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1 Einleitung
1.1 Physiologie der Glukosehomoostase

Glukose spielt eine zentrale Rolle in der Energieversorgung des Organismus. Eine
optimale Versorgung mit diesem Energietrager ist deswegen fur die
Lebensfahigkeit des Organismus von entscheidender Bedeutung. Besonders
Erythrozyten und das zentrale Nervensystem sind primar auf eine kontinuierliche
Versorgung mit Glukose angewiesen, wahrend andere Organe (Leber, Muskel,
Fettgewebe) auch alternative Energiesubstrate, wie Aminosauren und
Fettmetabolite, verwenden kdnnen. Das zentrale Nervensystem kann aul3erdem
einen Teil der bendtigten Energie durch Ketonkdorper und Lactat decken.

Das endokrine und autonome System passt das schwankende Glukoseangebot
an den unterschiedlichen Glukosebedarf an. Dieses neurohumorale Regelwerk
stimmt die Glukosespeicherung, die Glukoneogenese aus Aminosauren und
Fetten sowie die Glukoseeinschleusung in die Zellen genau aufeinander ab. In
diesem Regelmechanismus steht das Insulin als wichtigstes blutzuckersenkendes
Hormon mehreren blutzuckersteigernden Hormonen (wie zum Beispiel Glukagon,
Katecholamine, Glukokortikoide oder Wachstumshormone) gegenuber. Der
Blutzuckerspiegel wird im Zuge dieser komplexen Regulation auf 4,5 + 1 mmol/L
eingestellt.

Insulin steigert einerseits die anabolen Stoffwechselvorgange (Glykogen-, Lipid-
und Proteinsynthese) und hemmt andererseits den Katabolismus (Glykogenolyse,
Lipolyse und Proteolyse sowie die Glukoneogenese). Die effektive Insulinwirkung
ist dabei vom Insulinspiegel im Blut und der Ansprechbarkeit der Kdorperzellen

(Uber Rezeptoren) auf Insulin abhangig.

1.2 Pathophysiologie der Glukosehomodostase

Gestorte Insulinsekretion und, oder verminderte Insulinwirkung sind die
wesentlichen Faktoren fur eine Storung der Blutzuckerregulation. Von einem
Diabetes mellitus spricht man, wenn der Blutzucker im Vollblut im
Nuchternzustand (nach 8 Stunden Nahrungskarenz) Uber 6,1 mmol/l liegt. Beim

Diabetes mellitus lassen sich zwei Typen unterscheiden.



1.2.1 Glukosehomoostase bei Diabetes mellitus Typ1

Die Ursache der juvenilen und multifaktoriell vererbten Form des Diabetes mellitus
Typ1 (Insulin-dependent Diabetes mellitus (IDDM)) ist ein absoluter
Insulinmangel, der aufgrund einer Zerstérung oder Insuffizienz der B-Zellen des
Pankreas entsteht. Die Grinde hierfur liegen in einer Autoimmunreaktion, die
entweder direkt die B-Zellen betrifft, indem sie eine Entzindung hervorruft, die
diese auf Dauer zerstort, oder gegen Insulin gerichtet ist und so auf Dauer zu
einer Erschopfung der B-Zellen fuhrt.

Weitere Ursachen eines IDDM sind zum Beispiel eine chronische Pankreatitis,
Traumen des Pankreas oder dessen chirurgische Verkleinerung,

Pankreastumoren oder eine Hdmochromatose (Bronzediabetes).

1.2.2 Glukosehomoostase bei Diabetes mellitus Typ2

Beim Diabetes mellitus Typ2 liegt im Verhaltnis zum Blutzuckerspiegel ein
relativer Insulinmangel vor. Dazu tragt auch eine verminderte Insulinwirkung
am Erfolgsorgan bei. Besonders in der Anfangsphase des Typ2-Diabetes findet
sich eine erhohte Insulinsekretion, erst spater nimmt die Sekretion ab und es
entwickelt sich das sogenannte Sekundarversagen. Im Mittelpunkt der
Pathogenese des Typ2-Diabetes steht die Insulinresistenz. Sie ist zum einen
durch eine verminderte Ansprechbarkeit der Insulinrezeptoren bedingt, die sich
einerseits sui generis entwickeln kann, andererseits aber auch die Folge
kontrainsulinerger Faktoren ist. Derartige Faktoren sind zum Beispiel eine
Ubermalige Bildung und Ausschiittung kontrainsulindrer Hormone wie
Adrenalin, Kortikosteroide und Glukagon unter stressbedingenden Situationen
oder Medikamente (Steroide und Thiaziddiuretika). Insbesondere Kortikosteroide
konnen einen Anstieg der Blutzuckerkonzentration bei erhdhter Insulinfreisetzung
eine Insulinresistenz induzieren (Meyer and Badenhoop, 2003). Als weiteres
Beispiel sei auch die Entdeckung des Serum-Leptins und der Leptinrezeptoren im
Hypothalamus zu erwahnen, dem Genprodukt des "Fettsuchtgens" (obese-gene).
Die Leptinkonzentrationen korrelierten positiv mit dem Koérpermasseindex von

Frauen und Mannern, dem Taillenumfang und den gemessenen Insulinspiegeln



(ntGchtern und postprandial unabhangig vom Koérpermasseindex), so dass das
Leptin eine mogliche Rolle bei der Entstehung der Insulinresistenz und der

Hyperinsulinamie spielt (Zimmet et al., 1996).

1.2.3 Folgen einer unzureichenden Stoffwechselkontrolle bei Diabetes

mellitus

Neben den Problemen einer akuten Hyperglykamie, die in eine ketoazidotische
oder hyperosmolare Stoffwechselentgleisung fihren kénnen, sind insbesondere
die chronischen Folgen einer Hyperglykamie geflurchtet. Der Diabetes mellitus
geht mit einem deutlich erhdhten Risiko der Entstehung einer Neuropathie sowie
mikro- und makroangiopathischer Folgeschaden einher (Raskin, 1978;
Tchobroutsky, 1981; Ross et al.,, 1983). Im Mittelpunkt der mikrovaskularen
Komplikationen  stehen Retinopathie, Neuropathie und Nephropathie.
Makrovaskulare  Spatkomplikationen sind insbesondere  kardiovaskulare
Erkrankungen wie Myokardinfarkt, Schlaganfall und periphere arterielle
Verschlusskrankheit. Diese vaskularen Komplikationen flihren zu einer
Beeintrachtigung der Lebensqualitat und stellen weltweit eine der haufigsten
Todesursachen dar.

Grolde Longitudinalstudien wie die DCCT- und UKPDS-Studie haben sowohl flr
Typ1- als auch Typ2-Diabetiker gezeigt, dass durch eine straffe und lebenslange
Optimierung der Blutzuckereinstellung auf fast-normale Werte das Risiko fur die
Entwicklung solcher Spatkomplikationen reduziert werden kann (DCCT Research
Group: N Engl J Med, 1993; Am J Cardiol, 1995; Kidney Int, 1995; Diabetes, 1995;
UKPDS, 1998). Die positiven Ergebnisse dieser Studien flhren dazu, dass
zunehmend mehr Patienten (auch Typ2-Diabetiker) mit einer modernen
Insulintherapie (intensivierte Therapie nach Basis-Bolus-Schema oder auch
Insulinpumpentherapie) behandelt werden, um die Blutglukose im nahe-
normoglykamischen Bereich einzustellen.

Eine solche Therapie beinhaltet eine mindestens vier- bis sechsmalige tagliche
Kontrolle des Blutzuckerspiegels, um entsprechend vor bzw. nach den Mahlzeiten
auf die jeweiligen Blutzuckerwerte zu reagieren bzw. das Insulinschema

anzupassen.



Probleme dieser Therapieform bestehen in einer teilweise fehlenden Akzeptanz
haufiger Blutzucker-Selbstkontrollen und dem Auftreten von schweren
Hypoglykamien, deren klinische Zeichen wie Unruhe, Schwitzen, Tachykardie,
Tremor oder Heillhunger vom Patienten mit Dauer der Erkrankung zunehmend
weniger bemerkt werden (Fanelli et al., 1997).

Bei Patienten mit langer Diabetes-Dauer, die die Symptome einer drohenden
Hypoglykamie nicht mehr wahrnehmen konnen, spricht man auch von der so
genannten ,hypoglycemia unawareness” (Gerich et al., 1991). In der DCCT-Studie
konnte weiterhin gezeigt werden, dass bei einer intensivierten Insulintherapie das
Risiko eine schwere Hypoglykamie zu erleiden 3,3mal hoher ist als bei
konventionell therapierten Patienten. Eine Hypoglykamie ist eine haufige,
potentiell letal endende Komplikation des mit Insulin behandelten Diabetikers
(Cryer et al., 1989; DCCT Research Group, 1993). Mittlerweile ist auch bekannt,
dass nachtliche Veranderungen des Blutzuckerspiegels, wie Hypo- und
frithmorgendliche Hyperglykamien, haufig nicht registriert werden und eine grolie
Rolle bei der Therapie schwer einstellbarer Patienten spielen.

Sowohl das Auftreten von Hyper- als auch von Hypoglykdmien bei behandeltem
Diabetes mellitus machen eine engmaschige Kontrolle des Glukosestoffwechsels
erforderlich und stellen ein wichtiges Argument fur ein kontinuierliches

Glukosemesssystem bei Patienten dar.

1.2.4 Glukosehomoostase bei Schwerkranken

Hyperglykamien und Insulinresistenzen sind bei kritisch kranken Patienten sehr
haufig anzutreffen (Mizock et al., 1995; McCowen et al., 2001; Capes et al., 2000;
Cely et al., 2004). Diese treten aber auch bei Patienten auf, die zuvor keinen
Diabetes oder eine pradiabetische Stoffwechsellage aufwiesen (Wolfe et al., 1987;
Shangraw et al., 1989; Montori et al., 2002). Dabei spielt die Insulinresistenz die
zentrale Rolle in den metabolischen Veranderungen der kritischen Krankheit.
Ahnlich wie bei einem Typ2-Diabetes besteht eine reduzierte Glukoseaufnahme in
insulinsensitiven peripheren Geweben. Die beeintrachtigte Insulinwirkung bewirkt
gleichzeitig eine fehlende Hemmung der hepatischen Glukoneogenese, die eine

wichtige Ursache der persistierenden Hyperglykamie darstellt (Thorell et al., 1999;



McCowen et al.,, 2001). Auch eine gestorte Insulinsekretion in der kritischen
Krankheit, zum Beispiel infolge Erschépfung oder Entziindung der B-Zellen nach
Organversagen oder schweren Infektionen, kann einen erhohten
Blutzuckerspiegel bedingen. Insbesondere endogene und exogene Katecholamine
hemmen durch die Sympathikusaktivierung die Insulinsekretion der B-Zellen,
andere Hormone wie zum Beispiel Somatostatin kdénnen ebenfalls flr eine
Hemmung der Insulinsekretion verantwortlich sein (Van den Berghe, 2004). Eine
Sympathikusaktivierung, sei sie therapeutisch induziert oder Folge der instabilen
Kreislaufsituation, verursacht eine Insulinresistenz. Die Katecholamine Adrenalin
und Noradrenalin, die vor allem in Schocksituationen (Kreislauf, septisch,
anaphylaktisch) auch therapeutisch eingesetzt werden, hemmen zum einen die
insulinabhangige zellulare Glukoseaufnahme Uber beta-Adrenorezeptoren (Deibert
and DeFronzo, 1980) andererseits wird der Glukoseuptake in die Muskulatur
durch  Vasokonstriktion und den dadurch verminderten Blutfluss im
MuskelgefalRbett verschlechtert (Jamerson et al., 1993). Weiterhin stimulieren sie
die Freisetzung des kontrainsulinergen Glukagons.

Die Erhdhung des Blutzuckerspiegels in der kritischen Krankheit stellt, per se
einen wichtigen pathogenetischen Faktor flr den Verlauf der kritischen Krankheit
dar. Es wurde auch berichtet, dass ausgepragte Hyperglykamien in der kritischen
Krankheit zu Komplikationen, wie Organversagen, schweren Infektionen, erhdhten
Infektionsraten, Polyneuropathie und Wundheilungstérungen flhren konnen
(O'Neil et al., 1991; Zerr et al., 1997; Furnary et al., 1999; Scott et al., 1999;
McCowen et al., 2001; Van den Berghe et al., 2001, 2003). Mogliche erklarende
Mechanismen sind Fehlfunktionen des Immunsystems (Weekers et al., 2003),
systemische Entzindungen (Hansen et al., 2003), Schaden am Endothel (Van den
Berghe et al., 2004; Langouche et al., 2005) oder Funktionsstérungen
mitochondrialer Ultrastrukturen (Vanhorebeek et al., 2005).

Eine vielbeachtete Studie aus Leuven zeigte, dass ein Kkontinuierlicher
Blutzuckerspiegel, bei oder kleiner 6,1mmol/L unter Einsatz der intensivierten
Insulintherapie, zu einer Reduktion der Morbiditat und Mortalitat bei schwer
kranken Patienten auf einer chirurgischen Intensivstation fuhrt (Van den Berghe et
al., 2001). Bezuglich Morbiditat konnten insbesondere Patienten mit Multi-Organ-
Versagen und nachgewiesenem septischen Herd von einer intensivierten

Insulintherapie (mit einem Blutzuckerspiegel zwischen 4,4mmol/L und 6,1mmol/L)
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profitieren. So wurden Komplikationen, wie akutes Nierenversagen, Bakteriamie,
Anamie, Uberschieltende Entziindungen, Hamolyse, Hyperbilirubindmie und das
Risiko, eine lebensgefahrliche Polyneuropathie zu entwickeln, verhindert bzw.
reduziert (Van den Berghe et al., 2001, 2003, 2004). Insgesamt konnte bei den
Intensivpatienten, die unter intensivierter Insulintherapie standen, verglichen mit
den Patienten, die konventionell mit Insulin therapiert wurden, das Sterberisiko
signifikant reduziert werden.

Bislang war noch wunklar, ob auch fur Patienten auf internistischen
Intensivstationen, die haufig noch schwerere Erkrankungen und ein groéReres
Risiko zu sterben aufwiesen als auf chirurgischen Intensivstationen (Cely et al.,
2004; Evans, 2001; Clement et al., 2004), ebenfalls eine Verbesserung ihrer
Prognose bezuglich Morbiditat und Mortalitat aufzeigen. In einer aktuellen Studie
aus Leuven zeigte sich, dass unter allen Patienten auf einer internistischen
Intensivstation zwar eine signifikante Reduktion der Morbiditat bei intensivierter
Insulintherapie erreicht wurde, die Mortalitat aller in der Studie eingeschlossenen
Patienten aber nicht signifikant beeinflusst wurde. Teilte man die Patienten in 2
Gruppen in Abhangigkeit von der Liegezeit auf der Intensivstation, ergab sich
bezlglich der Mortalitat ein differenzierteres Bild. Bei Patienten, die weniger als 3
Tage auf der Intensivstation behandelt wurden, war in der intensivierten
Insulintherapiegruppe die Sterblichkeit erhdht. Ein wesentlicher Faktor fur diese
erhohte Sterblichkeit kbnnen haufige auftretende Hypoglykdmien bei den straff
blutzuckerregulierten Patienten gewesen sein. Fur die Patienten, die langer als 3
Tage auf der Intensivstation behandelt wurden, konnte eine Absenkung der
Mortalitat beobachtet werden (Van den Berghe et al., 2006). Eine signifikante
Reduktion der Morbiditat bedeutete hier insbesondere die Vorbeugung von
Nierenschaden, eine schnellere Entwohnung von der mechanischen Beatmung
und eine schnellere Entlassung der Patienten von der Intensivstation bzw. aus
dem Krankenhaus.

Eine weitere erwahnenswerte Studie ist die DIGAMI1-Studie, in der nachgewiesen
werden konnte, dass durch Insulin-Glukose-Infusionen nach einem Multidosis-
Insulin-Regime (mit Glukosespiegeln unter 11,9mmol/L) die Langzeit-Prognose
bezuglich einer Reduktion der Mortalitat von diabetische Patienten, die einen
akuten Myokardinfarkt erlitten, verbessert wurde (Malmberg et al., 1995). Nach

einem Jahr lag die Mortalitédtsrate in der Infusionsgruppe bei 8,6% und in der
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Kontrollgruppe, die konventionell behandelt wurde, bei 18,0%. In der DIGAMI2-
Studie (Malmberg et al. 2005), in der 3 Behandlungsstrategien, bei Typ2-
Diabetikern mit Verdacht auf akuten Myokardinfarkt, miteinander verglichen
wurden (Insulin-Glukose-Infusion nach insulinbasierter Langzeit-Glukosekontrolle,
nach Standard-Glukosekontrolle und nach Routinekontrolle in ortstblicher Praxis),
konnte allerdings nicht bestatigt werden, dass Langzeit-Insulinbehandlungen bei
Typ2-Diabetikern das Uberleben nach Myokardinfarkt verbessern bzw. die Zahl
der nichttddlichen myokardialen Reinfarkte oder Schlaganfalle verringern.
Trotzdem bestatigt eine epidemiologische Analyse die Wichtigkeit der
Glukosespiegel-Kontrollen in dieser Patientenkategorie zur Vorhersage der
Langzeit-Mortalitat. Auch Furnary et al. (2003) zeigte, dass kontinuierliche
Insulininfusionen bei diabetischen Patienten nach koronar-arterieller Bypass-
Operation zur Reduktion der Mortalitat beitragen.

Durch den Einsatz der intensivierten Insulintherapie bei schwer kranken
intensivpflichtigen Patienten werden regelmalige manuelle Blutzucker-
Kontrollmessungen erforderlich. Diese dienen der Vermeidung von
Hypoglykamien, die unter der intensivierten Insulintherapie signifikant haufiger
auftreten, ebenso wie der Anpassung der Insulin- und Glukosezufuhr. Deswegen
kann eine kontinuierliche und einfach durchfuhrbare Glukosemessung einen
groBen Vorteil fur die Insulintherapie von Patienten mit Insulin behandelten
Diabetes bzw. intensivpflichtigen schwer kranken Patienten darstellen. Mit Hilfe
eines automatischen Glukosemess- und Uberwachungssystems, welches
korpernah vom Patienten getragen wird, kdonnen deutliche Verbesserungen in der
Stoffwechselfuhrung realisiert werden. Bislang steht ein solches Gerat noch nicht
fur den Kklinischen Alltag bei der intensivmedizinischen Pflege kritisch kranker
Patienten zur Verfigung. Es konnte allerdings in der Libecker Arbeitsgruppe von
Prof. Frankenberger und Dipl. Ing. Krahwinkel (Fachhochschule Lubeck) in
Kooperation mit Prof. Kerner (ehemals Universitat Lubeck, nun Klinikum Karlsburg
Herz- und Diabeteszentrum Mecklenburg Vorpommern) ein tragbares,
automatisiertes Gerat zur kontinuierlichen Glukosemessung Uber 24 Stunden
entwickelt werden, das auch in dieser Arbeit zum Einsatz kam. Dabei wird die
Glukosekonzentration automatisch erfasst und gespeichert. Nach Beendigung der
Messung werden die Daten mit Hilfe eines Personal-Computers eingelesen und

ausgewertet. Ein Blutzuckertagesprofil kann erstellt werden.
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1.3 Glukosemessung

Grundlage der Glukosemessung bildet der Glukosesensor, der zur Gruppe der
Biosensoren gehort. Biosensoren sind selektive Messfuhler, die aus Bauteilen der
Mess- und Analysentechnik und einer biologischen Komponente bestehen.
Prinzip ist die Umsetzung einer chemischen Reaktion in eine messbare elektrische
GroRe. Dazu bindet sich selektiv die zu analysierende Substanz (zum Beispiel
Glukose) an die biochemische Komponente (zum Beispiel ein Enzym, Rezeptor
oder Antikorper), so dass durch eine spezifische biochemische Reaktion ein leicht
quantifizierbares Primarsignal (zum Beispiel Elektronen, Protonen, lonen, Gase
oder Warme) erzeugt wird. Dieses Primarsignal wird von einem Signalwandler,
dem Transduktor, in ein elektrisches Ausgangssignal umgesetzt und anschlieRend
elektronisch  verstarkt. Abbildung 1.3. zeigt die Funktionsweise eines
Glukosebiosensors. Die in der Messlosung (Dialysat aus dem interstitiellen
Gewebe) enthaltene Glukose diffundiert beim Durchgang der Sensor-Messzelle in
die Enzymmatrix des Glukosesensors. Dort erfolgt die Oxidation der Glukose zu
Glukonolakton unter Katalysierung der Reaktion durch das Enzym
Glukoseoxidase. Aus den gebildeten Wasserstoffprotonen und dem Molekil
Sauerstoff entsteht das Wasserstoffperoxid. Dabei stellt der Sauerstoff das
Oxidationsmittel dar und nimmt die von der Glukoseoxidase Ubertragenen
Elektronen auf. Die Detektion des Wasserstoffperoxides findet an der
Arbeitselektrode (Anode) statt, wobei dieses oxidiert wird und wieder Elektronen
frei werden. Durch das Anlegen einer Spannung an die Elektroden (Anode-
Kathode) entsteht ein Elektronenfluss, der proportional zu der vorhandenen
Substratmenge (Glukose) ist.

Transduktoren koénnen Signale potentiometrisch, konduktometrisch oder
amperometrisch wandeln. Die Potentiometrie ist ein Verfahren ohne Stromfluss
und basiert auf der Konzentrationsabhangigkeit des Potentials bei Halbzellen mit
reversiblen Redoxelektroden. Die Konduktometrie ist ein unspezifisches
Verfahren, das die Wanderung aller lonen in der Ldésung als Wechselstrom
darstellt und so nur bei einheitlicher Leitfahigkeit aller Messproben genutzt werden
kann. Die Amperometrie ist ein Verfahren mit Stromfluss und basiert auf der

Oxidation oder Reduktion elektrodenaktiver Substanzen. (Scheller et al. 1992)
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Messlosung Membran immobilisiertes Enzym Membran Transduktor

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung der Reaktionsschichten eines
Glukosebiosensors

Das im Glukose-Messsystem angewandte Messprinzip eines Glukosebiosensors

beruht auf der enzymatisch-amperometrischen Detektion des Glukosesignals.

Derzeit bestimmen die Nadelsensoren und die Mikrodialysesysteme das Feld der
subkutanen Glukosemessung. Entscheidender Unterschied beider Methoden ist
die Lokalisation des Glukosesensors. Bei den Nadelsensoren erfolgt die
Glukosemessung intrakorporal und bei der Mikrodialysemethode befindet sich der
Glukosesensor extrakorporal.

Die subkutanen Nadelsensoren bestehen aus einem zentralen mit
Glukoseoxidase (biochemische Enzymkomponente) beschichteten Platindraht
(Arbeitselektrode), umgeben von einer Kanule (Gegenelektrode). Hieraus ergeben
sich einige Nachteile der Nadelsensoren. Zum einen sind sie potentiell toxisch, da
nicht ausgeschlossen werden kann, dass die biochemische Enzymkomponente
(Glukoseoxidase) ins Gewebe diffundiert. Weiterhin weisen die Nadelsensoren

nach Implantation eine niedrigere Sensitivitdt als in Pufferldésung auf (infolge
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Inaktivierung durch niedermolekulare Substanzen), aber auch Drift und hdheres
Hintergrund-Rauschen in-vivo als in-vitro wirken sich nachteilig bezuglich der
Kalibrierung aus (Kerner et al. 1993). Mit der Mikrodialyse konnen die Probleme
des Signaldriftes und der in-vivo Sensorstabilitat (Roe and Smoller, 1998;
Wisniewsky et al., 2000; Gerritsen, 2000) durch den extrakorporalen Sitz des
Glukosesensors vorgebeugt werden (Gerritsen et al., 1998; Jungheim et al., 2001;
Maran et al., 2002). Die Anwendbarkeit der Mikrodialysetechnik fur das Glukose-
Monitoring im subkutanen Fettgewebe konnte in Studien bereits gezeigt werden
(Bolinder et al., 1989, 1992; Arner and Bolinder, 1991; Jungheim et al., 2001).

1.4 Gewinnung interstitieller Flissigkeit durch Mikrodialyse

Die interstitielle Flussigkeit des subkutanen Fettgewebes ist als Asservat fur die
Glukosebestimmung besonders geeignet. Sie ist besser zuganglich als Blut und
ihre Gewinnung ist mit weniger Komplikationen wie Thrombose, Infektionsrisiko
oder Inaktivierung durch Gerinnung verbunden (Turner and Pickup, 1985; Gough
and Armour, 1995). Dabei ist die interstitielle Glukosekonzentration der
Plasmaglukosekonzentration sehr ahnlich (Lonnroth et al., 1987; Jansson et al.,
1988; Bolinder et al.,, 1989; Rosdahl et al.,, 1993). Als glukoseverwertendes
Gewebe zeigt das subkutane Fettgewebe &hnliche Konzentrationen wie das
Gehirngewebe, das somit bessere Informationen  bezuglich  der
Glukosekonzentration liefert als das Blut, das hier vielmehr als Transportmedium
fur die Glukose fungiert (Nielsen et al., 1999, 2005; Hutchinson et al., 1999;
Reinstrup et al., 2000).

Interstitielle Flussigkeit kann mittels Mikrodialyse gewonnen werden. Dabei
handelt es sich um eine in-vivo-Technik, die in verschiedenen Geweben wie
Fettgewebe, Muskel, Gehirn oder Blut Uber langere zeitliche Perioden
(Ungerstedt, 1986; Benveniste, 1989) angewendet werden kann. Sie wurde vor
mehr als 30 Jahren eingefuhrt ( Ungerstedt and Pycock, 1974; Ungerstedt, 1991).
Klinisch wurde die Mikrodialyse zum Monitoring neurochirurgischer Patienten z. B.
zur Gewinnung von Metaboliten in cerebrospinaler Flussigkeit (Landolt et al.,

1994; Hutchinson et al., 2000) oder zur Glukosebestimmung im subkutanen
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Fettgewebe bei Neugeborenen (Baumeister et al., 2001) oder auch bei
Diabetikern eingesetzt (Trajanoski et al., 1997; Maran et al., 2002).

Die Mikrodialyse beruht auf dem Prinzip, dass ein semipermeabler Katheter von
einem Perfusat durchspult wird. Im Bereich des Katheters konnen in Abhangigkeit
von der Porengréf3e der Dialysemembran und ihrer Ladung Molekile aus dem
Interstitium in das Perfusat Ubertreten, das nun als Dialysat weitertransportiert
wird. Dazu wird eine tubular aufgebaute Dialysemembran im Interstitium des
subkutanen Fettgewebes implantiert, die kontinuierlich oder neuerdings auch
pulsatil (intermittierend) mit einer Pufferlésung zur Aquilibrierung mit dem
umliegenden Gewebe perfundiert wird.

Die pulsatile Mikrodialyse ist ein neuer Ansatz, die Probleme der kontinuierlichen
Mikrodialyse zu l6sen. Sie findet Anwendung im neu entwickelten Glukose-
Messsystem, das in dieser Arbeit vorgestellt wird. Vorteile dieser Methode sind die
Maoglichkeit der in-vitro-Kalibrierung, die Reduzierung des Dialysatvolumens und
die hohere Glukose-Wiederfindung als Folge des intermittierenden Flusses
(pulsatil) und der damit verbundenen Zeit, die das Perfusat hat, um sich mit dem
umgebenen Medium zu aquilibrieren. Damit wird auch die Abhangigkeit der
Glukose-Wiederfindung von der lokalen Durchblutung reduziert. Nachteil der
kontinuierlichen Mikrodialyse ist die relativ grole Menge bendtigter
Perfusionsflissigkeit (aufgrund der kontinuierlichen Perfusion), aber auch die
Abhangigkeit der  Glukose-Wiederfindung von  der  Flussrate, der
Gewebedurchblutung sowie der Inaktivierung der Messzelle durch Inhaltsstoffe
des Dialysats, so dass die in-vivo-Messung bezuglich der subkutanen
Glukosekonzentration limitiert wird (Benviste, 1989; Hagstrom et al., 1990; Moatti-
Sirat et al., 1992; Kerner et al., 1993; Pickup et al., 1993; Sternberg et al., 1994).

Abbildung 1.4. zeigt die Mikrodialyse als Bestandteil eines Messaufbaus zur
Bestimmung der subkutanen interstitiellen Glukosekonzentration. Dieser Aufbau
ahnelt dem in unseren Experimenten verwendeten Versuchsaufbau. Dabei werden
in-vivo mittels Diffusion Uber eine semipermeable Mikrodialyse-Membran
Substanzen selektiv aus dem Interstitium entfernt und auch zugefuhrt. Unter
Einsatz eines sterilen Mikrodialysekatheters (CMAG60) in Doppellumenbauweise
wird eine physiologische Phosphatpufferlosung (Perfusat) in die Katheter-

Dialysemembran, die sich im Interstitium des subkutanen Fettgewebes befindet,
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perfundiert. Dazu wird pulsatii (alle 10 bzw. 15min) ein Bolus von 15l
physiologischen Phosphatpuffers durch das Glukose-Messsystem abgegeben und
Uber den zufiihrenden Katheterschlauch in das auf3ere tubular aufgebaute Lumen
der Dialyse-Membranstrecke eingebracht. Gleichzeitig wird das zuvor sich
aquilibrierte Dialysat Uber den abfiihrenden Katheterschlauch zum Glukosesensor
verschoben. Bedingt durch den Konzentrationsgradienten zwischen Interstitium
und Phosphatpuffer  diffundieren  Glukosemolekile passiv durch die
semipermeable Membran des Katheters. Durch die Bolusabgabe einer ex-vivo
Mikrospritzenpumpe wird das mit Glukose aquilibrierte Dialysatvolumen
verschoben. Die Bolusmenge ist so bemessen, dass das Dialysat an der

Enzymmembran des Glukosesensors vorbei geschoben wird.

Glukose-
sensor

Spritzen
pumpe

Mikrodialysekatheter in
Doppellumenbauweise

44— Perfusat

Abbildung 1.4.: Mikrodialysemethode
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2 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, ein neu entwickeltes Glukose-Messsystem in-vivo beim
Menschen zu erproben, das in 10- bzw. 15-minutigen Abstéanden einen
Glukosemesswert aus der interstitiellen Flussigkeit liefert. Angewendet wurde das
Glukose-Messsystem bei Typ1-Diabetikern und kritisch kranken Intensivpatienten,
da die kontinuierliche Glukosemessung bei diesen Patienten von besonderer
Bedeutung ist. Dazu erfolgt eine kontinuierliche automatische Glukoseerfassung
mittels pulsatiler Mikrodialyse im Interstitium des subkutanen Fettgewebe mit
nachgeschalteter extrakorporaler elektrochemisch-amperometrischer
Glukosedetektion. Eingesetzt wurden zwei Biosensor-Systeme, die miteinander

verglichen wurden.

Folgende Fragen sollten in der vorliegenden Studie beantwortet werden:

» Liegt in vitro eine sichere Messfunktion des Glukosesensors vor?

» st in vitro eine Langzeitstabilitat des Glukosesensors Uber 24-Stunden
gegeben?

* Muss in vivo eine Temperaturkompensation erfolgen und kann ein
Temperaturalgorithmus diese sicherstellen?

* Gibt es eine zeitliche Verzogerung zwischen interstitiellen Glukosewerten
und Blutglukosewerten?

* Welche Messgenauigkeit zwischen Blut- und Sensorglukose liegt beim
Kollektiv der Typ1-Diabetiker vor?

 Welche Messgenauigkeit zwischen Blut- und Sensorglukose liegt beim
Kollektiv der kritisch kranken Intensivpatienten vor?

* Welche Vor- und Nachteile besitzen die eingesetzten Glukose-Biosensoren
bezlglich der Messfunktion und Handhabung?

» Konnen Aussagen zur Handhabung und Funktionssicherheit des Glukose-

Messsystems sowie zur Durchflhrbarkeit am Patienten getroffen werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

* Glukosemesssystem (OGM = Online-Glukose-Messsystem) mit fest installierter
Software (Projekt ,Glukose-Monitoring” der Fachhochschule Lubeck und des
Universitatsklinikums SH Campus Lubeck)

» Glukosemessgerat: Eppendorf EBIO-compact-Analyser (Netheler und Hinz
GmbH, Eppendorf, Hamburg)

» Pipetten (Netheler und Hinz GmbH, Eppendorf, Hamburg)

* Analysator Stat Profile Critical Care Xpress (Nova Biomedical GmbH,
Rédermark)

* Klimaschrank (Waltram Binder, Werner Hassa GmbH, Libeck)

* Mikrodialyse-Katheter CMAG60 (CMA/Microdialyses, Carnegie Medicine,
Stockholm, Schweden)

» B.Braun Perifix-Katheterkupplung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

* Teflon-Membran (mikroporose Polytetrafluoroethylen-Membran, Universal
Sensors, Metairie, LA, USA)

* Drucksensor (MPX 2300 D der Firma Motorola)

» BST-Dickschichtsensor (Bio Sensor Technologie GmbH, Berlin)

* Glas-Ampulle mit Gummistopfen (unbefullt als steriler Einwegartikel aus D-
Tron-Insulinpumpe, Disetronic Medical System GmbH, Sulzbach/Taunus)

» Disetronic D-Tron-Adapter (steril, Disetronic Medical System GmbH, Sulzbach/
Taunus)

» PC-Software: SigmaPlot 2000 (Jandel Scientific), Word 2000 (Microsoft)

» ScanDisk (Multi-Media-Karte MMC, 16Mb)

* Handyakku (NiMH; 3,6V; 500mAh, Siemens)

* Implantationsbesteck Venflong2 17G (steril)

* Aufziehkanule Introcan 18G (steril)
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3.1.2 Reagenzien

* YSI-Glukoseoxidase-Membran (YSI-2356 glucose membrane kit, Yellow
Springs Instrument Co., Inc. Yellow Springs, USA)

* Glutaraldehyd (Pentane-1,5-dial, Grade 1:25% Aqueous Solution G5882,
Sigma Chemie GmbH, Schnelldorf)

» Katalase (Catalase from bovine liver, 2x crystallized, C3155, Sigma Chemie
GmbH, Schnelldorf)

* Phosphatpuffer mit EDTA (Steriler Phosphatpuffer Nr.8 mit
Ethylendiamintetraessigsaure, pH7.,4; 5,849 NaCl; 13,759 di-
Natriumhydrogenphosphat-Dedacahhydrat; 1,6g Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat; 744,48g Titriplex Ill pro 1000ml Aqua bidest, Apotheke des
Universitatsklinikums SH Campus Lubeck)

* 0,9%ige NaCl-Losung (Isotone Elektrolytlosung, steril und pyrogenfrei, zur
intravendsen und subkutanen Infusion, Serag Wiessner, Naila)

* 50%-ige Glukoseldosung (G 50 Losung zur Fertigung der Kalibrier-Glukose-
Standardlosungen, Pharma Hameln, Hameln)

* Glukosestandard: 40ml EBIO gebrauchsfertig (Netheler und Hinz GmbH,
Eppendorf, Hamburg)

» EBIO/ESAT: Eppendorf Systemlésung fur Glukose / Laktat gebrauchsfertig zur
Diagnostik (Netheler und Hinz GmbH, Eppendorf, Hamburg)
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3.2 Methoden

3.2.1 Das Glukose-Messsystem

Das Glukose-Messsystem besteht aus einer etwa 300g schweren Mess-Einheit
und dem Mikrodialysekatheter (siehe Abbildung 3.2.1). Diese Einheit enthalt die
Mikropumpe, die Durchflusszelle mit integriertem Glukose- und Temperatursensor,
Messverstarker, Mikrokontroller-Einheit, Energieversorgung (Handyakku; NiMH;

3,6V; 500mAh; Siemens), Display und Sammelbehalter (D-Tron-Insulinampulle,

ohne Stopfen, mit Zellstoff).

Abbildung 3.2.1.: Glukose-Messsystem und Mikrodialysekatheter
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3.2.2 Das Mikrodialysesystem

3.2.2.1 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte Uber einen sterilen und biokompatiblen

Mikrodialysekatheter (CMA60 mit CE-Kennzeichnung 0413) in

Doppellumenbauweise (siehe Abbildung 3.2.2.).
Der Katheter wurde am zufuhrenden Schenkel mit der Mikrospritzenpumpe und
am abfuhrenden Schenkel mit dem Sammelbehalter verbunden und anschlielend
mit  einer  Phosphatpufferlésung  perfundiert. Bevor der CMAGO-
Mikrodialysekatheter mit der Mikropumpe des Glukose-Messsystems uber eine
Perifix-Katheterkupplung konnektiert wurde, erfolgte unter sterilen Bedingungen
eine Klrzung des zufihrenden Katheterschlauches auf 15cm, um das Totvolumen
zu verkleinern.
Die Dialyse-Membran des CMAG60-Mikrodialysekatheters ermdglicht nur Molekilen
mit einem Molekulargewicht bis 20000 Dalton, die Membran zu passieren.
Aufgrund von Konzentrationsgradienten wandern Glukose-Moleklle aus dem
subkutanen  Fettgewebe Uber die  semipermeable @ Membran  des
Mikrodialysekatheters in die Dialysatflissigkeit (,Passive Diffusion®). Bei der von
uns durchgefuhrten pulsatilen Mikrodialyse aquilibriert das Dialysatvolumen von
3ul vollstandig innerhalb der Standzeit von 9min bei den Dickschicht-
Glukosesensoren und 14min bei den Membran-Glukosesensoren durch
Konzentrationsausgleich mit der interstitiellen Flussigkeit. Die Bolusmenge reicht
aus, um die im Mikrodialysekatheter stehende FlUssigkeitssaule Uber die

Durchfluss-Messzelle in das Abfallreservoir zu pumpen.
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Abbildung 3.2.2.: Mikrodialysekatheter CMAGO

3.2.2.2 Implantation des Mikrodialysekatheters

Die Implantation des Mikrodialysekatheters erfolgte bei den Typ1-Diabetikern im
Unterhaut-Fettgewebe des proximalen Unterarms (radiale Aulienseite und
unterhalb der Ellenbogenbeugung) und bei den kritisch kranken Patienten im
Unterhaut-Fettgewebe des Abdomens (Unterbauchbereich). Dazu wurde nach
Desinfektion der Haut eine Hautfalte von etwa 15mm Breite und 40mm Lange
gebildet, die ohne Anasthesie mit einer Venenverweilkanile (Venflon2, 17G)
perforiert wurde. Der Mikrodialysekatheter wurde Uber die Plastikhilse der
Venenverweilkanule eingefadelt. Nach Entfernung der Venenverweilkanile wurde
der in das subkutane Fettgewebe eingebrachte Katheter mit einem Tegaderm-

Pflaster (3M, Transparentverband, steril, Canada) fixiert.

3.2.2.3 Transport der Perfusat- und Dialysatfliissigkeit

Das Perfusat und das nach Passage durch den Mikrodialysekatheter gewonnene
Dialysatvolumen werden mittels einer Mikrospritzenpumpe mit einem

intermittierenden Flow zum Glukosesensor gepumpt. Bei der Mikropumpe handelt
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es sich um eine batteriebetriebene Spritzenpumpe mit Spindelantrieb, die
diskontinuierlich fordert. Diese Pumpe befordert alle 10 bzw. 15min einen Bolus
von 15yl physiologischen Phosphatpuffers in das Mikrodialysesystem. Die
Flussdauer, in der der Bolus abgegeben wird, betragt 1min. Dieser Vorgang wird
mit einem Puls/Pause-Verhaltnis von 1min/ 14min bei den Membran-
Glukosesensoren bzw. 1min/ 9min bei den Dickschicht-Glukosesensoren
wiederholt. Die physiologische Phosphatpufferlosung wird aus dem Spritzenvorrat
von 3ml einer sterilen Einwegspritze Uber den Drucksensor zum
Mikrodialysekatheter gefordert. Gleichzeitig wird das Dialysat Uber den
Glukosesensor in  einen Sammelbehalter verschoben (geschlossenes

Verdrangungssystem).

3.2.3 Glukosedetektion mittels Glukose-Biosensoren

Die als sterile Einwegmaterialien verwendeten Glukosesensoren arbeiten nach
dem Prinzip der enzymatisch-amperometrischen Glukosedetektion. Zum Einsatz
kamen der Membran-Glukosesensor bei den Typ1-Diabetikern und der

Dickschicht-Glukosesensor bei den kritisch kranken Patienten.

3.2.3.1 Membran-Glukosesensor

Der enzymatisch-amperometrisch arbeitende Membran-Glukosesensor ist als
Durchfluss-Messzelle aufgebaut (siehe Abbildung 3.2.3.1.), so dass das Dialysat
Uber den Messkopf zu den mit der Membrankombination Uberzogenen
Messelektroden gelangt, dort gleichmalig verteilt und anschlieBend wieder
abgeleitet wird.

Die Membran besteht aus einer mikroporoésen Teflonschicht (mikropordse
Polytetrafluoroethylen-Membran, Universal Sensors, Metairie, LA, USA) und der
YSI-Glukoseoxidase-Membran, die zusatzlich mit Katalase (Catalase from bovine
liver, 2x crystallized, C3155, Sigma Chemie GmbH) beschichtet wurde. Die
Glukoseoxidase ist eingebettet zwischen einer Polycarbonat- und einer

Celluloseacetat-Membran (YSI-2356 glucose membrane kit, Yellow Springs
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Instrument Co., Inc. Yellow Springs, Ohio 45387, USA). Zwischen den
Messelektroden und der Celluloseacetat-Membran wurde eine Teflon-Membran
gelegt. Diese Teflonmembran soll die Elektrode vor Inaktivierung durch
interferierende Substanzen schitzen (Thomas, 1996; Linke et al., 1999). Des
Weiteren schitzt die mikroporése Teflon-Membran die Elektrode vor ,Fouling® und
verhindert somit auch einen Sensitivitatsverlust (Vaidya und Wilkins, 1993, 1994).
Die Katalasebeschichtung auf der Polycarbonat-Membran (elektrodenfernen
Seite) erfolgte mit Glutaraldehyd. Hierzu wurde 100l 2,5%-iges Glutaraldehyd mit
20ul Katalase versetzt und anschlie3end 30ul dieser Losung auf die Polycarbonat-
Membran aufgetragen. Uber Nacht erfolgte in einer feuchten Kammer bei 37°C die
Inkubation der beschichteten Membran. Die Katalase fuhrt zu einer Verbesserung
der Stabilitat des Enzyms Glukoseoxidase. Sie katalysiert die Spaltung von
Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff, so dass eine Akkumulation von
Wasserstoffperoxid zwischen den Messungen verhindert wird. Ohne
Katalasebeschichtung steigt das Sensorsignal kontinuierlich an und die so
produzierten Differenzsignale kdnnen nicht ausgewertet werden (Thomas, 1996).

Die ringformig aufgebaute Messelektrode besteht aus einer zentralen Platin-
Anode und einer darum gelegenen Silber-Silberchlorid-Kathode, die durch eine
Isolierung voneinander getrennt sind. Die Polarisationsspannung betragt 700mV.

Die technische Modifizierung und  in-vitro-Auswertung von  diesem

Membransensor-System wurde von Linke et al. (1999) zuvor beschrieben.
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Abbildung 3.2.3.1.: Aufbau des Membran-Glukosesensors als Durchfluss-
Messzelle

3.2.3.2 Dickschicht-Glukosesensor

Der Sensor ist als ein Zweielektrodensystem aufgebaut, das aus einer
Gegenelektrode (Silber-Silberchlorid, negativer Pol) und einer Arbeitselektrode
(Platin, positiver Pol) besteht. Uber diesen Elektroden befindet sich die
aufgetropfte Membran mit dem eingebetteten Enzym Glukoseoxidase.

Es handelt sich um einen Dickschicht-Einweg-Glukosesensor (siehe Abbildung
3.2.3.2.) der Firma Bio Sensor Technologie GmbH (BST), der ursprunglich fir
Vollblutuntersuchungen in Laboranalysegeraten entwickelt wurde.
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Der Sensor arbeitet mit einem Potential von +450mV und befindet sich in einer fir

ihn speziell konzipierten Durchfluss-Messzelle am Glukose-Messsystem.

Abbildung 3.2.3.2.: Dickschicht-Glukosesensor der Firma BST
Mal3stab 5:1

3.2.4 Das Sensor-Glukosesignal

Die Erfassung des Sensor-Glukosesignals erfolgte durch elektrochemisch-
enzymatische Glukosedetektion.

In Abbildung 3.2.4.a ist der gesamte Verlauf eines Glukose-Einzelsignals
dargestellt. Nach Abgabe eines Bolus physiologischen Phosphatpuffers vom
Glukose-Messsystem erfolgt gleichzeitig eine Verschiebung glukosehaltigen
Dialysatvolumens Uber das Mikrodialysesystem zum Glukosesensor. Sobald die
ersten Glukosemolekile den Glukose-Sensor passieren, steigt der Stromwert
linear bis zu einem Maximalwert (hier 46nA) an. Dessen Hohe hangt laut 1. Fick
‘schen Gesetz von der Glukosekonzentration im Dialysat ab. Nach Beendigung
des Pumpvorgangs liegt am Glukosesensor wieder fast glukosefreier
Phosphatpuffer vor. Da das glukosehaltige Dialysat aus der Messzelle heraus
geschoben und mit nachfolgenden glukosearmen Perfusat gespult wird, kommt es
zu einem anschlieBenden Abfall des Sensor-Glukosesignals. Dabei sinkt der
Sensorstrom innerhalb des Ruheintervalls stetig auf ein Minimum (hier 6 nA) ab.
Aus der Differenz von Maximum und Minimum errechnet sich der Differenzstrom
(hier 40nA). Dieser wurde unter zu Hilfenahme der Kalibrationsparameter zur
Ermittlung der subkutanen Glukosekonzentration bei der ersten Versuchsreihe der
Typ1-Diabetiker herangezogen und zu der tatsachlichen Blutglukose in Relation

gesetzt.
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Da nur Minimum und Maximum zur Analyse des Glukosesignals von Interesse
sind und um die vom Glukose-Messsystem gespeicherten Daten moglichst klein
zu halten, erfolgt vom Gerat nur eine Teilaufzeichnung des Glukosesignals (in
Abbildung 3.2.4.a: rot dargestellter Verlauf des Glukosesignals).

Abbildung 3.2.4.b zeigt den Verlauf von sechs Glukose-Signalen, wie sie vom
Glukose-Messsystem aufgezeichnet wurden. Dabei ist der in Abbildung 3.2.4.a

blau dargestellte Glukose-Signalverlauf nicht mit erfasst.

50
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40
mmmm Signalaufzeichnung des Glukose-Messsystems
35 -

30 -
Differenzwert = Maximum - Minimum
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Abbildung 3.2.4.a: Verlauf eines Glukose-Einzelsignals
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Abbildung 3.2.4.b: vom Glukose-Messsystem aufgezeichneter Verlauf von
Glukose-Einzelsignalen

3.2.4.1 Datenaufbereitung und Speicherung

Das gewonnene elektrische Signal wird mit Hilfe eines Strom-Spannungswandlers
und eines Messverstarkers in ein entsprechendes Messsignal umgewandelt,
weiterverarbeitet und gespeichert. Die Funktion des Messverstarkers ist die
Generierung, Verstarkung und Digitalisierung elektrischer, aquivalenter
Spannungssignale von den physikalischen Eingangsgrofien Temperatur, Druck
und Glukoserohsignal. AuRerdem sorgt der Messverstarker fur die ndétige
Polarisationsspannung der Messelektrode. Die Mikrokontroller-Einheit hat die
Aufgabe der Steuerung und Ausfiihrung der Mess- und Uberwachungsfunktionen
des Glukose-Messsystems. Der Drucksensor (MPX 2300 der Firma Motorola)
dient der Erfassung des Druckaufbaus innerhalb des Flussigkeitssystems.

Das entwickelte Mess- und Uberwachungssystem ist in der Lage, bis zu 24
Stunden am Patienten zu messen und entsprechende Daten zu speichern. Jeweils
alle 10min bei Verwendung der Dickschicht-Glukosesensoren bzw. alle 15min bei

den Membran-Glukosesensoren wird automatisch ein Messwert registriert und
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gespeichert. Nach Messende lassen sich alle 144 Messwerte bzw. 96 Messwerte
an einem Personal-Computer zu einem graphischen Blutzuckertagesprofil
zusammenfassen. Die Datenspeicherung im Glukose-Messsystem erfolgt tber
eine ScanDisk (Multi-Media-Karte MMC, 16Mb).

3.2.5 Kalibrierung des Glukose-Messsystems

Die Kalibrierung des Glukose-Messsystems dient der Sicherstellung der Glukose-
Messfunktion sowohl vor, als auch nach in-vivo-Versuchsablauf flr beide
Versuchsreihen. Hierzu erfolgte in-vitro zur Uberprifung der Glukose-
Messfunktion eine 3-Punkt-Kalibrierung. Dazu wurden Glukosestandardldsungen
mit 5-, 10- und 15mmol/L Glukosekonzentration gefertigt (siehe Abbildung
3.2.5.a). Zur Herstellung dieser Losungen wurde 50%-ige Glukoseldsung im
entsprechenden Verhaltnis mit isotonischer Kochsalzlésung (0,9%) gemischt. Die
Kalibration erfolgte bei konstanter Temperatur im Warmeofen fur mindestens eine

Stunde je Glukosekonzentration.

Abbildung 3.2.5.a: 3-Punkt-Kalibrierung mit gefertigten Glukose-
Standardlésungen im Klimaschrank
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Abbildung 3.2.5.b gibt den Glukosesignalverlauf fur 5-,10- und 15mmol/L wieder.
Fir jedes einzelne Signal wurde die maximale und minimale Stromstarke ermittelt
und deren Differenz berechnet. Aus den resultierenden Einzelwerten wurden
Mittelwerte und Standardabweichungen fur jede Glukosekonzentration errechnet
und daraus eine Eichkurve erstellt, die bei den Typ1-Diabetikern die Berechnung
der Glukosekonzentrationen aus den in der in-vivo Messung erworbenen
Glukosesignale erlaubte. Die in der Abbildung schwarz gezeichneten
Glukosesignale wurden vernachlassigt, da hier die Umstellung der

Glukosekonzentration auf die nachste hohere Konzentration erfolgte.
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Abbildung 3.2.5.b: Beispiel der bei einer 3-Punktkalibration (mit 5-, 10- und
15mmol/L Glukosekonzentrationen) erhaltenen
Glukosesensorsignale
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3.2.6 Bestimmung der Blut-Glukosekonzentration als Referenz zur
Sensorglukose (EBIO / NOVA)

Eppendorf-EBIO- compact-Analyser

Fur die erste Versuchsreihe der Typ1-Diabetiker wurde zur Bestimmung der
Kapillarblut-Glukosekonzentration das Glukose-Messgerat Eppendorf-EBIO-
compact-Analyser eingesetzt (siehe Abbildung 3.2.6.). Auch die Uberpriifung der
fur die Kalibrierung gefertigten Glukose-Standardlésungen erfolgte mit diesem
kompakten Laboranalyser.

Der EBIO-compact dient der automatischen Bestimmung von Glukose in Plasma-,
Serum- und Kapillarblutproben, die in einer Verdinnung von 1:50 vorgelegt
werden. Die Proben werden in geschlossenen Gefalden auf einem Teller
vorgelegt, der 13 Positionen flr einen Standard, zwei Kontrollen und zehn
Patientenproben enthalt. In der Standardposition befindet sich das erste
Probengefald mit einer Standardlosung von  12mmol/L. Aus drei
Standardentnahmen erfolgt eine 1-Punkt-Kalibration, nach der die folgenden 12
Proben vermessen werden. Die Glukosebestimmung erfolgt nach dem
enzymatisch-amperometrischen Messprinzip unter Verwendung einer mit
Glukoseoxidase immobilisierten Enzymmembran, die Uber einer Enzymelektrode
platziert ist. Der Messzyklus beginnt mit dem Anheben des Gefalles zum
Ansaugen der Probe (70ul / 1 + 50 verdiinnt) aus der Losung. Nach Beendigung
des Messzyklus wird die Probe mit der Systemlésung aus der Messkammer

herausgespult und der nachste Zyklus wird gestartet.
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Abbildung 3.2.6.: Eppendorf-EBIO- compact-Analyser

Analysator Stat Profile Critical Care Xpress (STP CCX, nova biomedical)

Die Analysierung der arteriellen Blutglukose bei der zweiten Versuchsreihe der
Intensivpatienten erfolgte mit dem auf der Intensivstation verwendeten Critical-
Care-Xpress-Analysator von Nova-Biomedical. Der STP CCX ist ein
Blutgasanalysator mit CO-Oximeter, welcher bei der in-vitro-Diagnostik zur
Bestimmung von  Blutgasparametern,  Elektrolyten, wie auch der
Glukosebestimmung im heparinisierten Vollblut, Serum oder Plasma dient. Auch
hier basiert die Glukosebestimmung auf der Messung des Wasserstoffperoxids,
das bei der enzymatischen Reaktion zwischen Glukose und Sauerstoff in
Anwesenheit des Enzyms Glukoseoxidase entsteht. Bei einer konstanten
Spannung von 0,7 Volt wird das elektroaktive Wasserstoffperoxid an der
Oberflache der Platinanode oxidiert, so dass durch den entstehenden
Elektronenfluss ein Strom erzeugt wird. Dieser ist zur Glukosekonzentration der
Probe proportional.

Aussagen zur Prazision werden in der Serie (n=20) mit 3% und von Tag-zu-Tag

(n=20) mit 5% bei einem Messbereich von 0,83- bis 27,75mmol/L angegeben.
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3.3 Voruntersuchungen

Bevor die in-vivo-Versuche beider Versuchsreihen durchgefuhrt wurden, waren
Untersuchungen zur sicheren Messfunktion der Sensoren und eine Uberpriifung

der Sensor-Langzeitstabilitat Gber 36 Stunden erforderlich.

3.3.1 Ermittlung der sicheren Messfunktion

Die Uberprifung der sicheren Messfunktion des Glukose-Messsystems bzw. des
Glukosesensors erfolgte in-vitro durch eine 3-Punkt-Kalibrierung des Glukose-
Messsystems. Die Uberprifung der Messfunktion wurde vor Beginn und nach
Beendigung des in-vivo-Einzelversuchs durchgefihrt. Eine sichere Messfunktion
liegt vor, wenn der Korrelationskoeffizient (r?) der Kalibriergeraden gréfer 0,9.
Dieser Wert ist eine Spezifizierung, die auf Erfahrungen zuvor durchgefuhrter in-
vitro-Vermessungen der Sensoren beruht und festlegt wurde.

Aus dem Beispiel der Abbildung 3.2.5.b (Kapitel 3.2.5.: Kalibrierung des
Messsystems) mit den tabellarisch aufgeflihrten Mittelwerten der Differenzstrome
bei 5-, 10- und 15mmol/L, ergibt sich in Abbildung 3.3.1., die Kalibrationsgerade
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,99. Das Glukose-Messsystem erfullt
somit das Kriterium zur sicheren Messfunktion bezuglich des linearen Verhaltens

des Glukosesensors und kann fur den in-vivo-Versuch eingesetzt werden.
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| Kalibrierungsgerade:
D[nA] = 2,62[nA/mmol/L] * Gmmol/L] + 14,03[nA]

Differenzstrom [nA]

Korrelationskoeffizient (r’): r* = 0,99

o T T T T T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Glukosekonzentration [mmol/L]

Abbildung 3.3.1.: Kalibrationsgerade mit Bestimmung des
Korrelationskoeffizienten zur Uberprifung der sicheren
Messfunktion

3.3.2 Langzeitstabilitat des Glukosesignals

Vom Glukose-Messsystem wird eine Langzeitstabilitdt des Glukosesignals von
mindestens 36 Stunden gefordert, d.h. der Glukosesignalverlust soll unter 10%
liegen. In den 36 Stunden sind der 24-stundige in-vivo-Einzelversuch, wie auch
eine jeweils 6-stindig durchgefuhrte 3-Punkt-Kalibrierung vor und nach dem in-
vivo-Versuch eingeplant. Zur Sicherstellung der Langzeitstabilitat Gber 36 Stunden
erfolgte in-vitro ein Belastungstest des Glukose-Messsystems unter Einsatz eines
Dickschicht-Glukosesensors bei 30°C in einem Klimaschrank. Hierzu wurde das
Glukose-Messsystem  zu  Beginn  6-stindig  3-Punkt  kalibriert  mit
Glukosestandardlésungen 5-, 10- und 15mmol/L. AnschlieBend erfolgte eine
Belastung des Glukose-Messsystems Uber 48 Stunden mit einer

Glukosekonzentration von 15mmol/L zur Simulierung einer dauerhaft zu hohen

35



Glukosekonzentration, wie sie im in-vivo-Einzelversuch bei schlecht eingestellter
Blutglukose mdglich ware. Nach 24 und 48 Stunden wurde das Glukose-
Messsystem mit 5-, 10,- und 15mmol/l Standardlésungen bezlglich der sicheren
Messfunktion nachkontrolliert, um den Glukosesensor auf Signalstabilitat und
Sensitivitatsverlust zu Uberprufen. In Tabelle 3.3.2. sind zur Kalibrierung, erster
und zweiter Nachkontrolle der sicheren Messfunktion die Mittelwerte der
Differenzstrome in nA (Maximum-Minimum des Glukosesignals) und die

dazugehdrigen Standardabweichungen bei 5-, 10- und 15mmol/L angegeben.

5mmol/L 10mmol/L 15mmol/L
Kalibration 299+0,1 40,6 £ 0,2 489 +0,2
1. Kontrolle (nach 24h) 28,9+0,2 40,5+0,2 48,1 +0,3
2. Kontrolle (nach 48h) 279+04 38,1+04 46,6 £ 0,5

Tabelle 3.3.2.: Mittelwerte der Differenzstrome in nA (Maximum-Minimum des
Glukosesignals) mit dazugehdriger Standardabweichung der
jeweiligen Glukosekonzentrationen (5-,10- und 15mmol/L) fur
Kalibration, erster Kontrolle (nach 24h) und zweiter Kontrolle
(nach 48h)

Nach erfolgter linearer Regression durch das Softwareprogramm SigmaPlot-2000
wurden die Kalibrationsparameter und der Korrelationskoeffizient berechnet (siehe
Abbildung 3.3.2.). Nach 24 Stunden Dauerbelastung (15mmol/L bei 30°C) ergab
sich zwischen der Kalibration und der ersten Kontrolle der sicheren Messfunktion
ein prozentualer Verlust des Differenzstroms beztiglich der Mittelwerte bei 5Smmol/
L um 3,5%, bei 10mmol/L um 0,3% und bei 15mmol/L um 1,6%. Nach 48 Stunden
Dauerbelastung konnte zwischen der Kalibration und der zweiten Uberprifung der
sicheren Messfunktion ein prozentualer Verlust des Differenzstroms bezlglich der
Mittelwerte bei 5mmol/L um 6,7%, bei 10mmol/L um 6,2% und bei 15mmol/L um
4,7% verzeichnet werden. Bei allen drei Kalibrationsreihen zeigte das Glukose-
Messsystem eine lineare Signalstabilitat bei einem Korrelationskoeffizienten von
0,99. Auch die Sensitivitat (Steigung der Geraden) blieb stabil bei 1,9nA/mmol/L.
Die Vermessung zeigt, dass die geforderte Signal-Langzeitstabilitdt von 36
Stunden erflllt wird und zur Sicherung der Messfunktion des Glukose-
Messsystems beitragt. Auch die sich nach 48 Stunden ergebenen Signalverluste
mit weniger als 10% bei 5-, 10- und 15mmol/L kénnen toleriert werden. Bei den
Membransensoren konnte der Nachweis auf Langzeitstabilitat Gber 36h bereits
erbracht werden (Sadetzki, 1997).
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Abbildung 3.3.2.: Langzeit-in-vitro-Versuch des Glukose-Messsystems mit
Darstellung der Kalibriergeraden zu Beginn, nach 24h und nach
48h

3.3.3 Dynamik der Anderung der Glukosekonzentration

im Blut und im Interstitium

In der Versuchsreihe der Typ1-Diabetiker konnte bei der Korrelationsbetrachtung
zwischen der Blut- und Sensorglukose eine zeitliche Verzdgerung festgestellt
werden. Mogliche Ursachen dieser Beobachtung konnten in der Utilisierung und
Metabolisierung der Glukose in Abhangigkeit von der lokalen Durchblutung des
Fettgewebes liegen (Hagstrom et al., 1990; Rosdahl et al., 1993) oder durch das
Glukosesensor-Messsystem mit bedingt sein (Bolinder et al., 1989; Hagstrom et
al., 1990; Aalders et al.,, 1991; Sternberg et al., 1995; Summers et al., 1999;
Wientjes and Schoonen, 2001; Kulcu et al., 2003; Schoemaker et al., 2003; Boyne
et al., 2003). Die Messungen erfolgten im Interstitium des subkutanen Fettgewebe

am Unterarm. Abbildung 3.3.3. zeigt hierzu ein Beispiel bei einem gesunden
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Probanden Uber 8 Stunden, wo die Sensorglukose sich bezlglich der Blutglukose
um etwa 15min verzogert. Deutlich erkennbar wird das bei der Betrachtung der
Glukosespitzen zwischen Blut- und Sensorglukose um ca. 13-, 15- und 19 Uhr.
Aus diesem Grund erfolgte in der Versuchsreihe der Typ1-Diabetiker eine
Korrelationsbetrachtung der Blutglukose mit der 15-minttigen spater erfassten
interstitiellen Sensorglukose.

Beim Kollektiv der intensivpflichtigen Patienten wurde aufgrund der besseren
abdominalen Zuganglichkeit das subkutane Fettgewebe des Bauches als Messort
gewahlt. Hier konnten Zeitverschiebungen zwischen Blut- und Sensorglukose

nicht signifikant beobachtet werden.

%9 —e— Kapillarblut

¢ in mmol/L

D . . e el s L S~~~ A - s 2 24

Abbildung 3.3.3.: Vergleichende Darstellung der Sensor- und
Kapillarblutglukose bei einem gesunden Probanden Uber
8 Stunden
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3.3.4 Temperaturmessung und Korrektur

In der Versuchsreihe der Typ1-Diabetiker ist das Glukose-Messsystem bzw. der
Membran-Glukosesensor den umweltbedingten  Temperaturveranderungen
ausgesetzt, die die Glukosemessung beeinflussen kdnnen. Um diese sich auf das
Glukosesignal auswirkenden Temperaturschwankungen zu erfassen, wurde in der
Durchfluss-Messzelle ein Temperatursensor (Halbleiterwiderstand) eingebaut, der
kontinuierlich die Temperatur misst (pro Messintervall ein Temperaturwert). Die
gemessene Temperatur des glukosehaltigen Dialysats ist eine Mischung aus
Korper- und Umwelttemperatur.

Bei den in-vivo-Versuchen der Typ1-Diabetiker traten Temperaturschwankungen
bis zu 10°C auf, die das Glukosesignal in seiner Amplitude massiv beeinflussten.
Eine Temperaturkompensation wurde erforderlich, um die Verfalschung des
Glukosesignals in seiner Amplitude heraus zu rechnen. Hierzu ermittelte
Schwechheimer (1997) empirisch den Einfluss der Temperatur auf das Glukose-
Messsignal durch in-vitro-Vermessungen der Membran-Glukosesensoren und

entwickelte folgenden Temperaturalgorithmus zur Temperaturkompensation:

D(T)=((-0,015-T(k)/°C+0,439)-AT/°C+1)-D(m)+(0,009 - T(k)/°C- 0,198)- AT/°C-nA
D(T) : Differenzstrom temperaturkompensiert [nA]

T(k) : Kalibrationstemperatur [°C]

AT : Temperaturveranderung zwischen Kalibrier- und Messtemperatur [°C]

D(m): gemessener Differenzstrom [nA]

Zur Uberprifung des Temperaturalgorithmus auf  Wirksamkeit der
Temperaturkompensation wurde ein 8-stundiger in-vivo-Versuch an einem
gesunden Probanden herangezogen. Die Kalibrierung erfolgte bei 20°C und die
in-vivo gemessenen Temperaturen schwankten zwischen 26°C und 30°C, so dass
Temperaturunterschiede zwischen 6°C und 10°C (bezogen auf die
Kalibriertemperatur) vorlagen. In Abbildung 3.3.4. sind die Sensorglukose mit und
ohne Temperaturkompensation sowie die Blutglukose dargestellt. Dieser Versuch
zeigt deutlich, wie massiv die Abweichungen zwischen der Blutglukose (rote
Kurve) und der nicht-temperaturkompensierten Sensorglukose (schwarze Kurve)

sind.
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Abbildung 3.3.4.: Vergleich von Blut- und Sensorglukose mit und ohne
Temperaturkompensation bei einem gesunden Probanden Uber
8 Stunden

Zur Minimierung der Temperaturunterschiede zwischen der Kalibrierung und der
in-vivo gemessenen Temperatur wurde eine Kalibrationstemperatur von 30°C
festgelegt. Diese Annaherung der Kalibrationstemperatur an die in-vivo
gemessenen Temperaturen soll die Temperaturunterschiede verkleinern. Mit
abnehmenden Temperaturveranderungen wurde auch die Wirksamkeit des
Temperaturalgorithmus geringer, so dass bei Temperaturschwankungen um die
3°C keine Verbesserung der Ergebnisse durch eine Temperaturkompensation
erzielt werden konnten.

Bei der Versuchsreihe der intensivpflichtigen Patienten wurden annahernd
konstante Temperaturen wahrend der Versuchszeit gemessen. Das lag an den
annahernd stabilen Umgebungstemperaturen auf der Intensivstation, so dass hier

auf eine Temperaturkompensation des Glukosesignals verzichtet werden konnte.
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3.4 Probanden und Ethikkommission

Bei den Probanden handelt es sich um Typ1-Diabetiker und kritisch kranke
Intensivpatienten. Alle Probanden bzw. deren gesetzliche Vertreter willigten

schriftlich ein, an dieser Studie teilzunehmen.

Typ1-Diabetiker
An der Versuchsreihe der Typ1-Diabetiker nahmen insgesamt 8 freiwillige
Personen teil. Vor Beginn der Studie wurde die Zustimmung der Ethik-Kommission
bei der Arztekammer Mecklenburg Vorpommern eingeholt
(Registrierungsnummer: | MPG 2/97).
Anforderungen an das Patientenkollektiv:

* Probanden-Alter zwischen 18 und 60 Jahren

* Body-mass-Index zwischen 20 und 30 kg/m?

* HbA1c-Wert unter 9 %

* Probanden unter intensivierter konventioneller Insulin-Therapie
Bei den Probanden handelte es sich um weibliche (n=2) und mannliche (n=6)
Patienten im Alter von 21 bis 42 Jahren. Das mittlere Alter betrug 32 + 8 Jahre bei
einem durchschnittlichen Body-mass-Index von 24,0 + 2,2 kg/m?. Der HbA1c-Wert
betrug im Mittel 6,7 + 0,4 %.
Jeder Patient wurde vor Teilnahme an dieser Studie aufgeklart und musste
schriftlich sein Einverstandnis geben. Die Patienten konnten jederzeit, ohne
Angabe von Grinden, von der Studie zurlicktreten. Wahrend des Versuchs ging
der Proband seinem gewohnheitsmaRigen Alltag nach. Es gab keine
Abweichungen vom gewohnten Therapieplan bezuglich Insulingaben und
Nahrungsaufnahme. Der Patient erhielt ein Versuchsprotokoll, indem er freiwillig
Angaben zur zeitlichen Essensaufnahme (Anzahl der Broteinheiten), Blutzucker-
Selbstkontrollen, Insulininjektion (Insulineinheiten) und personliche Daten

bezlglich HBA-1c, Vorerkrankungen usw. machen konnte.
Kritisch kranke Intensivpatienten

In der zweiten in-vivo-Versuchsreihe wurde ein Patientenkollektiv gewahlt, bei

denen es sich um 8 kritisch kranke internistische Patienten handelte, die
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intensivmedizinisch in der Medizinischen Klinik 1 der Universitat zu Lubeck auf der
Intensivstation tUberwacht wurden. Vor Beginn der Studie wurde die Zustimmung
der Ethik-Kommission der Medizinischen Universitat zu Lubeck eingeholt
(Aktenzeichen: 01-023).
Anforderungen an das Patientenkollektiv:

» Patienten-Alter Uber 18 Jahre

» Bewusstlose bzw. narkotisierte maschinell beatmete Patienten

» Apache2-Score uber 20

* Vorliegen einer entztindlichen Grunderkrankung
Bei den Patienten handelte es sich um weibliche (n=4) und mannliche (n=4)
Personen mit einem mittleren Body-mass-Index von 27,0 £ 3,0 kg/m2. Das mittlere
Alter betrug 63 + 18 Jahren. Allen Patienten gemeinsam war eine entzundliche
Grunderkrankung (Sepsis, Infektion, Schock) und die Beatmungspflichtigkeit mit
einem Apache2-Score (Knaus et al., 1985) zwischen 20 und 30. Der Mittelwert
betrug 25,3 % 4,0. Ein Patient erhielt Katecholamine.

3.5 Versuchsablauf und Blutentnahmen

3.5.1 Versuchsreihe: Typ1-Diabetiker

Im ersten Patientenkollektiv wurden acht Typ1-Diabetiker als Probanden im
Klinikum Karlsburg (Herz- und Diabeteszentrum) in Mecklenburg-Vorpommern
involviert.

Die Messungen erfolgten unter Einsatz des Membran-Glukosesensors im
Glukose-Messsystem Uber 24 Stunden. Dabei wurde automatisch ein Glukosewert
alle 15min vom Glukose-Messsystem aufgezeichnet.

Grund fur den Aufenthalt der Typ1-Diabetiker in der Klinik war eine Neueinstellung
bzw. Optimierung der Insulintherapie und Untersuchungen bezuglich chronischer
Folgeerkrankungen bei Diabetes mellitus wie Augen-, Nieren- und Herzkreislauf-
Erkrankungen.

Bevor das Glukose-Messsystem am Patienten eingesetzt wurde, erfolgte in-vitro

mittels 3-Punkt-Kalibrierung eine Uberpriifung der sicheren Messfunktion. Nach
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Sicherstellung der Messfunktion wurde das Glukose-Messsystem am distalen
Oberarm des Patienten befestigt (siehe Abbildung 3.5.1.a). Im Anschluss erfolgte
unter sterilen Bedingungen die Implantation des Mikrodialysekatheters ins

Unterhaut-Fettgewebe des proximalen Unterarms.

Abbildung 3.5.1.a: Lokalisation des Glukose-Messsystems bei Typ1-Diabetikern

Nach dem Start des Glukose-Messsystems erfolgte die erste kapillare
Blutentnahme aus dem Ohrlappchen. Es wurde je nach Compliance,
Durchfihrung gewinschter Aktivitaten und Dauer erforderlicher Untersuchungen
mit dem Patienten vereinbart, sich tagsuber alle 0,5 bis 1 Stunde und nachts alle 1
bis 2 Stunden einer kapillaren Blutprobenabnahme aus dem Ohrlappchen zu
unterziehen. Im Durchschnitt aller Versuche ergaben sich 25 kapillare
Blutentnahmen (+ 7 Blutenthahmen). Die Bestimmung der Glukose aus der
Kapillarblut-Probe  wurde mit dem Labor-Analysegerat EBIO-compact
durchgefuhrt.

Nach Beendigung des 24stlindigen in-vivo-Versuches erfolgte die Explantation
des Mikrodialysekatheters und die Abnahme des Glukose-Messgerates.
AnschlieRend wurde das Glukose-Messsystem zur Uberpriifung und
Sicherstellung der Messfunktion durch eine in-vitro-Kalibration nachuntersucht.

Die Messdaten wurden am Personal-Computer online ausgelesen und mittels
entsprechender Software ausgewertet, so dass ein Blutzuckertagesprofil mit
Erfassung von Blut- und Sensorglukose erstellt werden konnte. Gegebenenfalls

konnten auch Angaben zu Insulin (IE)- und Kohlenhydrateinheiten (BE) sowie zu
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Blutzucker-Selbstkontrollen berlcksichtigt werden. Abbildung 3.5.1.b zeigt hierzu

ein entsprechendes Beispiel.
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Abbildung 3.5.1.b: Blut- und Gewebezuckertagesprofil eines Typ1-Diabetikers
(Proband: 38 Jahre, 85 kg, HbA1c 6,8)

Die Begutachtung des Implantationsortes auf Nebenwirkungen (wie zum Beispiel

Entziindungszeichen) erfolgte einen Tag spater.

3.5.2 Versuchsreihe: kritisch kranke Intensivpatienten

Die Messungen erfolgten Uber 24h unter Einsatz des Dickschicht-Glukosesensors
mit der automatischen Erfassung eines Glukosewertes alle 10min.

Nach Uberprifung der sicheren Messfunktion des Dickschicht-Glukosesensors
wurde das Glukose-Messsystem am Patienten Uber einen Gurt am Bauch fixiert
(siehe Abbildung 3.5.2.a). Anschlielend wurde unter sterilen Bedingungen der

Mikrodialysekatheter ins subkutane Unterbauchhaut-Fettgewebe implantiert.
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Abbildung 3.5.2.a: Lokalisation des Glukose-Messsystems bei den kritisch

kranken Patienten

Wahrend der in-vivo-Versuche erfolgten tagsuber stiindlich und nachts alle 1 bis 2
Stunden arterielle Blutentnahmen von jeweils etwa 1ml aus der A. femoralis bzw.
A. radialis. Zum Teil konnten die vorgesehenen Blutentnahmen nicht immer
zeitgerecht entnommen werden, da lebenserhaltene Mallnahmen (bezlglich
Diagnostik und Therapie) Vorrang hatten. Im Durchschnitt aller Versuche ergaben
sich 15 Blutentnahmen (£ 2 Blutentnahmen). Die Bestimmung der Blutglukose
wurde mit dem Labor-Analysegerat NOVA durchgeflhrt.

Auch hier erfolgte nach Beendigung der 24 Stunden-Versuche eine in-vitro
Nachkalibrierung zum Nachweis der sicheren Messfunktion des Dickschicht-
Glukosesensors.

Die Messdaten wurden am Personal-Computer online ausgelesen und mittels
entsprechender Software ausgewertet, so dass eine Korrelationsbetrachtung
zwischen Blut- und Sensorglukose mit der Erfassung von Insulingaben erstellt

werden konnte. Abbildung 3.5.2.b zeigt hierflr ein Beispiel.
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Die Begutachtung des Implantationsortes auf Nebenwirkungen (wie zum Beispiel

Entziindungszeichen) erfolgte einen Tag spater.

11,0

SO 6.0 -
g 55
S 501 Blutglukose (arteriell)
454 Insulinperfusion
401 Energieinfusion: Glukose 20% auf 40mli/h (1950kcal/24h)

keine Katecholamine

5:25
5:55
6:25 3
6:55 El

23:25 5

23:55

1:25

1:55
2:25 3

255
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Uhrzeit

5:55 5
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7:25 3
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3:25 3

3:55 3

4:25
4:55 3
5:25

Abbildung 3.5.2.b: Darstellung von Blut- und Sensorglukose bei einem kritisch
kranken Intensivpatienten

3.6 Auswertung und Statistik

Zur Auswertung der vom Glukose-Messsystem erfassten Rohdaten wurde das

Tabellenkalkulationsprogramm  SigmaPlot 2000

Corporation, San Rafael, CA, USA) verwendet.

3.6.1 Kalibrier- und Auswertemethoden

(Jandel

Scientific,

Jandel

Zur Bestimmung der sicheren Messfunktion des Glukose-Messsystems vor Beginn

und nach Beendigung des in-vivo-Einzelversuchs bei beiden Versuchsreihen

46

Insulineinheiten |E



sowie zur Berechnung der Sensor-Glukosekonzentration bei der Versuchsreihe
der Typ1-Diabetiker wurde in-vitro eine 3-Punkt-Kalibrierung mittels gefertigter
Glukose-Standardlésungen von 5-, 10- und 15mmol/L durchgefuhrt. Aus den
Differenzstromen der einzelnen Glukosesignale erfolgten fur jede Glukose-
Standardlésung die Errechnung des arithmetischen Mittelwertes und die
Bestimmung der Standardabweichung.

Der p-Wert wurde nach dem Student-Test fur gepaarte Stichproben errechnet. Die
Signifikanzgrenze war p<0,05.

Die Mittelwerte der Differenzstrome und die dazugehdrigen
Glukosekonzentrationen ergeben die drei Kalibrationspunkte (P1, P2, P3), wie sie
in Abbildung 3.6.1. dargestellt sind. Die Glukose-Standardlosungen wurden mit
dem Laborgerat EBIO-compact-Analyser auf die Richtigkeit ihnres Glukosegehaltes
Uberpruft. Durch die drei Punkte erfolgte mittels linearer Regression die
Bestimmung des Nullstromes (Schnittpunkt mit der y-Achse), der Sensitivitat
(Steigung der Geradengleichung) und der Korrelationskoeffizient (r?). Die lineare
Regression wurde automatisch vom Software-Tabellenkalkulationsprogramm
SigmaPlot berechnet. Hieraus wurde flr die Versuchsreihe der Typ1-Diabetiker
unter Berucksichtigung der Temperaturkompensation bei vorgegebenem
Differenzstrom die Glukosekonzentration im Interstiium des subkutanen

Fettgewebes nach folgender Geradengleichung berechnet:

D=S-G+N

D = Differenzstrom (nA)

S = Sensitivitat (hnA/mmol/L)

G = Glukosekonzentration (mmol/L)
N = Nullstrom (nA)

Nach  Umstellung der Kalibrierungsgeraden ergibt sich  fur die

Glukosekonzentration im subkutanen Fettgewebe folgende Berechnung:

G=(D-N)/S
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Abbildung 3.6.1.: Kalibrierungsgerade einer in-vitro erfolgten 3-Punkt-Kalibrierung

Zur Bestimmung der Glukosekonzentration im Interstitium des subkutanen

Fettgewebe bei der Versuchsreihe der intensivpflichtigen Patienten erfolgte eine

Ein-Punkt-in-vivo-Kalibrierung. Hierzu wurde der nach einer zirka einstindigen

Einlaufphase in-vivo zuerst bestimmte arterielle Blutglukosewert mit dem zeitlich

dazugehdrigen bzw. korrespondierenden Differenzstromwert des Dickschicht-

Glukosesensors als Kalibrationspunkt in Beziehung gesetzt. Alle darauf folgenden

Punkte resultieren aus der theoretischen Betrachtung, dass ohne Glukoseangebot

auch kein Sensorstrom flieRen darf. Dazu ist ein nahezu lineares Sensorverhalten

Voraussetzung, wie auch ein quasi nicht existierender Nullstrom im glukosefreien

Milieu.
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3.6.2 Korrelation zwischen Sensor- und Blutglukose

Nach Beendigung des in-vivo-Einzelversuchs und darauf folgender Sicherstellung
der Messfunktion des Glukose-Messsystems erfolgte eine Korrelationsbetrachtung
zwischen der Sensor- und Blutglukose. Hierzu wurden flr beide Versuchsreihen
die Blutglukosewerte (rote Punkte), die wahrend des in-vivo-Versuchs mittels
Labor-Analyser (EBIO-compact / NOVA) bestimmt wurden, mit den vom Glukose-
Messsystem erfassten, zeitlich korrespondierenden Sensorglukosewerten
(dunkelgrine Quadrate) in Beziehung gesetzt (siehe Abbildung 3.6.2). Weiterhin
wurden die prozentualen Abweichungen zwischen diesen Blut- und Sensor-
Glukosewerten berechnet, um Aussagen zur Genauigkeit bzw. Prazision des

kontinuierlich messenden Glukose-Messsystems zu treffen.

95 | Einpunkt-In-vivo-
, | Kalibrierwert (7,77mmol/L)

8,5 \l/
SuCAP— S

¢/ mmol/l
o
3

Blutglukose (arteriell)
Sensorglukose in Beziehung zur Blutglukose gesetzt

Uhrzeit
Uhrzeit|Blutglukose(mmol/L)Sensorglukose(mmollL) | Prozent Abw. [UhrzeiBlutglukose(mmol/LjSensorglukose(mmol/L) Prozent. Abw. Blutglukose(mmollL)
14:25 7,76 [ 156 [02:55 599 | 14,39 max J
15:55 782 782 000 05:15 6,10 6,19 132 min 599
17:35 793 779 185 106:15 6,65 6,52 -188 Mittefwert 691
19:25 649 6,60 157 [08:25 6,77 6,86 1,26
20:35 6,62 6,89 412 ]09:55 6,62 6,71 1,33 Prozent Abw.gesamt
22:55 6,60 734 11,15 [11:05 6,16 6,30 223 [Mitielwert gesam] 334
00:35 6,70 6,74 0,69 Stand.abw.gesam 434

Abbildung 3.6.2.: Korrelation zwischen Blut- und Sensorglukose bei einem kritisch
kranken Probanden
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3.6.3 Error-Grid-Analyse

Die Error-Grid-Analyse bietet ebenfalls eine Form der graphischen Darstellung, in
der die Blutglukose in Beziehung zur Sensorglukose gesetzt wird. Mit der Error-
Grid-Analyse nach Clarke et al. (1987) kann herausgefunden werden, ob Werte
verschiedener Methoden in therapeutisch relevanten Bereichen drastisch
voneinander abweichen. Clarke hat in seinem Diagramm verschiedene
Warnbereiche eingezeichnet, die es sehr schnell erlauben, Werte in diesen
Bereichen zu identifizieren.

Abbildung 3.6.3. zeigt hierzu ein Beispiel nach einem ausgewerteten in-vivo-
Versuch. Die x-Achse ist definiert fur die Referenz des Blutglukosespiegels und
die y-Achse fur die vom Glukose-Messsystem generierte Sensorglukose. In der
Darstellung sind Felder mit A, B, C, D und E markiert. Dabei ist das Feld A der
Bereich der angestrebt wird und klinisch exakt bzw. signifikant ist. Im Feld A liegen
die Abweichungen zwischen Blut- und Sensorglukose unter 20%. Hier befinden
sich 12 von den insgesamt 22 Messwertpaaren (55%). Davon liegt ein Wert im
hypoglykdmischen Bereich (kleiner 4mmol/L). Das Feld B ist ein klinisch
tolerierbarer bzw. akzeptierbarer Bereich mit Abweichungen zwischen Blut- und
Sensorglukose uber 20%, in dem 9 der Messwertpaare liegen (41%). Die Felder
C, D (2 Messwertpaare) und E stellen klinisch nicht akzeptierbare bzw. kritische
Bereiche dar (9%). Im Bereich D liegen die tatsachlichen Werte kleiner 4mmol/L
oder gréRer 13mmol/L, trotz physiologisch gemessener Sensorwerte zwischen 4-
und 10mmol/L. Feld E ist klinisch der potentiell gefahrlichste Bereich. Hier liegen
hypoglykamische Sensorwerte kleiner 4mmol/L vor, aber die tatsachlichen Werte

befinden sich in einem vollig verkehrten Bereich tber 10mmol/L.
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Abbildung 3.6.3.: Error-Grid-Analyse eines ausgewerteten in-vivo-Versuchs
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4 Ergebnisse

4.1 Typ1-Diabetiker

Mit dem eingesetzten Glukose-Messsystem unter Verwendung des Membran-
Glukosesensors konnten bei den Typ1-Diabetikern hinreichend verlassliche
Ergebnisse erreicht werden. Zur Beurteilung der Resultate wurden die
prozentualen Abweichungen zwischen den als Referenz dienenden Blut-
Glukosewerten und den zeitlich zugehoérigen Sensor-Glukosewerten bestimmit.
Tabelle 4.1.a zeigt fur alle acht Versuche die jeweiligen Mittelwerte der
prozentualen Abweichungen zwischen Blut- und Sensorglukose mit den
entsprechenden Standardabweichungen mit und ohne Zeitverschiebung. Die
Anzahl der Blut-Sensor-Messwertpaare wird mit n bezeichnet. Die
Schwankungsbreite der Blutglukose lag zwischen 1,9- und 12,7mmol/L mit einem
Mittelwert von 7,3mmol/L und einer Standardabweichung von +2,3mmol/L.
Insgesamt ergibt sich bezogen auf alle acht Versuche eine prozentuale
Abweichung im Mittelwert von 25,4% mit einer Standardabweichung von £19,5%.
Das ist ein eher unbefriedigendes Ergebnis. Eine signifikante Verbesserung der
Resultate lasst sich erzielen, indem die Blut-Glukosewerte in Korrelation zur 15min
spater erfassten Sensorglukose gesetzt werden (siehe Kapitel 3.3.3.). Aus diesem
Grund wurde bei allen Diabetiker-Versuchen eine Verschiebung der
Sensorglukose um 15min zurtckversetzt .

Der Mittelwert der prozentualen Abweichung aller Versuche nach Korrektur der
zeitlichen Verzégerung von 15min betragt 16,9% mit einer Standardabweichung

von +15,3%.
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| Mittelwert | £ | Mittelwert | £
Diabetiker- n Standardabweichung Standardabweichung
Versuche Ohne Zeitverschiebung Mit Zeitverschiebung
[%] [%]
1 24 23,5+18,5 15,4 £ 10,4 (p<0,0001)
2 22 16,7 £ 18,4 16,2 £ 18,2 (p<0,0001)
3 42 20,6 £ 13,7 19,3 £ 12,6 (p<0,0001)
4 22 31,5+254 18,9 £ 17,9 (p<0,0001)
5 22 25,6 £ 15,3 17,3 £ 12,1 (p<0,0001)
6 20 16,4 + 13,2 7,8 £9,8 (p<0,001)
7 23 23,0+ 10,4 14,5 + 11,8 (p<0,0001)
8 22 439+41,6 24,1 £ 28,8 (p<0,0001)
Tabelle 4.1.a

In Abbildung 4.1.a sind die prozentualen Abweichungen zwischen Blut- und
Sensorglukose flur alle Versuche in einem Saulendiagramm dargestellt. Hieraus
wird ersichtlich, wie die prozentualen Abweichungen der Sensorglukose bezlglich
zur Referenz der Blutglukose lagen. Insgesamt wurden im Mittel 47% der

gemessenen Sensorglukose unterhalb der Blutglukose gemessen (,negative”

Saulen).

53




123

Abweichung von Sensor- zur Blutglukose in Prozent

130

120
110
100 —

Versuch1

Versuch2

Versuch3

Versuch4

Versuch5

Versuch6

Versuch7

Versuch8

20

I I I I
o 1B O
o O O -«

- - - =

n o
— «

v o
L

Anzahl der Blutglukosewerte

135

140
145
150
155

Abbildung 4.1.a: Prozentuale Abweichungen zwischen Blut- und Sensorglukose al