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Unsichtbare Spuren im Blut

Mithilfe der Infrarot- und Raman-Spektroskopie lassen sich Marker
fiir verschiedene Krankheiten im Blut bestimmen.

Wolfgang Petrich

Chemische Methoden erlauben es, die Inhaltsstoffe
des Blutes sehr genau zu bestimmen, und bilden da-
her eine unverzichtbare Saule der medizinischen Dia-
gnostik. Da diese Methoden zum Teil recht aufwandig
sind, versuchen Wissenschaftler nun, diagnoserele-
vante Informationen direkt aus dem Infrarot- oder
Raman-Spektrum des Blutes abzuleiten. Erste Erfolge
dieser reagensfreien Diagnostik bediirfen zwar noch
der weiteren Uberpriifung und Entwicklung, sie sind
jedoch auf dem Weg zur Anwendung einen grof3en
Schritt vorangekommen.

lut ist ein ganz besonderer Saft - dies stand auch

schon lange vor Goethes Faust aufler Zweifel.

Medizinisch gesehen besteht Blut aus zelluldren
Bestandteilen (Erythrozyten, Thrombozyten, Leuko-
zyten) und einer Fliissigkeit, dem Plasma. Lasst man
Blut stehen und zentrifugiert es anschlieflend, trennt
es sich in einen Blutkuchen (Zellen, Fibrinogen, etc.)
und eine gelblich-klare Fliissigkeit, das Serum. Wasser
ist wiederum Hauptbestandteil des Serums, gefolgt von
Eiweif3 (Proteinen), Fett (Lipiden) und niedermoleku-
laren Stoffen mit geringerer Konzentration. Zu letzte-
ren gehort mit einer Konzentration von typischerweise
100 mg/dl die Glucose, der Blutzucker.

Die Konzentration der Blutbestandteile spielt haufig
eine entscheidende Rolle fiir die Diagnostik. Beispiels-
weise diagnostiziert ein Arzt beim Auftreten einer Glu-
cosekonzentration von mehr als 126 mg/dl (nach min-
destens achtstiindigem Fasten) Diabetes mellitus. Er-
hohte Werte von Amylase und Lipase deuten auf eine
entziindete Bauchspeicheldriise hin, zu hohe Konzen-
trationen von Harnsédure im Blut geben einen Hinweis
auf eine Nierenstorung ebenso wie erhchte Werte fiir
Kreatinin. Gerinnungsparameter, Hormonstatus oder
Tumormarker sind ebenfalls von hoher medizinischer
Relevanz. Diese Liste lasst sich lange fortsetzen.

Mit Ausnahme des Hamoglobins, also des roten
Blutfarbstoffs, sind die Inhaltsstoffe ohne geeignete
Nachweisverfahren bzw. ohne weitere Hilfsmittel
meist nicht zu erkennen. Derzeit gibt es daher zahl-
reiche analytische Methoden, um entnommene Blut-
proben ,,in vitro“ zu untersuchen. In der klinischen
Labordiagnostik wird héufig die hohe Spezifitit eines
chemischen Prozesses mit der hohen Sensitivitat phy-
sikalischer Nachweisverfahren kombiniert. So wird
beispielsweise mittels eines Enzyms aus Glucose eine
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dquivalente Stoffmenge eines Molekiils erzeugt, das im
ultravioletten Spektralbereich absorbiert und sich mit-
tels Absorptionsspektroskopie sehr genau quantitativ
nachweisen lasst.

Diese nasschemischen Analysemethoden konnen
jedoch sehr aufwiandig sein. Daher wire es vorteil-
haft, wenn man nicht nur Himoglobin, sondern auch
die anderen Inhaltsstoffe des Blutes ohne chemische
Reagenzien ,,sehen” konnte. Offensichtlich gelingt
dies zwar nicht unmittelbar im sichtbaren Spektral-
bereich der elektromagnetischen Strahlung, vielleicht
aber zumindest in anderen spektralen Bereichen? Die
Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung
mit den Dipolmomenten von Molekiilen lasst im Zu-
sammenhang mit spezifischen Molekiilschwingungen
Hoffnung aufkommen (Infokasten). Zum einen existiert
ein Beitrag fiir die Wechselwirkung des permanenten

m Die Infrarot- bzw. Raman-Spektroskopie erlauben es,
die Konzentration einiger Bestandteile des Blutes mit
hoher Spezifitat zu bestimmen und damit zur Diagnose
verschiedener Krankheiten beizutragen.

® Anstatt das Spektrum in Signaturen der einzelnen Blut-
bestandteile zu zerlegen, lasst es sich tiber eine Muster-
erkennung auch direkt mit Krankheiten verknipfen.

m |Im Test befindet sich zurzeit ein Sensor, der eine Unter-
suchung auch ,in vivo” ermoglichen wiirde.
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1) Die Definition der
genauen Bereiche unter-
scheidet sich leicht je
nach Literatur, haufig
wird z. B. auch der
Bereich von 2,5 um bis
25 um als MIR-Bereich
bezeichnet.

#) Zur Vereinfachung sei
anstelle des Dipolmo-
mentvektors und des
Polarisierbarkeitstensors
nur die jeweilige Projek-
tion auf die Richtung des
elektrischen Feldes
betrachtet.
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Abb.1 Wasser absorbiert stark im Infraroten, da z. B. die Biege-
schwingung bei 1644 cm™ liegt oder die symmetrische bzw.
asymmetrische Streckschwingung bei 3280 bzw. 3490 cm™.
Zum Vergleich sind neben der Wellenzahl, d. h. der inversen
Wellenldange, auch die Wellenlédnge, Photonenenergie und
Frequenz angegeben.

elektrischen Dipolmoments mit elektromagnetischer
Strahlung derjenigen Frequenz, bei der ein Molekiil
seine Eigenschwingungen ausfiihrt. Diese Strahlung
liegt typischerweise im mittleren Infrarot (MIR), also
bei Wellenlingen zwischen 3 und 50 pm.” Zum ande-
ren kann die Strahlung ein molekulares Dipolmoment
induzieren. Dieses Phanomen liefert Beitrage bei der
eingestrahlten Frequenz (Rayleigh-Streuung) sowie
bei einer um die molekulare Schwingungsfrequenz
erhohten oder erniedrigten Frequenz. Diese inelas-
tische Raman-Streuung tritt in der Regel mit Licht im
sichtbaren, nahe ultravioletten oder nahen infraroten
Spektralbereich auf.

Sowohl die MIR- als auch die Raman-Spektrosko-
pie haben ihre spezifischen Vor- und Nachteile [1]. Im

Gegensatz zu gasformigen Proben wie der Atemluft
(2] spielt bei wissrigen Proben - und Blut besteht zu
einem wesentlichen Teil aus Wasser - die Absorption
von Wasser eine entscheidende Rolle. Auch Wasser
besitzt die Grundmoden seiner Schwingungen bei
Frequenzen im Infraroten (Abb.1). Die resonante
Wechselwirkung eines molekularen Dipolmoments
mit elektromagnetischer Strahlung birgt daher in
puncto Analyse biologischer Proben gleichzeitig
einen Segen - das sehr gute Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis der Mittelinfrarotspektroskopie — als auch
einen Fluch - die alles iiberlagernden Wasserbanden:
Eine 0,1 mm dicke, wassergefillte Kiivette absorbiert
durchgehende MIR-Strahlung der Wellenlange 10 pm
zu fast 99,9 %.

Anders ist die Situation im ,,biologischen Fen-
ster der sichtbaren Strahlung und angrenzender
Frequenzbereiche (Abb.1). Hier absorbiert Wasser
praktisch nicht, sodass das typischerweise zur Raman-
Spektroskopie verwendete Licht sehr gut die wissrige
Probe durchdringt und das inelastisch gestreute Licht
die molekularen Schwingungen der Inhaltsstoffe offen
legen sollte. Leider ist der Wirkungsquerschnitt der
Raman-Streuung sehr klein (etwa 10*- bis 10°-mal
kleiner als der Wirkungsquerschnitt von Fluoreszenz-
prozessen), sodass die Raman-Spektroskopie in der
biomedizinischen Optik gegeniiber der MIR-Spektro-
skopie lange als deutlich unterlegen galt. Ferner fiihrt
die Bestrahlung biologischer Proben mit sichtbarem
oder UV-Licht haufig zu Fluoreszenzlicht, das dem
ohnehin kleinen Raman-Signal als Untergrund ein be-
trachtliches Rauschen iiberlagern kann. Nahinfrarote
Strahlung verursacht zwar weniger Fluoreszenz, fiihrt
aber rasch zu sehr kleinen Signalen, da der Raman-
Wirkungsquerschnitt wie A™* von der Wellenlinge
abhingt.

EIN KLASSISCHES MODELL ZUR INFRAROT- UND RAMAN-SPEKTROSKOPIE

Ein zweiatomiges Molekil mit dem permanenten elek-
trischen Dipolmoment d, und der Polarisierbarkeit a sei
einem duBeren elektrischen Feld E ausgesetzt.” Fiir kleine
Auslenkungen des Abstandes R zwischen den beiden Atom-
kernen um die Ruhelage R, lassen sich do und a ndhern
durch

do= do(Ro) + 3 (R-Ro)+..
0

und

a=a(Ro) + 3% oy RR)+ .

Schwingt das Molekiil mit der Kreisfrequenz w, um seine
Ruhelage, so gilt in harmonischer Ndherung R(t) - Ro=

r cos (wyt). Flr das elektrische Feld mit der Schwingungs-
frequenz w gilt E(t) = Eocos(wt). Somit resultiert fiir das
Gesamtdipolmoment

d=do + aE = dy(Ro) + % . 1 cos (wyt) + a(Ro) Eocos(wt)
0

da
+3R o r cos (wyt) Egcos(wt) + ...
Mit 2cos x - cos y = cos (x + y) + cos (x - y) folgt hieraus eine
Summe von funf Termen:
m das konstante elektrische Dipolmoment do(Ro)
m die fir die Infrarotspektroskopie relevante dynamische

Anderung des permanenten Dipolmoments bei der Eigen-
frequenz der Molekularschwingung

od

'R
m die als Rayleigh-Streuung bezeichnete elastische Streuung
der einfallenden Strahlung a(R,) Eqcos(wt)
m der Teil der Raman-Streuung, bei dem das gestreute Licht
eine um die Schwingungsfrequenz erniedrigte Frequenz
aufweist (,Stokes-verschoben”)

rEo 9a

2 OR

= und der Teil der Raman-Streuung, bei dem das gestreute
Licht eine um die Schwingungsfrequenz erhéhte Frequenz
aufweist (,Anti-Stokes-verschoben”):

rEo 9a

2 OR

Die Infrarotspektren treten somit bei der Frequenz der
Eigenschwingung des Molekiils auf und basieren auf Ande-
rungen des permanenten Dipolmoments wahrend einer
Molekilschwingung. Mit w >> w, liegen die Raman-Spektren
hingegen meist im sichtbaren und unmittelbar angren-
zenden Spektralbereich. lhre Amplitude ergibt sich aus der
Anderung der Polarisierbarkeit wahrend der Schwingung.

o Cos (wyt)

. cos ((w - wy)t)

cos ((w + wy)t)
Ro
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Klinische Chemie ohne Reagenzien?

Fir die MIR-Spektroskopie gibt es Strategien, den Ein-
fluss der starken Wasserabsorption zu reduzieren oder
gar zu vermeiden, ndmlich mit intensiven Lichtquellen
wie Quantenkaskadenlaser oder Synchrotrons, durch
die Reduktion der Absorptionslinge oder die simple
Trocknung der Probe. Das Trocknen beeinflusst zwar
die molekulare Struktur von z. B. Proteinen oder ein-
fachen Molekiilen wie Glucose [3]. Solange dies aber
reproduzierbar geschieht, lasst sich aus einer Reihe
von Kalibrationsmessungen ein Modell ableiten, das
Vorhersagen zur Molekiilkonzentration aus dem MIR-
Spektrum erlaubt (Abb. 2). Auf Basis eingetrockneter Se-
rumproben ist es in der Tat gelungen, die Konzentrati-
on von medizinisch relevanten Inhaltsstoffen mit einer
Genauigkeit vorherzusagen, wie sie fiir die klinische
Anwendung meist ausreicht (Tab.1).

Aus Sicht der klinischen Anwendung ist neben der
Prizision und Richtigkeit der Vorhersage auch wichtig,
wie lange eine Messung dauert. Pipettieren, Eintrock-
nen, Spektroskopie und Auswertung in einer klinisch
tiblichen Stapelverarbeitung benétigt in Summe iiber
95 Proben gemittelt etwa fiinf Minuten pro Probe.
Dies ist zu vergleichen mit der Raman-Spektroskopie
bei fiinf Minuten Integrationszeit pro Probe, da dies
direkt in der fliissigen Phase moglich ist (Abb. 3). Ein
direkter Vergleich derselben Serumproben unter -
aus Sicht der Klinik - identischen Randbedingungen
zeigt liberraschenderweise, dass Raman- und Mittel-
infrarotspektroskopie ebenbiirtig sind (Tab. 1) [4, 5].

Die MIR-Spektroskopie tibertrifft zwar auch hier wie
erwartet in puncto Signal-zu-Rausch-Verhéltnis die
Raman-Spektroskopie bei weitem. Jedoch stellt sich
heraus, dass nicht das Rauschen, sondern die Wieder-
holgenauigkeit der Messung die limitierende Grofie
der MIR-Spektroskopie von Biofilmen ist — und das
trotz Pipettierroboter, Dreifachbestimmung und eng
kontrollierter Eintrocknung.

Somit ist es fiir einige wichtige Inhaltsstoffe unab-
héngig von der Spektroskopiemethode mit klinischer
Relevanz moglich, ihre Konzentration zu bestimmen.
Ein derartiger Ansatz konnte die Labordiagnostik re-
volutionieren, da sich mit nur einer Messung die Kon-
zentration mehrerer Inhaltsstoffe gleichzeitig ermitteln
lasst. Lediglich der Auswertealgorithmus legt fest,
welche Kombination von Schwingungsbanden fiir wel-
che Konzentrationsbestimmung herangezogen wird.
Die Auswertung kann fiir neuartige Marker bei Bedarf
noch nach Jahren stattfinden, da es deutlich einfacher
ist, Spektren zu speichern als biologische Proben fiir
die chemische Analyse aufzubewahren.

Klassifikation von Spektren

Doch was geschieht mit all denjenigen spektralen
Signaturen, die bei der quantitativen Analyse unbe-
riicksichtigt bleiben? Man konnte die Ansicht ver-
treten, dass das Spektrum von Blut eigentlich schon
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aus [5]
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Abb.2 Fir einen eingetrockneten Serum-Biofilm weist die Ab-

sorbanz, das Produkt aus Absorptionskoeffizient und Weglan-
ge, reproduzierbar die dominierenden Banden fir Proteine
(insbesondere Albumin und Globuline) bei Wellenldngen zwi-
schen 6 und 7 pum auf. Neben dem durch O-H-Schwingungen
der Biomolekdle verursachten Maximum um 3 um sind auch
die kleineren Banden um 3,5 um charakteristisch fir Lipide,

d. h. Blutfette wie Cholesterin und Triglyceride.

alle Informationen vereint. Die Zerlegung eines Pro-
benspektrums in biochemische Einzelkomponenten
und das anschliefSende Zusammensetzen der Einzel-
informationen zu einem Gesamtbild des Blutes, d. h.
zu einem Krankheitsbild, steckt im Grunde genommen
schon in der Form des Gesamtspektrums. In der Tat
sind Schwingungsspektren von Blutproben gesunder
Probanden innerhalb eines sehr engen Toleranzbandes
deckungsgleich, wihrend bei einigen Krankheiten
spezifische Signaturen aufzutreten scheinen [6]. Lasst
sich aber eine derartige, direkte Verkniipfung der Spek-
tren mit einer Erkrankung belegen? Anders gefragt:
Kann die Spektroskopie direkt einen Zusammenhang
zwischen der Probe und dem Gesamtbild des Puzzles
herstellen, ohne iiberhaupt die Frage nach den ein-
zelnen Puzzleteilen zu stellen? Wir haben dies an
mehreren Beispielen untersucht und wollen es an zwei
illustrieren.

Die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE,
»Rinderwahn®) ist eine Erkrankung des Gehirns,
verursacht durch das verdnderte Prionprotein PrP*.
Dessen Nachweis im Rinderhirn mittels der ,Western-

" Vorhersagefehler der Spektroskopie

Stoff mittl. Konz. bei Infrarot bei Raman
in mg/dl mg/dl % mg/dl %
Gesamtprotein 7008 328 5 176 3
Triglyzeride 198 18,1 9 20,7 10
Glucose 154 14,7 10 171 n
Gesamtcholesterin 133 16,1 12 1,5 9
LDL Cholesterin 18 19,4 16 15,7 13
HDL Cholesterin 54 1,9 22 11,0 20
Harnstoff 31 33 n 4,4 14
Harnsdure 53 14 26 11 21

tenden mittleren Konzentration jedes
Analyten der mittlere Vorhersagefehler
einer unabhéngigen Validierungsmes-
sung an 99 Proben.

Tab.1 Infrarot- und Raman-Spektrosko-
pie kdnnen verschiedene Analyten im
Blutserum sehr gut nachweisen. Ange-
geben ist neben der in der Studie auftre-
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2) Verglichen wurden
einfache und eine ro-
buste Hauptkomponen-
tenregression mit itera-
tiver Auswahl der
charakteristischen Spek-
tralbereiche, ein neuro-
nales Netz und eine
»Support Vector Machi-
ne'. Spiter wurden diese
Ansitze durch den Ein-
satz der ,,Gini-impor-
tance” ergdnzt [9].

3) Die zum Zeitpunkt
der hier présentierten

DPR-Studie verfiigbaren,

spezifischen Marker be-
notigten in der klini-
schen Praxis in der Tat
eine Wartezeit von 6
Stunden fiir den eindeu-
tigen Ausschluss eines
Herzinfarkts. Die neuere
Version des Troponin-T-
Tests erlaubt inzwischen
bereits nach 3 Stunden
einen duflerst sensitiven
Nachweis.

Wellenlénge des Raman-gestreuten Lichts in nm

aus [5]
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Abb.3 Bei der Streuung von nahinfrarotem Licht (785 nm) an

einer fliissigen Serumprobe zeichnen sich nach Untergrundkor-
rektur die Molekilschwingungen aufgrund des Raman-Effekts
durch spektrale Beitrage im Streulicht bei benachbarten Wel-
lenldngen ab.

Plot-Technik® ist nur an Hirngewebe und damit post
mortem moglich. Vorteilhaft wire es, auch das lebende
Tier testen zu konnen - idealerweise anhand einer
einfachen Blutprobe -, um so z. B. Ubertragungswege
oder einen Krankheitsverlauf untersuchen zu konnen.
Die Arbeitsgruppe von D. Naumann am Robert-Koch-
Institut hat erstmals fiir eine solche Untersuchung die
Molekiilspektroskopie eingesetzt [7]. In einer darauf
folgenden Studie, die von unserem Team bei Roche
Diagnostics GmbH, dem Robert-Koch-Institut und
weiteren Partnern gemeinsam durchgefiihrt wurde, ist
es gelungen, in einem Blindtest zwischen dem Serum
von gesunden Rindern und solchen im BSE-Endstadi-
um mit einer Zuverldssigkeit von 94 % zu differenzie-
ren - und das, obgleich die bekannte Obergrenze fiir
die Prionenkonzentration im Blut deutlich unter der
Nachweisgrenze der MIR-Spektroskopie liegt [8]! Den-
noch ist es moglich, Proben von kranken Rindern zu
erkennen, weil offenbar nicht die Prionproteine selbst,
sondern die Auswirkungen von BSE nachgewiesen
werden. Aus physikalischer Sicht interessant ist der
damit einhergehende Vergleich mehrerer Datenanaly-
severfahren am gleichen Datenkollektiv [8].2 .

Doch lasst sich diese Erkennung von Krankheits-
mustern (Diagnostic Pattern Recognition, DPR) auch
auf die Humandiagnostik tibertragen? In der bisher
grofiten Studie zu DPR ist es gelungen, anhand von
1008 Serumproben einen Algorithmus zur Analyse
von MIR-Spektren zu erzeugen, der in einem Blindtest
bei Patienten mit akutem Thoraxschmerz diejenigen
rund 10 % der Patienten herausfinden konnte, die ei-
nen akuten Herzinfarkt hatten [10]. Die Zuverlassigkeit
fur die korrekte Identifikation des Herzinfarkts (Sen-
sitivitét, ,richtig positiv®) lag bei 88,5 %. Umgekehrt
wurden von den mittels MIR-Spektroskopie als ,,kein
Herzinfarkt® kategorisierten Proben 85,1 % (Spezifitit,
»richtig negativ®) durch die Referenzanalytik und wei-
terfiihrende Diagnostik bestatigt.

Allerdings lassen sich (ganz allgemein in der
medizinischen Diagnostik) durch Veranderung des
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Schwellenwerts eines Markers die Sensitivitit oder
auch die Spezifitit jeweils zu Lasten der anderen Grof3e
erhohen. Eine objektive Aussage fiir die Qualitit eines
klinischen Markers liefert daher oftmals die aus der
Fernmeldetechnik bekannte ,,Receiver Operating Cha-
racteristics“ (ROC), bei der die Sensitivitit gegeniiber
der Grof3e ,,1-Spezifitat” (,falsch positiv®) fiir variie-
rende Schwellenwerte aufgetragen sind (Abb. 4). Idea-
lerweise lage die Sensitivitat eines Markers moglichst
bei 100 % und 1-Spezifitat bliebe weitgehend bei 0 %,
sodass die Flache unter der in Abb. 4 dargestellten Kurve
ein gutes Maf} fiir die Qualitat eines Markers ist. In der
Tat liefert der DPR-Marker einen sehr guten Wert von
0,921 und ist mit gegenwiértigen Labor-Markern durch-
aus vergleichbar.

In dieser Studie an Patienten mit akutem Thorax-
schmerz wurden neben den Proben fiir die MIR-
Spektroskopie auch Blutproben fiir die klassische
Laboranalytik abgenommen. Proteinkomplexe (Tropo-
nin) spielen eine entscheidende Rolle, um einen aku-
ten Herzinfarkt zu diagnostizieren - allerdings zeigt
dieser Marker die Schadigung des Herzmuskels an
und erreicht sein Maximum erst einige Stunden nach
Einsetzen des Thoraxschmerzes.” Umgekehrt zeigen
klinische Studien, dass die Mortalitit ohne therapeu-
tische Intervention gerade in den ersten Stunden nach
Einsetzen der Beschwerden stark zunimmt. Unterhalb
von sechs Stunden ist in dieser Studie der Marker DPR
dem Troponin deutlich tiberlegen, wihrend beide
Marker bei grofien Zeiten, nach acht bis zw6lf Stunden,
ebenbiirtig sind (Abb.5).

Diese ersten Studien bediirfen zwar der kritischen,
noch umfangreicheren klinischen Uberpriifung, bevor
an einen standardméfligen Einsatz zu denken ist. Zu-
sammen mit fritheren Studien zur Erkennung von Di-

<
= DPR 0,921
& TroponinT 0,907
........ (K-MB 0,930
..... - K 0,866
-------- Myoglobin 0,876
0,0 — T T T T 1
0,0 02 04 06 bz 10
1-Spezifitat

Abb.4 Dieses ROC-Diagramm zeigt fir unterschiedliche
Marker den Anteil der Proben, die korrekt einem Herzinfarkt
zugeordnet werden (Sensitivitat), gegen den Anteil der ,falsch
positiven” Proben, bei denen der akute Thoraxschmerz andere
Ursachen hat (1-Spezifitat). Die Marker sind Troponin, Kreatin-
kinase (CK), Kreatinkinase ,muscle-brain”“(CKMB) und Myoglo-
bin sowie die Klassifikation von Mittelinfrarotspektren (DPR).
Jeder Punkt einer ROC-Kurve entspricht einem bestimmten
Schwellenwert. Das groB3e rote Dreieck markiert z. B. flir einen
Schwellenwert von 0,5 eine Sensitivitat von 88,5 % und eine
Spezifitat von 85,1 %.
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abetes [11], des metabolischen Syndroms [12] oder auch
der rheumatoiden Arthritis [13] unterstreicht dieses
Ergebnis das ausgeprigte Potenzial, das die Erkennung
von Krankheitsmustern mithilfe Molekiilspektroskopie
besitzt, um - zumindest bei ausgewdhlten medizi-
nischen Fragen — mithilfe der reagensfreien klinischen
Analytik die medizinische Diagnostik zu unterstiitzen.

Anwendbarkeit in vivo

Ein erheblicher Anteil der bisher beschriebenen Ex-
perimente basiert auf der MIR-Spektroskopie von
eingetrockneten Proben. Fiir den Einsatz in vivo wire
allerdings die Raman-Spektroskopie die Methode der
Wahl. Zudem kénnten alternative Ansétze der MIR-
Spektroskopie zielfithrend sein. Letztlich gilt es auch in
der MIR-Spektroskopie, trotz der durch das Lambert-
Beersche Gesetz hohen Absorption von Wasser ein
gegeniiber dem Rauschen hinreichend grof3es Signal
zu gewihrleisten.

Zum einen lésst sich die Wechselwirkungslange
mithilfe der abgeschwichten Totalreflexion reduzie-
ren: Licht wird beim Ubergang vom optisch dichten
in ein optisch diinnes Medium fiir grofle Winkel im
dichten Medium totalreflektiert. Dabei dringt ein klei-
ner Teil des Lichts in das diinnere Medium ein. Die
Intensitit dieses evaneszenten Feldes nimmt allerdings
exponentiell mit dem Abstand von der Grenzfliche ab;
die typische Abklingtiefe liegt in der Gréflenordnung
der halben Wellenlidnge. Befindet sich ein Absorber
im optisch diinneren Medium, absorbiert er einen
Teil des evaneszenten Lichtfeldes, der im reflektierten
Signal fehlt. Auf diese Weise gelingt es, Prozesse sehr
nahe an einer Grenzflache bei limitierter Eindringtiefe
zu erforschen. Zahlreiche Untersuchungen zeigen,
dass hiermit auch quantitative Messungen méglich
sind [14].

Zum anderen lief3e sich die Wechselwirkungslange
durch diinnere Kiivetten reduzieren. Allerdings ska-
liert gemaf3 des Hagen-Poiseuillschen Gesetzes der fiir
die Befiillung eines diinnen Kiivettenspaltes benétigte
Druck umgekehrt proportional zur dritten Potenz der
Schichtdicke.” Dies erschwert die Herstellung und
Anwendung von konvektiv befiillten Diinnschicht-
kiivetten.

Ein anderer Ansatz basiert darauf, die Intensitit der
Strahlungsquelle, genauer gesagt die spektrale Leis-
tungsdichte im interessierenden Wellenlangenbereich,
deutlich zu erh6hen, damit trotz hohem Extinktions-
koeftizienten, hoher Stoffkonzentration und nicht
hinreichend reduzierter Wechselwirkungslange noch
geniigend viele Photonen den Detektor erreichen. Fiir
die Infrarotspektroskopie werden hierfiir in letzter Zeit
zunehmend Synchrotronquellen [15] sowie Quanten-
kaskadenlaser [16] eingesetzt.

Kiirzlich ist es uns am Kirchhoft-Institut fiir Phy-
sik der Universitit Heidelberg gelungen, eine geringe
Kiivettendicke mit der hohen spektralen Energiedichte
eines Quantenkaskadenlasers zu kombinieren. Diese
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Abb.5 Die Flache unter den in Abb. 4 dar-
gestellten Kurven dient haufig als Mal3
fur die Qualitat eines diagnostischen
Markers. Die Proben aus den ersten
sechs Stunden nach Einsetzen des Tho-
raxschmerzes waren mit den klinischen

Arbeiten zur faserbasierten MIR-Transmissionsspek-
troskopie zielen darauf ab, einen minimal-invasiven
Sensor zu erhalten, der den Glucosespiegel kontinu-
ierlich in vivo iiberwacht. Hierfiir wird die Emission
eines Quantenkaskadenlasers bei einer fiir die Glucose
spezifischen Absorptionswellenldnge von 9,7 um kom-
biniert mit einer miniaturisierten Kivette, die tiber

die Diffusion des zu untersuchenden Molekiils befiillt
wird. Realisieren lief3 sich diese Mikrokiivette durch
einen einfachen Spalt oder ein Loch in einer Licht-
leitfaser, deren Durchmesser mit 500 um hinreichend
gering ist, damit sich die Konzentrationen im umge-
bendem Medium und der Fliissigkeit im Spalt oder
Loch rasch ausgleichen (Abb. 6). Um die Grenzen eines
derartigen Ansatzes zu beschreiben, wird die durch
Rauschen und Drift verursachte Signalschwankung
nach Erstellen einer Eichkurve in Einheiten der Gluco-
sekonzentration ausgedriickt. Bei dieser ,,rauschiqui-
valenten Konzentration® (Noise Equivalent Concentra-
tion, NEC) handelt es sich um diejenige Konzentration
des Analyten (hier: Glucose), unterhalb derer das
analytspezifische Messsignal im Rauschen verschwin-
den wiirde.” Durch die Kombination von miniatu-
risierter Kiivette und Quantenkaskadenlaser war es
moglich, im Labor mit wissrigen Glucoseldsungen bei
einer Integrationszeit von nur vier Sekunden in vitro
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Abb.6 Mit einer,Bohrung” in einer Glasfaser lasst sich eine
Mikrokuvette realisieren.
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Markern vom Idealwert 1 noch deutlich
entfernt (a), im Gegensatz zum reagens-
freien, spektroskopischen DPR-Verfah-
ren. Nach acht bis zwolf Stunden liegen
die Marker etwa gleichauf (b).

4) Wihrend bei einem
runden Stromungsquer-
schnitt mit Radius r der
gleiche Volumenstrom
einen proportional r*
ansteigenden Befiil-
lungsdruck erfordert, gilt
fiir stark asymmetrische,
rechteckige Querschnitte
der Breite b und Héhe h
die Proportionalitit zu
b~ h™. Die dem Gesetz
zugrunde liegende An-
nahme einer Newton-
schen Fliissigkeit stimmt
fiir Serum, Plasma und
interstitielle Fliissigkeit,
nicht aber fiir Vollblut.

5) Genauer gesagt han-
delt es sich um das in
Konzentrationseinheiten
umgerechnete Signal,
das der zweifachen Stan-
dardabweichung des
Rauschens bei gegebener
Integrationszeit ent-
spricht.
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Abb.7 Die rauschaquivalente Glucosekonzentration ist fur
kleine Integrationszeiten von Rauschen und fiir groBe Zeiten
von Systemdrift dominiert. Wahrend in ersten in-vitro-Labo-
rexperimenten zur faserbasierten MIR-Spektroskopie an Test-
I6sungen das Minimum der Kurve noch bei etwa einer Minute
und 4 mg/dl lag (roter Punkt), ist es inzwischen gelungen, die
optimale Integrationszeit zu verkiirzen und Werte unter
1mg/dl zu erzielen (blauer Punkt) [18]. Dies entspricht einer
Messgenauigkeit von besser als 1 %.

eine rauschiaquivalente Konzentration unterhalb von

1 mg/dl zu erreichen (Abb.7) [17,18]. Dies ist mit der ein-
gangs erwahnten mittleren Glucosekonzentration von
100 mg/dl zu vergleichen.

Die hier beschriebenen Experimente mit einer in
eine optische Faser eingebrachten Mikrokiivette wur-
den bisher nur in vitro, also im Labor an wéssrigen
Loésungen durchgefithrt. Weiterfithrende Experimente
miissen zeigen, inwiefern diese viel versprechenden
Laborergebnisse auf die Verwendung als minimal-
invasiver Sensor in vivo tibertragbar sind. Kernthemen
werden dabei die Biokompatibilitit des Sensorkopfes
und Stabilitdt des Sensorsignals in vivo sein. Ziel ist
es, den weniger als 1 mm dicken Sensorkopf durch die
Haut in das subkutane Fettgewebe des Bauchs einzu-
bringen und so einen spektroskopischen Zugang zur
Gewebstliissigkeit zu schaffen. Die Glucosekonzen-
tration in dieser , interstitiellen Fliissigkeit korreliert
mit der Blutglucose, sodass eine reagensfreie, kontinu-
ierliche Uberwachung des Blutzuckerspiegels moglich
wire.

Ausblick

Die Schwingungsspektroskopie erméglicht es, entnom-
mene Blutproben bzw. deren Derivate wie Plasma oder
Serum quantitativ zu analysieren. Auf Basis von Mus-
tererkennungsverfahren fiir die gewonnenen Spektren
bietet sich zudem ein vollkommen neuartiger Ansatz
der medizinischen Diagnostik, um zwischen verschie-
denen Krankheitsursachen zu unterscheiden. Mogli-
cherweise lisst die Kombination von biomedizinischer
Schwingungsspektroskopie und Mikrotechnologie es
sogar zu, auch ohne Probennahme (in vivo) zur medi-
zinischen Diagnostik beizutragen.
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Das Anwendungspotenzial der Infrarot- und
Raman-Spektroskopie beschrénkt sich nicht auf fliis-
sige Proben: Inzwischen sind sowohl MIR- als auch
Raman-Mikroskope auf dem Markt, mit denen sich
Gewebsschnitte ortsaufgeldst untersuchen lassen und
die einen molekularen Fingerabdruck der Probe ohne
Farbetechniken oder Fluoreszenzmarkierung liefern.
Dies ist insbesondere zur Reduktion der Praanalytik
und zur Objektivierung in der histopathologischen
Praxis hilfreich. Die gegenwértigen technischen Fort-
schritte bei Lichtquellen und Detektoren sowie das
zunehmende Interesse der Biologen und Mediziner ge-
ben Grund zu einem hoffnungsvollen Ausblick fiir die
biomedizinische Spektroskopie molekularer Schwin-
gungen.

*
Um die hier beschriebenen Ergebnisse zu erreichen, war eine grofle
Zahl engagierter Kollegen, Mitarbeiter und Unterstiitzer notig, von
denen ich hier insbesondere Gerhard Werner, Reinhold Mischler,
Daniel Rohleder (jetzt Dioptic GmbH), Michael Hein, Gerd Gren-
ner, Dirk Voelkel und Matthias Essenpreis bei Roche Diagnostics er-
wihnen mochte sowie Christian Vran¢i¢, Niels Kroger und Annema-
rie Pucci am Kirchhoff-Institut fiir Physik. Ferner danke ich der Ba-

den-Wiirttemberg Stiftung fiir die Finanzierung der Arbeiten zur
minimal-invasiven Sensorik.
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