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Einleitung und Zielstellung 3

1 Einleitungund Zielstellung
1.1 Vorbemerkung

Die vorliegende Schrift ist eine gewichtete Zusammenfassung eigener 'Peer-Reviewed'
Publikationen. Nach einer Einleitung und Darstellung wesentlicher Grundlagen werden die
Origina-Einzelarbeiten in zwei Ergebniskapiteln vorgestellt. Abschliefiend erfolgt eine
allgemeine Zusammenfassung mit Ausblick.

1.2 Bedeutung des Blutes und dessen optische Eigenschaften

Die Entwicklung neuer optischer Methoden fir die Diagnostik gewinnt in der modernen
Medizin immer mehr an Bedeutung. Optische Techniken bieten die Moglichkeit nicht-
invasiver oder minimal-invasiver Untersuchungsmethoden (Endoskopie, Pulsoximetrie,
Fluoreszenzbildgebung etc.). Hierbei wird die Wechselwirkung von Licht mit Blut oder
Gewebe genutzt, um Information Uber die Stoffwechselvorgénge oder physiologischen
Zustande zu erhaten. Bei diesen Untersuchungen wird Laserlicht oder Licht breitbandiger
Lichtquellen auf das Gewebe eingestrahlt und das transmittierte oder riickgestreute Licht
gemessen und die Daten mit Hilfe von mathematischen Algorithmen ausgewertet
[Wilson1990].

Neueste Entwicklungen nutzen nicht-invasive optische Messungen, um z.B. im Gehirn
physiologische Informationen zu gewinnen [Selb2005] oder die Sauerstoffversorgung nach
Bluttransfusionen bel Neugeborenen zu Uberprifen [Cerussi2005].

Die Durchblutung von Gewebe ist ein physiologisch wichtiger Parameter, da viele
Krankheiten Storungen in der Mikrozirkulation zeigen (Diabetes, Wundheilungsstorungen,
arterielle Verschlusskrankheiten) [Humeau2004, Hemington2005]. Auch die Vitalitét von
transplantiertem Gewebe kann Uber deren Durchblutung ermittelt werden [Hovius1995].
Hierfir kann das nicht-invasive Laser-Doppler-Verfahren eingesetzt werden, welches
Aussagen Uber die Stromung der roten Blutzellen im Gewebe zuldsst [Nilson2003,
Lima2005]. Die Zuordnung der mittels Laser-Doppler-Technik gemessenen Durchblutung zu
den verschiedenen Geféldtypen ist nicht ohne weiteres moglich. Sowohl die kapillare
Durchblutung, die fur die nutritive Versorgung des Gewebes zustandig ist, als auch der Flux
der Gefélde zur Thermoregulation konnen Anteile zu den Signalen beisteuern [Leahy1999].
Eine Methode, die zwischen den beiden Gefd3typen unterscheiden konnte, wirde potenziell
wertvolle diagnostische Informationen bieten.

Direkte Bestimmungen von Blutwerten sind z.B. bel Untersuchungen an extrakorporal
fliellendem Blut (Herz-Lungen-Maschine, Dialysesysteme) und bel der Qualitétssicherung
von Blutprodukten (Erythrozytenkonzentrate, Thrombozytenkonzentrate und Blutplasmen)
notwendig. Bei beiden Anwendungen ist die Entnahme von Proben entweder zu zeit- und
kostenaufwendig oder aus Kontaminationsgriinden zu riskant oder sogar unzul&ssig, SO muss
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z.B. eine einmal gedffnete Blutprodukte entweder sofort verbraucht oder entsorgt werden.

Die Untersuchungen an flieendem Blut sollten nicht nur ohne Probennahme erfolgen,
sondern auch eine Online-Uberwachung ermdglichen, sodass Notfallsituationen sofort erkannt
und entsprechende MalRnahmen ohne Zeitverzug ergriffen werden kénnen. Wichtige zu
kontrollierende Blutparameter beim Einsatz von Herz-Lungen-Maschinen sind die Sauerstoff-
sittigung und der Hamatokrit. Bisherige Methoden ermoglichen nur Trendmessungen,
Absolutmessungen sind mit hohen Fehlern behaftet, sodass eine regelmaliige Probennahme
mit anschlielfender externer  Blutparameterbestimmung  weiterhin - notwendig st
[Appelblad1994, Southworth1998]. Ein verlasslicher Sensor, der absolute Blutwerte online
ermittelt, ist noch nicht verflgbar.

Die Qualitatssicherung der Erythrozytenkonzentrate erfolgt u.a. Uber die Messung des freien
Hamoglobins. Ein Verfahren fur die Bestimmung des freien Hadmoglobins bzw. der Hamolyse
steht bisher nur nach Probennahme zur Verfigung, bel der die Konserve getffnet werden
muss [Malinauskas1997]. Eine wesentliche Quadlitdtskontrolle ist die Uberprifung der
Erythrozytenkonzentrate wahrend der Lagerung bzw. vor der Ausgabe zur Transfusion.
Hierbel nimmt durch den natlrlichen Zerfall der roten Blutkérperchen das freie Hamoglobin
im Beutel sténdig zu. Bei der Transfusion muss der Hamolysewert unter 0,8 % liegen
[BundesAK1995]. Auch bei der Herstellung der Blutprodukte finden laufende Kontrollen
statt. Treten bel der Herstellung der Erythrozytenkonzentrate Fehler auf, kann Hamolyse
entstehen. Welterhin fehlt fir die Detektion von intakten, nicht vollsténdig abgetrennten
Erythrozyten in Plasmen und Thrombozytenkonzentraten ein Verfahren, welches ohne
Probennahme auskommt. Es wird demnach ein nicht-invasives optisches Verfahren gesucht,
welches die Bestimmung des frelen Hamoglobins bzw. des Gesamthéamoglobins durch
Messungen an den Blutbeuteln, so wie sie heute in Verkehr gebracht werden, ermdglicht.

Die Lichtverteilung im Gewebe oder algemein in streuenden Medien hangt von den
optischen Eigenschaften des Mediums ab. Fur nicht-invasive optischen Messungen an
flielfendem Blut, Gewebe oder Blutprodukten zur Bestimmung wichtiger blutphysiologischer
KenngroRen sind Kenntnisse der optischen Eigenschaften und deren Anderungen bei
Variation dieser physiologischen Grofen unerlésslich. Es konnen nur solche Blutparameter
optisch analysiert werden, bei denen sich Anderungen signifikant in den optischen Parametern
zeigen. Demnach mussen sich die biologischen Blutparameter gemal3 der Strahlungstransport-
theorie auf den Absorptionskoeffizienten , den Streukoeffizienten s oder die
Streuphasenfunktion (oft vereinfacht integrierend beschrieben durch den Anisotropiefaktor g)
auswirken, die wiederum durch den komplexen Brechungsindex innerhalb der Zellen, die
Zellgrofe und -form oder -konzentration beeinflusst werden. Sind die optischen Parameter
bekannt, kdnnen Entwicklungen von Verfahren, Applikatoren und Sensoren z.B. durch
Monte-Carlo-Simulationen wesentlich unterstitzt werden. Damit ist die Bestimmung der
optischen Eigenschaften von Blut und Gewebe die Grundvoraussetzung, um zielgerichtete
Forschung in der nicht-invasiven optischen Diagnostik betreiben zu kénnen. Auch fur die
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Dosimetrie zum Einbringen von Licht in Gewebe oder Blut mussen die optischen
Eigenschaften im zu untersuchenden Medium bekannt sein. Dies ist z.B. wichtig bel der
photodynamischen Therapie [Jacquesl992, Bargasl997, Thompson2005] oder der
laserinduzierten Thermotherapie [ Flock1989, Welch1987, Roggan1997].

Die optischen Eigenschaften von Gewebe sind gut beschrieben [VanGemert1989,
Patterson1989, Tuchin1993], werden aber in der Regel blutleer bestimmt [Roggan1994]. Da
nahezu jedes spezifische Korpergewebe von Blut durchsetzt ist und Blut stark
lichtabsorbierende und streuende Eigenschaften besitzt, werden die optische Eigenschaften
des Gewebes erheblich durch die des Blutes beeinflusst [Kienle1996].

Optische Untersuchungen an humanem Blut sind sehr komplex und aufwendig, da es neben
den Schwierigkeiten der Beschaffung und Handhabung auch besondere biologische und
physikalische, speziell optische, Eigenschaften besitzt. 'Blut ist ein ganz besondrer Saft’,
stellte schon Mephisto zurecht in Goethes Faust fest [ Goethel828].

Die Zusammensetzung des Blutes unterliegt grof3en inter- und intra-individuellen
Schwankungen [Hammer1998], sodass zwei Blute von verschiedenen Spendern mit dem
gleichen Hamatokrit signifikante Unterschiede in den optischen Eigenschaften aufweisen und
somit geringfiigige Anderungen oft nur relativ betrachtet werden kénnen [MeinkeAO2007].

Aufgrund der sofort einsetzenden Sedimentation der Zellen im statischen Zustand muss Blut
unter  Stromungsbedingungen  untersucht werden [Lindbergl993]. Erfolgen die
Untersuchungen an Vollblut, so ist die Plasmaprotein vermittelte Aggregation der Zellen zu
verhindern bzw. zu berticksichtigen [Tomital983]. Hinzu kommt das Infektionsrisiko (HIV,
Hepatitis etc.) beim Arbeiten mit Blut oder Blutprodukten, welches wiederum erhohte
Anforderungen an den Messaufbau stellt.

Blut besteht, als eines der wenigen Streumedien, aus Streuteilchen, die gleichzeitig den
Absorber enthalten. Aufgrund der speziellen Form und der extrem hohen Konzentration der
Erythrozyten sind theoretische Modelle wie z.B. die Mie-Theorie [Miel908] zur Berechnung
der Lichtverteilung in Blut nur sehr begrenzt anwendbar [Friebel2006]. Auch die
Diffusionstheorie, die hohe Streuung und geringe Absorption zur Grundlage hat und die fur
Gewebe verwendet wird, bei dem im blauen bis grinen Wellenlangenbereich die Streuung
gegentiber der Absorption Uberwiegt, stofdt bei Blut an ihre Grenzen, da in diesem
Wellenlangenberei ch starke Absorptionsbanden vorliegen.

Der Einfluss physiologischer Blutparameter auf die Extinktion oder auf die Rickstreuspektren
von Blut wurde schon vor Jahrzehnten untersucht [Kramer1935, Wever1954, Tomital983]. In
der Literatur sind als optische Daten daher Uberwiegend der effektive Streukoeffizient ys' (als
Zusammenfassung von ps und g, siehe Kapitel 3.1) und der Absorptionskoeffizient zu finden,
wobei diese meist an tierischem Blut bestimmt wurden [Enejder2003]. Die Bestimmung der
drei optischen Parameter Absorptionskoeffizient, Streukoeffizient und
Phasenfunktion/Anisotropiefaktor ist an einzelnen Erythrozyten oder an stark verdinntem
Blut und meist im Spektralbereich geringer Hamoglobinabsorption oberhalb 600 nm
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durchgefuihrt worden [Steinke1988, Y aroslavsky1999, Sem'yanov2000]. Optische Parameter
von unverdiunntem, also physiologischen konzentriertem Blut im Bereich hoher Absorption
sind dagegen rar [Hammer2001, Roggan1999]. Unter 500 nm im Bereich der starken Soret-
Absorptionsbande des Hamoglobins sind keine Daten in der Literatur zu finden.

Demnach war eine spezielle Methodik zu entwickeln, die trotz der spezifischen biologischen
und physikalischen Probleme eine verlassiiche Bestimmung aler drei optischen Parameter
von unverdinntem Blut im Spektralbereich von 250 nm bis 1100 nm erméglicht.

1.3 Zidstelung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, spektroskopische Verfahren fur die nicht-invasive Bestimmung von
Blutparametern zu entwickeln (Abbildung 1).

Fur die verschiedenen Blutparameter (Hamatokrit, Sauerstoffsdttigung, Durchblutung,
Hamolyse) mussten die entsprechenden Messmethoden und mathematischen Verfahren
ausgewahlt bzw. entwickelt werden. Hierbel stehen verschiedene grundlegende
spektroskopische  Messparameter  zur  Auswahl  (z.B.  Transmissionsmessungen,
Reflexionsmessungen, spektralaufgel 6ste, ortsaufgel dste, zeitaufgel 6ste M essungen). Fur eine
zielgerichtete Entwicklung dieser Methoden waren die optischen Eigenschaften des Blutes zu
bestimmen, da deren Kenntnis die Entwicklung der Methoden erleichtern und verbessern.
Einerseits konnen mit ihrer Hilfe Machbarkeiten von Verfahren abgeschétzt oder berechnet
werden und andererseits die Messmethodik ausgewahlt und die konkrete Messgeometrie
optimiert werden. Weiterhin sind diese Daten fir dosimetrische Berechnungen von
Lichtverteilungen in Gewebe und Blut notwendig (laserinduzierte Thermotherapie,
photodynamische Therapie).

Daher ist im ersten Ergebnisteil (Kapitel 4) der komplexe Brechungsindex von
Hamoglobinldsungen in den sehr hohen Konzentrationen, wie sie innerhab der Erythrozyten
vorkommen, bestimmt worden [M. Friebel, M. Menke: Determination of the complex
refractive index of highly concentrated hemoglobin solution using transmittance and
reflectance measurements, J. Biomed. Optics, 10(6), 064019, (2005), und M. Friebel, M.
Meinke: Model function to calculate the refractive index of native hemoglobin in the
wavelength range of 250 -1100 nm dependent on concentration, Appl. Opt. 45(12), 2838-
2842 (2006)].

Weiterhin sind die optischen Parameter Absorptionskoeffizient, Streukoeffizient und
Streuphasenfunktion fur die verschiedenen Blutkomponenten Erythrozyten [M. Friebel, A.
Roggan, G. Miller, and M. Meinke: Determination of optical properties of human blood in
the spectral range 250-1100 nm using Monte Carlo simulations with hematocrit-dependent
effective scattering phase functions, J. Biomed. Opt. 11(3), 031021 1-10 (2006)],
Thrombozyten und Plasma [M. Meinke, G. Miiller, J. Helfmann, and M. Friebel: Optical
properties of platelets, leukocytes and blood plasma and their influence on the optical
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behaviour of whole blood in the VIS-NIR wavelength range, J. Biomed. Optics 12 (1) 2007 im
Druck] ermittelt worden. Hierzu wurden Transmissions- und Remissionsmessungen an einem
Ulbricht-Kugel-Spektrometer durchgefihrt und Uber eine inverse Monte-Carlo-Simulation die
optischen Eigenschaften errechnet. Dies war fur Blut in physiologischen Konzentrationen und
Uber einen weiten Wellenléngenbereich zu leisten.

Spektroskopie an Blut
Transmissionsmessungen

Riickstreumessungen
in Abhangigkeit von den Blutparametern
Theorie
Strahlungs-
transporttheorie,
iMCS,
Lambert-Beer,
Fresnel
: ‘ Methodik
Optische Parameter Mathematische
Brechungsindex von Verfahren (z.B.
Hamoglobin, Chemometrie),
Ha Msundgvon — [TTTTTTTTTTTTTTTTTTmmmmmmmmmemmeenes » Messmethode
Erythrozyten, Unterstlitzung (z.B. Laser-
Thrombozyten und Plasma der Methoden- Doppler-
entwicklung Technik)
A

Nicht-invasive Verfahren

Durchblutungsmessungen,
Quialitétssicherung von
Blutprodukten,
Blutmonitoring

Abbildung 1: Ubersicht zum methodischen Vorgehen zur Entwicklung nicht-invasiver Untersuchungs-
methoden.

Fur diesen ersten Ergebnisteil wurden stellvertretend vier grundlegende Arbeiten ausgewdahlt,
die einen Einblick in die Methodik und Arbeitsweise zur Bestimmung der optischen
Parameter ermdglichen. Die erhaltenen optischen Parameter und deren ermittelte
Abhangigkeiten von den einzelnen Blutparametern wurden verwendet, um fir drel konkrete
nicht-invasive Blutparameterbestimmungen die Messmethoden auszuwéhlen und zu
optimieren.

Vier ausgewdhlte Arbeiten zu Verfahren, die ohne direkten Kontakt mit dem Blut Aussagen
Uber den Hamatokrit, die Sauerstoffséttigung, die Hamolyse oder tber die Durchblutung in
der Haut zulassen, werden im zweiten Ergebnisteil (Kapitel 5) der Arbeit vorgestellt.
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Es werden ein Verfahren und ein Sensor beschrieben, die an einem Blutkreislauf ohne
Blutkontakt online eine quantitative Aussage Uber die Blutparameter Sauerstoffsattigung und
Hamatokrit mittels spektroskopischer Messungen ermdglichen. Hierfir werden Methoden der
Chemometrie eingesetzt, um die Einflisse der inter- und intra-individuellen Varianzen zu
minimieren. Zid ist die Entwicklung eines Sensors, der an den extrakorporalen Kreislauf
einer Herz-Lungen-Maschine angeschlossen werden kann [M. Meinke, G. Miller, |I.
Gersonde, M. Friebel: Determination of oxygen saturation and hematocrit of flowing human
blood using spectral resolving sensors, Biomed. Technik 51(5/6) 2006, im Druck]. Dafur
mussten Voruntersuchungen an einem hochauflésenden kommerziellen Laborspektrometer
durchgeftihrt und ein In-vitro-Kreisauf aufgebaut werden, der die klinische Situation
widerspiegelt [M. Meinke, |. Gersonde, M. Friebel, J. Helfmann und G. Mller: Chemometric
determination of blood parameters using VIS NIR-spectra. Appl. Spectros. 59(6), 826-835
(2005)].

Fur die Qualitétskontrolle der Blutprodukte werden représentativ die Hamoglobinmessungen
an Erythrozytenkonzentraten vorgestellt [M. Meinke, M. Friebel, J. Helfmann, M. Notter: A
novel device for the non-invasive measurement of free hemoglobin in blood bags. Biomed.
Technik, 50, 2-7, (2005)]. Ziel bei dieser Methode ist die objektive Bestimmung der
Hamogl obinkonzentration, um den Zustand und die Verwertbarkeit des Blutproduktes ohne
Probennahme beurteilen zu kénnen. Dazu musste eine entsprechende Methode und ein
Handphotometer entwickelt werden. Die Blutprodukte einschliefdlich ihrer Behaltnisse durfen
hierbel nicht verandert oder beschadigt werden.

Fur die Beurteilung der Vitalitdt von Transplantaten ist eine gewichtete Flux-Messung der
kleinsten Blutgefasse, der Kapillaren, die fur die Versorgung des Gewebes zusténdig sind,
notwendigp Um die Durchblutung der Kapillaren mit sehr  niedrigen
Stromungsgeschwindigkeiten von der Durchblutung zur Thermoregulation mit hoheren
Geschwindigkeiten zu unterscheiden, wurden Laser-Doppler-Flux-Messungen durchgefihrt
und die Korrelation der Doppler- Fregquenzverschiebung mit den
Blutstromungsgeschwindigkeiten untersucht. [M. Meinke, M. Schréder, R. Schiitz, U. Netz,
J. Helfmann, A. Pries, G. Mller: Frequency weighted Laser-Doppler blood perfusion
measurementsin skin, Laser Phys. Lett. 4 (1), 66-71 (2007)].

In den Kapiteln 2 und 3 werden die Grundlagen zu den verschiedenen optischen Methoden
und dem Target Blut und Haut kurz zusammengefasst.

1.4 Voraussetzungen fur optische M essungen an Blut

Optische Messungen an Blut erfordern neben physikalisch-optischem Wissen Kenntnisse Gber
das Medium Blut selbst. Aufgrund der schnellen Sedimentation der Zellen im Stillstand und
des damit enhergehenden undefinierten, nicht reproduzierbaren Zustandes, sollten
verlaéssliche und reproduzierbare Messungen an stromendem Blut durchgefiihrt werden
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[Lerchel993]. Hierbei sind die Stromungsbedingungen reproduzierbar einzustellen und zu
dokumentieren, da diese Einfluss auf die optischen Eigenschaften des Blutes haben
[Friebelsub]. Da Blut potenziell infektioses biologisches Material darstellt, mussen
entsprechende Sicherheitsvorkehrungen beim Arbeiten mit Blutproben beachtet werden. Auch
das Reinigen von Apparaturen, Kreisaufen und Kivetten verlangt nach einem besonderen
Procedere, damit Reste vollstandig entfernt werden und die Oberflachen wieder optisch
verwendbar sind. Oft stehen die Eigenschaften optischer Oberflachen zu denen von
zellvertraglichen Oberflachen im  Widerspruch und konnen zur Ha&molyse fuhren
[Malinauskas1997]. Die Auswahl des gesamten Materias des Kreislaufes muss auf
Zellvertraglichkeit ausgerichtet sein. Aufgrund der guten Verflgbarkeit wird haufig mit
Erythrozytenkonzentraten an Stelle von Vollblut gearbeitet, welches auch den Vorteil der
geringeren Benetzung der Oberflachen mit Proteinen bietet und die Aggregation der
Erythrozyten unterbindet. Dies ist fUr optische Messungen gunstig, fuhrt aber andererseits zu
einer Erhéhung der Hamolyserate. Die Verwendung von Erythrozytensuspensionen mit einer
Nahrsalzlosung als Medium an Stelle von Vollblut verandert auf3erdem die optischen
Eigenschaften [MeinkeJBO2007], dieswird in Kapitel 4.3 beschrieben.

Wegen der stark lichtschwéchenden Eigenschaften des Blutes miissen bei Messungen an
unverdinntem Blut sehr dinne Schichtdicken gewdhlt werden, um signifikante
Transmissionswerte zu erhalten. Die unterschiedlichen Absorptionsei genschaften von fast vier
10er Potenzen Uber den gesamten Wellenlangenbereich von 250 nm bis 1100 nm erfordern
Speziakuvetten, die die Einstellung verschiedener Schichtdicken ermdglichen und eine
laminare Stromung garantieren. Bel der Prgparation sind die Osmolaritdt und der pH-Wert
konstant zu halten, um EinflUsse auf die optischen Eigenschaften zu vermeiden.

Als Letztes sai hier die biologische Varianz der Proben erwahnt, die Vergleichsmessungen in
besonderem Malie erschweren. Hierbel bieten relative Betrachtungen oft die einzige
Moglichkeit zur Beschreibung der Phanomene. Fir die Berechung von absoluten Werten
musste ein optisches "Normblut" eingefthrt werden, dessen Eigenschaften aus statistisch
gestreuten Feldmessungen an Proben zahlreicher Probanden bestimmt wurden
[MeinkeAO2007].
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2 Biologische Grundlagen
2.1 Blut: Zusammensetzung, physiologische Aufgaben und wichtige L abor parameter

Humanes Vollblut besteht aus ca. 60 Vol-% Plasma und 40 Vol-% Zellen, die wiederum zu
ca. 99 Vol-% aus Erythrozyten bestehen. Die optischen Eigenschaften des Vollblutes werden
im sichtbaren Spektralbereich und nahen Infrarot fast ausschliefflich durch die Erythrozyten
bestimmt. Dies liegt einerseits an der sehr hohen Konzentration von 4 bis 5,5 Mio/pL im Blut,
andererseits an der im Vergleich zum Blutplasma und den anderen Blutzellen sehr
ausgepragten optischen Aktivitét. Die Erythrozyten sind kernlose Zellen, die eine bikonkave
Scheibenform besitzen (Abbildung 2). Der Durchmesser betragt zwischen 7 und 8 um, die
Dicke ca. 2 um. Sie bestehen aus einer sehr flexiblen, jedoch kaum dehnbaren, Membran
(Dicke ca. 6-7 nm), die eine flissige Losung umhillt, die in hoher Konzentration den roten
Blutfarbstoff Ha&moglobin enthdlt. Hamoglobin ist ein spezielles tetrameres Protein, das dem
Transport von O, und CO, dient und eine ausgeprégte Absorption im sichtbaren
Spektralbereich zeigt. Diese Eigenschaft ist speziell fur die rote Blutfarbe verantwortlich.

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Erythrozyten

Neben der Absorption bewirkt die hohe Konzentration an Hamoglobin in der Zelle eine
deutliche Erhéhung des Brechungsindex gegeniber dem Blutplasama. Auch die
Erythrozytenmembran weist einen etwas hoheren Brechungsindex as Plasma auf
[Barer1953]. Deren Streuwirkung ist aber aufgrund der sehr geringen Schichtdicke praktisch
vernachlassigbar. Demgemald werden in das Blutmedium eingestrahlte Photonen nicht nur
durch das Hamoglobin im Innern der Erythrozyten absorbiert, sondern es kommt auch in
hohem Malie zu Reflexionen und Brechungen besonders an der inneren Oberflache der
Erythrozytenmembran, d.h. also zu erheblichen Streueffekten. Dies zeigt sich am lackartigen
Aussehen von frischem Vollblut. Eine zedlfreie Hamoglobinlésung gleichen
Hamoglobingehalts erscheint hingegen kirschrot durchsichtig, da keinerlei Streueffekte mehr
auftreten.

L eukozyten oder weil3e (farblose) Blutkorperchen sind kugelférmige (Durchmesser 6-20 um)
kernhaltige, hdmoglobinfreie Zellen, die der Immunabwehr dienen. Die Konzentration im
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Blut liegt beim Gesunden zwischen 4000 und 10.000 /uL, aso etwa um den Faktor 103
niedriger als die der Erythrozyten. Morphologisch und funktionell lassen sich die Leukozyten
in drei Gruppen unterteilen: Granulozyten (Anteil 60-70 %, Durchmesser 10-17 pm),
Monozyten (2-6 %, Durchmesser 12-20 um) und Lymphozyten (25-40 %, Durchmesser 7-9
pum). Bei Infektionen und entztindlichen Prozessen kann die Leukozytenkonzentration um ein
Mehrfaches ansteigen.

Die Thrombozyten, auch Blutpldttchen genannt, sind kernlosen Zellen und besitzen eine
flache, unregedmalig runde Form. Sie sind Bestandteil des Blutgerinnungssystems.
Thrombozyten haben eine Lange von 1-4 um und eine Dicke von 0,5-0,75 pm. Beim
gesunden Erwachsenen findet man 150.000 bis 350.000 Thrombozyten pro Mikroliter. Dies
entspricht nur ca. 5 % der Erythrozytenkonzentration.

Menschliches Blutplasma enthélt pro Liter 900-910 g Wasser, 65-80 g Eiweil3 und 20 g
niedermolekulare Substanzen. Plasma hat eine spezifische Dichte von 1,025-1,029 g/cm?®, der
pH-Wert liegt im Bereich von 7,37-7,43. Die grofte Eiweil3fraktion bildet das Albumin, das
hauptséchlich a's Transportvehikel dient. Unter den niedermolekularen Substanzen befinden
sich hauptséachlich Elektrolyte wie z.B. Natrium, Kaium, Calcium, Chlorid oder Bicarbonat.
Die Viskositét des Plasmas ist etwa doppelt so hoch wie die von Wasser.

2.2 Begriffsdefinition klinischer L aborparameter

Der Hamatokrit (Hkt) ist definiert as der Volumenanteil der Blutzellen am
Gesamtblutvolumen und kann in einfacher Weise nach Zentrifugation durch Ausmessen der
abgesetzen Zellmasse bestimmt werden. Physiologisch sind Hamatokrit-Werte zwischen 35
und 45 %.

Die red blood cell concentration (RBCc) gibt die Konzentration der Erythrozyten im Blut
an. Die Werte liegen beim Erwachsenen zwischen 4 und 5,5 - 108/mm3

Das mean corpuscular volume (MCV) gibt das mittlere Erythrozytenvolumen in um? an.
Typische Werte liegen bel 80-90 um3. Durch Veranderung der Plasmaosmolaritét, d.h. des
osmotischen Druckes, kann sich das MCV verandern.

Das mean corpuscular hemoglobin (MCH) ist der mittlere Ha&moglobingehalt eines
Erythrozyten. Der Normalwert liegt hier bei 25-35 pg. Bei bestimmten Andmien kann dieser
Wert sowohl vermindert als auch erhéht sein.

Mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) ist abgeleitet aus dem MCH und
dem MCV und beschreibt die mittlere Hdmoglobinkonzentration innerhalb des Erythrozyten.
Die Normawerte liegen hier bei 25-35 g/dL, was ene aulderordentlich hohe
Proteinkonzentration darstellt.

Der Hamoglobingehalt (Hb) beschreibt den Hamoglobingehalt bezogen auf das

Gesamtblutvolumen und stellt ein klinisches Mal3 fir die Sauerstofftransportkapazitét dar.
Normale Werte sind 14-16 g/dL.
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Die white blood cell concentration (WBCc) ist die Konzentration der Leukozyten im Blut.
Die Normalwerte liegen zwischen 4 und 10 - 103mm3, bel Infektionen kdnnen Werte Uber
20* 103/mm3 auftreten.

Die platelets concentration (PLT) gibt die Konzentration der Thrombozyten im Blut an, die
typischen Werte liegen zwischen 150 und 350 -103/mm3

Als Sauer stoffsattigung (SatO,) wird der Anteil des oxygenierten Hamoglobins (HbO,) am
gesamten Hamoglobin (HbO,+Hb) bezeichnet

[HbO ,]

Sato, =
[HbO ,] + [Hb]

+100[%] (1)

Bel der Sauerstoffaufnahme lagert sich dem Hamoglobinmolekil ein O,-Molekil an, wobei
keine chemische Oxidation stattfindet. Diese Reaktion wird als Oxygenierung bezeichnet, die
O,-Abgabe a's Desoxygenierung.

Durch zahlreiche Einflisse (osmotische, mechanische, immunologische, Alterung etc.) kann
es zur Zerstorung der Erythrozyten, der Hamolyse, kommen, wobei das in ihnen enthaltene
Hamoglobin in das Blutplasma austritt. Zur Quantifizierung dieser Zellzerstérung wird der
Hamolysegrad bestimmt. Dieser ist definiert als das Verhdtnis des extern im Plasma
befindlichen Hamoglobins zum Gesamthamoglobin und wird fur klinische Belange, d.h.
insbesondere fir geringgradige Hamolyse und physiologische Blutkonzentrationen, berechnet
nach:

Hamolysegrad= (100 - Hkt)x::ﬂ [0%] )

Gesamt

2.3 Mikrozirkulation der Haut

Die Haut besteht aus der Epidermis, Dermis und Subkutis (siehe Abbildung 3). Die Epidermis
ist die oberste Hautschicht und nicht durchblutet. Die unter der Epidermis liegende Dermis
setzt sich aus zwei Schichten zusammen (Lederhaut, Unterhaut).

Epidermis

Dermis

Subkutis

Abbildung 3: Blutgefélisystem der Haut [Sams1990]
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Die Lederhaut besteht aus zwei Schichten, der Zapfenschicht und der Netzschicht. Die
Zapfenschicht ist Uber Haftkdmme mit der Epidermis verzapft. Diese Haftkdmme sind von
kleinen Blutgefal3en, den Kapillaren, durchzogen. Sie versorgen die Epidermis mit Sauerstoff
und Nahrstoffen. Daher wird die Durchblutung durch die Kapillaren auch als nutritive
Durchblutung bezeichnet. Die Kapillaren bilden verwundene Schlingen, die Langen von ca.
(0,2—1) mm ereichen. lhnen wird das Blut Uber die tieferen liegenden Arteriolen und
Venolen der Netzschicht zugefiihrt. Neben der Versorgung der Kapillaren sind diese Gefélde
fur die Regulierung der Korpertemperatur verantwortlich. Hierzu dienen auch Kurzschlisse
zwischen arteriellem und ventsem Schenkel des Blutgeféa3systems [Chambers1944,
Zweifach1961]. Diese Shunts sind arterio-ventse Randschlingen zur Umgehung des villéren
Kapillarsystems sodass die Thermoregulierung unabhéangig von der nutritiven Versorgung
erfolgen kann.

Tabelle 1. Mittlere Stromungsgeschwindigkeiten im Blutgefal3system [Witzleb1990]

Durchmesser Mittlere Geschwindigkeit

Blutgefalie [ [mmvs]
Aorta 20-25 200
mittlere Arterien k. A. 100-50
sehr kleine Arterien k. A. 20
Arteriolen 0,06-0,02 3-2
Kapillaren 0,006 0,3
sehr kleine Venen k. A. 5-10
kleine bis mittlere Venen k. A. 10-50
grol3e Venen 5-15 50-100
V enae Cavae (Hohlvenen) 30-35 100-160

Die Durchblutung der Haut ist durch externe Faktoren wie Hitze, oberflachig applizierte
durchblutungsférdernde Substanzen oder durch die Einnahme von Medikamenten as auch
durch Rauchen oder mentale Stimulation beeinflusst. Storungen in der Mikrozirkulation
kénnen vielfach beobachtet werden, z.B. bei Diabetes, Raynaud-Krankheit,
Wundheilungsstérungen und kardiovaskuléren Krankheiten [Humeau2004, Stefanovska 1999,
Hemington2005, Kiesewetter1989].

Der Gesamtquerschnitt aller Geféle wéachst bel der Verzweigung, die Stromungsgeschwindig-
keit nimmt daher zu kleineren Gefal3en ab (Tabelle 1). Der Durchmesser der Gefal3e nimmt
von den unteren Hautschichten zu den oberen ab.

Damit wird deutlich, dass sich die fur die Versorgung der Haut notwendigen Kapillaren dicht
unter der Hautoberflache befinden und die geringsten Strémungsgeschwindigkeiten besitzen.
Mit Zunahme der Hauttiefe nimmt die Stromungsgeschwindigkeit zu. Wenn eine selektive
Messung dieser langsamen Geschwindigkeiten méglich ist, kann eine Zuordnung zu den
entsprechenden Gefélen und eventuell auch zu den Hauttiefen vorgenommen werden.
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3 Grundlagen zur Spektroskopie streuender Medien
3.1 Optik streuender Medien

Allgemein kann die Lichtausbreitung in streuenden und absorbierenden Medien durch die
Strahlungstransportgleichung beschrieben werden [Ishimarul978]:

mS

dL (r,s):

& (M, +m)L(r,s) +

0 P(s s )L(r,s)dW'+ S(r, s) ()

4p

L(r,s) [W/cmasr] beschreibt die Strahlungsdichte am Ort r in Richtung s. S(r,S) beschreibt den
Quéellterm (z.B. Einstrahlung), u, ist der Absorptionskoeffizient, ps der Streukoeffizient und
p(s;s) ist die Streuphasenfunktion. Die Strahlungstransportgleichung vernachlassigt die
Welleneigenschaften wie Interferenz oder Polarisation. Diese Einschrénkung ist aber
hinsichtlich der im Blut auftretenden Vielfachstreuung vernachl &ssigbar.

Der Absorptionskoeffizient u, = S ¢, sa[mm'l] ist das Produkt aus Absorberkonzentration
Ca [mM™] und dem Absorptionsquerschnitt s, [mm?]. Falls mehrere unterschiedliche Absorber
vorliegen, ist 1, al's Summe Uber die Produkte aller Absorber zu bestimmen:

Allgemein weisen biologische Gewebe im sichtbaren und nahen Infrarot Absorptionskoeffi-
Zienten in der GréRenordnung 0,001 < pa< 10 mm™ auf [VanGemert1989, Cheong1990]. Im
Falle von Blut sind aber bei bestimmten Wellenlangen je nach Blutkonzentration p,-Werte bis
tber 500 mm™* méglich.

Die Streuung der Photonen findet im Blut, hervorgerufen durch Differenzen im Brechungs-
index, an den Blutzellen, insbesondere den Erythrozyten, statt. Dies wird mit Hilfe des
Streukoeffizienten u= S cs ss [mm™] as dem Produkt der Streuzentrenkonzentration
¢s [mm™®] und dem Streuquerschnitt ss [mm?] beschrieben.

Die Streukoeffizienten fir biologische Gewebe liegen zwischen 1 und 100 mm™
[Cheong1990]. Bei Blut kann er Werte bis 150 mm™ erreichen.

Zur vollsténdigen Beschreibung eines Streuereignisses dient die Streuphasenfunktion
p(s,s). Sieist ein Mal3 fur die Wahrscheinlichkeit, dass ein Photon aus der Richtung sin die
Richtung s gestreut wird [van de Hulst1957, Kerker1969]. Bezlglich der urspriinglichen
Ausbreitungsrichtung lassen sich dabel der Streuwinkel Q und der Azimutalwinkel F
definieren:

Abbildung 4: Winkeldefinition bel einem Streuereignis
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Bel isotropen Medien, die nicht, wie z.B. Muskelfasern, eine ausgesprochene
Richtungsstruktur aufweisen, wird die Streuung als von F unabhdngig angenommen.
Integriert man die Streuphasenfunktion Uber den gesamten Raumwinkel W, so ergibt sich
unter der Annahme von Photonenerhatung (konservative Streuung) gemald der
Wahrscheinlichkeitsdefinition die Normierungsbedingung:

2p p
0p(ss) dw = 0dF) p(s,g) sinQdQ =1 (4)

4p 0 0
Fur Blut wird haufig die Reynold-McCormick-Streuphasenfunktion [Reynold1980]
verwendet:

1 -2

Prv (S:8) =ag—7— - - v
" p ((1+a)* - (1- ) Ju+ & - 2§cosQ)™"
wobei o grofRer als -0,5 ist und g einen Parameter darstellt, aus dem der Anisotropiefaktor g
(siehe unten) numerisch errechnet werden kann. © ist der Winkel zwischen sund s'. Ist a =
0,5, handelt es sich um die Henyey-Greenstein-Phasenfunktion [Henyey1941], die haufig fur
Gewebe verwendet wird.

®)

Zur einparametrigen Beschreibung derartiger Streuprozesse wird der Anisotropie-Faktor g
verwendet. Dieser ist definiert als der Erwartungswert des Cosinus des Streuwinkels Q:

2p

t R
0dF 0 p(s,s) cosQ sSinQ dQ = (cosQ) = g (6)

Der Wertebereich von g erstreckt sich von -1 (Ruckwartsstreuung) Uber O (isotrope Streuung)
bis +1 (Vorwaértsstreuung). Biologische Gewebe, darunter Blut, zeigen in der Regel eine
ausgepragte Vorwartsstreuung, wobei g Ublicherweise fur das sichtbare Spektrum und das
nahe Infrarot Werte zwischen 0,8 und 0,99 annimmt [ Cheong1990].

P(Q P(Q) PQ

Photon

-1<g<0 g=0 0<g<l1

Abbildung 5: Streuphasenfunktion fur ver schiedene Anisotropiefaktoren: g<O Ruckwartsstreuung (links),

g=0isotrope Streuung (mitte), g>1 Vorwartsstreuung (rechts) [Roggan97]

Der Anisotropiefaktor ist neben p, und s der dritte optische Parameter, der bel bekannter
Streuphasenfunktion zur Beschreibung der Strahlungsverteilung in einem absorbierenden und
streuenden Medium ben6tigt wird.

Zur vereinfachten Beschreibung der Streueigenschaften kann auch der reduzierte
Streukoeffizient us verwendet werden, der sich aus dem Streukoeffizienten ps und dem
Anisotropiefaktor g ergibt gemal3:
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Ms = Ms(1-0) (7)
Diese so genannte Ahnlichkeitstransformation reduziert die Beschreibung der
Streueigenschaften auf eine isotrope Phasenfunktion, ist jedoch nur fern von Quellen und
Grenzflachen gultig. In der Literatur sind haufig nur ps-Werte zu finden, da die unabhangige
Bestimmung von ps und g nicht immer moglich ist.

Der wellenlangenabhangige Brechungsindex ist gemal? Definition eine komplexe Grofe,
wobei der Imaginéarteil k die Dampfung der einfalenden Lichtwelle beschreibt (Kramers-
Kronig-Relation). k kann bei geringer Absorption vernachlassigt werden.

n(1) = n(l)—ixk(l) 8
mit
k=p,1/4p ©)

3.2 Inverse Monte-Carlo-Simulation zur Bestimmung optischer Eigenschaften

streuender Medien

Die Strahlungstransportgleichung ist fir komplexere Probleme, insbesondere fir die
Lichtausbreitung in biologischen Substraten, nicht analytisch |6sbar [Ishimarul978]. Es
wurden zahlreiche Losungsverfahren entwickelt wie z.B. die Diffusionsndherung oder as
Speziafall die Kubelka-Munk-Naherung [Kubelkal948]. Diese Theorien verlangen aber nach
bestimmten Voraussetzungen, die in biologischen Geweben und besonders bei Blut nicht
gegeben sind, wie z.B. isotrope Streuung oder im Verhdltnis zur Streuung schwache
Absorption. ES wurden verschiedene numerische Modelle zur Lésung der
Strahlungstransportgleichung vorgeschlagen, wie z. B. die , Successive-Scattering’ -Methode
[Irvinel964] oder die Adding-Doubling-Methode [van de Hulst1980], die jedoch fir
komplexe Geometrien und Randbedingungen keine ausreichend genauen Ergebnisse liefern
konnten.

Als flexibelstes und auch exaktestes Verfahren zur Berechnung des Strahlungstransports in
streuenden und absorbierenden Medien bei Vorliegen komplexer Randbedingungen hat sich
die Monte-Carlo-Simulation erwiesen, die daher fir die Untersuchung von Blut das Verfahren
der Wahl darstellt [ Y aroslavsky1999, Roggan1999].

Die Monte-Carlo-Simulation gehort zu den indirekten Verfahren, bei denen Losungsansétze
der Strahlungstransportgleichung (Glg. 3) genutzt werden, um die optischen Parameter ,, s
und g aus makroskopisch messbaren optischen Grol3en abzuleiten. Es handelt sich dabel um
ein numerisches Verfahren, das auf der , Wahrschenlichkeitsnatur® der Wechselwirkung
Medium/Strahlung basiert [Prahl1989]. Das Prinzip der Monte-Carlo-Simulation (MCS)
besteht darin, mittels einer Computersimulation nacheinander eine grof’e Anzahl von
Photonen gemal’ den Quellenel genschaften in das zu untersuchende Medium, im vorliegenden
Fal Blut, zu ,injizieren*. Das Medium wird dabe dstatistisch identifiziert mit
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Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen, die die jeweiligen physikalischen Eigenschaften
beschreiben. Die benétigten Daten (Ua, Hs, P(S,S) bzw. g ) sind mit denen der
Strahlungstransportgleichung identisch [Patterson1991]. Die Parameter der Simulation wie
Startposition des Photons und initiale Richtung, freie Wegstrecke zwischen den Interaktionen
(Streuung oder Absorption), Streuwinkel und Reflexions- bzw. Transmissions
wahrscheinlichkeiten an Grenzfldchen werden mittels Zufallszahlen anhand der Wahrschein-
lichkeitsdichtefunktionen ermittelt. Die dadurch entstehenden zufallsgenerierten Wege der
einzelnen Photonen werden verfolgt, bis die Photonen entweder absorbiert worden sind, oder
das betrachtete V olumen nach vielfachen Streuereignissen verlassen haben (Abbildung 6).

Die zu untersuchende Region wird fur diese Simulation in Volumeneinheiten eingeteilt, fur
die die interessierenden Grof3en wie absorbierte Energie oder Strahlungsdichte akkumuliert
werden konnen.

35

30 -

25

20
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Abstand vom Einstrahlungsort in y-Richtung [cm]

-30 -20 -10 0 10 20 30

Abstand vom Einstrahlungsort in x-Richtung [cm]

Abbildung 6: Beispiel zur Berechnung der Lichtverteilung nach der Monte-Carlo-Methode bel
punktfor miger Einstrahlung

Fur die experimentelle Bestimmung der unbekannten optischen Parameter 1, Hs und g einer
Probe kénnen mit einer geeigneten Messapparatur die bel definierter Bestrahlung der Probe
erzeugten Strahlungsfelder aulRerhalb der Probe gemessen werden. Im Allgemeinen werden
hierzu die diffuse Remission sowie die totale und kollimierte Transmission bestimmt. Ein
Variationsverfahren, das die drei Parameter p,, Us und g systematisch verdndert und die
mittels MCS daraus ermittelten Remissions- und Transmissionsintensitdten mit den
gemessenen vergleicht, liefert die gesuchten Parameter. Die Anwendung dieses Verfahrens
setzt voraus, dass der zugrundeliegende Zusammenhang zwischen den drei mikrooptischen
Parametern und der makroskopischen Strahlungsverteilung eine eindeutige Funktion ist.
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Dieses Verfahren zur Ermittlung der mikroskopischen optischen Parameter wird als inverse
M onte-Carlo-Simulation bezeichnet [Roggan1994].

Der grol3e Vorteil der Monte-Carlo Simulation besteht in der Mdglichkeit, Photonenquellen,
Phasenfunktionen und eine beliebige Verteilung der optischen Eigenschaften des Mediums
wie Probengrof3e und -geometrie, Brechungsindizes von Grenzflachen u.a. unter Benutzung
verschiedener theoretischer Ansdtze vorzugeben. Die Genauigkeit der Methode hangt
wesentlich von der Anzahl N der berechneten Photonen ab und ergibt sich zu N2, Eine hohe
Prézision bei der Berechnung der Photonenvertellung erfordert daher relativ lange
Rechenzeiten.

3.3 Kalibrierung von Sensoren mittels multivariater Regression

Eine direkte Bestimmung physiologischer Grofien aus spektroskopischen Daten ist mit Hilfe
von Monte-Carlo-Simulationen zu zeitaufwendig und nicht immer moglich. Sind die
Abhangigkeiten der gemessenen Spektren von den Blutparametern aus den
Grundlagenuntersuchungen bekannt, konnen dafir neuronale Netze und multivariate
statistische Verfahren verwendet werden. Diese erlauben durch das Einlesen einer Vielzahl
von Daten Vorhersagen der gefragten Parameter auch fir komplexe Systeme. Die multivariate
Kalibration wird genutzt, um teure oder aufwendige Verfahren durch preiswerte einfache
Verfahren zu ersetzen [Martens1989, Brown1993, Sundberg1999]. Fir die Auswertung
spektroskopischer Daten werden chemometrische Bewertungsalgorithmen wie Principal
Component Regression (PCR) und die Methode der Partia Least Squares (PLS) vielfach
eingesetzt [Haarland1988, Zhang1998, Soller2003, Pomerleau2005]. Sie zdhlen zu den
multivariaten dtatistischen Verfahren. Im  Gegensatz zu enfachen (univariaten)
Regressionsansétzen, die Bandenmaxima der Spektren oder Flachen unter Banden verwenden,
lassen sich mit PCR und PLS auch Messungen auswerten, bei denen nichtlineare Effekte in
den Spektren vorhanden sind [Naes2002]. Weiterhin kann durch z.B. Logarithmierung oder
Quadrierung der Spektren oder der Blutparameter (x zu In(x) oder x°) eine Linearisierung
zwischen Spektren und Blutparameter erreicht werden, welches die Genauigkeit des
Verfahrens erhoht [Meinke2005].

Fur die Anwendung von PCR und PLS wurden beide Methoden in einem im Hause
entwickelten Programm implementiert, um eine flexible Verarbeitung der spektroskopischen
Daten zu ermoglichen. Die oben genannten Transformationen (Logarithmieren oder
Quadrieren) konnen enfach implementiert werden. Weiterhin  missen  das
Reflexionsspektrum und mogliche weitere Spektren wie die Transmissionsspektren vor der
Anwendung von PCR oder PLS zu einem Datensatz zusammengefasst werden [Otto1999].

In den linearen multivariaten Regressionsmethoden wird der gesuchte Parameter Y as
Linearkombination der spektroskopischen Messwerte T(A) dargestellt:
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Y=Y, + §T() b() d W

Dain der Regel Messungen bei einer endlichen Anzahl von Wellenléngen |, vorliegen, wird
statt des Integrals die Summe bestimmt.

Y=Y,+Dl &T() b, b, » (1) (12)

Die Summe kann sich Uber den gesamten gemessenen Wellenlangenbereich erstrecken, es
konnen aber auch Tellbereiche ausgewahlt werden. Der Regressionsvektor by wird durch
Kalibrierung mit einer Messreihe ermittelt. Yo ist der Mittelwert der Blutparameter einer
Kalibrierreihe.

In beiden Methoden werden die zur Kalibrierung verwendeten Spektren mit Hilfe so
genannter Prinzipalkomponenten auf einen niedrigdimensionalen Funktionsraum projiziert.
Die anschliefRende lineare Regression wird in diesem Funktionsraum durchgeftihrt. PCR und
PLS unterscheiden sich nur in der Konstruktion der Prinzipalkomponenten: Die PCR
verwendet Komponenten der Principal Component Analysis (PCA), wahrend in der PLS
Korrelationskoeffizienten zwischen den Messwerten (T(A)) und dem Param  eter Y gebildet
werden [Martens1989].

3.4 Laser-Doppler-Effekt

Fur die Bestimmung von Teilchengeschwindigkeiten kann die Laser-Doppler-Technik -
benannt nach dem Naturwissenschaftler Johann Christian Doppler [Dopplerl842] - eingesetzt
werden. Trifft Licht auf bewegte Tellchen, wird die Frequenz entsprechend der
Geschwindigkeit des Teilchens verschoben. Hierbel kann die Frequenz erhoht oder erniedrigt
werden, je nachdem, ob das Teilchen sich zur Lichtquelle hinbewegt oder entfernt. Bel der
klassischen Laser-Doppler-Theorie fur Einzelstreuung wird die Dopplerfrequenz wp wie folgt
berechnet:

Wy = —p % V COS(J ) (12)
I, €2y

Hierbei ist a der Winkel zwischen der eingestrahlten (ki) und gestreuten Photonenwelle ks mit
der Wellenlange I;im Gewebe. j ist der Winkel zwischen dem Vektor q = ks - ki und der
Geschwindigkeit v.
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Abbildung 7: Vektordarstellung der Doppler-Verschiebung an einem bewegten Teilchen

Erste Messungen der Mikrozirkulation mit Hilfe der Doppler-Frequenzverschiebung von
monochromatischem Licht wurden von Rivaet al. und Stern [Rival972, Stern1975] berichtet.

Wenn ein Laserstrahl auf der Haut auftrifft, verteilen sich die einzelnen Photonen im Gewebe
in Abhangigkeit von den optischen Parametern der Haut. Dieser Migrationprozess erfolgt
durch viele einzelne Streuereignisse mit und ohne Frequenzverschiebung. Ein Teil aler
eingestrahlten Photonen gelangt zur Hautoberflache zurlick und steht dort fur die Detektion
zur Verflgung. Es ist zu bedenken, dass die Blutgefé3e ungeordnet nebeneinander und
Ubereinander liegen, die Flief¥richtung nicht definiert ist und auch innerhalb der Geféiie die
Geschwindigkeit einer radialen Verteilung unterliegt, mit einem Maximum in der Mitte der
Gefél3e [Chien1998]. Bei Laser-Doppler-Messungen an der Haut geht daher die Information
der Streurichtungen durch Mehrfachstreuung verloren und es werden Uber die verschiedenen
Blutgefal3e gemittelte Geschwindigkeiten bestimmt [Holloway1977, Shepherd1990,
Nilson2003]. Dabei wird von einer isotropen Verteilung der Flief3richtungen ausgegangen.
Fur eine Geschwindigkeit wirde statt einer Dopplerfrequenz eine Verteilung von
Dopplerfrequenzen auftreten, je nach den Winkeln ap und j. Fir mehrere bzw. mittlere
Geschwindigkeiten Uberlappen sich die jeweiligen Dopplerfrequenzverteilungen. Schlief3t
man mehrfache Streuungen an bewegten Teilchen aus, gibt es eine maximae
Frequenzverschiebung (mit ap = 90 und j = 0°) fur jede mittlere Geschwindigkeit (siehe
Tabelle 2). Demnach liefern hohe Geschwindigkeiten einen Beitrag bel niedrigen Frequenzen,
aber nicht umgekehrt. Durch die Begrenzung des Frequenzbereiches bel der Messung sollte es
moglich sein, auf eine bestimmte Art von Blutgefdl3en zu fokussieren [Doérschel1996].
Inwieweit die Durchblutung in den Kapillaren von der in den Artriolen und Venolen zu
unterscheiden ist, wurde von Meinke et a. [Meinke2007] untersucht und wird in dieser Arbeit
vorgestellt (Kapitel 5.3).
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Tabelle 2: Mittlere Geschwindigkeiten und maximale Dopplerfrequenzverschiebungen fir die
ver schiedenen Blutgefadtypen

Blutgefate Mittlere ?m\;]vl ndigkeit V\EDlez?X
Aorta 200 33
mittlere Arterien 100-50 17-8
sehr kleine Arterien 20 33
Arteriolen 3-2 0,5
Kapillaren 0,3 0,05
sehr kleine Venen 5-10 0,8-1,7
kleine bis mittlere Venen 10-50 1,7-8
grofRe Venen 50-100 8-17
V enae Cavae (Hohlvenen) 100-160 17-27

Fur die Beurteilung der Laser-Doppler-Spektren muss fur die Messungen an der Haut die
Verteilung der Blutgefél3e berlicksichtigt werden (siehe Kapitel 2.3). Mittels Laser-Doppler -
Messungen bel unterschiedlichen Frequenzbereichen konnte z.B. die Penetration von
durchblutungsfordernden Substanzen durch die Haut erfolgreich untersucht werden
[Jacobi2006].



Ergebnisse - Optische Eigenschaften von Blut 22

4 Ergebnisse - Optische Eigenschaften von Blut

In diesem Kapitel werden die optischen Eigenschaften von Blut und seiner Bestandteile
vorgestellt. Die Erythrozyten pragen die optischen Eigenschaften von Blut, denn sie
beinhalten den roten Blutfarbstoff Hamoglobin, der starke Absorptionseigenschaften im
blauen bis griinen Spektralbereich aufweist. Weiterhin liegt durch die hohe Konzentration des
Hamoglobins in den Zellen ein hoher Brechungsindex in den Erythrozyten vor, der wesentlich
die Streueigenschaften des Blutes bestimmt. Die Bestimmung des Brechungsindexes von
Hamoglobin ist demnach eine wesentliche Aufgabe dieser Arbeit (Kapitel 4.1). Obwohl die
Erythrozyten die optischen Eigenschaften des Blutes dominieren, sind die optischen
Eigenschaften der Thrombozyten und insbesondere die des Plasmas durch den hdheren
Brechungsindex im Vergleich zu Wasser zu beachten (Kapitel 4.3). Fir die
Methodenentwicklung in der Qualitdtskontrolle bei Herstellung und Lagerung von
Thrombozytenkonzentraten und Blutplasmen werden Daten Uber deren optischen
Eigenschaften benttigt.

Um die optischen Eigenschaften der Erythrozyten in unverdinntem Blut im Bereich der
hohen Absorption des Hamoglobins zu bestimmen, wurde ein Verfahren etabliert, welches die
blutspezifischen Probleme berlicksichtigt (Kapitel 4.3). Die Auswahl der richtigen
Phasenfunktion, wie sie schon von Hammer [Hammer2001] und Yaroslavsky
[Yaroslavsky1999] untersucht wurde, konnte durch die Einfuhrung einer Methode zur
Evauierung einer effektiven Phasenfunktion erleichtert werden [Friebel2006]. Diese effektive
Phasenfunktion muss an die jeweilige Situation angepasst werden. Die optischen
Eigenschaften der Erythrozyten wurden in Abhéngigkeit verschiedener Blutparameter wie
Hamatokrit, Sauerstoffséttigung, Osmolaritét, Hadmolyse und Scherrate untersucht. Nicht alle
Arbeiten werden in dieser Schrift dargestellt. Die Anderung der optischen Eigenschaften in
Anhéangigkeit von der Hamolyse, der Sauerstoffsdttigung und zum Hamatokrit wurde in
Meinke et a. [Meinke2006] verdffentlicht. Die quantitative Bestimmung der optischen
Parameter in Abhangigkeit vom Hamatokrit in Meinke et al.[MeinkeAO2007] beschrieben
und eine Veroffentlichung zur Abhangigkeit von der Scherrate ist eingereicht [Friebelsub].

Vier ausgewdhite Arbeiten zu den optischen Eigenschaften von Blut mit den grundlegenden
Verfahren werden im Folgenden dargestelt.

4.1 Brechungsindex von Hadmoglobinlésungen

Der komplexe Brechungsindex von Hamoglobin ist von der Wellenldnge und von der
Konzentration abhangig. In der Literatur sind sehr wenige Werte fir Weilllicht oder einzelne
Wellenlange zu finden, sowie eine Formel, die den Brechungsindex in Abhangigkeit von der
Konzentration bel 589 nm berechnet [ Stoddard1923, Barer1956]. Neuere Arbeiten nutzen u.a
die Kramers-Kronig-Ndherung um den Brechungsindex, basierend auf Messungen bel einer
Wellenlange, Uber einen Wellenlangenbereich abzuschédtzen [Faber2004]. Da die Kramers-
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Kronig-Relation exakt nur fir unendlich ausgedehnte Wellenldngenbereiche gilt, die
spektroskopischen Daten aber nur endlich vorliegen, sind die Ergebnisse z.B. durch die nicht
berticksichtigten starken Absorptionsbanden im UV-Bereich verfélscht. Nachfolgend werden
zwel Arbeiten vorgestellt, die es ermoglichen, den komplexen Brechungsindex von
Hamoglobin fir einen weiten Wellenléngen- und Konzentrationsbereich zu berechnen. In der
ersten Arbeit wird der komplexe Brechungsindex in Abhangigkeit von der Wellenlénge
bestimmt, wobei die Linearitdt des Absorptionskoeffizienten bis zu einer sehr hohen
Konzentration - wie sie auch in den Erythrozyten vorkommt - nachgewiesen wird. Mit Hilfe
des Absorptionskoeffizienten ist der komplexe Anteil des Brechungsindexes zu berechnen
(siehe Gl. 8 und 9). In der zweiten Arbeit wird eine empirische Funktion hergeleitet, die es
ermdglicht den Redlteil Uber den genannten Wellenlangen- und Konzentrationsbereich zu
berechnen.

Publikation

M. Friebel, M. Meinke: Determination of the complex refractive index of highly
concentrated hemoglobin solution using transmittance and reflectance measur ements, J.
Biomed. Optics, 10(6), 064019, (2005)

Zusammenfassung

Die Bestimmung des komplexen Brechungsindexes einer hochkonzentrierten
Hamoglobinldsung (bis 32 g/dL), wie sie in den Erythrozyten vorliegt, ist Bestandteil dieser
Arbeit. Der komplexe Brechungsindex wurde mit Hilfe von Transmissions- und
Reflexionsmessungen im Wellenlangenbereich von 250 nm bis 1100 nm bestimmt. Die
Linearitdt von P, bis zu diesen sehr hohen Hamoglobinkonzentrationen konnte durch
Transmissionsmessungen bei verschiedenen Konzentrationen nachgewiesen werden. Damit
ist es moglich, den imagindren Antell des Brechungsindexes fir jede Wellenlange, fur die
Absorptionsdaten vorliegen und fir jede Hamoglobinkonzentration bis 32 g/dL zu berechnen.
Die Untersuchungen wurden fur die sauerstoffgeséttigte Form des Hamogl obins durchgeftihrt.
Der Realteil wurde Uber Messungen des Fresnel-Reflexes ermittelt und die Daten wurden mit
Messungen an Wasser validiert. Damit wurden erstmals Daten im Bereich der anomalen
Dispersion (355-500 nm) durch direkte Messungen erlangt, da bisher solche Daten nur mit
Hilfe der Kramers-Kronig-Naherung berechnet werden konnten. Die Ergebnisse liegen im
Mittel hoher as die in der Literatur zu findenden Werte, die an aufgereinigten
Hamoglobinldsungen bzw. -derivaten gemessen wurden oder bei denen die Daten durch
Naherungsrechungen erhalten wurden.
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Publikation

M. Friebel, M. Meinke: Modd function to calculate the refractive index of native
hemoglobin in the wavelength range of 250 -1100 nm dependent on concentration, Appl.
Opt. 45(12), 2838-2842 (2006)

Zusammenfassung

Fur die Berechnung des Redteils des Brechungsindexes in Abhangigkeit von der
Hamoglobinkonzentration wurde fir den spektralen Bereich von 250 bis 1100 nm eine
empirische Funktion mittels linearer Regression hergeleitet. Hierzu wurde der
Brechungsindex von verschiedenen Hamoglobinldsungen durch Reflexionsmessungen
bestimmt, wobei es sich wie in der vorherigen Arbeit um unverdndertes natives Hamoglobin
handelt, welches aus physikalisch hamolysierten Zellen gewonnen wurde. Die Formel
beinhaltet als Steigung der linearen Regression einen Faktor 3, der je nach Wellenl ange
variiert. Dieser Faktor kann einer Tabelle entnommen werden und der Brechungsindex fir
verschiedene Konzentrationen und Wellenldngen berechnet werden. Fir die normale
Dispersion von 319 - 355 und 500 - 1100 nm kann  n dherungsweise als konstant angesehen
werden. Die aus der Literatur bekannte Formel von Barer et a. fir 589 nm ergibt Werte, die
sich um den Brechungsindex von Wasser zu den hier ermittelten unterscheiden.
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4.2 Optische Eigenschaften von Erythrozyten

Publikation

M. Friebel, A. Roggan, G. Miiller, and M. Meinke: Determination of optical properties of
human blood in the spectral range 250-1100 nm using Monte Carlo simulations with
hematocrit-dependent effective scattering phase functions, J. Biomed. Opt. 11(3), 031021
1-10 (2006)

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren vorgestellt, das es erlaubt, die optischen
Eigenschaften von Erythrozyten auch bei hoher Konzentration und im Wellenléngenbereich
der hohen Absorption des Hamoglobins zu bestimmen. Hierbe wurden mit einem
Ulbrichtkugel spektrometer die totale Transmission, die diffuse Transmission und die diffuse
Remission von Erythrozytensuspensionen in starker Verdinnung und in physiologischer
Konzentration im Wellenlangenbereich von 250 bis 1100 nm gemessen. Mit Hilfe einer
raumlich hochaufl6senden inversen Monte-Carlo-Simulation wurden die optischen Parameter
Absorptionskoeffizient, Streukoeffizient und die Streuphasenfunktion bzw. der
Anisotropiefaktor berechnet, nachdem geeignete effektive Phasenfunktionen mittels der
inversen Monte-Carlo-Simulation ausgewéhlt wurden. Dies beinhatet erstmalig den
spektralen Bereich, in dem die hohe Absorption des Hamoglobins liegt, auch bei hoher
physiologischer Erythrozytenkonzentration.

Die Reynolds-McCormick-Phasenfunktion mit einem Alpha-Faktor von 1,2 erwies sich fur
den niedrigen Hamatokrit as geeignet. Fur die hohe Konzentration wurde ein Alpha von 1,7
ermittelt. Mit diesen Phasenfunktionen ist es moglich, fur den gesamten betrachteten
Weéllenlangenbereich alle Simulationen innerhalb des gesetzten Fehlers von 0,1 % erfolgreich
durchzufiihren. Die Ergebnisse werden speziell mit Berechnungen gemal3 der Mie-Theorie
sowie Werten aus der Literatur verglichen.
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4.3 Optische Eigenschaften von Thrombozyten und Blutplasma

Publikation

M. Meinke, G. Miller, J. Helfmann, and M. Friebel: Optical properties of platelets and
blood plasma and their influence on the optical behaviour of whole blood in the VIS-
NIR wavelength range, J. Biomed. Opt. 12(1) in press, 2007

Zusammenfassung

Die optischen Eigenschaften der Blutbestandteile Thrombozyten und Blutplasma wurden in
dieser Arbeit mit der gleichen Methode bestimmt, wie die der Erythrozyten in Kapitel 4.2. Die
vorgestellten Ergebnisse dienen einerseits ads Grundlage fur spektroskopische oder andere
optische Untersuchungen an Thrombozytenkonzentraten und Plasmaprodukten und
ermdglichen andererseits, den Einfluss dieser Blutbestandteile auf das optische Verhalten von
Vollblut zu ermitteln. Dazu wurden die optischen Eigenschaften von zwei verschieden
aufbereiteten Plasmen und von Thrombozyten bel verschiedenen Konzentrationen bestimmt.
Zur Bestimmung des Einflusses des Mediums auf die optischen Eigenschaften von Blut
wurden Erythrozyten sowohl in Kochsalzl 6sung als auch in Plasma untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass Plasma je nach enthaltenen Chromophoren verschiedene
Absorptionsbanden aufweist und einen hdheren Streukoeffizienten besitzt, a's Berechnungen
fir ein Streumedium mit reiner Rayleighstreuung ergeben. Der wesentliche Einfluss des
Plasmas besteht aber in seiner Verwendung as Medium, da sein Brechungsindex wesentlich
hoher ist als der von physiologischer K ochsal zlsung.

Die Thrombozyten zeigen keine wesentlichen eigenen Absorptionseigenschaften, und der
Streukoeffizient steigt linear mit zunehmender Konzentration. Die Zugabe von Leukozyten in
physiologischer Konzentration zu physiologisch konzentrierten Thrombozytensuspensionen
zeigt keine signifikanten Anderungen in den optischen Eigenschaften. Zusammenfassend
wurde festgestellt, dass die optischen Parameter der Erythrozyten zwel bis dre
GrolRenordnungen Uber denen der anderen Blutbestandteile liegen, dass aber das
zellumgebende M edium einen hohen Einfluss auf deren Streuparameter besitzt.
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5 Ergebnisse - Neue spektroskopische Verfahren zur Bestimmung von
Blutparametern

Der Weg, Uber die optischen Parameter Blut zu charakterisieren, ist fur schnelle und
unkomplizierte Messungen nur sehr begrenzt geeignet. Vielmehr ist fir die Anwendung vor
Ort eine direkte Bestimmung der Blutparameter wie Hamatokrit und Sauerstoffséttigung aus
den spektroskopischen Daten das Ziel. Durch die komplexe Optik von Blut ist die
Bestimmung der gesuchten Blutparameter nur mit nachgeschalteten mathematischen
Algorithmen und Methoden méglich. Erschwerend kommt hinzu, dass die Messungen
tellweise an Oberflachen durchgefiihrt werden, die nicht fir optische Messungen ausgel egt
sind.

Es konnte gezeigt werden, dass der Hamatokrit und die Sauerstoffséttigung auf die optischen
Parameter von Blut einen eindeutigen Einfluss haben [Meinke2006, MeinkeJBOang]. Die
Bestimmung des Hamatokrits und der Sauerstoffséttigung durch direkte spektroskopische
Messungen an Vollblut verlangt bel der Kalibrierung die Anwendung von chemometrischen
Verfahren, um StorgrofRen in dieser komplexen Matrix zu kompensieren (Kapitel 5.1).
Zunéchst wurde die Methode grundlegend an einem hochempfindlichen Laborspektrometer
entwickelt und getestet und in einer weiteren Arbeit in Form zweier Sensoren umgesetzt, die
Messungen an klinischen extrakorporalen Blutkreislaufen erlauben, wie z.B. bei Herz-
Lungen-Maschinen.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden [Meinke2006], dass die Bestimmung der
Hamolyse in Vollblut durch die Varianz der anderen optisch relevanten Blutparameter mit
einem Fehler von ca. 1% behaftet ist. Dagegen kann das freie Hdmoglobin in einem stark
zellreduzierten Bereich wesentlich genauer bestimmt werden (Kapitel 5.2). Daher wurde fir
die Qualitétssicherung von Blutprodukten ein Verfahren entwickelt, welches das freie
Hamoglobin nach Sedimentation der Erythrozyten bestimmt. Dies wird erreicht durch
Transmissionsmessungen bei zwei Wellenlangen, deren Kalibrierung mit Hilfe von
Standardlosungen erfolgt. Die zweite Welenlange wird fir die Korrektur der
Streueigenschaften des Kunststoffschlauches genutzt, an dem die Messung durchgefihrt wird.

Obwohl die Blutstromung Einfluss auf die optischen Parameter von Blut zeigt [Friebelsub],
sind die Effekte zu gering, um diese in der klinischen Routine mittels Spektroskopie zu
bestimmen. Bei der Messung durch die Haut kommen zur biologischen Varianz des Blutes
noch die individuellen Streueffekte der Haut hinzu. Die Laser-Doppler-Technik bietet fur die
nicht-invasive Flussbestimmung an stromendem Blut in Kreislaufen optimale Voraus-
setzungen. Bel der Blutflussmessung der Mikrozirkulation in der Haut wird dagegen auch das
Laser-Doppler-Signal durch die Viefachstreuung des Lichtes in der Haut soweit beeinflusst,
dass die quantitative Korrelation zu den Geschwindigkeiten nicht mehr moglich ist. Es fehlt
hierbei die Information, welche Gefél3e bel der Flussmessung erfasst werden. Mit Hilfe von
frequenzaufgelosten  Laser-Doppler-Messungen  wurden  hier  Fortschritte  erreicht
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[Meinke2007] (Kapitel 5.3).

51 Spektralaufgeloste Messungen zur Bestimmung des Héamatokrits, der
Sauer stoffsattigung und der Hamolyse
Publikation

M. Meinke, |.Gersonde, M.Friebdl, J.Helfmann and G.Miller: Chemometric deter mination
of blood parametersusing VIS-NIR-spectra. Appl. Spectros. 59(6), 826-835 (2005)

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur direkten spektroskopischen
Messung von Blutparametern an flieendem Blut. Dies ist z.B. beim Einsatz von Herz-
Lungen-Maschinen notwendig, da die Entnahme von Proben aus dem Kreislauf zeit- und
kostenaufwendig ist und zusdtzlich das Risko einer Kontamination birgt. Bereits
routinemaldig eingesetzte Sensoren sind zu ungenau und bieten nur Trendmessungen. Zur
Entwicklung der Methode erfolgten Messungen an einem miniaturisierten Blutkreislauf. Es
wurden Transmissions- und Remissionsmessungen an einem Ulbrichtkugel-Messplatz
durchgefuhrt. Mit Hilfe von chemometrischen Verfahren wurden verschiedene Kalibrierungen
durchgefuhrt, die die Bestimmung von Sauerstoffséttigung und Hamatokrit ermdglichen. Es
wurden vier Versuchsreihen mit Blut von jeweils anderen Spendern durchgefihrt, wobel die
Sauerstoffsattigung und der Hamatokrit unabhangig von einander variiert wurden. Fir die
Versuchsreihen, in denen auch Transmissionsmessungen durchgefiihrt wurden, wurde
aufgrund der hohen optischen Dichte des Blutes eine Schichtdicke von 0,1 mm gewéhit.

Die Untersuchungen ergaben, dass die Wellenlangen unter 500 nm keine Bedeutung fir die
Auswertung haben. Die Bestimmung von Hamatokrit und Sauerstoffséttigung gelang mit
einer Genauigkeit von 1,4 % bzw. 2,5 %, wenn Transmissions- und Remissionsmessungen
zur Auswertung herangezogen wurden. Bel Nutzung reiner Remmissionsdaten wurde eine
Genauigkeit von 19 % (Hamatokrit) und 2,8 % (Sauerstoffsédttigung) erreicht. Die
Vorhersage der Hdmolyse gelang mit 0.8 % und konnte auf 0,03 % gesenkt werden, wenn der
Hamatokrit und die Sauerstoffséttigung konstant gehalten wurden.

Damit konnte die Bestimmung absoluter Hamatokrit- und Sauerstoffsattigungswerte mit
absoluten Fehlern unter 3 % prinzipiell nachgewiesen werden.
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Publikation

M. Meinke, G. Miller, I. Gersonde, M. Friebel: Determination of oxygen saturation and
hematocrit of flowing human blood using spectral resolving sensors, Biomed. Technik. 51
(1/2), 347-354 (2006)

Zusammenfassung

Das in der vorherigen Arbeit dargestellte Verfahren sollte nun in Form eines klinisch
einsetzbaren Sensors realisiert werden. Dabei wurde untersucht, ob die Ulbrichtkugel
wesentliche Vorteile fur die Methode bietet. Die Blutparameter Sauerstoffséttigung und
Hamatokrit wurden Uber Reflexionsmessungen im Bereich von 550 bis 900 nm und teilweise
Uber Transmissionsmessungen bei 660 nm mit Hilfe von zwei verschiedenen Sensoren
bestimmt. Bel dem einem Sensor wird das rickgestreute Licht in ener Miniatur-
Ulbrichtkugel, beim anderen direkt in einer Glasfaser aufgenommen. Fur die Erstellung beider
Sensoren wurden die optischen Parameter aus den vorherigen Arbeiten eingesetzt. Zur
Kalibrierung wurde die Partial Least Sguares-Methode benutzt. Die Ergebnisse haben
gezeigt, dass die Geometrie der Sensoren und die verschiedenen Blutflisse keinen Einfluss
auf die spektrale Auswertung haben. Unabhéngig von der Sensorgeometrie konnte die
Methode auf die beiden Sensoren ohne wesentliche Genauigkeitsverluste Ubertragen werden,
sodass beide Blutparameter mit einem mittleren absoluten Fehler von weniger as 3 %
bestimmt werden konnen. Die Hinzunahme von Transmissionsspektren verbessert die
Hamatokritbestimmung, nicht aber die Ergebnisse der Sauerstoffmessungen. Die Auswertung
hat gezeigt, dass fur die Hamatokritbestimmung 8 Wellenléngen notwendig sind, wenn
ausschliefdlich Reflexions-messungen durchgefihrt werden. Fir die Sauerstoffmessung sind 4
Wellenlangen erforderlich. Dies zeigt, dass bel Reflexionsmessungen das gesamte Spektrum
im oben genannten Bereich fur die Bestimmung beider Blutparameter aufgenommen werden

sollte.
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5.2 Qualitétssicherung von Blutprodukten

Publikation

M. Menke, M. Friebel, J. Helfmann, M. Notter: A novel device for the non-invasive
measur ement of free hemoglobin in blood bags. Biomed. Technik, 50, 2-7 (2005)

Zusammenfassung

Die Gewinnung von humanen Erythrozytenkonzentraten fur Transfusionszwecke ist ein sehr
aufwendiges und teures Verfahren; die Verflgbarkeit der Konzentrate ist begrenzt. Unter
idealen Lagerbedingungen bei Temperaturen von 4 °C betragt die Haltbarkeit der Konserven
max. 49 Tage. Die Qualitétsprifung der Blutkonserve erfolgt, von Laborkontrollen an
Stichproben abgesehen, alein durch Sichtkontrolle eines Facharztes. Da bei Riicknahme der
Konserven bel Nichtbenutzung im OP-Betrieb eine Unterbrechung der Kuhlkette in vielen
Fallen nicht ausgeschl ossen werden kann, werden diese Konserven oft aus Sicherheitsgrinden
vorzeitig verworfen. Derzeit ist keine Methode bekannt, die eine Uberpriifung einer
geschlossenen Blutkonserve auf deren Eignung zur Transfusion gestattet. Der hier
beschriebene optische Sensor dient der Qualitétssicherung von Erythrozytenkonzentraten am
ungedffneten, nicht modifizierten Standard-Blutbeutel. Die Messung wird an dem mit dem
Beutel verbundenen Schlauch nach Sedimentation der Erythrozyten durchgefihrt. Die
optische Messung wurde an Standard-Hamoglobin-Losungen mit einer Genauigkeit von
0,005¢/dL validiert. Diese Untersuchungen zeigen, dass eine solche Qualitétssicherung in
Zukunft routineméldig bei jeder Blutkonserve moglich ist, sodass nur solche Konserven

verworfen werden missen, die den Qualitétsanspriichen nicht mehr gentigen.
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5.3 Frequenzaufgel6ste L aser-Doppler -Blutfluxmessungen an der Haut

Publikation

M. Meinke, M. Schroder, R. Schiitz, U. Netz, J. Helfmann, A. Pries, G. Mller: Frequency
weighted Laser-Doppler blood perfusion measurements in skin, Laser Phys. Lett. 4 (1),
66-71 (2007)

Zusammenfassung

Die Laser-Doppler (LD) -Technik bietet eine nicht-invasive und empfindliche
Echtzeitmethode, die vielfaltig in der Klinik zur Untersuchung der Blutzirkulation eingesetzt
wird. Aber nach wie vor ist eine direkte Zuordnung der relativen Blutflisse zur Art der
GefélRe nicht moglich. Wellenlangen im roten Spektralbereich mit hoherer Eindringtiefe
geben im Vergleich zu blauen verstarkt den Fluss der tiefer liegenden Gefél3e wieder. Auch
der Abstand von Lichtquelle und Detektor hat einen Einfluss auf die Auswahl des
betrachteten Gewebevolumens und damit auf die Art der Gefal3e.

Neben der Thermoregulation, die in den etwas tieferen Gefélen mit hoheren
Blutgeschwindigkeiten stettfindet, ist die kapillare Durchblutung von grofdtem Interesse, da
diese fur die nutritive Versorgung des Gewebes verantwortlich ist. Dies ist z.B. bei
Transplantaten zur Beurteilung der Vitalitdt wichtig.

Die Kapillaren haben die geringste Blutstromungsgeschwindigkeit und liegen in der Haut sehr
oberflachlich. Mit Hilfe ener gspezidlen Methode, die die LD-Verschiebung
frequenzaufgel6st auswerten kann, wurde in dieser Arbeit Uberprift, inwieweit die
verschiedenen Frequenzbereiche den Geschwindigkeiten und damit der Art der Blutgefalde
zugeordnet werden konnen. Dazu wurden am inneren Handgelenk an der LD-Messstelle
a) gezielt die Kapillaren unter mikroskopischer Sichtkontrolle durch Druck verschlossen,
b) weitere grofRere Gefalde mit abgedriickt und c) der komplette Blutfluss am Unterarm
unterbrochen und die gemessenen LD-Spektren im Vergleich zu unbeeinflussten Messungen
ausgewertet.

Es hat sich gezeigt, dass die Frequenzen von 50 bis 400 Hz die kapillare Durchblutung am
besten wiedergeben. Die besten Frequenzen zur Bewertung der kapillaren Durchblutung
konnten in den Untersuchungen mit Hilfe der Methode der ‘Receiver operating characteristic
(ROC)' abgeschétzt werden. Der Quotient von zwei Frequenzbandern (0,1 kHz-0,3 kHz)/(45
kHz -47 kHz) hat die beste Sensitivitdt und Spezifitét ergeben.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde der Grundstein fir die optische Charakterisierung von Blut und dessen
Bestandteilen gelegt, die fur optische Verfahren in der Diagnostik und Therapie von Nutzen
sind. Sie dienen zur Dosisberechung von Wechselwirkung von Licht und Gewebe und
ermdglichen die Entwicklung von optischen Messmethoden, Verfahren und Gerdten. Damit
konnten neue Verfahren zum nicht-invasiven Blutmonitoring mit hoher klinischer Relevanz
entwickelt werden, wie sieim zweiten Teil der Ergebnisse dargestel It wurden.

Die Ermittlung optischer Daten von Blut und seinen Bestandteilen ist durch die speziellen
biologischen und physikalischen Eigenschaften des Blutes aufwendig und kompliziert, sodass
bisher nur begrenzt Literaturdaten zur Verfigung standen [Y aroslavsky1996, Hammer1998,
Roggan1999, Enejder2003, Faber2004]. Analytische Modelle und Naherungsrechnungen sind
zur Bestimmung der optischen Eigenschaften von unverdinntem Blut im Bereich der hohen
Hamoglobinabsorption nicht geeignet. Es wurde eine Methodik entwickelt, die es erlaubt,
Blut oder Blutbestandteile unter Flief3bedingungen sicher zu handhaben und reproduzierbar zu
messen. Es wurde eine exakt auf den geometrischen Aufbau abgestimmte inverse Monte-
Carlo-Simulation eingesetzt, die es zulasst, die optischen Parameter von Blut selbst bei hohen
Absorptionen des Hamoglobins zu bestimmen. Nur mit dieser verfeinerten Methode, bel der
geeignete Streuphasenfunktionen mittels der Simulation ausgewahlt werden konnen, sind
Berechnungen fur hohe Zellkonzentrationen mdoglich. Damit stehen erstmals Daten fir
unverdinntes Blut fUr einen weiten spektralen Bereich, vom Ultraviolett bis hin zum Infrarot,
zur Verflgung.

Bisherige Arbeiten beschranken sich auf wenige Wellenlangen, die den Bereich der hohen
Absorption nicht erfassen. Es konnte gezeigt werden, dass Berechnungen nach der Mie-
Theorie, die haufig fur Blut angewendet wurden, nur in den spektralen Bereichen, in denen
die Absorption gering ist und bei niedrigen Erythrozytenkonzentrationen zuléssig sind. Die
hier gezeigten Arbeiten zum Brechungsindex in Abhangigkeit von der Wellenlange bieten
erstmalig die Moglichkeit, fir Kugeln mit einem Brechungsindex von Erythrozyten solche
Naherungsrechnungen in dem erlaubten Wellenlangen- und Konzentrationsbereich
anzustellen.

Die ausgewahlten Arbeiten haben gezeigt, wie die jeweiligen Blutbestandteile (Erythrozyten,
Thrombozyten, Plasma) und die verschiedenen Blutparameter wie der Hamatokrit das
optische Verhadten von Blut bestimmen bzw. beeinflussen. Zusédtzlich zu den hier
présentierten Arbeiten wurde die Abhangigkeit vom Hamatokrit quantitativ untersucht, sodass
die optischen Parameter fUr einen weiten Hamatokrit- und Wellenldngenbereich berechnet
werden konnen [MeinkeAO2007]. Untersuchungen zur Abhéngigkeit der optischen
Blutei genschaften von physiol ogischen Parametern wie Scherrate, Hdmolyse, Osmolaritéat und
Sauerstoffséattigung zeigten unterschiedliche Einflusse auf die optischen Parameter
[Meinke2006, Friebelsub], (nicht in der Arbeit vorgestellt). Hierbel kann kurz



Zusammenfassung und Ausblick 33

zusammengefasst werden, dass die Erythrozyten bestimmend fur die optischen Eigenschaften
von Blut sind und der Hamatokrit den am stérksten beeinflussenden Parameter darstellt. Die
biologische Varianz der Blutproben stellt die grofdte Fehlerquelle dar, sodass z.B. der Einfluss
der Scherrate oder der Blutstromung zwar sehr genau und signifikant bel dem Blut eines
Spenders bestimmt werden kann, aber keine Absolutmessungen an Bluten verschiedner
Spender mdglich sind. Der Blutfluss sollte demnach in der klinischen Anwendung besser
unter Verwendung des Laser-Doppler-Verfahrens als mit spektroskopischen Methoden
gemessen werden.

Wie das letzte Beispiel zeigt, konnen die optischen Daten genutzt werden, um Messverfahren
und -geréte zu entwickeln, die direkte optische M essungen ohne Blutkontakt ermdglichen und
Informationen Uber den Zustand des Blutes geben. Drei verschiedene Verfahren wurden
ausgewahlt und in vier Arbeiten préasentiert. Das erste Verfahren ermdglicht erstmalig die
Bestimmung absoluter Werte von Hamatokrit und Sauerstoffsdttigung an extrakorporalen
Blutkreiskaufen mit Fehlern < 3 %. Das Verfahren wurde realisiert mit der Entwicklung
zweier Sensoren, die an einem klinischen Blutkreislauf angeschlossen werden kénnen. Erste
klinische Testmessungen des fasergestitzten Sensors wahrend einer Bypassoperation
bestétigen die Machbarkeit des Verfahrens [Verdffentlichung in Vorbereitung].

Fur die Qualitatssicherung von Blutkonserven wurde mit Hilfe der ermittelten
Datenbibliothek der optischen Parameter von Blut ein spezieller Sensor und ein
dazugehdriges Messverfahren entwickelt, welches erstmalig eine Qualitétssicherung bel
Lagerung von Erythrozytenkonzentraten erméglicht, ohne die Konserve zu 6ffnen. Das
Hamoglobin kann sehr empfindlich vor Ort direkt an den zurzeit auf dem Markt befindlichen
unverdnderten Blutbeuteln bestimmt werden. Die mehrfache Anwendung des Verfahrens an
einer Probe ist moglich, ohne die Qualitdt zu beeinflussen. Somit kdnnen erstmalig
Verlaufsmessungen an einer Konserve zu Forschungs- oder Verfahrensentwicklungszwecken
erfolgen.

Die Untersuchungen mit dem Laser-Doppler-Blutflussmessgerét haben gezeigt, dass eine
Auswahl der Frequenzbereiche der Laser-Doppler-Frequenzverschiebungen eine Korrelation
zu bestimmten Geféldtypen zulasst. Niedrige Frequenzen bis zu 400 Hz geben bevorzugt die
kapillare Durchblutung wieder, die fur die Versorgung des Gewebes verantwortlich ist. Wahlt
man hohere Frequenzbereiche, so kann das Gewicht auf die Arteriolen und Venolen
verschoben werden, die bel der Thermoregulation eine wichtige Rolle spielen. Erstmals wird
hiermit die Mdglichkeit geboten, ein vorhandenes Laser-Doppler-Geré durch die Wahl der
Frequenzbereiche auf verschiedene Anwendungen auszurichten und damit die Diagnostik auf
den konkreten Fall zu konzentrieren.
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6.1 Erganzendeund weiterfihrende Untersuchungen /Projekte

Der Sensor fir die Bestimmung des Hamatokrits und der Sauerstoffsdttigung an
geschlossenen Blutkreisaufen wird zusammen mit der Laser- und Medizin-Technologie
GmbH, Berlin (LMTB) weiterentwickelt. Solche Art von Messungen stof3en auch auf
Interesse bei Herstellern von Herzunterstitzungspumpen.

Da fur die Messung des freien Hamoglobins an Erythrozytenkonzentraten ein weitgehend
erythrozytenfreier Bereich erforderlich ist, wurden Arbeiten zur Beschleunigung der
Sedimentation mittels Ultraschall und Zentrifugation durchgefiihrt [Veroffentlichung in
Vorbereitung], die die Grundlage fur ein kombiniertes automatisiertes Verfahren bilden, um
die Methode im Klinikalltag zeit- und kosteneffektiv einzusetzen.

Der Hamoglobin-Sensor wird zurzeit auch an Thrombozytenkonzentraten und Plasmaproben
in verschiedenen Blutbanken eingesetzt, um entweder freies Hamoglobin oder nicht
abgetrennte Erythrozyten zu detektieren. Dies ist u.a. flr den Herstellungsprozess als interne
Qualitatskontrolle wichtig. Weiterhin bietet er Unterstiitzung bei der Entwicklung von neuen
photochemischen Verfahren zur Bekémpfung von Viren, bei denen Hdmoglobin als starker
Absorber nur begrenzt vorliegen darf.

Die erhatenen Daten der optischen Parameter von Blut werden fur weitere Projekte aktiv
genutzt und sind durch die zahlreichen Publikationen 6ffentlich zugénglich.
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8 Abkulrzungsverzeichnis

Regressionsvektor fur den jeweiligen Blutparameter
Absorberkonzentration

Streuzentrenkonzentration

Kohlendioxid

Anisotropiefaktor

Fitparameter, aus dem g numerisch ermittelt werden kann.
Hamoglobin

Hamatokrit

Imaginére Zahl

Imaginérteil des Brechungsindexes

eingestrahlte Photonenwelle

gestreute Photonenwelle

Strahlungsdichte am Ort r in Richtung s

mittlerer Hamoglobingehalt (mean corpuscular hemoglobin)

mittlere H&moglobinkonzentration innerhalb des Erythrozyten (mean corpuscular
hemoglobin concentration)

mittleres Erythrozytenvolumen (mean corpuscular volume)
komplexer Brechungsindex

Redlteil des Brechungsindexes

Sauerstoff

Streuphasenfunktion

Principal Component Analysis

Partial Least Square

Thrombozyten (platel ets)

Vektor zwischen K- k;

Ortsvektor

Rote Blutkorperchen (red blood cells)

Ortsvektor in Richtung s

Quellterm

Sauerstoffséttigung

Spektroskopischer Messwert in Abhéngigkeit von der Wellenlange
Geschwindigkeit



Abkirzungsver zeichnis

Vol-%  Volumenprozent
WBC Leukozyten (white blood cells)

Y gesuchter Blutparameter in einer Linearkombination

Yo Mittelwert der Blutparameter Y, die in der Kalibrierung verwendet wurden
Griechische Symbole

a Fitfaktor in der Reynold-M cCormick-Streuphasenfunktion

op Winkel zwischen eingestrahlter Photonenwelle und gestreuter Photonenwelle
| Weéllenlange

I Weéllenlange im Gewebe

Ha Absorptionskoeffizient

Hs Streukoeffizient

Mg effektiver Streukoeffizient

Sa Absorptionsquerschnitt

Ss Streuquerschnitt

Wp Dopplerfrequenz

F Azimutalwinkel

Q Streuwinkel

J Winkel zwischen dem Vektor q und der Geschwindigkeit v

Raumwinkel
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