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[

A process and device for the analytical determination of
the glucose concentration in a biological matrix. According to |
said process, in a detection step, light from a light transmitter
is irradiated through a boundary surface of a biological matrix |
thereinto as primary light and the light leaving the biological I
matrix through a boundary surface thereof is detected in a light
receiver in order to determine a measurable physical property l
of the light which can vary owing to the interaction with
the biological matrix and which correlates with the glucose |
concentration in said biological matrix. In an evaluation step, |

L

the glucose concentration is found on the basis of the change
in the said physical property of the light determined in at least
one detection step in relation to a calibrated value. In order,
with such a process, to obtain good analytical accuracy, e.g. to
observe the change in the analyte concentration (cyclic control)
over a sufficient period, as the property which can be measured ;
in the detection step correlating with the glucose concentration 87 L. i
is used a parameter corresponding to the time of propagation e L

of the light within the biological matrix between a defined irradiation point and a defined detection point.

(57) Zusammenfassung

Die Konzentration von Glucose in einer biologischen Matrix wird bestimmt, indem Licht durch eine Grenzfliche der biologischén
Matrix eingestrahlt und durch die Grenzfliche der biologischen Matrix austretendes Licht detektiert wird, um eine durch die Wechselwirkung
mit der biologischen Matrix verinderliche messbare physikalische Eigenschaft des Lichtes zu bestimmen, die mit der Konzentration von
Glucose in der biologischen Matrix korreliert. Die Glucosekonzentration wird auf Basis der Anderung einer physikalischen Eigenschaft des
Lichts im Vergleich zu einer Kalibration ermittelt. Um reagenzienfrei und nicht-invasiv eine gute Analysegenauigkeit, zum Beispiel fiir die
Beobachtung der Anderung der Analytkonzentration (Verlaufskontrolle) iiber einen ausreichenden Zeitraum zu erreichen, wird als mit der
Glucose-Konzentration korrelierende messbare Eigenschaft ein der Laufzeit des Lichtes innerhalb der biologischen Matrix zwischen einem
definierten Einstrahlungsort und einem definierten Detektionsort entsprechender Parameter bestimmt.
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Verfahren und Vorrichtung zur Analyse von
Glucose in einer biologischen Matrix

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung
zZur Analyse von Glucose in einer biologischen Matrix.

Der Begriff "biologische Matrix" bezeichnet eine Korper-
flissigkeit oder ein Gewebe eines lebenden Organismus.
Biologische Matrices, auf die sich die Erfindung bezieht,
sind optisch heterogen, d.h. sie enthalten eine Vielzahl
von Streuzentren, an denen eingestrahltes Licht gestreut
wird. Im Falle von biologischem Gewebe, insbesondere
Hautgewebe, werden die Streuzentren von den Zellwdnden
und anderen in dem Gewebe enthaltenen optisch heterogenen
Bestandteilen gebildet.

Korperfliissigkeiten, insbesondere Blut, sind ebenfalls
optisch heterogene biologische Matrices, weil sie Parti-
kel enthalten, an denen die Primdrstrahlung vielfach ge-
streut wird. Auch Milch und andere in der Lebensmittel-
chemie zu untersuchende Flissigkeiten enthalten vielfach
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eine hohe Konzentration von Streuzentren, beispielsweise
in Form von emulgierten Fetttropfchen.

Zur qualitativen und quantitativen analytischen Bestim-
mung von Komponenten solcher biologischen Matrices werden
im allgemeinen Reagenzien bzw. Reagenziensysteme einge-
setzt, deren Reaktion mit der jeweiligen Komponente zu
einer physikalisch nachweisbaren Anderung der Reaktions-
lésung, beispielsweise einer Anderung .ihrer Farbe fihrt,
die als MeBgrdBe gemessen werden kann. Durch Kalibration
mit Standardproben bekannter Konzentration wird eine Kor-
relation zwischen den bei unterschiedlichen Konzentra-
tionen gemessenen Werten der MeBgréBe und der jeweiligen
Konzentration bestimmt.

Diese Verfahren ermdglichen zwar Analysen mit hoher Ge-
nauigkeit und Empfindlichkeit, machen es jedoch erforder-
lich, eine flﬁssige Probe, insbesondere eine Blutprobe,
zur Analyse dem Kérper zu entnehmen ("Invasive Analyse").
Diese Probenentnahme ist unangenehm und schmerzhaft und
fiihrt zu einem gewissen Infektionsrisiko.

Dies gilt vor allem, wenn eine Krankheit sehr hdufige
Analysen erforderlich macht. Das wichtigste Beispiel ist
der Diabetes mellitus. Um schwere Folgeerkrankungen und
kritische Zusténde des Patienten zu vermeiden, ist es bei
dieser Krankheit erforderlich, den Glucosegehalt des Blu-
tes sehr hdufig oder sogar kontinuierlich zu bestimmen.

Es sind deshalb bereits eine Vielzahl von Verfahren und
Vorrichtungen vorgeschlagen worden, um Glucose in Blut,
Gewebe oder anderen biologischen Matrices in vivo und
nicht-invasiv zu bestimmen.
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Ein Uberblick iiber physikochemische (reagenzienfreie) Be-
stimmungen von Glucose in vivo wird gegeben in:

J.D. Kruse-Jarres "Physicochemical Determinations of
Glucose in vivo", J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 26
(1988), 201-208. Als nicht-invasive Verfahren werden da-
bei unter anderem die Kernspinresonanz (NMR, nuclear
magnetic resonance), Elektronenspinresonanz (ESR,
electron spin resonance) sowie die Infrarotspektroskopie
genannt. Keines dieser Verfahren hat jedoch bis jetzt
praktische Bedeutung erlangen k&nnen. Teilweise sind ex-
trem grofe und aufwendige Apparaturen erforderlich, die
fir die Routineanalytik oder gar die Selbstkontrolle des
Patienten (home monitoring) véllig ungeeignet sind.

Die Erfindung bezieht sich auf eine Teilgruppe solcher
Verfahren, bei denen Licht von einem Lichtsender durch
eine die biologische Matrix begrenzende Grenzfliche als
Primdrlicht in diese eingestrahlt und aus der biolo-
gischen Matrix durch eine diese begrenzende Grenzfliche
austretendes Licht von einem Lichtempfinger detektiert
wird, um eine durch die Wechselwirkung mit der biolo-
gischen Matrix (ohne Verwendung von Reagenzien) verinder-
liche physikalische Eigenschaft des Lichts zu bestimmen,
die mit der Konzentration von Glucose in der biologischen
Matrix korreliert. Ein solcher Verfahrensschritt wird
nachfolgend als "Detektionsschritt" bezeichnet.

Die in einem Detektionsschritt bestimmte (detektierte)
mit der Glucosekonzentration korrelierende physikalische
Eigenschaft des Lichtes, die man auch als "quantifizier-
barer Parameter" (englisch: quantifiable parameter) be-
zeichnen kann, wird nachfolgend einfachheitshalber als
"MeBgréBe" bezeichnet. Dieser Begriff darf aber nicht da-
hingehend verstanden werden, daB ein bestimmter Betrag
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der MeBgrdBe in einer entsprechenden MaBeinheit gemessen
werden muB.

Da die hier diskutierten Verfahren keine Absolutmessung
der Glucosekonzentration ermdglichen, ist stets (ebenso
wie bei den gebrduchlichen, auf chemischen Reaktionen ba-
sierenden Analyseverfahren) eine Kalibration erforder-
lich. tUblicherweise wird in mindestens einem Kalibrati-
onsschritt, der meBtechnisch in gleicher Weise wie der
Detektionsschritt ausgefiihrt wird, die Glucosekonzentra-
tion an einer biologischen Matrix mit bekannter Glucose-
konzentration bestimmt. Dabei kann die jeweilige Glucose-
konzentration in der biologischen Matrix mit irgendeinem
vorbekannten Verfahren zur Bestimmung der absoluten Kon-

zZzentration der Glucose ermittelt werden.

In einem Auswerteschritt des Analyseverfahrens wird die
Glucosekonzentration aus der Anderung der MeBgroéBe bei
mindestens einem Detektionsschritt im Vergleich zu minde-
stens einem Kalibrationsschritt ermittelt. Der Auswerte-
schritt umfaBft einen Auswertealgorithmus, in dem die Glu-
cosekonzentration in vorbestimmter Weise aus den Ergeb-
nissen von mindestens einem Detektionsschritt und minde-
stens einem Kalibrationsschritt ermittelt wird.

Die Wellenldngen des Lichts, die fiir solche Verfahren
diskutiert werden, liegen allgemein zwischen etwa 300 nm
und mehreren tausend nm, also im Spektralbereich zwischen
dem nahen UV- und infrarotem Licht. Der Begriff "Licht"
darf nicht als Einschridnkung auf den sichtbaren Spektral-
bereich des Lichtes verstanden werden.

Nahezu alle bekannten Verfahren dieser Art basieren auf
den Prinzipien der Spektroskopie. Grundlage ist dabei die
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Wechselwirkung des eingestrahlten Primdrlichtes mit Vi-
brations- und Rotationszustinden der zu analysierenden
Molekiile. Die MeBgrdBfe ist dabei die Lichtintensitidt I,
deren Abnahme durch Absorption in der biologischen Matrix
in Abhdngigkeit von der Wellenlidnge L bestimmt wird. Ub-
licherweise wird die Schwidchung des Lichts als Extinktion
E(L) = 1lg [I(L)/Ip(L)] ausgedriickt, wobei I die Intensi-
tdt des Sekundidrlichtes und I, die Intensitdt des Primir-
lichtes bezeichnen. Um die Anderungen des Spektrums mit
hinreichender Genauigkeit detektieren zu kénnen, muB in
dem Detektionsschritt ein hinreichender breiter Spektral-
bereich mit guter Wellenldngen-Auflésung erfaft werden.
Im allgemeinen wird die Extinktion bei mindestens zwei
Wellenldngen, die sich um mindestens etwa 50 nm unter-
scheiden, mit einer Bandbreite des Lichts von weniger als
5 nm gemessen.

Die Vibrations- und Rotations-Grundzusténde der Glucose
befinden sich im IR-Bereich bei Wellenlingen von mehr als
2500 nm. Sie kdnnen wegen der starken Absorption des in
biologischen Matrices stets in hoher Konzentration gegen-
wdrtigen Wassers nicht fiir die nicht-invasive Analyse von
Glucose verwendet werden. Im Bereich des nahen Infrarot
(NIR) ist die Absorption des Wassers geringer (sogenann-
tes "Wasser-Transmissionsfenster"). Die spektrale Analyse
von Glucose in diesem Bereich basiert auf der Absorption
durch Obertdne (overtones) und Kombinationsschwingungen
der Vibrations- und Rotationsgrundzusténde_des Glucose-
molekiils (vgl. vorstehend zitierter Artikel von
Kruse-Jarres und EP-A-0 426 358).

Die praktische Realisierung eines nicht-invasiven
Glucose-Sensors auf Basis dieser Prinzipien verursacht
auBerordentlich groBe Schwierigkeiten, die vor allem dar-
aus resultieren, daB das Nutzsignal (die Anderung des Ab-
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sorptions-Spektrums in Abhingigkeit von einer Anderung
der Glucosekonzentration) sehr gering ist und diesem
kleinen Nutzsignal ein groBer Hintergrund von Storsigna-
len gegeniibersteht, die insbesondere von der spektralen
Absorption von Wasser und anderen stark absorbierenden
Komponenten (unter anderem dem roten Blutfarbstoff Hamo-
globin) resultieren.

Zur Losung dieses Problems wurden zahlreiche unterschied-
liche Versuche unternommen. Vielfach sollen dabei die
Storeinfliisse durch eine geeignete Wahl der MeBwellen-
ldnge in Verbindung mit einer Differenzmessung eliminiert
werden. Weit verbreitet ist vor allem die "Zwei-Wellen-
ldngen-Spektroskopie", bei der eine erste MeBwellenldnge
so gewdhlt ist, daB die Glucose dort mdéglichst stark ab-
sorbiert, wdhrend eine zweite Wellenldnge als Referenz-

- wellenldnge so gewdhlt ist, daB die Lichtabsorption mdég-
lichst weitgehend unabhdngig von der Glucosekonzentration
ist. Solche oder &@hnliche Verfahren sind beispielsweise
Gegenstand der EP-A-0 160 768, der WO 93/00856 und des
Us-Patentes 5,028,787.

Trotz dieser Bemiihungen ist es bisher nicht gelungen,
einen praktisch funktionsf&higen nicht-invasiven Glucose-
sensor zur Verfiligung zu stellen.

Wesentlich realistischer ist die Mdglichkeit, Substanzen,
die optisch um mehrere GrdBenordnungen stdrker als Glu-
cose absorbieren, mit einem auf den Prinzipien der Spek-
tralanalyse basierenden In-vivo-Sensor zu analysieren.
Das wichtigste Beispiel ist die Bestimmung des Himo-
globins (Hb) bzw. dessen oxidierter Form HbO,. Da diese
Parameter Auskunft iliber den Oxigenierungszustand des Blu-
tes geben, werden solche Sensoren auch als Oximeter be-
zeichnet. Aus der Literatur sind zahlreiche unterschied-
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liche Konstruktionen und Verfahren fiir nicht-invasive
Oximeter bekannt, wobei {iberwiegend mit der Zwei-Wellen-
langen-Spektroskopie gearbeitet wird. Verwiesen sei bei-
spielsweise auf WO 89/01758, EP-A-0 286 142,

EP-A-0 353 619, WO 91/17697 und das US-Patent 5,057,695,

In der europédischen Patentschrift 0 074 428 ist ein Ver-
fahren und eine Vorrichtung zur quantitativen Bestimmung
von Glucose durch Laser-Lichtstreuung beschrieben. Dabei
wird davon ausgegangen, daB die Glucosemolekiile einen
durch die Losung transmittierten Lichtstrahl streuen und
daf sich daraus die Glucosekonzentration ableiten 148t.
Entsprechend dieser Theorie wird die Raumwinkelverteilung
der aus einer Untersuchungskiivette oder einem untersuch-
ten Korperteil austretenden transmittierten Lichtintensi-
tdt als mit der Glucosekonzentration korrelierende Mef-
gréfe verwendet. Insbesondere wird die Intensitit des
transmittierten Lichtes in einenm Winkelbereich, in dem
die Anderung in Abhdngigkeit von der Glucosekonzentration
méglichst groB ist, gemessen und in Beziehung zu der an
dem Zentralstrahl, welcher die Probe in gerader Richtung
durchdringt, gemessenen Intensitit gesetzt.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
flir die analytische Bestimmung von Glucose in einer bio-
logischen Matrix zur Verfiigung zu stellen, welches mit
einfachen Mitteln, reagenzienfrei und nicht-invasiv ar-
beitet und eine gute Analysegenauigkeit, zum Beispiel fiir
die Beobachtung der Anderung der Analytkonzentration
(Verlaufskontrolle) iiber einen ausreichenden Zeitraum,
erméglicht.

Die Aufgabe wird bei einem Verfahren, welches mindestens
einen Detektionsschritt und einen Auswerteschritt im
Sinne der vorstehenden Erlauterungen umfaft, dadurch ge-
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18st, daf als mit der Glucose-Konzentration korrelierende
meBbare Eigenschaft (d.h. als MeBgrdfe im vorstehend er-
lduterten Sinn) ein der Laufzeit des Lichtes innerhalb
der biologischen Matrix zwischen einem definierten Ein-
strahlungsort und einem definierten Detektionsort ent-
sprechender Parameter bestimmt wird. Eine entsprechende
Vorrichtung ist ebenfalls Bestandteil der erfindungsge-

mdBen Problemldsung.

Eine wesentliche Grundlage der Erfindung ist die Erkennt-
nis, daB der mittlere optische Weg von Photonen innerhalb
einer optisch heterogenen biologischen Matrix in iiber-
raschend starkem MaB von der Glucosekonzentration beein-
flupt wird. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde
festgestellt, daf diese Abhdngigkeit grof genug ist, um
die Glucosekonzentration ohne Reagenzien in-vivo mit ver-
tretbarem Aufwand zu bestimmen. Dieser erstaunliche Ef-
fekt 1dBt sich nach dem gegenwdrtigen Kenntnisstand der
Erfinder wie folgt erkléren.

Die Anderung der Glucosekonzentration fiihrt zu einer An-
derung des Brechungsindex der in der biologischen Matrix
enthaltenen Flissigkeit, in der die Glucose geldst ist.
Aus der Anderung des Brechungsindex wiederum resultiert
eine Anderung der Lichtstreuung an den in der Matrix ent-
haltenen Streuzentren. Da die Anderung des Brechungsindex
pro mmol nur etwa 0,002 % betrdgt, ist jeder einzelne
Streuprozef nur in sehr geringem AusmaB von der Glucose-
konzentration abhéngig. Im Rahmen der Erfindung wurde
festgestellt, daB sich dieser extrem kleine Effekt zur
Analyse von Glucose praktisch nutzen 148t, wenn man einen
Parameter, der fiir die Laufzeit von vielfach in der bio-
logischen Matrix gestreuten Photonen charakteristisch
ist, erfaft. Mit anderen Worten ist die mittlere optische
Wegldnge der Photonen (die das Produkt aus der Laufzeit



WO 95/12348 ' . PCT/DE94/01290

und der Lichtgeschwindigkeit in der Matrix ist) infolge
einer Vielzahl von Streuprozessen zwischen Einstrahlungs-
ort und Detektionsort so stark von der Glucosekonzentra-
tion abhédngig, daB ein der Laufzeit der Photonen entspre-
chender Parameter (nachfolgend: "Laufzeit-Parameter") als
Maf fiir die Konzentration der Glucose in der biologischen
Matrix verwendet werden kann.

Als Laufzeit-Parameter in diesem Sinne ist jeder quanti-
fizierbare Parameter des Lichtes anzusehen, der mit der
Laufzeit korreliert und unter den jeweiligen MeBbedingun-
gen liberwiegend von der Laufzeit des Lichtes zwischen
Einstrahlungsort und Detektionsort abhdngt. Das "Be-
stimmen" eines Laufzeit-Parameters erfordert (ebenso wie
bei bisher gebrduchlichen mit der Glucosekonzentration
korrelierenden MeBgrdéRen) keine Absolutmessung. Es ge-
-nligt, wenn als Ergebnis des Detektionsschrittes ein mit
dem Laufzeit-Parameter eindeutig und reproduzierbar kor-
relierendes elektrisches Signal gewonnen wird, welches in
dem Auswerteschritt in Beziehung zu einem auf gleicher
Weise an einer biologischen Matrix mit bekannter Glucose-
konzentration bestimmten Wert des gleichen Laufzeit-Para-
meters'gesetzt werden kann.

GemdB einer ersten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die
Laufzeit direkt bestimmt, indem bei jeder Detektionsmes-
sung ein kurzer Impuls des Primidrlichtes in die biolo-
gische Matrix eingestrahlt und der resultierende an dem
Detektionsort austretende Impuls detektiert wird. Da die
Laufzeit zwischen Einstrahlungsort und Detektionsort sehr
kurz ist (sie liegt in der GrdRenordnung von 10~9 sec)
bedingt dies einen erheblichen meBtechnischen Aufwand.

Bevorzugt ist deswegen eine Verfahrensweise, bei der das
Primdrlicht mit einer Trigerfrequenz moduliert wird, so
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daB sich in der biologischen Matrix Lichtintensitdtswel-
len ausbreiten, deren Wellenldnge dem Quotient aus der
Lichtgeschwindigkeit in der biologischen Matrix und der
Modulationsfrequenz entspricht. Dabei wird die Phasenver-
schiebung des Sekunddrlichtes als Laufzeit-Parameter be-
stimmt. In einem nichtabsorbierenden Medium ist die Lauf-
zeit dt unmittelbar linear von der Phasenverschiebung d#
abhdngig (dt = d%/Q, wobei 0 die Modulationsfrequenz des
Primdrlichtes ist). Unter den praktischen Bedingungen der
vorliegenden Erfindung ist die Dampfung durch Absorption
verhdltnisméBfig gering, so daB diese Bedingung in guter
Néherung gilt.

Um die erforderliche Analysegenauigkeit zu gewdhrleisten
ist eine MeBtechnik erforderlich, die die Bestimmung ex-
trem kleiner Phasenverschiebungen bei hohen Fregquenzen
mit sehr guter Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit er-
laubt. Solche meBtechnischen Verfahren sind bekannt. Sie
werden unter anderem auch fiir analytische Zwecke zur Be-
stimmung der Lebensdauer von fluoreszierenden Farbstoffen
und fiir die zeitaufgeldste Spektroskopie (time resolved
spectroscopy) verwendet.

Die Bestimmung der Lebensdauer von fluoreszierenden Farb-
stoffen ist bei analytischen Verfahren gebriduchlich, die
darauf basieren, den Analyt durch eine spezifische Bin-
dungsreaktion mit einer fluoreszierenden Markierung zu
versehen. Bei einem Teil solcher Verfahren wird die Fluo-
reszenz-Lebensdauer als MeBgrofe bestimmt ("Phasen-
fluorometrie"). Um die sehr kurzen Lebensdauern (in der
GroéBenordnung von weniger als 100 psec.) bestimmen zu
kdnnen, wurden Radiofrequenz (RF, radio frequency)-modu-
lierte Spektrometer entwickelt, die auf Basis einer Modu-
lation des Lichtes mit einer Frequenz zwischen etwa

100 MHz und mehreren GHz arbeiten. Ein wichtiges Beispiel-
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ist das Heterodyn-Verfahren, bei dem das von dem MeRemp-
fanger (Detektor) empfangene Signal mit einem zweiten pe-
riodischen Signal gemischt wird, dessen Frequenz sich von
dem ersten Signal um wenige kHz unterscheidet. Das resul-
tierende Differenzsignal kann verhdltnisméBig einfach mit
einem Lock-in-Verstdrker oder sonstigen schmalbandig se-
lektierenden Verstidrkungsverfahren aufbereitet und gemes-
sen werden. Eine leistungsfdhige Apparatur fiir solche
Messungen ist beschrieben in J.R. Lakowicz et al.: "2-GHz
frequency-domain fluorometer", Rev.Sci.Instrum., 57
(1986), 2499-2506. Ein Verfahren zur Analyse von Glucose
mit Hilfe der Phasenmodulations-Flourometrie ist aus J.R.
Lakowicz und B. Maliwal: "Optical sensing of glucose
using phase-modulation fluorimetry", Analytica Chimica
Acta, 271, (1993) 155-164 bekannt. Es handelt sich dabei
um einen In-vitro-Test, bei dem die Probe in konventio-
neller Weise invasiv entnommen und mit den erforderlichen
Reagenzien, die eine fluoreszierende Markierung enthal-
ten, gemischt werden muB.

Die zeitaufgeldste Spektroskopie als Verfahren zur In-
vivo-Analyse geht auf B. Chance zuriick und wird von dem
Autor vor allem als Weiterentwicklung der Zwei-Wellen-
léngen-Spektroskopie empfohlen (vgl. die US-Patente
4,972,331, 5,119,815, 5,122,974, 5,167,230 und
5,187,672). Die darin gegebenen Beispiele beziehen sich
auf stark absorbierende Substanzen, insbesondere Pigmente
und die oben erwdhnen Oxigenierungsparameter Hb und HbO, .

Es geht dabei um eine L&sung fiir ein grundlegendes Pro-
blem bei der Spektroskopie streuender Medien (wie bei-
spielsweise biologischer Gewebe), ndmlich die Unkenntnis
iiber die optische Wegldnge. Deren Kenntnis ist erforder-
lich, um die gemessenen Absorptionsspektren quantifizie-
ren und die Konzentration eines absorbierenden Stoffes
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berechnen zu kénnen. In einem nichtstreuenden Medium ent-
spricht die optische Weglédnge der Kiivettenlinge. In einem
streuenden Medium ist sie dagegen durch die Vielzahl der
Streuvorgdnge statistisch verteilt. Mittels der zeitauf-
geldsten und der RF-modulierten Spektroskopie ist es még-
lich, die statistisch verteilte mittlere optische Weg-
lédnge im streuenden Medium zu messen bzw. dem jeweiligen
Absorptionswert zuzuordnen.

Eine neue Entwicklung auf diesem Gebiet ist beschrieben

in: A. Duncan et al. "A multiwavelength, wide band, in-

tensity modulated optical spectrometer for near infrared
spectroscopy and imaging", Proc. SPIE 1888 (1993), 248-

257.

Die in den vorstehenden Publikationen beschriebenen Ver-
fahren zur Bestimmung der Laufzeit bzw. der Phasenver-
schiebung als Laufzeit-Parameter eignen sich auch fiir die
vorliegende Erfindung. Hinsichtlich der MeBtechnik kann
deswegen im wesentlichen auf die bekannten und publizier-
ten Verfahren Bezug genommen werden. Die Erfindung unter-
scheidet sich jedoch vor allem dadurch grundlegend von
der zeitaufgeldsten Spektroskopie, daB sie nicht auf der
wellenldngenabhédngigen Absorption des Analyts basiert,
d.h. es handelt sich nicht um ein spektroskopisches Ver-
fahren. Wie nachfolgend dargelegt wird, ist die Absorp-
tion durch die Glucose selbst in optimalen Wellenlidngen-
Bereichen so gering, daB sie die Laufzeit des Lichts in
einer biologischen Matrix nicht meSbar beeinfluBt. Dar-
liber hinaus wird vorzugsweise auBerhalb der unter spek-
troskopischen Gesichtspunkten scheinbar optimalen Wellen-
lédngenbereiche gemessen. Die bei spektroskopischen Ver-
fahren erforderliche Messung bei mindestens zwei scharf
definierten Wellenldngen in einem breiten Spektralbereich
ist bei der Erfindung nicht erforderlich. Vielmehr geniigt
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eine Messung bei einer Wellenlinge ohne aufwendige MaB-

nahmen zur schmalbandigen Selektion (z.B. Filterung) des

Primdr- oder des Sekundidrlichts.

Im

Vergleich zu vorbekannten Verfahren zur nicht-invasi-

ven reagenzienfreien Glucosebestimmung, insbesondere den

Versuchen, die Glucosekonzentration in streuenden biolo-

gischen Matrices spektroskopisch zu bestimmen, bietet die

Erfindung vor allem folgende Vorteile:

Die Bestimmung der Laufzeit-Parameter ist weitgehend

unabhéngig von der absoluten Lichtintensitit des de-
tektierten Sekunddrlichts. Dadurch wirken sich Schwan-
kungen in der optischen Ankopplung des Lichtsenders
bzw. des Lichtempfdngers an die Grenzfliche der Matrix
auf die MeBgenauigkeit praktisch nicht aus.

Die MeBgenauigkeit wird weniger durch Anderungen der
optischen Absorption von stark absorbierenden Stérsub-
stanzen, wie insbesondere des roten Blutfarbstoffes
und des Wassers beeinfluBt. Diese Stdrungen sind von
entscheidender Bedeutung bei spektroskopischen Verfah-
ren. Beispielsweise fiihren bereits kleine Schwankungen
des Blutvolumens in einem untersuchten Gewebe zu so
starken Schwankungen der gemessenen Sekundidrintensi-
tdt, daB dieses Stérsignai um mehrere Grdfenordnungen
grofer als das spektroskopische Nutzsignal ist. Zwar
sind auch die Laufzeit-Parameter nicht v6llig unabh#n-
gig von Anderungen der optischen Absorption in der Ma-
trix, jedoch ist der StdreinfluB geringer. AuBerdem
kann die Wellenlidnge des Primirlichts in Spektral-
bereiche gelegt werden, in denen die Absorption der
Storsubstanzen verhdltnism&fig gering und vor allem
konstant ist.

Die Abhdngigkeit der Laufzeit von der Glucosekonzen-
tration ist so groB , daB schon mit relativ kurzen
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MeBabstdnden zwischen Einstrahlungsort und Detektions-
ort von weniger als 4 cm (vorzugsweise hdchstens 3 cm,
besonders bevorzugt hdchstens 2 cm) in einem Hautge-
webe eine ausreichende Mefgenauigkeit erreichbar ist.
Dies ist von grofer Bedeutung, weil einerseits bei
groBeren MeBabstdnden die Intensitdt des Sekundidr-
lichts so gering wird, daB es mit vertretbarem mef-
technischem Aufwand nicht mehr detektiert werden kann
und weil andererseits in der Haut die Glucosekonzen-
tration vorzugsweise dicht unter der Hautoberfl&che
gemessen werden sollte. Je gréfBer der MeBabstand ist,
desto mehr konzentriert sich die Messung auf tiefere
Gewebeschichten.

Die Erfindung wird im folgenden anhand von in den Figuren
dargestellten Ausfilhrungsbeispielen ndher erliutert; es

zeigen:

Fig. 1 Ein Absorptionsspektrum von Glucose in Wasser
in einem ersten Wellenlingenbereich fiir unter-
schiedliche Glucosekonzentrationen;

Fig. 2 ein Differenz-Absorptionsspektrum von Glucose
in Wasser gegen reines Wasser in einem zweiten
Wellenldngenbereich fiir unterschiedliche Gluco-
sekonzentrationen;

Fig. 3 eine Prinzipdarstellung einer ersten Ausfiih-
rungsform der Erfindung, bei der die Laufzeit
des Lichts direkt bestimmt wird;

Fig. 4 eine graphische Darstellung eines mit einer
Vorrichtung gemdf Figur 3 gemessenen Sekundir-
licht-Impulses;

Fig. 5 eine graphische Darstellung von einer mit einer
Vorrichtung gemdf Figur 3 gemessenen Korrela-
tion zwischen Laufzeit und Glucose-Konzentra-
tion;
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ein Blockschaltbild zur Erliduterung einer zwei-
ten Ausfiihrungsform der Erfindung, bei der die
Phasenverschiebung des Lichts bestimmt wird;
eine graphische Darstellung von einer mit einer
Vorrichtung gemdB Fig. 6 gemessenen Korrelation
zwischen Phasenverschiebung und Glucose-Konzen-
tration;

eine graphische Darstellung von MeBergebnissen
an Gewebe mit dem erfindungsgemiBfen Verfahren
im Vergleich zu einem konventionellen Verfah-
ren;

eine Prinzipdarstellung der Anordnung von Ein-
strahlungs- und Detektionsorten bei einer wei-
teren Ausfiihrungsform der Erfindung zur Bestim-
mung der Phasenverschiebung als Laufzeit-Para-
meter;

eine schematische Aufsicht auf eine biologische
Matrix zur Verdeutlichung der Positionierung
von zwei Einstrahlungsorten und einem Detek-
tionsort bei einer weiteren bevorzugten Aus-
flihrungsform der Erfindung in Verbindung mit
einer graphischen Darstellung zur Verdeutli-
chung des dabei erzielten Effektes;

ein Blockschaltbild einer weiteren Ausfithrungs-
form der Erfindung;

ein Blockschaltbild einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform der Frequenzstabilisierung fiir zwei
Frequenzgeneratoren zur Erzeugung einer kon-
stanten Differenzfrequenz.

Figur 1 zeigt ein Absorptionsspektrum von Glucose in Was-

ser. Aufgetragen ist dabei der dekadische Logarithmus der
Relation aus gemessener Intensitdt und eingestrahlter In-

tensitidt (1lg I/Iy) in Transmission fiir eine Kiivettendicke
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von 1 cm und vier Glucosekonzentrationen, ndmlich 0,1,5
und 10%. Man erkennt, daB sich die Spektren fiir diese
vier Konzentrationen nur in einem kleinen Wellenlingen-
bereich bei etwa 980 nm geringfiigig unterscheiden. Der
maximale Signalunterschied zwischen dem MeBwert von rei-
nem Wasser und der 10%-igen Glucoseldsung bei dieser Wel-
lenldnge ist kleiner als 2 %. Bei anderen Wellenlidngen
ist der Unterschied noch wesentlich geringer. Dabei ist
die in dem Experiment verwendete Variation der Glucose-
konzentration sehr viel grdfer als die reale physiologi-
sche Glucosekonzentration. Bezogen auf eine realistische
Glucosednderung im physiologischen Bereich von 100 mg/dl
entspricht die Anderung bei 980 nm weniger als 0,02 %.
Die Anderung dI/dC des MeBsignals I in Abhingigkeit von
der Glucosekonzentration C wird nachfolgend als "rela-
tiver Signalhub (relativ signal change)" bezeichnet und

- quantitativ in % je 100 mg/dl Anderung der Glucosekon-
Zzentration ausgedriickt.

Figur 2 zeigt ein dhnliches Spektrum im anschlieBenden
Wellenldngenbereich zwischen etwa 1100 nm und 2500 nm. Es
handelt sich dabei um ein Differenzspektrum fiir Glucose-
konzentrationen zwischen 0 und 600 mg/dl gegen reines
Wasser. Negative Werte bedeuten dabei eine im Vergleich
zum reinen Wasser verringerte Absorption. Dabei betrigt
die maximale nutzbare Anderung der Signalintensitit ins-
gesamt weniger als 0,3 %, also im Mittel weniger als

0,05 % je 100 mg/dl Anderung der Glucosekonzentration.

Die Figuren 1 und 2 zeigen insgesamt, daB iiber weite
Spektralbereiche die Abhdngigkeit der optischen Absorp-
tion von der Glucosekonzentration extrem gering ist. Als
Spektralbereiche mit einer "geringen" Abhingigkeit der
Absorption von der Glucosekonzentration werden die Wel-
lenldngenbereiche angesehen, in denen der relative Si-
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gnalhub dI/dC bei einer Transmissionsmessung an einer
klaren Glucoseldsung weniger als 0,01 % je 100 mg/dl An-
derung der Glucosekonzentration betrdgt. Aufgrund der in
den Figuren 1 und 2 dargestellten MeBergebnisse kdnnten
in diesem Spektralbereich am ehesten die Wellenldngen um
etwa 980 nm, 1410 nm, 1890 nm und 2150 nm zur spektrosko-
pischen Analyse der Glucose geeignet sein.

Aus den MeBdaten der Figuren 1 und 2 148t sich ableiten,
daB selbst bei den "spektroskopisch optimalen" Wellenlin-
gen die Absorption einer wdssrigen Glucoseldsung eine so
geringe Abhdngigkeit von der Glucosekonzentration zeigt,
daf durch solche Absorptionsdnderungen verursachte Ande-
rungen der Laufzeit des Lichtes um mehrere Gré&Bfenordnun-
gen zu gering wdren, um praktisch meBbar zu sein. Dies
belegt, daf die im Rahmen der Erfindung festgestellte
Korrelation zwischen der Laufzeit des Lichts in einer
biologischen Matrix und der Glucosekonzentration keines-
falls mit der Absorption durch die Glucose erkldrt werden
kann.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind die in den Fi-
guren 1 und 2 mit rémischen Ziffern bezeichneten Wellen-
lédngenbereiche mit geringer Absorption einer wissrigen
Glucose-Ldsung besonders bevorzugt, nidmlich:

I. 400 bis 600 nm

II. 750 bis 850 nm, vorzugsweise 780 bis 825 nm, be-
sonders bevorzugt 800 bis 805 nm

III. 1050 bis 1350 nm, vorzugsweise zwischen 1200
und 1300 nm und

IV. 1600 bis 1800 nm, vorzugsweise 1630 bis 1770 nm,
besonders bevorzugt 1630 nm bis 1670 nm oder 1730 nm
bis 1770 nm.
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Das Primdrlicht sollte bevorzugt ndherungsweise monochro-
matisch sein. "Monochromatisch" ist dabei im praktischen
Sinne dahingehend zu verstehen, daB der iiberwiegende Teil
der Intensitdt in einem definierten Wellenldngenbereich
mit einem ausgepridgten Maximum emittiert wird, bzw. die
Messung in einem entsprechend begrenzten Wellenldngenbe-
reich erfolgt. Die Halbwertsbreite sollte weniger als

100 nm, bevorzugt weniger als 50 nm betragen. Im Gegen-
satz zu den spektroskopischen Verfahren zur nicht-invasi-
ven Glucose-Analyse kénnen relativ breitbandige Licht-
quellen (mit Halbwertsbreiten gréfBer als 20 nm) wie bei-
spielsweise Leuchtdioden oder andere Halbleiter-Licht-
quellen ohne anschlieBende spektrale Selektion eingesetzt
werden. Hierdurch werden die Kosten fiir die Apparatur er-
heblich verringert. Soweit hier auf "die Wellenldnge" der
Lichtquelle bzw. des Primdrlichts Bezug genommen wird,
bezieht sich diese Aussage auf die Wellenlinge des

Intensitidtsmaximunms.

Im Gegensatz zu den bekannten spektroskopischen Verfahren
ist es ausreichend, wenn der Detektionsschritt bei je-
weils nur einer Wellenldnge durchgefiihrt wird. Die Tatsa-
che, daf das MeBfsignal von der Wellenldnge weitgehend un-
abhdngig ist, ermdglicht es, fiir die Messung solche Wel-
lenléngenbereiche auszuwdhlen, bei denen die Stérungen
durch stark absorbierende Substanzen méglichst gering
sind. In dem Bereich um 802 nm ist die gemessene Intensi-
tdt ndherungsweise unabhdngig von dem Konzentrationsver-
hdltnis zwischen Hb und HbO,, weil diese Substanzen dort
einen isosbestischen Punkt besitzen. Dies gilt auch in
einem breiten isosbestischen Bereich zwischen 1200 und
1300 nm. Zusdtzlich ist in diesem Bereich die Absorption
von Hamoglobin und Wasser etwa gleich grof. Dadurch er-
gibt sich eine besonders gute Unabhdngigkeit der gemesse-
nen Intensitdt von dem Verhidltnis von Hb, HbO, und H,O.
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Im Rahmen der experimentellen Erprobung der Erfindung hat
sich gezeigt, daB verh#ltnismiBig kurze Wellenldngen,
insbesondere zwischen 400 und 600 nm wegen der damit ver-
bundenen verhaltnismaﬁig geringen Eindringtiefe in biolo-
gisches Gewebe besonders vorteilhaft sein k&nnen. Aus ex-
perimentellen Beobachtungen bestehen Anhaltspunkte, daR
dies insbesondere wegen der gleichmédBigeren Verteilung
des Blutes in den obersten Hautschichten und méglicher-
weise auch wegen einer besseren Korrelation der Glucose-
konzentration mit der Blutglucose vorteilhaft ist.
Figur 3 zeigt schematisiert einen experimentellen Aufbau
2ur Messung der Laufzeit an einer lediglich symbolisch
als Rechteck dargestellten biologischen Matrix 10. In
Kontakt mit einer Grenzfldche 11 der biologischen Matrix
10 befindet sich ein MeBkopf 12. Die biologische Matrix

- 10 ist vorzugsweise Hautgewebe, insbesondere an der Fin-
gerbeere, der Oberbauchdecke, dem Nagelbett, der Lippe,
der Zunge oder dem inneren Oberarm des Menschen, wobei in
diesem Fall die Grenzfldiche 11 von der Hautoberfliche ge-
bildet wird. Auch am Gewebe der Skleren kann eine erfin-
dungsgemédfe Analyse vorteilhaft durchgefiihrt werden.

Von einer insgesamt mit 14 bezeichneten Laufzeit-MeBein-
richtung flihren Glasfaser-Lichtleitkabel 15 und 16 zu dem
MeBkopf 12. Das eine Lichtleitkabel 15 dient zum Ein-
strahlen von Licht in die biologische Matrix an einenm
Einstrahlungsort 17 und wird als Sender-Lichtleitkabel
bezeichnet, wdhrend das andere Lichtleitkabel 16 zur De-
tektion von an einem Detektionsort 18 austretendem Licht
dient und deswegen als Detektions-Lichtleitkabe1 bezeich~
net wird. |

Der MeBkopf 12 enthdlt weiterhin Mittel, um die Tempera-
tur der biologischen Matrix 10 in dem MeBbereich zwischen
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dem Einstrahlungsort 17 und dem Detektionsort zu messen
und gemdf einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kon-
stant zu halten. Symbolisch in Figur 3 dargestellt sind
zu diesem Zweck ein zentral angeordneter IR-Temperatur-
sensor 19 und ein ringfdrmiger Widerstands-Heizleiter 20.
Die Heizleistung des Heizleiters 20 wird mit einer nicht
dargestellten Regelung so geregelt, daf die Temperatur in
dem MefSbereich konstant gehalten wird.

Die Laufzeit-MeBeinrichtung besteht im wesentlichen aus
einem modengekoppelten Festkdrperlaser als Lichtquelle
und einer Streak-Kamera als Detektor.

Der Festkdrper-Laser 22 ist im dargestellten Fall ein Ti-
tan-Saphir-Laser, der von einem Argon-Gas-Laser 23 iiber
zwei Umlenkspiegel 24 und 25 optisch gepumpt wird. Man
erhdlt dabei kurze Lichtpulse mit einer Impulsdauer von
etwa 2 ps (2-10‘1zsec) und einer Wiederholungsrate von

82 MHz. Die Wellenldnge des Lichts war bei dem Versuchs-
aufbau zwischen 740 und 900 nm, also im nahen Infrarot-
Bereich, durchstimmbar. Die mittlere Ausgangsleistung des
verwendeten Festkodrper-Lasers lag bei ca. 1 W.

Das Licht des Festkdrper-Lasers 22 wird liber zwei Strahl-
teiler 26,27 in das Sender-Lichtleitkabel 15 eingekop-
pelt. Durch den ersten Strahlteiler 26 wird ein Teil des
Lichts auf eine Photodiode 28 gelenkt, deren Signal zur
Synchronisation der als Detektor verwendeten Streak-Ka-
mera 29 dient.

Von dem zweiten Strahlteiler 27 wird ein weiterer Teil-
strahl zu einer Verzdgerungsstrecke 30 abgelenkt, die im
dargestellten Fall aus einem weiteren Umlenkspiegel 31,
einem 180°-Reflexionsprisma 32 und einem Glasfaser-Licht-
leitkabel 33 zur Verbindung mit der Streak-Kamera 29 be-



WO 95/12348 - - PCT/DE94/01290

21

steht. Somit wird sowohl das iiber die Lichtleitkabel 15
und 16 durch die biologische Matrix 10 geleitete Licht
als auch das iiber die Verzdgerungsstrecke 30 geleitete
Licht in gleicher Weise von der Streak-Kamera 29 gemes-
sen.

Vor der eigentlichen Analysemessung erfolgt eine Justie-
rung der Zeitachse der Laufzeit-MeBeinrichtung 14. Dazu
werden die Enden der Glasfaser-Lichtleitkabel 15,16 aus
dem MeBkopf 12 herausgenommen und dicht zusammengebracht.
Dieser Zustand entspricht einer Laufzeit t=0. Bei der ei-
gentlichen Messung befinden sich die Enden der Lichtleit-
kabel 15 und 16 an dem Einstrahlungsort bzw. dem Detek-
tionsort 18 in einem definierten MeBabstand D auf der
Grenzfldche 11 der biologischen Matrix 10. In diesem Zu-
stand wird die Verzdgerungsstrecke 30 so lange verdndert,
bis in dem zeitlichen Abbildungsfenster der Streak-Kamera
sowohl das iiber die Verzdgerungsstrecke 30 laufende Refe-
renzsignal als auch das iliber die Kabel 15,16 laufende
MeBsignal erfaBt wird. Auf diese Weise kann die Laufzeit
zwischen Einstrahlungsort 17 und Detektionsort 18 mit ei-
ner Genauigkeit von wenigen ps gemessen werden.

Ein typisches Ergebnis einer solchen Messung ist in Figur
4 dargestellt. Es zeigt den zeitlichen Verlauf der an dem
Detektionsort 18 gemessenen Lichtintensitidt, der aus ei-
nem Impuls des Festkdrper-Lasers 22 resultiert. Man er-
kennt, daB der kurze Delta-Impuls des Primirlichts durch
die Mehrfachstreuung in der biologischen Matrix 10 und
die dadurch mégliche Vielzahl von verschieden langen We-
gen von dem Einstrahlungsort zu dem Detektionsort 18
stark verbreitert ist. Die Halbwertsbreite des darge-
stellten Sekunddrlicht-Impulses betrigt ca. 1 ns.
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Aus dem Verlauf des Sekundadrlicht-Impulses 1dRt sich die
mittlere Laufzeit <t> des Lichts zwischen Einstrahlungs-
ort 17 und Detektionsort 18 berechnen, die der mittleren
optischen Wegldnge zwischen diesen beiden Orten ent-
spricht. In Figur 4 ist diese mittlere Laufzeit einge-
zeichnet. Sie betr&dgt in diesem Fall ca. 1,2 nsec.

Figur 5 zeigt die Abhingigkeit der mittleren Laufzeit <t>
in ps von der Glucosekonzentration in mmol. Dabei wurde
als Experimentalmodell einer biologischen Matrix eine
Suspension von Latex-Partikeln (Durchmesser ca. 2,5 um)
in Wasser verwendet, der ein IR-Farbstoff zugesetzt
wurde. Die Konzentration der Partikel und des Farbstoffs
wurden dabei so gewdhlt, daB Absorptions- und Streukoef-
fizient etwa den fiir Gewebe typischen Werten entsprachen.
Der MeBabstand D zwischen Einstrahlungsort 17 und Detek-
tionsort 18 betrug ca. 15 mm.

Figur 5 zeigt deutlich, daB die mittlere Laufzeit <t> mit
zunehmender Glucosekonzentration abnimmt. Obwohl dieser
Effekt verhdltnismédBig klein ist, kann er mit guter Ge-
nauigkeit bestimmt werden. Dabei ist im Vergleich zur in-
vivo-Analyseverfahren fiir Glucose, die auf der Messung
einer Lichtintensitdt basieren, ein besonderer Vorteil
darin zu sehen, daB der MeBparameter Laufzeit eine we-
sentlich geringere Abhdngigkeit von einer reproduzierba-
ren Einkopplung bzw. Auskopplung des Lichts am Einstrah-
lungsort- bzw. Auskopplung des Lichts am Einstrahlungs-
bzw. Detektionsort zeigt.

Figur 6 zeigt beispielhaft als Blockschaltbild den Aufbau
einer Einrichtung 38 zur Messung der Phasenverschiebung
(PhasenmeBeinrichtung). Das MeBprinzip (Heterodyn-Verfah-
ren) wird auch bei der Phasenfluorometrie angewendet.
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Ein Frequenzgenerator 40 erzeugt eine hochfreguente peri-
odische Schwingung, mit der iiber eine Verstidrkerschaltung
(Treiberstufe) 40a ein Lichtsender 43, beispielsweise
eine Leuchtdiode, angesteuert wird. Dadurch wird das von
dem Lichtsender 43 ausgehende Primdrlicht mit einer hoch-
frequenten Frequenz f; moduliert, die als Trédgerfrequenz
bezeichnet wird. Die Frequenz sollte mehr als 50 MHz,
vorzugsweise mehr als 200 MHz, besonders bevorzugt mehr
als 500 MHz betragen. Das Licht des Lichtsenders 43 wird
ebenso wie bei der Ausfiihrungsform gemdf Figur 3 iiber ein
erstes Glasfaser-Lichtleitkabel 15 an einem Einstrah-
lungsort 17 als Primdrlicht in die biologische Matrix 10
eingestrahlt. Die durch die Bauteile 40, 40a, 43 und 15
gebildeten Lichteinstrahlungsmittel 42 kénnen auch in an-
derer Weise realisiert sein. Diverse Mdglichkeiten sind
aus den eingangs diskutierten und zahlreichen weiteren
Publikationen bekannt.

Das an einem Detektionsort 18 aus der biologischen Matrix
10 austretende Licht wird mit Detektionsmitteln 48 detek-
tiert, die bei der dargestellten Ausfiihrungsform ein De-
tektionslichtleitkabel 16 einschliefen, durch das das Se-
kundédrlicht an einen Lichtempfinger (Detektor) 44 iiber-
tragen wird. Der Lichtempfidnger erzeugt ein der Lichtin-
tensitdt entsprechendes elektrisches Ausgangssignal, das
einem Signalmischer 45 zugefiihrt wird. An dem Signalmi-
scher 45 liegt gleichzeitig das Ausgangssignal eines
zweiten Frequenzgenerators 41 an, der mit dem Frequenzge-
nerator 40 synchronisiert ist und dessen Ausgangsfrequenz
f, sich nur geringfligig (beispielsweise um f£,=1 kHz) von
der Frequenz f, des ersten Frequenzgenerators 40 unter-
scheidet. Die Differenz-Frequenz f, ist so gewdhlt, daB
sie einen Lock-in-Verstédrker problemlos synchronisiert
und das Eigenrauschen der erforderlichen Vorverstirker
gering ist.
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Das Ausgangssignal des Mischer 45 liegt am Eingang eines
Lock-in-Verstédrkers 46 an. Als Referenzsignal erhilt der
Lock-in-Verstédrker 46 das unmittelbare Mischsignal der
Frequenzgeneratoren 40 und 41, deren Ausgangssignale iiber
einen zweiten Mischer 47 gemischt werden.

Der Lock-in-Verstédrker 46 erzeugt zwei Ausgangssignale,
die dem Realteil bzw. dem Imagindrteil des periodischen
MeBsignals entsprechen. Daraus lassen sich die Phasendif-
ferenz, die AC-Amplitude und die DC-Amplitude, jeweils
bezogen auf das Referenzsignal, berechnen. Die Phasenmef-
einrichtung kann auch in anderer Weise realisiert sein.
Zahlreiche Varianten elektronischer Schaltungen zur Mes-
sung einer solchen Phasenverschiebung sind bekannt und
kénnen auch bei der vorliegenden Erfindung eingesetzt
werden. Insofern wird insbesondere auf die weiter oben
genannten Publikationen zur Phasenfluorometrie und zur
zeitaufgeldsten Spektroskopie Bezug genommen.

Die Phasenverschiebung des an dem Detektionsort 18 gemes-
senen Sekunddrlichts in Relation zu dem an dem Einstrah-
lungsort 17 eingestrahlten Primdrlicht ist ein MaB fiir
die Laufzeit des Lichts in der biologischen Matrix und
somit ein MaB fiir die Glucosekonzentration. Zur Durchfiih-
rung des zur Berechnung der Glucosekonzentration erfor-
derlichen Auswerteschrittes (d.h. zur Ausfiihrung eines
Auswertealgorithmus) sind Auswertemittel 50, zweckmiBi-
gerweise in Form eines Mikrocomputers, vorgesehen.

Figur 7 zeigt MeBergebnisse, die mit einer MeBapparatur
mit dem prinzipiellen Aufbau gem#B Figur 6 gewonnen wur-
den. Untersucht wurde eine Suspension von Fetttropfchen
in Wasser (Intralipid), welche sich in einer Kiivette mit
einer Dicke von 25 mm befand. Die Messung erfolgte in
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Transmission, wobei die Lichtleitfasern fiir die Einstrah-
lung des Primdrlichts und die Detektion des Sekunddr-
lichts auf gegeniiberliegenden Seiten der Kiivette unmit-
telbar auf die Kiivettenwand aufgesetzt wurden.

Dargestellt ist das Verhalten der Phasenverschiebung als
Funktion der Glucosekonzentration fiir eine MeBwellenlédnge
L=690 nm. Die Phasenverschiebung entspricht dem negativen
Produkt aus der Kreisfrequenz der Modulation 2 und der
Anderung der Laufzeit 6t und ist deshalb als -0t be-
zeichnet. Die in Figur 7 dargestellte Zunahme dieser MefR-
grdfe entspricht somit einer Abnahme der Laufzeit, steht
also im Einklang mit dem in Figur 5 dargestellten MeBer-
gebnis.

Figur 8 zeigt Ergebnisse der Analyse von Glucose in Ge-
webe mit Hilfe des erfindungsgemiBen Verfahrens. Darge-
stellt ist einerseits der Verlauf der Glucosekonzentra-
tion C (rechte Ordinate, schwarze Punkte, Kurve A) und
andererseits der Verlauf der Phasenverschiebung P (linke
Ordinate, Kurve B) iiber die Zeit t in Minuten. Dabei wur-
den die MeBwerte der Kurve A konventionell invasiv durch
Entnahme von Blutproben und Analyse mit einem Teststrei-
fen-Analysesystem bestimmt, wdhrend die Kurve B mit dem
erfindungsgemdfen Verfahren gemessen wurde. Man erkennt,
daB das erfindungsgemdBe Verfahren mit den konventionel-
len Messungen gut korreliert. Durch zeitliche Mittelwert-
bildung k&nnen die in Figur 8 erkennbaren kurzzeitigen
Schwankungen reduziert werden.

Zur Bestimmung der absoluten Glucosekonzentration ist bei
jeder Ausfiihrungsform der Erfindung eine Kalibration er-
forderlich, bei der gleichartige Detektionsschritte an
einer biologischen Matrix mit bekannter Glucosekonzentra—v
tion ausgefiihrt werden. Durch solche Kalibrationsmessun-
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gen gewinnt man in {iblicher Weise eine Kalibrationskurve,
die die funktionale Abhingigkeit der Glucosekonzentration
von dem Laufzeit-Parameter beschreibt. Bei einem geraden

Verlauf der Kalibrationskurve sind im Regelfall zwei Ka-

librations-Detektionsmessungen bei zwei unterschiedlichen
Glucosekonzentrationen erforderlich. Bei einem gekriimmten
Verlauf wird eine grdBere Anzahl von Kalibrationsmessun-

gen durchgefiihrt.

Ein Vorteil der Phasenverschiebung (als "indirekter"
Laufzeit-Parameter) im Vergleich zu der unmittelbaren Be-
stimmung der Laufzeit liegt, wie erwdhnt, darin, daf mit
einem wesentlich geringeren meBtechnischen Aufwand eine
ausreichende Genauigkeit erreicht werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise
zusdtzlich zu der Phasenverschiebung die Wechselstromam-
plitude (AC-Amplitude) des Sekundirlichts bestimmt und in
dem Auswerteschritt zur Ermittlung der Glucosekonzentra-
tion verwendet. Die Messung der AC-Amplitude des Sekun-
ddrlichts (in Relation zu der AC-Amplitude des Primir-
lichts) ist leicht in Kombination mit der Phasenverschie-
bung méglich. Dies wurde im Zusammenhang mit Figur 6 be-
schrieben und gilt auch fiir andere bekannte MeBverfahren.

Weiterhin kann auch die GréBe des Gleichstrom-Signalan-
teils (d.h. die DC-Amplitude) des Sekundirlichts in Rela-
tion zu der DC-Amplitude des Primidrlichts bei solchen
Messungen bestimmt werden. GemiB einer weiteren bevorzug-
ten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die gemessene DC-
Komponente des Sekunddrlichts (in Relation zu der DC-Kom-
ponente des Primdrlichts) in dem Auswerteschritt zu-
sdtzlich zu der Phasenverschiebung zur Bestimmung der
Glucosekonzentration verwendet.
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Wenn eine Mehrzahl von MefgréB8en, wie beispielsweise Pha-
senverschiebung und AC oder Phasenverschiebung und DC
verwendet werden, um einen einzigen Konzentrationswert
der Glucose zu bestimmen, muB selbstverstindlich in dem
Auswerteschritt ein Algorithmus verwendet werden, der ge-
eignet ist, eine Mehrzahl von Eingangsvariablen
(Phasenverschiebung, AC, DC) mit einer Ausgangsvariablen
(Glucosekonzentration C) zu verkniipfen.

Im einfachsten Fall kann ein solcher Algorithmus eine
fest vorgegebene mathematische Operation einschliefen,
durch die aus den gemessenen Eingangsvariablen ein Zwi-
schenwert abgeleitet wird. Der Zwischenwert kann als MeR-
ergebnis R bezeichnet werden. Dieses MeRergebnis R kann
dann in der iiblichen Weise durch Kalibration mit der Glu-
cosekonzentration C verkniipft werden, wobei mindestens
zwei, vorzugsweise jedoch mehrere Standardproben mit be-
kannter Glucosekonzentration gemessen werden.

In jlingerer Zeit werden in zunehmendem Umfang mathema-
tisch aufwendigere Verfahren eingesetzt, um in der Analy-
setechnik die Korrelation zwischen den MeBgréBen (Ein-
gangsvariablen) und der gesuchten Konzentration (Aus-
gangsvariablen) zu verbessern und dadurch eine héhere
Analysegenauigkeit zu erreichen. Hierzu gehdren iterative
Methoden zur optimalen Beschreibung der Relation von Ein-
gangsvariablen und Ausgangsvariablen. Multilineare und
nichtlineare Algorithmen kénnen verwendet werden, um meh-
rere Faktoren miteinander zu verkniipfen, die fiir die Aus-
wertung der analytischen Messungen erforderlich sind.
Diese Vorgehensweise ist auch bei der vorliegenden Erfin-
dung méglich und kann zur Verkniipfung der MeBgroBen Pha-
senverschiebung, AC und DC mit der Konzentration verwen-
det werden. Daneben ermdglichen diese Verfahren, weitere
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EinfluBfaktoren (wie beispielsweise die Temperatur am
MeBort) zusdtzlich zu beriicksichtigen.

Wie erwdhnt, kann es besonders bevorzugt sein, mit einer
im Vergleich zur vorbekannten Verfahren auBerordentlich
hohen Frequenz von mehr als 500 MHz zu messen. Dies ist
im Rahmen der Erfindung vor allem deshalb vorteilhaft,
weil dadurch eine geringe Eindringtiefe des Lichtweges
zwischen Einstrahlungsort und Detektionsort erreicht wird
und somit gezielt die Glucosekonzentration in den ober-
sten Hautschichten gemessen werden kann.

Zur Verbesserung der Genauigkeit kann es zweckmidBig sein,
das Primdrlicht mit mehreren unterschiedlichen Tragerfre-
quenzen zu modulieren und dabei jeweils die Phasenver-
schiebung als Laufzeit-Parameter zu bestimmen.

Die geometrischen Bedingungen hinsichtlich der Abmessun-
gen des Einstrahlungsortes 17 und des Detektionsortes 18,
hinsichtlich der Anordnung dieser Orte auf der Grenzflid-
che 11 der biologischen Matrix 10 und insbesondere hin-
sichtlich des MeBabstandes D kdnnen im Einzelfall empi-
risch festgelegt werden. Dabei sind folgende Grundrégeln

Z2u beachten.

Die Begriffe "Einstrahlungsort" und "Detektionsort" sind
geometrisch verstehen, ndmlich als der Teilbereich der
Grenzfldche einer biologischen Matrix, an dem Lichtstrah-
len, die bei dem jeweiligen Detektionsschritt fiir den er-
mittelten Laufzeit-Parameter bestimmend sind, durch die
Grenzfldche hindurchtreten. Soweit nachfolgend Angaben
liber Distanzen zwischen Einstrahlungsort und Detektions-
ort gemacht werden, beziehen sich diese auf die Mitte des
jeweiligen Einstrahlungsortes bzw. Detektionsortes, je-
weils betrachtet in Richtung des Abstandes (d.h. der
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kiirzesten Verbindung) zwischen Einstrahlungsort und De-
tektionsort.

Un die Laufzeit mit guter Aufldsung einem bestimmten MeBR-
abstand zuordnen zu kénnen, sollte die Dimension des Ein-
strahlungsortes und des Detektionsortes in Richtung des
genannten Abstandes nicht zu groB sein. Vorzugsweise be-
trédgt sie weniger als 2 mm, besonders bevorzugt weniger
als 1 mm.

Um die fiir den erfindungsgeméBen Effekt erforderliche
Vielfachstreuung des Lichts in der biologischen Matrix zu
gewdhrleisten, miissen der Einstrahlungsort und der Detek-
tionsort relativ zueinander so angeordnet sein, daB das
Licht auf dem Weg zwischen Einstrahlungsort und Detekti-
onsort vielfach gestreut worden ist. Dies 1&8t sich durch
eine ausreichende Linge des MeBabstandes gewdhrleisten.
Typischerweise liegt die mittlere freie Weglinge von Pho-
tonen in Gewebe oder Blut zwischen etwa 0,01 mm und

0,1 mm. Der Lichtweg innerhalb der biologischen Matrix
ist stets ldnger als die direkte Verbindung 2zwischen Ein-
strahlungsort und Detektionsort. Demzufolge ist schon bei
einem MeBabstand von wenigen Millimetern die "Vielfach-
streuungsbedingung" gewdhrleistet.

Um eine mdglichst groBe Abhd#ngigkeit des MeBsignals von
der Glucosekonzentration zu erhalten, sollte der MeBab-
stand zwischen dem Einstrahlungsort und dem Detektionsort
méglichst groB sein. Oberhalb einer im Einzelfall experi-
mentell zu bestimmenden Grenze wird jedoch durch die ab-
nehmende Intensitdt des Sekunddrlichts das Signal/Rausch-
verhdltnis schlecht. Vorzugsweise sollte deswegen der
MeBabstand kleiner als 4 cm, bevorzugt kleiner als 3 cm,
besonders bevorzugt kleiner als 2 cm sein. Diese MeBab-
sténde sind deutlich kleiner als die Abst#nde, die im
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Rahmen der zeitaufgeldsten Spektroskopie diskutiert wer-
den. Auch hierdurch wird der in Relation zu bekannten
Verfahren auBerordentlich starke Effekt der vorliegenden
Erfindung verdeutlicht. Obwohl bei der zeitaufgel&sten
Spektroskopie der Oximetrie-Parameter die Lichtabsorption
des Analyten um mehrere Grdfenordnungen étérker ist, wer-
den dort die groBen MeBabst&dnde fiir erforderlich ge-
halten, um eine ausreichend groBe Abhingigkeit der Pha-
senverschiebung von der Anélyt-Konzentration zZu er-
reichen. Die Tatsache, daB bei der erfindungsgemiBen Glu-
cosebestimmung trotz der um mehrere GréBenordnungen ge-
ringeren Absorption der Glucose das MeBsignal gréfer ist,
zeigt, daB der vorliegenden Erfindung ein vdllig anderer
Wechselwirkungs-Mechanismus zwischen dem Licht und der
biologischen Matrix zugrunde liegt.

Zur Optimierung der MeBgenauigkeit kann es besonders vor-
teilhaft sein, den mit der Glucosekonzentration korrelie-
renden Laufzeit-Parameter bei mehreren unterschiedlichen
MeBabstdnden zwischen Einstrahlungsort und Detektionsort
zu bestimmen. Die dadurch ermittelte funktionale Abhin-
gigkeit der Laufzeit des Lichts (bei gleicher Wellen-
linge) von dem MeBabstand zwischen Einstfahlungsort und
Detektionsort kann in dem Auswerteschritt vorteilhaft zur
Ermittlung der Glucosekonzentration verwendet werden.

Wenn diese funktionale Abhidngigkeit von dem MeRabstand
nicht nur fiir die Phasenverschiebung, sondern auch fiir
andere MeBgr&fen gemessen wird, wie insbesondere die Ac-
und/oder DC-Amplitude (des Sekundirlichts im Vergleich zu
dem Primdrlicht), kann eine erhebliche Menge an MeRdaten
zur Korrelation mit der Glucosekonzentration verwendet
werden. In solchen Fdllen ist es besonders sinnvoll, die
zuvor erwdhnten numerischen mathematischen Methoden in
dem Auswerteschritt einzusetzen. Insbesondere kann ein
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multivariater Regressionsalgorithmus, wie beispielsweise
PLS oder ein lernfdhiges (Computer-)System (neuronales
Netz) verwendet werden.

Figur 9 dient zur Verdeutlichung einer weiteren bevorzug-
ten Ausfiihrungsform, bei der das Primdrlicht in dem De-
tektionsschritt gleichzeitig an zwei verschiedenen Ein-
strahlungsorten 17a,17b eingestrahlt wird. Dabei iiberla-
gern sich die in der Figur symbolisch dargestellten in
der biologischen Matrix propagierenden Lichtintensit&its-
wellen 51,52. Bei geeigneter Wahl der Versuchsbedingun-
gen, die im folgenden n#her erlidutert werden, kann mit
einer solchen Anordnung an einem zwischen den Einstrah-
lungsorten 17a und 17b befindlichen Detektionsort 18 die
Anderung einer MefgréBe des detektierten Lichtes festge-
stellt werden, die besonders empfindlich von Unterschie-
den der Laufzeit des Lichtes zwischen den beiden Ein-
strahlungsorten 17a,17b und dem dazwischen angeordneten
Detektionsort 18 abhéngt.

Der Effekt, der der bevorzugten Anordnung gemi#B Figur 9
zugrunde liegt, wird anhand von Figur 10 erliutert. Zu-
ndchst muB klargestellt werden, daB es sich um eine Uber-
lagerung von Lichtintensititswellen und nicht etwa um die
Interferenz von Lichtwellen handelt. Die Wellenlidnge der
Intensitédtswellen entspricht dem Quotienten aus der Pha-
sengeschwindigkeit der Welle im Medium und der Modula-
tionsfrequenz und 1&Bt sich auf etwa 0,1 m abschitzen.

Unm die gewlinschte hohe Nachweisempfindlichkeit zu errei-
chen, wird die Intensitdt, Modulationstiefe und Phasen-
lage des an den Einstrahlungsorten 17a und 17b einge-
strahlten Primdrlichts so aufeinander abgestimmt, daB® in
der Umgebung des Detektionsortes eine minimale AC- Ampli-
tude und eine maximale Abhdngigkeit des gemessenen Si-
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gnals als Funktion einer Anderung des Detektionsortes zu
beobachten ist. Figur 10 zeigt in der oberen Hidlfte eine
graphische Darstellung des aus der Uberlagerung re-
sultierenden AC-Signalanteils fiir den Fall, daB zwei Ein-
strahlungsorte in gleichen MeBabstidnden D von +2 cm bzw.
-2 cm von einem in der Mitte dazwischen angeordneten
Detektionsort 18 angeordnet sind. Eine solche Anordnung
ist in der unteren Hilfte von Figur 10 dargestellt.

Bei gleichem Abstand und gleicher Intensitiét der Licht-
quellen ist die genannte Bedingung erfiillt, wenn das Pri-
midrlicht an den Einstrahlungsorten 17c und 17d etwa ge-
genphasig (d.h. mit 180° Phasenverschiebung) moduliert
wird.

Wenn sich bei einer solchen Anordnung der mittlere Licht-
weg zwischen einem der Einstrahlungsorte und dem Detekti-
onsort stdrker &ndert als zwischen dem anderen Einstrah-
lungsort und dem gleichen Detektionsort, so wird auch der
Bereich des Phasensprungs verschoben. Diese Verschiebung
1ld8t sich wesentlich empfindlicher als bei einer Anord-
nung mit nur einem Einstrahlungsort nachweisen, wenn sich
der Detektionsort in dem steilen Bereich der Kurve gemif
Figur 10 befindet.

Zum Nachweis der Konzentration der Glucose 1#Bt sich die-
ser Effekt nutzen, wenn ﬁnderungen der Glucose-Konzentra-
tion den Lichtweg auf der einen Seite der Anordnung stédr-
ker beeinflussen als auf der anderen Seite. Diese Bedin-
gung 1laBt sich dadurch erfiillen, daB sich der MeRabstand
D1 zwischen dem ersten Einstrahlungsort und dem Detekti-
onsort von dem MeBabstand D2 zwischen dem zweiten Ein-
strahlungsort und dem Detektionsort unterscheidet, wie
dies in Figur 12 dargestellt ist. Alternativ kann man im
Falle der Untersuchung eines Gewebes die Plazierung des
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MeBkopfes auf der Gewebeoberfldche (und somit der Ein-
strahlungsorte und des Detektionsortes) so wdhlen, daB
auf dem Lichtweg zwischen dem ersten Einstrahlungsort und
dem Detektionsort ein gréBeres Blutgefdf liegt, wihrend
sich zwischen dem zweiten Einstrahlungsort und dem Detek-
tionsort kein vergleichbar groBes BlutgefiB befindet. In
diesem Fall kann auch mit gleichen Abstinden zwischen
Einstrahlungsort und Detektionsort auf beiden Seiten der
Anordnung (wie in Figur 10 dargestellt) gearbeitet wer-
den.

Zur Nutzung des anhand der Figuren 9 und 10 erliuterten
Effekts muB sich der Detektionsort in dem Sinne
"zwischen" den Einstrahlungsorten befinden, daB er inner-
halb der Grenzgeraden 52,53 liegt, die senkrecht zu der
Verbindungslinie 54 beider Einstrahlungsorte 17c,17d
durch diese verlaufen. Bevorzugt liegt der Detektionsort
in der Nachbarschaft der Verbindungsgeraden 54 und jeden-
falls innerhalb eines Grenzkreises 55, der durch beide
Einstrahlungsorte verliduft. Auch bei unterschiedlichen
MeBabstédnden D1,D2 betrdgt die Phasendifferenz der Modu-
lation des an den beiden Einstrahlungsorten 17a,17b ein-
gestrahlten Primdrlichts niherungsweise 180°.

Wie erldutert kdénnen die bei der Erfindung zur Ermittlung
der Glucosekonzentration bestimmten MeBgr&Ren mit bekann-
ten meBtechnischen Verfahren gemessen werden. Bei der
praktischen Realisierung der Erfindung sind jedoch eine
Reihe schwieriger Randbedingungen zu beachten.

Einerseits sind die Genauigkeitsanforderungen sehr hoch.
Beispielsweise muB die Phasenverschiebung zwischen dem
eingestrahlten Primdrlicht und dem detektierten Sekundir-
licht mit einer Genauigkeit von typischerweise 0,1° bei
einer Frequenz in der Gréfenordnung von 100 MHz gemessen
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werden. Dabei muf der Phasenwinkel mit Integrationszeiten
von einigen Minuten driftfrei iiber die gesamte MeBzeit
(zumindest liber mehrere Stunden) gleichbleiben.

Als Lichtsender werden vorzugsweise Halbleiterlichtsender
wie Leuchtdioden oder Laserdioden eingesetzt. Aus der da-
mit erzielbaren geringen Intensitdt des Primirlichts re-
sultiert eine sehr geringe Empfangsleistung an dem Licht-
empfanger in der GroéBenordnung von nW (10~° Watt).

Das fiir die erfindungsgem#Be Glucoseanalyse verwendete
Gerdt soll méglichst klein, kompakt und kostengiinstig
sein. Die meBtechnischen Anforderungen sollen deswegen
méglichst ohne teure Spezialbauteile erfiillt werden.

Um die mit diesen Randbedingungen verbundenen Probleme zu
16sen, werden im Rahmen der Erfindung vorzugsweise die
nachfolgend erdrterten MaBnahmen einzeln oder in Kombina-
tion miteinander verwendet.

Eine erste Besonderheit der iﬁ Figur 11 dargestellten
Phasenmefeinrichtung 38 besteht darin, daB die beiden
Frequenzgeneratoren 40, 41, die Treiberstufe 40a und die
Primdrlichtquelle 43 (bevorzugt eine Laserdiode) in einem
elektromagnetisch isolierenden Gehduse 52 angeordnet
sind. Die elektromagnetische Isolierung des Gehiuses 53
erstreckt sich auch auf die Herausfiihrung des Primir-
lichtes. Der Lichtleiter 15 wird durch einen fiir die
elektromagnetische Hochfrequenzstrahlung praktisch un-
durchlédssigen Kanal (elektronische Falle, electronic
pitfall) 54 aus dem Gehduse 52 herausgefiihrt. Damit wird
erreicht, daB die im Inneren des Gehiuses 52 efzeugte
Hochfrequenzleistung (die im Dauerbetrieb in der Gr&Ben-
ordnung von 10 mW liegt und im Impulsbetrieb einige Watt
erreichen kann) die hochempfindliche Phasenmessung nicht
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stort. Die Unterbringung der genannten Bauteile in einem
elektromagnetisch isolierenden Gehduse (beispielsweise
einem vdllstandig geschlossenen Metallkasten) ist in die-
sem Sinne besonders vorteilhaft. Zumindest sollte die
Treiberstufe 40a und die Primdrlichtquelle 43, vorzugs-
weise auch der diese ansteuernde Frequenzgenerator 40
elektromagnetisch abgeschirmt sein.

Eine zweite Besonderheit der in Figur 11 dargestellten
PhasenmeBeinrichtung 38, die auch bei der Messung anderer
Laufzeitparameter vorteilhaft verwendet werden kann, ist
darin zu sehen, daf ein Referenzlichtweg 56 vorgesehen
ist, durch den das von der Prim#rlichtquelle 43 erzeugte
Licht alternativ zu einem Probenlichtweg 63, der den
durch die biologische Matrix 10 fiihrenden MeBlichtweg 62
einschlieft, zu dem gleichen Lichtempfinger 44 gelangen
kann. Der Referenzlichtweg 56 weist in der dargestellten
Ausfiihrungsform eine optische Verzdgerungsstrecke 58
(beispielsweise realisiert als Lichtleiter aus Lichtleit-
fasern) und einen optischen Abschwicher 60 auf. Diese
Elemente sind so dimensioniert, daR der Referenzlichtweg
56 an den Probenlichtweg 63 angepaft ist, wobei die
Schwdchung und Verzdgerung des Lichts auf dem Proben-
lichtweg im wesentlichen durch den MeBlichtweg 62 inner-
halb der biologischen Matrix bestimmt ist. Die Anpassung
bedeutet, daB sowohl die Intensitidt als auch die Laufzeit
des von der Primdrlichtquelle 43 ausgehenden und auf ei-
nem der Lichtwege 56, 63 zu dem Lichtempfinger 44 gelan-
genden Lichts m8glichst &hnlich sein soll. Vorzugsweise
wird die Abschwédchung und Verzdgerung in dem Referenz-
lichtweg 56 auf die in der Praxis bei dem gegebenen MeB-
lichtweg 62 unter MeBbedingungen vorkommenden mittleren
Werte eingestellt. Hinsichtlich der Lichtintensitit

o

sollte die entsprechende Abweichung hdchstens +/- 50
betragen. Die Verzdgerung auf dem Referenzlichtweg 56
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sollte an die Verzdgerung auf dem Probenlichtweg 62 so-
weit angeglichen sein, daB die Phasenverschiebung auf
beiden Wegen sich um maximal +/- 15°, bevorzugt +/- 5°,
unterscheidet. Nach vorliegenden experimentellen Ergeb-
nissen erfordert die Anpassung der Lichtwege eine Verzo-
gerungsstrecke 58, die etwa viermal so grof wie der geo-
metrische Abstand (Mefabstand) von Einstrahlungsort 17
und Detektionsort 18 ist. Die Verzdgerungsstrecke ist da-
bei definiert durch die Differenz der Ldnge des Referenz-
lichtweges 56 im Vergleich zu dem auBerhalb der Probe
verlaufenden Teil des Probenlichtweges 63 (d.h. Proben-
lichtweg 63 abziiglich MeBlichtweg 62).

Der Referenzlichtweg 56 kann mit verhdltnism&Big ein-
fachen Mitteln hochstabil aufgebaut werden. Dadurch kann
hinsichtlich der durch Anderungen der Glucosekonzentra-
tion verursachten Anderungen der Laufzeit mit relativ
einfachen und damit kostenglinstigen Mitteln eine erhdhte
Empfindlichkeit erreicht werden. Wichtig ist dabei, daB
der Probenlichtweg 63 und der Referenzlichtweg 56 auf op-
tischem Wege auf den gleichen Lichtempfinger 44 umschalt-
bar sind. Dies ist in der dargestellten Ausfiihrungsform
mit Hilfe eines LCD-optischen Schalters 61 und einer

Linse 65 realisiert.

Wenn der Laufzeitparameter (insbesondere die Phasenver-
schiebung) und gegebenenfalls auch die AC-Amplitude und
die DC-Amplitude bei mehreren unterschiedlichen MeBab-
stdnden zwischen Einstrahlungsort 17 und Detektionsort 18
bestimmt werden sollen, kann dies grundsitzlich durch Be-
wegung der den Einstrahlungsort 17 und/oder den Detekti-
onsort 18 bestimmenden Bauteile entlang der Grenzfliche
11 der biologischen Matrix 10 geschehen. Bevorzugt ist
jedoch eine Vorrichtung ohne bewegliche Teile. In Figur
11 ist eine Ausfihrungsform gestrichelt dargestellt, bei

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 81)
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der ein im Vergleich zu dem MeBabstand D1 kleinerer MeB-
abstand D2 mit einem entsprechenden Meflichtweg 62' da-
durch realisiert ist, daf das an dem Detektionsort 18'
austretende Licht auf einem weiteren Probenlichtweg 63
(zweckmdfigerweise mit Hilfe einer Lichtleitfaser) denm
gleichen LCD-optischen Umschalter 61 zugefiihrt ist. Da-
durch kann die gleiche Phasenmefvorrichtung 38 verwendet
werden, um die MeBgrdBen, Phasendifferenz (P), AC-Ampli-
tude und DC-Amplitude fiir unterschiedliche MeRBabst&dnde
und (bei Realisierung der hier diskutierten bevorzugten
Ausfihrungsform) einen optischen Referenzlichtweg 56 zu

bestimmen.

Eine dritte Besonderheit der in Figur 11 dargestellten
Ausfiihrungsform besteht darin, daB der Signalweg 64 zwi-
schen dem Lichtempfdnger 44 und dem Signalmischer 45
minimiert ist. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde
erkannt, daf die Empfindlichkeit der Lichtdetektion durch
diese MaBnahme positiv beeinfluft wird. Ein mdglichst
kurzer Signalweg auf dem Abschnitt zwischen den Bauele-
menten 44 und 45 fithrt zu einer geringen Leitungskapazi-
tdt. Dadurch ist es mbglich, trotz der erforderlichen ho-
hen Frequenzen mit einer verhdltnism&Big hohen Impedanz
des Mischers beziehungsweise eines diesem vorgeschalteten
Signalvorverstdrkers zu arbeiten, was wiederum hinsicht-
lich der Signalstdrke bei gegebenem Strom der Photodiode
vorteilhaft ist. Die nutzbare Empfindlichkeit des an sich
einfachen und damit kostenglinstigen Halbleiter-Photoemp-
fédngers kann somit durch eine einfache MaBnahme erheblich

erhéht werden.

Vorzugsweise betrdgt der Signalweg zwischen Lichtempfén-
ger 44 und Mischer 45 weniger als 1 cm. Besonders bevor-
zugt ist der Lichtempfinger 44 und der Signalmischer 45

gemeinsam auf dem gleichen Halbleitersubstrat integriert.

BERICHTIGTES BLATT (REGEL &1)
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Dabei sind mehrere unterschiedliche schaltungstechnische
Realisierungen vorteilhaft. Es kann ein Verstirker mit
nachgeschaltetem Mischer (z.B. einem "balanced mixer")
eingesetzt werden. Es kann ein FET-Mischer verwendet wer-
den, an dessen Gate der Lichtempfidnger 54 direkt angekop-
pelt ist. SchlieBlich kann eine als Photoempfanger ver-
wendete Photodiode selbst Bestandteil des Mischers 45
sein. Beispielsweise kann bei einem balanced mixer eine
Diode durch die Photodiode ersetzt werden.

Der Lichtempfidnger 44 ist besonders bevorzugt eine
Avalanche-Photodiode. Eine insbesondere in Verbindung mit
einervAvalance-Photodiode bevorzugte Mdglichkeit besteht
darin, die Empfindlichkeit des Lichtempfédngers 44 unmit-
telbar mit der Frequenz f, 2u modulieren. Dies kann im
Falle eines Photomulitpliers dadurch geschehen, daB f, an
dessen Dynode angelegt wird. Im Falle eines Halbleiter-
Lichtempféngers kann dessen Versorgungsspannung mit £,
moduliert werden. Dadurch werden die Funktionen des
Lichtempféngers 44 und des Mischers 45 in einem Bauteil
kombiniert.

Die Genauigkeit der Phasenmessung mit einer PhasenmeBein-
richtung, die nach dem Heterodyn-Prinzip arbeitet, ist
wesentlich davon abhingig, daB die Differenzfrequenz f,
zwischen den beiden Frequenzgeneratoren (£1, £5) 40 und
41 ("Kreuzkorrelationsfrequenz") iiber die MeBzeit kon-
stant bleibt. Da andererseits f, (beispielsweise 1 KHz)
nur einen kleinen Bruchteil der Absolutfrequenzen der
Frequenzgeneratoren 40, 41 (beispielsweise 100,00 MHz und
100,001 MHz) ausmacht, miiBten in den Frequenzgeneratoren
40, 41 hochstabile und deswegen aufwendige Oszillatoren
eingesetzt werden.
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GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
wird statt dessen die Differenzfrequenz f, von einem Dif-
ferenzfrequenzgenerator 66 vorgegeben und die Frequenz
des zweiten MeBfrequenzgenerators f, auf Basis der vorge-
gebenen Differenzfrequenz so geregelt, daB der zweite
Frequenzgenerator 41 Frequenzschwankungen des ersten Fre-
quenzgenerators 40 mit konstanter Differenzfrequenz
folgt.

Bei der Ausfiihrungsform gemi#B Figur 12 ist dies dadurch
realisiert, daB die Frequenzen f; und f, der Generatoren
40, 41 an den Eingédngen eines Signalmischers 67 anliegen,
an dessen Ausgang die jeweils aktuelle Differenzfrequenz
fo+ erzeugt wird. Diese wird als Ist-Signal einer Regel-
einheit 68 zugefiihrt, welcher andererseits das Signal des
Differenzfrequenzgenerators 66 als Sollwert zugefiihrt
wird. Die Regeleinheit 68 vergleicht das Ist-signal £,
mit dem Sollsignal f, und erzeugt ein Korrektursignal k,
welches einem der beiden Frequenzgeneratoren, in der Fi-
gur dem Frequenzgenerator 41 zugefiihrt wird, um dessen
Frequenz f, so zu regeln, daB die Differenz zwischen £,
und f, exakt der vorgegebenen Differenzfrequenz f, ent-
spricht. Die Regelung erfolgt bevorzugt in bekannter
Weise mit dem PLL-Prinzip.

Die anhand der Figuren 11 und 12 erliuterten meBtech-
nischen Besonderheiten sind auch fiir andere Aufgaben, bei
denen MeBgrdBen wie die Phasendifferenz P, die AC-2Ampli-
tude und die DC-Amplitude an einem streuenden Medium ge-
messen werden sollen, um dessen Lichttransporteigenschaf-
ten zu bestimmen, vorteilhaft verwendbar.
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Anspriiche

1. Verfahren zur analytischen Bestimmung der Konzentra-
tion von Glucose in einer biologischen Matrix, bei
welchem

in einem Detektionsschritt Licht von einem Lichtsen-
der durch eine die biologische Matrix begrenzende
Grenzfldche als Primdrlicht in diese eingestrahlt und
aus der biologischen Matrix durch eine diese begren-
zende Grenzfldche austretendes Licht von einem Licht-
empfénger detektiert wird, um eine durch die Wechsel-
wirkung mit der biologischen Matrix verinderliche
mefbare physikalische Eigenschaft des Lichtes zu be-
stimmen, die mit der Konzentration von Glucose in der
biologischen Matrix korreliert und

in einem Auswerteschritt die Glucosekonzentration auf
Basis der Anderung der bei mindestens einem Detekti-
onsschritt bestimmten physikalischen Eigenschaft des
Lichts im Vergleich zu einer Kalibration ermittelt
wird,

dadurch gekennzeichnet, daB

in dem Detektionsschritt als mit der Glucose-Konzen-
tration korrelierende meBbare Eigenschaft ein der
Laufzeit des Lichtes innerhalb der biologischen Ma-
trix zwischen einem definierten Einstrahlungsort und
einem definierten Detektionsort entsprechender Para-
meter bestimmt wird.
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB der MeBabstand zwischen dem Einstrahlungsort und
dem Detektionsort kleiner als 4 cm, bevorzugt kleiner
als 3 cm und besondere bevorzugt kleiner als 2 cm
ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daf der der Laufzeit des
Lichtes entsprechende Parameter bei mehreren unter-
schiedlichen MeBabstdnden zwischen Einstrahlungsort
und Detektionsort bestimmt und in dem Auswerteschritt
die Abhédngigkeit der Laufzeit des Lichtes von dem
Mefabstand zur Ermittlung der Glucosekonzentration
verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daBf in dem Detektionsschritt
zur direkten Bestimmung der Laufzeit ein kurzer Im-

puls des Primdrlichtes in die biologische Matrix ein-

gestrahlt und der resultierende an dem Detektionsort
austretende Impuls detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
daB die Dauer des kurzen Impulses des Primirlichtes
weniger als eine 1lns, vorzugsweise weniger als 100ps,
besonders bevorzugt weniger als 20ps, betragt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, daf in dem Detektionsschritt das Pri-
mdrlicht mit einer hochfrequenten Trigerfrequenz mo-
duliert und die Phasenverschiebung des Sekundirlichts
gegeniiber dem Primdrlicht als der Laufzeit entspre-
chender Parameter bestimmt wird.
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Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
daB in dem Detektionsschritt die Anderung der AC-Am-
plitude der Modulation des Sekunddrlichtes in Rela-
tion zu der AC-Amplitude der Modulation des Primir-
lichtes bestimmt und zus#tzlich zu der Phasenver-
schiebung in dem Auswerteschritt zur Ermittlung der
Glucosekonzentration verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 6 oder 7, dadurch
gekennzeichnet, daB in dem Detektionsschritt die An-
dérung der DC-Amplitude des Sekundidrlichtes in Rela-
tion zu der DC-Amplitude des Primdrlichtes bestimmt
und zusdtzlich zu der Phasenverschiebung in dem Aus-
werteschritt zur Ermittlung der Glucosekonzentration
verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB die Tridgerfrequenz mehr als
50 MHz, bevorzugt mehr als 200 MHz betrigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, daB in dem mindestens einen Detekti-
onsschritt das Primdrlicht mit mehreren unterschied-
lichen Trédgerfrequenzen moduliert und jeweils die
Phasenverschiebung des Sekunddrlichtes gegeniiber dem
Primdrlicht zur Bestimmung der mittleren optischen
Wegldnge gemessen wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, daB in dem mindestens einen Detekti-
onsschritt das Primdrlicht gleichzeitig an zwei ver-
schiedenen Einstrahlungsorten so eingestrahlt wird,
daB sich die von den beiden Einstrahlungsorten ausge-
henden, in der biologischen Matrix propagierenden
Lichtintensit&dtswellen iliberlagern und eine von der
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Laufzeit des Lichts zwischen den Einstrahlungsorten
und einem definierten Detektionsort abhdngige aus der
ﬁberlagerung resultierende Anderung des an dem defi-
nierten Detektionsort detektierten Lichtes als der
Laufzeit entsprechender Parameter in dem Deté%tions-
schritt bestimmt und in dem Auswerteschritt zur Er-
mittlung der Glucosekonzentration verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daB die relative Phasenlage und die relative Intensi-
tdt des an den beiden verschiedenen Einstrahlungsor-
ten eingestrahlten Primdrlichtes so eingestellt ist,
daB die an dem Detektionsort detektierte Anderung in

Abhdngigkeit von der Glucosekonzentration maximal
ist.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daB die Phasenlage der Modulation des an den beiden
unterschiedlichen Einstrahlungsorten eingestrahlten
Primdrlichtes sich um ungefihr 180° unterscheidet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, daB der Detektionsort zwischen zwei
jeweils durch einen der Einstrahlungsorte und senk-
recht zu der Verbindungsgeraden beider Einstrahlungs-
orte verlaufenden Grenzgeraden liegt.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
daB der Detektionsort innerhalb eines Grenzkrei;es
liegt, der durch beide Einstrahlungsorte verl&duft.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 15, dadurch
gekennzeichnet, daB die beiden verschiedenen Ein-
strahlungsorte ungleiche MeBabstidnde zu dem Detekti-
onsort haben.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 16, wobei
die biologische Matrix ein Gewebe eines Sdugers ein-
schlieBlich des Menschen ist, dadurch gekennzeichnet,
daB einer der Einstrahlungsorte so gewdhlt ist, daB
auf dem Lichtweg zu dem Detektionsort ein gréBeres
Blutgefdf liegt, und der zweite Einstrahlungsort so
gewdhlt ist, daB auf dem Lichtweg zu dem Detektions-
ort kein vergleichbar groBes Blutgefdf liegt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die Wellenldnge des Pri-
mdrlichts zwischen 400 nm und 2500 nm liegt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die Wellenlinge des Pri-
mdrlichtes in einem Bereich gewdhlt ist, in dem die
Absorption einer wédssrigen Glucoseldsung eine geringe
Abhdngigkeit von der Glucosekonzentration zeigt.

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet,
daB die Wellenldnge des Primdrlichts zwischen 750 und
850 nm, vorzugsweise zwischen 780 und 825 nm, beson-
ders bevorzugt zwischen 800 und 805 nm, liegt.

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet,
daB die Wellenldnge des Primdrlichts zwischen 1150
und 1350 nm, vorzugsweise zwischen 1200 und 1300 nm,
liegt.

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet,
daB die Wellenldnge des Primdrlichtes zwischen 1600
und 1800 nm, vorzugsweise 2zwischen 1630 und 1770 nm,
besonders bevorzugt zwischen 1630 nm und 1670 nm oder
1730 nm und 1770 nm liegt.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die Temperatur an dem De-
tektionsort vorzugsweise beriihrungslos gemessen und
in dem Auswertealgorithmus berilicksichtigt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die Temperatur an dem De-
tektionsort konstant gehalten wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daf die biologische Matrix
eine biologische Fliissigkeit, insbesondere Blut, ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die biologische Matrix
ein biologisches Gewebe ist.

Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet,
daf das biologische Gewebe Hautgewebe, insbesondere
an der Fingerbeere, der Oberbauchdecke, dem Nagel-

bett, der Lippe, der Zunge oder dem inneren Oberarm
des Menschen oder des Gewebe der Skleren ist.

Vorrichtung zur Bestimmung der Konzentration von Glu-
cose in einer biologischen Matrix, insbesondere zur
Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der vorherge-
henden Anspriiche, mit

~einem zum Anlegen an eine Grenzfliche der biologi~-

schen Matrix vorgesehenen MeBkopf (12),

Einstrahlungsmitteln (42) mit einem Primirlichtsender
(43) zum Einstrahlen von Primidrlicht in die biologi~
sche Matfix (10) durch eine diese begrenzende Grenz-
flache (11),
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Detektionsmitteln (48) zum Detektieren von aus der
biologischen Matrix (10) durch eine diese begrenzende
Grenzfldche (11) austretendem Sekundirlicht und zur
Bestimmung einer durch die Wechselwirkung des Lichts
mit der biologischen Matrix (10) verdnderlichen phy-
sikalischen Eigenschaft des Lichts, die mit der Kon-
zentration von Glucose in der biologischen Matrix
(10) korreliert und

Auswertemitteln (50) zur Ermittlung der Glucosekon-
zentration aus der bestimmten physikalischen Eigen-
schaft des Lichtes,

dadurch gekennzeichnet, das

die Detektionsmittel (48) Mittel (14,38) zur Messung
eines der Laufzeit des Lichtes auf einem MeBlichtweg
(62) innerhalb der biologischen Matrix (10) zwischen
einem definierten Einstrahlungsort (17) und einem de-
finierten Detektionsort (18) entsprechenden Parame-
ters als mit der Glucosekonzentration korrelierende
physikalische Eigenschaft des Lichtes einschlieBen.

Vorrichtung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet,
daB

die Einstrahlungsmittel (42) einen MeBfrequenzgenera-
tor (40) und eine Treiberstufe (40a) zur Steuerung
der Primdrlichtquelle (43) einschlieBen, wodurch das
Primdrlicht mit einer hochfrequenten Trédgerfrequenz
moduliert ist und

die Mittel zur Messung eines der Laufzeit des Lichtes
in der biologischen Matrix entsprechenden Parameters
eine PhasenmeBeinrichtung (45,46,47) einschlieBen, um
die Phasenverschiebung des Sekundirlichtes gegeniiber
dem Primirlicht als mit der Laufzeit des Lichtes kor-
relierenden Parameter zu bestimmen.
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Vorrichtung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet,
daB die Phasenmefeinrichtung (38) Mittel zur Bestim-

mung der AC-Amplitude des Sekunddrlichtes in Relation
zu der AC-Amplitude des Primdrlichtes einschlieft.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 29 oder 30, da-
durch gekennzeichnet, daB die Phasenmefeinrichtung
(38) Mittel zur Bestimmung der DC-Amplitude des Se-
kundédrlichtes in Relation zu der DC-Amplitude des
Primdrlichtes einschlieft.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 29 bis 31, da-
durch gekennzeichnet, daf die Treiberstufe (40a) und
die Primérlichtquelle (43) in einem elektromagnetisch
isolierenden Gehduse angeordnet sind.

Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet,

.da auch der MeBfrequenzgenerator (40) in einem elek-

tromagnetisch isolierenden Gehduse (52) angeordnet
ist. |

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 32 oder 33, da-
durch gekennzeichnet, daf die PhasenmeBeinrichtung
(38) einen zweiten Frequenzgenerator (41) ein-
schlieft, der ebenfalls in einem elektromagnetisch
isolierenden Geh&duse (52) angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 29 bis 34, da-
durch gekennzeichnet, daB die PhasenmeBeinrichtung
(38) einen Signalmischer (45) aufweist, dem das Aus-
gangssignal des Lichtempfdngers (44) zugefiihrt wird
und der. Signalweg (64) zwischen dem Lichtempfinger
(44) und dem Signalmischer (45) minimiert ist.
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Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet,
daf der Lichtempfédnger (44) und der Signalmischer
(45) gemeinsam auf dem gleichen Halbleitersubstrat
integriert sind.

Vorrichtung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet,

‘daB der Signalmischer (45) ein FET-Mischer ist und

der Lichtempfédnger (44) direkt an das Gate des FET-
Mischers angekoppelt ist.

Vorrichtung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet,
daf der Lichtempfédnger (44) eine Photodiode ist und
die Photodiode ein Bestandteil des Signalmischers
(45) ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 28 bis 38, da-
durch gekennzeichnet, daB die Mittel zur Messung ei-
nes der Laufzeit des Lichts auf dem MeBlichtweg (62)
innerhalb der biologischen Matrix entsprechenden Pa-
rameters eine optische Referenzlichtstrecke (56) ein-
schlieBen, die hinsichtlich der Lichtlaufzeit und der
Lichtintensitdtsschwdchung an den MeBlichtweg (62)
angepaft ist, wobei das MeBlicht zwischen einem den
MeBlichtweg (62) einschlieBenden Probenlichtweg (63)
und dem Referenzlichtweg (56) optisch umschaltbar
ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 29 bis 39, da-
durch gekennzeichnet, daB die PhasenmeBeinrichtung
(38) einen ersten und einen zweiten mit konstanter
Differenz oszillierenden MeBfrequenzgenerator (40,41)
aufweist, wobei die Differenzfrequenz zwischen den
Frequenzen des ersten Frequenzgenerators (40) und des
zweiten Frequenzgenerators (41) von einem Differenz-
frequenzgenerator (66) vorgegeben und die Frequenz
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des zweiten MeBfrequenzgenerators (41) auf Basis der
vorgegebenen Differenzfrequenz so geregelt wird, daB
der zweite Frequenzgenerator (41) Frequenzschwankun-
gen des ersten Frequenzgenerators (40) mit konstanter
Differenzfrequenz folgt.
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