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Verfahren und System zum Bestimmen der Konzentration von Sub-

stanzen in Koérperflissigkeiten

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und
ein System zum Bestimmen der Konzentration von Substanzen in
Korperfliissigkeiten, insbesondere von Stdrsubstanzen wie Bi-
lirubin, Hamoglobin und Lipiden in Blutserum- und Blutplas-

maproben.

Zahlreiche Nachweis- und Analyseverfahren zur Bestimmung phy-
siologischer Parameter in Korperflissigkeitsproben beruhen
auf photometrischen Messprinzipien. Photometrische Verfahren
ermbglichen den gualitativen und quantitativen Nachweis von

Analyten in fliissigen Proben.

Die Bestimmung klinisch relevanter Parameter, wie zum Bei-
spiel der Konzentration oder der Aktivitat eines Analyten er-
folgt vielfach, indem ein Aliquot einer Korperfliissigkeit ei-
nes Patienten mit einem oder mehreren Testreagenzien in vitro
vermischt wird, wodurch eine biochemische Reaktion in Gang
gesetzt wird, die eine messbare Veranderung einer optischen
Eigenschaft des Testansatzes bewirkt. Die Photometrie unter-
sucht und nutzt die Schwachung eines Lichtstroms beim Durch-
tritt durch ein absorbierendes und/oder streuendes Medium. Je
nach Art der ausgeldsten biochemischen oder biophysikalischen
Reaktion kommen unterschiedliche photometrische Messverfahren
zum Einsatz, die die Messung eines triben fliissigen Testan-

satzes ermdglichen.

Hierzu kodonnen turbidimetrische Verfahren eingesetzt werden,
bei denen die Tribung beziehungsweise die optische Dichte ei-
ner L&sung oder Suspension anhand der Lichtschwachung oder
Extinktion eines direkt durch die Suspension hindurch treten-

den Lichtstrahls gemessen wird.

Die Intensitdt des Lichtstrahls nimmt beim Durchtritt durch

eine Messzelle beziehungsweise Klvette, die eine flissige
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Probe enthdlt, ab. Die Verluste kdnnen durch Interaktionen
des Lichtstrahls mit der in der Messzelle befindlichen Probe,
beispielsweise durch Absorptions-, Diffraktions-, Streuungs-
und/oder Reflexionseffekte beeinflusst werden. Im Allgemeinen
kéonnen Diffraktions-, Beugungs- und Reflexionseffekte ver-
nachlassigt beziehungsweise durch Referenzmessungen ausgegli-
chen werden, so dass hauptsédchlich die Absorption zur Schwa-

chung des Lichtstrahls beitragt.

Photometrische Konzentrationsbestimmungen beruhen daher auf
einer gesetzmaligen Abhangigkeit der Extinktion beziehungs-
weise Absorption von der Konzentration der geldsten Stoffe

und der Schichtdicke der Messzelle bei einer bestimmten Wel-
lenlange des eingestrahlten Lichts. Diesen Zusammenhang be-

schreibt das Lambert-Beersche Gesetz:

E(A)=—log(I/I))=¢(A)-c-d (1)

wobel E(A) die von der Wellenldnge A des Lichtstrahls abhan-
gige Extinktion, I die Lichtintensitdt nach Durchtritt durch
die Probe, I, die Lichtintensitd&t wvor Durchtritt durch die
Probe, ¢ (M) der wellenlangenabhdngige molare Extinktionskoef-
fizient eines durchstrahlten Stoffes, ¢ die molare Konzentra-
tion des durchstrahlten Stoffes und d die durch den Licht-
strahl durchstrahlte Schichtdicke, beispielsweise der Mess-

zelle ist.

Anhand der Extinktion E(A) einer Probe l&dsst sich die Kon-
zentration einer Substanz in einer Losung ermitteln. Dazu ist
es erforderlich, dass zuvor die Extinktion mindestens einer
Standardlésung bekannter Konzentration bestimmt wurde. Da
sich die Extinktion proportional zur Konzentration verhalt,
kann mittels Kalibration durch Extinktionsmessungen mehrerer
Standardldsungen bekannter Konzentrationen die Konzentration

einer geldsten Substanz ermittelt werden.
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Die Extinktion einer Probe hangt jedoch nicht nur von der
Konzentration der zu bestimmenden Substanz selbst ab, sondern
auch von der Art der Probenmatrix. Die Extinktionen verschie-
dener Substanzen verhalten sich in einem Gemisch additiv, so-
fern die Substanzen nicht untereinander wechselwirken. Kor-
perfliissigkeiten, wie beispielsweise Blutplasma oder Rlutse-
rum sind jeweils komplexe Gemische und enthalten neben dem zu
bestimmenden Analyten eine Vielzahl weiterer Substanzen, die

die Gesamtabsorption der Probe beeinflussen.

Korperfliissigkeitsproben konnen jedoch in Einzelfdllen abnor-
mal hohe Konzentrationen einer oder mehrerer intrinsischer,
also kdrpereigener Substanzen enthalten, die sich bei Uber-
schreitung einer tolerablen Konzentration in photometrischen
Detektionsverfahren als stdrend erweisen und sich zu einem

systematischen Fehler auswirken kdnnen.

Probleme bereiten bekanntermalen hadmolytische, ikterische
und/oder lipamische Serum- oder Plasmaproben, die Uber abnor-
mal hohe Hamoglobin-, Bilirubin- und/oder Lipid-
Konzentrationen verfiigen. Abnormal hohe Konzentrationen die-
ser interferierenden Substanzen kdnnen durch einen pathologi-
schen Zustand des Patienten oder aber durch eine unsachgemialie
Probengewinnung oder -lagerung verursacht werden. Werden sol-
che Proben einem photometrischen Verfahren unterworfen, das
der Bestimmung eines analytischen, diagnostisch relevanten
Parameters dient, besteht die Gefahr einer Fehlbestimmung die
gegebenfalls eine Fehldiagnose und schlimmstenfalls eine
Fehlbehandlung des Patienten zur Folge haben kann. Die praa-
nalytische Identifikation hédmolytischer, ikterischer sowie
lipdmischer Proben ist also zur Vermeidung von fehlerhaften

Analyseergebnissen von besonderer Wichtigkeit.

Es besteht daher ein Bedarf an Verfahren zur Ermittlung der
spektrometrischen Auswirkungen stdrender Substanzen in Kor-

perfliissigkeitsproben.
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In EP-A1-1059522, US 4,263,512, US 2009/0009750 Al und

US 2010/0174491 Al sind verschiedene Verfahren zur Bestimmung
von Bilirubin, Hamoglobin und Lipiden in Plasma- oder Serum-
proben beschrieben. In der EP-A1-1059522 wird beispielsweise
die nach Abzug der Extinktion durch Hamoglobin und Bilirubin
verbleibende Extinktion, die insbesondere auch die durch Li-
pide verursachte Extinktion enthalt, lokal linear approxi-

miert.

Auch das letztgenannte Verfahren hat jedoch den Nachteil,
dass gerade eine vergleichsweise hohe Lipidkonzentration die
Bestimmung von Bilirubin und Hamoglobin in derselben Probe

beeinflussen und somit die Messwerte verfalschen kann.

Der vorliegenden Erfindung liegt demnach die Aufgabe zugrun-
de, ein Verfahren zur spektrophotometrischen Bestimmung meh-
rerer Substanzen in einer Koérperfliissigkeitsprobe bereit zu
stellen, das auch in Korperflissigkeitsproben mit hohen Li-
pidkonzentrationen eine zuverladssige Bestimmung anderer Sub-
stanzen, wie beispielsweise Hamoglobin und Rilirubin, ermdg-

licht.

Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgemale Verfahren ge-
lost.

Eine Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung besteht in
einem Verfahren zum Bestimmen der Konzentrationen von Sub-
stanzen in einer Koérperflissigkeitsprobe, mit den Schritten
des Durchstrahlens einer Lipide und eine zweite und gegebe-
nenfalls eine dritte Substanz enthaltenden Korperfliissig-
keitsprobe mit einem Lichtstrahl bei einer Vielzahl wvon
Lichtwellenlangen und des Erfassens einer Vielzahl von Mess-
werten der Extinktion der Korperfliissigkeitsprobe bei der
Vielzahl von Wellenlangen, des Berechnens einer potenzfunkti-

onalen Naherungskurve der Form

E(A)=p-1°
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fir die Extinktion der Lipide (L) auf der Basis eines ersten
Messwerts durch Bestimmung des Faktors p bei vorbestimmtem
Exponenten g bei einer ersten Wellenlange, bei der die nicht
durch Lipide verursachte Extinktion vernachlédssigbar ist, und
des Bestimmens eines ersten Naherungswerts der Konzentration
der zweiten Substanz auf der Basis eines zweiten Messwerts

und Werten der Naherungskurve bei einer zweiten Wellenlange.

GemalB einer vorteilhaften Ausfiithrungsform umfasst das Verfah-
ren weiterhin die Schritte des Berechnens eines Extinktions-
werts bei einer dritten Wellenldnge auf der Basis des ersten
Naherungswerts und Werten der Nadherungskurve, des Ermittelns
einer Abweichung des berechneten Extinktionswerts von einem
dritten Messwert bei der dritten Wellenldnge, des Korrigie-
rens der Naherungskurve auf der Basis der ermittelten Abwei-
chung, und des Korrigierens des ersten Naherungswerts auf der
Basis des zweiten Messwerts und Werten der korrigierten Nahe-

rungskurve.

Gemall einer weiteren vorteilhaften Ausfihrungsform kann die
Korperfliissigkeitsprobe weiterhin eine dritte Substanz ent-
halten, und es konnen weiterhin die Schritte des Bestimmens
eines zweiten Nadherungswerts der Konzentration einer dritten
Substanz auf der Basis des zweiten Messwerts und Werten der
Naherungskurve bei einer zweiten Wellenldnge sowie eines
vierten Messwerts und Werten der Ndherungskurve bei einer
vierten Wellenlédnge, und des Korrigierens des zweiten Nahe-
rungswerts auf der Basis des zweiten Messwerts, des vierten
Messwerts und Werten der korrigierten Naherungskurve, wobei
der Extinktionswert zusatzlich auf der Basis des zweiten Na-

herungswertes berechnet wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform kdénnen die Schritte des
Berechnens des Extinktionswerts, des Ermittelns der Abwei-
chung und des Korrigierens der Na&herungskurve, des ersten Na-

herungswerts und des zweiten Naherungswerts so lange iteriert
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werden, bis die Abweichung unterhalb eines vorbestimmten

Schwellwerts liegt.

Vorteilhafterweise kann die Korperfliissigkeitsprobe Blutserum
oder Blutplasma umfassen. Weiterhin ist es vorteilhaft, aber
nicht notwendig, wenn die zweite Substanz Hamoglobin und die

dritte Substanz Bilirubin umfasst.

GemalB einer bevorzugten Ausfithrungsform liegt die erste Wel-
lenlange im Bereich zwischen 610 nm und 650 nm, die zweite
Wellenldnge im Bereich zwischen 410 nm und 420 nm, die dritte
Wellenlange im Bereich zwischen 360 nm und 370 nm und die

vierte Wellenldange im Bereich zwischen 465 nm und 475 nm.

Gemal einer vorteilhaften Ausfiithrungsform betragt der vorbe-
stimmte Schwellwert 0,01 E.

Vorteilhafterweise kann das Korrigieren der Nadherungskurve
derart erfolgen, dass der erste Messwert auf der Naherungs-

kurve liegt.

Gemal einer vorteilhaften Ausfihrungsform kann das Durch-
strahlen der Korperflissigkeitsprobe mithilfe von Laser- oder
Leuchtdioden und das Erfassen der Vielzahl von Messwerten

mithilfe eines photometrischen Sensors erfolgen.

Die vorliegende Erfindung schafft in einer weiteren Ausfih-
rungsform ein System, z.B. ein Analysegerat, zum Bestimmen
der Konzentrationen von Substanzen in einer Korperfliissig-
keitsprobe, mit einer Messeinrichtung, welche dazu ausgelegt
ist, Lipide und zweite Substanzen enthaltende Korperfliissig-
keitsprobe mit einem Lichtstrahl bei einer Vielzahl wvon
Lichtwellenlangen zu durchstrahlen, und eine Vielzahl wvon
Messwerten der Extinktion der Korperfliissigkeitsprobe bei der
Vielzahl von Wellenldngen zu erfassen, und einer Berechnungs-
einrichtung, welche dazu ausgelegt ist, eine potenzfunktio-

nielle Naherungskurve der Form
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E(A)=p-1°

fir die Extinktion der Lipide (L) auf der Basis eines ersten
Messwerts durch Bestimmung des Faktors p bei vorbestimmtem
Exponenten g bei einer ersten Wellenlange, bei der die nicht
durch Lipide verursachte Extinktion vernachlédssigbar ist, zu
berechnen, einen ersten Nadherungswert der Konzentration der
zweiten Substanz auf der Basis eines zweiten Messwerts und
Werten der Naherungskurve bei einer zweiten Wellenlange zu
bestimmen, und einen Extinktionswert beili einer dritten Wel-
lenlange auf der Basis des ersten Naherungswerts und Werten

der Naherungskurve zu berechnen.

Vorteilhafterweise ist die Berechnungseinrichtung weiter dazu
ausgelegt, eine Abweichung des berechneten Extinktionswerts

von einem dritten Messwert bei der dritten Wellenldnge zu er-
mitteln, die Nadherungskurve auf der Basis der ermittelten Ab-
weichung zu korrigieren und den ersten Nd&herungswert auf der
Basis des zweiten Messwerts und Werten der korrigierten Nahe-

rungskurve zu korrigieren.

Vorteilhafterweise kann die Messeinrichtung Laser- oder
Leuchtdioden und eine photometrische Sensoreinrichtung auf-

welsen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform kann die Berechnungsein-
richtung weiterhin dazu ausgelegt sein, einen zweiten Nahe-
rungswert der Konzentration einer dritten Substanz auf der
Basis des zweiten Messwerts und Werten der Naherungskurve bei
einer zweiten Wellenldnge sowie eines vierten Messwerts und
Werten der Naherungskurve bei einer vierten Wellenlange zu
bestimmen, und den zweiten Nadherungswert auf der Basis des
zweiten Messwerts und Werten der korrigierten Naherungskurve
zu korrigieren, wobei der Extinktionswert zusatzlich auf der

Basis des zweiten Nadherungswertes berechnet wird.
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Weitere Modifikationen und Variationen ergeben sich aus den

Merkmalen der abhdngigen Anspriiche.

Kurze Beschreibung der Figuren

Verschiedene Ausfiihrungsformen und Ausgestaltungen der vor-

liegenden Erfindung werden nun in Bezug auf die beiliegenden

Zeichnungen genauer beschrieben.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

1

zeigt eine schematische Darstellung eines Diagramms
mit Extinktionskurven von Lipiden gemal einer Ausfiih-

rungsform der Erfindung;

zeigt eine schematische Darstellung eines Diagramms
mit Extinktionskurven von Korperfliissigkeitsproben

gemall einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung;

zeigt eine schematische Darstellung eines Verfahrens
zum Bestimmen der Konzentrationen von Substanzen in
einer Korperflissigkeitsprobe gemal einer weiteren

Ausfihrungsform der Erfindung;

zeigt eine schematische Darstellung eines Diagramms
mit Extinktionskurven von Korperfliissigkeitsproben

gemall einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung;

zeigt eine schematische Darstellung eines Diagramms
mit Extinktionskurven von Korperfliissigkeitsproben
gemall einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung;

und

zeigt eine schematische Darstellung eines Systems zum
Bestimmen der Konzentrationen von Substanzen in einer
Korperflissigkeitsprobe gemalB einer weiteren Ausfiih-

rungsform der Erfindung zeigt.
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Die beschriebenen Ausgestaltungen und Weiterbildungen lassen
sich, sofern sinnvoll, beliebig miteinander kombinieren. Wei-
tere mdgliche Ausgestaltungen, Weiterbildungen und Implemen-
tierungen der Erfindung umfassen auch nicht explizit genannte
Kombinationen von zuvor oder im Folgenden beziiglich der Aus-

fiihrungsbeispiele beschriebenen Merkmale der Erfindung.

Die beiliegenden Zeichnungen sollen ein weiteres Verstandnis
der Ausfihrungsformen der Erfindung vermitteln. Sie veran-
schaulichen Ausfihrungsformen und dienen im Zusammenhang mit
der Beschreibung der Erklarung von Prinzipien und Konzepten
der Erfindung. Andere Ausfihrungsformen und viele der genann-
ten Vorteile ergeben sich im Hinblick auf die Zeichnungen.
Die Elemente der Zeichnungen sind nicht notwendigerweise mal-
stabsgetreu zueinander gezeigt. Gleiche Bezugszeichen be-

zeichnen dabei gleiche oder dhnlich wirkende Komponenten.

Korperflissigkeitsproben im Sinne der vorliegenden Erfindung
kénnen alle Proben biologischen Ursprungs sein, welche flis-
sige Konsistenz aufweisen und eine Vielzahl von biologisch
aktiven Substanzen in verschiedenen Konzentrationen aufwei-
sen. Beispielsweise kodonnen Korperfliissigkeitsproben Blutse-
rum, Blutplasma, Blut, Urin, Lymphfliissigkeit, Gallenfliissig-

keit oder ahnliche Flissigkeiten aufweisen.

Photometrische Messwerte im Sinne der vorliegenden Erfindung
kénnen Messwerte sein, welche mit photometrischen Messein-
richtungen und zugehdrigen Lichtquellen, insbesondere Lasern,
Laserdioden, Leuchtdioden oder dergleichen aufgenommen werden
kdnnen. Messeinrichtungen umfassen beispielsweise CCD-
Sensoren, CMOS-Sensoren, Photosensoren oder ahnliche Einrich-
tungen, welche dazu geeignet sind, die Intensitdt eines

Lichtstrahls wellenladngenabhangig zu erfassen.

Lipide im Sinne der vorliegenden Anmeldung kdénnen alle im We-
sentlichen hydrophoben organischen Verbindungen umfassen,

insbesondere im menschlichen oder tierischen Organismus vor-
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kommende Verbindungen. Lipide im Sinne der Erfindung umfassen
dabei insbesondere Fette bzw. Triglyceride bzw. Triacylglyce-

rine, welche im menschlichen Korper vorkommen kénnen.

Extinktionskurven und Extinktionswerte im Sinne der vorlie-
genden Erfindung konnen dimensionslose GroBen sein, welche
ein wellenladngenabhangiges MalR fir die Opazitdt von Korper-
fliissigkeitsproben gegeniiber dem Durchgang von Lichtstrahlen
im sichtbaren, infraroten und/oder ultravioletten Wellenlan-
genbereich angeben. Es kann gleichermaBen auch mdéglich sein,
dass Extinktionswerte im Bezug auf eine Einheitsdicke einer
Messzelle oder Kivette, in der Korperflissigkeitsproben wah-
rend des Durchtritts von Lichtstrahlen zur Erfassung von In-
tensitatsmesswerten gehalten werden, angegeben werden. In
diesem Fall konnen die Extinktionswerte eine Dimension von
[1/cm] aufweisen. In jedem Fall sind die angegebenen Extink-
tionswerte der nachfolgenden Ausfihrungsformen nur beispiel-
hafter Natur und von der Messapparatur, der Probenbeschaffen-
heit und der Probenzusammensetzung abhangig. Extinktionswerte
werden im Folgenden jeweils mit Absorptionswerten gleichge-
setzt, obwohl es dem Fachmann klar ist, dass bei dieser Be-
trachtung Diffraktion, Streuung und Reflexion zwar zu den Ex-
tinktionswerten beitragen, gegeniiber der Absorption jedoch im
betrachteten Wellenldngenbereich im Wesentlichen vernachléas-

sigbar sind.

In Korperflissigkeitsproben kénnen haufig Hamoglobin, BRiliru-
bin und Lipide, insbesondere Triacylglycerine (Triglyceride),
enthalten sein. Zur Bestimmung der Hamoglobin- und Bilirubin-
konzentrationen mittels photospektrometrischer Untersuchungs-

methoden ist es wichtig, den Lipidanteil zu bestimmen.

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung eines Diagramms
mit Extinktionskurven von Lipiden in einem Wellenlangenbe-
reich zwischen etwa 340 nm und 620 nm. Die Extinktionskurven
Ll, L2 und L3 bilden jeweils kiinstlich angesetzte Lipid-

Emulsionen (Intralipid, Lipovents®) in den Lipid-
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Konzentrationen 60 mg/dl, 180 mg/dl bzw. 300 mg /dl. Zundchst
lasst sich erkennen, dass die Extinktionswerte insgesamt mit
der Lipidkonzentration ansteigen. Weiterhin lasst sich erken-
nen, dass im roten sichtbaren Spektralbereich um 600 nm bis
620 nm die Extinktion flir alle Lipid-Konzentrationen geringer
ist als die Extinktion im blauen sichtbaren bzw. ultraviolet-
ten Spektralbereich. Die Lipidkurven L1, L2 und L3 sind in

Fig. 1 jeweils durch eine Potenzfunktion

E(A)=p-i* (2)

angenahert worden, so dass sich die Naherungskurven P1, P2
und P3 mit jeweils angepassten Naherungsparametern p und g
ergeben. Die Naherungsparameter p und g werden direkt aus den
gemessenen Extinktionen berechnet und ergeben somit Erfah-
rungswerte flr typische GréBenordnungen der Parameter p und
g, die im im Folgenden beschriebenen Verfahren zur Anwendung

kommen konnen.

Fiir die Lipidkurve L1 der niedrigsten Konzentration stimmt
die Potenzkurve Pl gut mit dem tatsdchlichen Extinktionsver-
lauf iberein. Fir hohere Konzentrationen jedoch kénnen die
Naherungskurven P2 und P3 die jeweiligen Extinktionsverlaufe
L2 bzw. L3 nur weniger adaquat abbilden, insbesondere im
blauen Wellenladngenbereich zwischen etwa 340 nm und 470 nm.
Die Extinktionsverlaufe L2 und L3 bilden in diesem Bereich
ein gewisses Extinktionsplateau aus, was durch Mehrfachstreu-
ung verursacht wird. Die Mehrfachstreuung kommt jedoch nur
bei den in Fig. 1 dargestellten kiinstlichen Lipiden vor. Im
Anwendungsfall kommen jedoch nur natirliche Lipide vor, bei
denen es nicht zu solchen Mehrfachstreuungen kommt. Daher er-
moglicht eine potenzfunktionelle Naherung trotz der in Fig. 1
dargestellten Abweichungen im tatsadchlichen Anwendungsfall
gute Resultate, gerade im Vergleich beispielsweise zu lokalen

linearen Naherungen.
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Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung eines Diagramms
mit Extinktionskurven von Koérperfliissigkeitsproben, insbeson-
dere von Blutserum oder Blutplasma, im Wellenld@ngenbereich
zwischen 340 nm und 660 nm. Blutserum oder Blutplasma konnen
als emulgierte Substanzen Hamoglobin (H), Bilirubin (I) und
Lipide (L) umfassen. Eine Bestimmung der Konzentration dieser
Substanzen in der Korperflissigkeitsprobe wird daher haufig
auch als HIL-Check bezeichnet.

Die Extinktionskurve HIL gibt einen beispielhaften schemati-
schen Verlauf fir die wellenladngenabhangige Extinktion wvon
Korperfliissigkeitsproben mit typischen Konzentrationen von
Hamoglobin, Bililrubin und Lipiden wider. Die Extinktionskur-
ve kann dabei in einen Hamoglobinanteil H und einen kombi-
nierten Lipid-/Bilirubinanteil IL aufgeteilt werden, deren
geschatzte Extinktionskurven als gestrichelte Kurven in Fig.
2 dargestellt sind. Der reine Lipidanteil L ist ebenfalls als
gestrichelte Kurve dargestellt. Die jeweiligen Extinktionen

iberlagern sich additiv.

In einem roten Wellenlangenbereich zwischen etwa 610 nm und
650 nm ist die durch Hamoglobin und Bilirubin verursachte Ex-
tinktion vernachladssigbar. Die Extinktion wird somit hier
weitgehend durch Lipide verursacht. Daher kann mit einer ers-
ten Messung bei einer ersten Wellenlange zwischen 610 nm und
650 nm, beispielsweise bei 620 nm oder 645 nm ein erster
Messwert E4 ermittelt werden, mit welchem lber die Abhangig-
keit des Lambert-Beerschen Gesetzes die molare Lipidkon-
zentration ¢ [L/ (mol*cm)] in einer ersten Nidherung bestimmt

werden kann:
c; 22124/624 , (3)

wobei g, der molare Extinktionskoeffizient von Triacylglyce-

rinen bei der ersten Wellenlange ist.
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Vorzugsweise kann die Konzentration auch mit Hilfe eines ge-
wichtsspezifischen Extinktionskoeffizienten bestimmt werden.
Dazu wird in der Lambert-Beerschen Formel (Formel 1) die Weg-
lange d mit 1 mm gleichgesetzt, und aus dem Produkt des mola-
ren Extinktionskoeffizienten e,,7 und der Schichtdicke der
Messzelle d wird der gewichtsspezifische Extinktionskoeffi-
zient ¢ bestimmt. Dies ermdglicht eine Bestimmung der Kon-

zentration der Substanz in [mg/dL].

In weiteren Messungen kdnnen Messwerte E2 und E3 erfasst wer-
den, welche in Wellenladngenbereichen liegen, in denen Extink-
tionsmaxima von Hamoglobin beziehungsweise Bilirubin liegen.
Beispielsweise kann der Messwert E2 in einem Wellenlangenbe-
reich zwischen 410 nm und 420 nm, dem Maximum der Hamoglobi-
nextinktion, insbesondere bei etwa 415 nm erfasst werden. Der
Messwert E3 kann beispielsweise in einem Wellenld@ngenbereich
zwischen 465 nm und 475 nm, dem Maximum der Bilirubinextink-
tion, insbesondere bei etwa 470 nm erfasst werden. Der Mess-
wert E2 setzt sich aus Extinktionsanteilen zusammen, die Ha-
moglobin (Eg), Bilirubin (E:;) und Lipiden (E:;) zugeschrieben

werden konnen:

E2=E,+E,+E, . (4)

Gleichermalen setzt sich der Messwert E3 aus Extinktionsan-
teilen zusammen, die Hamoglobin (Ess), Bilirubin (E;3) und Li-

piden (Er3) zugeschrieben werden konnen:

E3=E,,+E.+E,. (5)

SchlieRlich kann ein Messwert El in einem Wellenladngenbereich
erfasst werden, der als Kontrollbereich dienen kann, bei-
spielsweise in einem Bereich zwischen 360 nm und 370 nm, ins-
besondere bei etwa 365 nm. Der Messwert El setzt sich aus Ex-
tinktionsanteilen zusammen, die Hamoglobin (Ey), Bilirubin

(E;1) und Lipiden (E:1) zugeschrieben werden konnen:
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Fl1=E, +E, +E, . (6)

Fig. 3 zeigt nun eine schematische Darstellung eines Verfah-
rens 30 zum Bestimmen der Konzentrationen von Substanzen in
einer Korperfliissigkeitsprobe, insbesondere von Hamoglobin,
Bilirubin und Lipiden in einer Blutserum- oder Blutplasmapro-
be.

In einem ersten Schritt 31 konnen Messwerte E1, E2, E3 und

E4, wie im Zusammenhang mit Fig. 2 erldutert, erfasst werden.

In einem zweiten Schritt 32 kodnnen erste Naherungsparameter
po und gg fiir eine erste Naherungskurve Ly fiir die durch Lipi-
de verursachte Extinktion mithilfe einer Regressionsanalyse
bestimmt werden. Diese kann wie im Zusammenhang mit Fig. 2

erlautert, analog Gleichung (2) die Form

E(A)=p-i*

haben. Der einzige Messwert E4 kann selbstverstandlich in
Schritt 32 noch nicht zu einer Bestimmung beider Variablen p
und g dienen. Daher kann der Exponent qgp anhand einer auf den
in Fig. 1 dargestellten Referenzwerten basierenden Schatzung
gebildet werden. Der Exponent gy kann demnach auf Erfahrungs-
werten basierend vorbestimmt werden. Da wie im Zusammenhang
mit Fig. 2 beschrieben bei der ersten Wellenldnge im Bereich
von 610 bis 650 nm die Extinktion durch andere Stoffe auler
Lipiden vernachlédssigt werden kann, kann dann bei gegebenem
Exponent gy gemal den Gleichungen (1), (2) und (3) der Koef-
fizient py Uber den Messwert E4 bei der ersten Wellenlange
bestimmt werden. Die so ermittelte Naherungskurve mit den Pa-
rametern pp und gy kann eine erste Naherung fiir den Extinkti-
onsverlauf der Extinktion von Lipiden in der Probe wiederge-
ben. Hierzu kann fiir alle Wellenldngen, in denen in Schritt
31 weitere Messwerte erfasst worden sind, in Schritt 33a der
jeweilige Extinktionsanteil E;;, E:y, E;3 und E;s (= E4), der

Lipiden berechnet werden.
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Wie sich in Fig. 4 erkennen lasst, ergibt sich dadurch eine
erste Naherungskurve Ly, welche bereits eine gute Nadherung an
die tatsachliche Lipidextinktion bietet. Gemal Fig. 1 kann
die Naherungskurve L, insbesondere in einem blauen bzw. ult-
ravioletten Spektralbereich flacher verlaufen als der tat-

sachliche Extinktionsverlauf fir Lipide.

In den Schritten 34 und 35 kdénnen dann erste Nadherungswerte
fir die Konzentrationen von Hamoglobin (cg) und Bilirubin
(c;) auf der Basis der Messwerte E2 und E3, beispielsweise

bei den Wellenldngen 415 nm und 470 nm, bestimmt werden:

_ E3_CH RFE _EL3

Cr
&3

E2-c¢,-¢,-E,

Cr
€12

wobeil €y, €uz, €12 und €3 die Jjeweiligen Extinktionskoeffi-
zienten von Hamoglobin (H) und Bilirubin (I) bei den Wellen-
langen der Messwerte E2 und E3 sind. Die Extinktionskoeffi-
zienten konnen dabei vorab durch Referenzmessungen bestimmt
werden, oder aus einem Speicher, in dem Referenzwerte abge-

legt sind, fir die Berechnungen abgerufen werden.

Zur Ermittlung der beiden Konzentrationen c¢; und cyp kann das
lineare Gleichungssystem der beiden Gleichungen (7) und (8)

geldst werden, so dass sich fir die Konzentration von Hamog-
lobin (H) die Formel

(E2 _EL2)° €13

€
_ S €3 (9)
€

E3-E,, -

&
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ergibt. Hierbei konnen die Extinktionswerte flir die Lipide
E;, und E:;3 gemal Gleichung (2) mit der Naherungskurve Ly be-
stimmt werden. Somit ergibt sich ein erster Naherungswert fir
die Konzentration cyp von Hamoglobin. Dieser erste Nadherungs-
wert fir die Konzentration cy kann dann zur Bestimmung des
ersten Naherungswerts flir die Konzentration c; von Bilirubin
in Gleichung (7) eingesetzt werden. Hierdurch ergeben sich
bereits erste, gute Naherungswerte cy, ¢; und c¢; fiir die Kon-
zentrationen von Hamoglobin, Bilirubin und Lipiden, die auf
Basis der Potenzfunktion gemaB Gleichung (2) und dem oben be-
schriebenen Gleichungssystem mit den ersten Naherungswerten

flir die Parameter py; und gy ermittelt wurden.

Die Naherungswerte kdénnen nun aber iterativ weiter verbessert
werden, wie im folgenden beschrieben wird. In einem Schritt
36 kann ein Extinktionswert Ey;, ermittelt werden, welcher ei-
nem Naherungswert fiir die gesamte Extinktion bei einer Wel-
lenlange zwischen 360 nm und 370 nm, beispielsweise 365 nm,
entspricht, d.h. in einem RBereich, in dem eine hdhere Abwei-
chung der tatsachlichen Lipidextinktion wvon der Naherungskur-

ve zu erwarten ist:
EHIL:CH'5H1+CI'511+EL1 (10)

Die Konzentrationen cyg und cr wurden oben bestimmt, der Wert
Er; ergibt sich wieder aus Gleichung (2) mit den Parametern po

und qgg.

In einem Schritt 37 kann dann ein Vergleich zwischen dem Wert
Ezrr und dem tatsadchlichen Messwert El bei dieser Wellenlange

durchgefithrt werden, um eine Abweichung
AE=E1-FE,, (11)

zu erhalten. Wenn die Abweichung AE groéBer als ein vorbe-

stimmter Schwellwert, beispielsweise 10 mE ist, kann bestimmt
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werden, dass die ermittelte Naherungskurve Ly fliir die Kon-
zentrationen der Lipide nicht hinreichend genau genug ermit-
telt worden ist. In diesem Fall kann in einem Schritt 38 ein
Korrigieren der Naherungskurve Ly erfolgen. Hierzu kann der
berechnete Extinktionswert E;;, welcher den Extinktionsanteil
von Lipiden bei der Wellenladnge 365 nm beschreibt, um einen
prozentualen Anteil der Abweichung AE korrigiert werden.
Beispielsweise kann zu dem Extinktionswert E;; die Halfte des
Wertes der Abweichung AE addiert werden. Auf der Basis des
korrigierten Extinktionswertes E;; kann dann eine korrigierte
Naherungskurve Ly mit den Parametern pyx und gy bestimmt wer-

den:

_InE4-In(E,, +AE/2)

T T W(E4)—In A(ED) (+2)
k4
Pr _W (13)

Die Gleichungen (12) und (13) ergeben sich dabei durch Ein-

setzen der Werte von E4 und dem korrigierten Wert E1+AE/2 in
Gleichung (2). Dies bedeutet, dass die Naherungskurve L, der-
art korrigiert werden kann, dass der Messwert E4, beispiels-
weise bei der Wellenldnge von 645 nm, weiterhin auf der kor-
rigierten Naherungskurve Ly liegt, das heilt, der Messwert E4

wird als Ankerpunkt fir die Naherungskurve verwendet.

Fig. 5 zeigt eine schematische Darstellung des Diagramms aus
Fig. 4, in welchem zusdtzlich zu der ersten Naherungskurve Lg
eine korrigierte Naherungskurve Ly dargestellt ist. Die kor-
rigierte Naherungskurve Ly hat insbesondere im blauen bzw.
ultravioletten Wellenladngenbereich einen steileren Verlauf
als die erste Naherungskurve L; und ist somit besser geeig-
net, den tatsadchlichen Extinktionsanteil der in der Probe

vorhandenen Lipide abzubilden.



10

15

20

25

30

35

WO 2013/010970 PCT/EP2012/063864
18

In Schritt 33b konnen dann analog zu den Berechnungen in
Schritt 33a die jeweiligen Extinktionsanteile E::, E:,, Erz; und
E:y (= E4), der Lipide auf der Basis der korrigierten Nahe-
rungskurve Ly errechnet werden. Das Verfahren kann so lange
mit den Schritten 34, 35, 36, 37, 38 und 33b iteriert werden,
bis in Schritt 37 bestimmt wird, dass die Abweichung einen
vorbestimmten Schwellwert unterschreitet. In diesem Fall kén-
nen in Schritt 39 die korrigierten N&herungswerte flr die
Konzentrationen der Substanzen in der Korperfliissigkeitsprobe

ausgegeben werden.

In Fig. 5 ist hierzu beispielhaft eine in einem nachfolgenden
Iterationsschritt korrigierte Na&herungskurve Ly, dargestellt,
welche gegenilber der korrigierten N&herungskurve Ly, eine bes-
sere Anndherung an den tatsachlichen Extinktionsanteil der in

der Probe vorhandenen Lipide darstellt.

Fig. 6 zeigt eine schematische Darstellung eines Systems 1
zum Bestimmen der Konzentrationen von Substanzen in einer
Korperfliissigkeitsprobe, insbesondere zum Durchfithren des in
Fig. 3 gezeigten Verfahrens 30. Das System 1 umfasst eine
Messeinrichtung 2, eine Berechnungseinrichtung 3, einen Spei-

cher 4 und eine Ausgabeeinrichtung 5.

Die Messeinrichtung 2 kann dazu ausgelegt sein, eine erste
und zweite Substanzen enthaltende Koérperflissigkeitsprobe mit
einem Lichtstrahl bei einer Vielzahl von Lichtwellenldngen zu
durchstrahlen, und eine Vielzahl von Messwerten der Extinkti-
on der Korperfliissigkeitsprobe bei der Vielzahl von Wellen-
langen zu erfassen. Dazu kann die Messeinrichtung 2 bei-
spielsweise Leucht- oder Laserdioden und entsprechende photo-

metrische Sensoreinrichtungen aufweisen.

Die Berechnungseinrichtung 3 kann dazu ausgelegt sein, die
Schritte 32, 33a, 34, 35, 36, 37, 38, 33b und 39 des Verfah-
rens 30 in Fig. 3 durchzufihren. Insbesondere kénnen die er-

mittelten Naherungswerte fir die Konzentrationen der Substan-
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zen Uber die Ausgabeeinrichtung 5 an einen Nutzer des

1 ausgegeben werden.

Der Speicher 4 kann dazu ausgelegt sein, vorbestimmte
fir den Schwellwert und/oder Extinktionskoeffizienten
speichern, die die Berechungseinrichtung 2 bei Bedarf

kann.

Systems

Werte
zZU

abrufen
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Anspriche

20

1. Verfahren zum Bestimmen der Konzentrationen von Lipiden

(L) und mindestens einer welteren Substanz (H) 1in einer

Korperfllissigkeitsprobe, mit den Schritten:

a)

b)

Durchstrahlen (31) der Korperfliissigkeitsprobe mit
Licht bei einer Vielzahl von Wellenlangen und
Erfassen einer Vielzahl von Messwerten der Extinkti-
on der Korperfliissigkeitsprobe bei der Vielzahl wvon

Wellenléangen;

gekennzeichnet durch die Schritte:

C)

Erfassen eines ersten Messwertes (E4) bei einer ers-
ten Wellenlange, bei der die nicht durch Lipide ver-
ursachte Extinktion vernachlassigbar ist, und Be-
stimmen der Konzentration (c¢;) der Lipide (L) durch
Division des Messwerts (E4) mit dem fir Lipide (L)
spezifischen Extinktionskoeffizienten;

Berechnen (32) einer potenzfunktionellen Ndaherungs-

kurve (Lpy)der Form

EA)=p-1°

flir die Extinktion der Lipide (L) auf der Basis des
ersten Messwerts (E4) durch Bestimmung des Faktors p
bei vorbestimmtem Exponenten g;

Bestimmen (34) eines ersten Naherungswerts (cy) der
Konzentration der zweiten Substanz (H) auf der Basis
eines zweiten Messwerts (E2) und Werten der Nahe-

rungskurve (Lp) bei einer zweiten Wellenlange;

2. Verfahren nach Anspruch 1, mit den Schritten:

)

Berechnen eines Extinktionswerts (Egyr;) beil einer
dritten Wellenldnge auf der Basis des ersten Nahe-

rungswerts (cg) und Werten der Naherungskurve (Lj):
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g) Ermitteln (36) einer Abweichung (AE) des berechneten
Extinktionswerts (Eg;) von einem dritten Messwert
(E1) bei der dritten Wellenlange;

h) Korrigieren (38) der Naherungskurve (Ly) auf der Ba-
sis der ermittelten Abweichung (AE); und

1) Bestimmen der Konzentration (cy) der zweiten Sub-
stanz (H) durch Korrigieren des ersten Naherungs-
werts (cyg) auf der Basis des zweiten Messwerts (E2)

und Werten der korrigierten Naherungskurve (Ly) .

Verfahren nach Anspruch 2, wobei ferner eine dritte Sub-
stanz (I) in der Korperfliissigkeitsprobe bestimmt wird,
ferner mit den Schritten:

j) Bestimmen (35) eines zweiten Naherungswerts (cr) der
Konzentration der dritten Substanz (I) auf der Basis
des zweiten Messwerts (E2) und Werten der Naherungs-
kurve (Lp) bei der zweiten Wellenldnge sowie eines
vierten Messwerts (E3) und Werten der Nadherungskurve
(Lg) bei einer vierten Wellenldnge; und

k) Bestimmen der Konzentration (c;) der dritten Sub-
stanz (I) durch Korrigieren des zweiten Na&herungs-
werts (c;) auf der Basis des zweiten Messwerts (E2),
des vierten Messwerts (E3) und Werten der korrigier-
ten Naherungskurve (Ly),

wobeli der Extinktionswert (Egr) zusatzlich auf der Basis

des zweiten Naherungswertes (c:) berechnet wird.

Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Schritte des Berech-
nens des Extinktionswerts, des Ermittelns der Abweichung
und des Korrigierens der Naherungskurve, des ersten Nahe-
rungswerts und des zweiten Naherungswerts so lange ite-
riert werden, bis die Abweichung (AE) unterhalb eines

vorbestimmten Schwellwerts liegt.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei die zweite Substanz (H)

Hamoglobin und die dritte Substanz (I) Bilirubin umfasst.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5, wobei die
erste Wellenldnge im Bereich zwischen 610 nm und 650 nm,
die zweite Wellenladnge im Bereich zwischen 410 nm und 420
nm, die dritte Wellenlange im BRereich zwischen 360 nm und
370 nm und die vierte Wellenlange im Rereich zwischen 465

nm und 475 nm liegt.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei der vorbestimmte
Schwellwert 10 mkE betragt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 7, wobei das
Korrigieren der Naherungskurve derart erfolgt, dass der
erste Messwert (E4) auf der Naherungskurve (Lg; Ly)

liegt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei das
Durchstrahlen der Korperflissigkeitsprobe mithilfe von
Laser- oder Leuchtdioden und das Erfassen der Vielzahl
von Messwerten (El; E2; E3; E4) mithilfe eines photomet-

rischen Sensors erfolgt.

System (1) zum Bestimmen der Konzentrationen von Substan-

zen in einer Korperfliissigkeitsprobe, mit:

i. einer Messeinrichtung (2), welche dazu ausgelegt
ist, eine Korperfliissigkeitsprobe mit Lichtstrahlen
mit einer Vielzahl von Wellenldngen zu durchstrah-
len, und eine Vielzahl von Messwerten der Extinktion
der Korperfliissigkeitsprobe bei der Vielzahl wvon
Wellenlangen zu erfassen; und

ii. einer Berechnungseinrichtung (3), welche dazu ausge-
legt ist, eine potenzfunktionelle Nadherungskurve

(Lg) der Form

EA)=p-1°

flir die Extinktion der Lipide (L) auf der Basis ei-

nes ersten Messwerts durch Bestimmung des Faktors p
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bei vorbestimmtem Exponenten g bei einer ersten Wel-
lenlange, bei der die nicht durch Lipide verursachte
Extinktion vernachlédssigbar ist, zu berechnen, und
einen ersten Nadherungswert (cy)der Konzentration ei-
ner zweiten Substanz (H) auf der Basis eines zweiten
Messwerts und Werten der Naherungskurve bei einer

zweliten Wellenldnge zu bestimmen.

System (1) nach Anspruch 10, wobei die Berechnungsein-
richtung (3) dazu ausgelegt ist, einen Extinktionswert
(Egrr,) bei einer dritten Wellenlange auf der Basis des
ersten Naherungswerts (cy) und Werten der Naherungskurve
(Lg) zu berechnen, eine Abweichung (AE) des berechneten
Extinktionswerts (Egrp) von einem dritten Messwert (E1)
bei der dritten Wellenldnge zu ermitteln, die Naherungs-
kurve (Lyx) auf der Basis der ermittelten Abweichung (AE)
zu korrigieren und den ersten Nadherungswert (cy) auf der
Basis des zweiten Messwerts (E2) und Werten der korri-

gierten Naherungskurve (Ly) zu korrigieren.

System (1) nach Anspruch 11, wobei die Messeinrichtung
(2) Laser- oder Leuchtdioden und eine photometrische Sen-

soreinrichtung aufweist.

System (1) nach einem der Anspriiche 11 und 12, wobei die
Berechnungseinrichtung (3) weiterhin dazu ausgelegt ist,
einen zweiten Nadherungswert der Konzentration einer drit-
ten Substanz (I) auf der Basis des zweiten Messwerts und
Werten der Naherungskurve bei einer zweiten Wellenlange
sowie eines vierten Messwerts und Werten der Naherungs-
kurve bei einer vierten Wellenldnge zu bestimmen, und den
zwelten Naherungswert auf der Basis des zweiten Messwerts
und Werten der korrigierten Naherungskurve zu korrigie-
ren, wobeili der Extinktionswert zusadtzlich auf der Basis

des zweiten Ndherungswertes berechnet wird.
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System (1) nach Anspruch 13, wobei die Korperflissig-
keitsprobe Blutserum oder Blutplasma, die zweite Substanz
(H) Hamoglobin und die dritte Substanz (I) Bilirubin um-

fasst.

System (1) nach einem der Anspriche 13 und 14, wobei die
erste Wellenldnge im Bereich zwischen 610 nm und 650 nm,
die zweite Wellenladnge im Bereich zwischen 410 nm und 420
nm, die dritte Wellenlange im BRereich zwischen 360 nm und
370 nm und die vierte Wellenlange im Rereich zwischen 465

nm und 475 nm liegt.
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