengangs ist in Abb. 4.5 zu
sehen. Das Licht von der Glasfaser wird von einem Parabolspiegel (S7) gesammelt
und anschlieBend iiber zwei plane Spiegel (S54+S6) in das Interferometer gelenkt.
Diese beiden Spiegel ersetzen dabei den Beamlift (S5, Abb. 4.3). Zusétzlich wird die

interne Lichtquelle iiber das Messprogramm abgeschaltet.

X

F E
Spiegelreflexkamera,
A: Stromversorgung S1-S6: Spiegel Auge,
B: Kontroll Elektronik D: Detektor Lichtquelle
C: Lichtquelle Q: Lichtquelle
D: Interferometerraum ST:  Strahlteiler
E: Probenraum G: 2m Glasfaser

F: Detektorraum
G: Glasfasereinkopplung

Abb. 4.5: Schematische Darstellung des FT-Spektrometers (Vector22/N-C, Bruker) ange-

passt fiir In-vivo-Messungen.

Neben diesen Anderungen am Spektrometer wird zusitzlich eine Ein- und Aus-

koppeleinheit zur Messung am Auge bendétigt. Diese wird in Kap. 4.3.4 vorgestellt.
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4.3 Experimenteller Autbau

4.3.2 Dispersiver Aufbau

Neben dem FT-Spektrometer wird auch ein dispersives Spektrometer mit einem
Diodenarray als Detektor eingesetzt (s. Abb. 4.6). Das Gerit besteht aus einem Flat-
Field-Spektrographen (Abb. 4.6 B, CP140-1821, Jobin Yvon) und einem InGaAs-
Diodenarray-Detektorsystem (IKS-Optoelektronik).

Abb. 4.6: A: Messaufbau fiir In-vitro-Messungen mit einem dispersiven Spektrometer. B:

Das Spektrometer. C: Die Probenkammer.

Der Spektrograph ist ein sehr kompaktes Geréit (HBL: 1102 120 x 150 mm) mit
einem fixierten Gitter, das fiir den spektralen Bereich von 700-1700 nm optimiert
ist.

Das verwendete Diodenarray besteht aus 512 Dioden (Elementabstand 50 pym, Ele-
menthohe 1 mm), umfasst einen spektralen Bereich von 0,8-1,7 yum und wird ther-
moelektrisch gekiihlt (3-stufig), die Warmeabfuhr erfolgt iiber eine Wasserkiihlung.
Die Ausleserate liegt bei 107 Elemente/s, zwei Pixel sind fehlerhaft (Nr. 256 und
107). Je nach Ausrichtung von Spektrometer und Array zueinander liegt die Mitte
des Spektrums bei 1300 nm bzw. 1700 nm.

Zur Einkopplung der Glasfaser wird ein angepasster Adapter verwendet, der das

Ende der Faser direkt vor dem Festspalt platziert. Dadurch wird die spektrale
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Auflésung erhoht im Vergleich zu einer Messung, die nur mit einem Faseradapter
ohne Festspalt durchgefiihrt wird (s. Abb. 4.7). Die beiden Spektren sind auf die
Bande bei 9899 cm ™! normiert. Das Spektrometer kann iiber das Programm Xlab

(IKS Optoelektronik) und ein IEEE-488 Interface angesteuert werden.
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Abb. 4.7: Vergleich der Spektren einer Hg-Lampe (A = 254nm) mit und ohne Festspalt

zwischen Glasfaser und dispersivem Spektrometer (¢ = 10ms).

Fiir Kiivetten-Messungen mit diesem Gerdt wurde eine Probenkammer gebaut,
deren Optik der des In-vivo-Aufbaus entspricht, um vergleichbare Messbedingungen
zu haben. Die getffnete Probenkammer ist in Abb. 4.6 A und als Nahaufnahme
in Abb. 4.6 C zu sehen. Der Boden ist einer Lochplatte, wie sie bei Lasertischen
iiblich ist, nachempfunden. Sowohl der Deckel als auch die Seitenteile kénnen ent-
fernt werden, um Zugriff auf die Probe zu erhalten bzw. die Optik zu justieren. Ein
schematischer Aufbau ist in Abb. 4.8 zu sehen.

Das Licht einer Wolframlampe (12V, 30 W, Osram) wird auf die Probe und an-
schliefend auf die Glasfaser fokussiert. Die Lichtquelle wird mit einem CPU-Liifter
gekiihlt, um die Aufheizung des Probenraums zu minimieren. Die Glasfaser ist

so befestigt, dass sie in zwei Achsen justiert werden kann. Das dispersive NIR-
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4.3 Experimenteller Autbau
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Abb. 4.8: Schematische Darstellung der Optik in der Probenkammer.

Spektrometer ist extrem sensitiv. Um eine Detektorsattigung zu vermeiden, muss
die Intensitédt des einfallenden Lichts reguliert werden. Dies kann durch das Ein-
bringen von Lochplatten in den Strahlengang geschehen. Die verwendeten Linsen
sind Quarzlinsen (Suprasil, Schott), da dieses Material sowohl im NIR als auch im
UV durchlissig ist und die Probenkammer so auch mit dem UV-Spektrometer (s.

Kap. 3.2) kombiniert werden kann.

4.3.3 Externe Messungen

Um den Einfluss des Geréts auf die Ergebnisse der In-vitro-Messungen zu untersu-
chen, wurden zusétzliche Testmessungen an externen Gerédten durchgefiithrt. Dabei
wurden Glucose/Wasser-Mischungen an den in Tab. 4.1 aufgefithrten Gerédten mit
folgenden Parametern vermessen.

Da sich das AOTF-Spektrometer (InfraPrime, Bran+Luebbe) grundlegend von

den bisher vorgestellten unterscheidet, wird dessen Funktionsweise genauer erldutert.

AOTF-Spektrometer

Abb. 4.9 zeigt den schematischen Strahlengang eines AOTF-Spektrometers (Infra-
Prime, Bran+Luebbe).

Die Technik der AOTF-Filter (Acousto-Optic-Tunable-Filter) beruht auf der Tat-
sache, dass sich die Wellenldnge einer Schallwelle in einer Substanz &ndert, wenn sich
die Frequenz des Schalls dndert. Die Schallwelle formt eine Serie von Regionen mit
hoher und niedriger Dichte, an denen sich das Licht bricht (s. Abb.4.10). Es bildet

sich ein durch die Frequenz modulierbares Gitter aus. [121,135]
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Tab. 4.1: Zusammenstellung der fiir externe Messungen verwendeten NIR-Spektrometer und der Parameter.

Firma ABB Bran-+Luebbe JASCO
Gerit MB 160 InfraPrime InfraProver V-570
Prinzip FT-Spektrometer AOTF Polarisations- dispersiv
(2-Strahl) Interferometer (2-Strahl)
Lichtquelle IR-Quarz-Halogen | Wolfram-Halogen Halogen Halogen
Detektor InAs InGaAs PbS PbS
Spektraler Bereich 3800-14000 cm ~* 590011000 cm™! | 4000-10000 cm~! | 4000-30300 cm !
700-2600 nm 900-1700 nm 1000-2500 nm 330-2500 nm
Auflésung 16cm™! 3,5cm ™t 12cm™! 14cm™!
0,4nm 2nm 0,6 nm 0,5nm
Anzahl an scans 64 1 ) 1
Kiivette Glasrohrchen fiir GC Durchfluss Durchfluss Rechteck
Schichtdicke 5mm 1/10mm I mm 5 mm
Temperatur 37°C, temperiert RT RT ca.37°C
Anzahl an Proben 63 21/36 36 60
Glucose [mg/dl] 10-300,500, 700, 10-300, 500 10-300, 500 10-300, 500, 700,
800, 900 750, 850
Chemometrik- PLSPlus/1Q Sesame 3.1 Sesame 3.1 Spectra Manager
Software
Algorithmen PLS MLR, PLS, PCR | MLR, PLS, PCR PLS

GC: Gaschromatographie, AOTF: Acousto-Optic-Tunable-Filter.
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4.3 Experimenteller Autbau

| HF: Hochfrequenz

-

AOTF-Kristall

Abb. 4.9: Schematischer ~ Strahlengang eines ~AOTF-Spektrometers (InfraPrime,
Bran+Luebbe). [134]

In einem Spektrometer wird der Effekt folgendermaflen umgesetzt: Ein Piezo-
elektrisches Element wird an ein im NIR durchléssiges Material, dem AOTF-Kristall,
angebracht. Im Kristall wird durch das Anlegen einer Wechselspannung (AC-Signal)
eine Schallwelle erzeugt. Die Tonhohe d des Schalls im Kristall ist durch das Verhalt-
nis der Fortpflanzungsgeschwindigkeit v und der Frequenz f des AC-Signals gegeben.
Eine Anderung der Frequenz fithrt zu einer Anderung des Abstands der Gitterstri-
che und damit zu einer Anderung der Wellenlinge des daran gebrochenen Lichts.
Wird z. B. TeO, als Kristall eingesetzt, so liegen die Werte fiir dieses Material bei:
d = 8,2um, v = 616ms~! und f = 75MHz. Die eingesetzte Schallwelle ist eine
Ultraschallwelle und damit fiir den Menschen nicht hérbar. [135]

An dem im Kristall generierten Gitter bricht sich das einfallende Licht. Es ent-
steht ein ordentlicher und ein auflerordentlicher Strahl, die beide exakt dieselbe
Wellenlédnge aber verschiedene Polarisations-Richtungen haben. Im Fall des Infra-
Prime wird der eine Strahl auf die Probe gelenkt und der zweite fiir die Referenz
verwendet. Als Detektoren dienen zwei InGaAs-Detektoren. Es ist ein echtes 2-
Strahl-Gerét. [134] Die Wellenldnge der resultierenden Lichtstrahlen wird durch
Frequenzidnderung der Schallwelle moduliert. Der AOTF-Effekt ist ein tempera-
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen
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Abb. 4.10: Diffraktion an einem akusto-optischen Gitter. [135]

turkritischer Effekt. Daher wird die Temperatur im Spektrometer mit mehreren

Temperaturfithlern gemessen.

4.3.4 In-vivo-Aufbau

Als In-vivo-Aufbau wird die Ein- und Auskopplung des Lichts am Auge bezeich-
net. [46-48] Er ist so konzipiert, dass sowohl das FT-Spektrometer (Kap. 4.3.1) als
auch das dispersive NIR- bzw. UV-Spektrometer (Kap. 4.3.2 bzw. 3.2) iiber eine
Glasfaser angeschlossen werden kann. Verwendung findet eine Quarzfaser mit ei-
nem Durchmesser von 1 mm und eine Linge von 2m (Optran WF 1000/1100 N,
CeramOptec). Die Faser ist fiir Messungen im NIR ausgelegt, kann aufgrund ihrer
optischen Eigenschaften aber auch im UV/VIS eingesetzt werden (s. Abb. 4.11).
Abb. 4.12 zeigt schematisch die Ein- und Auskoppeleinheit vor dem Auge. In
Abb. 4.13 sind Photographien des Aufbaus, auch am Probanden, zu sehen. Die
Lichtquelle ist eine luftgekiihlte Wolfram-Lampe (12V /30 W, Modell 64261, Os-
ram), die stromstabilisiert mit einer Stromstédrke von 2,5A betrieben wird. Das
Lampengehéuse, das auch den Spiegel und den Kollimator enthélt, wird durch einen
CPU-Liifter gekiihlt. Zusétzlich ist das Gehéduse mit Kiihlrippen bestiickt. Das Licht
wird dann mit zwei Plan-Convex-Linsen auf das Auge fokussiert. Der Focusdurch-
messer ist mit einer Irisblende einstellbar. Das an der Augenlinse reflektierte Licht
wird wieder von zwei Plan-Convex-Linsen auf die Glasfaser fokussiert. Die zweite
Irisblende dient dazu, z.B. von der Hornhaut reflektiertes Licht abzublocken. Die
Glasfaser ist in der Fokusebene einer Spiegelreflexkamera (OM-1, Olympus) befes-
tigt. Dies erlaubt dem Experimentator eine visuelle Kontrolle der Fokusposition auf

der Augen-Linse, solange der Spiegel der Kamera hochgeklappt ist, und spektrosko-
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Abb. 4.11: Optische Eigenschaften der verwendeten Glasfaser (Optran WF 1000/1100 N,
CeramOptec). Aufgetragen ist die Dampfung (attenuation) gegen die Wel-
lenlénge. [136]

pische Messungen, sobald die Kamera ausgeltst wird. Das Ende der Glasfaser fiihrt
zu einem Spektrometer, mit dem das transmittierte Licht detektiert wird.

Je nach Einsatzgebiet werden vor dem Auge noch Filter eingesetzt. Fiir UV-
Messungen wird ein Kantenfilter(KG 1, Schott) verwendet, der Licht unterhalb von
380 nm abschneidet. Fiir NIR-Messungen wird ein Kantenfilter (RG 655 1.0, Schott)
benutzt, der nur Licht oberhalb von 655 nm (15250 cm ™) durchlisst. Zusitzlich wird
bei Messungen mit dem F'T-Spektrometer direkt vor der Glasfaser ein weiteres Filter
(RG 850 1.0, Schott) angebracht, das Streulicht des He:Ne-Laser im Interferometer

unterdriickt.

4.4 Chemikalien und Referenz—Analytik

In-vitro-Messungen

Fiir die In-vitro-Messungen werden D-(+)-Glucose (wasserfrei fiir biochemische Zwe-
cke), L-(+)-Ascorbinsdure (reinst), D,L-Milchséure (reinst) und Harnstoff (reinst)
verwendet. Die chemischen Strukturen der verwendeten Chemikalien sind in

Abb. 4.14 angegeben. Glucose liegt in wéssriger Losung in mehreren Formen vor.
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Abb. 4.12: Schematische Darstellung des Strahlengangs der Ein/Auskopplung vor dem
Auge.

Abb. 4.13: Photographien des In-vivo-Aufbaus (A) und von B. Schrader (B) und P. Meuer
(C) wihrend einer Messung. Bild B zeigt eine Seiten- und Bild C eine Frontal-

aufnahme des Aufbaus.
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4.4 Chemikalien und Referenz—Analytik

Die Mutarotation der Glucose ist ebenfalls in Abb. 4.14 dargestellt zusammen mit

den im Gleichgewicht vorliegenden prozentualen Anteilen.

OH OH
0 0
HO HO
HO H =~ HO OH
OH OH
OH H

o-D-(+)-Glucose B-D-(+)-Glucose
(36,4 %) (63,6 %)
HO OH
— H,C
HN™ “NH, 6" o T OH HO  OH
OH
Harnstoff L-(+)-Ascorbinsaure D,L-Milchsaure
(CH/N0) (CeH3O5) (CsHg03)

Abb. 4.14: Mutarotation von Glucose in Wasser und Strukturformeln der vermessenen

Substanzen.

Die Proben fiir die NIR-Spektroskopie werden am Tag der Messung frisch ange-
setzt. Die Chemikalien werden fiir jede Probe getrennt eingewogen und mit ultrarei-
nem Wasser aufgefiillt. Durch die getrennte Einwaage jeder Probe enstehen vonein-
ander unabhéngige Proben. Proben, die aus einer Stammlésung als Verdiinnungs-
reihe hergestellt werden, sind voneinander abhingig. Diese Unabhéngigkeit der Pro-
ben ist fiir die statistische Auswertung von entscheidender Bedeutung. Das Reinst-
Wasser wird im Allgemeinen mit 0,05 % Natriumazid (NaN3) versetzt, um die Pro-
ben zu konservieren.

Die Konzentrationen der Glucoselosungen werden parallel im Klinischen Labor
der Neurologischen Klinik Wiirzburg bestimmt. Die Bestimmung erfolgt nach der
Hexokinase-Methode an einem Hitachi 911 (Roche). Das Gerét weist eine tagesun-
abhidngige Genauigkeit von < 0.5 % auf. Diese Daten werden spéter zur Auswertung
herangezogen.

Bis zur Messung werden die Proben zunéchst bei ca 35°C vortemperiert. Dies
vermindert eine storende Blaschenbildung in der Kiivette.

Die In-vitro-Messungen werden mit Thermokiivetten (Hellma) mit 1 bzw. 5 mm

Durchmesser durchgefiihrt. In Abb. 4.15 zeigt eine Thermokiivette im drehbaren
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Halter. Die Kiivetten haben rund um die Probe herum einen Wassertank, der mit
einem herkémmlichen Thermostaten in der Regel auf 37°C £ 0, 1°C temperiert wer-
den. Vor der eigentlichen Messung werden die befiillten Kiivetten zusétzlich 5-10 min
im Strahlengang temperiert, nach dieser Zeit hat sich eine Temperaturkonstanz ein-
gestellt. Direkt vor der Messung wird die Probe noch auf Bldschen untersucht und
die Blaschen gegebenenfalls entfernt. Als Hintergrundspektrum dient ein Luft- bzw.
Leerkanalspektrum, das direkt vor der eigentlichen Messung und fiir jede Messung

neu aufgenommen wird.

Abb. 4.15: Der drehbare Kiivettenhalter mit einer Thermokiivette (ohne Wasser-

schlduche).

Zur Temperaturkontrolle werden mehrere Sensoren (Dallas DS1820) eingesetzt,
die, soweit nicht anders angegeben, sowohl die Raumtemperatur als auch die Tempe-
raturen im Probenraum und im Wasserablauf der Kiivette aufzeichnen. Die Sensoren
werden iiber ein Interface an den Parallel-Anschluss eines Computers angeschlossen
und iiber ein DOS-Programm (Hygrotec) ausgelesen. Das Programm erlaubt eine
individuelle Einstellung des Messzeitintervalls.

Bei mehreren Messzyklen von Glucoselsungen wurde der pH-Wert der einzelnen
Proben bestimmt. Dabei hat sich gezeigt, dass sich der pH-Wert nicht signifikant
dandert und auch in diesem Fall keinen Einfluss auf die chemometrische Auswertung

hat. Bei weiteren Messungen wurde der pH-Wert daher nicht bestimmt.

In-vivo-Messungen

Um eine Anderung der Blutglucose-Konzentrationen hervorzurufen, unterzieht sich
der Proband einem standardisierten Glucose-Toleranz-Test. Bei einem Glucose-

Toleranz-Test wird dem niichternen Probanden eine definierte Menge Glucose oral
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4.4 Chemikalien und Referenz—Analytik

zugefithrt. Die Formulatur Dextro O. G-T. (Roche) entspricht 75 g Glucose, wel-

che in schwarzem Johannisbeersaft gelost sind. Die in der Formulatur enthaltenen
Kohlehydrate (Mono- und Oligosaccharide) werden im Verdauungstrakt in Gluco-
se gespalten, welche dann vom Korper aufgenommen wird und einen Anstieg des
Blutzuckerspiegels hervorruft. Der Anstieg und Abfall des Blutzuckerspiegels wird
dann {iber zwei bis drei Stunden verfolgt. Ein typischer Verlauf der Blutzuckerwerte

wahrend eines oralen Glucose-Toleranz-Tests ist in Abb. 4.16 dargestellt.
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Abb. 4.16: Typischer Verlauf der Blutzuckerwerte wihrend eines oralen Glucose-Toleranz-

Tests.

Fiir die In-vivo-Messungen trinkt der niichterne Proband 300ml Dextro O.G-
T. innerhalb von 5min. Im Anschluss werden iiber mindestens drei Stunden alle
10 min In-vivo-Spektren der Augenvorderkammer aufgezeichnet. Parallel werden alle
10min die Blutzuckerwerte bestimmt. Dies geschieht mit einem Selbstmessgerét

(AccuTrend, Roche).
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

4.5 NIR-Spektren

NIR-Absorptions-Spektren weisen meist breite, sich iiberlappende Banden auf. Bei
einer quantitativen Auswertung werden daher im Allgemeinen statistische Methoden
verwendet. Deren Anwendung wird durch die Kenntnis der Bandenlagen erleichtert.
Aus diesem Grund werden im Folgenden die NIR-Absorptions-Spektren von Wasser,

Glucose, Ascorbinsdure, Milchsdure und Harnstoff dargestellt und diskutiert.

4.5.1 Wasser

Wasser ist der Hauptbestandteil menschlichen Kammerwassers und wird als
Losungsmittel fiir die In-vitro-Proben verwendet. Das NIR-Absorptions-Spektrum

von Wasser mit einer Schichtdicke von 5 bzw. 1 mm ist in Abb. 4.17 dargestellt.
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Abb. 4.17: NIR-Absorptions-Spektrum von Wasser mit einer Schichtdicke von 5mm (—)
und 1mm (- -) (Vector22/N-C, 64 scans, Auflosung 8 cm~!, 37°C).

Die Banden werden den Kombinationsmoden und Obertonen der drei OH-
Fundamentalschwingungen des Wassers zugeordnet. Die Bande bei 5235cm™? ist

die Kombination aus der Deformations- und asymmetrischen Streckschwingung
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4.5 NIR-Spektren

(0 4+ vas). Bei 6900 cm ™! erscheint die Kombination der beiden Streckschwingungen
(vs +vas) und bei 10613 cm ™! die Kombination des 1. Obertons der symmetrischen

und der asymmetrischen Streckschwingung (2vs + vag). [122]

In Bezug auf die Schichtdicke sieht man, dass die Intensitdt der Wasser-Bande
mit kleiner werdender Schichtdicke abnimmt. Fiir die NIR-Spektroskopie bedeutet
es, dass man entweder die Schichtdicke oder die zu untersuchende spektrale Region
auswéahlen kann. Fiir diese Arbeit ist die Schichtdicke durch die Vorderkammertiefe
des Auges gegeben, die ca. 5mm betragt. Bei dieser Schichtdicke sind die Berei-
che unterhalb von 5500 cm™" und zwischen 6400-7200 cm ™' spektroskopisch nicht
zugénglich, da die Wasser-Banden in diesen Bereichen zu intensiv sind und andere

Signale verdecken.

Die NIR-Absorptions-Spektroskopie wird insbesondere fiir wéssrige Proben ver-
wendet, da Wasser hier sehr viel schwéchere Banden zeigt als im MIR. Neben
den drei sehr breiten Banden gibt es im NIR-Bereich weitere schwichere Wasser-
Banden [122,137,138], deren Lage und Zuordnung in Tab. 4.2 zusammengefasst

sind.

Tab. 4.2: Bandenlagen und Zuordnung der OH-Schwingungen des Wassers (nach Ozaki

[122]).

Schwingung Schwingung

vs | 0 | vas | [em™!] vs | 0 | vas | [em™!]
0 1 0 1595 1 0 1 7250
1 0 0 3657 00 2 7445
0 0 1 3756 2 1 0 8762
0 2 0 3151 1 1 1 8807
0 3 0 4667 0 1 2 9000
1 1 0 5235 310 0 10600
0 1 1 5332 2 0 1 10613
1 2 0 6775 1 0 2 10869
0 2 1 6874 00 3 11032
2 0 0 7201
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Die breite vg + v45-Wasser-Bande bei 6900 cm~! besteht z. B. aus mehreren Ban-
den (6775, 6874, 7201, 7250 und 7445 cm™"), die erst in der zweiten Ableitung von
Messungen bei 5°C aufgelost werden koénnen. [139)

Zusétzlich zur Abhéngigkeit von der Schichtdicke zeigen NIR-Absorptions-
Spektren von Wasser eine starke Temperatur-Abhéngigkeit. In Abb. 4.18 A sind
NIR-Absorptions-Spektren von Wasser bei Temperaturen zwischen 31 und 40°C
dargestellt.

7082

A 0064 B
0.04 -

0.02

1 a3-40c!

Absorption
Differenz

0.00

-0.02 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9500 9000 8500 8000 7500 7000 6500 6000 9500 9000 8500 8000 7500 7000 6500 6000

-0.04

6711

Wellenzahl / cm™ Wellenzahl / cm™

Abb. 4.18: A: NIR-Absorptions-Spektrum von Wasser bei Temperaturen zwischen 31 und
40°C (Mittelwert aus drei Spektren, Vector22/N-C, d = 1mm, 100 scans,
8cm ™!, Raman-Detektor). B: Differenz-Spektren von Wasser, als Referenz

dient das 31°C-Spektrum.

Mit der Temperaturdnderung dndern sich auch die Bandenlage der prominenten
va+vas-Bande bei 6900 cm ™. Abb. 4.18 B zeigt die zugehorigen Differenz-Spektren,
die gebildet werden, indem das 31°C-Spektrum von den anderen subtrahiert wird.
Die Bande bei 7082 cm ™! wird mit Erhohung der Temperatur stiirker, wihrend die
Bande bei 6711 cm ™! schwicher wird. Dies korreliert mit den Ergebnissen von Maeda
et al. [139], die NIR-Absorptions-Spektren von Wasser zwischen 5 und 85°C bei einer
Schichtdicke von 1 mm aufgenommen haben. In diesem Fall reicht die Verschiebung
der v4 + vag-Bande von 7050 bis 6844 cm ™.

Die Abhéngigkeit der Wasser-Spektren von Temperatur, Elektrolytzugabe und
pH-Wert haben ihren Ursprung in der Anderung der komplexen Wasser-Struktur
und sind auf das Gleichgewicht zwischen freien und verbriickten OH-Gruppen

zuriickzufithren. [137] Dieses Phénomen ermdoglicht u.a. NIR-spektroskopische-
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4.5 NIR-Spektren

Untersuchungen der Wasser-Struktur und Studien an Eis [122] genauso wie die Vor-
hersage von Temperatur, pH-Wert oder Schichtdicke.

Neben der Temperatur werden NIR-Absorptions-Spektren von Wasser auch durch
die Zugaben von Ionen wie z. B. Natriumchlorid beeinflusst. [140,141] Die Elektro-
lytzugabe verursacht eine Verdnderung der Bandenformen und der Basislinie. Eine
NaCl-Zugabe zu Glucose/Wasser-Losungen mit Glucose-Konzentrationen im phy-
siologischen Bereich bewirkt nur geringfiigige spektrale Anderungen [141] bzw. eine
geringe Verschlechterung der Vorhersage der Glucose-Konzentrationen. [39]

Auch Anderungen des pH-Werts verursachen spektrale Anderungen. Es ist so-
gar moglich, die Titration von Essigsdure bzw. Phosphorsdure gegen Natronlauge
spektroskopisch zu verfolgen. [142] Die pH-Abhéngigkeit der Spektren ist fiir die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen nicht relevant, da Glucose keine nen-
nenswerte Anderung des pH-Werts hervorruft. Bei verschiedenen Messzyklen wurde
fiir jede frisch angesetzte Probe der pH-Wert bestimmt, dieser dndert sich fiir eine
Messreihe um maximal 0,06 Einheiten. Ein Einfluss auf die statistische Auswertung
konnte nicht festgestellt werden.

Es zeigt sich, dass sich die pH-Werte der Proben nicht signifikant &ndern. Auch
die pH-Werte des verwendeten Reinst-Wassers zeigen iiber mehrere Wochen keine
signifikanten Anderungen. Daher wurde der pH-Wert bei den weiteren Messungen

reiner Glucose/Wasser-Mischungen nicht mehr bestimmt.

4.5.2 Glucose

Die NIR-Absorptions-Spektren wissriger 1-10%ige-Glucoselosungen (s. Abb. 4.19
A) unterscheiden sich auf den ersten Blick kaum vom Spektrum reinen Wassers mit
gleicher Schichtdicke (s. Abb. 4.17). Lediglich an den mit Pfeilen angezeichneten
Bereichen zeigen sich kleine spektrale Verdnderungen, die durch die unterschiedli-
chen Glucose-Konzentrationen hervorgerufen werden. Eine Erhohung der Glucose-
Konzentration bewirkt eine Verstirkung der Bande bei 6900 cm™! und dem Bereich
um 4630cm™! bzw. eine Intensitiit-Verminderung im Bereich um 6230cm™!. Die
spektralen Verdnderungen liegen im Bereich der Wasser-Banden bzw. in den Flan-
ken der Wasser-Banden. Dies wirft die Frage auf, ob die spektralen Verdnderungen

durch echte Glucose-Banden bzw. durch eine Anderung der Wasser-Struktur, wie
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

sie auch durch Zugabe von Elektrolyten [140] hervorgerufen wird, verursacht wird.

Das Wasser-Spektrum dominiert die Spektren wéssriger Glucoselésungen. Stéarke-
re Unterschiede und Banden treten erst zu Tage, wenn das Wasser-Spektrum vom
Spektrum der Glucoselésungen subtrahiert wird. Diese Differenz-Spektren gegen
Wasser sind fiir 1-10%ige Glucoselésungen in Abb. 4.19 B fiir den vermesse-
nen Spektralbereich von 4000-11500 cm ™! und als Ausschnitts-VergroSerungen in
Abb. 4.19 a-—c fiir die Spektralbereiche von 4000-6000 cm ™!, 5500-8000 cm~! und
8000-11000 cm™! dargestellt. Die Glucose-Differenz-Spektren weisen besonders im
Bereich 4000-8000 cm ™! eine Vielzahl von positiven und negativen Banden auf. Die
Bandenlagen und wahrscheinliche Zuordnung der Differenzbanden sind in Tab. 4.3

zusammengefasst.

Das negative Dublett bei 6900 und 7090 cm™! wird von Berentsen et al. [143] durch
Anderungen der Wasser-Struktur aufgrund der steigenden Glucose-Konzentration
erklirt. Anderungen in der Wasser-Struktur sollten daher auch die Ursache fiir wei-
tere negative Banden bei 4170, 4350, 5015, 5290, 8695 und 10435 cm ™! sein, wobei
die Banden bei 4170 und 4350 cm ™! keiner HyO-Mode zugeordnet werden konnen.
Die Banden bei 5015 und 5290 cm~! entsprechen den Flanken der § + v45-Wasser-
Bande bei 5235 cm ™! und das negative Dublett bei 6870 und 7090 cm ! der 28 + v45-
Mode des Wassers bei 6874 cm™!. Im Bereich oberhalb von 8000 cm ™ liegen meh-
rere Wasser-Banden. Das Wasser-Spektrum zeigt bei 8762 cm ™! die 2vg + 6-Bande
und bei 8807 cm™! die vg + d + v45-Bande. [122] Diese beiden Banden bilden wahr-
scheinlich den Ursprung der negativen Bande bei 8965 cm ™! im Glucose-Differenz-
Spektrum. Die schwache Bande im Glucose-Differenz-Spektrum bei 10435 cm ™! fin-
det ihre Entsprechung in den 3vg- und 2vg 4+ v 5-Banden im Wasser-Spektrum bei
10600 bzw. 10613 cm ™.

Die positiven Banden im Differenz-Spektrum enthalten Glucose-spezifische In-
formationen. Da das Glucose-Molekiil (s. Abb. 4.14) ausschliefilich aus Kohlen-
stoff, Wasserstoff und Sauerstoff besteht, finden sich im NIR-Spektrum Banden
von OH-, CH-, CCH- und OCH-Schwingungen, wobei die Oberténe der OH-
Glucose-Schwingungen mit denen des Wassers korrelieren. Khalil [5] hat mdgliche
NIR-Banden von Glucose ausgehend von den bekannten Fundamentalschwingun-
gen berechnet. Die Fundamentalschwingungen sind die CH-Streckschwingungen bei
2947 cm ™! und 2961 cm ™! und die OH-Streckschwingung bei 3550 cm ™. [144-147]
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Tab. 4.3: Bandenlagen und moégliche Zuordnung der Glucose-Banden im NIR-Differenz-

Spektrum mit Wasser als Referenz (alle Angaben in cm™1).

Experimentell Literatur
positiv | negativ Zuordnung
4170
4305 4299 v(CH)+0(CCH,0CH)?
4350
4397 4422 v(CH)+6(CCH,0CH)f
4718
5015 5235 §(OH)+v45(OH)?!
5290 5235 §(OH)+v45(OH)?!
5782 (S)
5913 (S) 5924 2v(CH)!
6299 6510 v(OH)+v(CH)f
6870 6874 20(OH)+v45(OH)}
7090 6874 20(OH)+v45(OH)}
7102 2v(OH)f
8762, 2v5(OH)+5(OH),
8695 8807 | vg(OH)+(OH)+v45(OH)!
8881 3v(CH)!
10600, 3vs(OH),
10435
10613 2v5(OH)+v45(OH)*
10650 3v(OH)f

 Glucose-Banden nach [5]; ¥ Wasser-Banden nach [122]; (S) Schulter

Im NIR-Differenz-Spektrum liegen bei 4305cm™! und 4397 cm™! die Kombinati-
onsbanden der CH-Streckschwingung und der CCH, OCH-Deformationsschwingung.
Eine weitere Bande liegt bei 4718 cm™!, die nicht eindeutig zugeordnet werden
kann. Den ersten Oberton der CH-Streckschwingung erkennt man als Schulter
bei 5913 cm™! und bei 6299 cm™! liegt die Kombinationsbande der OH- und CH-

Streckschwingungen.
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4.5 NIR-Spektren

Sowohl die Temperatur als auch der pH-Wert beeinflussen hauptsachlich das pro-
minente Wasser-Spektrum. Die Auswirkungen von pH-Wert- und Temperatur- Ande-
rungen wurden bereits im vorangegangenen Kap. 4.5.1 beschrieben.

Fiir eine quantitative Auswertung von Glucose-Spektren kommen vor allem Be-
reiche in Frage, die Glucose spezifische Informationen enthalten. Unter Verwendung
kleiner Schichtdicken eignet sich vor allem der Bereich zwischen 4000 und 5000 cm ™1,
da hier die Absorption von Wasser gering ist. Eine Schichtdicke von 5 mm simuliert
die Schichtdicke der Vorderkammer bei Reflektion an der Linse. Mit dieser Schicht-
dicke sind nur Messungen oberhalb von 5500 cm ™! moglich. Unter Beriicksichtigung
der Glucose-Banden in NIR-Absorptions-Spektren kénnen die Bereiche zwischen et-
wa 5500-6500cm ™t und 7200-11500 cm ™! zur Auswertung herangezogen werden.
Die Begrenzung auf 11500 cm ™! hingt mit den Grenzen der Empfindlichkeit des

Detektors zusammen.

4.5.3 Milchsidure, Ascorbinsidure und Harnstoff

Das Kammerwasser ist eine komplexe wissrige Losung, die neben Glucose weitere
Stoffe enthélt, die ein NIR-Spektrum zeigen. Diese Stoffe konnen das NIR-Spektrum
der reinen Glucose verdndern und dadurch die Auswertung beeinflussen. Sie werden
auch als Querempfindlichkeiten verursachende Stoffe bezeichnet. Zu diesen Stof-
fen zéhlen Lactat mit einer Kammerwasser-Konzentration von 4,5 umol / ml, Ascor-
bat mit 1,06 pmol /ml und Harnstoff mit 6,1 umol /ml. Abb. 4.20 zeigt die NIR-
Absorptions-Spektren 10%iger wissriger Losungen der drei Substanzen im Vergleich
zu Wasser.

Die Spektren von Ascorbinsédure, Harnstoff und Milchsdure werden vom Wasser-
Spektrum dominiert, die Abweichungen im Bereich zwischen 5500 und 6300 cm™*
werden hauptséchlich durch die hohen Substanz-Konzentrationen hervorgerufen.
Einzig das Milchséure-Absorptions-Spektrum weicht in diesem Bereich von dem
des Wassers ab und man kann zwei Banden erkennen. Die Spektren sind mit einer
Schichtdicke von 5 mm aufgenommen worden, daher zeigt sich sowohl im Bereich un-
terhalb von 5400 cm~! als auch im Bereich der dominanten Wasser-Bande zwischen

6500 und 7200 cm~! Totalabsorption.

Genauere Unterschiede zwischen dem Wasser-Spektrum und denen der einzelnen
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4.0 —— Wasser
————— Ascorbinsaure =
3.5 -\ ---- Milchsaure
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Abb. 4.20: NIR-Absorptions-Spektren von 10%igen wissrigen Losungen von Wasser,
Ascorbinsidure, Harnstoff und Milchsdure (Mittelwert aus fiinf Spektren,

Vector22/N-C, d = 5mm, 100 scans, 8 cm~!, InGaAs-Detektor).

Substanzen kénnen erst nach Subtraktion des Wasser-Spektrums festgestellt werden.

In Abb. 4.21 ist das Differenz-Spektrum von Ascorbinsidure dargestellt.

Wie bereits bei der Diskussion der Glucose-Spektren im vorangegangenen
Kap. 4.5.2 finden sich im Differenz-Spektrum negative Banden, die vor allem durch
Anderungen der Wasser-Struktur aufgrund der steigenden Analyt-Konzentration
entstehen. Diese negativen Banden liegen bei 6578, 7163, 8130, 8714 und 10450 cm™*
und entsprechen weitestgehend den im Differenz-Spektrum von Glucose zugeordne-

ten Bandenlagen.

Positive Banden im Differenz-Spektrum enthalten die fiir die untersuchte Substanz
spezifischen Informationen. Ascorbinsdure zeigt drei Banden bei 5504, 5759 und
5870 cm™!, die in den Bereich des ersten Obertons der CH-Streckschwingung fallen.
[148-150] Vergleichbare Banden-Positionen und -Formen wurden von Blanco et al.

[151] ermittelt, die den Ascorbinsdure Gehalt in pharmazeutischen Formulierungen
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Abb. 4.21: Differenz-Spektrum von Ascorbinsdure gegen Wasser. (Mittelwert aus fiinf
Spektren, Vector22/N-C, d = 5mm, OPUS, 100 scans, 8cm™!, InGaAs-
Detektor).

untersuchten.

Im Gegensatz zu Ascorbinsdure ist Harnstoff ein sehr einfaches Molekiil, das im
NIR nur NH-Schwingungen aufweist. Der erste Oberton der NH-Streckschwingung
zeigt sich im Differenz-Spektrum (s. Abb. 4.22) als scharfe Bande bei 6585 cm ™! und
der zweite Oberton um 9900 cm . Beide Banden weisen eine gute Ubereinstimmung
mit der Literatur auf. [104, 148-150] Durch Anderungen in der Wasser-Struktur
hervorgerufene negative Banden liegen bei 6430, 7163, 8124, 8695 und 10450 cm .

Weitere signifikante Banden treten im Harnstoff-Differenz-Spektrum nicht auf.

Neben Ascorbinsdure und Harnstoff gehort auch Milchsdure zu den potenti-
ell Querempfindlichkeiten verursachenden Substanzen. Das Differenz-Spektrum von
Milchsdure gegen Wasser ist in Abb. 4.23 abgebildet. Auch Milchsédure beeinflusst
die Wasser-Struktur, wie die negativen Banden bei 5266, 6577, 7163, 8706 und
10400 cm ™! zeigen.
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Abb. 4.22: Differenz-Spektrum von Harnstoff gegen Wasser. (Mittelwert aus fiinf Spektren,
Vector22/N-C, d = 5mm, 100 scans, 8 cm ™!, InGaAs-Detektor).

Die Milchsdure spezifischen Banden liegen wie auch bei Ascorbinsdure
hauptséchlich zwischen den beiden prominenten Wasser-Banden zwischen 5400 und
6300 cm™! im Bereich des ersten Obertons der CH-Streckschwingungen [148-150).
Eine breite Bande liegt bei 5508 cm~!. Die Banden bei 5713, 5805, 5940 und
5980 cm ™! bilden ein Multiplett. Sinnaeve et al. [152] beobachteten in diesem Bereich
drei Banden. Zusitzlich ist eine Bande bei 8506 cm ™! erkennbar, die wahrscheinlich

dem zweiten Oberton der CH-Streckschwingung zugeordnet werden kann.

Die spezifischen Banden aller drei Substanzen zwischen 5400 und 11500 cm~! sind
in Tab. 4.4 im Vergleich zu den Glucose-Banden zusammengefasst. Die drei Glucose-
Banden um 4300cm™! sind nicht aufgefiihrt, da diese aufgrund der vorgegebenen

Schichtdicke von 5 mm innerhalb des Bereiches der Totalabsorption liegen.

Alle untersuchten Substanzen mit Ausnahme von Harnstoff zeigen Banden im Be-
reich des ersten Obertons der CH-Streckschwingungen zwischen 5500 und 6600 cm L.

Bei einer quantitativen spektroskopischen Glucose-Bestimmung aus dem Kammer-
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Abb. 4.23: Differenz-Spektrum von Milchséure gegen Wasser. (Mittelwert aus fiinf Spek-
tren, Vector22/N-C, d = 5mm, 100 scans, 8 cm ™!, InGaAs-Detektor).

wasser konnten Milchsaure, Ascorbinséure und Harnstoff daher storend wirken oder
die Ergebnisse verfialschen. Der Einfluss der genannten Substanzen auf die quanti-

tative Glucose-Bestimmung wird in Kap. 4.9.5 ndher untersucht.

4.6 Statistische Auswertung

Multivariate Methoden finden Anwendung, da die NIR-Spektren sehr breite iiber-
lappende Banden aufweisen und aufgrund des grofien spektralen Bereichs geradezu
eine Datenflut liefern. In der Chemie werden derartige statistische Verfahren mit
dem Sammelbegriff Chemometrik bezeichnet. Grundlage aller Kalibrier-Verfahren
spektroskopischer Daten ist das Lambert-Beer’sche Gesetz. Dies wird im folgenden
Kapitel vorgestellt zusammen mit den Grundlagen der multivariaten Kalibrierung
und den verwendeten Programmen. Im Anschluss wird die Theorie des sogenannten

23_Faktorenversuchsplanes erldutert.
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Tab. 4.4: Lage der Glucose-, Ascorbinsédure, Harnstoff- und Milchsdurebanden im NIR-
Differenz-Spektrum mit Wasser als Referenz zwischen 5400 und 11500 cm ! (alle

Angaben in cm™1).

Glucose | Ascorbinsidure | Harnstoff | Milchsiure
5504 5508
5559
5713
5782
5805
5870
5913
5940
5980
6299
6585
8506
10450

4.6.1 Das Lambert-Beer’sche Gesetz

Ein Spektrum wird als Intensitét gegen die Wellenzahl aufgenommen. Fiir eine quan-
titative Auswertung ist es entscheidend, dass die gesuchte Grofle, hier die Konzen-
tration, in einer festen Beziehung zu den spektralen Daten steht. In der Spektro-
skopie beschreibt das Lambert-Beer’sche Gesetz den linearen Zusammenhang zwi-

schen Konzentration, Schichtdicke und Extinktion: [153]

E=c¢-c-d. (4.1)

Die Extinktion E ist gegeben durch das Produkt des Extinktionskoeffizienten e,
der Konzentration des Analyten ¢ und der vermessenen Schichtdicke d. Der Ex-
tinktionskoeffizient € ist eine von der Wellenldnge abhingige Stoffkonstante. Die
Extinktion (im engl. absorbance) bezeichnet den negativ dekadischen Logarithmus

der Transmission 7T

1
E = —log— = —logT, (4.2)
Iy
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mit der Intensitit des einfallenden Lichts I und der Intensitdt des Lichts nach

der Probe I. Die Absorption A ist gegeben durch

I
A=1-=—=1-T. (4.3)
Iy

Das Lambert-Beer’sche Gesetz gilt nicht universell, sondern unterliegt verschie-
denen Annahmen: Das einfallende Licht ist monochromatisch, die absorbierenden
Molekiile wechselwirken nicht miteinander, die einfallenden Strahlen verlaufen par-
allel zueinander, das absorbierende Material ist homogen und streut die einfallende
Strahlung nicht, die Leistung des einfallenden Lichts ist zu niedrig, um Sattigungs-
effekte hervorzurufen, und die Transmission ist linear, d. h. dass die Messung nicht
durch Streulicht gestért wird. Diese Annahmen kénnen nicht immer eingehalten
werden und dadurch treten Abweichungen vom Lambert-Beer’schen Gesetz auf.

Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen kénnen z.B. bei hohen Konzentra-
tionen auftreten, daher werden meist sehr kleine Konzentrationen eingesetzt bzw.
hoher konzentrierte Losungen verdiinnt. Desweiteren sollten die Proben so préapariert
werden, dass keine unerwiinschten Reaktionen auftreten, die die Konzentrationen
beeinflussen.

Streulicht der Probe verdndert die beobachteten Extinktionswerte. Die wahre Ex-
tinktion der Probe bei einer bestimmten Wellenldnge wird durch auftretendes Streu-

licht der Intensitét Ig wie folgt beeinflusst:

I+ 1Ig
I()—l-fsl

Eys = —log (4.4)

Die beobachtete Extinktion E,¢ ist somit kleiner als die wahre Extinktion. Bei di-
spersiven Spektrometern liegt der Anteil des durch das Spektrometer verursachten
Streulichts fiir den Grofiteil des Spektrums bei ca. 0,1 %. Bei Wellenlangen ober-
halb von 8000nm nimmt der Streulichtanteil zu. [153] Als Faustregel gilt, dass
die Extinktion sich bis zu einem Wert von eins linear zur Konzentration verhéalt
und mit zunehmender Extinktion eine steigende negative Abweichung zeigt. Bei
FT-IR-Spektrometern sollte Streulicht aufgrund der getrennten Modulation jeder
Wellenlénge bei einer anderen Frequenz zu keinen Abweichungen des Lambert-

Beer’schen Gesetzes fithren.
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

4.6.2 Multivariate Kalibrierung

In der Spektroskopie werden die Spektren als Intensitéit in Bezug auf eine sehr grofle
Zahl von Wellenzahlen aufgenommen, in der Chemometrik allgemein Variablen ge-
nannt. Um mit Hilfe der Informationen aus diesen Variablen z. B. die Konzentration
der vermessenen Probe feststellen zu konnen, reichen univariate Verfahren nicht
mehr aus, da die relevanten Informationen nicht in einer einzigen Variable zu fin-
den sind, sondern in grofleren sich teilweise iiberlappenden spektralen Bereichen.
Die Grundlagen der Chemometrik und der hier beschriebenen Algorithmen sind in
verschiedenen Monographien ausfiihrlich beschrieben. [154-158] Aus diesem Grund
soll hier nur ein kurzer Uberblick iiber die verwendeten Methoden gegeben und die
relevanten Gleichungen erldutert werden. Fiir eine genauere Erklarung sei auf die
Literatur verwiesen.

Eine Kalibrierung beinhaltet das Aufstellen eines mathematischen Modells (Re-
gression) mit dem Ziel, eine Variable (y) aus messbaren Ersatzvariablen (X) vorher-
zusagen. Die Bedingung fiir eine Kalibrierung ist, dass y eine Funktion von X ist.

Das allgemeine Model lautet

y = f(X), (4.5)

bzw.

y=X-p8. (4.6)

y ist dabei die abhéngige Variabel bzw. die Messgrofie oder das Signal und X
die unabhéngige oder erkldrende Variable auch Zustandsgréfie genannt. Das lineare
Modell ist unter der Annahme giiltig, dass das Lambert-Beer’sche Gesetz erfiillt ist.

Die hier verwendete Nomenklatur entspricht der in [155]. Die aus den Daten
geschiitzten Werte werden mit einem ’hat’ gekennzeichnet. 3 bezeichnet z. B. den
besten geschitzten Regressionskoeffizientenvektor. Im Folgenden werden Matrizen in
fetten GroBbuchstaben (A) und Vektoren in fetten Kleinbuchstaben (a) angegeben.
Skalare werden klein und kursiv geschrieben (a).

In der Spektroskopie handelt es sich meist um die Vorhersage physikalisch-
chemischer Eigenschaften (y) des vermessenen Stoffes aus den spektralen Daten (X),

dies wird als inverse Regression bezeichnet. Vorhersaghare physikalisch-chemische
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4.6 Statistische Auswertung

Eigenschaften sind z.B. die Konzentration aber auch der pH-Wert, die Tempera-
tur, die Korngréfe oder der Wassergehalt der Probe. Zur Vereinfachung wird im
Folgenden immer die Konzentration als gesuchte Gréfle verwendet.

Fiir die Kalibrierung kénnen verschiedene Regressions-Algorithmen angewendet
werden. Der einfachste ist der der univariaten Kalibrierung, wie er in der UV-
Spektroskopie verwendet wird. Es wird nur bei einer einzigen Wellenldnge kalibriert
und die spektrale Intensitét (X) ist direkt proportional zur Konzentration der un-
tersuchten Substanz (y). Der Koeffizient § kann durch Auftragung der spektralen
Intensitéit gegen die Konzentration verschiedener Standards als Steigung der Gera-
den bestimmt und fiir spétere Messungen verwendet werden.

Befindet sich die gesuchte Information nicht in der Intensitéit bei einer einzigen
Wellenlénge bzw. Wellenzahl, so reicht eine univariate Kalibrierung nicht mehr aus.
In der Gleichung 4.6 wird die Matrix X um weitere Variablen ergénzt. Die Matrix
X besteht aus n Zeilen und p Spalten, y aus n Zeilen und 3 aus p Zeilen. Die Zeilen
stellen die Objekte bzw. Spektren dar und die Spalten die Zahl der Variablen, also
die Zahl der zur Kalibrierung verwendeten Wellenzahlen.

Wie bereits erwéhnt, gibt es sehr viele verschiedene Arten der Regression. Im
Folgenden wird auf die multiple lineare Regression (MLR), die Hauptkomponen-
tenregression (PCR) und die Partial Least Squares Regression (PLS) genauer ein-
gegangen. Diese Techniken unterscheiden sich vor allem in der Berechnung des

Regressions-Koeffizienten.

MLR

Die Modell-Gleichung fiir die multiple lineare Regression lautet

y=X -B+e (4.7)

Die Gleichung der linearen Kalibrierung enthélt einen unvermeidbaren Fehler €.
Da der wahre Regressionskoeffizientenvektor 3 in den experimentellen Wissenschaf-
ten immer unbekannt ist, muss ein Schétzwert B aus den Daten ermittelt werden.
Zwischen dem tatsdchlichen Wert der Variable y und dem aus X und B vorherge-

sagten Wert der Variable y,
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

besteht eine Differenz von y — y. Aus dieser Differenz kann die Summe der Feh-

lerquadrate (SSE: Sum of Square Errors) als

n

SSE =y —y|*= Z(yz — :)° (4.9)

i=1
bestimmt werden. Eine optimale Schétzung von B wird daher durch die Minimie-

rung der entstehenden Fehlerquadratsumme erreicht. Die allgemeine Losung lautet

B =(X"X)"'XTy. (4.10)

Die MLR erreicht ihre Grenzen wenn p > n ist bzw. wenn eine ausgeprigte Kor-
relation zwischen den verschieden Variablen x herrscht, wie es z. B. bei chemischen
Systemen mit iiberlagerten Peaks der Fall ist. Unter solchen Voraussetzungen treten
Multikollinearitéats-Probleme auf, die dazu fiihren, dass der Fehler des Regressi-
onskoeffizientenvektors sehr grof§ wird. Durch Verwendung einer PLS- oder PCR-

Regression kann dies vermieden werden.

PCR und PLS

Im Gegensatz zur MLR werden bei der PCR und PLS die spektrale Intensitét bei
jeder Wellenldnge nicht direkt in die Modelle eingebunden. Stattdessen werden die
Informationen aus allen relevanten Wellenldngen in eine Untergruppe von kiinstli-
chen Variablen komprimiert, den sogenannten latenten Variablen oder Regressions-
faktoren. Mittels dieser latenten Variablen werden im Anschluss die unabhéngigen
Variablen bestimmt. Die PCR- und PLS-Regressionen werden somit in Schritten
ausgefiihrt. Im ersten Schritt werden die Daten reduziert und eine sogenannte Score-
Matrix erstellt, die durch die Projektion der spektralen Original-Matrix auf einen
Subraum entsteht, der durch die latenten Variablen definiert wird. Die resultierenden
Scores sind orthogonal zueinander. Dadurch wird die in der unbehandelten Daten-
Matrix vorliegende Kollinearitdt in der Score-Matrix aufgehoben. Der Hauptunter-
schied zwischen der PCR- und PLS-Regression liegt dabei in der Art und Weise, wie
die spektrale Original-Matrix zerlegt wird.
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Die Singulérwert-Zerlegung sieht fiir die MLR wie folgt aus:

X=U-S-V© (4.11)

Die Matrix X wird in mehrere Matrizen U, S und die transponierte Matrix VT
zerlegt. Die Matrix X hat dabei die Groflie n x p. n gibt die Zahl der Objekte bzw.
Spektren an und p die Zahl der Variablen bzw. der verwendeten Wellenzahlen. U
wird auch als Score bezeichnet und besteht aus n Zeilen und r Spalten, wobei r als
Rang der Matrix oder Anzahl der verwendeten Hauptkomponenten bezeichnet wird.
Entsprechend ist S eine Diagonal-Matrix der Dimension r X r, welche die Varianz
jedes Faktors beschreibt. VT hat die Dimension r x p und wird auch als Eigenvektor
oder Loading bezeichnet.

Aus Gleichung 4.11 ergibt sich fiir die Schiatzung des Regressions-Koeffizienten B
in der MLR

B=Vv.st.U".y. (4.12)

Fiir eine PCR wird die Original-Matrix in Hauptkomponenten, auch Faktoren
genannt, zerlegt, welche nur die Varianz in der spektralen Matrix beriicksichtigen.
Die Hauptkomponenten werden, nach ihrer Fahigkeit, die Information der spektralen
Matrix zu erkldren, sortiert. Die erste Hauptkomponente gibt die groite Varianz und
die letzte Hauptkomponente die geringste Varianz wieder. Allerdings kann es sein,
dass einige der Hauptkomponenten, die die Haupt-Varianz in der spektralen Matrix
erklaren, in keiner Relation zu den gesuchten physikalisch-chemischen Eigenschaften
der Probe stehen.

Dieses Problem wird in der PLS-Regression durch die Zerlegung der Matrix unter
Beriicksichtigung der Kovarianz zwischen der spektralen Matrix und der gesuchten
physikalisch-chemischen Eigenschaften umgangen. Die resultierenden PLS-Faktoren
werden nach ihrer Fahigkeit sortiert, die Information in der spektralen Matrix zu
erkléren, welche mit der unabhéngigen Variable korreliert ist. Fiir die PLS gilt, dass
die Matrixzerlegung mit Hilfe von y gesteuert wird. Die PLS-Faktoren werden der-
art verdndert, das sie fiir die Vorhersage von y optimiert werden. Die PCR-Methode
hingegen verfolgt die Strategie, die wesentlichen Strukturen von X mit mdoglichst

wenigen Hauptkomponenten (Kolonnen der Matrizen U und V) zu erklédren. Die An-
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

zahl der Faktoren bzw. der Hauptkomponenten werden auch als Tuning-Parameter
bezeichnet. Sie beschreibt, wieviel Information aus der Spektrenmatrix extrahiert
wird.

Der zweite Schritt in der PCR- und auch PLS-Regression ist die Bildung eines
MLR-~Modells, bei dem die unabhéngigen Variablen die jeweiligen Scores darstellen.
Dieses Modell kann fiir die PCR, wie folgt beschrieben werden

B = Vi - S[;}l . U[Tr] Y. (4.13)

Gleichung 4.12 entspricht fast der Gleichung 4.13, allerdings wird hier die Rech-
nung nach dem optimalen Faktor r abgebrochen. Fiir die PLS ergibt sich eine dhn-
liche Gleichung, die z. B. in [159] zu finden ist.

Die Anzahl der verwendeten Faktoren r ist ein wichtiger Parameter fiir das
Kalibrier-Modell. Die ersten Faktoren erkldren den grofiten Teil der Varianz in der
spektralen Matrix. Die verbleibenden Faktoren repréisentieren das spektrale Rau-
schen. Durch die Wahl der optimalen Anzahl an Faktoren wird dafiir gesorgt, dass
die wichtigen Informationen fiir die Vorhersage verwendet werden wihrend das Rau-
schen entfernt wird. Im Allgemeinen werden bei einer PLS-Regression weniger Fak-
toren benotigt als Hauptkomponenten bei einer PCR, die Fahigkeit zur Vorhersage
sind dabei héufig vergleichbar.

Die Wahl der optimalen Zahl an Faktoren geschieht hiufig durch eine sogenannte
Kreuzvalidierung. Dazu werden die vorhandenen Daten, hier Spektren, in mehreren
Teil-Datensétze aufgeteilt. Der Trainings-Datensatz enthélt die Spektren fiir die
Konstruktion und Validierung des Kalibrier-Modells. Der Test-Datensatz besteht
im idealen Fall aus Daten, die unabhéngig vom Trainings-Datensatz sind, und wird
genutzt, um das validierte Modell auf seine Vorhersagefédhigkeit zu untersuchen.

Im Fall einer leave-one-out Cross Validation (LOO-CV) bzw. LOO-
Kreuzvalidierung wird nacheinander jeweils ein Spektrum aus dem Trainings-
Datensatz entfernt, der Rest als Konstruktions-Datensatz definiert, ein Kalibrier-
Modell erstellt und anhand des ausgelassenen Spektrums validiert. Diese Abfolge
wird fiir jedes Spektrum durchlaufen und im Anschluss ein mittlerer quadratischer
Vorhersagefehler MSEPy und das BestimmtheitsmaB RZ,, bestimmt, diese sind
in Gleichung 4.14 und Gleichung 4.15 angeben. Zur Ermittlung der idealen Anzahl

an Faktoren wird die Kreuzvalidierung fiir eine bestimmte Zahl an Faktoren
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durchgefiihrt, um so denjenigen mit dem geringsten Fehler und dem hochsten Wert
fiir das Bestimmtheitsmafl zu ermitteln. Das Modell mit dieser Zahl von Faktoren
sollte dann die besten Vorhersage-Ergebnisse liefern.

Neben der LOO-CV gibt es auch eine leave-multiple-out-Kreuzvalidierung (LMO-
CV) welche nach dem gleichen Prinzip funktioniert, nur dass in diesem Fall nicht
nur ein Spektrum aus dem Trainings-Datensatz entfernt wird, sondern eine definierte

Anzahl von Spektren.

Giitekennzahlen einer multivariaten Kalibrierung: Der Trainings-
Datensatz besteht aus n Objekten (Spektren). Der Konstruktions- und der
Validier-Datensatz sind unabhéngige Untergruppen des Trainings-Datensatzes. Sie
werden durch Aufteilung des Trainings-Datensatzes in einen Validier-Datensatz mit
d Objekten und einen Konstruktions-Datensatz mit n — d Objekten gebildet.

Der Trainings-Datensatz besteht aus der Matrix (y, X) mit der Groe nx (1+p). y
bezeichnet dabei erneut die abhéingige Variable und X ist die Matrix der unabhéngi-
gen Variablen. s wird als Teilmenge von 1,...,n mit der Gréfe d definiert und eine
weitere Teilmenge (—s) als Schnittmenge zwischen 1,...,n und s. Der Trainings-
Datensatz (y, X) wird fiir die Kreuzvalidierung (CV) in zwei Untergruppen geteilt,
einen Konstruktions-Datensatz (y_s, X_;) der Grofie (n — d) x (1 + p) und einen
Validier-Datensatz (ys, X;) der GroBe d x (1 4 p). © soll eine Kollektion von B
Teilmengen aus 1,...,n sein mit einer Grofle d < n, z.B. eine Kollektion von B
verschiedenen Vektoren s.

Nun wird der MSEP ¢y _q(r) (Mean Square Error of Prediction) definiert als

1 1 -
MSEFov-a(r) = 5 3 5lvs = Xer - B, I (4.14)

seN

mit Xg als die d x p Submatrix bei der die Reihen durch die Teimenge s indi-

ziert werden. B ist der Schétzwert der Regressions-Koeffizienten unter Verwen-

dung von r latenten Variablen basierend auf den Konstruktions-Daten (y_g, X_g).
Die senkrechten Doppelstriche bezeichnen die euklidische Norm, die definiert ist als
la]| = |la]| = /3. a?. d bezeichnet die Anzahl ausgelassener Objekte und B die
Anzahl der Unterteilungen in Konstruktions- und Validier-Datensatz. d und B sind

fiir die LOO-CV festgelegt mit d = 1 und €2 enthélt n = B Untergruppen und die
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ite Untergruppe (i = 1,...,n) enthélt die ite Zahl. Bei Verwendung der LMO-CV
miissen die Werte d und B durch den Anwender gegeben werden.

Zwei wichtige GroBen, die aus dem MSEP ¢y _4(r) abgeleitet werden konnen, sind
der kreuzvalidierte Root Mean Square Error of Prediction RMSEP ¢y _4(r) die Qua-
dratwurzel des MSEP ¢y _4(r) und das Bestimmtheitsmafl RZ,,_,(r), das gegeben ist

als

n-MSEPqy_4(r
i=1 ?

mit y als Mittelwert der abhéngigen Variablen des Trainings-Datensatzes, also der

(4.15)

Mittelwert der Konzentrations-Werte.

Weitere wichtige Werte fiir die Charakterisierung des Datenanpassung and die
Modellfunktion sind der Root Mean Square Error of Calibration RMSEC(r) und
das Bestimmtheitsmafl R?(r), die wie folgt definiert sind

RMSEC(r) = \/ Lo 131__;%”2 (4.16)
X 2
B \/II Ity = XB,)I" 5 )| 1)
und
?: i ?Br g
R = 1 g (418)
1 W (4.19)

mit df als Anzahl der Freiheitsgrade. Als grobe Naherung fiir die tatsdchlichen
Freiheitsgrade wird die Anzahl der Hauptkomponenten oder die Anzahl der PLS-
Faktoren verwendet. Man beachte, dass in dieser Definition von df die Zahl der
tatsdchlichen Freiheitsgrade leicht unterschétzt werden kann.

Wenn geniigend Daten vorhanden sind, so dass man einen unabhéngigen Test-
Datensatz bilden kann, so werden der Root Mean Square FError of Prediction
RMSEP7(r) und das BestimmtheitsmaS fiir den Test-Datensatz R%_,(r) wie folgt

berechnet:
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NTest (, Test __ Test T3 \2
RMSEPrey(r) = \/ 2ty ™ = )16 (4.20)
NTest
Test __ XTest 3 1|2
:/¢w B w21)
Nest

und

Z?:Tfst (yiTest _ (X?eSt)T,BT)2
ST =P
HyTest _ XgestBTH2
Syy 7

Rieu(r) = 1- (4.22)

- 1-—

(4.23)

Test

mit npese als Zahl der Objekte im Test-Datensatz, y; als Antwort des iten

Test-Objektes und 7 als Mittelwert der Antwort des Training-Datensatzes.

PLS-1 und PLS-2

Es gibt zwei verschieden PLS-Algorithmen, PLS-1 und PLS-2, die sich geringfiigig
voneinander unterscheiden. Diese geringen Unterschiede kénnen aber einen Einfluss
auf die Kalibrierung haben. PLS-1 ist ein Spezialfall von PLS-2, bei dem nur ei-
ne Variable angepasst wird. Die Konzentrationen anderer Substanzen werden bei
der Berechnung nicht beriicksichtigt, auch wenn sie bekannt sind. PLS-2 wird an-
gewendet, wenn mehrere physikalisch-chemische Variablen gleichzeitig in ein Modell
eingebunden werden sollen. Der PLS-2 Algorithmus ist der allgemeinere, allerdings
ist der PLS-1 Algorithmus schneller und fiir die Vorhersage einer einzelnen Substanz
besser geeignet. PLS-2 gibt normalerweise bessere Ergebnisse bei der Klassifikation

als bei der Vorhersage der Konzentration von Einzelsubstanzen.

4.6.3 Daten-Vorbehandlung

Ein Kalibrier-Modell wird aus einer sehr groffien Zahl von Spektren erstellt, die sys-
tematische oder auch zuféllige Variationen aufweisen konnen. Zur Reduktion dieser

Variationen werden die Spektren oft einer Daten-Vorbehandlung unterzogen. Als
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Vorbehandlung wird jede mathematische Manipulation von Daten vor der eigentli-
chen Analyse bezeichnet. Zu beachten ist, dass eine Vorbehandlung die spektralen
Informationen veréndert und dadurch das Kalibrier-Ergebnis positiv, aber auch ne-
gativ beeinflussen kann.

Héaufig verwendete Vorbehandlungen sind die Normierung der Daten, das Glétten,
die Basislinien-Korrektur, die Multiplicative Scatter Correction (MSC), die Standard
Normal Deviate (SNV) und die Bildung der 1. und 2. Ableitung. Die verschiedenen

Methoden werden im Folgenden kurz erldautert.

Normieren: Das Normieren wird angewendet, um systematische, durch Unter-
schiede in der Gesamtmenge der Probe entstehende Fehler, zu minimieren. Dazu
werden die Daten durch eine Konstante dividiert. Dies kann z. B. mit der Min-Max-
Normierung oder einer Vektornormierung erfolgen. Allerdings kann durch die Nor-
mierung ein Verlust an spektraler Information entstehen, indem wichtige Bereiche

verfilscht oder sogar vollig eliminiert werden.

Glatten: Durch das Glatten wird willkiirlich auftretendes Rauschen reduziert, mit
dem Ziel, das Signal /Rausch-Verhéltnis zu verbessern. Dies geschieht unter der An-
nahme, dass das Rauschen im Vergleich zum Signal bei héherer Frequenz auftritt.
Im Allgemeinen wird zum Glétten ein spektrales Fenster mit einer gewissen Brei-
te bestimmt. Innerhalb dieses Fensters wird aus allen Punkten der neue Wert fiir
die Mitte des Fensters ermittelt. Ein iibliches Verfahren ist das nach Salvitzky-
Golay. Dieses entspricht einem gleitenden polynominalen Gléatten. Innerhalb jedes
gewdhlten Fensters wird ein Polynom kleiner Ordnung angenéhert und so der neue

geglattete Wert bestimmt.

Basislinien-Korrektur: Niederfrequentes Rauschen, das in keiner Beziehung zu
dem untersuchten chemischen System steht, duflert sich als Verschiebung der Ba-
sislinie des Spektrums. Die Ursachen dafiir kann z.B. der Einfall von Streulicht
auf den Detektor sein. Basislinien-Verschiebungen sollten korrigiert werden, da sie
sonst moglicherweise die statistische Auswertung dominieren und so das Ergebnis
verfalschen. Dazu konnen verschieden Techniken verwendet werden, bei denen ent-

weder eine Konstante, eine Gerade oder ein Polynom von dem Spektrum subtrahiert
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wird. Diese Techniken erfordern es, dass zunéchst Datenpunkte ermittelt werden, die

ausschliellich Basislinien-Informationen enthalten.

Multiplicative Scatter Correction (MSC): Die Streulicht-Korrektur stellt ei-
ne weitere Moglichkeit zur Basislinien-Korrektur dar und beruht auf der Annahme,
dass storendes Streulicht eine andere Wellenldngen-Abhéngigkeit aufweist als die
Lichtabsorption der Probe. Die Streuung wird fiir jedes Spektrum relativ zu einem
Referenz-Spektrum bestimmt. Jedes Spektrum wird dann korrigiert, so dass alle
Spektren denselben Anteil an Streulicht aufweisen. Besonders effektiv ist die MSC

bei Spektren, die in diffuser Reflektion aufgenommen wurden.

Ableitung: Die Bildung der 1. oder 2. Ableitung der Spektren mit einem
Salvitzky-Golay-Filter ist ebenfalls eine Methode zur Basislinien-Korrektur, die
dann Anwendung findet, wenn keine diskreten Punkte die ausschlielich Basislinien-

Informationen enthalten, identifiziert werden kénnen.

Standard Normal Deviate (SNV): Die SNV ist eng verwandt mit der MSC.

Die Daten werden zur Vorbehandlung zeilenweise autoskaliert.

4.6.4 Wellenzahl-Selektion

In einer PLS-Regression werden meist viele Variablen verwendet, die nicht alle fiir die
Modell-Bildung bzw. die Vorhersage-Genauigkeit des Modells entscheidend sind. Um
ein moglichst kleines Modell mit einer hohen Vorhersage-Genauigkeit zu erstellen,
ist es daher sinnvoll, diese irrelevanten Variablen zu identifizieren und zu entfernen.

Fiir die Variablen-Reduktion gibt es verschiedene Mdéglichkeiten. Haufig konnen
bereits verschiedene Vorbehandlungen wie z. B. Ableitungen oder die MSC (multi-
ple scatter correction) die Variablen reduzieren, da durch die Vorbehandlung u. U.
die relevanten spektralen Bereiche hervorgehoben werden. In jedem Chemometrik-
Programm konnen die spektralen Bereiche vom Benutzer selbst definiert werden.
Wenn definierte Banden im Spektrum vorliegen, ist diese Vorgehensweise gerecht-
fertigt. Im Falle der breiten, stark iiberlappenden NIR-Banden wird diese benutzer-
definierte Auswahl sehr subjektiv. Objektiver ist die Verwendung von Algorithmen,

die nach Bereichen suchen, welche fiir die Modell-Bildung entscheidend sind. Dazu
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zahlt z. B. die Wellenzahl-Selektion. Durch eine Wellenzahl-Selektion kénnen die ver-
wendeten spektralen Bereiche bis auf einzelne Wellenzahlen reduziert werden. Dabei
wird von der Annahme ausgegangen, dass bereits ein korrektes Modell besteht, das
allerdings noch redundante Variablen enthélt. Im Fall von Spektren sind dies zur
Berechnung herangezogene spektrale Bereiche ohne Informationen iiber die gesuchte
Substanz.

Die verwendete Variablen-Selektions-Prozedur besteht daher aus einem Algorith-
mus zur Modellierung der Daten (hier PLS oder PCR), einem Such-Algorithmus zum
Auffinden der korrekten Variablen und einer Zielfunktion, iiber die die Qualitit der
bestimmten und der latenten Variablen wiahrend der Suche festgestellt werden kann.

Die Qualitdt des gesuchten Regressions-Modells wurde bisher (s. Kap. 4.6.2) iiber
eine leave-one-out-Kreuzvalidierung (LOO-CV) bestimmt. Allerdings hat sich ge-
zeigt, dass die LOO-CV leicht zu einem Overfitting des Modells fiithren kann. [160] Ei-
ne Verbesserung stellt die leave-multiple-out-Kreuzvalidierung (LMO-CV) dar. [160]
Entscheidend fiir die Giite einer LMO-CV ist, dass {iber eine grofie Zahl von verschie-
denen Aufteilungen des Trainings-Datensatzes gemittelt wird. Gerade bei grolen Da-
tensétzen, wie sie Spektren aufgrund der hohen Anzahl an Wellenzahlen darstellen,
kann diese Methode daher nur mit groBem Rechenaufwand durchgefiihrt werden.

K. Baumann et al. [161,162] verwenden als Such-Algorithmus die Reverse Eli-
mination Method Tabu Search (REM-TS). Bei jeder Iteration wird eine Variable
zur PLS/PCR-Regression hinzugefiigt oder eliminiert. In jeder Iteration wird die
vollstdndige Nachbarschaft der aktuellen Losung durchsucht, indem jede Variable
systematisch einbezogen und ausgelassen wird. Diejenige Nachbarschafts-Losung,
welche die grofite Verbesserung zur vorangegangenen Iteration darstellt, wird als
Startwert fiir die néchste Iteration herangezogen. Falls es keine beste Nachbarschafts-
Losung gibt, wird die Losung mit der geringsten Verschlechterung als beste ange-
nommen. Ein Schwanken zwischen zwei oder mehr Losungen wird vermieden, indem
dynamisch generierte Einschrankungen den Suchverlauf steuern. Mit Hilfe der Tabu-
Liste, die Nachbarschafts-Losungen enthélt, die nicht besucht werden diirfen, wird
verhindert, dass bereits besuchte Losungen nochmals verwendet werden. Ein solches
Verfahren, bei dem das erneute Besuchen einer bereits evaluierter Losung verboten
ist, nennt man eine strikte Tabu-Suche.

Als Zielfunktion wird der kreuzvalidierte mittlere quadratische Vorhersagefehler
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(MSEP¢y_q4(r)) herangezogen, der entweder iiber eine LOO-CV oder eine LMO-CV
berechnet werden kann.

Zur Optimimierung wird die REM-TS mit dem Ziel berechnet, ein optimales
Variablen-Set & mit einer korrespondierenden optimalen Zahl an latenten Variablen
r zu finden, das den MSEP ¢y _4(r) minimiert.

Die Anwendung dieser Sequenz fiir die Wellenzahl-Selektion wird in Kap. 4.9.2 am
Beispiel einer Glucose-Messreihe vorgestellt. Dazu wird eine von Dr. K. Baumann,
Institut fiir Pharmazie, Universitit Wiirzburg, in Matlab implementierte Routine

verwendet.

4.6.5 Programme

Die Algorithmen der multivariaten Kalibrierung sind bereits in verschiedenen Pro-
grammen bzw. Programmpaketen implementiert. Dazu zdhlen auch einige der Mess-
und Steuerprogramme fiir die Spektroskopie. Fiir die Auswertung der NIR-Spektren
wurden in dieser Arbeit drei verschiedene Programme verwendet. Dies ist das Pa-
ket QUANT-2 im Messprogramm OPUS (Bruker), ein Programm zur Spektren-
Darstellung und Auswertung und Matlab (The MathWorks) ein Matrix orientiertes
Mathematik-Programm. QUANT-2 ist ein kommerzielles Programm, das nun kurz

vorgestellt wird.

QUANT-2: Das Programmpaket QUANT-2 verwendet ausschliefSlich den PLS-1
Algorithmus zur Erstellung des Kalibrier-Modells. [163] Die Modell-Bildung kann
an mehreren Substanzen gleichzeitig berechnet werden und es koénnen mehrere
spektrale Bereiche ausgewihlt werden. Zur Vorbehandlung der Spektren kann zwi-
schen keiner Vorbehandlung, der Eliminierung einer Konstanten, der Subtraktion
einer Geraden, der Vektornormierung, der Min-Max-Normierung, der MSC, einem
internen Standard und der 1. und 2. Ableitung entschieden werden. Die Spek-
tren konnen dem Trainings-Datensatz oder dem Test-Datensatz zugeordnet wer-
den, so dass sowohl eine Kreuzvalidierung als auch eine Test-Set-Validierung durch-
gefithrt werden kann. Als Test-Set-Validierung wird eine spezielle Form der Kreuz-
validierung bezeichnet, bei der der Datensatz nur einmal in einen Konstruktions-

und einen Validier-Datensatz geteilt wird. Die Modell-Bildung erfolgt ausschlieflich
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mit dem Konstruktions-Datensatz, die Validierung ausschliefllich mit dem Validier-
Datensatz.

Aus dem Ergebnis der Kreuzvalidierung wird mittels einer empirischen Funkti-
on der Minimum Description Length (MDL) die optimale Zahl an PLS-Faktoren
bestimmt. Die MDL ist definiert als

MDL =nln S5E
n

+rlnn. (4.24)

n bezeichnet die Anzahl an Proben, r den Rang und SSE ist die Summe der
Fehlerquadrate (sum of squared error). Die SSE gibt den Wert der Summe der Re-
siduenquadrate der Kalibrierung an. Je grofler die Residuenquadrate sind, desto
schlechter erklart das Modell die Varianz des Datensatzes. Als Residuum wird die
Differenz zwischen dem experimentellen Konzentrationswert y und dem vorherge-

sagten Wert ¢ bezeichnet.

SSE = Z(yz — i), (4.25)
=1

Neben der visuellen Ausreifler-Erkennung, bei der Spektren mit starken
Basislinien-Verschiebungen bzw. Fehlmessungen aus den Datenséitzen entfernt wer-
den, sucht das Programm anhand der Mahanalobis-Distanz nach Ausreiflern. Die
Mahanalobis-Distanz ist ein Ma$ fiir die Ahnlichkeit zwischen einem Spektrum
und dem Satz von Kalibrier-Spektren. Je &hnlicher das Sepktrum den Kalibrier-
Spektren ist, desto kleiner ist die Mahanalobis-Distanz. Verunreinigte Proben oder
solche, bei denen Temperatureffekte eine Verzerrung der Peaksymmetrie verursacht
haben, zeichnen sich durch erhéhte Mahanalobis-Distanzen aus. Wahrend der PLS-
Regression werden fiir alle Kalibrier-Spektren die Mahanalobis-Distanzen berechnet
und daraus ein maximal zuléssiger Wert bestimmt. Alle Proben, die diesen Wert
iiberschreiten, konnen nicht mehr sicher bestimmt werden und gelten als Ausrei-
Ber. Ausreifler sollten nicht willkiirlich aus dem Modell entfernt werden, da dieses
dadurch leicht {ibermodelliert werden kann. Es sollten daher nur Spektren als Ausrei-
Ber gekennzeichnet werden, die starke spektrale Abweichungen von den Vergleichs-
Spektren aufweisen.

Die Ergebnisse der PLS-Regression konnen in verschiedenen Grafiken visualisiert

werden. Als Vergleichswerte zwischen verschiedenen Modellen kénnen der Vorher-
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sagefehler RMSEP ¢y (Root Mean Square Error of Cross Validation), das Bestimmt-
heitsmaB R? und der PLS-Rang verwendet werden. Das Bestimmtheitsmaf gibt an,
wieviel der Varianz der Konzentrationsdaten durch das Modell erkléart wird. Je héher
R?, desto besser ist die Korrelation zwischen der Varianz in den Konzentrations- und
Spektraldaten. Dieser Parameter wird sowohl durch ungeeignete Modellparameter
als auch durch Fehler in den Referenzdaten (unzureichende Genauigkeit oder Aus-

reifler) beeinflusst.

Matlab: Matlab ist ein Matrix-orientiertes Mathematik-Programm, das die Ver-
wendung eigener Subroutinen fiir die Kalibrierung erlaubt. Die fiir die Auswertung
verwendeten Routinen wurden von Dr. K. Baumann, Institut fiir Pharmazie, Uni-
versitdt Wiirzburg entwickelt und programmiert. Die Auswertung erfolgte in Zu-

sammenarbeit mit Dr. K. Baumann.

4.6.6 23-Faktorenversuchsplan

Ein Faktorenversuchsplan (engl. factorial design) erlaubt es, den Einfluss verschiede-
ner Variablen auf eine Zielgrofle zu bestimmen. Im Auge liegen neben Glucose noch
weitere Stoffe vor, die im NIR-Bereich absorbieren. In der statistischen Auswertung
werden ausschliellich die spektralen Daten betrachtet. Daher konnen alle Substan-
zen, die die Banden-Form, -Intensitdt oder -Lage beeinflussen, auch Einfluss auf
das Ergebnis nehmen. Solche Substanzen werden als Querempfindlichkeiten verur-
sachende Substanzen bezeichnet. Substanzen im Kammerwasser, die wahrscheinlich
die Auswertung beeinflussen kénnten, sind Milchsédure, Ascorbinsdure und Harn-
stoff. Es ist daher von Interesse, den Einfluss dieser Substanzen auf die quantitative
Glucose-Bestimmung zu kennen.

Der Einfluss dieser drei Faktoren auf eine Zielgrofie, hier Glucose, kann am ein-
fachsten mittels eines statistischen Versuchsplanes untersucht werden. Der hierzu
verwendete Plan folgt einem 23-Faktorenversuchsplan. [164] Ganz allgemein dient
ein faktorieller Versuchsplan zur Priifung mehrerer Faktoren auf eine oder mehre-
re Zielgroflen. Jeder Versuch wird dabei mit unterschiedlichen Faktorstufenkombi-
nationen durchgefiihrt. Im einfachsten Fall werden alle méglichen Kombinationen
eingesetzt. Die Bezeichnung der Plédne setzt sich aus der Zahl der Faktoren und der

Zahl der untersuchten Stufen zusammen. Hier werden drei Faktoren/Substanzen in
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jeweils zwei Stufen/Konzentrationen untersucht, es handelt sich damit um einen
23-Faktorenversuchsplan. Ein Faktorenversuchsplan wird aufgestellt, indem die Ver-
suche in einer standardisierten Anordnung zusammengestellt werden. Die Faktoren
werden mit grolen Buchstaben A B, C bezeichnet. Jeder Versuch/Faktorstufe erhélt
eine laufende Nummer und zusétzlich ein Symbol. (1) bezeichnet dabei den Versuch,
bei dem alle Faktoren auf der niedrigsten Stufe sind. Der Versuch, bei dem nur der
Faktor A auf dem hohen Niveau ist, erhélt das Symbol a, usw.. Die Standardanord-

nung ist in Tab. 4.5 dargestellt.

Tab. 4.5: Standardanordnung fiir einen 23-Faktorenversuchsplan (nach [164]).

Lfd. | Standard- Faktor

Nr. | Bezeichnung | A | B | C
1 (1) -l - -
2 a + -1 -
3 b S
4 ab + |+ -
5 ¢ - - |+
6 ac + 1 -]+
7 bc -+ ]+
8 abc + |+ |+

+ hohe Stufe, - niedrige Stufe

Aus der Standardanordnung ergibt sich der vollstéindige 23-Faktorenversuchsplan,
wie er in in Abb. 4.24 A dargestellt ist. Abb. 4.24 B zeigt die graphische Darstellung
der Faktorstufenkombinationen.

Fiir einen 23-Faktorenversuchsplan ergeben sich damit acht mogliche Faktor-
stufenkombinationen bzw. Freiheitsgrade. Von denen einer durch die Bestim-
mung des Mittelwerts aus allen Versuchen festgelegt ist. Die restlichen (23 — 1)-
Freiheitsgrade erméglichen die Bestimmung der Hauptwirkungen sowie Zwei- und
Dreifach-Wechselwirkungen. Diese Wirkungen lassen sich aus den Ergebnissen der

einzelnen Versuche wie folgt berechnen:
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A Faktorstufen- Bunten Boben
kombinationen Aunten Acbon Auren Acper
Cunten (1 ) a b ab
Coben C ac bc abc

Abb. 4.24: A: Vollstandiger Versuchsplan, B: Graphische Darstellung der Faktorstufen-
kombinationen (nach [164]).

A = 0,25 -{(a— (1)) + (ab—1b) + (ac — ¢) + (abc — be)},  (4.26)
B = 0,25-{(b— (1)) + (ab—a) + (bc — ¢) + (abc — ac)},  (4.27)
C = 0,25-{(c— (1)) + (ac — a) + (bc — b) + (abc — ab)},  (4.28)
AB = 0,25-{((1) +ab+ c+ abc) — (a+ b+ ac + be)} (4.29)
AC = 0,25-{((1) +b+ac+abc) — (a+ab+c+bc)}, (4.30)
BC = 0,25-{((1)+a+bc+abc)— (b+ab+c+ac)}, (4.31)
ABC = 0,25-{(a+b+c+abc)— ((1) +ab+ac+bc)}. (4.32)

Mit Hilfe der berechneten Wechselwirkungen lassen sich die Einfliisse der drei
Faktoren auf die Zielgrofle bestimmen. Soll der Einfluss von mehr als drei Faktoren
bestimmt werden, so kann der Faktorenversuchsplan erweitert werden. Man spricht

allgemein von 2"-Faktorenversuchsplénen.

4.7 In-vivo-Glucose-Bestimmung

Die an einem Probanden durchgefiihrte In-vivo-Glucose-Bestimmung erfolgt iiber
Messungen am Auge. Zur Variation der Blutglucosewerte unterzieht sich der Pro-
band einem Glucose-Toleranztest, der iiber ca. 2—-3 Stunden hinweg einen Anstieg der
Blutglucosewerte hervorruft, gefolgt von einem Abfall auf das Anfangsniveau. Die
Blutglucosewerte werden als Referenz-Konzentrationen mit einem gebréuchlichen

Glucometer alle 10 min wéhrend des Glucose-Toleranztests bestimmt. Die zugehori-
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gen Spektren der Augenvorderkammer werden in einem abgedunkeltem Raum mit
dem in Kap. 4.3.4 vorgestellten Aufbau aufgenommen. Wenn moglich werden alle
10 min sukzessiv mindestens drei Einkanalspektren aufgenommen. Um eine gleich-
bleibende Qualitat der Spektren zu gewahrleisten, muss der Proband den Kopf sehr
ruhig halten und Augenbewegungen und Lidschliisse (Zwinkern) wiahrend Aufnah-
me der Spektren versuchen zu vermeiden. Als Hilfestellung dient eine Kopfstiitze,
wie sie typischerweise in der Ophthalmologie Einsatz findet (s.a. Abb. 4.13). Die
Spektren-Aufnahme kann mit zwei verschiedenen Spektrometern durchgefiihrt wer-
den, einem dispersiven und einem FT-NIR-Spektrometer. Im Folgenden werden die

Ergebnisse fiir beide Spektrometer vorgestellt.

4.7.1 FT-NIR-Messungen

Das verwendete FT-NIR-Spektrometer ist ein kommerzielles Gerét (Vector22/N-C,
Bruker), das speziell fiir die In-vivo-Messungen adaptiert wurde (s. Kap. 4.3.1). Ein
typisches Einkanal-Spektrum einer menschlichen Vorderkammer ist in Abb. 4.25
dargestellt.

I'und

Der Kurvenverlauf zeigt zwei spektrale Fenster, ein sehr kleines um 6000 cm™
eines zwischen 7200 und etwa 12000 cm ™. Der Einbruch bei 10500 cm ™! wird durch
das auf den Raman-Detektor aufgebrachte Filter verursacht, das eine Sattigung des
Detektors verhindern soll. Desweiteren ist ein Einbruch der Intensitéit bei 8500 cm ™
zu sehen, der einer Wasser-Bande entspricht. Die Gesamtintensitdt des Einkanal-
Spektrums ist sehr gering. Verglichen mit der Detektorkurve (Abb. 4.4) betrigt die
Intensitéit etwa ein Tausendstel.

Die niedrige Gesamtintensitét resultiert aus der geringen Reflektivitdt der Vor-
derflache der Linse. Fiir die In-vivo-Messungen bedeutet es, dass die Messparameter
sehr genau abgestimmt und eingehalten werden miissen, um verwertbare Spektren
zu erhalten. Aus den Einkanalspektren werden Absorptions-Spektren berechnet mit
einem Spektrum des Auges vor dem Glucose-Toleranztest als Hintergrund. Natiirlich
ist zu diesem Zeitpunkt der Blutglucose-Wert nicht Null, allerdings ist er bei einem
niichternen Probanden auf einem niedrigen Niveau. Fiir die multivariate Kalibrie-

rung ist dies nicht von Bedeutung. Den Spektren wird eine Glucose-Konzentration

in Relation zum Grundwert zugeordnet.
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Intensitat

1 + T *+ T T T * T 7 K/I\. LI R
12000 11000 10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000

Wellenzahl / cm™

Abb. 4.25: Typisches In-vivo-Einkanalspektrum der menschlichen Vorderkammer
(Vector22/N-C,  In-vivo-Setup, Fokus-Gréfie 1,8mm, 32scans, Scm™!
Raman-Detektor).

)

Die Auswertung der Spektren erfolgt durch eine leave-one-out-Kreuzvalidierung
mit dem Programmpaket QUANT-2 (OPUS, Bruker). Die aktuelle Glucose-
Konzentration im Auge kann nicht direkt bestimmt werden. Es ist bekannt, dass eine
Variation des Blutglucosewertes mit einer Latenzzeit von etwa 20 min eine Anderung
der Glucose-Konzentration in der Vorderkammer bewirkt. Diese Latenzzeit wird bei
der Zuordnung der gewonnenen Blutglucosewerte zu den Spektren mit in Betracht

gezogen.

Mit diesen Annahmen erhélt man fiir einen Messzyklus wéhrend eines Glucose-
Toleranztests aus 42 Spektren das in Abb. 4.26 dargestellte Ergebnis fiir eine Kreuz-
validierung ohne Vorbehandlung der Spektren in zwei spektralen Bereichen, 5766 bis
6545 cm ™! und 7259 bis 10503 cm ™.

Die Korrelation der experimentellen gegen die vorhergesagten Konzentrationswer-
te ist hier nicht optimal. Die Werte streuen stark iiber den gesamten Konzentrations-

bereich. Dies zeigt sich auch im berechneten Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung
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Abb. 4.26: Kreuzvalidierung von 42 In-vivo-Spektren (QUANT-2, ohne Vorbehandlung,
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Abb. 4.27: Residuen der Kreuzvalidierung von 42 In-vivo-Spektren (QUANT-2, ohne Vor-
behandlung, 5766-6545 cm ™! und 7259-10503 cm~!). Differenz der experimen-
tellen und der vorhergesagten Konzentration gegen die exp. Konzentration (A)

und gegen die laufende Nr. der Spektren (B).
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RMSEPcy =51,7mg/dl bei einem Bestimmtheitsmafl von R?=52,36 % und einem
PLS-Rang von 3.

Die Residuen, also die Darstellung der Differenz der experimentellen und der vor-
hergesagten Konzentration gegen die Konzentration bzw. gegen die laufende Nr. der
Spektren sind in Abb. 4.27 gezeigt.

Hieraus lasst sich erkennen, dass die Vorhersage fiir hohe Konzentrationen etwas
schlechter ist als fiir niedrige. AuBlerdem erkennt man einen Zusammenhang mit
der laufenden Nr. der Spektren. Am Anfang des Messzyklus werden zu niedrige

Konzentrationen vorhergesagt, am Ende eher zu hohe.

4.7.2 Dispersive NIR-Messungen

Neben dem FT-NIR-Spektrometer stand auch ein dispersives NIR-Spektrometer
fiir In-vivo-Messungen zur Verfiigung. Der entsprechende Aufbau wurde bereits in
Kap. 4.3.2 vorgestellt. Auch fiir diese Messung unterzieht sich der Proband einem
Glucose-Toleranz-Test. Die Spektren der Vorderkammer werden mit einer Mess-
zeit von nur 800ms pro Spektrum aufgenommen (FT-NIR: 20s). Dadurch soll-
ten zufillige Augenbewegungen die Messungen weniger beeinflussen. Die Spektren
werden als Einkanal-Spektren zwischen 930 und 1670 nm (10750-6000 cm ') aufge-
nommen. Aus diesen Einkanal-Spektren werden mit einem Vorderkammer-Spektrum
als Hintergrund, das vor der Glucose-Einnahme aufgenommen wurde, Absorptions-
Spektren gebildet. Der Proband ist zum Zeitpunkt der Aufnahme des Hintergrund-
Spektrums niichtern, d. h. der Blutglucosewert ist daher niedrig aber messbar. Den
Absorptions-Spektren wird fiir die Kalibrierung ein Blutglucosewert relativ zu dem
des Hintergrund-Spektrums zugeordnet.

Eine Anderung des Blutglucosewertes fiihrt erst mit einer Latenzzeit von ca.
20 min zu einer Anderung der Glucose-Konzentration in der Vorderkammer. Diese
Latenzzeit wird bei der Zuordnung der Blutglucosewerte zu den Kalibrier-Spektren
beriicksichtigt.

Abb. 4.28 zeigt ein typisches In-vivo-Einkanal-Spektrum, das mit dem dispersiven
Aufbau aufgenommen wurde. Unterhalb von 7200 cm ™~ ist die Intensitét gleich Null,
in diesem Bereich liegt eine Wasser-Bande.

Fir die Kreuzvalidierung werden 114 In-vivo-Spektren, die wéahrend eines
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Intensitat

T T T T T T T
10500 10000 9500 9000 8500 8000 7500 7000 6500

Wellenzahl / cm™

Abb. 4.28: Typisches In-vivo-Einkanalspektrum der menschlichen Vorderkammer (disp.
Aufbau, In-vivo-Setup, Fokus-Gréfle 2 mm, 800 ms).

Glucose-Toleranz-Tests aufgenommen wurden, herangezogen. Nach Eliminierung der
Ausreiler verbleiben 90 Kalibrier-Spektren fiir die LOO-Kreuzvalidierung. Abb. 4.29
zeigt die Korrelation der vorhergesagten gegen die experimentelle Konzentration fiir
die LOO-Kreuzvalidierung. Die Kreuzvalidierung wird in dem spektralen Bereich
zwischen 7141,1 und 10509,9cm™! mit dem Programm-Paket QUANT-2 (OPUS,
Bruker) berechnet.

Das Diagramm zeigt, dass die Konzentrationen hier besser korreliert sind, als es
bei den Messungen mit dem FT-Spektrometer der Fall ist. Der Vorhersagefehler ist
mit RMSEP ¢y = 27,6 mg/dl zwar sehr viel besser als bei der FT-Messung, allerdings
zeigen die Werte immer noch eine starke Streuung auf. Dies zeigt sich auch im

Bestimmtheitsmafl mit R? = 70,68 % bei einem optimalen PLS-Rang von 15.

Einen besseren Vergleich der Streuung in Abhéngigkeit der Konzentration zeigt die
Abb. 4.30. Hier sind die Residuen in Abhéngigkeit der experimentellen Konzentrati-
on (A) bzw. der Reihenfolge der Aufnahme (B) dargestellt. In beiden Diagrammen

sind die Datenpunkte relativ gleichméflig verteilt. Dies ldsst darauf schliefen, dass
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Abb. 4.30: Auftragung der Residuen der Kreuzvalidierung von 90 In-vivo-Spektren gegen

die exp. Konzentration (A) und gegen die laufende Nr. der Spektren (B).
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die Ergebnisse der Validierung fiir alle Konzentrations-Bereiche dhnlich sind und
auch keine offensichtliche Abhéngigkeit von der Reihenfolge der Messung besteht,
also keinen Trend wie in Abb. 4.27 zeigen.

Die beiden vorgestellten Resultate lassen keine endgiiltige Aussage iiber die
Moglichkeit der nicht-invasiven Glucose-Bestimmung am Auge zu. Allerdings sieht
man, dass diese Methoden {iber ein gewisses Vorhersage-Potential verfiigen. Die in
vivo ermittelten Ergebnisse miissen jedoch zunéchst optimiert werden, bevor die
Vorhersage unbekannter Proben damit moglich sein wird. Medizinisch gefordert ist
ein Vorhersagefehler fiir unbekannte Proben von RMSEP =10 mg/dl. Der Vorher-
sagefehler der Validierung ist normalerweise etwas besser und sollte daher unter
RMSEP < 10mg/dl liegen. Die vorgestellten Ergebnisse zeigen deren Abhéngigkeit
von mehreren Faktoren. Dazu zéhlen neben der Messdauer und dem damit verbun-
denem Zeitraum, in dem das Auge gedffnet bleiben muss, auch das Gerét selbst.
Eine systematische Untersuchung der Geréte-Parameter und eine Optimierung der
Parameter fiir die Auswertung sind in vivo nicht zu realisieren. Daher werden im Fol-

genden In-vitro-Messungen zur Ermittlung der optimalen Parameter herangezogen.

4.7.3 Monitorstrahlengang

Der fiir die In-vivo-Spektroskopie verwendete Strahlengang erfordert immer einen
Experimentator, der die Apparatur einstellt bzw. scharf stellt. Allerdings wird das
in das Auge eingestrahlte Licht nicht nur auf der Linse sondern auch auf der Vorder-
und Riickseite der Hornhaut reflektiert. Diese Reflektionen sind sehr viel stirker als
die der Linse, wie es bereits in Kap. 2 beschrieben wurde. Das legt die Idee nahe,
diese Reflektionen zur Scharfstellung der Apparatur zu verwenden. [48] Dazu muss
der in Kap. 4.3.4 beschriebene Aufbau erweitert werden. Eine entsprechende Skizze
des Aufbaus ist in Abb. 4.31 gezeigt.

Das Licht von der Lichtquelle L wird ins Auge fokussiert und in allen vier Purkinje-
Punkten reflektiert. Das an der Vorder- und Riickseite der Hornhaut reflektierte
Licht wird auf einen Monitor M gelenkt und das an der Vorderfliche der Linse
reflektierte Licht auf den Detektor D.

Als erste Losung des Problems der automatischen Scharfstellung der Apparatur

wird einfach eine griine Leuchtdiode an der angegebenen Position angebracht, die
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4.7 In-vivo-Glucose-Bestimmung

Abb. 4.31: Skizze des In-vivo-Aufbaus mit Monitorstrahlengang. L: Lichtquelle, M: De-
tektor des Monitorstrahlengangs, D: Detektor.

der Proband fixieren kann. Die Farbe der Leuchtdiode wird so gewéhlt, dass sie gut
erkennbar und sich von dem eher roten zur NIR-Messung verwendeten Licht abhebt.
Erste Tests zeigen, dass es dem Probanden dadurch leichter fallt, unbeabsichtigte
Augenbewegungen zu vermeiden. Allerdings ist es nur ein erster Schritt in Richtung

einer automatisierten Scharfstellung der Apparatur.

Eine Weiterentwicklung besteht im Austausch der Diode gegen einen kleinen De-
tektor. Der Detektor besteht aus einer BaK4-Plankonvexlinse (10 mm @, f=15mm),
die das Licht auf eine Phototransistor (BPX 25) fokussiert. Die Anzeige erfolgt als
Anderung der Stromstirke. Zu diesem Zweck wird das Detektorsignal mit einer

Darlington-Schaltung gewandelt.

Es konnte wéhrend einer In-vivo-Messung gezeigt werden, dass die Stromstérke
mit der Fixation zu korrelieren scheint. Dies wird durch den Experimentator visuell
festgestellt. Die gemessenen Strome sind klein, ca. 200 4A, und werden bisher nur

als Hilfestellung fiir den Experimentator verwendet.

Diese Vorversuche zeigen, dass die Reflektion an der Hornhaut mit der Scharfein-
stellung der Apparatur zu korrelieren scheint und dass es u. U. moglich ist, die
Scharfeinstellung auf diese Weise zu automatisieren. Fiir eine Automatisierung muss
der durch den Detektor des Monitorstrahlengangs festgestellte Maximal-Wert fiir je-
den Probanden individuell festgestellt werden. Zusétzlich sollte die Software fiir die
Spektren-Aufnahme mit dem Monitorstrahlengang gekoppelt werden, so dass eine

Programm-gesteuerte Spektren-Aufnahme anhand der ermittelten Werte moglich
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ist.

4.8 In-vitro-Glucose-Bestimmung

Da eine systematische Untersuchung der Gerédte-Parameter und eine Optimierung
der Parameter fiir die Auswertung in vivo nicht zu realisieren sind, werden im Fol-
genden In-vitro-Messungen zur Ermittlung der optimalen Parameter herangezogen.
Dazu werden Messungen an unterschiedlichen Geréten durchgefithrt und auch ver-

schiedene Parameter fiir die Auswertung getestet.

4.8.1 Externe Messungen

Die In-vivo-Glucose-Messungen wurden an zwei verschiedenen Geréten durch-
gefiihrt, einem F'T-Spektrometer und einem dispersiven Gerét. Dies hatte unter-
schiedliche Ergebnisse in der Glucose-Bestimmung zur Folge und fiihrte zu der An-
nahme, dass auch das verwendete Gerét einen Einfluss auf die Qualitdat der Messung
haben konnte. Aus diesem Grund wurden Testmessungen an verschiedenen, kom-
merziell erhéltlichen Gerdten durchgefiihrt. Da diese Geréte zur Spektren-Aufnahme
und auch zur Auswertung unterschiedliche Programme verwenden, kann ein Ver-
gleich der Ergebnisse ausschliefllich anhand der Vorhersagefehler gemacht werden.

Die verwendeten Gerite-Parameter sind in Tab. 4.1 angegeben.

FT-Spektrometer MB 160 (ABB): Zu den bereits in Kap. 4.3.3 vorgestellten
Geridten gehort das FT-Spektrometer MB 160 (ABB). An diesem Gerit werden wiiss-
rige Glucoselosungen mit Konzentrationen zwischen 10 und 300 mg/dl in Schritten
von 10 mg/dl sowie 500, 700, 800 und 900 mg/dl untersucht. Die genauen Konzentra-
tionen und Probenbezeichnungen sind in Anhang B.1 aufgefiihrt. Die Proben werden
in Glasrohrchen fiir die GC-Analyse mit einem Durchmesser von 5mm gefiillt, auf
37°C temperiert und bei dieser Temperatur vermessen. Die Spektren werden mit
64 scans bei einer Auflésung von 16 cm™! zwischen 3800-14000 cm ™! aufgenommen.
Die Auswertung erfolgt mit dem Programm-Paket PLSPlus/IQ (ABB).

In Abb. 4.32 sind die NIR-Absorptions-Spektren fiir Glucose-Konzentrationen von
10, 100, 500 und 1000 mg/dl dargestellt (Proben 1, 10, 31 und 33).
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Abb. 4.32: NIR-Absorptions-Spektren wissriger Glucoselosungen (MB 160, d = 5mm,
16cm~1).

Die Spektren entsprechen den Glucose-Spektren, die mit dem Vector22/N-C (Bru-
ker) mit einer Schichtdicke von 5 mm aufgenommen werden (s. Abb. 4.40). Es lassen
sich nur marginale Unterschiede aufgrund der verschiedenen Konzentrationen fest-
stellen. Unterhalb von 5300cm™! und zwischen 6500-7100cm~! beobachtet man
Totalabsorption.

Die Auswertung erfolgt mit dem in Grams (Thermo Galactic) implementierten
Programmpaket PLSPlus/IQ (ABB) nach dem PLS-1 Algorithmus. Nach einer ers-
ten visuellen Kontrolle der Spektren wird das Spektrum der Probe Nr. 9 als Aus-
reifler identifiziert und aus dem Datensatz genommen. Die PLS-1-Regression wird
iiber zwei spektrale Bereiche (5755-6295cm ™!, 7267-11124 cm™!) mit 62 Spektren

als leave-one-out-Kreuzvalidierung berechnet.

Es werden zwei Regressionen durchgefiihrt, eine mit den Spektren ohne Vorbe-
handlung und eine mit der ersten Ableitung der Spektren. Die Ergebnisse beider
Regressionen sind in Abb. 4.33 als vorhergesagte Konzentration gegen die tatséchli-

che Konzentration dargestellt.
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Abb. 4.33: Ergebnisse der PLS-1 Regression (62 Spektren, MB 160, d = 5mm, 16cm™1).
A: Ohne Vorbehandlung, B: erste Ableitung.

Beide Regressionen zeigen keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen den vor-
hergesagten und den experimentellen Konzentrations-Werten. Die beste Regression
ohne Vorbehandlung der Spektren ist die mit einem Fehler von RMSEP -V =79,45
und einem Bestimmtheitsmal R?=84,92% bei einem PLS-Rang von 6. Werden
die ersten Ableitungen der spektralen Daten verwendet, so ergibt sich ein Fehler
von RMSEP~V = 156,33 bei einem Bestimmtheitsmafl von R? =41,84 %, und einem
Rang von 4.

Die Verwendung der ersten Ableitung fiithrt zu einen sehr viel schlechteren Ergeb-
nis. Aber auch die Validierung ohne Vorbehandlung zeigt keine ausreichende Ge-
nauigkeit fiir eine korrekte Glucose-Vorhersage im physiologischen Konzentrations-

Bereich.

Wird fiir die Berechnung anstelle von PLSPlus/IQ das Programm QUANT-2
(OPUS,Bruker) mit den selben Parametern verwendet, so verschlechtert sich das
Ergebnis weiter. Ohne Vorbehandlung ergibt sich bei einem PLS-Rang von 4 ein
Fehler von RMSEP-V =196 mg/dl bei einem Bestimmtheitsmafl von R? =7,22 %.
Bei Verwendung der ersten Ableitung wird der erste PLS-Rang als optimaler Rang
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ausgegeben mit einem Fehler von RM SECV = 187 mg/dl und einem Bestimmtheits-
maf von R? =15,01 %. Im Vergleich mit der Auswertung der mit dem Vector22/N-C

aufgenommenen Daten stellen diese Ergebnisse keine Verbesserung dar.

InfraPrime und InfraProver (Bran+Luebbe): Neben dem direkten Vergleich
zweier FT-Spektrometer werden auch andere Spektrometertypen getestet. Dazu
gehoren zwei Gerite der Firma Bran+Luebbe, das InfraPrime, ein 2-Strahl-AOTF-
Spektrometer, und das InfraProver, ein Polarisations-Interferometer. Die Funktions-
weise des AOTF-Spektrometers wurde in Kap. 4.3.3 erldutert.

Die Proben fiir diese Testmessung wurden analog zu den bereits fiir die am MB 160
beschriebenen Testmessungen vorbereitet. Die genauen Konzentrations-Angaben
und die Bezeichnungen der tatsdchlich vermessenen Proben sind im Anhang B.2
zusammengestellt. Die Spektren wurden in 1 bzw. 10 mm Durchflusskiivetten bei
Raumtemperatur aufgenommen. Am InfraPrime wurde zwischen 900 und 1700 nm
(11000-5900 cm™!) in 2 nm Schritten gemessen, am Infraprover zwischen 10000 und
4000 cm™"! (1000-2500 nm) mit einer Schrittweite von 12cm™!. Die Kiivette wurde
fiir jede Messung neu gefiillt und es wurden drei Spektren pro Probe aufgenom-
men. In Abb. 4.34 sind typische Spektren fiir die Messung an den beiden Geréten
dargestellt.

Die mit der 1 mm Kiivette aufgenommenen Spektren (A) entsprechen wieder-
um den bereits zuvor diskutierten Glucose-Spektren (s. Kap. 4.5.2). Das mit einer
Schichtdicke von 10 mm aufgezeichnete Spektrum (B) zeigt aufgrund der héheren
Schichtdicke bereits oberhalb von etwa 1400 nm (7143 cm™!) Totalabsorption, im
Vergleich dazu existiert bei einer Schichtdicke von 5 mm noch ein spektrales Fens-
ter zwischen den beiden Wasser-Banden (5750-6300 cm™!). Die 1 mm Spektren am
InfraProver (C) wurden in einem groBeren spektralen Bereich (1000-2500 nm) auf-
genommen. Auch sie zeigen den typischen, bereits in Kap. 4.5.2 diskutierten Verlauf.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm Sesame 3.1
(Bran+Luebbe). Fiir die Modellbildung wurden neben PLS-Algorithmen der der
multiplen linearen Regression (MLR) verwendet. Um einen Anhaltspunkt zur Be-
urteilung der Giite des mathematischen Modells zu erhalten, wurde der Vorher-
sagefehler (RMSEP) berechnet. Neben dem Vorhersagefehler wurde auch der Mul-
tiple Correlation Coefficient (MCC) und die geschétzte Standardabweichung (SEE:
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Abb. 4.34: Glucose-Absorptions-Spektren des AOTF-Spektrometers (InfraPrime) A: mit
der 1mm Kiivette und B: mit der 10mm Kiivette. C: Spektren des

Polarisations-Interferometers (InfraProver) mit der 1 mm Kiivette.
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Standard Error of Estimation) berechnet. Die mathematischen Definitionen dieser

Begriffe sind in den Gleichungen 4.33-4.35 angegeben:

SEE?*(n—k—1)
M = 1-— 4.

CO \/ SDBereich(n - 1) ’ ( 33)

> (Ypred — Yres)?
FE = 4.34
o \/ n—k—1 "~ (4.34)

_ 2
RMSEP = \/ 2 Yprea = Yres)” (4.35)

n

SD bezeichnet die Standardabweichung, n die Anzahl der Kalibrier-Proben und
k die Anzahl der Wellenléngen.

Die Spektren wurden in mehrere Blocke unterteilt, so dass unterschiedliche Spek-
tren zur Kalibrierung und zur Vorhersage verwendet wurden. Die RMSEP-, MCC-
und SEE-Werte sind fiir die verschiedenen Regressionen in Tab. 4.6 zusammenge-

fasst.

Tab. 4.6: Auswertung der Kalibrierungen fiir das InfraPrime und das InfraProver

(Bran+Luebbe).
Gerit Schichtdicke | Statistik | MCC | SEE | RMSEP

InfraPrime 1mm MLR 0,998 | 4,0 9,5
PLSR 0,997 | 4.3 9,5

InfraPrime 10 mm MLR 0,996 | 104 20,2
PLSR 0,998 | 6,9 9,4

InfraProver 1 mm MLR 0,986 | 15,1 40
PLSR 0,993 | 12,2 42

Das beste Ergebnis wird mit den 1 mm-Spektren des InfraPrime erzielt. Der Vor-
hersagefehler (RMSEP) fiir unbekannte Test-Spektren liegt sowohl fiir die MLR-
als auch fiir die PLS-Regression unter 10 mg/dl bei einer geschitzten Standardab-
weichung von 4,0 bzw. 4,3mg/dl. Die Regressionen mit den Spektren mit 10 mm
Schichtdicke bzw. mit dem InfraProver weisen mit Vorhersagefehlern bis zu RM-
SEP =42 mg/dl erheblich schlechtere Werte auf.
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Da Messungen mit einer Schichtdicke von 5mm an diesen Geréten nicht durch-
gefithrt werden konnten, ist kein direkter Vergleich mit den Ergebnissen am
Vector22/N-C moglich. Die Testmessungen am InfraPrime und InfraProver zei-
gen, dass es prinzipiell mdéglich ist, Glucose in wissriger Losung im physiologischen
Konzentrations-Bereich zu messen. Aufgrund der geringen Konzentrationen ist je-
doch mit einem starken Matrixeinfluss des Losungsmittels, hier Wasser, zu rechnen.
Bei allen Kalibrierungen ist daher darauf zu achten, dass tatséchlich Glucose mo-

delliert wird und nicht die Wechselwirkungen von Glucose mit der Wassermatrix.

V-570 (JASCO): Auch ein dispersives Spektrometer wurde getestet, das V-570
(JASCO), ein Zwei-Strahl-Spektrometer. Die Spektren wurden in Kiivetten mit einer
Schichtdicke von 5mm zwischen 2500 und 750 cm ™! (4000-13300 cm™!) bzw. 2000
bis 750 nm (5000-13300 cm™!) mit einer Scan-Geschwindigkeit von 400 nm/min auf-
genommen. Daraus resultierte eine Aufnahmezeit von etwa 5 min pro Spektrum. Die
Temperatur der Proben betrug 37°C. Als Referenz diente ein Leerkanal-Spektrum,
das direkt vor der Probe vermessen wurde. Jede Probe wurde einmal vermessen. Die
an diesem Gerét vermessenen Proben sind im Anhang B.3 aufgefiihrt.

Abb. 4.35 zeigt einige mit diesem Gerdt aufgenommene NIR-Absorptions-
Spektren wissriger Glucoselosungen. Die Spektren zeigen den typischen Verlauf,
wie auch in Abb. 4.32 und 4.40.

Fiir die PLS-Modellbildung wurde das Programm Spectra Manager (JASCO) ver-
wendet. Die beiden Spektren-Serien A und B wurden getrennt voneinander ausge-
wertet. Die Proben der Serie A wurden einzeln eingewogen, die der Serie B als
Verdiinnungsreihe hergestellt.

Abb. 4.36 zeigt die Korrelation der vorhergesagten Konzentrationen gegen die
experimentell bestimmten Konzentrationen fiir drei PLS-Modelle mit unterschiedli-
chen Parametern.

Zunachst wird eine PLS-Regression mit den Spektren der Proben A0-A28 ohne
Vorbehandlung der Daten in zwei spektralen Bereichen (1548-1850 nm und 750—
1390nm) berechnet (Abb. 4.36 A). Das Bestimmtheitsmafl dieser Berechnung ist
R?=095,98% und der Vorhersagefehler liegt bei RMSEP = 23,44 mg/dl. Die Korre-
lation ist im unteren und mittleren Konzentrations-Bereich besser als im Bereich

hoher Konzentrationen. Aus diesem Grund werden Proben mit Konzentrationen
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Abb. 4.35: Glucose-Absorptions-Spektren des V-570 (JASCO) mit einer Schichtdicke von
5mm bei 37°C.

tiber 250 mg/dl als Ausreifler gekennzeichnet und aus dem Datensatz entfernt. Diese
Konzentrationen haben auch physiologisch kaum noch eine Bedeutung. Zusétzlich
werden die Spektren gegliattet. Dadurch verbessert sich das Ergebnis der Kreuzva-
lidierung. Der Vorhersagefehler verringert sich auf 16,09 mg/dl und das Bestimmt-
heitsmaf steigt auf R*=98,18% an (Abb. 4.36 B). Da gleichzeitig Ausreifier ent-
fernt und die Spektren geglattet wurden, ist es nicht feststellbar, welche Aktion das
Vorhersage-Ergebnis hauptséchlich beeinflusst hat.

Auch die verwendeten spektralen Bereiche beeinflussen das Ergebnis der Kreuz-
validierung. Aus diesem Grund wird fiir die letzte Kreuzvalidierung nur einer der
beiden Bereiche herangezogen (750-1864nm). Das Ergebnis der Kreuzvalidierung
ist in Abb. 4.36 C gezeigt. Die Korrelation der vorhergesagten zu den experimentel-
len Konzentrationen ist etwas besser als bei Verwendung beider spektraler Bereiche
(Abb. 4.36 A). Dies duBert sich auch im Bestimmtheitsma8, das hier R*=97,15%
betriigt und dem Vorhersagefehler von RMSEP = 19.89 mg/dl.

Fiir die Proben der Serie B ergibt sich ein ganz anderes Bild. Die PLS-Regression
wird in zwei spektralen Bereichen (15481850 nm und 750-1390 nm) mit 24 geglétte-
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Abb. 4.36: Kreuzvalidierung zwischen 1548-1850nm und 750-1390nm A: ohne Vorbe-
handlung (Spektren A0-A28), B: glitten (Spektren A0-A24). C: Kreuzvali-
dierung ohne Vorbehandlung zwischen 750-1864 nm (Spektren A0-A28).
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ten Spektren mit Konzentrationen von 7 bis 277 mg/dl durchgefiihrt. Die Kreuzva-
lidierung der Konzentrationen ist in Abb. 4.37 gezeigt. Im Gegensatz zur A-Serie
kann hier keine gute Korrelation zwischen vorhergesagten zu den experimentellen
Konzentrationen beobachtet werden. Dies schléagt sich auch im Bestimmtheitsmafl

von R? =64,89 % und dem Vorhersagefehler von RMSEP = 62,56 mg/dl nieder.
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Abb. 4.37: Kreuzvalidierung zwischen 1548-1850 nm und 750-1390 nm mit den geglédtten
Spektren der Serie B zwischen 7 und 277 mg/dl.

Die Proben der Serie B wurden als Verdiinnungsreihe hergestellt, sie sind also
abhéngig voneinander. Allerdings sollten von einander abhéngige Proben eine bes-
sere Kreuzvalidierung ergeben als von einander unabhéngige Proben.

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Versuchsreihen ist die Reihenfolge
der Spektren-Aufnahme. Serie A wurde mit steigender Konzentration vermessen,
Serie B dagegen randomisiert, also in einer zufélligen Reihenfolge. Es wire daher
moglich, dass bei Serie A nicht die Glucose, sondern eine Gerédtefunktion model-
liert wurde. Andererseits entsprechen die mit Serie A gewonnenen Ergebnisse den
mit dem Vector22/N-C erhaltenen. Dies legt die Vermutung nahe, dass nicht eine

Geratefunktion modelliert wurde, sondern die Kiivette zwischen den einzelnen Mes-
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sungen nicht sorgfiltig genug gereinigt wurde, so dass die Konzentrationen verfalscht
wurden. Da diese Messungen als Test-Messungen bei den jeweiligen Firmen durch-

gefithrt wurden, konnten sie leider nicht wiederholt werden.

Zusammenfassend ergeben die Messungen an den verschiedenen Geréten, dass ei-
ne Glucose-Bestimmung im physiologischen Konzentrationsbereich moglich ist. Die
Verwendung verschiedener Geréte fithrt zu einer unterschiedlichen Giite der Glucose-
Vorhersage. Die Unterschiede treten jedoch erst bei der statistischen Auswertung
hervor. Spektrale Unterschiede sind direkt nicht zu erkennen. Verbesserungen in der
Glucose-Vorhersage hiangen also starker von der Art der zur Auswertung herange-

zogenen Algorithmen und Programme ab als vom verwendeten Spektrometer.

4.8.2 Dispersive NIR-Messungen

Der in Kap. 4.3.2 vorgestellte dispersive Aufbau hat bereits bei den ersten In-vivo-
Messungen sein Potential fiir die Glucose-Bestimmung gezeigt. In diesem Kapitel
sollen nun In-vitro-Messungen an diesem Gerét vorgestellt werden. Dazu wird an-
stelle des In-vivo-Aufbaus der ebenfalls in Kap. 4.3.2 vorgestellte lineare Aufbau
verwendet.

Es werden Spektren von wiéssrigen Glucoselosungen mit Konzentrationen zwi-
schen 20 und 350 mg/dl in 10mg/dl Schritten aufgenommen. Die Daten umfassen
einen spektralen Bereich von 6000 bis 10750 cm ™. Fiir jedes Spektrum wurden 125
scans mit 8 ms Messzeit akkumuliert, so dass sich eine gesamte Messdauer von 1s
pro Spektrum ergibt. Die Spektren werden als Einkanal-Spektren aufgenommen. Vor
der Aufnahme eines Proben-Spektrums wird ein Einkanal-Spektrum ohne Probe als
Hintergrund-Spektrum aufgenommen. Aus diesen beiden Spektren wird anschlie-
Bend ein Absorptions-Spektrum berechnet.

Alle Proben wurden in einer Suprasil Thermo-Kiivette (Hellma) mit einer festen
Lange von 5 mm aufgenommen. Dies entspricht ca. der doppelten mittleren Weglénge
durch die menschliche Vorderkammer. Die Kiivette besitzt einen Wasser-gekiihlten
Mantel, der mit einem Thermostaten verbunden ist. Die Temperatur der Zelle wurde
auf 37,0°C (£ 0.1°C) eingestellt. Neben der Temperatur der Losung wurde diese vor
jeder Messung auch auf Luftblasen untersucht, welche entfernt wurden.

Abb. 4.38 zeigt einige typische 5-mm-Glucose-Spektren, die mit dem dispersiven
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Aufbau aufgenommen wurden. Bei 6900, 8500 und 10200 cm ™! sind Banden zu er-

kennen, welche Wasser zugeordnet werden konnen.
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Abb. 4.38: NIR-Absorptions-Spektren von wissrigen Glucoselosungen (dispersiver Auf-

bau, d=5mm, 8 ms, 125 Akkumulationen).

Fiir die Kalibrierung wird wie bereits bei den In-vivo-Messungen (s. Kap. 4.7.2)
der spektrale Bereich von 7141 bis 10510 cm™! herangezogen. Es werden 34 Proben
mit Glucose-Konzentrationen zwischen 20 und 350 mg/dl an einem Tag in willkiirli-
cher Reihenfolge vermessen. Die Konzentrationen und Namen der einzelnen Pro-
ben sind im Anhang B.4 angegeben. Die Auswertung der Daten erfolgt mit dem
Programm-Paket QUANT-2 (OPUS, Bruker). Von den 99 gemessenen Spektren
werden 25 als Ausreifler erkannt und aus dem Trainings-Datensatz entfernt. Die
restlichen 74 Spektren werden einer LOO-Kreuzvalidierung unterworfen.

Das Ergebnis der LOO-Kreuzvalidierung ist als Korrelation der vorhergesag-
ten und experimentellen Konzentration in Abb. 4.39 gezeigt. Das Diagramm
weist eine starke Streuung der Werte auf, was sich auch im Vorhersagefehler
RMSE¢cy =44,6 mg/dl widerspiegelt. Das Bestimmtheitsmaf fiir dieses Modell liegt
bei R? = 77,42 % bei einem optimalen PLS-Rang von 7. Trotz der starken Streuung

111



4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

kann eine Korrelation der Konzentrationen erkannt werden. Dies duflert sich darin,

dass sich die Datenpunkte um die Winkelhalbierende herum anordnen.
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Abb. 4.39: Ergebnis der LOO-Kreuzvalidierung fiir 74 Spektren mit Glucose-
Konzentrationen von c¢=20-350mg/dl (PLS-1, keine Vorbehandlung,
Wellenzahlbereiche: 7141,1 bis 10509,9 cm™1).

Dieses schlechte In-vitro-Ergebnis iiberrascht, vor allem in Hinblick auf das gu-
te Ergebnis fiir die In-vivo-Messungen mit diesem Geridt. Es kommen verschiedene
Ursachen fiir das In-vitro-Ergebnis in Frage. Diese liegen wahrscheinlich im Geréte-
technischen Bereich, wobei auch die Auswertung einen Einfluss haben kann. Kri-
tische Punkte sind die Temperatur-Stabilisierung des gesamten Gerédtes und die
verwendete Glasfaser. Der Aufbau setzt sich aus mehreren Komponenten zusam-
men: Spektrometer, Glasfaser und Probenkammer. Daher besteht die Moglichkeit,
dass z.B. die Apparatur nicht optimal justiert ist oder auch dass Temperatur-
Unterschiede zwischen den Komponenten vorherrschen. Eine weitere Fehlerquelle
liegt in der Beweglichkeit der Faser. Diese ist zwar fixiert, allerdings nicht auf voller
Lénge. Positiv zu vermerken sind die extrem kurzen Messzeiten mit diesem Gerit,

die besonders fiir In-vivo-Messungen wichtig sind. Die bisherigen In-vivo- und In-
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4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

vitro-Untersuchungen haben zwar gezeigt, dass eine Glucose-Bestimmung prinzipiell
moglich ist, allerdings wurden auch einige Schwachstellen der Methode erkannt. Da-
her soll nun eine systematische Untersuchung der Mess- und Geréite-Parameter an

einem kommerziellen FT-NIR-Spektrometer durchgefiithrt werden.

4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

Das zur Verfiigung stehende FT-NIR-Spektrometer (Vector22/N-C, Bruker) ist ein
kompaktes, kommerziell erhéltliches Gerat. Aus diesem Grunde ist es fiir eine sys-
tematische Untersuchung der Parameter fiir die Glucose-Bestimmung besonders ge-
eignet, da der systematische, durch das Gerét verursachte Fehler gering sein sollte.
Im Folgenden werden die an diesem Gerét erhaltenen Ergebnisse vorgestellt und
verschiedene Optimierungs-Strategien aufgezeigt. Desweiteren wird die Tempera-
turstabilitdt des Gerédtes und der Einfluss der Querempfindlichkeiten untersucht.

Im Vorfeld der In-vivo-Glucose-Bestimmung am Auge ist es wichtig, die Parame-
ter fiir die Kalibrierung zu ermitteln und zu zeigen, dass Glucose-Konzentrationen
an dem verwendeten Gerédt mit einer ausreichenden Genauigkeit vorhergesagt wer-
den koénnen. Da eine Kalibrierung nicht direkt von einem Gerédt auf ein anderes
iibertragen werden kann, miissen diese Parameter fiir jedes Gerédt neu bestimmt
werden. Dazu werden FT-NIR-Absorptions-Spektren von Glucoselosungen aufge-
nommen und entsprechend ausgewertet.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit dem Vector22/N-C (Bruker). Die Daten
umspannen dabei einen spektralen Bereich von 12500 bis 4000 cm ™! mit einer spek-
tralen Auflésung von 8cm™!. Die Interferogramme wurde im Modus double-sided
forward-backward aufgenommen. Die Proben werden analog zu den Proben fiir die
dispersiven In-vitro-Messungen vorbereitet.

Jedes Spektrum wurde mit 100 scans pro Probe mit einer Gesamt-Scan-Zeit von
60s aufgenommen. Jede Probe wurde dreimal vermessen und vor jeder Messung
wurde ein neuer Hintergrund, hier ein Leerkanal-Spektrum, aufgenommen. Spektren,
eine starke Abweichung von der Mehrheit der Spektren aufwiesen, wurden verworfen.

Die Wahl des Detektors fiel auf den Peltier-gekiihlten InGaAs-Detektor. Die-
ser Detektor weist nicht ganz die Empfindlichkeit des Raman-Detektors auf (s.

1

Abb. 4.4), aber er erméglicht Messungen auch unterhalb von 6000cm™', ein Be-
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

reich, in dem verschiedene Glucose-Banden liegen (s. Kap. 4.5.2).

Abb. 4.40 zeigt einige typische 5 mm-Glucose-Spektren. Die Totalabsorption um
6900 cm ! resultiert von einer Wasser-Bande. Unterhalb von 5300 cm ™! findet auf-
grund der hohen Schichtdicke ebenfalls Totalabsorption statt. Fiir die multivariate
Kalibrierung werden diese Bereiche nicht verwendet, sondern nur die beiden Bereiche
5377,2 bis 6542 cm~! und 7171 bis 11001 cm~!. Diese Bereiche wurden so gewiihlt,
dass die maximale Absorption unterhalb von 3 arb. u. liegt und alle spektralen Merk-

male enthalten sind.
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Abb. 4.40: NIR-Absorptions-Spektren von wissrigen Glucoselosungen (Vector22/N-C,
d=5mm, 100 scans, 8cm~!, InGaAs-Detektor). Die gekennzeichneten Berei-

che werden fiir die Kalibrierung verwendet.

Fiir die Kalibrierung wurden zwei Proben-Sétze mit je 35 Proben vermes-
sen. Die Proben-Konzentrationen variierten dabei von 10 bis 350 mg/dl in Schrit-
ten von 10mg/dl. Fiir eine genaue Aufschliisselung der Proben-Konzentrationen
wird auf den Anhang B.5 verwiesen. Jeder Proben-Satz wurde in einer zufélligen
Konzentrations-Folge innerhalb von zwei Tagen vermessen. Die beiden Sétze wur-
den mit einem Abstand von drei Wochen vermessen.

Die resultierenden 214 Absorptions-Spektren wurden chemometrisch mit dem
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4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

Programm-Paket QUANT-2 (OPUS, Bruker) als Test-Set-Validierung und LOO-
Kreuzvalidierung analysiert und die Ergebnisse auf ihre medizinische Relevanz hin
untersucht. Der Test auf medizinische Relevanz erfolgt, indem die Konzentrations-
Korrelations-Diagramme in ein Clarke- bzw. BD-Error-Grid [165] eingetragen wer-
den.

Fiir die Test-Set-Validierung werden die Spektren in einen Trainings-Datensatz,
bestehend aus einem Konstruktions- und einem Validier-Datensatz, und einen Test-
Datensatz aufgeteilt. Mehrfach-Messungen einer Probe wurden demselben Datensatz
zugeordnet. Der Konstruktions-, Validier- und Test-Datensatz besteht zunéchst aus
jeweils 69 Spektren. Von den 214 Spektren wurden 17 aufgrund starker Basislinien—
Verschiebungen als Ausreifler gekennzeichnet und aus den Daten-Sétzen entfernt (s.
Anhang B.5).

Der resultierende Konstruktions-Datensatz besteht somit aus 64 Spektren, der
Validier-Datensatz aus 67 und das Test-Set aus 66 Spektren. Die PLS-Regression
wird als Test-Set-Validierung ohne Vorbehandlung der Daten in den beiden angege-
benen spektralen Bereichen durchgefiihrt.

Das Ergebnis der Test-Set-Validierung ist in Abb. 4.41 als Konzentrations-
Korrelation zwischen den experimentellen und den vorhergesagten Konzentrationen
dargestellt. Der mittlere Vorhersagefehler liegt bei RMSEP ¢y =15,7mg/dl bei ei-
nem Bestimmtheitsmafl von R? =97,38 % und einem optimalen PLS-Rang von 11.

Sowohl der niedrige Fehler als auch die gute Korrelation zwischen den experi-
mentellen und vorhergesagten Konzentrations-Werten zeugen von der Giite dieses
Modells. Die Korrelation der Konzentrationen ist umso besser, je ndher die einzel-
nen Messungen fiir eine Konzentration beieinander liegen und je besser sie mit den
experimentellen Konzentrationen iibereinstimmen also je nédher sie an der Winkel-
halbierenden liegen. Ideal wére es, wenn alle Datenpunkte direkt auf der Winkelhal-
bierenden liegen wiirden.

Die Ubereinstimmung, zwischen experimentellen und vorhergesagten Werten,
kann anhand der Residuen gezeigt werden. Als Residuum wird die Differenz zwi-
schen dem experimentellen und dem vorhergesagten Wert bezeichnet. Die Residuen
werden in zwei Diagrammen dargestellt, einmal als Funktion der experimentellen
Konzentration und einmal als Funktion der Reihenfolge in der die Spektren auf-

genommen wurden. Dadurch kann sowohl gezeigt werden, ob der Fehler in allen
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Abb. 4.41: Ergebnis der Test-Set-Validierung fiir 64 Konstruktions- und 67 Validierungs-
Spektren mit Glucose-Konzentrationen ¢ =10-350 mg/dl (PLS-1, keine Vorbe-
handlung, Wellenzahl-Bereiche: 53776542 cm ™! und 7171-11001 cm™1).
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4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

Konzentrations-Bereichen #hnlich ist, bzw. ob gewisse Bereiche eine bessere Uber-
einstimmung zeigen, oder ob eine mogliche Gerite-Abhéngigkeit vorliegt.

Fiir die in Abb. 4.41 gezeigte Kalibrierung sind in Abb. 4.42 die Residuen auf-
getragen. Es zeigt sich, dass die Residuen gleichméfig verteilt sind. Die Vorhersage
erfolgt daher fiir alle Konzentrations-Bereiche mit einem &dhnlichem Fehler und die
Darstellung gegen die laufende Nr. zeigt, das wahrscheinlich keine Geréatefunktion

modelliert worden ist.

Allerdings ist dies nur die Validierung. Wichtiger ist die Fiahigkeit des Modells,
Proben bzw. Spektren mit unbekannten Konzentrationen vorherzusagen. In diesem
Fall werden dazu die 66 Spektren des Test-Satzes verwendet. Diese Spektren wurden
nicht fiir die Kalibrierung verwendet.

In Abb. 4.43 ist die Vorhersage-Fiahigkeit des aufgestellten Kalibrierungs-Modells
als Konzentrations-Korrelations-Plot dargestellt. Es ist sofort erkennbar, dass die
Abweichung vom Optimum grofer ist als fiir die interne Validierung. Dies gilt auch
fiir den mittleren Fehler den RMSEP 7. = 17,44 mg/dl, der analog zum RMSEP ¢y
ermittelt wird. Ein Blick auf die Residuen in Abb. 4.44 zeigt, dass die meisten Werte
zu niedrig vorhergesagt werden und deren Residuen positiv sind.

Die Tendenz der Vorhersage von zu niedrigen Glucose-Konzentrations-Werten
wirft die Frage nach den medizinischen Konsequenzen auf. Eine Moglichkeit, um
den Zusammenhang zwischen der Vorhersage und der medizinischen Wirkung dar-
zustellen, ist es, das Ergebnis in ein Clarke oder BD FError Grid Diagramm zu
plotten. Diese Art der Darstellung erméglicht eine schnelle Bewertung der medizi-
nischen Wirkung des Modells. Dazu wird ein Streudiagramm erstellt, das in fiinf
Zonen eingeteilt ist. [166,167] Die fiinf Zonen A bis E stellen Bereiche dar, in denen
die Glucose-Vorhersage eine bestimmte medizinischer Handlung bedingt. Punkte,
die in Zone A fallen, fithren zu einer richtigen medizinischen Behandlung, in Zone
B zu einer leicht abweichenden Behandlung, die allerdings das klinische Ergebnis
gar nicht oder nur wenig éndern. Zone C und D fithren zu abweichenden medizi-
nischen Handlungen, die wahrscheinlich das klinische Ergebnis verdndern (C) bzw.
ein medizinisches Risiko verursachen (D). Datenpunkte in Zone E fiihren zu falschen
Diagnosen mit gefdhrlichen Konsequenzen. Fiir eine klinisch korrekte Studie sollten
daher alle Datenpunkte in der Zone A liegen. Diese Zonen des Clarke Error Grids

wurden empirisch durch eine kleine Gruppe von Medizinern ermittelt. Einen etwas
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Abb. 4.43: Vorhersage von 66 unabhingigen Spektren des Test-Datensatzes mit dem Mo-
dell der Test-Set-Validierung.
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4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

umfassenderen Ansatz fiir ein Error Grid wurde von Parkes et al. [167] verfolgt. Sie
stellten das sogenannte BD Error Grid auf, das aufgrund einer empirischen Stu-
die von 100 Endokrinologen aufgestellt wurde. Dieses Error Grid zeigt aufgrund
der groBeren Statistik eine etwas zuverldssigere Korrelation zwischen den vorherge-
sagten Glucose-Konzentrationen und der medizinischen Reaktion. Die Risiko-Zonen
sind dhnlich definiert wie die des Clarke Error Grid.

In Abb. 4.45 A ist ein Clarke Error-Grid-Diagramm mit den Ergebnissen der
Test-Datensatz-Vorhersage gezeigt. Das Diagramm verifiziert die gute Korrelation
der Werte. 61 der 66 Werte liegen in Zone A und nur vier in Zone B und einer in Zone
D. Im Vergleich dazu zeigt Abb. 4.45 B das entsprechende BD Error Grid. Auch hier
fallt der Grofiteil der Punkte in die Zone A, genauer 63 von 66 Punkten. Die drei
iibrigen finden sich in Zone B. Beide Diagramme bestétigen die guten Vorhersage-
Qualitat des aufgestellten Modells. Die Diagramme wurden mit dem Makro BD
ERROR GRID.XLS [165] erstellt.

Trotz der Tendenz des Modells, die Konzentrationen unbekannter Proben zu nied-
rig vorherzusagen, zeigt das Modell eine ausreichende Genauigkeit, die zu keinen
medizinischen Konsequenzen fithren wiirde.

Anstelle einer Test-Set-Validierung kann auch eine LOO-Kreuzvalidierung durch-
gefithrt werden. Die Aufteilung der Spektren wird fiir das kreuzvalidierte Modell bei-
behalten, nur wird der Trainings-Datensatz nicht aufgeteilt, sondern komplett fiir die
LOO-Kreuzvalidierung verwendet. Die Kreuzvalidierung wird mit dem Programm-
Paket QUANT (OPUS, Bruker) berechnet.

In Abb. 4.46 ist die Korrelation zwischen den experimentellen und vorhergesagten
Glucose-Konzentrationen fiir die LOO-CV dargestellt und zeigt eine gute Korrelati-
on der Werte. Die zur Berechnung herangezogenen spektralen Bereiche sind wieder
5377 bis 6542 cm ™! und 7171 bis 11001 cm~!. Der optimale PLS-Rang wie auch bei
der Test-Set-Validierung 11, der Vorhersagefehler ist mit RMSEP ¢y = 14,4 mg/dl
etwas geringer und das Bestimmtheitsmafl mit R? =97,87 % etwas hoher.

Abb. 4.47 zeigt die Residuen als Funktion der experimentellen Konzentration bzw.
der laufenden Nummer der Spektren. Diese Diagramme &hneln denen fiir die Test-
Set-Validierung und zeigen keine auffélligen Tendenzen. Da hier fast die doppelte
Anzahl an Spektren zur Modell-Bildung herangezogen wurde, ist es moglich, dass die

leichte Verbesserung der Werte dadurch zu erklaren ist. Die beiden Modelle stellen
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Abb. 4.45: Vorhersage von 66 unabhingigen Spektren des Test-Datensatzes mit dem Mo-
dell der Test-Set-Validierung. A: Clarke Error Grid, B: BD Error Grid.
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Bereiche: 5377-6542 cm ™! und 7171-11001 cm™1).
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Abb. 4.47: Residuen der LOO-Kreuzvalidierung: A als Funktion der Konzentration,
B: als Funktion der laufenden Nr. der Spektren (QUANT-2, ohne Vorbehand-
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sich hier als fast gleichwertig dar.

Entscheidend ist daher die Féhigkeit der Modelle unbekannte Proben vorherzu-
sagen. Dazu wurde der Test-Datensatz mit 66 Spektren herangezogen. Das LOO-
kreuzvalidierte Modell erreicht bei der Vorhersage dieser Spektren einen Vorher-
sagefehler von RMSEP7., =15,41 mg/dl und zeigt damit eine besserer Leistung
als das Test-Set-Modell (RMSEP 7. = 17,44 mg/dl). Die zugehorige Konzentrations-
Korrelation ist in Abb. 4.48 gezeigt. Sie zeigt eine Korrelation der vorhergesagten
mit den experimentellen Konzentrationen.

Die Residuen (s. Abb. 4.49) zeigen wie auch bei der Test-Set-Validierung die
Tendenz des kreuzvalidierten Modells, unbekannte Konzentrationen zu niedrig vor-
herzusagen. Dies zeigt sich in beiden Darstellungen.

Auch die Darstellung als Error Grid Diagramm bestétigt die Leistung des Modells.
Sowohl ein Clarke- als auch ein BD-Error-Grid-Diagramm sind in Abb. 4.50 gezeigt,
beide sind mit dem Makro BD ERROR GRID.XLS [165] erstellt worden.

Beide Error-Grid-Diagramme fiir die vorhergesagten Werte der Kreuzvalidierung
zeigen dieselbe Verteilung der Datenpunkte. Bei beiden Diagrammen liegt nur ein
Datenpunkt in Zone B, alle anderen in Zone A. Der Vorhersagefehler fiir unbekann-
te Proben ist fiir die LOO-Kreuzvalidierung etwas schlechter als fiir die Test-Set-
Validierung, allerdings zeigt das LOO-CV-Modell eine hohere Genauigkeit bei der
Korrelation mit der medizinischen Reaktion auf das Ergebnis.

Daraus kann gefolgert werden, dass auch die medizinische Reaktion auf die vor-
hergesagten Werte zu berticksichtigen ist. Die geforderte Genauigkeit von 10 mg/dl
konnte mit diesen Modellen fiir In-vitro-Messungen noch nicht erreicht werden. Da-
her werden nun zwei Strategien zur Verbesserung der Ergebnisse verfolgt. Einerseits
wird versucht, die Auswertung durch die Verwendung verschiedener Vorbehandlun-
gen und einer Wellenzahl-Selektion zu optimieren, andererseits wird das Gerét selbst
auf seine Temperaturabhédngigkeit untersucht. Die Auswertung wird in Zusammenar-

beit mit Dr. K. Baumann (Institut fiir Pharmazie, Universitdt Wiirzburg) optimiert.

4.9.1 Vorbehandlungen

Zunéchst soll die Verwendung verschiedener Vorbehandlungen auf die Ergebnisse

der Kalibrierung untersucht und wenn méglich bereits fiir die Auswertung relevan-
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dell der Kreuzvalidierung. A: Clarke Error Grid, B: BD Error Grid.
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te Bereiche identifiziert werden. Im Folgenden werden die 105 Spektren des ersten
Proben-Satzes (s. Anhang B.5), die auch fiir die In-vitro-FT-NIR-Auswertung ver-
wendet wurden, verschiedenen Vorbehandlungen unterworfen und der Einfluss der
Vorbehandlungen auf das FErgebnis gezeigt.

Typische NIR-Glucose-Spektren mit einer Schichtdicke von 5 mm wurden bereits
in Abb. 4.40 dargestellt. Fiir die Anwendung der Vorbehandlungen wird zunéchst die
Wasser-Bande um 6900 cm ™! aus den Spektren herausgeschnitten (6538-7171 cm™1).
Werden diese Rohdaten dann kolonnenweise zentriert, so spaltet sich die Spektren-
Schar in zwei Blocke auf (Abb. 4.51 A). Diese zwei Blocke korrespondieren mit den
zwei Tagen, an denen die Messungen durchgefiihrt wurden. Es zeigt sich also eine

tatsédchliche Tages-Abhéngigkeit der Spektren.
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Abb. 4.51: A: Kolonnenweise zentrierte Rohdaten. B: 2. Ableitung (quadratisch, 61 Pkt.).
Die Wasser-Bande um 6900cm™! wurde herausgeschnitten (105 Spektren,
Vector22/N-C, d =5mm, 100 scans, 8 cm~!, InGaAs-Detektor).

Wird die 2. Ableitung (quadr., 61 Pkt.) der zentrierten Daten gebildet, so ver-
schwinden die Basislinien-Verschiebungen. Spektrale Variationen weisen die Spek-
tren nur noch in definierten Bereichen auf. Dazu z&éhlt der Wellenzahl-Bereich un-
terhalb von 6500 cm ™!, in dem bereits Glucose-Banden identifiziert werden konnten
(s. Kap. 4.5.2). Weitere spektrale Variationen liegen um 7200 cm ™! und 8900 cm™,

die beide Flanken der Wasser-Banden entsprechen. Es wére daher moglich, dass hier
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

Modifikationen der Wasser-Matrix fiir die Hervorhebung dieser Wellenzahl-Bereiche
verantwortlich sind.

Die Auswirkungen auf den Vorhersagefehler von unabhéngigen Test-Spektren ist
in einem Blockdiagramm in Abb. 4.52 dargestellt. Als Vorbehandlungen wurden
keine Vorbehandlung, MSC, SNV und die 2. Ableitung verwendet. Die 105 Spektren
wurden dafiir in einen Training-Datensatz mit 69 Spektren und einen Test-Datensatz
mit 36 Spektren aufgeteilt. Zwei Spektren wurden als Ausreifler identifiziert, so dass
insgesamt 103 Spektren ausgewertet wurden. Die Modell-Bildung erfolgte mit einer

leave-12-out-Kreuzvalidierung als PLS-Regression.

22 - ORMSEP,
B RMSEP;,

20 -

5

g 18 |

o

LL] 1

2 161 1, 1 1
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14 - 8

12
keine MSC SNV 2. Abl.

Abb. 4.52: Vergleich der Vorhersagefehler fiir eine LMO-Kreuzvalidierung von 103 Spek-
tren mit verschiedenen Vorbehandlungen der Spektren. Angegeben sind der

RMSEP¢y, der RMSEP7.s: und der verwendete PLS-Rang.

Die Art der Vorbehandlung hat sowohl Einfluss auf den RMSEP ¢y und damit auf
den RMSEP7. als auch auf den PLS-Rang. Den hochsten Fehler ergibt die Aus-
wertung der Rohdaten (RMSEPqy =19,7mg/dl, RMSEP7., =21,5mg/dl, Rang
11). Die MSC und SNV zeigen eine etwas bessere Leistung, wobei die beiden Me-
thoden vergleichbare Ergebnisse hervorbringen mit einem RMSEP ¢y =18,2mg/dl
und RMSEP7.s =20,2mg/dl bei Rang 11 fiir die MSC bzw. SNV. Das beste Er-

gebnisse zeigt die 2. Ableitung. Die Vorhersagefehler wie auch der verwendete
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Rang werden hier stark reduziert. Dies fithrt zu einem RMSEPcy = 15,6 mg/dl,
RMSEP7.s = 16,8 mg/dl bei Rang 8. Die Reduzierung des PLS-Ranges weist darauf
hin, dass diese Art der Vorbehandlung die durch die zwei Messtage bedingte Drift
der Spektren vermindert hat und daher weniger PLS-Faktoren fiir die Modellbildung
ausreichen.

Die 2. Ableitung ermoglicht somit die Auswahl Glucose-relevanter Bereiche
und fiithrt zu einem optimierten Ergebnis. Hier wurde die 2. Ableitung nicht fiir
die gesamte spektrale Matrix berechnet, sondern nur in dem bereits reduzierten
Wellenzahl-Bereich. Das hat zur Folge, dass die 2. Ableitung der linken Flanke der
Wasser-Bande von der rechten beeinflusst wird und umgekehrt. Bei der Berech-
nung mit der kompletten Matrix wéren die Flanken vom Rauschen im Peakmaxi-
mum bestimmt gewesen. Die Verwendung der kompletten Matrix fithrt zu wesentlich
schlechteren Ergebnissen (RMSEP ¢y =87mg/dl, RMSEP . =33 mg/dl).

Eine Berechnung der 2. Ableitung unter Auslassung des Bereiches der Wasser-
Bande kann z.B. mit einem Initial Point Filter [168,169] oder lokalen Polyno-
men [170] durchgefithrt werden und sollte ebenfalls zu einer Reduzierung des spek-
tralen Rauschens und damit des Vorhersagefehlers fithren. Diese Methoden zeigen

ein gewisses Optimierungspotential fiir kiinftige Arbeiten auf.

4.9.2 Wellenzahl-Selektion

Eine Moglichkeit, die fiir die Kalibrierung verwendeten Variablen zu reduzieren, ist
die in Kap. 4.6.4 vorgestellte Methode der Wellenzahl-Selektion. Dazu werden die
gleichen Spektren wie im vorangegangenen Kap. 4.9.1. Die Wellenzahl-Selektion wird
basierend auf allen 103 Spektren des ersten Proben-Satzes (s. Anhang B.5) mit ei-
ner leave-75-out-Kreuzvalidierung und Haupkomponenten-Regression (PCR) vorge-
nommen. Fiir die LMO-Kreuzvalidierung der 103 Spektren ergibt sich ein Bestimmt-
heitsmaBl von RZ,, =98,4% und ein Vorhersagefehler von RMSEP ¢y = 12,4 mg/dl.
Damit weist die LMO-Kreuzvalidierung bessere Ergebnisse auf als die vorangegan-
gene LOO-Kreuzvalidierung (RMSEPqy =14,4mg/dl) bzw. Test-Set-Validierung
(RMSEPrg=15,7mg/dl). Das Ergebnis der Wellenzahl-Selektion ist grafisch in
Abb. 4.53 dargestellt.

Die vertikalen Linien bezeichnen die selektierten Wellenzahlen. Diese Wellenzahlen
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Abb. 4.53: Ergebnis der Wellenzahl-Selektion fiir 103 Spektren. Die vertikalen Linien be-

zeichnen die selektierten Wellenzahlen.

sollten besonders relevant fiir die Glucose-Vorhersage sein. Die selektierten Wellen-
zahlen liegen um 6000, 7400, 8900, 9600 und 9900 cm~*. Im Bereich um 6000 cm™*
konnten Glucose-Banden identifiziert werden (s. Kap. 4.5.2), ebenso um 8900 cm ™.
Die selektierten Bereiche oberhalb von 9000 cm™! konnten bisher nicht Glucose zu-
geordnet werden. Allerdings liegen die selektierten Wellenzahlen in den Flanken der
Wasser-Banden. Es wire daher moglich, dass hier Modifikationen der Wasser-Matrix

fiir die Hervorhebung dieser Wellenzahlen verantwortlich sind.

Werden nur die selektierten Wellenldngen zur Modellbildung herangezogen, so
verbessert sich der Vorhersagefehler fiir eine unabhéngige Testdaten-Vorhersage
mit 68 Spektren im Trainings-Datensatz und 35 im Test-Datensatz. Der Vorher-
sagefehler betrdgt nun RMSEP 7.y =10,3mg/dl bei einem Bestimmtheitsmafl von
R% st = 98,9 %. Der medizinisch geforderte Fehler von 10 mg/dl wird nahezu erreicht.

Die Selektion basiert jedoch auf allen 103 Spektren, d. h. auf dem gesamten Daten-
satz, womit die Selektion nicht unabhéngig von den Testdaten ist. Lediglich in der
anschliefenden Testdaten-Vorhersage wurde der Datensatz in Trainings- und Test-

daten geteilt.
Eine akkurate Wellenzahl-Selektion sollte hingegen nur mittels der Spektren des

Trainings-Satzes durchgefiithrt werden, was hier nicht gemacht wurde. Die einge-
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schlagene Strategie zeigt jedoch, das die Spektren die Information enthalten, die
fiir die medizinisch geforderte Prézision notig ist. Allerdings gelang es bislang noch
nicht, diese Selektion vollautomatisch nur mit dem kleineren Trainings-Datensatz
zu erhalten. Verbesserungen in den statistischen Zielfunktionen, die die Variablen-
Selektion steuern, sind hierzu nétig.

Abb. 4.54 zeigt die bisher beste Auswahl fiir den kleinen Datensatz. Allerdings
wurde das Modell nicht vollautomatisch gefunden, sondern benétigte eine nachtragli-
che manuelle Inspektion der Daten. Dadurch wurden selektierte Wellenzahlen in

Bereichen mit Totalabsorption eliminiert.
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Abb. 4.54: Ergebnis der Wellenzahl-Selektion fiir 68 Spektren. Die vertikalen Linien be-

zeichnen die selektierten Wellenzahlen.

Die selektierten Wellenzahlen liegen um 6100, 7200, 8900, 9800 und 10600 cm .
Im Bereich um 10600 cm ™! konnten bereits Glucose-Banden identifiziert werden (s.
Kap. 4.5.2), die anderen Bereiche stimmen mit den zuvor bestimmten iiberein. Die
Wellenzahl-Selektion basiert auf 68 Spektren und wurde mit einer leave-/5-out-
Kreuzvalidierung und PCR-Regression ermittelt. Das Ergebnis der leave-45-out-
Kreuzvalidierung fiir 68 Trainings-Spektren liegt bei einem Vorhersagefehler von
RMSEP¢y = 15,6 mg/dl und einem Bestimmtheitsmafl von RZ,, =97,7% und stel-
len eine Verbesserung im Vergleich zu den aus den Rohdaten ermittelten Ergebnis
dar (s. Kap. 4.9.1).
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Werden nun die selektierten Wellenzahlen zur Testdaten-Vorhersage der 35 vom
Trainings-Datensatz unabhéngigen Spektren verwendet, so resultiert dies in einem
Vorhersage-Fehler von RMSEP7.s; = 13,6 mg/dl und einem Bestimmtheitsmaf von
RZ%.., = 98,1 %.

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Daten zumindest das
Potential fiir einen RMSEP von 10 bis 12mg/dl haben. Allerdings besteht noch
ein Optimierungs-Potential, das die genaue Auswahl der einzelnen Wellenzahlen
betrifft. Bevorzugte Bereiche fiir die Vorhersage der Glucose-Konzentration lassen

sich hingegen bei beiden Abbildungen klar ablesen.

4.9.3 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hangt nicht nur von den Gerédte-Parametern
ab, auch der Anwender kann die Reproduzierbarkeit beeinflussen. Aus diesem Grund
wird die Reproduzierbarkeit der Messungen in Abhéngigkeit des Operators unter-
sucht. Dazu werden von zwei Personen (A und B) jeweils drei Messreihen mit einer
Schichtdicke von 5 mm an drei nicht aufeinander folgenden Tagen aufgenommen und
ausgewertet. Jede Messreihe besteht aus 15 wassrigen Glucoselosungen mit Konzen-
trationen zwischen 20 und 300 mg/dl in 20 mg/dl-Schritten und einer Wasser-Probe.
Jede der Losungen ist mit 0,05% NaNj zur Konservierung versetzt und wird mit
Reinst-Wasser aufgefiillt. Die Losungen werden sowohl vor als auch wéhrend der
Messung auf 37,0°C temperiert und mit zunehmender Konzentration am NIR-FT-
Spektrometer Vector22/N-C vermessen. Jede Probe wird dreimal in Folge vermessen
(Parameter: Vector22/N-C, 100 scans, d =5 mm, 8 cm~1). Augenscheinlich fehlerhaf-
te Messungen werden wiederholt, so dass pro Probe drei charakteristische Spektren
gemessen werden. Die Konzentrationen der verwendeten Glucoselosungen sind im
Anhang B.6 angegeben.

Zur Auswertung der Spektren wird das Programmpaket QUANT-2 (OPUS, Bru-
ker) verwendet. Als Vergleichswerte dienen der Vorhersagefehler RMSEP ¢y, das
Bestimmtheitsmafl R? und der durch das Programm vorgeschlagene, optimale PLS-
Rang. Dazu werden leave-one-out-Kreuzvalidierungen in zwei spektralen Bereichen
von 5377 bis 6542 cm ™! und 7171 bis 11001 cm ™t durchgefiihrt. Fiir die Validierung
werden je drei Spektren pro Probe verwendet. Die Spektren der Proben Nr. 500g
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ebenso wie die Spektren 453n_02, 462g_02, 470g_03 und 535g_01 werden als Ausreifler
identifiziert und nicht zur Berechnung herangezogen.

Werden die Spektren aller sechs Messtage mit Ausnahme der Ausreifler ohne Vor-
behandlung fiir die PLS-Regression verwendet, so ergibt sich fiir die Kreuzvalidie-

rung das in Abb. 4.55 dargestellte Verhéltnis zwischen vorhergesagten und realen

Konzentrationen.
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Abb. 4.55: Ergebnis der LOO-Kreuzvalidierung fiir 282 Glucose-Spektren mit ¢=0-
300mg/dl (PLS-1, keine Vorbehandlung, Wellenzahlbereiche: 53776542 cm ~!
und 7171-11001 cm™1).

Die vorhergesagten stimmen mit den experimentellen Konzentrations-Werten
relativ gut iiberein. Dies zeigt sich auch im mittleren Vorhersagefehler von
RMSEP¢y =13,7mg/dl und dem Bestimmtheitsmafl von R?=97,74% bei einem
optimalen PLS-Rang von 10.

Um eine mogliche Abhéngigkeit vom Operator ausschliefen zu kénnen, wird je-
der Tag getrennt ausgewertet. Die Ergebnisse der leave-one-out-Kreuzvalidierungen
ohne Vorbehandlung der Spektren fiir die verschiedenen Tage sind in Abb. 4.56 als

vorhergesagte gegen die tatsédchliche Glucose-Konzentration aufgetragen.
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Abb. 4.56: Ergebnisse der LOO-Kreuzvalidierung fiir 48 (1. Tag), 46 (2. Tag), 47 (3. Tag),
48 (4. Tag), 48 (5. Tag) und 48 (6. Tag) Glucose-Spektren mit ¢ =0-300 mg/dl
(PLS-1, keine Vorbehandlung, Wellenzahlbereiche: 5377-6542 cm~! und 7171
11001 cm™1).
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Die Ubereinstimmung zwischen vorhergesagten und experimentellen Glucose-
Konzentrationen ist an allen sechs Tagen relativ gut. Zum besseren Vergleich der
einzelnen Regressionen sind in Tab. 4.7 die zugehorigen mittleren Vorhersagefehler,
die Bestimmtheitsmafle und die verwendeten PLS-Rénge sowie der Operator des

Spektrometers fiir die verschiedenen Tage zusammengefasst.

Tab. 4.7: Mittlerer Vorhersagefehler (RMSEP ¢y ), Bestimmtheitsmaf8 (R?) und verwen-
deter PLS-Rang fiir die leave-one-out-Kreuzvalidierung sowie der Operator der

Messung an sechs Tagen.

R? RMSEP(y | PLS-Rang | Operator
(%] [mg/dl]

1. Tag | 97,85 13,5 8 B

2. Tag | 98,81 10,0 12 A

3. Tag | 96,17 17.8 5 B

4. Tag | 95,74 17,8 ) A

5. Tag | 97,82 13,6 4 B

6. Tag | 97,14 15.6 8 A

Die mittleren Vorhersagefehler liegen meist zwischen 13,5 und 17,8 mg/dl bei ei-
nem Bestimmtheitsmafi von 95,74 bis 97,85% und einem PLS-Rang zwischen 4
und 8. Der 2. Tag sticht mit einem Vorhersagefehler von 10,0 mg/dl und einem Be-
stimmtheitsmafl von 98,81 % hervor. Allerdings ermittelt das Programm hier einen
optimalen PLS-Rang von 12. Dies bedeutet, dass fiir die Regression der Daten des 2.
Tages mehr Rauschanteile zur Vorhersage herangezogen werden als fiir die anderen
Tage.

Die Vorhersagen liegen somit alle in einem &hnlichen Bereich und lassen kei-
nen direkten Riickschluss auf den Operator zu. Das untersuchte System zeigt kei-
ne Abhéngigkeit vom Operator, wie es gerade in Bezug auf eine weitergehende

Gerateentwicklung wiinschenswert wire.
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4.9.4 Stabilitit des FT-Spektrometers (Vector22/N-C)

Der Vergleich der externen Messungen mit den In-vitro-Messungen am Vector22/N-
C zeigt, dass sich die Ergebnisse bei allen Geréten nahezu entsprechen. Die Ergebnis-
se mit dem AOTF-Spektrometer sind allerdings etwas besser als der Durchschnitt.
Neben dem Spektrometertyp féllt vor allem die bessere Temperaturstabilisierung
dieses Gerétes ins Auge. Ein AOTF-Kristall benotigt konstante Temperaturen, da-

her sind im Gerédt mehrere Sensoren zur Temperaturiiberwachung angebracht.

Vor diesem Hintergrund zusammen mit der Tatsache, dass NIR-Absorptions-
Spektren per se sehr temperaturempfindlich sind, stellt sich die Frage nach der
Stabilitdt des verwendeten FT-Spektrometers (Vector22/N-C) und der Reprodu-

zierbarkeit der Messdaten.

Hierzu wurden zunéchst Temperatursensoren (Dallas 1820) an verschiedenen Stel-
len im Spektrometer plaziert und die Temperatur iiber einen ldngeren Zeitraum
aufgezeichnet. Zusétzlich wurde die Raumtemperatur gemessen. Die Temperatur-
sensoren sind iiber ein Interface mit der parallelen Schnittstelle eines Computers
verbunden und werden mittels eines DOS-Programmes (Hygrotec) angesteuert. Die-
se Messungen fanden in einem Raum in der Universitédtsaugenklinik in Wiirzburg
statt, der ausschlieflich iiber eine Hausklimaanlage klimatisiert ist und nur iiber

zwei permanent verschlossene Oberlichter verfiigt.

In Abb. 4.57 sind die verschiedenen Temperaturprofile iiber einen Zeitraum von
72 Stunden dargestellt. Neben der Raumtemperatur werden die Temperaturen in
den verschiedenen Kammern des Spektrometers (s. Abb. 4.3) gemessen, in der De-

tektorkammer, der Probenkammer und nahe der Lichtquelle.

Der Messzeitraum beginnt um Mitternacht. Das Messintervall betragt eine Mi-
nute. Das Temperaturprofil der Klimaanlage (Raumtemperatur) findet sich bei den
anderen Messungen wieder. Die maximale Temperaturdifferenz ist am zweiten Mess-
tag am grofften. Die Raumtemperatur zeigt einen maximalen Unterschied von 1,4°C
(24,3-25,7°C). Die verschiedenen Kammern des Spektrometers zeigen zwar dasselbe
Profil wie die Raumtemperatur, die maximalen Temperaturdnderungen sind jedoch
geringer. So #andert sich die Temperatur in der Detektorkammer um 1,1°C (29,5—
30,6°C), in der Probenkammer um 1°C (31,0-32,0°C) und in der Kammer mit der
Lichtquelle um 0,9°C (43,7-44,5°C). Allgemein lésst sich feststellen, dass die Tem-
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Abb. 4.57: 72-stiindige Temperaturprofile in der Detektorkammer, der Probenkammer und

in der Nahe der Lichtquelle im Vergleich zur Raumtemperatur.
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peraturen in den einzelnen Spektrometerkammern hoher sind als die Raumtempera-
tur. Die erh6hten Temperaturen in der Proben- und der Detektorkammer entstehen
wahrscheinlich auf Grund der Autheizung durch den Lichtstrahl und die Abwérme
der elektronischen Komponenten des Gerétes, die in einer angrenzenden Kammer

untergebracht sind.

Die NIR-Spektroskopie reagiert sehr sensibel auf Temperaturschwankungen. Da
allerdings bei den Kiivettenspektren vor der Aufnahme eines Spektrums jeweils
ein Referenzspektrum aufgenommen wird, sind vor allem Temperaturdnderungen
wéhrend eines Zeitraums von 5—10 Minuten entscheidend. Die Spektren werden meist

mit einer Messzeit von ca. einer Minute aufgenommen.

Um mogliche Temperatureinfliisse auf die Spektren zu verfolgen, wird alle zehn Mi-
nuten ein Leerkanalspektrum aufgenommen. Die {iber 24 Stunden aufgenommenen
Leerkanalspektren sind in Abb. 4.58 A dargestellt. Die Messungen werden parallel
zum Temperaturprofil des zweiten Tages in Abb. 4.57 aufgenommen. Die Leerkanal-
spektren scheinen zunéchst keine Abhéngigkeit von der Temperatur zu zeigen. Die
Spektren zeigen lediglich das bekannte Detektorprofil, ohne von dem in Abb. 4.57

prominenten Temperaturprofil iiberlagert zu werden.

Die Temperaturabhéngigkeit wird sichtbar, sobald die Spektren abhéngig von ein-
ander betrachtet werden. Dazu werden Differenz-Spektren gebildet mit dem ersten
Spektrum des Tages als Referenz. In der zweidimensionalen Darstellung (Abb. 4.58
B) erkennt man, dass die Differenz-Spektren sowohl negative als auch positive Ab-
weichungen zum Referenzspektrum aufweisen. In der dreidimensionale Darstellung
in Abb. 4.58 C, in der auch die zeitliche Abfolge der Spektren dargestellt ist, erkennt
man, dass gerade Bereiche der Wasser-Banden (hier Luftfeuchtigkeit) um 5400 und
7200 cm ! stark von der Temperatur beeinflusst werden. Die spektralen Intensitéiten
verhalten sich gegenldufig zum Temperaturprofil. Die Temperatur des Referenzspek-
trums entspricht etwa den mittleren Temperaturen in den verschiedenen Kammern
des Spektrometers. Mit abnehmenden Temperaturen wird ein Anstieg der Diffe-
renz der spektralen Intensitdten beobachtet und mit sinkender Temperatur ein Ab-
fall. Die Erklarung fiir dieses gegenldufige Verhalten von Temperatur und Intensitét
liegt in der Temperaturabhéngigkeit der Wasser-Banden begriindet, die bereits in
Kap. 4.5.1 diskutiert wurde. Dort wurde an Differenz-Spektren von Wasser mit 1 mm
Schichtdicke gezeigt, dass die Intensitéit der Bande bei 7082 cm ™! mit Erhéhung der
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

1 schwicher wird. Bei

Temperatur starker wird, wahrend die Bande bei 6711 cm™
5mm Schichtdicke kénnen die beiden Banden nicht mehr sauber aufgelést werden

und der Temperatureffekt der 7082 cm ™! Bande scheint zu dominieren.

Der Temperatureinfluss auf die Spektren héngt auch von der Wellenzahl ab.
Abb. 4.58 D zeigt Schnitte durch die dreidimensionale Darstellung C bei drei ver-
schiedenen Wellenzahlen (A = 6000, 8000 und 10000 cm™!). Es zeigt sich, dass die
Temperatur mit steigender Wellenzahl weniger Einfluss auf die Spektren hat. Das
Plateau entsteht, da in diesem Bereich die Spektren und das Referenzspektrum die-

selbe spektrale Intensitiat aufweisen.

Wiéhrend einer realistischen Messung wird die Probenkammer zum Probenwechsel
und zur Kontrolle der Probe auf Luftblasen getffnet und geschlossen. Dabei kénnte
es zu kurzzeitigen Temperaturdnderungen in der Probenkammer kommen, die bei
kontinuierlichen Leerkanalmessungen mit geschlossenem Gerét nicht auftreten. Da-
her wurde die Temperatur in der Probenkammer wéhrend realistischer Messungen
aufgezeichnet und in Abb. 4.59 A dargestellt. Das Temperaturprofil korreliert auch
hier wieder mit dem der Raumtemperatur, die im Inset dargestellt ist. Der Tempe-
raturverlauf in der Probenkammer weist Minima auf, die 1 bis 1,5°C niedriger sind
als die Grundlinie. Diese Minima korrelieren mit dem Offnen der Probenkammer

zwecks Probenwechsel bzw. Kontrolle der Probe.

A B

35.0

Probenraum

34.5 4
34.0 4

N\J
33.5 4
Raumtemperatur

W B

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 120 140 160 180 200 220 240
Zeit/ min Zeit / min

34.0 4

33.54

33.04

T/°C
T/°C

32.54

32.0 4

31.5

Abb. 4.59: A: Temperaturverlauf in der Probenkammer wéahrend realistischer Messungen,
der Inset zeigt die Raumtemperatur im selben Zeitraum. B: Ausschnitt aus A,

die vertikalen Linien bezeichnen die genauen Messzeitpunkte.
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Temperaturunterschiede von wenigen Graden kénnen bereits einen Einfluss auf die
NIR~Absorptions-Spektren wassriger Systeme haben. Allerdings ist die Temperatur
zum Zeitpunkt der Spektrenaufnahme entscheidend. Dieser Zeitpunkt wird vom Pro-
gramm (hier OPUS) automatisch zusammen mit den spektralen Daten und Geréte-
parametern gespeichert und kann aus den Messdaten extrahiert werden. Abb. 4.59 B
zeigt einen Ausschnitt des Temperaturprofils der Probenkammer und die vertikalen
Linien bezeichnen die genauen Messzeitpunkte. Die Anordnung von drei Messungen
kurz hintereinander und dann einer Pause von ca. zehn Minuten entsteht, da jede
Probe dreimal vermessen und dann gegen eine neue ausgetauscht wird, die zunéchst
zehn Minuten temperiert wird.

Die Messzeitpunkte fallen nicht mit den extremen Minima zusammen, allerdings
zeigen sich weitere kleinere Minima zwischen den drei Messungen einer Probe. Hier
wird die Probenkammer getffnet und die Kiivette in bzw. aus dem Lichtstrahl ge-
schwenkt, um ein Proben- bzw. Referenzspektrum aufzunehmen. Referenz und Probe
werden mit einem zeitlichen Abstand von ca. einer Minute aufgenommen und fallen
daher in dieser Darstellung zusammen.

Um die Spektren moglichst ohne Temperaturunterschiede zwischen Referenz- und
Probenspektrum bzw. zwischen den Proben aufzunehmen, muss darauf geachtet
werden, dass eine ausreichend lange Wartezeit zwischen dem Offnen der Proben-
kammer und der Aufnahme der Spektren liegt, damit sich die Temperatur wieder
regulieren kann. Andererseits sollte die Zeit zwischen Aufnahme der Referenz- und
Probenspektren gering sein.

Die Temperaturstudie mit diesen einfachen Mitteln zeigt, dass die Zeitintervalle
zwischen Offnen der Probenkammer und den Messzeitpunkten in etwa den Anforde-
rungen entsprechen. Ein ganz anderes Problem stellt die Klimaanlage dar. Da diese
jedoch nicht separat fiir das Labor kontrolliert werden kann, stellt sich die Frage,
wie die Temperaturschwankungen durch die Klimaanlage die Messungen beeinflus-
sen. Dazu ist eine Studie unter kontrollierten Aulenbedingungen notwendig.

Fiir eine derartige Studie wird das Gerét in eine Klimakammer gestellt und un-
ter kontrollierten Temperaturbedingungen auf seine Langzeitstabilitdt untersucht.
Zusétzlich wurden Temperaturrampen gefahren, um den Einfluss verschiedener Tem-
peraturen und Temperaturdnderungen zu untersuchen. Diese Messungen wurden in

Zusammenarbeit mit T. Mahl und R. Rawer aus der Arbeitsgruppe von Prof. Stork
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4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

im Institut fiir Technik der Informationsverarbeitung an der Universitdt Karlsruhe
durchgefiihrt. [171]

Das Photo in Abb. 4.60 zeigt das Labor in Karlsruhe und die Klimakammer, in
der das Gerét untersucht wurde. Als Maf} dienten bei diesen Untersuchungen Einka-

nalspektren, die ohne Probe aufgenommen wurden, sogenannte Leerkanalspektren.

Klimakammer

Abb. 4.60: Photographie des Labors mit der Klimakammer in der Universitéit Karlsruhe.

Das Vector22/N-C im Langzeittest

Zur Abschéatzung der Langzeitstabilitdt verschiedener Komponenten des Geriétes
wird dieses in die Klimakammer, in der konstante Bedingungen beziiglich Tempera-
tur und &uflerer Beleuchtung herrschen, gestellt und eingeschaltet. Nach etwa zwei
Stunden ist das Gerét temperiert und betriebsbereit.

Es werden eine Vielzahl kurzer Leerkanalmessungen iiber mehrere Stunden auf-
genommen und anschlieBend deren Intensitdten bezogen auf eine Wellenlénge (hier
1800 nm) normiert auf den Mittelwert gegen die Zeit dargestellt (s. Abb. 4.61).

Nach einer Einbrennzeit der Lichtquelle von ca. zwei Stunden verhilt sich die In-
tensitét {iber alle Wellenldngen nahezu identisch. Fiir die dargestellte Wellenlénge
von 1800 nm ergibt sich {iber einen Zeitraum von sechs Stunden eine Standardabwei-
chung von 0,28 % bei einer maximalen Variation von 0,49 %. Wird der Zeitraum auf
eine Stunde reduziert, so verbessern sich diese Werte auf 0,22 % fiir die Standard-
abweichung bei einer maximalen Variation von 0,45 %. Diese Werte beziehen sich
explizit auf eine Wellenldnge von 1800 nm, in anderen spektralen Bereichen weichen
die Werte ab.
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Abb. 4.61: Intensitatsverteilung der Leerkanalspektren bei 1800 nm unter konstanten dufle-

ren Bedingungen normiert auf den Mittelwert. [171]

Um den Einfluss der Gerétefunktion und teilweise auch duflerer Parameter auf
die Spektren zu minimieren, werden in der NIR-Spektroskopie meist Absorptions-
oder Transmissionsspektren aufgenommen, die das Verhéltnis zwischen dem Ein-
kanalspektrum der Probe und dem des Losungsmittels bzw. des Leerkanalspektrums
darstellen. Das verwendete F'T-Spektrometer ist ein Einkanal-Gerét. Referenz- und
Probenspektren kénnen daher nicht zeitgleich aufgenommen werden, sondern nur
nacheinander. Dies gilt umso mehr fiir In-vivo-Messungen (s. Kap. 4.7). Je zeitndher
die Aufnahme der beiden Spektren erfolgt, desto weniger Abweichungen treten auf.
Vergleicht man zwei Leerkanalspektren, so verschlechtert sich die Standardabwei-
chung und maximale Variation in Abhéngigkeit der Zeit stark. Dieser Zusammen-
hang ist in Tab. 4.8 dargestellt.

Die Signale in Abb. 4.61 scheinen periodisch zu schwanken. Dies verdeutlicht sich
noch, wenn die Signale aus Abb. 4.61 mittels eines Tiefpasses elektronisch gefil-
tert werden. In Abb. 4.62 sind die gefilterten Signale dem Temperaturverlauf in
der Detektorkammer denen des Interferometerraumes und des klimatisierten Raum-
es gegeniibergestellt (Schemazeichnung des Geriits s. Abb. 4.3). Dadurch wird die
Korrelation zwischen der Raumtemperatur und dem Intensitatsverlauf der Spektren

deutlich hervorgehoben.

Die Raumtemperatur wird durch eine Klimaanlage geregelt, deren Periodendauer

von etwa 30 Minuten in den beiden Graphen gut zu erkennen ist. Der Zeitversatz
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Al [%] 'lintensitafsveriation bei 1800 nm

-0.1

T [°Cl 4 o Temperatur in der Detektorkammer

44 81

T [°C] Temperatur in der Interferometerkammer
29.81 b

29.21 g

27
T[°C] Raumtemperatur, klimatisiert

25 20f 400 600 800,
Messdauer (in Min)
30 min

Abb. 4.62: Korrelation zwischen den Tiefpass-gefilterten Intensitéiten der Einkanalspek-
tren bei 1800 nm in Abhéngigkeit der Zeit und dem Verlauf der Temperatur im
Detektorraum, Interferometerraum und der Raumtemperatur im selben Zeit-

intervall. [171]
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Tab. 4.8: Rauschanteil der Intensitéit zweier Leerkanalmessungen in Abhéngigkeit des zeit-
lichen Abstands. [171]

A t | max. Variation | Standardabweichung
[s] 7] 7]
10 0,18 0,04
60 0,26 0,12
120 0,28 0,15
600 0,36 0,19
3600 0,41 0,25

von 5-10min zwischen den Maxima der Temperatur und der Intensitat entsteht, da
das Spektrometer vom Auflenraum durch das Gehéuse abgetrennt und isoliert ist.
Die Schwankungen in der Raumtemperatur beeinflussen das Spektrometer erst mit
einer gewissen Verzogerung. Eine Anderung der Raumtemperatur um 1°C bewirkt
eine Variation der spektralen Intensitiat von 0,02 %. Dieser Einfluss ist sehr gering.
Die Glucosemessungen finden jedoch in Konzentrationsbereichen statt, die sehr nah
an der Nachweisgrenze des Gerétes liegen. Daher konnte auch bereits diese geringe
Variation einen Einfluss auf das Ergebnis haben und sollte mit in die Auswertung

einbezogen werden.

Das Gerét selbst besteht aus verschiedenen Komponenten, die in unterschiedli-
chem Mafle von der Temperatur abhingig sein kénnten. Im folgenden wird die Tem-
peraturabhéngigkeit der verschiedenen Komponenten untersucht und soweit moglich
quantifiziert. Dazu wurde die Temperatur in der Klimakammer iiber einen Zeitraum
von insgesamt 16 Stunden langsam erhéht und sowohl die Intensitédt von Einka-
nalspektren mit kurzer Messdauer als auch die Temperatur in der Probenkammer,
dem Interferometerraum und dem Detektorraum aufgezeichnet. Nach einer Adapti-
onsphase von drei Stunden wird die Temperatur in 1°C-Schritten erhoht und nach
Erreichen der Temperatur fiir 30 min gehalten. In Abb. 4.63 sind die typischen Tem-
peraturprofile bei geschlossenem Spektrometer fiir die verschiedenen Abtastpunkte

gezeigt.

Die dargestellten Temperaturprofile weisen einen konstanten Temperatur-Offset
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T [OC] 45 T T T T T T T T T T
40

35

30

25

20

1 5 Interferometer
=T,
1 I I

800 900 1000 1100

t [min]

Detektor

10 !
0 100 200 300

| | | |
400 500 600 700
Abb. 4.63: Typisches Temperaturprofil wihrend einer Messreihe fiir die verschiedenen
Spektrometer-Komponenten bei Temperaturen zwischen zwischen 10 und 40°C
bei geschlossenem Spektrometer. Ty und T;s bezeichnen die Regelwerte der

Klimakammer. [171]

fiir jede Komponente des Spektrometers auf, daher soll im Folgenden der Tempera-

tureinfluss auf die einzelnen Module untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abb. 4.64 zusammengefasst. Die Plots
zeigen die Relation zwischen Wellenzahl und der Temperatur an. Der Farbverlauf
gibt dabei die Anderung der spektralen Intensitiit in Relation zu einem Einkanal-
spektrum bei T' = 20°C" wieder.

Abb. 4.64 A gibt die Verhéltnisse fiir das Gesamtgeréit wieder. Besonders signi-
fikant ist der Bereich zwischen 24 und 32°C und 8000 und 12500 cm™!. Leider ent-
sprechen diese Temperaturen den normalerweise im Sommer in Wiirzburg vorherr-
schenden Raumtemperaturen, die durch die Hausklimaanlage nur bedingt reguliert
werden. Der spektrale Bereich zwischen 8000-11000cm ™! wird zur quantitativen

I eine sehr starke Wasser-

Auswertung der Spektren herangezogen, da um 7000 cm™
Bande das Spektrum der wéassrigen Glucoselosungen verdeckt und unterhalb von

6500 cm ™! bei einer Schichtdicke von typischerweise 5 mm das Signal gesiittigt ist.

Da dieser signifikante Bereich fiir die Auswertung von Bedeutung ist und die

Temperaturen durchaus erreicht werden, soll im Folgenden geklért werden, welche
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Komponenten des Spektrometers diesen starken Temperatureinfluss auf die Spektren

hervorrufen.

Halogenlampe: Der Einfluss der Halogenlampe wird mit Hilfe einer externen Ha-
logenlampe bestimmt, die der internen Lichtquelle des Gerétes entspricht. Das Licht
dieser Lichtquelle wird mittels einer bikonvexen Linse und zweier Blenden auf die
Glasfaser fokussiert, welche auch fiir In-vivo-Messungen verwendet wird und seitlich
am Spektrometer angebracht ist. Der Strahlengang im Gerét entspricht somit dem
in Abb. 4.5 dargestellten Strahlengang. Die Lichtquelle wird mit 12,2+0,1V und
2,924+ 0,1 A betrieben, dies entspricht einer Energie von 11,2 W und laut Herstel-
lerangaben einer Temperatur der Glithwendel von 3000 K. Um nur den Einfluss der
Lichtquelle zu messen, wird diese in die Klimakammer gestellt und iiber die Glasfa-
ser mit dem Spektrometer verbunden, das sich aulerhalb der Kammer befindet. Die
maximale Intensititsinderung lag bei Messungen iiber 13 Stunden bei Al = 1,2%
mit einer Standardabweichung von o = 0,14 %. Da diese Anderungen in keinem
Zusammenhang mit den Temperaturdnderungen in der Klimakammer stehen, folgt
daraus, dass die Lichtquelle stabil 1auft und vor allem bei kleineren Zeitabstédnden

nur gering variiert (Abb. 4.64 C).

Probenkammer: Die Probenkammer zeigt ebenfalls keinen erfassbaren Tempe-
ratureinfluss (hier nicht dargestellt). Messungen mit gedffneter und geschlossener
Probenkammer ergaben identische Temperaturprofile mit dem einzigen Unterschied,

dass der Temperaturausgleich bei gedffnetem Gerét schneller stattfindet.

Detektor: Da der InGaAs-Detektor Peltier-gekiihlt ist und relativ grofle Kiihlrip-
pen hat, kann die Temperatur des Detektors nicht direkt gemessen werden. Mes-
sungen in der Detektorkammer und direkt an den Kiihlrippen zeigen keinen Unter-
schied bei geoffnetem bzw. geschlossenem Detektorraum. Gezieltes Erwéarmen und
Abkiihlen des Detektors zeigt, dass die Peltier-Kiithlung Temperaturschwankungen
effektiv ausgleicht.

Interferometer: Die Interferometerkammer enthilt das Interferometer mit sei-

ner Ein- und Auskopplung. Bis auf die Einkoppelspiegel fiir den Detektor sind alle
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optischen Komponenten des Gerétes in dieser Kammer untergebracht. Wie man in
Abb. 4.64 A sieht, haben Temperaturdnderungen einen starken Einfluss auf die-
ses Modul. Besonders signifikant sind die Bereiche um 24°C und 32°C und 8000
bis 12500 cm~!. Dies entspricht nahezu der Temperaturabhingigkeit, die im Ge-
samtgerit beobachtet wurde (Abb. 4.64 A). Die Temperaturabhingigkeit in die-
sen Bereichen kann durch den Temperaturausgleich des Spektrometers nicht mehr
kompensiert werden. Der Bereich von 15 bis 35°C entspricht in etwa den Tempe-
raturschwankungen in einem nicht-klimatisierten Raum. In diesem Bereich liegt die
maximale Variation der Intensitit bei AI = 16 % bei einer Standardabweichung von
oc=2,5%.

Glasfaser: Nachdem die verschiedenen Spektrometer-Komponenten untersucht
wurden, soll nun auch noch die fiir die In-vivo-Messungen verwendete Glasfaser
untersucht werden. Die Glasfaser zeigt zwar keinen Temperatureinfluss (s. Abb. 4.64
D), reagiert allerdings sehr sensibel auf Bewegung. Die Variation der spektralen In-
tensitdt (Al = 0,8%, o = 0,09%) wird gemessen, indem die Glasfaser durch die
Klimakammer gefiihrt wird. Das Spektrometer wie auch die oben beschriebene ex-
terne Lichtquelle stehen auflerhalb der Kammer. Die Intensitatsvariation ist nicht
mit der Temperatur korreliert. Der Einfluss von Bewegung auf die Glasfaser ist in
Abb. 4.65 dargestellt. Die ersten 50 Messungen werden mit einer fixierten Glasfaser
durchgefiihrt, bei den zweiten 50 Messungen wird die Glasfaser leicht bewegt.
Durch Bewegung der Glasfaser erhcht sich die Variation der Intensitét drastisch
von Alypig = 0,01 % mit o,ypig = 0,01 % auf Alyeyeqr = 24 % mit Gpewegr = 1,25 %.
Es ist daher wichtig, die Glasfaser gut zu fixieren, um die Bewegung der Faser

wéhrend einer Messung zu vermeiden.

Ausgleich der Temperaturabhingigkeit

Besonders das Interferometer wird stark von Temperaturianderungen beeinflusst. Das
Gerét kann im praktischen Einsatz nicht in einer Klimakammer betrieben werden
und auch normale Klimaanlagen sind Temperaturschwankungen unterworfen. Da-
her soll versucht werden, den Temperatureinfluss auf den Interferometerraum rech-
nerisch zu unterdriicken. Der Verlauf der spektralen Intensitit mit der Temperatur

ist bekannt, allerdings ist die Temperaturabhéngigkeit nicht iiber alle Wellenzahlen
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A: Gesamtgerat Al =14%, 6 = 2,4% B: Interferometer Al =16%, 6 = 2,5%
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Abb. 4.64: Relation zwischen Wellenldnge und Temperatur fiir A: das Gesamtgeréit, B:
den Interferometerraum, C: die Halogenlampe und D: die Glasfaser. Der Farb-
verlauf stellt die Anderung der spektralen Intensitit in Relation zu einem Ein-
kanalspektrum bei T' = 20°C' dar. [172]
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Abb. 4.65: Abhéngigkeit der Bewegung der Glasfaser auf die spektrale Intensitét des Leer-
kanalspektrums (Messung 1-50 Glasfaser in Ruhe, Messung 51-100 Glasfaser
bewegt). [171]

147



4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

gleich. Eine Kompensation muss daher fiir alle Wellenzahlen getrennt durchgefiihrt
werden. Um eine ausreichende Genauigkeit zu erhalten, sollte, wie Simulationen
ergeben haben, mindestens ein Polynom 5. Ordnung verwendet werden. [171] Als
Bezugstemperatur wird die des Interferometermoduls verwendet.

In Abb. 4.66 ist der Intensititsverlauf fiir das Interferometer aufgetragen. Die
linke Grafik zeigt den gemessenen Verlauf, die rechte den Verlauf nach Anwendung
eines Polynoms 5. Ordnung. Durch die Approximation kann der maximale Fehler
von Al =16% mit o = 2,5 % auf AI = 0,14 % mit o0 = 0,01 % reduziert werden.

Messdaten Aproximation durch Polynom 5. Ordnung
35

e TLCI Al=0,14% c=0,01% 028
04

5 0.0%
1.00
098

. 15— p— = = -0.2%

2500 10000 7000 % fom-] oo 12500 1ouoa 7000 N [cm**]‘m 0

Abb. 4.66: Gegeniiberstellung des temperaturabhéingigen Intensitatsverlaufs fiir das Inter-
ferometer ohne und mit Approximation durch ein Polynom 5. Ordnung. Auf-
getragen ist die Temperatur gegen die Wellenzahl, die Graustufen stellen die

Anderung der spektralen Intensitiit normiert auf 7 = 22°C dar. [171]

Bisher konnte die Approximation nur an wenigen Messungen getestet werden.

Eine Erprobung an einem realen Datensatz steht daher noch aus.

Auswirkungen auf weitere Messungen

Bei den Untersuchungen an der Universitdt Karlsruhe konnten verschiedene Aspek-
te gezeigt und quantifiziert werden, die bei weiteren Messungen beachtet werden

sollten:

e Der Einfluss der Klimaanlage der Augenklinik sollte bei der Auswertung

beriicksichtigt werden.

e Das Gerit sollte mindestens zwei Stunden vor der Messung eingeschaltet wer-

den, bzw. nur wiahrend langerer Messpausen ausgeschaltet werden.
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4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

e Proben- und Referenzspektrum sollten mit moglichst geringem zeitlichem Ab-

stand aufgenommen werden.

e Aufgrund des starken Temperatureinflusses des Interferometerraums sollte hier
ein zusatzlicher Temperaturfithler angebracht werden und diese Temperatur in

die Auswertung eingebunden werden.

e Die Spektren werden stark von der Bewegung der Glasfaser beeinflusst, daher

sollte diese bei Messungen fixiert sein.

Zwei dieser Punkte wurden bei allen hier vorgestellten Messungen bereits beach-
tet. Das Gerit war bis auf wenige Ausnahmen permanent eingeschaltet bzw. wurde
bereits einen Tag vor der Messung eingeschaltet. Die Referenzspektren wurden fiir
die In-vitro-Messungen immer direkt vor der Aufnahme des Proben-Spektrums ge-

messen.

4.9.5 Einfluss der Querempfindlichkeiten

Das menschliche Kammerwasser enthélt neben Glucose andere im NIR absorbie-
rende Substanzen wie Milchsdure, Ascorbinsdure und Harnstoff. Die NIR-Spektren
dieser Substanzen wurden in Kap. 4.5.3 dargestellt und diskutiert. Die Frage nach
dem Einfluss dieser Substanzen auf eine quantitative Glucose-Bestimmung soll nun
geklart werden.

Der Einfluss von drei Faktoren, hier die drei Substanzen, auf eine Zielgrofie, Gluco-
se, kann am einfachsten mittels eines 23-Faktorenversuchsplans [164] (engl. factorial
design) untersucht werden. Diese Art von Faktorenversuchsplan wurde in Kap. 4.6.6
vorgestellt und enthélt acht mogliche Faktorstufenkombinationen. Angewendet auf
das hier vorgestellte Problem wiirden die drei Substanzen jeweils in einer hohen und
niedrigen Konzentration eingesetzt, die den im Auge vorliegenden physiologischen
Bereich abdecken sollten.

Um die Wechselwirkungen der verschiedenen Faktoren zu berechnen, wird fiir je-
de Versuchsstufe ein vergleichbarer Wert als Ergebnis bendtigt. In diesem Fall ist
das Ergebnis jedoch jeweils ein Spektrum. Die Spektren sind aufgrund der unter-
schiedlichen Zusammensetzung der vermessenen Losungen nicht direkt vergleich-

bar. Aus diesem Grund wird fiir jeden der acht durch den Faktorenversuchsplan

149



4 NIR-spektroskopische Untersuchungen

vorgegebenen Kombinationen zusétzlich die Glucose-Konzentration variiert und ein
PLS-Model erstellt. Die RMSEP -, R2-Werte oder der verwendete PLS-Rang des
erstellten Modells konnen dann als Ergebnis-Wert der Kombination zur Berech-
nung der Wechselwirkungen herangezogen werden. In Tab. 4.9 ist der abgewandelte
23_Faktorenversuchsplan fiir die Untersuchung der Einfliisse von Milchsdure, Ascor-
binsdure und Harnstoff auf die quantitative Glucosebestimmung dargestellt. Die
verwendeten Glucose-Konzentrationen (50-300 mg/dl) sind nur fiir die erste Kom-

bination ausfiihrlich aufgefiihrt.

Tab. 4.9: Abgewandelter 23-Faktorenversuchsplan fiir die Untersuchung der Einfliisse von

Milchséure (L), Ascorbinsiure (A) und Harnstoff (U) auf die quantitative Glu-

cosebestimmung.
1fd. Standard- Glucose || Faktoren Wechselwirkung
Nr. | Bezeichnung | mg/dl] | L|A | U ||LA |LU | AU | LAU
1 (1) 50 I -
100 - - - + + + -
150 - - - + + + -
200 - - - + + + -
250 - - - + + + -
300 - - - + + + -
2 a 50-300 (| 4+ | - | - - - + +
3 b 50-300 -+ - - + - +
4 ab 50-300 || + | + | - + - - -
5 c 50-300 -l -+ + - - +
6 ac 50-300 ||+ | - | + || - + - -
7 bc 50-300 -+ + - - + -
8 abc 50-300 || + | + |+ | + + + +

- niedrige Konzentration, + hohe Konzentration

Milchséure, Ascorbinsédure und Harnstoff werden in folgenden Konzentrationen

eingesetzt, die den im Auge vorliegenden Konzentrationsbereich abdecken:
e Milchsdure: 34,7 mg/dl und 49,9 mg/dl,

e Ascorbinsdure: 15 mg/dl und 25 mg/dl,
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4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

e Harnstoff: 35mg/dl und 45mg/dl.

Durch die Verwendung von sechs Glucose-Konzentrationen pro Faktorstufenkom-
bination entstehen 48 zu vermessende Losungen. Diese Zahl an Proben kann nicht
mehr an einem Tag vermessen werden. Aus diesem Grund wird der Versuchsplan
geblockt. Die Blockbildung erfolgt anhand der Dreifachwechselwirkung, so dass alle
Proben mit einer negativen Dreifachwechselwirkung an einem Tag und alle mit einer
positiven Dreifachwechselwirkung am folgenden Tag vermessen werden.

Die vier Substanzen werden in einem PBS-Puffer (pH 7,50, PAA Laboratories)
vermessen. Zur Darstellung der Proben werden Stammlésungen mit Konzentra-
tionen von 10g/l fiir Glucose, 2,5g/1 fiir Ascorbinsdure und 5g/1 fiir Harnstoff
hergestellt. Milchsiure liegt als 90%ige Losung vor. Die Stammlosungen und der
PBS-Puffer werden am Morgen des Messtages frisch hergestellt. Die Stammlésungen
werden in 100 ml Messkolben pipettiert, mit PBS-Puffer-Losung aufgefiillt und auf
ca. 37°C vortemperiert. Die Spektren-Aufnahme erfolgt am FT-NIR-Spektrometer
(Vector22/N-C, Bruker) in Thermokiivetten mit einer Schichtdicke von 5mm bei
einer Temperatur von 37°C. Die Temperatur der Losung wird vor der Messung in
der Kiivette iiberpriift. Die Messung der Proben an einem Tag erfolgt nach dem
Zufallsprinzip und jede Probe wird in Folge dreimal vermessen. Die Leerkanal-
Referenzmessung wird direkt vor Aufnahme jedes Spektrums wiederholt.

In Abb. 4.67 sind einige typische Spektren der Vierfach-Mischungen gezeigt.

Die Spektren unterscheiden sich rein optisch nicht von denen reinen Wassers.
Daher wird eine PLS-1-Regression mit dem Programmpaket QUANT-2 (OPUS,
Bruker) durchgefiihrt. Dazu werden alle 18 Spektren einer Faktorkombination ver-
wendet. Die Regression wird ohne Vorbehandlung der Spektren zwischen 5377—
6542 cm~! und 7171-11001 cm ™ als leave-one-out Kreuzvalidierung durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Kreuzvalidierung fiir die verschiedenen Faktorkombinationen sind
in Tab. 4.10 als RMSEP ¢y -, R2-Werte und verwendeter Rang angegeben.

Der Vorhersagefehler liegt fiir die meisten Faktorstufenkombinationen zwischen 80
und 90 mg/dl. Ausnahmen bilden die Kombination a mit 96,37 mg/dl, die Kombina-
tion b mit nur 77,11 mg/dl und ¢ mit 79,07 mg/dl. Proben mit diesen Kombinationen
enthalten neben Glucose nur eine der zu untersuchenden Substanzen. Diese Ergeb-

nisse werden auch in den Bestimmtheitsmafien und den PLS-Réngen wiedergegeben.
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Abb. 4.67: FT-NIR-Absorptions-Spektren von wéssrigen Gemischen aus Glucose,

Milchs&ure,

Ascorbinsaure und Harnstoff bei

pH 75 und T=37°C

(Vector22/N-C, d = 5mm, 100 scans, 8 cm~!, InGaAs-Detektor).

Tab. 4.10: Ergebnisse der leave-one-out Kreuzvalidierung (PLS-1) der acht Faktorstufen-

kombinationen.

1fd. Standard- RMSEP., | R?

Nr. | Bezeichnung [mg/dl] (%] Rang
1 (1) 8841 | 201] 4
2 a 96,37 | 163 | 7
3 b 7711|409 | 7
4 ab 85,29 32,8 6
5 c 79,07 39,1 2
6 ac 84,74 33,4 3
7 be 86,64 |312| 4
8 abc 82,57 35,6 2

152



4.9 In-vitro-FT-NIR-Messungen

Die Bestimmtheitsmaflen liegen hier zwischen 29 und 35 %, fiir Kombination a hin-
gegen bei 16,3 %, fiir b bei 40,9% und fiir ¢ bei 39,1 %. Um diese Ergebnisse zu
erreichen, werden PLS-Rénge zwischen 2 und 4, fiir die drei Ausnahmen zwischen 6
und 7 verwendet. Das beste Ergebnis der Kreuzvalidierung zeigt Kombination a.

Anhand der R?>-Werte bzw. der Rénge wird nun der Einfluss der drei Substanzen
auf die Glucose-Bestimmung und die Wechselwirkungen berechnet. Unter Verwen-
dung des BestimmtheitsmaBes (R?) ergibt sich ein Wert von 2,22 fiir den Einfluss
der Milchsaure (L), von -2,12 fiir die Ascorbinsédure (A) und von -1,77 fir Harnstoff
(U). Die Zweifachwechselwirkungen haben einen Wert von -1,19 fiir die Kombina-
tion LA, von -1,82 fiir LU un 3,47 fiir AU. Die Dreifachwechselwirkung hat einen
Wert von -1,25. Da echte Dreifachwechselwirkungen sehr selten sind, wird der Wert
der Dreifachwechselwirkung in der Regel mit dem Rauschanteil gleichgesetzt und
kann zum Testen der Signifikanz der iibrigen Effekte verwendet werden. Unter die-
ser Annahme zeigt sich, dass keiner der berechneten Koeffizienten eine besondere
Signifikanz aufzeigt.

Dieses Ergebnis bestétigt auch die anhand der aus den PLS-Réngen berechneten
Regressionskoeffizienten. Allerdings scheint das Vorhandensein von Harnstoff eine
Reduzierung des PLS-Ranges zu verursachen. Es ergeben sich Werte von 0,13 fiir
Milchséure, 0,38 fiir Ascorbinsédure und -1,63 fiir Harnstoff sowie die Zweifachwech-
selwirkungen mit -0,88 fiir LA, -0,38 fiir LU und -0,13 fiir AU. Die Dreifachwechsel-
wirkung hat einen Wert von 0,13.

In Bezug auf die Fragestellung, ob Harnstoff, Milchsdure und Ascorbinsédure die
quantitative Glucose-Bestimmung beeinflussen, ergibt sich, dass die Substanzen
in Konzentrationen, wie sie im Auge vorliegen, keinen Einfluss auf die Glucose-

Bestimmung haben.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Moglichkeiten zur Verwendung des Auges bzw. der
Augenvorderkammer als spektroskopische Zelle fiir nicht-invasive In-vivo-Messungen
zu untersuchen. Dabei stand vor allem die Gerite-technische Umsetzung und die
Entwicklung geeigneter Auswertestrategien im Vordergrund.

Das menschliche Auge, speziell die Vorderkammer, ist fiir nicht-invasive Messun-
gen besonders geeignet, da es aufgrund seiner exponierten Lage im Koérper leicht
zuganglich ist. Das in der Vorderkammer enthaltene Kammerwasser ist eine Art Ul-
trafiltrat des Blutes. Daher konnen dort die Stoffe nachgewiesen werden, die in der
Lage sind, die Blut-Kammerwasser-Schranke zu iiberwinden. Von den verschiedenen
denkbaren Strahlengéngen ist der giinstigste der, der Licht im 3. Purkinje-Bild (also
auf der Linse) fokussiert und reflektiert. Bei einem Lichteinfall und -ausfall unter
einem 45°-Winkel durchlauft das austretende Licht die Vorderkammer zweimal und
legt dabei einen Weg von ca. 6,3 mm zuriick. Fiir eine solche Anordnung kann auf-
grund der Charakteristika der Hornhaut ultraviolette, sichtbare oder nahinfrarote
Strahlung verwendet werden. Dies lisst die Untersuchung verschiedener Substanzen

zu.

In der UV /VIS-Spektroskopie werden elektronische Ubergiinge beobachtet. Cha-
rakteristische UV /VIS-Spektren zeigen daher komplexe organische Molekiile mit
konjugierten Doppelbindungssystemen. Zu diesen Substanzen zdhlen viele in der
Ophthalmologie eingesetzte Medikamente und auch Drogen. Zunéchst wurden die
UV /VIS-Spektren verschiedener Ophthalmika und Drogen aufgenommen, um fiir die
In-vivo-Bestimmung geeignete Substanzen zu finden. Das Absorptions-Maximum
dieser Substanzen muss oberhalb von 380nm liegen. Die Hornhaut ist schon ab
300 nm transparent, allerdings sollte ein zusétzlicher Sicherheitsabstand eingehalten
werden, um Schiadigungen auszuschlieBen. Diese Bedingung erfiillt von den unter-

suchten Substanzen nur Fluorescein. Dieser Stoff wird in der Angiographie einge-
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5 Zusammenfassung

setzt.

Fiir die In-vivo-UV /VIS-Messungen wurde ein kompaktes UV-Spektrometer iiber
eine Glasfaser an ein In-vivo-Setup gekoppelt. Das In-vivo-Setup besteht aus einer
Lichtquelle, einem Linsensystem zur Fokussierung auf das 3. Purkinje-Bild und ei-
nem weiteren Linsensystem zur Fokussierung des im Auge reflektierten Lichts auf die
Glasfaser. Zusitzlich wird vor dem Auge ein Kantenfilter eingesetzt, welches Licht
unterhalb von 380 nm abblockt. Die Glasfaser ist in der Bildebene einer Spiegelreflex-
kamera montiert. Die Kamera ermoglicht es dem Operator, bei heruntergeklapptem
Spiegel die Fokus-Position im Auge zu justieren und bei hochgeklappten Spiegel
Spektren aufzunehmen.

Mit diesem Aufbau wurden nicht-invasive In-vivo-Spektren von Fluorescein auf-
genommen. Das Fluorescein wurde als Augentropfen appliziert und die Reste nach
10min durch Auftropfen von Trénenersatzfliissigkeit entfernt. UV /VIS-Spektren
wurden direkt nach der Applikation und in gewissen zeitlichen Absténden aufge-
nommen. Innerhalb der ersten Minuten konnten Spektren gemessen werden, welche
das charakteristische Absorptionsmaximum von Fluorescein zeigten. Die Intensitét
des Maximums nahm bestidndig ab. Nach Gabe der Tranenersatzfliissigkeit konnte
kein Fluorescein mehr detektiert werden.

Fluorescein scheint sich bei der Applikation als Augentropfen, hauptséchlich auf
der Hornhaut zu befinden und nur zu einem geringen Teil in die Vorderkammer ein-
zudringen. Das auf der Hornhaut befindliche Fluorescein wird dabei durch Tréanen-
fliissigkeit und spéter durch die Applikation der Trénenersatzfliissigkeit abgespiilt.

Diese Messungen zeigen, dass es moglich ist, nicht-invasive In-vivo-UV/VIS-
Absorptions-Spektren aufzunehmen. Am Beispiel von Fluorescein wurde gezeigt,
dass die Abnahme der Substanz mit der Zeit verfolgt werden konnte. Fiir weiterge-
hende Studien sollten daher zunéchst die Identifikation von Substanzen mit geeig-

neten spektralen Eigenschaften im Vordergrund stehen.

Das zweite spektrale Fenster der Hornhaut liegt im NIR-Bereich. In diesem Be-
reich ist eine nicht-invasive Glucose-Bestimmung moglich, wie bereits verschiedene
Studien an anderen Korperstellen gezeigt haben. Die Glucose-Konzentration im Au-
ge ist ca. 30 mg/dl niedriger als die im Blutplasma, was durch eine zu dieser Arbeit
parallel durchgefithrten Studie an der Universitatsaugenklinik Wiirzburg festgestellt

wurde. Eine Anderung im Blutglucose-Wert ist auflerdem erst mit einer Latenzzeit
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von ca. 20 min im Auge detektierbar.

Am Auge wurden In-vivo-Messungen sowohl mit einem kommerziellen FT-NIR-
Spektrometer als auch mit einem kompakten dispersiven NIR-Spektrometer mit
Diodenarray-Detektor aufgenommen. Das dispersive Spektromter besafl bereits
einen Glasfasereingang, so dass es problemlos mit dem In-vivo-Setup kombiniert
werden konnte. Fiir die Kombination mit dem In-vivo-Setup wurde das FT-NIR-
Spektrometer mit einem weiteren Eingang mit Glasfaseradapter und einer aus-
tauschbaren optischen Einheit zur Einkopplung des Lichts in das Interferometer
versehen.

Um Schwankungen der Glucose-Konzentrationen zu simulieren, fithrte der Pro-
band einen oralen Glucose-Toleranz-Test durch. Die Blutglucose-Konzentrationen
wurden parallel zu den spektroskopischen Messungen bestimmt und als Referenz-
wert fiir die Auswertung verwendet, dabei wird eine Latenzzeit von 20 min angenom-
men. Die Auswertung erfolgte aufgrund des groflen Datenmenge mittels Verfahren
der multivariaten Kalibrierung.

Die leave-one-out-Kreuzvalidierung der Rohdaten des FT-NIR-Spektrometers
zeigte zwar eine Korrelation der Referenzwerte mit den vorhergesagten Werten, al-
lerdings keine optimale Korrelation. Die Vorhersage wurde mit steigender Glucose-
Konzentration schlechter.

Die mit dem dispersiven NIR-Spektrometer aufgenommenen In-vivo-Spektren
zeigten eine bessere Korrelation auf, was zum Teil an der sehr viel kiirzeren Messzeit
liegen konnte. Die Spektren wurden ohne Vorbehandlung verwendet. Der Vorher-
sagefehler (RMSEP¢y ) lag unter 30 mg/dl, allerdings zeigten die Werte immer noch
eine starke Streuung, was sich auch in dem hohen PLS-Rang ausdriickt.

Vorversuche zum Einsatz eines Monitorstrahlengangs, der die Reflexionen von der
Hornhaut detektiert, zeigte bei FT-NIR-Messungen eine Verbesserung der Fixation
des Probanden und erlauben dem Probanden in gewissem Mafle eine Selbsteinstel-
lung der Apparatur. Eine Einbindung in die Messprogramme steht noch aus.

Die vorgestellten In-vivo-Resultate zeigen das Potential der Methode, aber las-
sen keine endgiiltige Aussage iiber die Moglichkeit der nicht-invasiven Glucose-
Bestimmung am Auge zu. Die vorgestellten Ergebnisse zeigen deren Abhéngigkeit
von mehreren Faktoren. Dazu zéhlen neben der Messdauer und dem damit verbun-

denem Zeitraum, in dem das Auge geoffnet bleiben muss, auch das Gerét selbst.
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5 Zusammenfassung

Da eine systematische Untersuchung der Gerédte-Parameter und eine Optimierung
der Parameter fiir die Auswertung in vivo nicht zu realisieren ist, wurden In-vitro-

Messungen an verschiedenen Geréten durchgefiihrt.

Die In-vitro-Testmessungen an unterschiedlichen kommerziellen Gerdten und
dem dispersiven NIR-Spektromter zeigten alle, dass die In-vitro-Bestimmung von
Glucose-Konzentrationen im physiologischen Konzentrationsbereich (10-350 mg/dl)
moglich ist. Fiir die Messungen mit dem dispersiven NIR-Spektrometer wur-
de eine Probenkammer konstruiert, die eine lineare Version des In-vivo-Setups
enthélt, um eine maglichst hohe Ubereinstimmung zwischen dem In-vivo- und In-
vitro-Aufbau zu erhalten. Die Testmessungen wurden an sehr unterschiedlichen
Geriten durchgefiihrt, einem FT-Spektromter (ABB), einem AOTF-Spektrometer
(Bran+Luebbe), einem Polarisations-Interferometer (Bran+Luebbe) und einem di-
spersiven Zwei-Strahl-Spektromter (JASCO). Die einzelnen Ergebnisse unterschie-
den sich jedoch voneinander, wobei die Unterschiede erst bei der statistischen Aus-
wertung hervortraten. Wichtig ist es, dass Glucose-Informationen und nicht eine

Geratefunktion bzw. die Wasser-Matrix modelliert werden.

Aus diesem Grund wurden In-vitro-Spektren mit einer Schichtdicke von 5 mm bei
einer Proben-Temperatur von 37°C 4+ 0,1°C systematisch mit verschiedenen Para-
metern ausgewertet. Diese Untersuchungen wurden mit dem FT-NIR-Spektrometer
durchgefiithrt. Das Gerét sollte aufgrund der kompakten Bauweise eine stabilere
Justage aufweisen, als die Kombination aus dispersivem NIR-Spektrometer, Pro-

benkammer und Glasfaserverbindung.

Sowohl die Test-Set-Validierung (ngonstr. : Nva. =64:67) als auch die leave-one-
out-Kreuzvalidierung (n=131) von In-vitro-FT-NIR-Spektren ohne Vorbehand-
lung zeigten eine gute Korrelation zwischen den Referenz- und den vorherge-
sagten Werten. Beide Modelle waren in der Lage, unabhéngige Test-Spektren
(nrest =66) mit einem Vorhersagefehler von RMSEP7. s =17,44mg/dl bzw.
RMSEPrest cv = 15,41 mg/dl vorherzusagen. Die Qualitéit der Vorhersage zeigte sich
auch in der Darstellung der Ergebnisse als Error Grid Diagramme. Fiir beide Mo-
delle lagen sowohl im Clarke als auch im BD FError Grid Diagramm fast alle Da-
tenpunkte im Bereich A und nur vereinzelte im Bereich B. Datenpunkte in Zone A
fithren zu einer medizinisch korrekten Behandlung, die in Zone B zu nur leichten

Abweichungen in der medizinischen Behandlung ohne Beeintréchtigung. Beide Mo-
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delle zeigen somit, dass sie in der Lage sind, eine medizinisch korrekte Vorhersage

zu liefern.

Der medizinisch geforderte Vorhersagefehler von unter 10 mg/dl wurde nicht er-
reicht. Zur Verbesserung der In-vitro-Ergebnisse wurden verschiedene Optimierungs-
Strategien verfolgt, zum einen eine Variablen-Reduktion durch Wellenzahl-Selektion,
zum anderen die Verwendung verschiedener Vorbehandlungen. Diese Arbeiten wur-
den in Zusammearbeit mit Dr. K. Baumann, Institut fiir Pharmazie, Universitéat

Wiirzburg durchgefiihrt.

Die Wellenzahl-Selektion wurde basierend auf einer LMO-Kreuzvalidierung und
Haupkomponenten-Regression (PCR) vorgenommen. Dabei wurden die Bereiche
um 6000, 7400, 8900, 9600 und 9900 cm™~! als besonders relevant hervorgehoben.
Im Bereich um 6000 cm™! konnten anhand von Differenz-Spektren und der Litera-
tur Glucose-Banden identifiziert werden, die anderen Bereiche liegen alle in den
Flanken der Wasser-Banden. Da Glucose auch OH-Banden zeigt, die allerdings
vollstdndig von den Banden der Wasser-Matrix iiberlagert werden, deutet die Wahl
dieser Bereiche darauf hin, dass die geloste Glucose die Wasser-Matrix verédndert.
Werden nur die selektierten Wellenldngen zur Modellbildung herangezogen, so be-
trug der Vorhersagefehler fiir eine Vorhersage von Testdaten, die auch fiir die
Kalibrierung verwendet wurden, RMSEP 7. =10,3mg/dl (n : npes =68:35) bzw.
RMSEP7. = 13,6 mg/dl (nges = 35) fiir die Vorhersage unabhéngiger Testspektren
mit einem LMO-kreuzvalidierten Modell aus 68 Spektren. Die Wellenzahl-Selektion
zeigte, dass die In-vitro-Messungen ein Potential fiir einen RMSEP von 10 bis

12mg/dl haben, allerdings ist sie sehr Rechenzeit-intensiv.

Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen verschiedener Arten der Vorbehand-
lung der Spektren auf die Auswertung untersucht. Es zeigte sich, dass die Spektren
nach einer kolonnenweisen Zentrierung eine Abhéngigkeit vom Messtag aufweisen.
Diese Abhéngigkeit verschwindet bei der 2. Ableitung der Spektren. Ein Vergleich
der Auswertung von Spektren ohne Vorbehandlung mit vorbehandelten Spektren
ergab, dass die Verwendung der MSC (Multiplicative Scatter Correction) oder SNV
(Standard Normal Deviate) keine Verbesserung darstellen. Sowohl die Wellenzahl-
Selektion als auch die Verwendung der 2. Ableitung als Vorbehandlung konnten
den Vorhersagefehler RMSEP oy und RMSEP 7., der In-vitro-FT-NIR-Messung um
4,1mg/dl bzw. 5,7mg/dl verbessern.
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5 Zusammenfassung

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse héngt allerdings nicht nur von den Geréte-
Parametern ab sondern auch vom Anwender. Daher wurden In-vitro-FT-NIR-
Spektren von zwei Operatoren an verschiedenen Tagen aufgenommen. Die LOO-
kreuzvalidierten Vorhersagefehler fiir die einzelnen Tage sind alle dhnlich und lassen
keinen direkten Riickschluss auf den Operator zu. Das untersuchte System zeigt da-
her keine Abhéngigkeit vom Operator, wie es gerade in Bezug auf eine weitergehende

Geriteentwicklung wiinschenswert wére.

Als eine weitere mogliche Fehlerquelle wurde wihrend der Messung an den kom-
merziellen Geréiten die Temperatur ermittelt. NIR-Absorptions-Spektren von Wasser
zeigen prinzipiell eine starke Temperaturabhéngigkeit. Die In-vitro-Proben wurden
allerdings wihrend der Messung temperiert. Es stellte sich daher die Frage nach
der Temperatur-Stabilitdt des verwendeten FT-NIR-Spektrometers. Zunéchst zeich-
nen einfache Sensoren die Temperaturen an verschiedenen Stellen im Spektrometer
und die Raumtemperatur auf. Dabei wurde festgestellt, dass sich die Temperatur-
Schwankungen der Klimaanlage des Labors auch auf die Temperaturen im Spektro-

meter auswirken und somit die spektralen Schwankungen hervorrufen.

Temperatur-Messungen unter realen Bedingungen, also wéhrend der Aufnahme
von In-vitro-Spektren, zeigten, dass sich die Temperatur beim Offnen der Proben-
kammer zwar dndert, sich zum Zeitpunkt der Spektrenaufnahme aber wieder ange-
passt hat. Ein ganz anderes Problem stellt die Klimaanlage dar, die jedoch nicht
separat fiir das Labor kontrolliert werden kann. Fiir eine Studie unter kontrollierten
Temperaturbedingungen wird das Gerét in einer Klimakammer installiert und auf
seine Langzeitstabilitdt untersucht. Zusétzlich wurden Temperaturrampen gefahren,
um den Einfluss verschiedener Temperaturen und Temperaturdnderungen zu unter-
suchen. Diese Messungen wurden in Zusammenarbeit mit T. Mahl und R. Rawer
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Stork im Institut fiir Technik der Informationsver-

arbeitung an der Universitit Karlsruhe durchgefiihrt.

Die Temperatur-Studien zeigten, dass das Gerét fiir verschiedene Temperatur-
und Wellenzahl-Bereiche unterschiedlich empfindlich ist. Um die Ursache fiir diese
Temperatureinfliisse zu finden, wurden die einzelnen Spektrometer-Komponenten
getrennt untersucht. Dabei zeigte sich, dass weder die Halogenlampe noch der Pro-
benraum oder der Detektor einen Einfluss haben. Ahnliche Temperaturprofile wie

das Gesamtgerdt wies jedoch die Interferometerkammer auf. In diesem Modul be-
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findet sich neben dem Interferometer auch fast die gesamte Optik des Gerétes und
hat somit entscheidende Auswirkung auf die Qualitdt der Spektren.

Zur Minderung des Temperatur-Effekts wurde der Intensitétsverlauf des Inter-
ferometers versuchsweise mit einem Polynom 5. Ordnung korrigiert. Bei den Test-
daten fiihrte diese Korrektur zu einer signifikanten Reduzierung der Temperatur-
Schwankungen.

Zusétzlich zum Gerét wurde auch die fiir In-vivo-Messungen eingesetzte Glasfaser
untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass die Glasfaser nicht von der Tempe-
ratur beeinflusst wird, allerdings sie ist sehr empfindlich gegeniiber Bewegung und
sollte daher bei den Messungen entsprechend fixiert werden.

Neben Glucose enthélt das Kammerwasser weitere Substanzen. Einige dieser Sub-
stanzen konnten aufgrund ihrer NIR-Spektren die quantitative Glucose-Bestimmung
beeinflussen. Der Einfluss der wichtigsten Komponenten, Lactat, Ascorbat und
Harnstoff, wurde anhand eines 23-Faktorenversuchsplanes untersucht. Dazu wurden
die Komponenten in ihren physiologisch vorliegenden Konzentrationen eingesetzt.
Die Auswertung des Faktorenversuchsplans zeigt, dass keine Abhéngigkeit zwischen

der Glucose-Bestimmung und den drei Substanzen vorliegt.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die spektroskopi-
sche Untersuchung von Kammerwasser-Substanzen moglich ist. Durch den Einsatz
der UV /VIS-Spektroskopie konnte Fluorescein in vivo bestimmt werden. Die An-
wendung der NIR-Spektroskopie eignet sich vor allem zur Bestimmung von Glucose
im Kammerwasser. Die Giite der Glucose-Bestimmung ist von verschiedenen Fak-
toren abhéngig, wie z. B. dem verwendeten Gerit, den Parameter der Auswertung
und der Temperatur. Fiir weitergehende Studien sollten daher die in dieser Arbeit

aufgedeckten Probleme und Strategien beachtet werden.
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5 Zusammenfassung
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6 Summary

The aim of this work was to determine the possibilities of using the human eye or
more precisely the anterior chamber as spectroscopic cell for non-invasive in vivo
measurements. The focus lay on the technical realization and the development of a
suitable analysis strategy.

The human eye, especially the anterior chamber, is well suited for non-invasive
measurements. Due to its exposed position in the body it can be easily reached
by spectroscopic means. The aqueous humor filling the anterior chamber is a kind
of ultrafiltrate of the blood. Therefore, all substances which are able to cross the
blood/aqueous humor-barrier can be identified therein. For non-invasive measure-
ments several pathways through the eye are possible. The most promising is the one
using the reflection in the third Purkinje spot (on the lens). Light falling into the
eye under an angle of 45° is reflected at the lens. When leaving the eye again the
light has passed the anterior chamber twice, so the pathway has a length of about
6.3mm corresponding to the double mean depth of the anterior chamber. Due to
the optical properties of the cornea only light in the ultraviolett (UV), visible (VIS)

or near infrared (NIR) region can be used for spectroscopic investigations.

UV/VIS spectra arise through electronic transitions. Mostly complex organic mo-
lecules with conjugated double bond systems show characteristic UV /VIS absorption
spectra. Many ophthalmic drugs and illicit drugs belong to this species. First of all
UV /VIS absorption spectra of different ophthalmic drugs were measured in order to
find suitable ones for an in vivo determination. Suitable substances have to exhibit
an absorption maximum above 380 nm. The cornea itself is transparent from 300 nm
on, but an additional safety region should be kept in order to prevent any dama-
ge of the eye. From the tested substances only fluorescein meets this prerequisite.
Fluorescein is normally used for angiographic examinations.

In vivo UV /VIS studies were carried out with a compact spectrometer coupled
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6 Summary

with the in vivo setup via a glassfiber. The in vivo setup consists of a light source, an
optical system for focussing on the third Purkinje spot plus another optical system
which focusses the light into the glassfiber. In front of the eye a filter is mounted
to suppress light below 380 nm. The glassfiber is mounted in the image plane of a
reflex camera. With the camera the observer is able to place the focus onto the third
Purkinje spot while the mirror of the camera is up. When the mirror is down one is
able to measure the spectra.

In vivo spectra of fluorescein were take with the described setup. The fluorescein
was applied as eye drops and any residues were removed by the application of artifici-
al tears 10 min after the fluorescein application. UV /VIS spectra were taken directly
after the fluorescein application and from then on in certain time intervals. Spectra
recorded during the first minutes showed the characteristic fluorescein signal. The
intensity of this peak decreased with time and could not be detected anymore after
application of the artificial tears.

When applied as eye drops fluorescein seems to stay mainly on the cornea and
only a minimal concentration is transfered into the anterior chamber. Fluorescein
on the cornea is first flushed away by natural tears and later on by application of
artificial tears.

The measurements show that it is in principal possible to measure non-invasive
in vivo absorption spectra in the UV /VIS. It is also possible to follow the decrease
of fluorescein with time. A main issue for further studies should be the search for

suitable substances.

The second spectral window of the cornea lies in the NIR region. In this region a
non-invasive glucose determination is possible, as was already shown in several stu-
dies on different body sites. The glucose concentration in the eye is about 30 mg/dl
lower than that of blood plasma. This was determined by a parallel study at the Uni-
versititsaugenklinik Wiirzburg. Changes in the glucose concentration of the blood
can be determined in the eye after about 20 min.

In vivo studies at the eye were carried out with a commercial available FT-NIR
spectrometer and a compact dispersive spectrometer with a diodearray detector. The
dispersive spectrometer was already equipped with a fiber connector and could easily
be connected with the in vivo setup described above. The FT-NIR spectrometer,

on the other hand, needed an additional port for the glassfiber together with an
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exchangeable optical unit to direct the light into the interferometer.

The proband underwent an oral glucose tolerance test to simulate blood glucose
variations. The blood glucose concentration was determined parallel to the spec-
troscopic measurements and served as reference value, a latency time of 20 min was
taken into account.

The leave-one-out crossvalidation of the raw FT-NIR data showed a correlation
between the reference and the predicted values, but the correlation is not ideal. The
prediction is better for low concentration.

The dispersive in vivo spectra showed a better correlation, which might be due
to the much shorter measurement times. All the in vivo spectra were used without
any preprocessing. The prediction error (RMSEP¢y ) was below 30 mg/dl, but the
values still scatter heavily expressed in a high PLS factor.

Preliminary FT-NIR tests for the employment of a monitor path detecting the
reflections from the cornea showed an improvement in the fixation of the proband and
allow the proband to correct the apparatus to certain degree himself. An integration
into the measurement program has still to be done.

The presented in vivo results show the potential of this method but do not allow
a final proposition about the possibility of a non-invasive glucose determination at
the human eye. The results are still depending on several factors. These include the
instrument itself as well as the measurement time being the time period the proband
has to keep his eyes open. A systematic analysis of the instrument parameters and
an optimization of the evaluation parameters cannot be realized in vivo. Therefore
measurements on different instruments were carried out.

The in vitro test measurements on various commercial instruments and the disper-
sive NIR spectrometer all showed that an in vitro determination of glucose in the
physiological concentration range (10-350 mg/dl) is in principal possible. For mea-
surements with the dispersive setup a sample chamber containing a linear version
of the in vivo setup was constructed to get a high compatibility between the in vivo
and in vitro setup. The test were performed on a FT spectrometer (ABB), an AOTF
spectrometer (Bran+Luebbe), a polarization interferometer (Bran+Luebbe) and a
dispersive dual-beam instrument (JASCO). The results on the different instruments
differed from each other. Major differences were observed in the data analysis. It is

important that glucose information is modelled and not an instrument function or

165



6 Summary

only the water matrix itself.

Therefore in wvitro spectra were measured with a thickness of 5mm at a sample
temperature of 37°C 4+ 0,1°C and analyzed systematically with different parameters.
These studies were carried out with the FT-NIR spectrometer as it should have a
more stable optical configuration due to its compact build, than the combination of
the dispersive NIR spectrometer with the sample chamber and the glassfiber.

The test-set validation (ngonstr. @ Nya. =64:67) as well as the leave-one-out
crossvalidation (n=131) of the in wvitro FT-NIR spectra showed a good corre-
lation between the reference and the predicted values. Both models were ab-
le to predict independent test spectra (nr.s =66) with a prediction error of
RMSEPrest 75 = 17,44 mg/dl or RMSEP 1t v = 15,41 mg/dl, respectively. The pre-
diction quality is also expressed in the error grid diagrams. For both models nearly
all data points fell in zone A and only a few in zone B of the Clarke or BD error
grid diagram, respectively. Data points falling in Zone A lead to a medical correct
treatment, those in Zone B lead to a slight diversion from the correct treatment wi-
thout any adverse effects. Therefore, both models have the ability to make a medical
correct prediction.

The medically demanded prediction error of less than 10 mg/dl could not be rea-
ched. For optimization of the in vitro results several strategies were followed, on one
hand a variable reduction through the use of different preprocessing tools and on the
other hand by wavenumber selection. These studies were carried out in collaboration
with Dr. K. Baumann, Institut fiir Pharmazie, Universitat Wiirzburg.

The influence of different preprocessing techniques was analyzed. Spectra measu-
red on two different days could be separated after being collumwise mean centered.
These day to day differences diminish when the second deviation of the spectra is
calculated. A comparison between the evaluation of spectra without and with pre-
processing showed that the application of the multiplicative scatter correction or
standard normal deviate do not lead to an improvement compared to the raw data
result. Only the application of the second deviation as preprocession tool lead to an
improvement of the prediction error RMSEPy and RMSEP ey of 4,1 mg/dl and
5,7mg/dl, respectively.

The wavenumber selection was calculated on the basis of a LMO-crossvalidation in

combination with a principal component regression. The regions around 6000, 7400,
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8900, 9600 und 9900 cm ™! were classified as containing glucose relevant information.
The region around 6000 cm ™! was already marked in literature for containing glucose
related bands. The other regions correspond with the rising edges of the water bands.
Glucose itself exhibits OH bands but these are superimposed by the OH bands of
water leading to the conclusion that dissolved glucose influences the water matrix
significantly. A model built only with the selected wavenumbers leads to a crossvali-
dated prediction error for the prediction of test spectra of RMSEP 7., = 10,3 mg/dl
(n : Npest = 68:35) or RMSEP 7. = 13,6 mg/dl (nrest = 35), respectively, whereas the
first prediction was done with dependent and the second with independent data. The
prediction of dependent data always results in lower prediction errors. The wave-
number selection shows potential for prediction errors between 10 and 12mg/dl. A
drawback is that wavenumber selections are very time consuming.

The reproducibility of the results is not only connected with the instrument para-
meters but also with the operator. In vitro FT-NIR spectra were measured by two
operators at three different days each. The leave-one-out-crossvalidated prediction
errors for the different days resemble each other and allow no direct correlation with

the operator, as it is desirable for further instrument development.

The temperature was determined as another possible error source during the test
measurement on the commercial instruments. NIR absorption bands of water are
generally very sensitive towards temperature. The in vitro samples were general-
ly temperature stabilized during the measurement. First of all simple sensors were
installed throughout the instrument and in the laboratory. It was determined that
temperature variations due to the laboratory’s air conditioning could also be detec-
ted in the instrument and therefore, influence the spectra.

Temperature studies during the measurement of the spectra showed variations
whenever the sample chamber was opened, but these variations were adjusted befo-
re the actual collection of the spectrum. That still leaves the air conditioning which
cannot be controlled separately for the laboratory. A study under controlled tempe-
rature conditions was carried out in collaboration with T. Mahl and R. Rawer from
the workgroup of Prof. Stork, Institut fiir Technik der Informationsverarbeitung,
Universitédt Karlsruhe. The instrument was placed inside a climate chamber and its
longterm stability investigated.

These temperature studies revealed that the instrument has different tempera-
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ture sensibilities for different temperature and wavenumber regions. To determine
the cause of these variations the spectrometer components were analyzed separately.
Neither the halogen lamp, the sample chamber nor the detector showed such tem-
perature variations as the instrument itself. A similar temperature profile as for the
whole instrument was found for the interferometer chamber. This chamber contains
nearly all the optics of the instrument and variations therein should have a direct
influence on the spectra.

The intensity distribution of the interferometer was experimentally modelled by
a 5" order polynomial leading to a considerable reduction in variation. So far this
correction was only carried out on a few test data.

Additionally, the glassfiber used for the in vivo measurement was analyzed. The
studies came to the result that the glassfiber is not influenced by temperature but is
influenced by motion. For any measurement the fiber should be appropriately fixed.

The human aqueous humor contains not only glucose but also many other substan-
ces. Some of these substance can influence the quantitative glucose determination
by influencing the NIR spectra. The influence of three more important substan-
ces namely lactate, ascorbate and urea was studied with a 23-factor analysis. The
components were used in their physiological concentrations. The 23-factor analysis

showed no influence of the investigated substances on the glucose determination.

Concluding this work showed that spectroscopic investigations of substances in the
aqueous humor are possible. Fluorescein was determined in vivo by use of UV /VIS
spectroscopy. NIR spectroscopy is a suited technique for the non-invasive glucose
determination in the anterior chamber. The quality of the glucose determination
depends on several factors, e.g. the instrument, the analysis parameters and the

temperature. Any further studies on this field should take these factors into account.
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A Messparameter fiir das Vector22/N-C

(Bruker)

Liste der fiir Messungen am Vector22/N-C verwendeten Parameter. Die sich &ndern-

den, kursiv gedruckten Parameter sind, soweit relevant, in den entsprechenden Ka-

piteln angegeben.

Parameter

Werte

Acquisition Parameters

Acquisition Mode

Correlation Test Mode

Delay Before Measurement,
Stabilization Delay

Wanted High Frequency Limit
Wanted Low Frequency Limit
Sample Scans

Result Spectrum

Resolution

To do list

Double Sided, Forward-Backward
Around Peak High

0

0

12000,000000

4000,000000

100

Absorbance

8,000000

FT - Parameters

Apodization Function

End Frequency Limit for File
Strat Frequency Limit for File
Phase Resolution

Phase Correction Mode
Stored Phase Mode

Zero Filling Factor

Blackman-Harris-3-Term
4000,000000
12500,000000

64,000000

Power Spectrum

No

2
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A Messparameter fiir das Vector22/N-C (Bruker)

Parameter Werte

Instrument Parameters

High Folding Limit 15799,830000
Low Folding Limit 0,000000
Laser Wavenumber 15799,830000
Absolute Peak Pos. in Laser*2 | 63593
Sample Spacing Divisor 1

Actual Signal Gain 2

Switch Gain Position 1689

Scan time (sec) 59,770470
Peak Amplitude 2795

Peak Location 3555
Number of Good FW Scans 50

Number of Bad FW Scans 0

Backward Peak Amplitude -1317
Backward Peak Location 3551
Number of Good BW Scans 50

Number of Bad BW Scans 0

Instrument Type Vector22/N-C
Number of Sample Scans 100

Number of Background Scans | 100

Running Sample Number 5018

Optic Parameters

Aperture Setting open
Measurement Channel Front
Detector Setting InGaAs

Low Pass Filter 1; 16 KHz
Preamplifier Gain 0

Source Setting Tungsten (NIR)
Scanner Velocity 6; 10 KHz
Signal Gain, Sample 2

Signal Gain Background 1

External Synchronisation OFF
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B Proben-Bezeichnungen der

Losungen

Glucose-

Alle Proben wurden mit 0,05 % NaNj3 versetzt und mit Reinstwasser aufgefiillt und,

soweit nicht anders angegeben, einzeln eingewogen. Die Bestimmung der Glucose-

Konzentration wurde im Labor der Neurologischen Klinik, Universitdt Wiirzburg,

nach der Hexokinase-Methode durchgefiihrt. Alle Konzentrations-Angaben sind in

mg/dl. Die File-Namen der Spektren (Probe x.*) bestehen aus der Bezeichnung der

Probe und einem Zahler z fiir die Zahl der wiederholten Messungen. Angegeben sind

hier nur die Proben-Bezeichnungen.

B.1 Proben fiir das FT-Spektrometer MB 160

Probe | Einwaage | Analyse || Probe | Einwaage | Analyse

(mg/dl] | [mg/d]] (mg/dl] | [mg/dl]
0 0 — 17 170,1 175
1 9,6 10 18 179,6 185
2 20,4 21 19 189,6 193
3 30,5 31 20 200,0 201
4 40,4 42 21 210,0 214
5 50,2 51 22 220,0 221
6 60,2 61 23 230,0 228
7 70,3 72 24 240,2 236
8 80,3 83 25 250,3 252
9 89,9 94 26 260,4 243
10 100,1 103 27 270,0 265
11 109,5 112 28 280,2 287
12 120,0 124 29 289.4 296
13 130,4 129 30 300,1 310
14 140,0 143 31 500,1 513
15 149.9 151 32 750,4 740
16 160,0 165 33 1000,0 905
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B Proben-Bezeichnungen der Glucose-Ldsungen

Verdiinnungsreihe:
Probe | Analyse || Probe | Analyse || Probe | Analyse
(mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]

34 504 44 142 54 242
35 9 45 177 55 315
36 17 46 214 56 854
37 52 47 283 57 27

38 58 48 793 58 91

39 102 49 41 59 109
40 155 50 75 60 137
41 205 51 82 61 180
42 254 52 121 62 226
43 706 53 162 63 277

B.2 Proben fiir das InfraPrime und InfraProver

Eingewogene Proben: 34 (5000,3 mg / 1000 ml), 43 (3500,0 mg / 500 ml),
48 (8000,1 mg /1000 ml) und 56 (4500,1 mg /500 ml).

Probe | Analyse || Probe | Analyse || Probe | Analyse
(mg/dl] [mg/d]] [mg/d]]

1 8 13 130 25 248

2 19 14 139 26 264

3 27 15 1407 27 266

4 37 16 160 28 279

5 49 17 1581 29 289

6 59 18 178 30 302

7 64 19 188 31 3021
8 80 20 193 32 320

9 85 21 209 33 3097
10 103 22 218 34 333
11 111 23 230 35 340
12 121 24 236

T Ausreifer.
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B.3 Proben fiir das V 570

B.3 Proben fiir das V 570

Probe | Einwaage | Analyse || Probe | Einwaage | Analyse
(mg/dl] | [mg/d]] (mg/dl] | [mg/dl]
A0 0 — A16 160,3 156
Al 10,0 7 A17 170,4 171
A2 19,8 15 A18 180,1 187
A3 29,8 25 A19 189,9 188
A4 39,8 41 A20 200,1 200
A5 49,8 50 A21 210,0 2177
A6 59,7 61 A22 2189 216
AT 70,2 68 A23 230,3 231
A8 79,9 46" A24 240,3 237
A9 90,3 91 A25 250,8 246
A10 99,8 94 A26 260,1 262
All 110,0 111 A27 270,0 251
Al12 120,3 118 A28 280,2 284
A13 129,0 130 A29 289,3 295
Al4 140,1 135 A30 300,1 270
A15 150,4 152
T Ausreifler.
Verdiinnungsreihe:
Probe | Analyse || Probe | Analyse || Probe | Analyse
[mg/dl] (mg/dl] [mg/dl]
B1 515 B11 145 B21 170
B2 708 B12 171 B22 86
B3 7 B13 60 B23 325
B4 17 B14 277 B24 27
B5 52 B15 761 B25 92
B6 43 B16 849 B26 79
B7 101 B17 35 B27 128
B8 123 B18 56 B28 155
B9 200 B19 85 B29 200
B10 253 B20 115 B30 97

Eingewogene Proben: B1 (2500,7 mg /500 ml), B2 (1750,2 mg /250 ml),
B15 (2000,5 mg /250 ml) und B16 (2250,4 mg / 250 ml).
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B Proben-Bezeichnungen der Glucose-Ldsungen

B.4 Proben fiir die dispersiven NIR-Messungen

Probe | Einwaage | Analyse || Probe | Einwaage | Analyse
[mg/dl] | [mg/dl] [mg/dl] | [mg/dl]
d599g 40 41 d616g 350 346
d600g 110 97 d617g 310 311
d601g 120 97t d618g 90 88
d602g 160 155 d619g 80 82
d603g 60 53 d620g 290 293
d604g 240 224 d621g 280 287
d605g 220 1417 d622g 210 208
d606g 100 90 d623g 230 225
d607g 140 147 d624g 250 214"
d608g 150 150 d625g 330 2561
d609g 300 283 d626g 30 34
d610g 20 21 d627g 190 191
d6llg 200 205 d628g 340 2137
d612g 50 55 d629g 170 170
d613g 270 274 d630g 70 68
d614g 130 133 d631g 320 3001
d615g 260 264 d632g 180 170
f Ausreifler.

B.5 Proben fiir die FT-NIR-Messungen

1. Proben-Satz:

Probe | Einwaage | Analyse Probe | Einwaage | Analyse
(mg/dl] | [mg/d]] (mg/dl] | [mg/dl]

311g 20 20 \Y 330g 29 27 \Y
312¢g 48 47 T 331g 44 43 T
313g 67 64 K 332¢g 63 60 K
314g 76 74 \Y 333g 103 102 \Y
315g 87 85 T 334g 151 139 T
316g 106 99 K 335g 184 180 K
317g 119 112 \Y 336¢g 189 183 \Y
318¢g 129 127 T 337g 200 158

319¢g 141 134 K 338g 232 226 T

Fortsetzung néchste Seite
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B.5 Proben fiir die F'T-NIR-Messungen

Fortsetzung
Probe | Einwaage | Analyse Probe | Einwaage | Analyse
(mg/dl] | [mg/dl] (mg/dl] | [mg/d]]

320g 156 152 \Y 339g 240 237 K
321g 175 169 T 340g 249 236 \Y%
322g 207 202 K 341g 269 257 T
323g 222 214 \Y 342g 280 267 K
324g 255 252 T 343g 288 278 \Y%
325g 305 277 K 344g 310 301 T
326g 324 312 \Y 345g 338 327 K
327g 332 326 T 346g 351 352 \Y
329g 10 8 K

K: Konstruktions-, V: Validier-, T: Test-Datensatz.

Ausreifler: 311g_002, 329¢_001, 337g_001, 337g_002, 337g_003, 342g_002, 346g_002.

2. Proben-Satz:
Probe | Einwaage | Analyse Probe | Einwaage | Analyse
(mg/dl] | [mg/d]] (mg/dl] | [mg/d]]

348g 14 14 T 367g 37 41 T
349g 64 64 K 368g 48 48 \Y%
350g 70 68 \Y 369g 83 81 \Y
351g 102 100 T 370g 86 84 T
352g 112 114 K 371g 122 123 \Y%
353g 133 133 \Y 372g 140 140 \Y%
354g 159 155 T 373g 146 147 T
355g 182 178 K 374g 172 169 \Y%
356g 199 194 \Y% 375¢g 195 203 \Y
357g 210 209 T 376g 223 225 T
358g 230 230 K 377g 230 233 \Y
359g 257 245 \Y% 378g 242 244 \Y%
360g 289 266 T 379g 272 273 T
361g 308 302 K 380¢g 283 282 \Y%
362g 330 324 \Y 381g 300 287 \Y
363g 349 340 T 382g 324 330 T
365g 19 19 K 383g 339 331 \Y
366g 34 35 \Y

K: Konstruktions-, V: Validier-, T: Test-Datensatz.
Ausreifler: 351g_001, 352¢_002, 355¢_002, 356g_003, 358¢_002, 360g_002, 360g_003,
361g-001, 363g-001.
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B Proben-Bezeichnungen der Glucose-Ldsungen

B.6 Proben fiir die Bestimmung der Reproduzier-

barkeit
Tag 1 (Operator B):
Probe | Einwaage || Probe | Einwaage
(mg/dl] [mg/dl]

43Tn 0 445¢g 158
438¢g 17 446¢g 179
439¢g 40 447¢g 201
440g 60 448¢g 216
441g 84 449¢ 242
442¢ 102 450¢g 262
443¢g 119 451g 280
444¢ 142 452¢ 298

Tag 2 (Operator A):

Probe | Einwaage || Probe | Einwaage
(mg/dl] [mg/dl]
453n 0 461g 159
454¢g 22 462g 181
455¢g 40 463g 201
456¢g 62 464g 222
457¢g 82 465g 241
458¢g 101 466g 261
459g 121 467g 280
460g 142 468g 302

Tag 3 (Operator B):

Probe | Einwaage || Probe | Einwaage
(mg/dl] [mg/dl]
469n 0 ATTg 162
470g 21 478g 182
471g 41 479g 202
472¢g 59 480g 220
473g 80 481g 240
474¢g 102 482¢g 260
475g 120 483¢g 279
476g 139 484¢g 300
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B.6 Proben fiir die Bestimmung der Reproduzierbarkeit

Tag 4 (Operator A):

Probe | Einwaage || Probe | Einwaage
[mg/dl] [mg/dl]
485n 0 493g 161
486g 19 494¢ 178
487g 42 495g 199
488g 62 496g 220
489g 81 497g 239
490g 101 498¢ 261
491g 120 499¢ 280
492g 140 500g 298
Tag 5 (Operator B):
Probe | Einwaage || Probe | Einwaage
[mg/dl] [mg/dl]
505n 0 513g 160
506g 20 514g 179
507g 40 515g 200
508g 60 516g 219
509¢g 81 517¢g 242
510g 101 518¢g 260
5llg 120 519¢g 281
512g 140 520g 301
Tag 6 (Operator A):
Probe | Einwaage || Probe | Einwaage
[mg/dl] [mg/dl]
521n 0 529¢g 162
522¢g 19 530g 181
523g 40 531g 200
524¢g 60 532¢g 221
525g 80 533g 239
526g 102 534g 259
527g 119 535g 280
528¢g 139 536g 301
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B Proben-Bezeichnungen der Glucose-Ldsungen
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