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Kurzfassung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit einem enzymatischen Biosensor auf Basis des Enzyms
Urease EC 3.5.1.5 aus Canavalia ensiformis. Dieser bereits kommerziell erhaltliche Sensor
dient zur Bestimmung der Harnstoffkonzentration in humanbiologischen Proben und soll in
eine neue Messumgebung integriert werden.

Das Ziel dieser Diplomarbeit war die Durchfiihrung von Untersuchungen fur eine mégliche
Integration dieses Sensors in ein neues Blutgasanalysegerdét.

Hierfur wurden die Sensorstabilitdt und die Messeigenschaften des Sensors bei veranderter
Betriebstemperatur (von 30°C auf 37°C geédndert) untersucht. Es wurde gezeigt, dass der
Sensor bei 37°C ausreichend stabil ist und sich die Sensoreigenschaften nicht signifikant
verandern haben.

Im Zuge dieser Arbeit wurden auflerdem die Auswirkungen einer Erhéhung der
Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslésung auf die Sensorstabilitat, sowie die
Messeigenschaften des Sensors uberprift. Bei dieser Untersuchung konnten ebenfalls keine
signifikanten Auswirkungen auf die Sensoreigenschaften beobachtet werden. Die
Sensorstabilitdt konnte durch die Erhéhung der Ammoniumionenkonzentration minimal
verbessert werden.

Aufgrund von verminderten Kapazitaten beziiglich verfiigharer Sensorspots und Anzahl der
Reagenzlosungen im neuen Blutgasanalysesystem, musste ein neues Kalibrationskonzept
inklusive eines neuen Kalibrations- bzw. Messwertrechenmodell entwickelt werden. Hierfur
wurden vier verschiedene Ldsungen entwickelt, die teilweise keinen Harnstoff in den
Kalibrationsreagenzien fur die Kalibration des Sensors benétigen. Fir die Beurteilung der
neu entwickelten Kalibrationskonzepte bzw. Messwertrechenmodelle wurden die Messungen
von insgesamt 560 biologischen Proben herangezogen. Mit keinem der neu entwickelten
Kalibrationsrechenmodelle konnte eine Verbesserung im Vergleich zum urspringlichen
Rechenmodell erzielt werden. Bei Heranziehen der aktuellen Spezifikationen des Sensors,
welche im urspriinglichen Blutgasanalysesystem ermittelt wurden, zeigte sich, dass drei der
vier Konzepte diese Anforderungen erfillen. Somit wurden mogliche Wege aufgezeigt um

den Sensor in das neue Blutgasanalysegerat integrieren zu kdnnen.



Abstract

This thesis deals with an enzymatic biosensor based on the enzyme Urease EC 3.5.1.5 from
Canavalia ensiformis. An already commercialized sensor, which is used to determine urea
concentrations of human samples, should be integrated into a new instrumental system
environment.

The goal of the thesis was to undertake investigations to integrate this sensor into a new
blood gas analysis device.

First of all sensor stability and sensor characteristics at modified operating temperatures
(30°C vs. 37°C) were investigated. As a result it was shown that the sensor is stable enough
and that sensor characteristics do not change significant at 37°C.

Furthermore influences of an increased ammonium ion concentration in the maintenance
solution on sensor stability and sensor characteristics were tested. Again sensor
characteristics have not significantly changed. Only sensor stability was minimally improved
because of the increased ammonium ion concentration.

Due to reduced number of sensor spots and reagent solutions available in the target blood gas
analysis device a new calibration concept, including mathematical models for calibrations
and measurements, had to be developed. Therefore, four different concepts were developed,
which partly do not contain urea in the reagent solutions. To evaluate the developed
calibration concepts and new mathematical models, measurements of 560 biological samples
were performed. None of these mathematical models brought improvements compared to the
base model. Three of the four concepts fulfill the performance specifications of the sensors of
the initial blood gas analysis device. In conclusion different methods were shown to
implement the urea sensor into the target blood gas analysis device.
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1. Einleitung

Diese Diplomarbeit beschaftigt sich mit einem enzymatischen Biosensor zur Bestimmung der
Harnstoffkonzentration in humanbiologischen Proben (z.B. Blut oder Serum). Der Biosensor
basiert auf dem Enzym Urease EC 3.5.1.5 (auch Urea Amidohydrolase genannt) aus
Canavalia ensiformis. Die grundlegende Entwicklung dieses Sensors erfolgte bereits in den
1990er Jahren und der Sensor wurde bis zur Marktreife gebracht [1, 2].

Das Ziel dieser Diplomarbeit ist die Durchfuhrung von Untersuchungen fir eine mogliche
Integration des enzymatischen Biosensors zur Harnstoffmessung in die Messumgebung eines
neuen Blutgasanalysegerdtes.

Die Diplomarbeit ist in sechs Kapitel untergliedert. Der erste Teil beinhaltet die Einleitung
mit einer kurzen Beschreibung der physiologischen und medizinischen Bedeutung von
Harnstoff, sowie das Ziel und die genauen Aufgaben- bzw. Fragestellungen der Diplomarbeit.
Das zweite Kapitel beschéftigt sich mit der theoretischen Aufarbeitung des Themas Chemo-
und Biosensoren mit speziellem Fokus auf enzymatische Biosensoren zur
Harnstoffbestimmung.

Der dritte Teil der Diplomarbeit beschreibt die verwendeten Materialien und Methoden,
welche im Zuge der Untersuchungen verwendet wurden. Hier werden unter anderem die
Sensorherstellung, die verwendeten Reagenzien, die Methode der Referenzmessung, sowie
das den Sensor umgebende Messsystem und die Abldufe in diesem erldutert.

Im vierten Kapitel werden die Durchfuhrungen der Experimente, sowie deren Ergebnisse
dargebracht, welche anschlieend im flinften Kapitel interpretiert und diskutiert werden.

Im sechsten und letzten Teil der Diplomarbeit wird eine Zusammenfassung dieser gegeben,
in dem beschrieben wird, was die Ergebnisse der Diplomarbeit flir weitere Entwicklungen

bedeuten kdonnten.
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1.1. Physiologische und medizinische Bedeutung von Harnstoff

Harnstoff (oder Kohlensaurediamid) ist eine organische Verbindung, die von ureothelischen
Organismen im Zuge des Harnstoffzyklus (auch Krebs-Henseleit-Zyklus genannt) in der
Leber gebildet wird. Dieser Zyklus dient der Umwandlung von Ammoniak in das
Zyklusendprodukt Harnstoff. Ammoniak entsteht im Zuge des Protein- bzw.
Aminosaurestoffwechsels und wirkt bereits in geringen Konzentrationen zytotoxisch [3, 4].
Der gebildete Harnstoff aus der Leber wird, neben der Ausscheidung tber den Darm (wo der
Harnstoff durch Bakterien wieder zu Ammoniak und Kohlenstoffdioxid abgebaut wird und
der gebildete Ammoniak zum Grofteil wieder in die Leber gelangt) und minimaler
Ausscheidung tber den Schweil3, zum Grofteil tber das Blut zu den Nieren transportiert.
Dort wird er Uber die Nephronen (kleinste funktionelle Einheit der Nieren) und die
ableitenden Harnwege im Harn ausgeschieden. Harnstoff gehort somit zu den harnpflichtigen
Substanzen [5]. Aufgrund der eben erwéhnten Harnpflicht dient die Harnstoffkonzentration
im Serum neben der Kreatininkonzentration als wichtiger diagnostischer Parameter zur
Bestimmung der Nierenfunktionsfahigkeit (vor allem bei akutem Nierenversagen).
Verminderte Harnstoffkonzentrationen im Serum konnen bei niedriger Proteinzufuhr (z.B.
bei Hungerzustdnden oder Anorexie) oder bei einer erhdhten Proteinbiosyntheserate (z.B. im
Fall von Schwangerschaften oder Wachstum im Kindesalter) vorkommen. Verminderte
Harnstoffkonzentrationen sind jedoch diagnostisch irrelevant. Eine extrem geringe bis nicht
messbare Harnstoffkonzentration im Serum kann hingegen Stérungen des Harnstoffzykluses
oder schwere Lebererkrankungen als Grund haben. Fir eine Erhéhung der Konzentration an
Harnstoff im Serum (= ,,Azotdmie”) gibt es drei Unterteilungen von Ursachen, die das

Messen der Harnstoffkonzentration fiir die Diagnostik notwendig machen [6, 7]:

a. Prarenale Azotéamie:

Hierbei kommt es zu erhohten Harnstoffkonzentrationen aufgrund einer verminderten
Durchblutung der Niere durch Zirkulationsstorungen in Folge von Herzinsuffizienz, Schock,
Hypertonie oder Dehydratation. Ein weiterer Grund fir eine prarenale Azotamie ist ein
erhohter Proteinkatabolismus der durch Fieber, Verbrennungen, Tumornekrosen oder

Traumata mit Gewebsverletzungen auftreten kann.
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b. Renale Azotamie:

Bei einer renalen Azotdmie kommt es zu erhOhten Harnstoffkonzentrationen im Serum
aufgrund einer verminderten glomuldren Filtrationsleistung der Nieren. Dies kann durch
akute oder chronische Glomerulonephritis, Phyelonephritis, Nephrosklerose und durch den

Einfluss von nierentoxischen Medikamenten hervorgerufen werden.

c. Postrenale Azotéamie:

Zu dieser Art von Azotdmie kommt es durch einen verminderten Abfluss des Harns aus der
Niere bzw. der ableitenden Harnwege durch z.B. Steine, Tumore oder Missbildungen. Dies
fiihrt zu einem Rickstau des Harns bis in die Nieren was eine verminderte Filtrationsleistung

dieser zur Folge hat.

1.2.  Aufgabenstellungen

1. Untersuchung der Enzymstabilitit bzw. Sensorstabilitdit bei  verdnderter

Betriebstemperatur:

Da das Ausgangssystem, in dem der Sensor entwickelt wurde bei 30°C betrieben wird, das
Zielsystem fir den Sensor jedoch bei 37°C, muss die Enzymstabilitat bzw. Sensorstabilitét
des Sensors untersucht werden. Hierfir werden die Signalverlaufe des Harnstoffsensors, bei
beiden Temperaturen, Uber die gesamte Einsatzzeit verfolgt und verglichen. Falls sich der
Sensor aufgrund der Temperaturdnderung als zu instabil herausstellen sollte, mussen
maogliche MaRnahmen, wie der Einsatz von Enzymstabilisatoren oder alternative Strategien
fir die Immobilisierung des Enzyms am Sensor untersucht werden, um die geforderte
Stabilitat des Biosensors zu gewéhrleisten.

Des Weiteren missen Auswirkungen der verénderten Betriebstemperatur auf die
Sensoreigenschaften (Messgenauigkeit, Signalwiederfindung, Lebensdauer etc.) getestet und
verglichen werden, um eine mdglicherweise daraus resultierende notwendige Korrektur des

Kalibrations- bzw. Messwertrechenmodells zu entwickeln.
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2. Auswirkung der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslésung auf die Stabilitat

des Sensorpotentiales und die Sensoreigenschaften:

Im Zuge der moglichen Integration des Harnstoffsensors in die neue Messumgebung, sollen
die Auswirkungen einer Erhéhung der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebsldsung
Uberprift werden. Hier soll wiederum die Sensorstabilitdt des Harnstoffsensors tber die
gesamte Einsatzzeit verfolgt und mit dem bestehenden System verglichen werden. Des
Weiteren missen ebenfalls Auswirkungen auf die Sensoreigenschaften (Messgenauigkeit,
Signalwiederfindung, Lebensdauer etc.) getestet und verglichen werden, um eine
maoglicherweise daraus resultierende notwendige Korrektur des Kalibrations- bzw.

Messwertrechenmodells zu entwickeln.

3. Entwicklung eines neuen Kalibrationskonzepts:

Der fur das Ausgangssystem entwickelte Harnstoffsensor besteht insgesamt aus drei
Sensorspots (genaue Beschreibung siehe 2.7.2 Beschreibung des verwendeten Sensors). Da
im Zielsystem jedoch nur zwei, anstelle von drei Sensorspots zu Verfugung stehen muss ein
neues Kalibrationskonzept inklusive eines neuen Kalibrations- bzw. Messwertrechenmodell
entwickelt werden um den Sensor im gewunschten Messbereich kalibrieren und mit diesem
messen zu konnen.

Dariiber hinaus stehen fur die Kalibration des Harnstoffsensors im Zielmesssystem nur drei
anstatt von fiinf Kalibrationslosungen (wie im Ausgangssystem) zu Verfligung. Zusétzlich
sollten diese Kalibrationslosungen keinen Harnstoff beinhalten, da dies negative Einfliisse

auf andere Sensoren des Zielsystems hervorrufen wirde.
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2. Chemo- und Biosensoren

In vielen Gebieten wie der Medizin, der Lebensmittelanalytik, der Umweltanalytik oder der
In-Prozess-Kontrolle von z.B. biotechnologischen Prozessen besteht die Notwendigkeit
Konzentrationen von verschiedenen chemischen Verbindungen, Elementen, sowie lonen zu
bestimmen. Hierflr werden oft géngige Verfahren der instrumentellen Analytik, wie z.B.
Atomabsorptionsspektrometrie, Massenspektrometrie oder enzymatische Tests verwendet.
Herkdmmliche Methoden der instrumentellen Analytik sind aber sehr oft mit einem hohen
apparativen, sowie zeitlichen und finanziellen Aufwand verbunden. Eine gute Alternative fir
die Konzentrationsbestimmung verschiedener Analyten stellen Chemo- und Biosensoren dar.
Heutzutage werden Chemo- und Biosensoren unter anderem in der Diagnostik [8], der
Arbeitsplatziberwachung [9], der Prozesskontrolle [10], dem Umweltmonitoring [11], der
Lebensmittelkontrolle [12], der Sportmedizin [13], dem Brandschutz [14], der
Sicherheitstiberwachung [15] und der Terrorabwehr [16] genutzt. Dieses breite Spektrum an
Anwendungsbereichen hat dazu beigetragen, dass in den letzten 30 Jahren massive
Forschungsbemihungen auf dem Gebiet der Chemo- und Biosensorentwicklung
stattgefunden haben.

2.1. Definition

Einen Chemosensor kann man nach den aktuell giltigen Nomenklaturvorschldgen der

IUPAC-Kommission wie folgt definieren:

., Unter analytisch einsetzbaren Chemosensoren versteht man nach einem vorlaufigen
Nomenklaturvorschlag der zustandigen IUPAC-Kommission miniaturisierte Messwertfiihler,
die chemische Verbindungen oder lonen selektiv und reversibel erfassen und dabei
konzentrationsabhangige elektrische Signale liefern. Streng genommen liegt nur dann ein
echter Sensor vor, wenn Konzentrationsdnderungen in beiden Richtungen erfasst werden
konnen. “ [17]

Diese Definition fir Chemosensoren schliet Einwegteststreifen oder Prifrohrchen aus, da
diese nicht in der Lage sind Konzentrationsverldufe kontinuierlich und reversibel Gber die
Zeit zu messen. Diese Art von Sensoren wird nach einer weiteren Veroffentlichung der
IUPAC-Kommission als Dosimeter bezeichnet. Des Weiteren werden durch den Terminus

,Miniaturisierte Messwertfiihler auch analytische GroR3gerate wie z.B. Massenspektrometer,
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aus dieser Definition ausgegrenzt, obwohl es hier in Hinblick auf integrierte Teile dieser
Systeme oft zu flieBenden Grenzen kommt [17].
Die vom Namensgeber der Biosensoren, Karl Cammann [13], vorher angefuhrte Definition

eines Chemosensors wird folgendermalRen um den Begriff Biosensor von ihm erweitert:

., Laut dieser Nomenklaturvorschldge spricht man weiter von der Untergruppe Biosensoren,
wenn bei Chemosensoren biologische Erkennungsmechanismen oder -Prinzipien zur

Stofferkennung angewendet werden. *“ [17]

Solche biologische Erkennungsmechanismen bzw. Prinzipien zur Stofferkennung kénnen z.B.

mit Hilfe von Enzymen oder Antikdrpern fiir die Biosensorik genutzt werden [17].

2.2.  Anforderungen an Chemo- und Biosensoren

Die individuellen Anforderungen an Chemo- und Biosensoren héngen stark von dem
Verwendungsgebiet dieser ab und kénnen daher nicht immer zufriedenstellend vereinheitlicht
werden. Ein Sensor der einen Analyten in definierten Umgebungsbedingungen und in einer
definierten Matrix nahezu perfekt misst, kann in einem gednderten Milieu bzw. einer
alternativen Matrix Probleme haben den Analyten ausreichend gut zu detektieren. Aufgrund
dieser Tatsache gibt es keinen idealen Sensor, da Chemo- und Biosensoren in
unterschiedlichsten Gebieten eingesetzt werden.

Man kann jedoch allgemeine Anforderungen an Chemo- und Biosensoren stellen. Diese

sollten allgemein die folgenden Eigenschaften besitzen [18, 19, 20, 21]:

- selektiv

- sensitiv

- signalstabil (frei von Driftverhalten)

- robust

- schnell (Ansprechverhalten)

- nachweisstark (gute ,,signal-to-noise-ratio*)

- einfach kalibrierbar (am besten kalibrationsfrei)
- einfach bedienbar

- preiswert

- klein
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Aufgrund dieser Anforderungen an Chemo- und Biosensoren besitzen diese einige Vorteile
im Vergleich zu herkdmmlicher instrumenteller Analytik. Einer der grél3ten Vorteile ist die
Maoglichkeit der Echtzeitmessung der gewinschten Analyten aufgrund der schnellen
Ansprechzeiten der Sensoren. Daruber hinaus kann man mit Chemo- und Biosensoren
kontinuierliche Messsysteme etablieren, da fur die meisten Applikationen Kkeine
Probenvorbereitung notig ist. Des Weiteren kénnen sie miniaturisiert und somit unter
anderem in portable Systeme wie z.B. Blutzuckermessgeréate integriert werden. Aufgrund von
verschiedenen  Techniken zur Massenproduktion solcher  Sensoren, wie z.B.
Dunnschichttechnologie oder Siebdrucktechnologie, kdnnen diese aullerdem sehr preiswert
produziert werden. Die geringe Selektivitat, welche oft bei Chemosensoren gegeben ist,
kénnen Biosensoren oft aufgrund der hohen Selektivitat der verwendeten Rezeptoren (z.B.
Enzyme) gut ausgleichen. Tatsdchliche Nachteile im Vergleich zu Methoden der
instrumentellen Analytik sind unter anderem die geringere Genauigkeit, sowie Probleme bei
der Spurenanalytik. Der grofite Nachteil ist allerdings ganz einfach der Mangel an Chemo-

und Biosensoren fur viele analytische Probleme [20, 21, 22, 23, 24].

2.3.  Prinzipieller Aufbau von Chemo- und Biosensoren

Der grundlegende Aufbau eines Chemo- bzw. Biosensors besteht im Allgemeinen aus drei
Teilen und ist in der folgenden Abbildung (siehe Abbildung 1) dargestelit.

Das wichtigste Element eines solchen Sensors ist der Rezeptor (spezifisches
Erkennungssystem fiir einen Analyten). Er dient der Stofferkennung des Analyten, welche
aufgrund von stoffspezifischen Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Analyt zu Stande
kommt. Da es eine Vielzahl von verschiedenen Rezeptoren respektive eine Vielzahl an
analytischen  Problemstellungen  gibt, werden intensive  Forschungsbemihungen
unternommen, um neue Rezeptortypen bzw. Rezeptorprinzipien zu etablieren oder
Verbesserungen bekannter Systeme zu entwickeln [17, 19, 21].

Das aufgrund der spezifischen Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Analyt generierte
Signal wird dann vom zweiten Bauteil des Sensors, dem so genannten Transduktor, in ein
elektrisches Signal (sekundares Signal) umgewandelt. Fr die Umsetzung des chemischen in
ein messtechnisch zugangliches Signal kdnnen verschiedene physikalische Prinzipien genutzt
werden [19, 21, 25]. Eine Klassifizierung von Chemo- und Biosensoren aufgrund ihres

Transduktorsystems wird im ndchsten Punkt der Diplomarbeit beschrieben.
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Das letzte Element eines Chemo- bzw. Biosensors ist ein elektronisches System, das der
Signalverstarkung, der Signalprozessierung (z.B. Berechnungsmodelle, Computersoftware
etc.) und der Datenausgabe (z.B. Monitor) dient [19]. Dieses System U(bernimmt das
Sekundarsignal des Transduktors und verarbeitet es zu Informationen fur die Beantwortung
der analytischen Problemstellung fur die der Sensor eingesetzt wurde weiter. Durch
verschiedene Kombinationen und Abstimmungen der einzelnen Sensorbauteile ist es moglich,

spezielle Sensoren fir ein bestimmtes analytisches Problem zu entwickeln.

Rezeptor elektronisches System

Probenmatrix Transduktor

AT

Abbildung 1 - Prinzipieller Aufbau von Chemo-und Biosensoren: Die Abbildung zeigt
den prinzipiellen Aufbau eines Biosensors. Der Analyt (rote Kugeln) aus der
Probenmatrix bindet an die Rezeptorstruktur. Das chemische Signal (gewellter Pfeil)
wird durch den Transduktor in ein messtechnisch verwertbares Signal (roter Pfeil)
umgewandelt und auf das elektronische System tbertragen. Quelle: Eigene Abbildung.

Zusatzlich zu dem eben beschriebenen prinzipiellen Aufbau der Chemo- und Biosensoren ist
bei vielen Sensorensystemen noch ein Filter als vierte Komponente integriert. Solche Filter
dienen unter anderem der Verbesserung der Selektivitat der Sensoren oder der Limitierung
der Diffusion von definierten Stoffen. In den meisten und einfachsten Fallen ist ein solcher
Filter zwischen der Probematrix und dem Rezeptor installiert (siehe Abbildung 2). Es gibt
jedoch auch kompliziertere (kombinierte) Sensorsysteme die mehrere Filterschichten
beinhalten [24, 26].
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Abbildung 2 — Aufbau eines Chemo- und Biosensors mit Filter: Die Abbildung zeigt
den prinzipiellen Aufbau eines Biosensors erweitert um ein Filter-System. Durch
dieses Filter-System konnen nur definierte Bestandteile der Probenmatrix zum
Rezeptor des Sensor diffundieren. Somit kann eine Erhohung der Selektivitat des
Sensors und eine gewtnschte Diffusionlimitierung erreicht werden. Quelle: Eigene
Abbildung.

Den fur Chemo- wund Biosensoren verwendeten Filtern liegen verschiedene
Ausschlussprinzipien zu  Grunde. Diese  Ausschlussprinzipien werden in  der
Sensorentwicklung ausgenutzt, um gewilnschte Effekte wie z.B. eine Steigerung der
Selektivitat des Sensors zu erzielen. Verwendet man als Filtersystem z.B. eine
Dialysemembran auf Basis von Celluloseacetat (GroRenausschluss aufgrund der
Maschenweite der Polymermembran), so kann man eine Abtrennung von Zellen,
Zellbestandteilen oder Proteinen erzielen, die die Wechselwirkungen zwischen Analyt und
Rezeptor storen konnten [24, 27]. In folgender Tabelle (siehe Tabelle 1) sind verschiedene
Ausschlussprinzipien von Filtern zusammengefasst, die fur Chemo- und Biosensoren

verwendeten werden:
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Tabelle 1 - Filtersysteme fir Chemo- und Biosensoren. Quelle: Tabelle nach [24] .

Ausschlussprinzip Material (Beispiel) Anwendung
zur Abtrennung von z.B.
GroélRRenausschluss Celluloseacetat [20] Zellen, Zellteilen und
Proteinen
zur Abtrennung von
Ausschluss aufgrund der Nafion [24] entgegengesetzt geladenen
Ladung |
onen
- zur Abtrennung von
Ausschluss au_fgrund der Teflon, Silikon oder hydrophoben bzw. hydrophilen
Polaritat Hydrogele [24]
Substanzen
Ausschluss aufgrund von Membran mit zur spezifischen Selektion von
spezifischen lonenkanélen lonenkandlen [19] lonen

Kationentauscher- + zur Abtrennung aufgrund von

gemischte Ausschlusssysteme Teflon-Membran [26] verschiedenen Prinzipien

2.4.  Klassifizierungen von Chemo- und Biosensoren

Fir Chemo- und Biosensoren gibt es mehrere verschiedene Arten der Klassifizierung, wobei
diese sich nicht gegenseitig ausgrenzen, sondern additiv erweitern und die Art des Sensors
somit noch genauer definieren.

Der einfachsten Klassifizierung der Sensoren liegt die Art des Rezeptors zu Grunde, wie
bereits in den Definitionen der Sensoren gezeigt wurde. Hier entscheidet man in erster Linie
zwischen Chemo- und Biosensor, je nachdem ob ein Rezeptor ausgehend von einer
natlrlichen Quelle (z.B. Enzyme, Antikorper, Zellen, Zellfragmente, Gewebeteile oder
Nukleotide) verwendet wird, oder ob der verwendete Rezeptor synthetisch (z.B. lonophore,
Calixarene, Cyclodextrine, Kronenether) hergestellt wird [17, 18, 19, 21, 22]. Einen Streitfall
konnten unter anderem DNA-Sensoren darstellen, da die als Rezeptoren verwendeten
Polynukleotide auch rein synthetisch hergestellt werden kdnnten. Im Allgemeinen werden
diese jedoch zu den Biosensoren gezahlt. Weiters kann man diese Klassifizierung basierend
auf der Art des verwendeten Rezeptors noch genauer unterteilen, wenn man die Art des
Rezeptors eine Ebene tiefer betrachtet (z.B. DNA-Sensoren, Enzym-Sensoren, Aptamer-
Sensor usw.).

Eine weitere Klassifizierung von Chemo- und Biosensoren basiert auf dem Mechanismus des

verwendeten Rezeptors bei der Wechselwirkung mit dem Analyten. Hier unterscheidet man
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zwischen Affinitatssensoren und Metabolismussensoren [22, 28, 29]. Die Unterscheidung
erfolgt je nachdem ob der Analyt wahrend der Messung umgesetzt wird (z.B. bei
enzymatischen Sensoren) oder ob es zu reversiblen Wechselwirkungen (Rezeptor-Analyt-
Bindungen) zwischen Rezeptor und Analyt kommt (z.B. DNA-Sensoren). Im Fall von
Metabolismussensoren kommt es aufgrund der Verbrauchsreaktion des Analyten zu einem
FlieRgleichgewicht, welches von der Diffusion des Analyten zum Sensor abhédngig ist.
Affinitatssensoren hingegen sind diffusionsunabhéngig, da sich hier ein thermodynamisches
Gleichgewicht aufgrund der Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Analyt einstellt.

Die vermutlich am weitest verbreitete Klassifizierung fur Chemo- und Biosensoren beruht
auf der Art des verwendeten Transduktors. Hier unterscheidet man die Sensoren nach dem
grundlegenden physikalischen Prinzip des Transduktors und teilt diese in optische,
elektrochemische, massensensitive, temperatursensitive und magnetische Transduktoren
respektive Sensoren ein [17, 21, 30, 31]. Innerhalb dieser Unterteilung kommt es aufgrund
der genauen Messprinzipien bzw. MessgroRen noch zu einer weiteren exakteren Einteilung
der Transduktoren bzw. Sensoren. (z.B. Amperometrischer Sensor). Tabelle 2 fasst die
Klassifizierungen der Sensoren aufgrund ihrer Transduktoren zusammen (siehe Tabelle 2).
Neben den eben erwéhnten Klassifizierungsarten kénnte man die Sensoren noch nach der Art
ihrer Herstellung bzw. ihrer Herstelltechnik klassifizieren z.B. Dickschichttechnik oder
Dunnschichttechnik.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass es aufgrund der Vielzahl an
unterschiedlichen Mdglichkeiten fur den exakten Aufbau eines Sensors, mehrere solcher
Klassifizierungen fir Chemo- und Biosensoren gibt. Wie bereits erwéhnt, kann man die
unterschiedlichen Klassifizierungen auch miteinander kombinieren um genaue Informationen
uber den Sensoraufbau zu Verfligung zu haben (Beispiel: Der in dieser Arbeit verwendete
Harnstoffsensor ist ein potentiometrischer Enzymsensor (Biosensor), gefertigt mittels
Dickschichttechnik.)
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Tabelle 2 - Transduktoren fiir Chemo- und Biosensoren. Quelle: Tabelle nach [17], [21] und [24].

Transduktorart

Messprinzip

Gemessene Eigenschaft

Anwendungsbeispiel

Elektrochemisch

Potentiometrie

Elektrodenpotential

ISE [17]

Voltametrie

Stromstarke

Clark-Elektrode [17]

Konduktometrie

Leitfahigkeit

Gassensoren [24]

Feldeffekt

Potential an
Feldeffekttransistor

CHEMFET, ISFET [21]

Kapazitive Sensoren

Impedanz

Enzymsensoren [28]

Optisch

Lumineszenzmessung

Fluoreszenz

Phosphoreszenz

pO,-Sensor [24]

Chemolumineszenz

Immunosensoren [21]

Biolumineszenz

Enzymsensoren [21]

Reflektometrie

Veranderung des

Absorptionsspektrums

lonensensoren [24]

Refraktometometrie

Brechungsindex

Affinitatssensoren [24]

Massensensitiv

Resonanzfrequenzmessung

Resonanzfrequenz eines
piezoelektrischen

Kristalls

Gassensoren [17]

SAW-Sensoren

Oberflachenschwingung

Immunosensoren [17]

Temperatursensitiv

Thermocouple

Anderung des
Widerstands

Pyroelektrischer Effekt

Spannungsdifferenz
aufgrund von

Ladungstrennung

Gassensoren [20]

Magnetisch

Magnetoresistiver Effekt

Anderung des
Widerstandes aufgrund

eines Magnetfeldes

Hall-Effekt

Anderung der Spannung
aufgrund eines

Magnetfeldes

DNA-Sensoren [19]
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2.5. Enzymsensoren

Eine Hauptfunktion von vielen Proteinen im Stoffwechsel biologischer Systeme ist die
Katalyse von biochemischen Reaktionen, die unter physiologischen Bedingungen ohne ihr
Zutun nicht, bzw. nur sehr sehr langsam ablaufen wiirden. Diese Proteine werden als Enzyme
bezeichnet und besitzen in vielen Fallen prostethische Gruppen. Enzyme katalysieren
biochemische Reaktionen und erzeugen dabei oft Produkte oder verbrauchen Co-Substrate
die analytisch leichter zugéanglich sind als ihre Substrate. Dies und die hohe Substratspezifitét
bzw. Reaktionsspezifitdt macht sie zu interessanten Rezeptoren fur Biosensoren. Bei der
Verwendung solcher Enzyme als Rezeptor fur Biosensoren ist ein umfassendes Verstandnis
der Enzymkinetik und der grundlegenden Umsetzungsmechanismen der Enzyme erforderlich
[3, 21, 30].

2.5.1. Enzymkinetik

Enzyme katalysieren biochemische Reaktionen, indem sie die Einstellung des chemischen
Gleichgewichts beschleunigen, ohne dieses dabei zu verandern. Diese Beschleunigung der
Reaktion kommt aufgrund der Absenkung der Aktivierungsenergie (AG} oder Ea) zustande.
Waéhrend der ersten Phase einer chemischen Reaktion wird das Substrat so verandert (z.B.
Anderung von Bindungswinkel, Bindungslangen etc.) dass dieses einen energetisch
ungiinstigen Ubergangszustand einnimmt. Die Aktivierungsenergie ist jener Energiebetrag,
der aufgebracht werden muss, um das Substrat in diesen Ubergangszustand zu bringen und
somit die chemische Reaktion in Gang zu setzen (siehe Abbildung 3). Enzyme sind in der
Lage durch nicht-kovalente Wechselwirkungen mit dem Substrat diesen Ubergangszustand
S0 zu stabilisieren, dass die bendtigte Aktivierungsenergie minimiert wird. Das Substrat bzw.
die Substrate konnen somit um ein Vielfaches schneller in das Produkt bzw. die Produkte der

Reaktion umgewandelt werden [3, 4, 21].
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Enzym
freie Energie

AG

Reaktionsverlayf =)

Abbildung 3 — Energieprofil einer chemischen Reaktion -
Katalysiert vs. Unkatalysiert: Diese Abbildung zeigt
Energieprofile von biochemischen Reaktionen die unkatalysiert
(schwarz) bzw. durch ein Enzym katalysiert (lila) sind. Die
bendtigte  Aktivierungsenergie (= Ea) der enzymatisch
katalysierten Reaktion ist im Vergleich zur unkatalysierten
Reaktion um ein Vielfaches geringer. Quelle: Eigene Abbildung
in Anlehnung an [4].

folgendes vereinfachtes Reaktionsschema an [3, 21, 32] (siehe Gleichung 1):

E+S %[ES]$P+E

Gleichung 1 - Reaktionsschema nach Michaelis und Menten
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Ejs ohne

Die von L. Michaelis und M. Menten hergeleitete Michaelis-Menten-Theorie ist ein
mathematisches Modell zur Beschreibung der Kinetik einer einfachen enzymatischen

Umsetzung eines Substrates in ein Produkt. Zur Herleitung dieser Theorie nahmen die Beiden

Im ersten Schritt bindet das Substrat (= S) reversibel an das das freie Enzym (= E) und bildet

den Enzym-Substrat-Komplex (= ES). Im nédchsten Schritt zerfallt dieser Enzym-Substrat-
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Komplex in das gebildete Reaktionsprodukt (= P) und in das wieder freie Enzym. Dieser
zweite Vorgang ist irreversibel, was in der Gleichung durch die Pfeilrichtung des zweiten
Schrittes verdeutlicht wird. k ' und k ™ im dargestellten Reaktionsschema sind die
Geschwindigkeitskonstanten fiir den ersten Schritt der Reaktion (Bindung von S an E)
respektive fur den Zerfall des gebildeten Komplexes in seine Ausgangsstoffe (da diese
Reaktion reversibel ist). k 2 entspricht der Geschwindigkeitskonstante fir den zweiten
Teilschritt der Reaktion vom Enzym-Substrat-Komplex zum Produkt.

Aufgrund dieses angenommenen Reaktionsschemas wurde mit Hilfe der zugehorigen
Massenbilanzen und unter der Annahme eines FlieRgleichgewichtes (ansonsten ware das
Gleichungssystem analytisch nicht zu l6sen) die Michaelis-Menten-Gleichung (siehe
Gleichung 2) abgeleitet [3, 21, 32].

Vmax * [S]
Kn + 18]

VvV =

Gleichung 2 - Michaelis-Menten-Gleichung

In dieser Gleichung beschreibt vmax die maximale Reaktionsgeschwindigkeit die nur bei
extrem hohen Substratkonzentrationen (= [S]) bzw. sehr groBem Substratiiberschuss auftritt.
In diesem Fall ist das Enzym mit Substrat gesattigt und liegt vollstandig als Enzym-Substrat-
Komplex vor. Der K,-Wert ist jene Substratkonzentration die notwendig ist um die Halfte
der fir die Reaktion vorhandenen Enzyme (= [E]) mit Substrat zu beladen und bestimmt
somit auch die Substratkonzentration bei der die Reaktionsgeschwindigkeit halomaximal ist.
Der Kn-Wert ist ebenfalls ein Mal? fur die Affinitat des Enzyms zum Substrat. Je kleiner der
Km-Wert ist, desto groRer ist die Affinitat des Enzyms zum jeweiligen Substrat [3, 21, 32].
Graphisch (Reaktionsgeschwindigkeit auf der Y-Achse und die Substratkonzentration auf der
X-Achse) beschreibt die Michealis—Menten-Gleichung eine Hyperbel die sich asymptotisch
an den Wert vmax (Y-Achse) anndhert. Die graphische Darstellung ist in Abbildung 4 (siehe
Abbildung 4) abgebildet.
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Abbildung 4 - Graphische Darstellung der Michaelis-Menten-Kinetik:
Die Abbildung zeigt die graphische Darstellung der von Michaelis und Menten
entwickelten  Michaelis-Menten-Gleichung. Auf der X-Achse st die
Substratkonzentration (= [S]) und auf der  Y-Achse die
Reaktionsgeschwindigkeit (= v) aufgetragen. Die Reaktionsgeschwindigkeit
nahert sich mit steigender Substratkonzentration in Form einer Hyperbel
asymptotisch an die Maximalgeschwindigkeit (= vmax) an. Kp beschreibt jene
Substratkonzentration bei der die Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal ist (=
Vmax/2). Quelle: Eigene Abbildung in Anlehnung an [32].

2.5.2. Limitierungen fir den Einsatz von Enzymen in Biosensoren

In Bezug auf den Einsatz von Enzymen in Biosensoren ist es notwendig, dass ein Uberschuss
an Substrat vermieden wird, da ansonsten die Bildung der Produkte bei konstanter
Enzymkonzentration nur von der Enzymaktivitit abhangig ware. Somit waren quantitative
Analysen der Substratkonzentration nicht moglich da das Enzym bei einem Uberschuss an
Substrat nur jene Konzentration umsetzten kann, die notwendig ist um das Enzym
abzuséttigen [24]. In diesem Fall spricht man von einer Enzymlimitierung bzw. einer
Aktivitatslimitierung des Sensors. Da es jedoch oft notwendig ist hohe

Substratkonzentrationen mit Biosensoren zu messen, die Gesamtenzymaktivitat am Sensor
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jedoch oft nicht unbegrenzt erhéht werden kann, werden oft Diffusionsbarrieren wie z.B. eine
Celluloseacetat-Membran zwischen der Probe und der Enzymschicht installiert. Somit kann
die Substratkonzentration im Sensor reduziert werden um eine Messung von hohen
Substratkonzentrationen in der Probe zu ermdglichen. Fir den Einsatz von Enzymen in
Biosensoren gilt daher im Allgemeinen die ,goldene Regel”, dass diese bei
Substratkonzentrationen < K, betrieben werden sollten. Bei enzymatischen Biosensoren wird
die Lebensdauer der Sensoren oft durch die Enzymstabilitdit (Denaturierung oder
Auswaschung der Enzyme fiihrt zu verminderter Enzymaktivitat am Sensor) determiniert.

Ein wesentlicher Aspekt des Einsatzes von Enzymen als Rezeptoren fiir Biosensoren ist auch
die Hemmung dieser durch Inhibitoren. Hierbei kann es zu einer kompetitiven, einer
unkompetitiven oder einer gemischten Hemmung des Enzyms kommen. Dar(iber hinaus kann
es noch zu irreversiblen Hemmungen der Enzyme kommen. Ein solcher Inhibitor wird dann
als Inakivator bezeichnet [3, 21].

Des Weiteren besitzen Enzyme Temperatur- sowie pH-Wert-Optima, bei denen sie die
hochste Aktivitat aufweisen bzw. Temperatur- sowie pH-Wert-Bereiche in denen sie fir die
Anwendung als Rezeptor in Biosensoren iberhaupt ausreichend aktiv sind [4].

Einflisse von Inhibitoren, sowie die Temperatur- und pH-Wert-Optima von Enzymen
missen bei der Entwicklung von enzymatischen Biosensoren in vielen Punkten, wie z.B.

Einflisse der Probenmatrix auf den Biosensor, beruicksichtigt werden.

2.5.3. Immobilisierungsstrategien fur den Einsatz von Enzymen in Biosensoren

Um eine ausreichende Lebensdauer eines enzymatischen Biosensors gewéhrleisten zu kdnnen,
mussen die Enzyme so am Sensor immobilisiert werden, dass diese bei Verwendung des
Sensors nicht ausgewaschen werden kénnen (Ansonsten tritt Verlust der Enzymaktivitat am
Sensor auf (siehe 2.4.2. Limitierungen fir den Einsatz von Enzymen in Biosensoren)).
Weiters sollte die Immobilisierung der Enzyme die spezifischen Eigenschaften dieser wie z.B.
Aktivitat oder Selektivitat nicht zu sehr beeinflussen. Zur Immobilisierung von Enzymen fir
den Einsatz in Biosensoren werden verschiedene Immobilisierungsstrategien angewendet, die
sowohl einzeln, als auch in Kombination verwendet werden. Diese Strategien werden dartber
hinaus auch fir die Immobilisierung anderer Rezeptoren wie z.B. Antikorper verwendet [21,
24, 27, 30]:
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- Die einfachste Mdoglichkeit zur Immobilisierung von Enzymen ist der Einschluss
dieser hinter eine inerte Membran (Abbildung 5 A)). Bei dieser Art der
Immobilisierung behalten die verwendeten Enzyme ihre Aktivitat und ihre
Selektivitat. Die Limitierung dieser Immobilisierungsvariante ist, dass die
eingeschlossenen Enzyme grofer als die Maschenweite der Membran sein missen
(um einen Einschluss zu erreichen), die Analyten hingegen deutlich kleiner, um durch

die Membran diffundieren zu kénnen.

- Eine weitere Mdglichkeit Enzyme fiir den Einsatz in Biosensoren zu immobilisieren
ist der Einschluss in polymere 3D-Matrizes (Einschluss durch sterische Behinderung)
wie z.B. Polyacrylamid (Abbildung 5 B)). Hierbei kommt es meist zu einer geringen
Beeinflussung von Aktivitat und Selektivitdt der Enzyme. Die Limitierung dieser
Immobilisierung ist die Grol3e des zu detektierenden Analyten, da dieser klein genug
sein muss, um durch die Polymermatrix zum Rezeptor diffundieren zu konnen.
Zusétzlich zum Einschluss in die polymere 3D-Matrix kann das Enzym noch kovalent
an diese Matrix gebunden werden (Abbildung 5 C)). Dies kann groReren Einfluss auf
die Selektivitat sowie die Aktivitat des Enzyms zu Folge haben, verhindert jedoch ein

mdogliches Auswaschen des Enzyms aus der polymeren 3D-Matrix.

- Eine andere Mdglichkeit zur Immobilisierung von Enzymen in Biosensoren ist die
Quervernetzung (Abbildung 5 D)) dieser mit bifunktionellen Agenzien wie z.B.
Glutardialdehyd. Hierbei kommt es meist zu einer starken Beeinflussung der Aktivitét
der verwendeten Enzyme, da diese bifunktionellen Agenzien meist unspezifische
Quervernetzungen ausbilden und davon auch aktive Zentren der Enzyme betroffen
sein konnen. Durch die Immobilisierung mittels Quervernetzung ist ein hoher
Beladungsgrad mit Enzymen mdglich, was jedoch auch zu Limitierungen der

Diffusion des Analyten fuhren kann.

- Weiters kann man Enzyme durch physikalische Adsorption an Biosensoren
immobilisieren (Abbildung 5 E)). Hierbei kommt es zu Wechselwirkungen zwischen
Enzym und Trégerflache aufgrund von Van-der-Waals-Kréften, Dipol-Dipol-

Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbildung.
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Eine weitere Mdoglichkeit besteht darin, Enzyme mit lipophilen Seitengruppen zu
modifizieren, um einen Einbau in lipophile Matrizen, aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen zu ermoglichen. Diese Immobilisierungsmethoden sind in der
Regel nur fur Sensoren mit kurzer Lebensdauer oder fir Versuchszwecke im Einsatz,
da die Wechselwirkungen sehr schwach und anfallig fiir Anderungen des pH-Wertes,
der lonenstarke oder der Temperatur sind. Darlber hinaus kann es durch die
physikalische Adsorption an den Trager zu starken Einflissen auf die Aktivitat der
Enzyme kommen. Trotzdem ist dies eine gangige Strategie zur Immobilisierung, da

keine Reagenzien bzw. zusatzliche Syntheseschritte benétigt werden.

- Die stabilste Immobilisierung fiir Enzyme an Tragermaterialien fur Biosensoren stellt
die kovalente Bindung zwischen diesen beiden Komponenten dar (Abbildung 5 F)).
Dies geschieht durch verschiedene Kopplungssynthesen zwischen Enzym und Tréger,
was oft zu einem deutlichen Verlust an Aktivitat fihrt. Des Weiteren ist die Beladung
der Trager mit Enzymen bei dieser Immobilisierungsstrategie stark begrenzt. Trotz
des groRen synthetischen Aufwandes ist diese Art der Immobilisierung sehr
gebrauchlich, da die Sensoren eine hohe Langzeitstabilitat aufweisen.

Allgemein kann man festhalten, dass es keine universelle Immobilisierungsstrategie gibt, da
alle Vor- und Nachteile besitzen und stark von der Anwendung des Biosensors, der zu
immobilisierenden Komponente, der Tragerkomponente und dem Analyten abhédngen. Somit
muss die optimale Strategie fur die Immobilisierung von Enzymen an einen Biosensor von

Fall zu Fall experimentell bestimmt werden.
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Abbildung 5 — Immobilisierungsstrategien fiir enzymatische Biosensoren: Diese Abbildung
zeigt schematische Darstellungen von unterschiedlichen Strategien zur Immobilisierung von
Enzymen an einen Sensorspot. A) zeigt den Einschluss der Enzyme hinter eine inerte
Membran. B) zeigt den Einschluss der Enzyme in eine polymere 3D-Matrix. C) zeigt den
Einschluss der Enzyme in eine polymere 3D-Matrix mit zusatzlicher kovalenter Bindung der
Enzyme an die Matrix. D) zeigt die Immobilisierung der Enzyme mittels bifunktionellen
Agenzien (z.B. Glutardialdehyd). E) zeigt die Immobilisierung der Enzyme durch
physikalische Adsorption aufgrund von verschiedenen Wechselwirkungen (z.B. Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen). F) zeigt die Immobilisierung der Enzyme durch kovalente Bindungen an
den Sensorspot. Quelle: Eigene Abbildung
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2.5.4. Urease aus Canavalia ensiformis

Wie bereits erwadhnt basiert der verwendete Biosensor zur Harnstoffbestimmung auf dem
Enzym Urease aus Canavalia ensiformis. Im Jahr 1926 war diese Urease aus Jackbohnen (=
Canavalia ensiformis) eines der ersten Enzyme Uberhaupt das erfolgreich kristallisiert werden
konnte [33]. Fur diesen Erfolg und weitere Experimente in der Proteinkristallographie wurde
James Batcheller Sumner 1946 mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.

Die Urease aus Canavalia ensiformis ist ein Homohexamer (siehe Abbildung 6) bestehend
aus sechs a-Untereinheiten (Hexamer ag) und besitzt pro Untereinheit (o) zwei
Nickel(Il)atome im aktiven Zentrum. Die Untereinheit besteht aus 840 Aminosduren und
wiegt exklusive der Nickel(ll)atome 90,77 kDa. Insgesamt wiegt die Urease (gesamtes
Monohexamer) aus Jackbohnen inklusive der zwolf Nickel(ll)atome 545,34 kDa [34].

Abbildung 6 — Urease aus Canavalia ensiformis: A) zeigt eine schematische Darstellung des
Urease-Homohexamers aus C. ensiformis. Das Homohexamer besteht aus 2
zusammengelagerten Trimeren. B) zeigt eine schematische Darstellung eines Homotrimers
des Enzyms um 90° um die vertikale Bildebene gedreht (im Vergleich zu A)). C) zeigt eine im
Vergleich zu A) und B) vergrdRerte schematische Darstellung eines Monomers der Urease
aus C. ensiformis. Quelle A), B) und C): Abbildung modifiziert aus [35].

Der Aufbau des aktiven Zentrums der Ureasen wurde anhand von Ureasen aus Klebsiella
aerogenes und Bacillus pasteurii aufgeklart. Das aktive Zentrum beinhaltet zwei
Nickel(Il)atome im Abstand von 3,5-3,7 A. Die Nickel(Il)atome sind durch eine gemeinsame
Lysinseitenkette und zuséatzliche Seitenketten komplexiert. Im Fall vom ersten Nickel(Il)atom
sind die zuséatzlichen Seitenketten zwei Histidinseitenketten. Das zweite Nickel(ll)atom wird,
neben der gemeinsamen Lysinseitenkette, ebenfalls von zwei anderen Histidinseitenketten

und einer zusatzlichen Aspartatseitenkette komplexiert (siehe Abbildung 7). Darliber hinaus
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sind noch 3 Molekiile Wasser in der Tasche des aktiven Zentrums lokalisiert, die bei der
Reaktion mit Harnstoff verdrangt werden. Diese Wassermolekile W1-W3 (W1 ist bei
Nickel(Il)atom(1), W2 bei Nickel(ll)atom(2) und W3 ist an der Offnung des aktiven
Zentrums lokalisiert) sind ber Wasserstoffbriicken gebunden. Zusétzlich gibt es noch eine
mobile Klappe (bestehend aus mehreren Aminosaureseitenketten) die zwar nicht direkt an der
katalytischen Aktivitdt im aktiven Zentrum beteiligt ist, jedoch fur die Bindung des
Harnstoffs an das aktive Zentrum eine wichtige Rolle spielt [34].

(His)N\ /O \ /N(His)

i(1 Ni(2
(His)N/T( l‘“o/‘ \ )"'“‘“N(His)
A

i ‘WZ a2 O(AsP)

2
(W3)

Abbildung 7 — Aufbau des aktiven
Zentrums der Urease: Diese Abbildung
zeigt das aktive Zentrum der Urease mit
den zwei komplexierten Ni-Atomen, sowie
den drei Wassermolekilen.  Quelle:
Abbildung tibernommen aus [34].

Die Urease gehort zu der Enzymklasse der Hydrolasen und katalysiert folgende Reaktion
(siehe Gleichung 3):

(NH,),CO+H,0 — 2 NH;+ CO,

Gleichung 3 - Reaktionsgleichung der Harnstoffhydrolyse mit Urease
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Im ersten Schritt der Reaktion wird der Harnstoff in Ammoniumcarbamat, dem Salz der
Carbaminséure umgewandelt. Das gebildete Ammoniumcarbamat zerfallt dann spontan durch
den Einfluss von Wasser zuerst in Carbaminsdure und Ammoniak und im letzten Schritt
weiter in insgesamt zwei Molekile Ammoniak und ein Molekil Kohlenstoffdioxid.
Ammoniak und Kohlenstoffdioxid liegen in wassriger Losung und bei physiologischen pH-
Wert (bei dem der Harnstoffsensor betrieben wird) als Ammonium- bzw.
Hydrogencarbonationen vor [36].

Der genaue Reaktionsmechanismus der Harnstoffhydrolyse mit dem Enzym Urease ist noch
nicht restlos geklart. Es gibt mehrere teilweise kontroverse Schemata des Mechanismus. Im
Allgemeinen bindet der Harnstoff Gber den Sauerstoff des Carbonylteiles an das erste
Nickel(ll)atom im aktiven Zentrum. Dadurch wird der Carbonylteil des Harnstoffmolekiils
elektronegativer und zuganglich fir einen nukleophilen Angriff. Der Mechanismus des
folgenden nukleophilen Angriffs ist jener Punkt, in dem sich die unterschiedlichen Schemata
des Reaktionsmechanismus scheiden. Das erste Schema beschreibt eine weitere Bindung
eines der beiden Stickstoffatome des Harnstoffes an das zweite Nickel(Il)atom. Aufgrund von
dieser Bindung soll unter Einfluss von einem Molekil Wasser der nukleophile Angriff auf
den Kohlenstoff des Carbonylteils stattfinden und so das Ammoniumcarbamat gebildet
werden. Der nukleophile Angriff erfolgt hier durch ein, durch Briickenbindung lokalisiertes
Hydroxidion, das als Donator fungiert. Ein anderes Schema schlie3t die Bindung eines der
beiden Stickstoffatome des Harnstoffes an das zweite Nickel(ll)atom aus. Hier liefert das
zweite Nickel(Il)atom das an diesem lokalisierte Wassermolekil (W2) fur den nukleophile

Angriff. Dies erfolgt mit Hilfe einer Histidinseitenkette aus der mobilen Klappe [34].

2.6. Harnstoffsensoren

In den spaten 1960er Jahren waren es George G. Guilbaut und Jopseph G. Montalvo Jr. die
den ersten enzymatischen Biosensor (auf Basis des Enzyms Urease) fiir die Bestimmung von
Harnstoff in Korperflissigkeiten entwickelten [37]. Sie verwendeten hierflir eine
kationenselektive Glaselektrode fir die Detektion der durch die Harnstoffhydrolyse
gebildeten Ammoniumionen als Transduktor. In den darauf folgenden Jahren wurden von der
selben Arbeitsgruppe um George G. Guilbaut einige Weiterentwicklungen dieses ersten
Harnstoffsensors mit verschiedenen Transduktoren publiziert [38]. Bis heute gab es unzéhlige
weitere Ansatze fir die Entwicklung neuer Biosensoren zur Harnstoffbestimmung fir

unterschiedliche Probenmatrizes. Hierbei wurden insbesondere verschiedene
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elektrochemische [39, 40, 41, 42,43], optische [44, 45, 46], als auch thermosensitive [47, 48,
49] Transduktorsysteme verwendet. Flr die Immobilisierung der Enzyme am Sensor wurden
ebenfalls unterschiedliche Strategien verfolgt [50]. Heutzutage werden diese neu
entwickelten Harnstoffsensoren in den Gebieten der Lebensmitteliberwachung [51, 52, 53],
der Diagnostik [2, 54, 55], der Prozesskontrolle [56, 57, 58] und dem Umweltmonitoring [59,
60, 61] eingesetzt.

Aufgrund der Enzymreaktion der Urease (siehe Gleichung 3) werden im Allgemeinen vier
Parameter analytisch zugéanglich gemacht. Diese Parameter sind die CO,-Konzentration, die
Ammoniakkonzentration, die Ammoniumionenkonzentration und die Anderung des pH-
Wertes aufgrund der Enzymreaktion. Neben anderen Transduktorsystemen werden diese vier
Parameter vor allem mit verschiedenen potentiometrischen Elektrodensystemen gemessen. In
der Fachliteratur findet man Beispiele fir enzymatische Harnstoffsensoren mit einer
potentiometrischen CO,-Gaselektrode, einer potentiometrischen Ammoniak-Gaselektrode,
einer potentiometrischen Ammoniumionen-Selektiven-Elektrode, und einer
potentiometrischen pH-Elektrode [21, 30, 38, 50].

Die unterschiedlichen Elektrodensysteme haben, je nach Einsatzgebiet (Messbereich,
Probenmatrix, Anforderungen an Lebensdauer etc.) verschiedene Vor- und Nachteile. So
zeigen zum  Beispiel Ammoniumionen-Selektive-Elektroden oft elektrochemische
Interferenzen gegenuber anderer Kationen wie z.B. Kaliumionen, was sie nur begrenzt
einsetzbar fir Probenmatrizes mit hohen Kationenkonzentrationen macht. Die grofien
Vorteile dieser Elektroden sind kurze Ansprechzeiten und grofle Messbereiche die sie
erfassen konnen. Potentiometrische pH-Elektroden haben den groflen Nachteil der
Abhangigkeit vom Puffersystem und dem pH-Wert der Probe. Darlber hinaus haben sie eher
geringe Messbereiche, langere Ansprechzeiten und bendétigen die Immobilisierung von
groflen Mengen an Enzym am Sensor. Der Vorteil von potentiometrischen Gaselektroden ist
der groBe Messbereich den sie erfassen kénnen und die hohe Spezifitit. Des Weiteren
bendtigen sie nur geringe Mengen an immobilisiertem Enzym. Der grofite Nachteil bestehet
hierbei in der Abhangigkeit der Gasgleichgewichte zwischen der wéssrigen und der Gasphase
des Sensors, vom pH-Wert und der Pufferkapazitat der Probe. Darlber hinaus sind solche

Sensoren haufig anfallig fir Interferenzen mit anderen sauren bzw. basischen Gasen [21, 30].
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2.7. AVL/Roche-Harnstoff-Sensor

Der im Zuge dieser Diplomarbeit verwendete enzymatische Biosensor (auf Basis des Enzyms
Urease bzw. Urea Aminohydrolase EC 3.5.1.5 aus Canavalia ensiformis) zur Bestimmung
der Harnstoffkonzentration in humanbiologischen Proben ist ein potentiometrischer
Biosensor mit einer Ammoiumionen-Selektiven-Elektrode (mit einer Cl-Referenzelektrode (=
Elektrode 2. Art)) als Transduktor. Eine genaue Beschreibung der grundlegenden

Mechanismen sowie des Aufbaues des Sensors folgt in den kommenden Unterpunkten.

2.7.1. lonenselektive Potentiometrie

Wie der Name schon sagt werden in der ionenselektiven Potentiometrie elektrochemische
Potentiale gemessen, wobei hier nur ein sehr geringer Strom flieRt. Es wird hierbei keine
externe Spannung angelegt. Es werden Potentialdifferenzen bestimmt, die sich aufgrund von
Ladungstrennungen an den Phasengrenzen zwischen einer ionenselektiven Messelektrode
bzw. der Bezugselektrode und der Probelosung (in Abhéngigkeit der Aktivitdt der zu
bestimmenden lonenspezies) ausbilden. Die Potentiale in dieser elektrochemischen Zelle
entstehen durch Phasenibergange von Ladungstrdgern (von der Probenldsung in die
Elektrode oder umgekehrt / je nach Konzentrationsgradienten) die bei ionenselektiven
Elektroden zu einer Aufladung der Phasengrenze fiihrt und messbar sind. Mit Hilfe der
Nernst-Gleichung (siehe Gleichung 4) kann der Zusammenhang zwischen der Aktivitat der
zu bestimmenden lonenspezies in der Probe und dem gemessenen Potential hergestellt
werden. Durch die Erweiterung der Nernst-Gleichung von Nikolski und Eisenman (siehe
Gleichung 5), kann dieser Zusammenhang auch unter dem Einfluss stérender Faktoren wie

z.B. unter dem Einfluss interferierender lonenspezies bestimmt werden [21, 31].
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Gleichung 4 - Nernstgleichung
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Gleichung 5 - Nikolski-Eisenman Gleichung

2.7.2. Beschreibung des verwendeten Sensors

Der in dieser Arbeit verwendete Sensor ist ein planares Messsystem das mittels Siebdruck-
(Dickschichttechnik) und Dispensierverfahren hergestellt wird. Der Sensor setzt sich
zusammen aus einer Ammoniumionen-Selektive-Elektrode auf PVC/Nonactin-Basis und
einer weiteren solchen Elektrode auf der zusétzlich das Enzym Urease immobilisiert ist. Des
Weiteren besteht der Sensor aus einer Kaliumionen-Selektiven-Elektrode auf
PVC/Valinomycin-Basis. Zusétzlich zu diesen drei, fir die Diplomarbeit verwendeten,
Elektroden des Sensors, befinden sich noch weitere Sensorspots zur Glukose, sowie
Laktatmessung auf diesem. Als Referenzelektrode fiir die potentiometrische Messanordnung
wird eine konventionelle Cl-Elektrode in einem KCI-Messkanal verwendet (siehe Abbildung
8) [1, 2].
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Abbildung 8 — Aufbau des verwendeten Harnstoffsensors: A) zeigt den Aufbau des
verwendeten Harnstoffsensors im Querschnitt. Hier sind die einzelnen Schichten des Sensors
(hergestellt durch Dickschichttechnologie) erkennbar. B) zeigt die einzelnen Bestandteile des
Sensors (Sensor-Oberteil, Messkanaldichtung, Sensorplattchen und Zentrierdichtung), sowie
die verwendete Referenzelektrode. Quelle: Eigene Abbildung.

Da in Vollblut und in Plasma die natirliche Ammoniumionenkonzentration unter
,normalen* physiologischen Umstédnden sehr gering ist (ca. 10-50 uM) [6], kann man die,
durch die Ureasereaktion gebildeten Ammoniumionen mit Hilfe von Ammoniumionen-
Selektiven-Elektroden, bestimmen und auf die Harnstoffkonzentration zuriickfihren
(Messung der natiirlichen Ammoniumionenkonzentration mit der nativen Ammoniumionen-
Selektiven-Elektrode  gegen die durch die  Harnstoffhydrolyse  entstandene
Ammoniumionenkonzentration mit jener Ammoniumionen-Selektiven-Elektrode auf der
Urease immobilisiert ist) Die Kaliumionen-Selektive-Elektrode wird bendtigt, da diese
Ammoniumionen-Selektiven-Elektroden nur um ca. Faktor 10 selektiver auf
Ammoniumionen  gegeniiber  Kaliumionen sind. Diese Kaliuminterferenz  der
Ammoniumionen-Selektiven-Elektroden kann durch die Bestimmung der
Kaliumionenkonzentration der Probe mit Hilfe dieser zusétzlichen Kaliumionen-Selektiven-

Elektrode bei der Berechnung der Messergebnisse berticksichtigt werden [1, 2].
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2.7.3. Alternative Methoden zur Harnstoffbestimmung

Eine Alternative zur Harnstoffbestimmung mit Biosensoren stellen optisch-enzymatische
Tests dar. Hier sind Tests basierend auf dem Urease-GLDH-Test (gekoppelter enzymatischer
UV-Test) und basierend auf dem Urease-Berthelot-Test (enzymatischer Farbtest) als
wichtigste Vertreter zu erwadhnen. Diese zwei verschiedene Testprinzipien wurden vielfach
weiterentwickelt, adaptiert und in der Diagnostik eingesetzt [62, 63].

Der Urease-GLDH-Test beruht auf dem NADH abhéngigen gekoppelten Enzymtest mit den
Enzymen Urease und Glutamat Dehydrogenase [64]. Hier wird in der ersten Reaktion der
Harnstoff mit Hilfe der Urease zu Ammoniumionen und Hydrogencarbonationen hydrolisiert
und in der Folgereaktion 2-Oxoglutarat (= a-Ketoglutarat) und die gebildeten
Ammoniumionen mit dem Enzym Glutamat Dehydrogenase (= GLDH) und dem Cofaktor
NADH zu L-Glutamat, Wasser und NAD" umgesetzt (siehe Gleichung 6). Die Abnahme von
NADH kann photometrisch bei 340 nm verfolgt werden. Da die Harnstoffkonzentration bei
konstanter Urease-Aktivitat und einem Uberschuss an NADH und Glutamat Dehydrogenase
proportional der Abnahme von NADH ist kann somit die Harnstoffkonzentration bestimmt

werden.

1. (NH,),CO + H,0 == 2 NH; + CO, —=» 2NH, + HCO; + OH

2. 2 NH, +2-Oxoglutarat+ 2 NADH —==%» 2 Glutamat + 2 NAD + 2 H,0

Gleichung 6 - Gleichungen gekoppelter enzymatischer Test

Beim Urease-Berthelot-Test wird Harnstoff zuerst durch das Enzym Urease zu
Ammoniumionen und Hydrogencarbonationen umgesetzt. Die gebildeten Ammoniumionen
reagieren dann in alkalischer Losung mit Hypochlorit zu Chloramin. Dieses wird
anschliefend mit Phenol zu Indophenol umgesetzt. Indophenol kann photometrisch bei 530
und 570 nm detektiert und somit die Harnstoffkonzentration Giber den Umsatz von Harnstoff
zu Indophenol bestimmt werden [65]. Diese Bestimmungsmethode wurde unter anderem von
Fawecett und Scott 1960 [66] und 1962 von Chaney und Marbach weiterentwickelt [67].

Neben den bereits erwdhnten Methoden zur Bestimmung der Harnstoffkonzentration in
biologischen Flussigkeiten gibt es noch weitere Verfahren, wie z.B. die Methode nach
Gentzkow [68] oder eine Methode die die Harnstoffkonzentration mittels Kernspinresonanz

ermittelt [69]. Diese und weitere Methoden sind in der Diagnostik jedoch nicht etabliert.
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3. Methoden und Material

3.1.  Sensorherstellung

Die Sensorherstellung besteht im Allgemeinen aus den beiden Teilen ,,Siebdruck® und
,Dispensieren. Beim Siebdruck werden die einzelnen Sensorschichten mittels
Siebdrucktechnik auf den Sensor aufgebracht [70]. Hierfir werden die jeweiligen
Komponenten der einzelnen Schichten vermengt und zu einer siebdruckfahigen Paste
homogenisiert. Danach werden diese Pasten einzeln auf unterschiedliche Siebe aufgetragen
und die Sensorschichten in definierten Arbeitsschritten siebgedruckt. Dies geschieht mit Hilfe
eines Rakels, das die Pasten durch die Maschen der Siebe auf ein Kunststoffplattchen (=
Basis bzw. Unterteil der Sensoren) bzw. auf die vorherige Sensorschicht druckt (siehe
Abbildung 9).

Rakel ¢ Sieh
Siebmuster

Siebdruckpaste

Grundsubstrat

Abbild des Siebmusters

Abbildung 9 — Schema eines Siebdruckschrittes: Diese Abbildung zeigt den
schematischen Aufbau eines Siebdruckes. Hierbei wird die Siebdruckpaste mit Hilfe
des Rakels Uber das Sieb gestrichen. Diese wird dadurch durch das Siebmuster auf
das Grundsubstrat gedrickt und hinterlasst dort ein Abbild des Siebmusters. Quelle:
Eigene Abbildung.

Nach dem Siebdruck werden die ionenselektiven Membranen sowie das Enzym-
Polymergemisch und optional Deckmembranen durch ein Dispensierverfahren auf die
Elektrodenspots des Sensors aufgebracht. Hierfur werden zuerst samtliche Komponenten der
zu dispensierenden Flussigkeit gemischt und dann in eine Spritze (ohne Kolben) gefillt.

Diese Spritze besitzt eine Nadel mit definiertem Durchmesser und wird an ein
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Druckluftsystem angeschlossen. Fir das Aufbringen der Membranen bzw. der Enzyml6sung
wird nun Druck angelegt und die Lésung somit durch die Nadel gedriickt (siehe Abbildung
10). Das aufzubringende Volumen der Dispensierldsungen kann durch Variation der
Nadelgeometrie oder durch Variation des angelegten Drucks verandert werden.

@ Druckluftanschluss

<¢— Dispensierspritze

Dispensiergut

<¢—— Dispensiernadel

O
rmﬁ— Sensor

Abbildung 10 — Schema des Dispensierapparates:
Diese Abbildung zeigt den schematischen Aufbau
des verwendeten Dispensierapparates, bestehend
aus der Dispensierspritze an der ein
Druckluftsystem, sowie eine Nadel angeschlossen
sind. Quelle: Eigene Abbildung.

Im den folgenden Punkten werden die beiden Teile ,,Siebdruck® und ,,Dispensieren* der

Sensorherstellung des Harnstoffsensors genauer erlautert.

3.1.1. Siebdruck

Beim Siebdrucken werden auf das Grundsubstrat (= Polycarbonat-Plattchen) zuerst die
Ableitbahnen, unter Verwendung einer Ag/AgCl — Paste, gedruckt. Diese Ag/AgCIl — Bahnen
dienen zur Ableitung des gebildeten elektrischen Signals zu den Kontakten des Messsystems.
Nach jedem Druckschritt missen die aufgebrachten Schichten bei definierten Temperaturen
und flr definierte Zeiten getrocknet werden.
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Auf die Ag/AgCl — Ableitungen werden im folgenden Schritt Carbonabdeckungen
aufgedruckt und wiederum getrocknet. Diese Carbonabdeckungen, bestehend aus einem
Carbon-Polymergemisch der Firma Acheson (Electrodag-423SS), dienen als Festkontakt fir
die Elektroden.

Zuletzt werden hintereinander zwei Isolationsschichten, bestehend aus Isolierlack auf Basis
von Epoxidharzen (Trocknung der ersten Schicht vor Druck der zweiten Schicht,
anschlieend Trocknung der zweiten Schicht) Uber den Groliteil des Sensors gedruckt. Einzig
die Bereiche der aktiven Komponenten im Bereich des Probenkanals und im Bereich der
Kontakte zum Messsystem werden bei diesen Druckschritten ausgespart. Diese Schichten
dienen der elektrischen Isolierung des Sensors um Kurzschlisse im Messsystem zu
vermeiden.

Im Allgemeinen wird das Prinzip des Siebdruckes des verwendeten Harnstoffsensors, sowie

dessen Schichten, in folgendem Patent beschrieben [71].

3.1.2. Dispensieren

Fur das Dispensieren der ionenselektiven Membranen bzw. der Enzymlésung miissen zuerst
die zu dispensierenden Fllssigkeiten hergestellt werden. Bei der Herstellung der
ammoniumionenselektiven  (Rezeptur nach [72]) und der kaliumionenselektiven
Membranflussigkeiten (Rezeptur nach [73]) werden die einzelnen Bestandteile in ein
Glasflaschchen eingewogen. Die beiden Ansatze der Membranfllssigkeiten werden danach
fiir mindestens 16 Stunden (maximal 24 Stunden) auf einem Laborschttler mit 1400 U/min
homogenisiert.

Zum Dispensieren der fertigen Membranfliissigkeit wird je 1 ml der Membranansatze in eine
3 ml Kunststoffspritze ohne Kolben gefillt (blasenfrei). Diese Spritze wird mit einer Nadel
(Innendurchmesser = 0,25 mm) versehen und an das Druckluftsystem angeschlossen. Zu
Beginn des Dispensierens wird die Dosiervorrichtung auf Dauerbetrieb eingestellt und ca.
0,25 ml Membranfliissigkeit ausgestoRen und verworfen. Danach werden die Parameter des
Dosiersystems auf 2,0 bar Druck und 0,02-0,120 Sekunden Dispensierzeit eingestellt und ca.
je 100 nl der ammoniumionenselektiven Membranflissigkeit bzw. der kaliumionenselektiven
Membranflussigkeit auf die jeweiligen Sensorspots dispensiert (siehe Abbildung 8).

Das Aufbringen der Membranflissigkeiten auf die Sensoren geschieht per Hand. Es ist darauf
zu achten, dass der Abstand zwischen Nadel und Sensor ca. 0,1 mm betrégt und der an der

Nadelspitze gebildete Tropfen mit der Carbonpaste in Berihrung kommt. Der aufgebrachte
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Tropfen sollte den gesamten Carbonspot abdecken um einen funktionsféhigen Sensor zu

gewahrleisten (siehe Abbildung 11).

optimal dispensiert schlecht dispensiert

Isolationsschicht Ionenzeleltive-bdembran

Elektrodenspot Grundsubstrat

Abbildung 11 — Dispensieren der Kalium- bzw. Ammoniummembran: Diese Abbildung
zeigt schematisch die Position einer optimal dispensierten bzw. einer schlecht
dispensierten ionenselektiven Membran auf dem Elektrodenspot. Quelle: Eigene
Abbildung.

Nach einer Wartezeit (Lagerung bei Raumtemperatur) von mindestens einem Tag nach dem
Dispensieren der ammoniumionenselektiven Membranflissigkeit wird die Enzymldsung fur
das Dispensieren des Urease-Enzymspots (Rezeptur nach [72]) hergestellt.

Die fertige Enzymldsung ist unmittelbar nach der Herstellung in eine 3 ml Spritze einzufillen.
Diese Spritze wird dann mit einer Nadel (Innendurchmesser = 0,15 mm) versehen und an das
Druckluftsystem angeschlossen. Dann wird die Mischung mit 0,2 bar Druck und 0,02 — 0,06
Sekunden Dosierzeit dispensiert.

Das Aufbringen der Enzymldsung auf die Sensoren geschieht wiederum per Hand. Es ist
darauf zu Achten, dass der Abstand zwischen Nadel und Sensor ca. 0,1 mm betrégt und der
an der Nadelspitze gebildete Tropfen mit der ammoniumionenselektiven Membran in
Berlihrung kommt. Der aufgebrachte Tropfen sollte den gesamten Graphitspot, sowie die
ammoniumionenselektive Membran abdecken um einen funktionsfahigen Sensor zu

gewahrleisten (siehe Abbildung 12).
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optimal dispensiert

Tzolationsschicht

schlecht dispensiert schlecht dispensiert
s Urease-Polymergemisch

Vo P & Sy rry

Grundsubstrat Elektrodenspot

ausreichend gut dispensiert

Ammontumionenseleltive-

Membran

Abbildung 12 — Dispensieren des Urease-Polymergemisches: Diese Abbildung zeigt
schematisch die Position von optimal dispensierten, ausreichen gut dispensierten
bzw.  schlecht  dispensierten  Urea-Polymergemischtropfen  auf  der
ammoniumionenselektiven Membran des Sensorspots. Quelle: Eigene Abbildung.

Nach Aufbringen der Enzymlésung werden die Sensoren flr mindestens zwei Wochen bei
Raumtemperatur getrocknet und anschliefend optisch kontrolliert und selektiert. Nach der
Trocknungszeit werden diese noch mit einem Oberteil versehen und sind danach fur den
Einsatz in den Experimenten bereit (siehe Abbildung 8).

Um die Zuordnung einzelner Sensoren zu einem Fertigungsprozesszyklus durchfiihren zu
koénnen, wird in der Sensorherstellung die Kkleinste gemeinsam (in Hinblick auf
Fertigungsbedingungen, Fertigungsmaterial und Fertigungszeitpunkt) gefertigte Anzahl an
Sensoren als eine Charge bzw. ein Los angesehen. Die jeweilige Losnummer flieRt in Folge
in die Bezeichnung des Sensors ein. Des Weiteren werden die Sensoren eines Loses
fortlaufend nummeriert. So ist z.B. ein Sensor mit der Bezeichnung #100-01 der erste Sensor

aus dem Fertigungsprozesszyklus Nummer 100 (= Los 100).
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3.2. Kalibrationen und Messungen in Messsténden

Die bereits beschriebenen enzymatischen Biosensoren zur Harnstoffbestimmung wurden zur
Beurteilung der Sensoreigenschaften (Lebensdauer, Messgenauigkeit, Signalwiederfindung
usw.) in so genannte MSS-3-fach-Messstdnde (MSS = Metabolit-Sensitive-Sensoren)
eingebaut, kalibriert und vermessen. Diese Messstande sind fur die amperometrische
Messung von Glukose- und Laktatsensoren (inklusive Interferenzmessung) und fir die
potentiometrische Messung von Harnstoff-, Kalium- und Ammonium-Sensoren entwickelt
worden. Das Programm fir die Bedienung der Messstande und die Datengenerierung wurde
in ,,Delphi“ geschrieben, wobei die Ausgabe der Daten in ,,MS-Excel“ erfolgt. In die
Software dieser Messstande ist ein variables Kalibrationsmodell (Anderungen der
Konzentrationen in  Kalibrationslésungen kann eingetragen  werden) inklusive
Messwertberechnung integriert. Darlber hinaus lassen sie sich auf unterschiedliche
Betriebstemperaturen einstellen. Die verwendeten Messstande basieren auf den von Michael
Tomberger im Zuge seiner Diplomarbeit [74] entwickelten 3-fach-Messstanden.

3.2.1. Aufbau der Messstande

Die Messstande bestehen prinzipiell aus einer Einheit zur Probenaufgabe, den drei
unabhéngigen Messkanadlen und einem Abfallbehdlter wo samtliche Flissigkeiten
aufgefangen werden. Die Einheit zur Probenaufgabe umfasst ein ,,Turn und Dock
System® mit vier Anschliissen fiir Kalibrationslésungen (,,Cal 1-4°) und einem Anschluss fiir
die Betriebslosung (auch ,,Standby* = Waschldsung, als auch Bezugspunktslosung fiir die
Potentiometrie). Des Weiteren besteht die Einheit zur Probenaufgabe aus einem Einflllmund
an dem das ,,Turn-und-Dock-System* anschlieBt und auch externe Proben z.B. Humanblut
angedockt werden kdnnen. Nach dem Einfullmund verteilt ein so genannter Einfullverteiler
die Proben auf drei Messkanéle. Die drei Messkandle bestehen jeweils aus einem Sample-
Sensor (= optischer Probendetektor), einer Messkammer mit integrierter Referenzelektrode,
einem Bypass, einer Peristaltikpumpe, einem Behalter mit Referenzlésung (= KCI) und 3
Magnetventilen fiir die Steuerung der Probenflusse.

Eine genaue Beschreibung der Messstande findet man in der Diplomarbeit [74]. Insgesamt
standen 4 Messstinde (Bezeichnet als ,MSS 1-4) fir die Beurteilung der
Sensoreigenschaften zu Verfugung. Der Aufbau dieser Messstdnde wird in folgender
Abbildung dargestellt (siehe Abbildung 13):
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Abbildung 13 - Aufbau der verwendeten Messstande: Diese Abbildung zeigt den
schematischen Aufbau der verwendeten Messstdnde. Die Proben bzw. die verwendeten
Reagenzien (gekoppelt Uber das Trun-und-Dock-System (= T&D)) kommen (ber den
Probeneingang (= PE) zum Einfullverteiler. Von dort werden die Flissigkeiten in die
einzelnen Messkanéle aufgeteilt und anschlieBend im Waste gesammelt. Quelle: Eigene
Abbildung in Anlehnung an [74].

3.2.2. Fluidische Ablaufe und Datenerfassung der Messstande

Fur jede der drei Messkammern gibt es je zwei Datenbanken. Die erste Datenbank dient der
Sicherung von Kalibrationsdaten, die zweite dient zum Speichern von Messdaten. Tatsachlich
gespeichert werden jedoch nicht alle gemessenen Rohwerte, sondern nur berechnete
Mittelwerte (= Absolutwert) zu definierten Zeitpunkten. Die Mittelwerte ergeben sich aus zu
definierten Zeitpunkten vier aufeinander folgenden gemessenen Rohwerten. Solche
Mittelwerte werden bei Kalibrationen als auch bei Messungen jeweils vor einer Probeldsung
(wenn Messkammer noch mit der Bezugspunktslosung fur die Potentiometrie beflllt ist),
wéhrend der Messung der eigentlichen Probeldsung und nach der Messung der Probeldsung
ermittelt (wenn Messkammer wieder mit der Bezugspunktslosung befillt ist) [74]. Die
fluidischen Ablaufe und die Datenerfassungspunkte einer Kalibration werden in folgender
Abbildung dargestellt (siehe Abbildung 14):
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Abbildung 14 - Fluidische Ablaufe und Datenerfassung einer Kalibration mit 4
Kalibrationslésungen: Es sind die fluidischen Abldufe und die Datenerfassung einer
Kalibration in den Messstanden schematisch dargestellt. Die weillen Ké&stchen stellen das
Einsaugen der Reagenzien in die Messkammer dar. Anschliefend werden nach einer
definierten Messzeit (kontinuierliche Echtzeitmessung des Signals) die Datenpunkte,
dargestellt durch die griinen Kastchen, ermittelt und abgespeichert. Quelle: Eigene
Abbildung in Anlehnung an [74].

Die Signalhlbe der Kalibrationen bzw. der Messungen ergeben sich dann aus der Differenz
vom errechneten Mittelwert wéhrend der Messung der Probeldsung (oder Kalibrationslosung)
und dem errechneten Mittelwert der direkt nach der Messung der Probelésung (oder
Kalibrationslosung) erhoben wird (= ,,Standby nach®). In diesem Fall spricht man von einem
Nachmesshub. Dieser Nachmesshub wird fiir sdmtliche Berechnungen wie z.B. fir das

Kalibrationsmodell oder die Messwertberechnung in weiterer Folge herangezogen.
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3.3. Kalibrationskonzept des Harnstoffsensors

Das in den Messstanden und dem Ausgangs-Blutgasanalysesystem (fir das der
Harnstoffsensor entwickelt wurde) verwendete Konzept der Kalibration des Harnstoffsensors
benodtigt fiinf Reagenzlosungen (eine Betriebslosung =, Standby®, sowie vier
Kalibrationslosungen = ,,Cal 1-4* / siehe Tabelle 3 (Reagenziensatz ,,Urspriinglich)).

Im diesem Kalibrationskonzept wird der Kaliumionensensor mit Hilfe der Kalibrationsldsung
4, in Bezug auf die Betriebslosung kalibriert. Hierbei beinhaltet die Betriebslosung eine
Kaliumionenkonzentration von 5 mmol/L, was einen Kalibrationspunkt im oberen
physiologischen Bereich der Kaliumkonzentration in humanem Vollblut darstellt. In Cal 4
liegt eine Kaliumionenkonzentration von 10 mmol/L vor, was einen Kalibrationspunkt im
Messbereich darstellt fur verdinnte Urinproben darstellt. Mit diesen beiden Punkten kann
eine 2-Punktkalibration fiir den gewiinschten Messbereich beider Probenarten durchgefihrt
werden. Der Kaliumionensensor wird mit Hilfe einer abgewandelten Form der
Nernstgleichung (siehe Gleichung 4) kalibriert.

Die beiden Ammoniumionensensorspots (nativer und mit Enzym) werden mit den
Kalibrationslésungen 3 und 4 in Bezug auf die Betriebslosung kalibriert. Hierbei wird
grundsatzlich wieder eine 2-Punktkalibration mit der Betriebldsung (= 0,05 mmol/L
Ammoniumionen = niedriger Messbereich) und Cal 3 (= 1 mmol/L Ammoniumionen = hoher
Messbereich) durchgefiihrt. Zusétzlich wird mit Hilfe der Kalibrationslésung 4 in Bezug auf
die Betriebslésung der Einfluss von Kaliumionen auf den Ammoniumionensensor ermittelt
(siene 2.7.2. Beschreibung des verwendeten Sensors). Dieser Effekt wird uber die
Veranderung der Ammoniumionensensorsignale (nativer Ammoniumionensensor und Sensor
mit  Enzym)  bei  gleicher ~ Ammoniumionenkonzentration  aber  geanderter
Kaliumionenkonzentration (siehe Tabelle 3 (Reagenziensatz ,,Urspriinglich®)) mit
einberechnet.

Der Harnstoffsensor wird zusatzlich zur Grundkalibration des Ammoniumionensensors mit
den Kalibrationslésungen 1 und 2, jeweils in Bezug auf die Betriebslosung (= ,,Standby*)
kalibriert. Hierbei kommt es zu einer 3-Punktkalibration, bei der die Kalibrationsldsung 1 (=
7 mmol/L Harnstoff) den physiologischen  Kalibrtionspunkt beschreibt. Die
Kalibrationspunkte der Betriebslésung (= 1 mmol/L Harnstoff), sowie der Kalibrationslésung
2 (= 25 mmol/L Harnstoff) dienen als pathologische Kalibrationspunkte im unteren bzw.
oberen Messbereich. Diese 3-Punktkalibration ist notwendig, da der Sensor Uber den

gesamten Messbereich keinen linearen Zusammenhang zwischen der
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Konzentrationsanderung des Harnstoffes in der Probe und der damit verbundenen
Signalanderung des Sensors aufweist. Der native Ammoniumionensensor, sowie der
Harnstoffsensor werden beide mit einer abgewandelten Form der Nikolski-Eisenman
Gleichung (siehe Gleichung 5) kalibriert.

Bei der Messung einer Probe wird die ermittelte Ammoniumionenkonzentration der Probe in
die Berechnung der Harnstoffkonzentration mit einbezogen. Die
Ammoniumionenkonzentration der Probe muss in der Berechnung  der
Harnstoffkonzentration berucksichtigt werden, da diese die Messung der aufgrund der
Enzymreaktion entstandenen Ammoniumionen als MaR fir die Harnstoffkonzentration
beeinflussen.

Fur die Untersuchungen der Fragestellungen beziglich der Auswirkungen der veranderten
Temperatur des Messsystems, sowie des verdnderten Ammoniumionen-Bezugspunkt in der
Betriebslosung auf den Sensor (siehe 1.2 Aufgabenstellung), wurde dieses urspriingliche
Kalibrationskonzept beibehalten.

Fur die dritte Aufgabenstellung der Diplomarbeit (siehe 1.2 Aufgabenstellung), der
Entwicklung eines neuen Kalibrationskonzepts fiir eine Integration des Harnstoffsensors in
das neue Blutgasanalysesystem, wurde dieses Kalibrationssystem als Referenzsystem
angesehen. Samtliche neu entwickelten Kalibrationssysteme beruhen teilweise auf diesem
System und werden mit diesem verglichen. Eine genaue Beschreibung der neu entwickelten

Systeme erfolgt im néchsten Kapitel (siehe 4. Durchfiihrung und Ergebnisse).

3.4. Reagenzien

Die finf Losungen fiir das beschriebene Kalibrationskonzept des Sensors, wurden fir die
Bearbeitung der Fragestellungen der Diplomarbeit (siehe 1.2 Aufgabenstellung) adaptiert. Im
Zuge der Arbeit wurden insgesamt zehn Reagenzlésungen verwendet. Es wurden zwei
komplette Sitze an Reagenzldsungen mit einmal einem hohen (= ,,high NH;™) und einmal
einem niedrigen (= ,low NH;™) Ammoniumionen-Bezugspunkt in der Betriebslésung
hergestellt (siehe Tabelle 3).

Die Anderungen der Ammoniumionenkonzentrationen in den Betriebslosungen wurden fiir
die Fragestellung nach der Auswirkung der Anderung dieser auf die Sensorstabilitat, sowie
auf die Sensoreigenschaften durchgefiihrt. Die Ammoniumionenkonzentrationen der
verschiedenen Kalibrationslosungen wurden nattirlich dementsprechend angepasst um dem

ursprunglichen Kalibrationskonzept zu entsprechen.
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Die Anderung der Kaliumionenkonzentration in der Kalibrationslésung 4 (von 10 mmol/L
auf 2 mmol/L vgl. Reagenziensdtze ,Urspriinglich® mit den beiden anderen
Reagenziensétzen in Tabelle 3) wurde durchgefuhrt, da die Messung von Urinproben im
neuen System nicht vorgesehen ist und daher der hohe Kalibrationspunkt bei 10 mmol/L
nicht mehr flir den gewtinschten Messbereich benétigt wird.

Bezuglich der Harnstoffkonzentration wurde nur die Betriebslésung (= Standby) geandert.
Hier wurde der Harnstoff bei den beiden Reagenzeinsatzen ,,low NH4 ™ und ,high NH; “aus
der Betriebslosung entfernt, um maoglichen negativen Einflissen des Harnstoffes auf andere
Sensoren des Ziel-Blutgasanalysesystems vorzubeugen (siehe 1.2 Aufgabenstellung).

Die eingewogenen Konzentrationen der fur die Kalibration relevanten Substanzen, sowie die

pH-Werte der einzelnen Losungen sind in folgender Tabelle angefiihrt (siehe Tabelle 3):

Tabelle 3 - Rezepturen fiir die verwendeten Reagenzien. Quelle: Eigene Tabelle.

Reagenziensatz Ldsung Standby | Call [ Cal2 | Cal3 | Cal4
Harnstoff [mmol/L] 1 7 25 0 0
o K" [mmol/L] 5 5 5 5 10
Lurspringlich® n
NH;" [mmol/L] 0,05 0,05 | 0,05 1 0,05
pH-Wert (bei 37°C) 7,4 7,4 7,4 74 74
Harnstoff [mmol/L] 0 7 25 0 0
. K" [mmol/L] 5 5 5 5 2
,low NH, “ "
NH;" [mmol/L] 0,1 0,1 0,1 1 0,1
pH-Wert (bei 37°C) 7,4 7,4 7,4 7,4 6,9
Harnstoff [mmol/L] 0 7 25 0 0
_ N K* [mmol/L] 5 5 5 5 2
»high NH,™ n
NH;" [mmol/L] 1 1 1 0,1 1
pH-Wert (bei 37°C) 7,4 7,4 7,4 7,4 6,9

3.5. Messreihe

Die im Zuge der Diplomarbeit durchgefuhrten Messreihen dienen der Beurteilung der
Sensoreigenschaften (Messgenauigkeit, Signalwiederfindung etc.) bzw. der Generierung von
Rohdaten fur die Entwicklung eines neuen Kalibrationsmodells. Hierfir werden die
Messreihen in einem definierten Ablauf durchgefiihrt.

Vor jeder Messreihe werden die Sensoren kalibriert und erst danach kann die Messreihe
gestartet werden. Zuerst wird ,,Cal 1¢ vermessen um erstens die Qualitat der Kalibration

schnell Gberprifen zu kdnnen (da die Signalhéhen der einzelnen Sensoren bei dieser Messung
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sehr &hnlich sein mussen wie die ermittelten Signalhdhen der Kalibrationslésung 1 bei der
vorangegangenen Kalibration) und um den Ausgangspunkt fir die Uberpriifung der
Signalwiederfindung zu generieren. Danach werden die wéssrigen Losungen ,,Combitrol Plus
B Level 1-3* (Qualititskontrolllosungen von Roche Diagnostics GmbH), ,,Cal 9 und ,,Cal
10 (=,,Cal 1 mit verandertem pH-Wert zur Abschatzung der pH-Wert-Empfindlichkeit der
Sensoren), sowie zwei Interferenzlésungen mit den Hauptinterferenten fir die
Glukosenmessung.

Als nichstes wird wiederum ,,Cal 1¢ zur Uberprifung der Signalwiederfindung gemessen.
Danach erfolgen die Messungen mit humanem Vollblut wobei acht Proben von
verschiedenen Spendern vermessen werden. Zwei der acht Blutproben (,,Blut 3* und ,,Blut 6*)
werden hierfir mit 45 pl bzw. 90 ul einer 1-molaren Harnstofflosung versehen um
hochkonzentrierte Proben fir die Messreihe zu generieren.

Die Blutproben werden im Anschluss an die Messungen fur sechs Minuten bei 3000 U/min
zentrifugiert, um Blutplasma zu erhalten. Der Uberstand der Blutréhrchen (= Plasma) wird
danach abpipettiert und in Eppendorftubes tberfuhrt, wobei ca. 300 pl davon fiur die
Referenzmessungen verwendet werden.

Vor Beginn der Plasmamessungen wird wiederum ,Cal 1¢ zur Uberpriifung der
Signalwiederfindung gemessen. Anschliefend werden die acht Plasmaproben vermessen.
Nach Ende der Plasmamessungen wird eine automatische Messreihe gestartet, wobei hier
,,Cal 1 in definierten Abstinden automatisch vermessen wird. Der Ablauf der Messreihe ist

in folgender Aufzahlung dargestellt:

Messreihe zur Bestimmung der Sensoreigenschaften:

1) ,Cal 1 (Geriteintern)

2-4) ,,combitrol Plus B Level 1-3¢
5) ,,Cal 9

6) ,Cal 10°

7) ,Interferenzlosung I

8) ,Interferenzldsung 11

9) ,Cal 1 (Geréteintern)

10-17) ,.Blut 1-8*

18) ,,Cal 1 (Geréteintern)

19-26) ,,Plasma 1-8*

27) Start ,,Cal 1-Reihe* (Geriteintern)
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3.6. Referenzmessung

Zur Ermittlung der Harnstoffkonzentrationen der Blut bzw. Plasmaproben (Soll-Wert-
Ermittlung) wurde der ,.cobas® UREA/BUN — Harnstoff/Harnstoff-N kinetischer UV-
Test“ [62] der Firma Roche Diagnostics GmbH fur das Analysegerat Hitachi 902 als
Referenzmethode gewahilt.

Das Analysegerat Hitachi 902 ist ein vollautomatisches Multikanal UV-/VIS-
Spektrophotometer, das auch ionenselektive Elektroden zur Bestimmung von Natrium,
Kalium und Chlorid enthélt. Mit diesem Gerat kdnnen mehr als 30 photometrische Tests aus
einer Probe durchgefiihrt werden. Hierfur besitzt der Analysator einen Reagenzienteller in
dem sich die Reagenzien fiur die verschiedenen Tests befinden. Des Weiteren besitzt der
Hitachi 902 ein Probenteller fir 60 Proben, sowie fiur 50 Behalter fir z.B.
Kalibrationslosungen, Waschlésungen oder Kontrollsera. Die Proben und die Reagenzien
werden von einer automatischen Pipettornadel in eine Kiivette pipettiert und dort mit einem
kleinen Mixer vermischt. Anschlielend kdnnen die photometrischen Tests inkubiert und in
der Photometereinheit vermessen werden [75].

Bei dem verwendeten ,.cobas® UREA/BUN — Harnstoff/Harnstoff-N Kkinetischer UV-
Test* handelt es sich um einen gekoppelten enzymatischen Test, der auf dem Urease-GLDH-
Test beruht (siehe 2.7.4 Alternative Methoden zur Harnstoffbestimmung) [62]. Fir die
Kalibration des enzymatischen UV-Tests, sowie als Qualitatskontrolle fiir die Kalibration
wurde, wie in der beigelegten Anleitung beschreiben, cobas® C.F.A.S. (cobas® Calibrator-
For-Automated-Systems) von der Firma Roche Diagnostics GmbH verwendet. cobas®
C.F.A.S. wurde jeweils vor und nach den Plasmaproben der Messreihen vermessen. Die
Abweichung vom Mittelwert der beiden Kontrollen zum Zielwert von cobas® C.F.A.S.
wurde dann als Korrekturfaktor zur Berechnung der Harnstoffkonzentrationen der Proben

verwendet.
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3.7.  Datenauswertung

Die Auswertung der Messreihen fir die Beurteilung der Sensoreigenschaften wurde in einer
extra dafur entwickelten MS-Excel-Vorlage durchgefuhrt (siehe Abbildung 15). Diese
Vorlage dient der automatischen Auswertung von unterschiedlichen Parametern welche die
Sensoreigenschaften eines Sensors an einem bestimmten Messtag widerspiegeln. Hierfur
muissen die in der Messreihe ermittelten Messdaten, die Daten der vorangegangenen
Kalibration, allgemeine Daten (z.B. Datum, Sensorname, Messstandsbezeichnung,
Bemerkungen), sowie die Daten der Referenzmessungen der humanbiologischen Proben in
die Vorlage manuell eingetragen werden. Die Messdaten, sowie die Kalibrationsdaten kénnen
direkt aus den ausgegebenen MS-Excel-Datenbanken der Messstande kopiert werden. Die
kopierten Daten werden dann in definierte Zellen der MS-Excel-Vorlage eingefligt (nicht in
Abbildung 15 dargestellt). Die Parameter zur Beurteilung der Sensoreigenschaften werden
daraufhin automatisch berechnet und mit OK bzw. nOK (= nicht OK) beurteilt. Des Weiteren
wird noch die Freigabe des Sensors, aufgrund der Parameter der Sensoreigenschaften mit JA
oder NEIN beurteilt. Die Grenzen fir diese Beurteilung sind definiert durch die aktuellen
Grenzen zur Beurteilung der Harnstoffsensoren im Ausgangssystem. Diese Grenzen
entsprechen den Sensorspezifikationen der G/L/U-Sensorkasette von Roche Diagnostics
GmbH fiir das Blutgasanalysesystem cobas® b221. Die Sollwerte der vermessenen wassrigen
Losungen sind ebenfalls in dieser Vorlage angegeben. Fir die Analyse von Experimenten
bzw. Sensorlosen kdnnen die jeweiligen Sensorparameter der einzelnen Messreihen gemittelt

und miteinander verglichen werden.
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Harnstoffsensor Test mit humanbiologischen Proben Datei: Harnstoff-Auswertesheet_Versionl.xls Erstellt: AKe am 12.03.2012
sensorname: [  cea: [T  paum: [  Einsatrtag: [
c(Harnstoff) Harnstoff SOLL | Harnstoff MIN Harnstoff MAX . Harnstoff Harnstoff
Probe [mmol/L] [mmol/L] [mmol/L] [mmol/L] Grenzwerte MIN MAX
Cal 1 vor 7,00 6,30 7,70 Cal vor/nach Proben -10% 10%
Cal 1 nach 7,00 6,30 7.70 Cal 9 und Cal 10 -10% 10%
Cal 9 9,00 8,10 9,90 Combitrol -15% 15%
Cal 10 9.00 8.10 9.90 Blut/Plasma Steigung 0,85 0,95
Interfer ] I 7,00 6,30 7,70 Blut/Plasma Syx -0,50 0,50
Interferenzliisung I1 7,00 6,30 7,70 Plasma Steigung 0,90 1,10
Combitrol Level 1 22,80 18,40 24.40 Plasma Syx -0,50 0,50
Combitrol Level 2 7,10 5,90 8,30 Blut Steigung 0,85 0,95
Combitrol Level 3 2,20 1,30 2.70 Blut Syx -0,50 0,50
Humanproben Blut Plasma Referenzdaten c(Harnstoff) [mmolL]| Sensoreigenschaften Werte Freigabe OK/nOK]
Probe 1 Probe 1 Call vor/nach Proben
Probe 2 Probe 2 Cal @
Probe 3 Probe 3 Cal 10
Probe 4 Probe 4 Combitrol g
Probe 5 Probe 5 Blut/Plasma-Steigung
Probe 6 Probe 6 Blut/Plasma-Syx
Probe 7 Probe 7 Plasma-Steigung
Probe 8 Probe 8 Plasma-Syx
Kalibrationsparameter: Blut-Steigung
Harnstoff I:IIEingahefeld Blut-Syx
Standby Plasma-Act b schnitt
Call I:I Grenzwertfeld Blut-Achsenahschnitt
Cal2 Sensorfreigabe Harnstoff: JA
Cal 3 I:IRechenIeld Sensorperformance
Cal 4
Linearitit I:I)Iessergebnis bzw. Beschriftungsfeld
Combitrolfehler: 0
Bemerkungen: |

Abbildung 15 — MS-Excel-Vorlage zur Auswertung der Messreihen: Diese Abbildung zeigt
einen Teil der MS-Excel-Vorlage zur Auswertung der Messreihen mit humanbiologischen
Proben. Es werden die gemessenen Konzentrationen aller Proben, sowie die
Kalibrationsdaten der vor der Messreihe vorangegangenen Kalibration abgebildet (weil3e
leere Kastchen). Des Weiteren sind die Soll-Werte, sowie die Grenz-Werte flr die wassrigen
Proben und Sensoreigenschaftsparameter eingetragen (blaue Kastchen). Die Soll-Werte der
humanbiologischen Proben missen, neben den allgemeinen Informationen (z.B. Sensorname,
Messgerat, Datum) in diese Vorlage manuell Ubertragen werden (griine Kastchen). Die
Parameter zur Beurteilung der Sensoreigenschaften werden automatisch berechnet und eine
Beurteilung (OK vs. nOK) vorgenommen (rote Kastchen). Nicht abgebildet ist jener Teil der
MS-Excel-Vorlage, in den die Mess- und Kalibrationsdaten von den Messstandsdatenbanken
manuell hineinkopiert werden mussen. Quelle: Eigene Abbildung.

Die Bedeutung der einzelnen Parameter der Sensoreigenschaften werden in der folgenden

Aufzédhlung erklart:

- ,,Cal 1 vor/nach Proben “:
Der Parameter ,,Cal 1 vor/nach Proben“ spiegelt die prozentuelle Anderung des
Signals der ,,Cal 1“ Messung zu Beginn der Messreihe zum Signal der ,.Cal
1 Messung nach der letzten Plasmaprobe wider. Dieser Parameter ist ein MaRstab fir

die Signalwiederfindung bzw. Reversibilitat nach Probenbelastung.
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- ,,Cal 9“und , Cal 10“:
Die Parameter ,,Cal 9* und ,,Cal 10* beschreiben die prozentuelle Anderung des
Signals von ,,Cal 1“ aufgrund von geénderten pH-Werten. Die Losung ,,Cal 9 ist eine
,»Cal 1-Losung* mit einem pH-Wert von 7,9 anstelle von 7,4 (= pH-Wert von ,,Cal 1).
Die Losung ,,Cal 10 ist eine ,,Cal 1-Losung“ mit einem pH-Wert von 6,8. Dieser
Parameter dient der Abschatzung von Einflissen des pH-Wertes der Proben auf das

Sensorsignal.

- ,,Combitrolmessung *“ und ,, Combitrolfehler “:

Der Parameter ,,Combitrolmessung‘ ist die mittlere prozentuelle Abweichung der drei
Messungen der Qualitatskontrolllésungen (= ,,Combitrol Plus B Level 1-3%). Dies
spiegelt die Qualitat der Messungen der Kontrollmittel wider und wirde bei einer
Bewertung mit ,nOK* den Einsatz des Sensors sperren. Der Parameter
,,Combitrolfehler* (Werte von 0-3) gibt an, welche Anzahl an Messungen der
Qualitatskontrolllosungen auBerhalb der vorgegebenen Grenzwerte liegt. Bei einem
Wert > 0 wird der Sensor ebenfalls gesperrt und ist nicht messbereit.

-, Blut/Plasma-Steigung
Der Parameter ,,Blut/Plasma-Steigung™ ist ein MaB fiir die Abhéngigkeit der Messung
von der jeweiligen Probenmatrix der humanbiologischen Proben. Hierbei werden die
Messwerte der Blutproben (Y-Achse) gegen die Messwerte der zugehorigen
Plasmaproben (X-Achse) in einem XY-Punktdiagramm aufgetragen und eine
Regressionsgerade durch diese Punkte und den Nullpunkt gelegt. Die Steigung dieser
Geraden spiegelt dann die Auswirkungen der Probenmatrix auf die Messwerte wider.
Die optimale Steigung wére 1,0 was ein probenmatrixunabhéngiges Messsystem (fur

diese beiden Probenarten) beschreiben wirde.

-, Blut-Steigung “ und ,, Plasma-Steigung “:
Der Parameter ,,Blut-Steigung* ist ein MaB fiir die Empfindlichkeit des Sensors in
Blutproben. Dies beschreibt die Abh&ngigkeit der ausgegebenen Messwerte des
Sensors zu Konzentrationsdnderungen des Analyten in der Probe. Hierbei werden die
Messwerte der Blutproben (Y-Achse) gegen die gemessenen Referenzwerte des
Hitachi 902 Analysators (X-Achse) in einem XY-Punktdiagramm aufgetragen und

eine Regressionsgerade durch diese Punkte gelegt (nicht durch Koordinatenursprung
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gezwungen). Die Steigung dieser Geraden spiegelt dann die Empfindlichkeit wider.
Die optimale Steigung wire 1,0 was bedeuten wiirde, dass eine Anderung der
Analytkonzentration in der Probe um eine bestimmte GroRe die selbe Anderung des
ausgegebenen Messwertes hervorruft. Der Parameter ,,Plasma-Steigung* ist ebenfalls
ein Mal der Empfindlichkeit des Sensors. Hier werden jedoch die Plasmamesswerte
zur Berechnung der Steigung herangezogen, um die Empfindlichkeit der Sensoren in
Plasma zu ermitteln. Diese beiden XY-Punktdiagramme werden in weiterer Folge zur

graphischen Darstellung der Ergebnisse verwendet.

-, Blut/Plasma-Syx“, ,, Blut-Syx“ und ,, Plasma-Syx “:
Im Allgemeinen ist der ,Syx“ eine statistische KenngroBe, der die mittlere
Abweichung von Messpunkten zu einer Regressionsgeraden widerspiegelt. Der
»Syx“ beschreibt somit den Standardfehler der Y-Werte fiir alle X-Werte der
Regressionsgeraden. Im Fall des Parameters ,,Blut/Plasma-Syx“ wird somit die
Abweichung der Blutmesswerte zur Regressionsgeraden gegen die Plasmamesswerte
beschrieben. ,Blut-Syx*“ bzw. ,Plasma-Syx*“ beschreiben den jeweiligen
Standardfehler der Messpunkte der Blut- bzw. Plasmamesswerte zur

Regressionsgerade gegen die Referenzwerte der Proben.

-, Blut-Achsenabschnitt “ und ,, Plasma-Achsenabschnitt
Der ,Blut-Achsenabschnitt“ bzw. ,,Plasma-Achsenabschnitt beschreibt die
Schnittpunkte der Regressionsgeraden zur Ermittlung der ,,Blut-Steigung® bzw.
,Plasma-Steigung“ (Y-Achse Messwerte des Sensors gegen X-Achse
Referenzmesswerte) mit der Ordinate. Der ,,Blut-Achsenabschnit® bzw. ,,Plasma-
Achsenabschnitt ist somit ein Mal fiir den Absolutfehler der jeweiligen

Regressionsgeraden zu einer optimalen Geraden.

-, Blut-Einzelfehler“ und ,, Plasma-Einzelfehler
Der Parameter ,,Blut-Einzelfehler bzw. ,,Plasma-Einzelfehler” beschreibt die Anzahl
von Messwerten bei Blut- bzw. Plasmamessungen, die vom Referenzwert so weit
abweichen, dass sie auflerhalb der Richtigkeit + 2 Stabw liegen (= Messrichtigkeit +
zwei mal die Standardabweichung). Hierbei ist die Richtigkeit + 2 Stabw durch die
Sensorspezifikationen mit £ 0,8 mmol/L (fir den Messbereich < 4 mmol/L) bzw. *
20% (fir den Messbereich >4 mmol/L) definiert.
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Als Mal} fir die Sensorstabilitdt Uber die Einsatzdauer wird neben den Messungen der
Kontrollmittel, der Verlauf der Sensorsignale tber die Zeit herangezogen. Hierbei werden die
Sensorsignale der Kalibrationen uber die Zeit in einem Diagramm aufgetragen und deren
Verlaufe analysiert. Die Abnahme der Harnstoffsignale Uber die Zeit spiegelt hierbei die
Abnahme der gesamt-immobilisierten Enzymaktivitdt der Urease wider, da diese direkt
proportional zum Sensorsignal ist, wenn Substrat im Uberschuss vorhanden ist (siehe 2.5.2.
Limitierungen fir den Einsatz von Enzymen in Biosensoren). Dieser Schluss ist jedoch nur
gultig, wenn die Stabilitdt des Transduktorsystem (Ammoniumionen-Selektive-Elektrode)
gewahrleistet ist. Dies kann anhand der Verldufe der Kalibrations-Sensorsignale der nativen

Ammoniumionen-Selektiven-Elektrode Uber die Zeit ermittelt werden.
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4, Durchfiihrung und Ergebnisse

4.1. Untersuchung der Enzymstabilitdit bzw. Sensorstabilitat, sowie der
Sensoreigenschaften bei veranderter Betriebstemperatur (30°C vs. 37°C):

Um die Auswirkungen der Temperaturdnderung des Messsystems (von 30°C auf 37°C) auf
den Sensor zu untersuchen, wurden je zwei MSS-3-fach-Messstéande auf 30°C (MSS 1 und 2)
bzw. 37°C (MSS 3 und 4) Betriebstemperatur eingestellt. In diese Messstdnde wurden dann
jeweils drei Sensoren des gleichen Sensorloses eingebaut und untersucht.

Um eine grol’e Menge an Daten zu generieren und um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
zu Uberpriifen, wurde dieser Versuch insgesamt dreimal durchgefiihrt. Hierfiir wurden drei
verschiedene Sensorlose (= Los #1-3) verwendet, um die Streuung der Sensoren aufgrund
unterschiedlicher Herstellungszyklen in das Experiment einzubeziehen. Insgesamt wurden
somit 18 Sensoren bei 30°C und 18 Sensoren bei 37°C betrieben.

Das fir dieses Experiment verwendete Kalibrationskonzept entsprach der in Kapitel 3
beschriebenen Methode zur Kalibration des Harnstoffsensors (siehe 3.3 Kalibrationskonzept

des Harnstoffsensors). Als Reagenzien wurden fir die beiden Lose #1 und #3 der

(13 (13

Reagenziensatz ,low NH;™ verwendet, wobei Cal 3 ,low NH;™ zusitzlich 7 mmol/L
Harnstoff und Cal 4 ,low NH,™ zusitzlich 25 mmol/L Harnstoff enthielt. Fir das Lose #2
wurde der Reagenziensatz ,,high NH,"™ verwendet, wobei Cal 3 ,»high NH, ™ zusitzlich 7
mmol/L. Harnstoff und Cal 4 ,high NH," zusitzlich 25 mmol/L Harnstoff enthielt (siehe
Tabelle 3). Das Variieren der Reagenziensatze und die zusétzlichen Harnstoffeinwaagen
dienten der Vorabschatzung fur die Entwicklung von neuen Kalibrationskonzenpten, sowie
der Abschatzung der Auswirkungen der verdnderten Ammoniumionenkonzentration in der
Betriebsldsung.

Fur die Untersuchung der Enzym- bzw. Sensorsignalstabilitdt bei den unterschiedlichen
Betriebstemperaturen, wurden die Sensorsignale der einzelnen Kalibrationslésungen jedes
Sensors Uber die Zeit verfolgt. Der Signaldrift Uber die Zeit ist ein ausschlaggebendes Maf
fiir die Stabilitat des Sensors. Die Kalibrationssignale der Sensoren jeder Sensorgruppe (30°C
bzw. 37°C) eines Loses wurden zu ,,definierten Zeitpunkten* gemittelt. Diese ,,definierten
Zeitpunkte™ entsprachen hierbei jedem Zeitpunkt an dem alle sechs Sensoren eines Loses
einer Sensorgruppe zur gleichen Zeit (£ 15 Minuten) erfolgreich kalibriert wurden. Wurde
einer oder mehrere der sechs Sensoren einer Sensorgruppe z.B. aufgrund eines Befillfehlers

im Messsystem nicht kalibriert, wurden keine Mittelwerte der Kalibrationssignale ermittelt.
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Die Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale jeder Sensorgruppe eines Sensorloses
wurden in je einem XY-Punktdiagramm flr jeden Sensorspot graphisch dargestellt.
Exemplarisch werden auf den folgenden Seiten die einzelnen Kalibrationssignalverlaufe des
Sensorloses #3 dargestellt (siehe Abbildung 16 — 18). Hier kann man, gleich wie bei den
Signalverlaufen der anderen Sensorlose (Los #1 und Los #2 siehe Anhang Abbildungen 30
und 33) erkennen, dass die Signaldrifts des Harnstoffsensors tber die Zeit bei 37°C deutlich
starker sind als bei 30°C (siehe Abbildung 16). Dies deutet auf eine verminderte
Sensorstabilitdt aufgrund der Temperaturerhbhung des Messsystems hin.  Die
Kalibrationssignalverlaufe der anderen Parameter bei 30°C bzw. 37°C sind hingegen bei
allen Sensorlosen (siehe Abbildungen 17-18 und Anhang Abbildung 31-32 und 34-35) sehr
ahnlich. Eine genauere Beschreibung und Interpretation der Kalibrationssignalverlaufe wird
in Kapitel 5 der Diplomarbeit durchgefihrt.

Zur Abschatzung der Signalstreuung samtlicher gemittelten Kalibrationssignale wurden die
mittleren Standardabweichungen dieser berechnet und in Tabelle 4 zusammengefasst (siehe
Tabelle 4). Diese Daten dienen in Kapitel 5 einerseits der Abschéatzung der Signalstreuung
aufgrund der Herstellung (Vergleich Los zu Los) und dem Vergleich der Signalstreuung
aufgrund des Temperatureffekts (Vergleich innerhalb eines Loses 30°C vs. 37°C).

Fur die Untersuchung bzw. den Vergleich der Sensoreigenschaften bei unterschiedlichen
Betriebstemperaturen (30°C vs. 37°C) wurde, die in Kapitel 3 beschriebene Messreihe (siehe
3.5 Messreihe) an verschiedenen Tagen nach dem Einsatz der Sensoren durchgefiihrt. Die
Auswertung der Sensoreigenschaften jedes Sensors an den einzelnen Messtagen erfolgte in
der daflr entwickelten MS-Excel-Vorlage (siehe 3.7 Datenauswertung). AbschlieRend
wurden  fur den  Vergleich der Sensoreigenschaften  bei  unterschiedlichen
Betriebstemperaturen alle Messergebnisse des Experiments (Los #1-3) zusammengefasst. Die
Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen der einzelnen Sensoreigenschaftsparameter der
beiden Sensorgruppen wurden dann in einer Tabelle gegentibergestellt (siehe Tabelle 5). Hier
konnten keine signifikanten Anderungen aufgrund der Temperaturerhéhung festgestellt
werden. Eine genauere Betrachtung der Ergebnisse folgt in Kapitel 5 der Diplomarbeit.

Die Lebensdauer der Sensoren beider Sensorgruppen wurde Uber die Messungen der

Qualitatskontrolllésungen (Combitrol Plus B) ermittelt. Bei der 30°C-Sensorgruppe schaffte
ein Sensor am 8. Messtag und am 10. Messtag die Kontrollmessungen nicht. Bei der 37°C-
Sensorgruppe schafften hingegen zwei Sensoren am 8. Messtag und insgesamt sechs
Sensoren am 10. Messtag die Kontrollmessungen nicht. Dies bedeutet, dass die Lebensdauer
der Sensoren wie erwartet zwar durch die Erhéhung der Temperatur abnimmt, aber dennoch

laut Spezifikationen ausreichend ist um die Sensoren bei 37°C zu betreiben.
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Abbildung 16 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der Harnstoffsensoren 30°C vs.
37°C — Los #3: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten Kalibrationssignale tber die
Zeit der Harnstoffsensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B)) des Los #3. Quelle: Eigene
Abbildung.
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Abbildung 17 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der kaliumionenselektiven

Sensoren 30°C vs. 37°C — Los #3: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale tber die Zeit der Kaliumionensensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B)) des

Los #3. Quelle: Eigene Abbildung.
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Abbildung 18 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der ammoniumionenselektiven
Sensoren 30°C vs. 37°C — Los #3: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale tiber die Zeit der Ammoniumionensensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B))
des Los #3. Quelle: Eigene Abbildung.
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Tabelle 4 - Mittlere Standardabweichungen der gemittelten Kalibrationssignale — Los #1-3.

Quelle: Eigene Tabelle.

mittlere Stabw der Los #1 Los #2 Los #3
Signalverlaufe Los #1-3 30°C | 37°C | 30°C | 37°C | 30°C | 37°C
NH,*- Cal 1 [mV] 064 | 078 | 054 | 058 | 097 | 045
NH,"- Cal 2 [mV] 025 | 069 | 038 | 038 | 1,46 | 053
NH, - Cal 3 [mV] 027 | 056 | 022 | 0114 | 054 | 0,76
NH4*- Cal 4 [mV] 1,03 | 1,35 | 097 | 115 | 252 | 154
K*-Cal 1 [mV] 026 | 012 | 023 | 0412 | 0,16 | 0,14
K*-Cal 2 [mV] 027 | 045 | 014 | 022 | 018 | 0,15
K*-Cal 3[mV] 033 | 028 | 229 | 014 | 036 | 0,60
K*-Cal 4 [mV] 1,23 | 098 | 408 | 206 | 079 | 230
Harnstoff - Cal 1 [mV] 245 | 1,99 | 1,42 | 2,39 | 297 | 145
Harnstoff - Cal 2 [mV] 456 | 399 | 248 | 262 | 464 | 1,39
Harnstoff - Cal 3 [mV] 233 | 152 | 516 | 2,62 | 312 | 1,77
Harnstoff - Cal 4 [mV] 477 | 299 | 576 | 267 | 455 | 1,67
Harnstoff — Linearitat 0,04 0,06 0,05 0,06 0,02 0,03

Tabelle 5 - Vergleich der Sensoreigenschaften bei unterschiedlichen Betriebstemperaturen
(30°C vs. 37°C) — Zusammenfassung Los #1-3. Quelle: Eigene Tabelle.

je 18 Sensoren aus 3 Losen 30°C 37°C
(#1-3) Mw Stabw Mw Stabw
Cal 1 Signal [mV] 48,15 7,40 46,49 7,08
Cal 2 Signal [mV] 72,99 7,99 72,04 7,60
Lineraritat 1,53 0,09 1,56 0,09
Combitrol Plus B Level 1 [mmol/L] 20,96 0,98 20,77 0,96
Combitrol Plus B Level 2 [mmol/L] 6,94 0,51 6,89 0,44
Combitrol Plus B Level 3 [mmol/L] 1,93 0,38 1,90 0,32
Cal 9 [mmol/L] 8,43 0,70 8,19 0,82
Cal 10 [mmol/L] 9,14 0,62 9,11 0,62
Cal 1vor/nach Proben [%0] 0,41 2,37 0,88 3,65
Blut/Plasma-Steigung 0,88 0,03 0,93 0,03
Blut-Steigung 0,91 0,06 0,97 0,08
Plasma-Steigung 1,10 0,06 1,08 0,06
Blut-Achsenabschnitt [mmol/L] 0,07 0,56 0,01 0,46
Plasma-Achsenabschnitt [mmol/L] -0,44 0,63 -0,33 0,52
Blut-Syx [mmol/L] 0,16 0,17 0,16 0,10
Plasma-Syx [mmol/L] 0,16 0,07 0,17 0,16
Blut/Plasma-Syx [mmol/L] 0,14 0,17 0,12 0,10
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4.1.1. Untersuchung der Auswirkungen von verschiedenen Deckmembransystemen auf die
Enzymstabilitat bzw. Sensorstabilitat, sowie auf die Sensoreigenschaften:

Da bei den Untersuchungen der Auswirkung einer veranderten Betriebstemperatur auf die
Enzymstabilitat bzw. die Sensorstabilitdt zu sehen war, dass sich eine Erhéhung der
Temperatur auf 37°C negativ auf diese auswirken, wurden MafRnahmen zur Stabilisierung
untersucht. Es hat sich gezeigt, dass das verwendete Enzym bzw. die verwendete
Gesamtenzymaktivitat bei 37°C prinzipiell ausreichend stabil ist (Lebensdauer > sieben Tage
= Spezifikationskonform). Trotz dieser Ergebnisse wurden zur Stabilisierung der
Gesamtenzymaktivitdt am Sensor verschiedene Deckmembransysteme untersucht. Diese
Deckmembransysteme sollten ein mogliches Auswaschen der Enzyme aus der Polymermatrix
verhindern und somit die Gesamtenzymaktivitdt am Sensor Uber die Einsatzzeit stabilisieren.
Diese Deckmembranen wurden mit dem in Kapitel 3 beschriebenen Dispensierverfahren
(siehe 3.1 Sensorherstellung und Abbildung 10) aufgebracht. Hierfur wurden die Polymere
der Deckmembranen zuerst in Dioxan fur 24 Stunden auf dem Laborschttler bei 1400 U/min
gelost. Danach wurden die Deckmembranansatze jeweils in eine Dispensierspritze gefullt und
diese mit einer Dispensiernadel versehen (Innendurchmesser = 0,25 mm). Die Membranen
wurden danach mit 2,0 bar Druck und 0,02-0,120 Sekunden Dispensierzeit auf den
Harnstoffsensorspot aufgebracht.

Insgesamt wurden sechs verschiedene Deckmembransysteme in zwei Sensorlosen (#4-5)
untersucht. Hierfur wurden die Sensorlose in vier Varianten geteilt, wobei eine Variante
keine Deckmembran (= Standard) und die restlichen Varianten unterschiedliche
Deckmembransysteme erhielten. Bei den Deckmembranen handelte es sich um eine 3%-ige
HPU-Deckmembran [76] (hydrophiles Polyurethan / Los #4-Variante 2), eine 5%-ige HPU-
Deckmembran (Los #4-Variante 3), eine 3%-ige HPU/CD-Deckmembran [77] (hydrophiles
Polyurethan mit Cellulosederivat 1:1 gemischt / Los #5-Variante 2), eine 5%-ige HPU/CD-
Deckmembran (Los #5-Variante 3) und zwei Deckmembransysteme mit jeweils zwei
Deckmembranen (3%-ige HPU-Deckmembran + 3%-ige HPU/CD-Deckmembran (Los #4-
Variante 4) und 5%-ige HPU-Deckmembran + 5%-ige HPU/CD-Deckmembran (Los #5-
Variante 4)).

Um die Auswirkungen der Deckmembransysteme auf den Sensor zu untersuchen, wurden
alle vier MSS-3-fach-Messstande auf 37°C Betriebstemperatur eingestellt. In diese

Messstande wurden dann jeweils drei Sensoren des gleichen Sensorloses unterschiedlicher
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Varianten (insgesamt drei Sensoren pro Variante) eingebaut. Zuerst wurden die Sensoren des
Loses #4 und danach die Sensoren des Loses #5 in die Messstédnde eingebaut und untersucht.

Das fir dieses Experiment verwendete Kalibrationskonzept entsprach wiederum der in
Kapitel 3 beschriebenen Methode zur Kalibration des Harnstoffsensors (siehe 3.3

Kalibrationskonzept des Harnstoffsensors). Als Reagenzien wurde fur das Sensorlos #4 der

(13 3

Reagenziensatz ,,low NH,™ verwendet, wobei Cal 3 ,low NH4™ zusitzlich 7 mmol/L

Harnstoff und Cal 4 ,,low NH,4"* zusitzlich 25 mmol/L Harnstoff enthielt. Fiir das Sensorlos

+ec

zusatzlich 7

mmol/L Harnstoff und Cal 4 ,high NH,™ zusitzlich 25 mmol/L Harnstoff enthielt (siehe

#5 wurde der Reagenziensatz ,,high NH4 ™ verwendet, wobei Cal 3 ,,high NH,4

Tabelle 3). Wie beim ersten Experiment dienten die zusatzlichen Harnstoffeinwaagen, sowie
die Variation der Reagenziensétze, der VVorabschétzung flr weitere Experimente.

Fur die Untersuchung der Auswirkungen der Deckmembransysteme auf die
Gesamtenzymaktivitat bzw. die Sensorsignalstabilitat, wurden wiederum die Sensorsignale
der einzelnen Kalibrationslosungen jedes Sensors Uber die Zeit verfolgt. Die
Kalibrationssignale der drei Sensoren jeder Sensorgruppe (Variante 1-4) wurden wie beim
ersten Experiment zu ,,definierten Zeitpunkten* gemittelt.

Aufgrund der Ubersichtlichkeit wurden dieses mal nur die Verlaufe der gemittelten
Harnstoff-Cal 1-Signale, der Harnstoff-Cal 2-Signale und der Harnstoff-Linearitat jeder
Sensorgruppe der beiden Lose in je einem XY-Punktdiagramm graphisch dargestellt (siehe
Abbildung 19). Daruber hinaus sind alle anderen Kalibrationssignale fur diese Untersuchung
nicht relevant, da sie entweder nicht fir das Kalibrationsrechenmodell bendtigt werden
(Harnstoff-Cal 3- und Harnstoff-Cal 4-Signal), oder im Fall der beiden anderen Sensorspots
keine Deckmembran besitzen. Anhand dieser Diagrame konnten die Verldufe der
Kalibrationssignale der vier Sensorgruppen jedes Loses miteinander verglichen werden.
Durch den Vergleich der Signaldrifts der Deckmembranvarianten mit den jeweiligen
Standardvarianten kénnen Aussagen ber eine mogliche Erhéhung der Enzymstabilitat bzw.
der Sensorstabilitat aufgrund der Deckmembranen getroffen werden. Hier zeigte sich dass
durch die Deckmembranen keine Erhéhung der Stabilitat des Sensors und somit auch keine
Erhéhung der Lebensdauer dieser erreicht werden konnte. Eine genaue Interpretation der
Ergebnisse erfolgt in Kapitel 5 der Diplomarbeit.

Zur Abschatzung der Signalstreuung der in Abbildung 19 dargestellten gemittelten
Kalibrationssignale der Lose #4 und #5 wurden wiederum die mittleren
Standardabweichungen dieser berechnet und in den folgenden Tabellen zusammengefasst
(siehe Tabelle 6 und Tabelle 7).
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A)

Gemittelte Signalverldufe der Harnstoffsensoren
Vergleich unterschiedlicher Deckmembransysteme bei 37°C
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B)
Gemittelte Signalverlaufe der Harnstoffsensoren
Vergleich unterschiedlicher Deckmembransysteme bei 37°C
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Abbildung 19 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der Harnstoffsensoren -

Deckmembransysteme — Los #4 und #5: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale tber die Zeit (Cal 1- und Cal 2-Signalverlauf inkl. Linearitat) der
Harnstoffsensoren des Loses #4 (A)) bzw. des Loses #5 (B)) Quelle: Eigene Abbildung.
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Tabelle 6 - Mittlere Standardabweichungen der gemittelten Kalibrationssignale — Los #4.

Quelle: Eigene Tabelle.

0/f-
mittlere Stabw der ohne 3%-HPU 5%-HPU 33/_°H|;|LDJL/J5D
Signalverlaufe Los #4 | Deckmembran | Deckmembran | Deckmembran °
Deckmembran
Harnstoff - Cal 1 [mV] 2,58 1,01 1,70 1,63
Harnstoff - Cal 2 [mV] 3,08 1,16 1,92 1,91
Harnstoff — Linearitat 0,04 0,04 0,02 0,03

Tabelle 7 - Mittlere Standardabweichungen der gemittelten Kalibrationssignale — Los #5.

Quelle: Eigene Tabelle.

0/f-

mittlere Stabw der ohne 3%-HPU/CD | 5%-HPU/CD Sl

. ~ 5%-HPU/CD
Signalverlaufe Los #5 [ Deckmembran | Deckmembran | Deckmembran

Deckmembran

Harnstoff - Cal 1 [mV] 1,82 1,86 2,64 1,93
Harnstoff - Cal 2 [mV] 2,51 3,30 3,47 3,78
Harnstoff - Linearitat 0,04 0,03 0,04 0,05

Fur die Untersuchung bzw. den Vergleich der Sensoreigenschaften mit unterschiedlichen
Deckmembransystemen wurde, die in Kapitel 3 beschriebene Messreihe (siehe 3.5 Messreihe)
an verschiedenen Einsatztagen durchgefiihrt. Die Auswertung der Messeigenschaften der
einzelnen Sensoren an den einzelnen Messtagen erfolgte wiederum in der daftr entwickelten
MS-Excel-Vorlage (siehe 3.7 Datenauswertung). Anschliefend wurden die Mittelwerte,
sowie die Standardabweichungen der einzelnen Sensoreigenschaftsparameter jeder
Sensorvariante (Los #4 Variante 1-4 und Los #5 Variante 1-4) berechnet und
gegeniibergestellt (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9).

In diesen Tabellen zeigen sich zwar deutliche Unterschiede zwischen einzelnen
Sensoreigenschaftsparameter, jedoch war ein Vergleich dieser nicht immer leicht bzw.
sinnvoll, da es aufgrund der Deckmembranen zu verénderten Sensorkinetiken gekommen ist.
Die durch die Deckmembranen eingebrachten Diffusionslimitierungen werden in dem
bestehenden Kalibrationsrechenmodell nicht berlicksichtigt was offenbar groere Einflusse
auf die Ergebnisse hat als erwartet. Eine genauere Analyse dieser Ergebnisse findet wiederum

in Kapitel 5 der Diplomarbeit statt.
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Tabelle 8 -  Vergleich der  Sensoreigenschaften  von  unterschiedlichen

Deckmembransystemen — Los #4. Quelle: Eigene Tabelle.

je 3 Sensoren von ohne 3%ige HPU 5%ige HPU 3:;7:’ IgeHl_||DFL)Jl7C+D

Los #4 Deckmembran | Deckmembran | Deckmembran olge
Deckmembran

Parameter Mw Stabw Mw Stabw Mw Stabw Mw | Stabw

Ca'[%n f}]g”a' 5232 | 227 | 5036 | 117 | 5111 | 233 | 4722 | 211

Cal2Signal | 2708 | 501 | 7423 | 146 | 7252 | 279 | 6398 | 201

[mV]

Lineraritat 1,49 0,03 1,47 0,03 1,42 0,02 1,36 0,03
Combitrol PlusB | 195, | 050 | 1857 | 059 | 1755 | 096 | 1684 | 2,01
Level 1 [mmol/L]

Combitrol Plus B

Level 2 [mmol/L] 6,63 0,22 6,20 0,27 5,79 0,35 5,39 0,43

Combitrol Plus B

Level 3 [mmol/L] 1,84 0,19 1,59 0,07 1,64 0,26 1,54 0,26

Cal 9 709 | 035 | 811 | 019 | 792 | 034 | 813 | 042
[mmol/L]
Cal 10 876 | 030 | 825 | 028 | 783 | 031 | 744 | 045
[mmol/L]
Cal 1 vor/nach
Proben [%] -1,60 3,80 2,24 4,75 4,35 5,61 9,55 13,27
Blut/Plasma- | 9 | 004 | 002 | 003 | 002 | 002 | 090 | 004
Steigung
Blut-Steigung 0,88 0,06 0,92 0,07 0,92 0,06 0,99 0,09
Plasma-Steigung | 1,00 0,04 0,99 0,05 0,98 0,05 1,06 0,07
Blut- 0,16 0,21 0,36 0,08 0,60 0,15 1,12 0,23

Achsenabschnitt : : e : e : B :
Plasma-

Achsenabschnitt -0,16 0,11 -0,30 0,07 -0,45 0,10 -0,94 0,25
Blut-Syx 018 | 009 | 014 | 004 | 017 | 006 | 028 | 010
[mmol/L]

Plasma-Syx | 519, | 005 | 015 | 004 | 020 | 005 | 038 | 0,05

[mmol/L]

BlutPlasma-Syx | o1, | 005 | 009 | 004 | 016 | 005 | 032 | 012
[mmol/L]
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Tabelle 9 -

Vergleich
Deckmembransystemen — Los #5. Quelle: Eigene Tabelle.

der

Sensoreigenschaften

von

unterschiedlichen

5%ige HPU +

je 3 Sensoren von ohne 3%ige HPU/CD | 5%ige HPU/CD | -

Los #5 Deckmembran | Deckmembran | Deckmembran 5%ige HPU/CD
Deckmembran

Parameter Mw Stabw Mw Stabw Mw Stabw Mw Stabw

Ca'[%n f}]g”a' 3808 | 147 | 3649 | 211 | 3668 | 1.48 | 3000 | 2,60

CalzSignal | o171 | 220 | 5710 | 406 | 5484 | 179 | 4276 | 4,92

[mV]

Lineraritat 162 | 003 | 156 | 003 | 150 | 003 | 142 | 005
Combitrol Plus B | 1q 50 | 63 | 1720 | 105 | 1649 | 142 | 1500 | 177
Level 1 [mmol/L]

Combitrol Plus B

Cevel 2 [mmoliLy | 625 | 025 | 586 | 050 | 536 | 036 | 539 | 051

Combitrol Plus B

Covel 3 oty | 164 | 007 | 182 | 015 | 144 | 011 | 149 | 047

Cal 9 764 | 028 | 784 | 054 | 784 | 048 | 773 | 087
[mmol/L]
Cal 10 819 | 039 | 755 | 051 | 724 | 046 | 708 | 069
[mmol/L]
Cal 1 vor/nach
proben[od] | 330 | 556 | 051 | 482 | 560 | 672 | 1322 | 893
BlutPlasma- | 97 | 005 | 094 | 002 | 098 | 004 | 103 | 004
Steigung
Blut-Steigung | 095 | 009 | 0903 | 011 | 1,05 | 010 | 1,19 | 0,08
Plasma-Steigung | 1,00 | 0,06 | 098 | 009 | 1,04 | 009 | 112 | 0,09
Blut-

Achsenabechnice | 008 | 019 | 058 | 016 | -106 | 031 | -135 | 0,36
Plasma-

Acheeraber i | 032 | 020 | 051 | 016 | 074 | 020 | 093 | 041
Blut-Syx 015 | 005 | 012 | 002 | 018 | 006 | 037 | 013
[mmol/L]

Plasma-Syx | 414 | 008 | 015 | 006 | 020 | 007 | 035 | 014

[mmol/L]

BluvPlasma-Syx 1 516 | 004 | 012 | 004 | 021 | 006 | 044 | 015
[mmol/L]
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4.2.  Untersuchung der Auswirkungen einer Anderung der
Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslosung auf die Sensorstabilitéat
und die Sensoreigenschaften (low NH;" vs. high NH;"):

Um die Auswirkungen der Anderung der Ammoniumionenkonzentration in der
Betriebslosung auf den Sensor zu untersuchen, wurde je zwei MSS-3-fach-Messstand mit
dem Reagenziensatz ,high NH;™ bzw. ,low NH;“ betrieben (siche Tabelle 3). In diese
Messstande wurden dann jeweils sechs Sensoren des gleichen Sensorloses (= Los #6)
eingebaut. Insgesamt wurden somit drei Sensoren mit dem Reagenziensatz ,,high NH4 ™ und
drei Sensoren mit dem Reagenziensatz ,,low NH4 ™ betrieben.

Das fir dieses Experiment verwendete Kalibrationskonzept entsprach wie in den ersten
beiden Experimenten der in Kapitel 3 beschriebenen Methode zur Kalibration des
Harnstoffsensors (siehe 3.7 Kalibration des Harnstoffsensors).

Fir die Untersuchung der Auswirkungen der Ammoniumionenkonzentration in der
Betriebslosung auf die Sensorsignalstabilitdt, wurden die Signale der einzelnen
Kalibrationslosungen jedes Sensors Uber die Zeit verfolgt. Die Kalibrationssignale der drei
Sensoren jeder Sensorgruppe (,,high NH; ™ bzw. ,,Jlow NH,") wurden, wie bereits im ersten
Experiment beschrieben, zu ,,definierten Zeitpunkten* gemittelt.

Die Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale jeder Sensorgruppe wurden dann in je
einem Diagramm (Kalibrationssignale (Y-Achse) tber Zeit (X-Achse)) fur jeden Sensorspot
graphisch dargestellt (siehe Abbildung 20-22). Somit konnten die Verlaufe der
Kalibrationssignale der beiden Sensorgruppen (,,high NH;™ bzw. ,low NH;"*) miteinander
verglichen werden.

Hier zeigte sich, dass durch die erhéhte Ammoniumionenkonzentration in der Betriebsldsung
keine Anderungen der Kalibrationssignalverlaufe des Harnstoffsensors erkennbar waren. Das
heil3t weiters, dass keine Erhohung der Stabilitat des Harnstoffsensors erreicht werden konnte.
Auch  der Kaliumsensor zeigte keine  Unterschiede im  Verhalten  der
Kalibrationssignalverldufe der jeweiligen Kalibrationslésungen. Einzig der native
Ammoniumionensensor zeigte eine minimal verbesserte Signalstabilitat durch die Anderung
der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslésung. Eine genaue Interpretation der

Ergebnisse erfolgt in Kapitel 5 der Diplomarbeit.
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Gemittelte Signalverlaufe der Harnstoffsensoren
Vergleich ""low NH4+" vs. ""high NH4+""
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Abbildung 20 - Verliufe der gemittelten Kalibrationssignale der Harnstoffsensoren ,, high
NH; “ vs. ,low NH, * — Los #6: Abgebildet sind gemittelte Kalibrationssignale der
Harnstoffsensoren iiber die Zeit, betrieben mit den Reagenziensiitzen ,, high NH;" *“ bzw. ,, low
NH4" . Quelle: Eigene Abbildung

Gemittelte Signalverlaufe der Kaliumionensensoren
Vergleich “low NH4+" vs. ""*high NH4+"*
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Abbildung 21 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der kaliumionenselektiven
Sensoren , high NHj “ vs. ,low NH,"“ — Los #6: Abgebildet sind gemittelte
Kalibrationssignale der kaliumionenselektiven Sensoren (ber die Zeit, betrieben mit den

Reagenziensdtzen ,, high NHy" “ bzw. ,, low NH," . Quelle: Eigene Abbildung
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Gemittelte Signalverlaufe der Ammoniumionensensoren
Vergleich ""low NH4+" vs. "*high NH4+"*

10 25
8 20
6 o . 15 NH4+-Cal 1-Signal (low NH4+)
z 4 L ow e - 10 NH4+-Cal 1-Signal (high NH4-+)
= >, . ..
S | ... eteeiiecae.,, s NH4+-Cal 2-Signal (low NH4+)
(] 2 . "aal sa R % - 5 2
2 = v e b - = = NH4+-Cal 2-Signal (high NH4-+)
o 0 0o 5
g g NH4+-Cal 4-Signal (low NH4+)
g 2 -5 8 . NH4+-Cal 4-Signal (high NH4+)
S a4 10 - NH4+-Cal 3-Signal (low NH4+)
(&}
= NH4+-Cal 3-Signal (high NH4+)
6 s S -15
.-
-8 F‘. = A% = " - : -20
-10 -25
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tage

Abbildung 22 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der ammoniumionenselektiven
Sensoren , high NH, “ vs. ,low NH; “ — Los #6: Abgebildet sind gemittelte
Kalibrationssignale der ammoniumionenselektiven Sensoren ber die Zeit, betrieben mit den
Reagenziensditzen ,, high NH," * bzw. ,,low NH;" . Quelle: Eigene Abbildung

Zur Abschétzung der Streuung der gemittelten Kalibrationssignale des Loses #6 (siehe
Abbildung 20-22) wurden wiederum die mittleren Standardabweichungen dieser berechnet

und in der folgenden Tabelle zusammengefasst (siehe Tabelle 10):

Tabelle 10 - Mittlere Standardabweichungen der gemittelten Kalibrationssignale — Los #6.
Quelle: Eigene Tabelle.

mittlere Stabw der Signalverlaufe Los #6 _high NH;* Jow NH,™

NH, - Cal 1 [mV] 0,06 0,28
NH,'- Cal 2 [mV] 0,07 0,42
NH,"- Cal 3 [mV] 0,57 0,35
NH, - Cal 4 [mV] 0,19 0,51
K*-Cal 1[mV] 0,07 0,11
K"-Cal 2 [mV] 0,06 0,09
K*-Cal 3 [mV] 0,60 0,50
K*-Cal 4 [mV] 0,42 0,42
Harnstoff - Cal 1 [mV] 0,59 0,90
Harnstoff - Cal 2 [mV] 0,77 0,94
Harnstoff - Cal 3 [mV] 0,60 0,83
Harnstoff - Cal 4 [mV] 0,74 0,88
Harnstoff — Linearitat 0,01 0,02
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Fur die Untersuchung bzw. den Vergleich der Sensoreigenschaften bei Verwendung von
unterschiedlichen Ammoniumionenkonzentrationen in der Betriebsldsung wurde wiederum,
die in Kapitel 3 beschriebene Messreihe (siehe 3.5 Messreihe) an verschiedenen Einsatztagen
durchgefuhrt. Die Auswertung der Messeigenschaften der einzelnen Sensoren an den
einzelnen Messtagen erfolgte in der daflir entwickelten MS-Excel-Vorlage (siehe 3.7
Datenauswertung). AnschlieBend wurden die Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen
der einzelnen Sensoreigenschaftsparameter jeder Sensorgruppe (,high NH;™ bzw. ,low
NH,;") berechnet und in einer Tabelle gegeniibergestellt (siehe Tabelle 11)

Bei diesem Vergleich konnten keine signifikanten Unterschiede und somit Kkeine
Verbesserung  der  Sensoreigenschaftsparameter — aufgrund  der  Anderung  der
Ammoniumionenkonzentration festgestellt werden. Die Unterschiede der Parameter Cal 1
Signal, Cal 2 Signal und Linearitdt konnen durch den Einsatz der unterschiedlichen
Reagenzsatze  erklart  werden.  Samtliche  Parameter  liegen  innerhalb  der

Sensorspezifikationen.

Tabelle 11 - Vergleich der Sensoreigenschaften bei Verwendung von unterschiedlichen
Ammoniumionenkonzentrationen in der Betriebsldsung— Los #6. Quelle: Eigene Tabelle.

je 6 Sensoren von Los #6 Hlow NH,* ,high NH, ™
Parameter Mw Stabw Mw Stabw
Cal 1 Signal [mV] 49,75 2,06 40,60 1,26
Cal 2 Signal [mV] 74,77 3,03 64,53 2,00
Lineraritat 1,50 0,01 1,59 0,01
Combitrol Plus B Level 1 [mmol/L] 20,12 0,32 20,00 0,22
Combitrol Plus B Level 2 [mmol/L] 6,67 0,15 6,81 0,10
Combitrol Plus B Level 3 [mmol/L] 1,62 0,10 1,80 0,07
Cal 9 [mmol/L] 7,78 0,35 7,92 0,21
Cal 10 [mmol/L] 8,71 0,27 8,92 0,15
Cal 1vor/nach Proben [%0] -0,76% 2,02% -0,60% 1,13%
Blut/Plasma-Steigung 0,97 0,05 0,95 0,02
Blut-Steigung 1,00 0,05 0,98 0,02
Plasma-Steigung 1,05 0,02 1,06 0,02
Blut-Achsenabschnitt -0,24 0,16 0,03 0,11
Plasma-Achsenabschnitt -0,35 0,05 -0,19 0,09
Blut-Syx [mmol/L] 0,18 0,08 0,15 0,03
Plasma-Syx [mmol/L] 0,18 0,05 0,16 0,02
Blut/Plasma-Syx [mmol/L] 0,12 0,02 0,08 0,02
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4.3. Entwicklung eines neuen Kalibrationskonzepts fur die Integration des
Harnstoffsensors in das neue Blutgasanalysesystem

Zur Entwicklung eines neuen Kalibrationskonzepts wurden flinf Sensoren des Loses #7 (=
#7-01 bis #7-05) und vier Sensoren des Loses #8 (= #8-01 bis #8-04) in MSS-3-fach-
Messstinde eingesetzt. Die drei Messstande wurden mit dem Reagenzsatz ,,high NH, ™ (siche
Tabelle 3) bei 37°C betrieben. Zur Generierung von Messdaten fir die Entwicklung bzw.
Beurteilung der verschiedenen Kalibrationskonzepte, wurde die in Kapitel 3 beschriebene
Messreihe (siehe 3.5 Messreihe) an den Einsatztagen 1, 2, 3, 4 und 8 durchgefihrt.

Die durch diese Messreihen erhaltenen Sensorsignale der biologischen Proben (Blut und
Plasma) wurden anschlieBend mit Hilfe von verschiedenen Kalibrationsrechenmodellen in
Harnstoffkonzentrationen umgerechnet. Hierbei wurden nur jene Messreihen bertcksichtigt,
bei denen die Sensoren die Messungen der Qualitatskontrollldsungen (Combitrol Plus B
Level 1-3) mit dem urspriinglichen Kalibrationsrechenmodell (siehe 3.3. Kalibrationskonzept
des Harnstoffsensors) innerhalb der Grenzen (siehe Abbildung 15) schafften.

Die berechneten Harnstoffkonzentrationen der jeweiligen Kalibrationsrechenmodelle wurden
dann den gemessenen Harnstoff-Referenzwerten (siehe 3.6 Referenzmessung) in XY-
Punktdiagrammen gegenlbergestellt (siehe Abbildung 23-29). Durch diese Punkte wurde
dann eine Regressionsgerade gelegt (blaue Linie) und die Geradengleichung und das
BestimmtheitsmaR (R?) dieser berechnet. Insgesamt wurden 560 Messungen (Probenanzahl =
n) von biologischen Proben (Blut und Plasma) fur den Vergleich herangezogen. Zusatzlich
wurde die mittlere Abweichung der Messpunkte zur Trendlinie (= ,,Syx-Wert®) berechnet.
Die oberen und unteren Grenzen der ,,Richtigkeit™ (griine Linien), sowie der ,,Richtigkeit + 2
Stabw* (rote Linien) sind ebenfalls in diesen Diagrammen abgebildet. Diese Grenzen
entsprechen den Sensorspezifikationen der G/L/U-Sensorkasette von Roche Diagnostics
GmbH fiir das Blutgasanalysesystem cobas® b221. Laut den Spezifikationen muss die
Regressionsgerade durch die, mit dem jeweiligen Kalibrationsrechenmodell, berechneten
Harnstoffkonzentrationen und den Harnstoff-Referenzwerten innerhalb der Grenzen der
»Richtigkeit” liegen. Des Weiteren miissen 95% aller berechneten Harnstoffwerte innerhalb
der Grenzen der ,,Richtigkeit + 2 Stabw* liegen.

Am Ende des Versuches konnten die einzelnen Kalibrationsmodelle miteinander vergliche
werden. Als Referenz wurde das urspriingliche Kalibrationsrechenmodell der Messstande
(siehe 3.3. Kalibrationskonzept des Harnstoffsensors) herangezogen (siehe Abbildung 23).
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Kalibrationsmodell: Messstand
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Abbildung 23 — Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell , Messstand“ berechneten
Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen Referenzwerten: In diesem Diagramm ist
die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die Datenpunkte, die Geradengleichung und das
BestimmtheitsmalR (R?) dargestellt. Zusatzlich abgebildet sind der Syx-Wert, die
Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (= Soll / schwarze Linie) und die im
Text beschriebenen Grenzen der ,, Richtigkeit (griine Linien), sowie der ,,Richtigkeit + 2

Stabw* (rote Linien).

Um den Anforderungen (siehe 1.2 Aufgabenstellung) der beschrankten Anzahl von
Kalibrationslosungen (maximal 3) und der beschréankten Anzahl von Sensorspots (maximal 2)
an das neue Kalibrationskonzept gerecht zu werden wurden insgesamt vier verschiedene
Losungsansatze entwickelt.

Bei allen Losungsansatzen wurde auf die Betrachtung des nativen ammoniumionenselektiven
Sensorspots und somit auf die Korrektur der Harnstoffwerte um die
Ammoniumionenkomzentration der Probe verzichtet. Da der Einfluss der
Ammoniumionenkonzentration in Blut- bzw. Plasmaproben auf die Messung der
Harnstoffkonzentration im physiologischen Normalbereich sehr gering ist (siehe 2.7.2.

Beschreibung des verwendeten Sensors), kann auf diese Korrektur verzichtet werden. Somit
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wirde man mit zwei Sensorspots fur den gesamten Sensor (Kaliumionensensor und
Harnstoffsensor) auskommen. Des Weiteren wurde bei allen Lésungsansatzen auf Harnstoff
in den Kalibrationslosungen verzichtet. Samtliche neu entwickelten Kalibrationskonzepte
verwenden ausschlieflich die Kalibrationslésungen Standby, Cal 3 und Cal 4 des
Reagenziensatzes ,.high NH;™ (siche Tabelle 3). Die einzelnen Losungsansitze zur
Entwicklung eines neuen Kalibrationskonzepts werden in der folgenden Aufzéhlung

beschrieben und die Ergebnisse dieser in den bereits beschriebenen Diagrammen dargestellt:

- Kalibrationskonzept 1: ,, Chargenparameter

Fur das Kalibrationskonzept ,,Chargenparameter wurde zuerst die durchschnittliche
prozentuelle Abnahme von Harnstoff-Cal 1- und Harnstoff-Cal 2-Signalen von insgesamt 39
Sensoren aus zehn unterschiedlichen Losen (ohne Los #7 und #8 / betrieben Uber zehn Tage
bei 37°C) tagfein berechnet (siehe Tabelle 12). Anschlieend wurden die mittleren Harnstoff-
Cal 1- und Harnstoff-Cal 2-Signale der ersten 24 Stunden der beiden Sensorlose #7 und #8
berechnet. Dies war mdglich, da die Messstande fiir diese Untersuchung, wie bereits erwahnt,
mit allen Kalibrationslésungen betrieben wurden. Neben den Kalibrationslésungen Cal 3 und
Cal 4 (fur die Grundkalibration der ammoniumionenselektive Membran des Harnstoffsensors)
wurden die mittleren Harnstoff-Cal 1- und Harnstoff-Cal 2-Signale des ersten Tages des
jeweiligen Loses (#7 bzw. #8), zur Kalibration der Harnstoffsensoren am gesamten ersten
Tag herangezogen. Fir die weiteren Einsatztage wurden die Harnstoffsensoren auf die
gleiche Art, ausgehend von den mittleren Harnstoff-Cal 1- und Harnstoff-Cal 2-Signalen des
ersten Tages und der mittleren prozentuellen Abnahme der Kalibrationssignale tUber die Zeit
kalibriert. Der Kaliumionensensor wird in diesem Kalibrationskonzept wie im urspringlichen
Kalibrationskonzept kalibriert.

Fur die Integration der Harnstoffsensoren in das Zielsystem (wo die Kalibrationslésungen Cal
1 und Cal 2 nicht verwendet werden kdnnen) missten zuerst einige Sensoren eines Loses (je
nach Losgrofie) mit den Kalibrationslosungen Cal 1 und Cal 2 anstelle von Cal 3 und Cal 4
fir 24 Stunden betrieben werden, um ausschlielflich die mittleren Harnstoff-Cal 1- und
Harnstoff-Cal 2-Signale des ersten Tages zu ermitteln. AnschlieBend kdnnte man diese
ermittelten Werte fur die Kalibration aller anderen Sensoren des Loses als fixe
Chargenparameter anwenden und die Sensoren im Gerédt nur mit den Kalibrationslésungen
Cal 3 und Cal 4 betreiben.

Diplomarbeit Alessandro Konig, BSc Seite 75



Tabelle 12 — Prozentuelle Abnahme der Kalibrationssignale Harnstoff-Cal 1-Signal und
Harnstoff-Cal 2-Signal ber die Zeit. Quelle: Eigene Tabelle.

e i
Einsatztag Harnstoff-Cal 1 | Harnstoff-Cal 2 | Harnstoff-Cal 1 | Harnstoff-Cal 2
1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

2 -0,40% -0,50% 0,79% 0,88%
3 -1,54% -2,49% 1,10% 2,24%
4 -2,50% -2,85% 1,10% 1,61%
5 -3,59% -4,11% 0,80% 1,29%
6 -5,14% -5,50% 1,29% 1,51%
7 -6,97% -7,65% 1,84% 2,36%
8 -8,09% -9,56% 2,24% 2,87%
9 -10,38% -12,11% 2,92% 3,67%
10 -12,12% -14,55% 4,04% 4,47%
Die  durch das eben  beschriebene  Kalibrationsrechenmodell ~ berechneten

Harnstoffkonzentrationen wurden den gemessenen Harnstoff-Referenzwerten in folgendem

XY-Punktdiagramm gegenubergestellt (siehe Abbildung 24):
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Kalibrationsmodell: Chargenparameter
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Abbildung 24 — Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell ,, Chargenparameter “ berechneten
Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen Referenzwerten: In diesem Diagramm ist
die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die Datenpunkte, die Geradengleichung und das
BestimmtheitsmalR (R?) dargestellt. Zusatzlich abgebildet sind der Syx-Wert, die
Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (= Soll / schwarze Linie) und die im
Text beschriebenen Grenzen der ,, Richtigkeit* (griine Linien), sowie der ,, Richtigkeit + 2

Stabw “ (rote Linien).

¢

- Kalibrationskonzept 2: ,, Kontrollmittelkalibration*
Fir das Kalibrationsmodell ,,Kontrollmittelkalibration* werden die externen Messungen der
Qualitatskontrolllosungen (Combitrol Plus B Level 1 und Level 2) fur die Kalibration des
Harnstoffsensors herangezogen. Da diese jeden Tag vermessen werden missen, kann man sie
fur die Kalibration des Harnstoffsensors fur 24 Stunden heranziehen. Es wurden zwei
unterschiedliche Rechenmodelle fiir ,,Kontrollmittelkalibrationen* entworfen. Einmal wurde
eine 2-Punktkalibration mit den Kontrollmitteln Combitrol Plus B Level 1 und Combitrol
Plus B Level 2 entwickelt. Das zweite Modell beruht auf einer 1-Punktkalibration mit dem
Kontrollmittel Combitrol Plus B Level 2. Je nach Art der ,,Kontrollmittelkalibration* diirften

die zur Kalibration verwendeten Kontrollmittel nicht mehr als solche angesehen werden. Der
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Kaliumionensensor wird in diesem Kalibrationskonzepten wiederum wie im urspringlichen
Kalibrationskonzept kalibriert.

Ein sehr dhnliches Kalibrationskonzept welches Qualitatskontrolllésungen fir die Kalibration
von Sensoren in Blutgasanalysegerdten benutzt, wurde bereits von der Firma Radiometer
Medical ApS patentiert [78]. Somit kann dieses Konzept nicht ohne Weiters in einem
Blutgasanalysesystem eingesetzt werden, dass kommerziell erhaltlich ist.

Die durch die eben Dbeschriebenen Varianten des Kalibrationsrechenmodell
,, Kontrollmittelkalibration “ berechneten Harnstoffkonzentrationen wurden den gemessenen
Harnstoff-Referenzwerten in folgenden XY-Punktdiagrammen gegenibergestellt (siehe
Abbildung 25-26):

Kalibrationsmaodell: 2-Punkt Kontrollmittelkalibration
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Abbildung 25 -  Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell , 2-Punkt
Kontrollmittelkalibration “ berechneten Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen
Referenzwerten: In diesem Diagramm ist die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die
Datenpunkte, die Geradengleichung und das Bestimmtheitsmal} (R?) dargestellt. Zusatzlich
abgebildet sind der Syx-Wert, die Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (=
Soll / schwarze Linie) und die im Text beschriebenen Grenzen der ,, Richtigkeit” (griine

Linien), sowie der ,, Richtigkeit + 2 Stabw “ (rote Linien).
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Kalibrationsmaodell: 1-Punkt Kontrollmittelkalibration
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Abbildung 26 —  Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell ,, 1-Punkt
Kontrollmittelkalibration “ berechneten Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen
Referenzwerten: In diesem Diagramm ist die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die
Datenpunkte, die Geradengleichung und das BestimmtheitsmaR (R?) dargestellt. Zusatzlich
abgebildet sind der Syx-Wert, die Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (=
Soll / schwarze Linie) und die im Text beschriebenen Grenzen der ,, Richtigkeit (griine

Linien), sowie der ,, Richtigkeit + 2 Stabw “ (rote Linien).

‘

- Kalibrationskonzept 3: ,, Kombinationskalibration *
Das Kalibrationskonzept ,,Kombinationskalibration® ist, wie der Name schon sagt eine
kombinierte Variante aus den beiden Kalibrationskonzepten ,,Chargenparameter und
,,Kontrollmittelkalibration. Hierfiir werden wiederum die externen Messungen der
Quialitatskontrolllésungen (Combitrol Plus B Level 1 und Level 2) fir die Kalibration des
Harnstoffsensors herangezogen. Diese werden jedoch anders als beim Kalibrationskonzept
,,Kontrollmittelkalibration“ nur einmal am ersten Tag (ca. eine Stunde nach dem Einsatz der
Sensoren) vermessen und fir die Kalibration des Harnstoffsensors fur den ersten Einsatztag
herangezogen. Fur die weiteren Einsatztage werden die Kalibrationsdaten ausgehend von

diesen Messungen und unter Berucksichtigung der Signalabnahme Uber die Zeit flr jeden
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Tag neu berechnet (siehe Tabelle 12). Im Zuge der Diplomarbeit wurden wiederum zwei
unterschiedliche Rechenmodelle fiir die ,,Kombinationskalibration*“ entworfen. Einmal wurde
eine 2-Punktkalibration mit den Kontrollmitteln Combitrol Plus B Level 1 und Level 2
entwickelt. Das zweite Modell beruht auf einer 1-Punktkalibration mit dem Kontrolimittel
Combitrol Plus B Level 2. Bei dieser Kalibration dirften die verwendeten Kontrollmittel
(Combitrol Plus B Level 1 und Level 3) weiterhin als Kontrollmittel verwendet werden. Der
Kaliumionensensor wird in diesen Kalibrationskonzepten wiederum wie im urspriinglichen
Kalibrationskonzept kalibriert. Die durch die eben beschriebenen Varianten des
Kalibrationsrechenmodell ,, Kombinationskalibration “ berechneten Harnstoffkonzentrationen
wurden den gemessenen Harnstoff-Referenzwerten in folgenden XY-Punktdiagrammen

gegentiibergestellt (siehe Abbildung 27-28):

Kalibrationsmaodell: 2-Punkt Kombinationskalibration
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Abbildung 27 -  Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell , 2-Punkt

Kombinationskalibration“ berechneten Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen
Referenzwerten: In diesem Diagramm ist die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die
Datenpunkte, die Geradengleichung und das BestimmtheitsmaR (R?) dargestellt. Zusatzlich
abgebildet sind der Syx-Wert, die Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (=
Soll / schwarze Linie) und die im Text beschriebenen Grenzen der ,, Richtigkeit” (grine

Linien), sowie der ,, Richtigkeit + 2 Stabw “ (rote Linien).
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Kalibrationsmaodell: 1-Punkt Kombinationskalibration
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Abbildung 28 —  Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell ,, 1-Punkt

Kombinationskalibration*“ berechneten Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen
Referenzwerten: In diesem Diagramm ist die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die
Datenpunkte, die Geradengleichung und das BestimmtheitsmaR (R?) dargestellt. Zusatzlich
abgebildet sind der Syx-Wert, die Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (=
Soll / schwarze Linie) und die im Text beschriebenen Grenzen der ,,Richtigkeit™ (griine

Linien), sowie der ,, Richtigkeit + 2 Stabw “ (rote Linien).

- Kalibrationskonzept 4: ,,Kalibration als reiner NH,"-Sensor“

Fir das Kalibrationsmodell ,,Kalibration als reiner NH4 ' -Sensor* wird der Harnstoffsensor
mit den Kalibrationsldsungen Cal 3 und Cal 4 so kalibriert, als ob es sich um einen nativen
Ammoniumionensensor handelt. Hierflir wurde die abgewandelte Form der Nikolski-
Eisenman Gleichung (siehe 3.3 Kalibrationskonzept des Harnstoffsensors) aus dem
ursprunglichen Kalibrationskonzept herangezogen und ein Umrechenfaktor von 0,5 eingefuigt,
da laut Reaktionsgleichung der Urease ein Molekiil Harnstoff in zwei Molekiile NH;"
gespalten wird (siehe Gleichung 3). Dieser Faktor dient zur Umrechnung der gemessenen

Ammoniumionenkonzentration in die Harnstoffkonzentration der Probe. Der
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Kaliumionensensor wird in diesen Kalibrationskonzepten wiederum wie im urspriinglichen
Kalibrationskonzept kalibriert.

Die durch das Kalibrationsrechenmodell , Kalibration als reiner NH. -Sensor* berechneten
Harnstoffkonzentrationen wurden den gemessenen Harnstoff-Referenzwerten in folgenden
XY-Punktdiagrammen gegenubergestellt (siehe Abbildung 29):

Eine Auflistung der ermittelten Steigungen, der BestimmtheitsmaRe, der mittleren
Standardfehler und des jeweiligen Achsenabschnittes, der unterschiedlichen XY-
Punktdiagramme der Kalibrationsmodelle in Tabelle 13 wiedergegeben (siehe Tabelle 13).

Kalibrationsmodell: Kalibration als reiner NH4+—Sensor
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Abbildung 29 — Vergleich der mit dem Kalibrationsmodell ,, Kalibration als reiner NH,"-
Sensor “ berechneten Harnstoffwerte zu den mit Hitachi 902 gemessenen Referenzwerten: In
diesem Diagramm ist die Regressionsgerade (blaue Linie) durch die Datenpunkte, die
Geradengleichung und das Bestimmtheitsmal? (R?) dargestellt. Zusatzlich abgebildet sind der
Syx-Wert, die Probenanzahl (n), die Lage einer optimalen Trendlinie (= Soll / schwarze Linie)
und die im Text beschriebenen Grenzen der ,, Richtigkeit” (griine Linien), sowie der

., Richtigkeit + 2 Stabw “ (rote Linien).
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Tabelle 13 - Zusammenfassung der

Parameter der linearen Regressionen der
unterschiedlichen Kalibrationsmodelle. Quelle: Eigene Tabelle.

Kalibrationsmodell R2 Steigung Ach[srir;r?(t))ljcl_r]\nitt [mrsn)(l))I(/L]
Messstand 0,987 0,918 0,218 0,480
Chargenparameter 0,966 0,933 -0,199 0,763
2-Punkt Kontrollmittelkalibration 0,983 0,904 -0,115 0,529
1-Punkt Kontrollmittelkalibration 0,957 1,190 -1,791 1,041
2-Punkt Kombinationskalibration 0,972 0,915 -0,194 0,692
1-Punkt Kombinationskalibration 0,957 1,171 -1,695 1,126
Kalibration als reiner NH,"-Sensor 0,826 0,725 1,096 1,346
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5. Diskussion

Um die Auswirkungen der Temperaturdnderung des Messsystems von 30°C auf 37°C auf das
Sensorsystem zu untersuchen, wurde ein Experiment insgesamt drei Mal durchgefuhrt (siehe
4.1. Untersuchung der Enzymstabilitat bzw. Sensorstabilitat, sowie der Sensoreigenschaften
bei veranderter Betriebstemperatur (30°C vs. 37°C)). Dies war so geplant um eine grofe
Menge an Daten zu generieren und um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen.
Daruber hinaus ware es jedoch ohnehin notwenig gewesen, da es bei der ersten bzw. der
zweiten Durchfiihrung des Experiments zu Problemen mit den Messstdnden kam. Aufgrund
von Befillproblemen in den Messstanden konnten nur wenige Kalibrationsdaten fur die
Berechnung der mittleren Kalibrationssignale der Sensoren einer Sensorgruppe (30°C bzw.
37°C) uber die Zeit herangezogen werden. Fir diese Berechnung der mittleren
Kalibrationssignale wurden die Kalibrationssignale aller Sensoren einer Sensorgruppe zu
,definierten Zeitpunkten“ gemittelt (siehe 4.1. Untersuchung der Enzymstabilitat bzw.
Sensorstabilitat, sowie der Sensoreigenschaften bei veranderter Betriebstemperatur (30°C vs.
37°C)). Wurde einer oder mehrere der Sensoren einer Sensorgruppe nicht erfolgreich
kalibriert, wurden keine Mittelwerte der Kalibrationssignale berechnet.

Diese haufigen Beflllprobleme konnten auf zwei Ursachen zuriickgefuhrt werden. Erstens
waren die verwendeten Messstande schon alt und deren Elektronik und PC-Umgebung
anfallig fur interne Fehler. So konnte man z.B. manchmal beobachten dass die Magnetventile
wéhrend einer Kalibration nicht richtig geschalten haben, dass sich die Peristaltikpumpen
nicht gedreht haben oder dass die Software nicht mehr reagierte. Dies waren jedoch nur
gelegentliche Fehler die sich nicht verhindern bzw. ausbessern lieBen. Die Hauptursache fur
die Befullfehler war jedoch Mikoorganismenbewuchs bzw. Ablagerungen im Messsystem
(,,Fouling®). Dies flihrte zu verschmutzten Schlduchen und verschmutzten Sample-Sensoren.
Aufgrund dessen wurde die Fluidik der Messstande beeinflusst. Der Bewuchs der Sample-
Sensoren hatte zur Folge, dass die Position der Proben bzw. Kalibrationsflussigkeiten im
Messstand nicht mehr richtig erkannt wurden. Dies fuhrt dazu, dass die Fliissigkeiten tber
den Bypass ausgespilt wurden ohne vermessen zu werden. Diese Probleme konnten in
weiterer Folge durch eine eingefiihrte Dekontaminations- und Reinigungsroutine (am Ende
jedes Experiments) und durch gelegentliche Wechsel der Schlauchsysteme im Messstand
unterbunden werden.

Ein Befullfehler duRert sich in den Kalibrationsdaten z.B. durch das Fehlen von einzelnen

Kalibrationssignalen (z.B. Harnstoff Cal 1 Signal =~ 0 mV alle anderen Signale OK). Ist ein
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Beflllfehler so gravierend, dass es zu keinem vollstdndigen Kalibrationszyklus im
Messsystem kommt, wird dies in der Benutzeroberfliche der Software mit
,Fliussigkeitfehler angezeigt. So ein ,Fliissigkeitsfehler hat zur Folge, dass die
automatischen Kalibrationen des Messsystems (alle acht Stunden) nicht aufgerufen werden.
Somit kommt es zu keiner Kalibration bis zur nachsten manuell aufgerufenen Kalibration. In
den Diagrammen der gemittelten Kalibrationsverldufe Uber die Zeit auflern sich solche
Flussigkeitsfehler als ,,Datenliicken® da hier keine automatischen Kalibrationen durchgefiihrt
wurden (vor allem bei ,Flissigkeitsfehlern an Wochenenden oder Feiertagen —
exemplarisch siehe Anhang Abbildung 33 A)).

Unter anderem aufgrund solcher ,Datenliicken” wurde, wie bereits erwéhnt, die
Untersuchung der Auswirkungen der Temperaturdnderung des Messsystems von 30°C auf
37°C auf das Sensorsystem insgesamt drei Mal durchgeftihrt. Bei allen drei Versuchen konnte
man bei der 37°C Sensorgruppe eine Abnahme der Signalhéhen der
Harnstoffkalibrationssignale Uber die Zeit beobachten. Im Vergleich dazu kam es bei der
30°C  Sensorgruppe zu  keiner  bzw. einer  minimalen  Abnahme  der
Harnstoffkalibrationssignale tiber die Zeit (siehe Abbildung16 und Anhang Abbildung 30 und
33). Diese Abnahme der Signalhthen Uber die Zeit bei einer erhéhten Betriebstemperatur
kdnnte zwei Griinde haben.

Der erste Grund fur dieses Phdnomen konnte eine aufgrund der Temperaturerh6hung erhhte
Inaktivierung des Ammoniumionophors sein. Diese Theorie kann mit Hilfe der Betrachtung
der nativen Ammoniumionensensoren und deren Kalibrationssignale tber die Zeit Uberprift
werden (siehe Abbildung 18 und Anhang Abbildung 32 und 35). Bei dieser Betrachtung fallt
auf, dass sich die zeitlichen Verlaufe der Kalibrationssignale der beiden Sensorgruppen (30°C
bzw. 37°C) zum Grofteil nicht Uber die Messunsicherheit hinausgehend voneinander
unterscheiden. Einzig beim Ammoniumionenkalibrationssignal Cal 3 von Sensorlos #1 sieht
man eine starkere Abnahme des Signals bei der 37°C Sensorgruppe. Aufgrund von bereits
beschriebenen Problemen bei diesem ersten Versuch (Los #1) und der daraus resultierenden
Datenlage kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es hier im Zuge des Experiments
zu einem anderen Ph&nomen (nicht temperaturbedingt) gekommen ist, das die Signalhthe
beeinflusst hat. Aufféllig sind die Signal-Drift von Los #1 bis Los #3 (fir 30°C und 37°C
gleich) der Kalibrationslésungen 1, 2 und 4. Diese sind auf die native Harnstoffhydrolyse in
wassrigem Milieu zurtickzufuhren. Aufgrund des natiirlichen Zerfalls von Harnstoff in den
Reagenzldsungen, verandert sich in diesen die Ammoniumionenkonzentration Uber die Zeit.

Des Weiteren kann es sein, dass die Harnstoffhydrolyse durch Bakterienbefall der
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Reagenzien beschleunigt wurde. Da die Reagenzien eher schwache Konservierungsmittel
enthalten, um den Sensor nicht zu stéren bzw. zerstéren, kdnnten die Reagenzien der
Ausgangspunkt fir die bereits beschriebene Kontamination der Messstdnde sein. Die
Harnstoffhydrolyse in den Reagenzien kann somit der Grund fir das Driftverhalten der
Ammoniumionenkalibrationssignale in den besagten Diagrammen sein. Dieses Driftverhalten
ist vor allem bei Los #3 ausgepragt. Insgesamt kann gesagt werden, dass der Einfluss der
Temperatur auf die Signalstabilitdt der Ammoniumionensensoren keinen Einfluss hat.

Der zweite, und aufgrund der prognostizierten Stabilitat des Ammoniumionensensors (bei
37°C), plausiblere Grund fir die Abnahme der Kalibrationssignale des Harnstoffsensors tiber
die Zeit ist der Verlust an Enzymaktivitdt am Harnstoffsensor. Dieser Schluss ist zulassig, da
die Gesamtenzymaktivitdt proportional zum Sensorsignal ist, wenn die Enzymaktivitat
limitierend wird (siehe 3.7. Datenauswertung). Dieser Verlust an Enzymaktivitdit am
Sensor kann wiederum zwei Grinde haben. Der erste Grund ware die Auswirkung der
Temperaturanderung auf die Stabilitat des Enzyms Urease. Die Erhéhung der Temperatur um
7°C konnte eine verminderte Stabilitdt des Enzyms Uber die Einsatzzeit zur Folge haben. Ein
zweiter Grund fur den Verlust an Enzymaktivitit am Sensor wdére eine verénderte
Auswaschrate des Enzyms aus dem Enzym-Polymergemisch (siehe 3.1 Sensorherstellung),
aufgrund der erhéhten Temperatur (veranderte Wechselwirkungen zwischen Enzym und
Matrix). Natdrlich ist auch eine Kombination aus beiden Grinden fur den Verlust der
Enzymaktivitdt am Sensor denkbar. Um diese Theorien zu Uberprifen und die Stabilitdt zu
erhdhen wurde ein eigenes Experiment durchgefuhrt (siehe 4.1.1. Untersuchung der
Auswirkungen von verschiedenen Deckmembransystemen auf die Enzymstabilitat bzw.
Sensorstabilitat, sowie auf die Sensoreigenschaften).

Bei diesem Experiment wurden zur Stabilisierung der Gesamtenzymaktivitdt am Sensor
verschiedene Deckmembransysteme (insgesamt sechs Deckmembransysteme in zwei
Sensorlosen) untersucht. Diese Deckmembransysteme sollten ein mogliches Auswaschen der
Enzyme aus der Polymermatrix verhindern und somit die Gesamtenzymaktivitat am Sensor
uber die Einsatzzeit stabilisieren. Bei der Betrachtung der Harnstoffkalibrationssignale tiber
die Zeit konnte jedoch beobachtet werden, dass die Abnahme der Signalh6hen bei 37°C, mit
und ohne Deckmembransystem, sehr d&hnlich verlduft und keine Verbesserung der
Harnstoffsensorstabilitat mit sich zieht (siehe Abbildung 19). Somit kann die Theorie des
Auswaschens von Enzym aus dem Enzym-Polymergemisch vernachlassigt werden. Darlber
hinaus kann man aus den Diagrammen ableiten, dass durch den Einsatz von Deckmembranen

eine Diffusionsbarriere fur Harnstoff eingefiigt werden kann. Dies ist ersichtlich an den
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Absoluthohen der Kalibrationssignale die mit Deckmembran niedriger sind als ohne
Deckmembran.  Zusétzlich  sinkt  diese  Absolutsignalnbhe  mit  zunehmender
Deckmembrandicke (3%ige zu 5%ige Deckmembran) und durch den Einsatz von mehreren
Deckmembranschichten. Solche Deckmembransysteme kdnnte man somit einsetzten um den
Messbereich der zu messenden Harnstoffkonzentration fiir diese Sensoren nach oben zu
korrigieren. Ein Nachteil einer solchen Deckmembran ware eine langere Zeit vom Einsatz
des Sensors bis zur Messbereitschaft, da die Membranen erst quellen mussen (siehe
Abbildung 19 — Signalverlauf am ersten Tag). Erst nach der Quellung der Deckmembran
erreichen die Sensoren eine stabile Phase des Signalverlaufes (ber die Zeit in dem
Messungen mit dem Sensor méglich sind.

Trotz der Abnahme der Harnstoffkalibrationssignale tber die Zeit bei 37°C, wurden keine
weiteren Bemuhungen unternommen um die Gesamtenzymaktivitit am Sensor zu
stabilisieren. Es wére mdoglich diese durch Enzyme-Engineering, Einsatz von
Enzymstabilisatoren wie z.B. Glycerin oder durch alternative Immobilisierungsstrategien zu
verbessern. Des Weiteren kdnnte man ein Screening fiir alternative Ureasen durchfiihren um
ein thermostabileres Enzym zu finden.

Bei der Betrachtung der gemittelten Kaliumkalibrationssignale der Lose #1-3 Uber die Zeit
fallt auf, dass sich die Verlaufe der Signale der beiden Sensorgruppen (30°C bzw. 37°C) zum
Groliteil nicht lber die Messunsicherheit hinausgehend voneinander unterscheiden. Einzig
beim Kaliumionenkalibrationssignal Cal 4 von Sensorlos #1 sient man einen starkeren Drift
des mittleren Signals bei der 37°C Sensorgruppe. Aufgrund von bereits beschriebenen
Problemen bei diesem ersten Versuch (Los #1) kann hier wiederum nicht ausgeschlossen
werden, dass im Zuge des Experiments andere Phanomene (nicht temperaturbedingt)
aufgetreten sind, welche die Signalhthe beeinflusst haben. Bei einem Vergleich samtlicher
Kalibrationssignale von Sensorlos zu Sensorlos muss bericksichtigt werden, dass die
Experimente (Los #1-3) nicht mit den selben Kalibrationslésungen durchgefiihrt wurden.

Die mittleren Standardabweichungen samtlicher gemittelten Kalibrationssignale dieser
Untersuchung zeigen, dass die Streuung der jeweiligen Sensorsignale gering (<10%) ist und
innerhalb der gewohnlichen Fertigungsstreuung fiir diese Art Sensoren liegt (siehe Tabelle 4,
6 und 7). Die mittleren Standardabweichungen der gemittelten Kalibrationssignale der
einzelnen Sensorgruppen (30°C bzw. 37°C und ohne Deckmembran bzw. mit Deckmembran)
zeigen im Vergleich zueinander keine reproduzierbaren Unterschiede. Aufgrund dessen kann
keine Interpretation fur das Verhalten der Signalstreuung der Sensoren bezuglich der

Temperaturerh6hung durchgefihrt werden.

Diplomarbeit Alessandro Konig, BSc Seite 87



Bei der Untersuchung bzw. dem Vergleich der Sensoreigenschaften bei unterschiedlichen
Betriebstemperaturen  (30°C  vs. 37°C) wurden die Mittelwerte, sowie die
Standardabweichungen der einzelnen Sensoreigenschaftsparameter der beiden Sensorgruppen
(30°C bzw. 37°C) fur jedes Los extra (Los #1-3), sowie uber alle Lose gemeinsam berechnet
und gegenubergestellt (siehe Tabelle 5 und Anhang Tabelle 14, 15 und 16) Bei diesen
Gegeniberstellungen konnten keine nennenswerte Unterschiede der
Sensoreigenschaftsparameter beider Sensorgruppen festgestellt werden. Auffallig sind leicht
erhohte Werte bei dem Parameter ,,Blut-Steigung™ (37°C), wobei es hier keinen statistisch
signifikanten Unterschied gibt. Somit wird keiner der Sensoreigenschaftsparameter durch die
Temperaturanderung um 7°C Uber die gewohnliche Messunsicherheit hinausgehend
beeinflusst. Bei der Zusammenfassung der drei Lose féllt die groRe Standardabweichung bei
den Cal 1 und Cal 2 Harnstoffsignalen auf. Diese ist jedoch durch die unterschiedlichen
Reagenziensatze zu erklaren, die in den Experimenten verwendet wurden. Ebenfalls auffallig
sind die im Mittel niedrigeren Werte der Harnstoffsensorsignale bei 37°C. Diese sind zwar
nicht signifikant tiefer, jedoch wurde eher eine Erh6hung dieser aufgrund der erhdhten
Enzymaktivitat der Urease bei 37°C erwartet [79]. Diese erniedrigten Harnstoffsignale bei
37°C konnten sich aufgrund der Temperaturabhangigkeit von Puffersystemen erklaren lassen.
Beim Vergleich der Sensoreigenschaften der Sensoren mit Deckmembransystem zu den
Standardsensoren wurden wiederum die Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen der
einzelnen Sensoreigenschaftsparameter der unterschiedlichen Sensorgruppen berechnet und
gegenibergestellt (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9). Die Deckmembransysteme mit einer
Deckmembran zeigen keine groBen Unterschiede zum Standardsensordesign. Die Sensoren
mit zwei Deckmembranen zeigen hingegen verénderte Sensoreigenschaften. Aufgrund der
Deckmembranen kam es zu verénderten Sensorkinetiken. Durch die Diffusionslimitierung
der Deckmembranen kam es zu einem verlangsamten Ansprechverhalten, sowie zu einer
schlechteren Auswaschrate der Sensoren nach dem Messbetrieb. Somit war es moglich, dass
die Sensorsignale nach dem Auswaschen der Proben (vor allem bei hochkonzentrierten
Proben) nicht die urspriinglichen Niveaus der Signale der Betriebslosung (= Waschldsung)
ereichten (Hysterese). Dadurch kam es zu ,,Fehlmessungen® der Sensoren die durch die
Deckmembranen bedingt waren. Durch eine Erhéhung der Messzeit bzw. der Auswaschzeit
im Messsystem, konnten solche ,,Fehlmessungen“ umgangen werden. Ein Einsatz von
Deckmembransystemen fiir diese Art von Biosensoren ist somit prinzipiell nicht
ausgeschlossen, bedarf aber einer Adaptierung am Kalibrationsmodell bzw. dem

Kalibrationskonzept. Dies wére notwendig, da das aktuelle Konzept die durch die
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Deckmembranen eingebrachten Diffusionslimitierungen nicht ausreichend bertcksichtigen.
Da die Deckmembransysteme keine Verbesserung hinsichtlich der Sensorstabilitat bewirkt

haben, wurden keine weiteren Bemiihungen in Richtung dieser Sensorsysteme unternommen.

Um die Auswirkungen der Anderung der Ammoniumionenkonzentration in der
Betriebslosung auf die Sensorsignalstabilitat zu untersuchen (siehe 4.2.  Untersuchung der
Auswirkungen einer Anderung der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslosung auf
die Sensorstabilitat und die Sensoreigenschaften (low NH;* vs. high NH;")), wurden
wiederum die mittleren Kalibrationssignale beider Sensorgruppen (,,high NH;™ bzw. ,,low
NH4"*) tber die Einsatzzeit verfolgt.

Im Fall der Verlaufe der gemittelten Harnstoffkalibrationssignale konnte bis zum neunten
Tag kein Unterschied festgestellt werden (siehe Abbildung 20). Der Unterschied der
Absoluthohe der Signale ist auf die unterschiedlichen Reagenzsétze zuriickzufuhren, die fur
dieses Experiment verwendet wurden. Am neunten Tag der Kalibrationssignalverlaufe der
Harnstoffsensoren konnte bei der Sensorgruppe ,,Jlow NH4 " plotzlich ein stirkerer Abfall der

+ee

Sensorsignale (im Vergleich zur Gruppe ,.high NH, *) beobachtet werden. Dieses Phdnomen
kann vermutlich mit einem Fehler im Messsystem korreliert werden. Da es am Tag davor zu
einem Ausfall des Messsystems aufgrund von PC-Problemen kam, wurden die Sensoren in
den Messstanden nicht gespult. Das hat zur Folge, dass es Aufgrund von Flissigkeitsbriicken
zwischen Harnstoffsensor und anderen Sensoren bzw. der Referenzelektrode zu einer
Inaktivierung der Urease durch Ag-lonen kommt. Somit sinkt die Gesamtenzymaktivitat am
Sensor, was die Abnahme der Kalibrationssignale zur Folge hat. Es kann festgehalten werden,
dass die Anderung der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslosung des
Messsystems keinen Einfluss auf die Signalstabilitit der Harnstoffsensoren hat.

Bei der Betrachtung der gemittelten Kaliumkalibrationssignale des Lose #6 Uber die Zeit
sieht man, dass sich die Verldufe der Signale der beiden Sensorgruppen (,,high NH4™* bzw.
,low NH;™) nicht iiber die Messunsicherheit hinausgehend voneinander unterscheiden (siehe
Abbildung 21). Somit kann auch fur den Kaliumionensensor festgehalten werden, dass die
Anderung der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslosung keinen Einfluss auf die
Signalstabilitit der Kaliumionensensoren hat.

Im Fall der Kalibrationssignalverldaufe der Ammoniumionensensoren konnten keine grof3en
Unterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung 22). Jedoch hat es den Anschein, dass die

(3

Kalibrationssignalverldufe der Sensorgruppe ,high NH;™* etwas stabiler sind als die
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Kalibrationssignalverldufe der Sensorgruppe ,,low NH,™. Vor allem bei den Signalverlaufen
von Cal 1, Cal 2 und Cal 4 driftet das Signal bei der Sensorgruppe ,,Jow NH,"* stirker. Bei
Cal 3 verhélt sich der Kalibrationssignaldrift jedoch gleich (Drift — Endsignal = 35% vom
Startsignal). Aufgrund der Datenlage kann eine leicht verbesserte Signalstabilitat bei dem

(13

Einsatz des Reagenziensatzes ,high NH;“ nur vermutet werden. Um eine klare und
signifikante Aussage in dieser Hinsicht zu erhalten, miisste man einen gréReren Versuch
durchfiihren, der den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde.

Die mittleren Standardabweichungen samtlicher gemittelten Kalibrationssignale dieses
Experiments zeigen, dass die Streuung der jeweiligen Sensorsignale sehr gering ist (noch
geringer als bei den ersten finf Sensorlosen) und innerhalb der gewdhnlichen
Fertigungsstreuung fir diese Art Sensoren liegt (siehe Tabelle 10). Die mittleren
Standardabweichungen der gemittelten Kalibrationssignale der einzelnen Sensorgruppen
(,,high NH,™ bzw. ,low NH4+“) zeigen im Vergleich zueinander keine reproduzierbaren

(13

Unterschiede. Tendenziell streuen die Sensorsignale der Sensorgruppe ,.high NH;™ etwas
weniger. Aufgrund der allgemein geringen Signalstreuung im Vergleich zu anderen
Sensorlosen und von teilweise kontroversen Ergebnissen dieses Vergleichs (z.B. Sensorsignal
NH,"-Cal 3) kann hier kein wirklicher Vorteil attestiert werden.

Bei der Untersuchung bzw. dem Vergleich der Sensoreigenschaften bei Verwendung von
unterschiedlichen Ammoniumionenkonzentrationen in der Betriebslosung (,,high NH4™ vs.
Low NH;™), wurden die Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen der einzelnen
Sensoreigenschaftsparameter der beiden Sensorgruppen (,,high NH, ™ bzw. ,low NH4+“)
berechnet und gegenibergestellt (sieche Tabelle 11) Bei dieser Gegeniberstellung konnten
keine groflen Unterschiede zwischen den beiden Sensorgruppen festgestellt werden. Die
ersten drei Parameter Cal 1 Signal, Cal 2 Signal und Linearitat sind zwar unterschiedlich, dies
wird aber durch den Einsatz der unterschiedlichen Reagenzsétze erklart. Auffallig ist, dass
die wissrigen Proben bei der Sensorgruppe ,high NH,™ im Mittel leicht hohere Werte
liefern. Einen signifikanten Unterschied gibt es allerdings nur bei dem Parameter ,,Combitrol
Plus B Level 3“. Da hier, wie auch bei allen anderen Parametern, beide Sensorgruppen
innerhalb der Sensorspezifikationen sind, kommt es zu keiner wirklichen Beeinflussung bzw.
Verbesserung der Sensoreigenschaften durch die Anderung der

Ammoniumionenkonzentration in der Betriebslésung von 0,1 mmol/L auf 1 mmol/L.
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Das letzte Experiment der Diplomarbeit beschaftigte sich mit der Entwicklung eines neuen
Kalibrationskonzepts inklusive eines neuen Kalibrationsrechenmodells fur die mogliche
Integration des Harnstoffsensors in das neue Messsystem (siehe 4.3. Entwicklung eines neuen
Kalibrationskonzepts fur die Integration des Harnstoffsensors in das neue
Blutgasanalysesystem). Um den Anforderungen an das neue Kalibrationskonzept gerecht zu
werden (siehe 1.2 Aufgabenstellung), wurden insgesamt vier verschiedene Ldsungsansatze
entwickelt, wobei es hier bei zwei Losungsansatzen noch zusatzlich je zwei Varianten gibt.
Zur Beurteilung der unterschiedlichen Kalibrationsmodelle wurden die berechneten
Harnstoffkonzentrationen (der biologischen Proben berechnet mit den jeweiligen
Kalibrationsrechenmodellen) den gemessenen  Harnstoff-Referenzwerten in  XY-
Punktdiagrammen gegenubergestellt und untereinander verglichen. (siehe Abbildung 23-29)
Zwar konnte keines der Rechenmodelle sdmtliche Parameter wie z.B. Steigung der
Regressionsgeraden des Referenzmodells (,,Messstand®) erreichen bzw. libertreffen (siche
Tabelle 13), trotzdem konnten die Modelle ,,Chargenparameter, ,2-Punkt
Kontrollmittelkalibration* und ,,2-Punkt Kombinationskalibration® die Spezifikationen fiir
den Einsatz im Messsystem erfillen.

Das Kalibrationsmodell ,,Chargenparameter zeigt im Vergleich zum Kalibrationsmodell
»Messstand*“ ein niedrigeres Bestimmtheitsmall (R?). Dies bedeutet, dass die berechneten
Harnstoffwerte des Kalibrationsmodell ,,Chargenparameter® iiber den gesamten Messbereich
starker um die Regressionsgerade streuen. Die mittlere Abweichung dieser Werte zur
Regressionsgeraden (Syx-Wert) ist ebenfalls groRer. Der Standardfehler fur die
Regressionsgerade dieses Kalibrationsmodell zeigt zwar ein anderes Vorzeichen als das
Referenzmodell, ist aber insgesamt geringer. Die Regressionsgerade des Kalibrationsmodell
,Chargenparameter* zeigt nur minimale Abweichung zum Modell des Messstandes.

Fir das Kalibrationsmodell ,,2-Punkt Kontrollmittelkalibration* gilt im Wesentlichen das
Selbe wie fir das Kalibrationsmodell ,,Chargenparameter”. Das Modell zeigt ein minimal
niedrigeres Bestimmtheitsmall (R?) und einen leicht erhdhten Syx-Wert im Vergleich zum
Referenzmodell. Der Achsenabschnitt ist im Vergleich wiederum mit einem anderen
Vorzeichen versehen und ebenfalls absolut geringer. Dieses Kalibrationsmodell besitzt die
besten Parameter fur eine mogliche Integration in das neue Messmodell. Das
Kalibrationsmodell ,,1-Punkt Kontrollmittelkalibration* erfiillt nicht die Spezifikationen fiir
den Einsatz in dem neuem Messsystem. Der Achsenabschnitt von -1,17 mmol/L und der Syx-
Wert von 1,04 mmol/L zeigen, dass dieses Modell einen zu grofRen Absolutfehler hat und

zusatzlich stark um die Regressionsgerade streut.
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Auch das Kalibrationsmodell ,,1-Punkt Kombinationskalibration* kommt fir den Einsatz im
neuen Messsystem nicht in Frage, da es ebenfalls einen zu groRen Achsenabschnitt-Wert (-
1,69 mmol/L) und Syx-Wert (1,13 mmol/L) aufweist. An diesen beiden Kalibrationsmodellen
lasst sich erkennen, dass eine 1-Punkt Kalibration des Harnstoffsensors nicht ausreichend ist.
Das Kalibrationsmodell ,,2-Punkt Kombinationskalibration*“ zeigt sehr dhnliche Werte wie
das Kalibrationsmodell ,,Chargenparameter. Somit kann dieses Modell fiir den Einsatz des
Harnstoffsensors in das neue Messsystem herangezogen werden.

Das letzte Kalibrationsmodell ,,Kalibration als reiner NH,; -Sensor* zeigten die schlechtesten
Parameter im Vergleich zum Referenzsystem. Bestimmtheitsmal} und Steigung sind viel zu
gering. Der Achsenabschnitt dieses Modells ist mit 1,10 mmol/L zwar besser als bei den
beiden ,,1-Punkt Kalibrationsmodelle®, jedoch noch immer zu groB3 fiir die Spezifikationen.
Zusatzlich zeigt ein Syx-Wert von 1,35 mmol/L eine zu grofie Streuung der berechneten
Werte um die Regressionsgerade. Eine htherer Ammoniumionen-Kalibrationspunkt (z.B. 10
mmol/L anstelle von 0,1 mmol/L in Cal 3) fiir die Kalibration als reiner NH,;"-Sensor wére
eventuell von Vorteil, da die Kalibration mit den vorhandenen Reagenzien nur einen sehr
geringen Messbereich abdeckt.

Insgesamt konnten somit drei Modelle entwickelt werden, die fir die Integration des

Harnstoffsensors in das neue Messsystem einsatzfahig wéren.

Diplomarbeit Alessandro Konig, BSc Seite 92



6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es prinzipiell moglich ist den verwendeten
enzymatischen Biosensors zur Harnstoffmessung in die Messumgebung des neuen
Blutgasanalysegerétes zu integrieren. Es wurde gezeigt, dass der Sensor bei der verénderten
Betriebstemperatur von 37°C ausreichend stabil ist. Darliber hinaus ist die
Sensorcharakteristik durch die Temperaturanderung nicht signifikant beeinflusst. Somit
miisste, bei alleiniger Anderung dieses Umgebungsparameters des Systems, keine Korrektur
am Kalibrationsrechenmodell vorgenommen werden. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass eine
Anderung der Ammoniumionenkonzentration in der Betriebsldsung nur einen minimalen
positiven Einfluss auf die Signalstabilitit des Sensors hat. Diese Anderung der
Ammoniumionenkonzentration beeinflusst die Sensoreigenschaften jedoch nicht. Insgesamt
wurden in dieser Arbeit drei Kalibrationskonzepte inklusive Kalibrationsrechenmodelle
entwickelt, welche die Sensoren im gewinschten Messbereich kalibrieren kdnnen und die
Spezifikationen flr den Einsatz dieser Sensoren in Kombination mit den jeweiligen Modellen
erfullen.

Fur eine Integration des Harnstoffsensors in das neue Blutgasanalysegerat missten aber noch
einige Punkte wie z.B. Vertraglichkeit anderer Sensoren mit den Reagenzien Uberpruft
werden. Aufllerdem waére eine intensivere Behandlung des Themas Enzymstabilitat bzw.
Sensorstabilitdt von Vorteil, um die Lebensdauer solcher Sensoren zu verldngern. Des
Weiteren ist es noch notwendig die entwickelten Kalibrationsrechenmodelle ausgiebiger zu
testen und eventuell zu verbessern. Fir eine tatsachliche Integration des Harnstoffsensors in
das neue Blutgasanalysesystem sind somit noch einige Dinge zu berticksichtigen und weitere

Arbeitspakete notwendig.
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Anhang
A)

Gemittelte Signalverlaufe der Harnstoffsensoren bei 37°C
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Abbildung 30 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der Harnstoffsensoren 30°C vs.
37°C — Los #1: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten Kalibrationssignale tber die
Zeit der Harnstoffsensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B)) des Los #1. Quelle: Eigene

Abbildung.
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A)

Gemittelte Signalverlaufe der Kaliumionensensoren bei 37°C
Sensorlos #1
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Abbildung 31 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der kaliumionenselektiven
Sensoren 30°C vs. 37°C — Los #1: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale Uber die Zeit der Kaliumionensensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B)) des
Los #1. Quelle: Eigene Abbildung.
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A)

Gemittelte Signalverlaufe der Ammoniumionensensoren bei 37°C
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Gemittelte Signalverlaufe der Ammoniumionensensoren bei 30°C
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Abbildung 32 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der ammoniumionenselektiven
Sensoren 30°C vs. 37°C — Los #1: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale tiber die Zeit der Ammoniumionensensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B))
des Los #1. Quelle: Eigene Abbildung.
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Tabelle 14 - Vergleich der Sensoreigenschaften bei unterschiedlichen Betriebstemperaturen
(30°C vs. 37°C) - Los #1. Quelle: Eigene Tabelle.

Jje 6 Sensoren von Los #1 S0°C ST°C
Mw Stabw Mw Stabw
Cal 1 Signal [mV] 52,10 1,39 51,93 1,58
Cal 2 Signal [mV] 76,96 1,53 76,92 2,22
Lineraritat 1,48 0,02 1,48 0,01
Combitrol Plus B Level 1 [mmol/L] 19,78 0,46 20,03 0,47
Combitrol Plus B Level 2 [mmol/L] 6,83 0,11 6,76 0,11
Combitrol Plus B Level 3 [mmol/L] 2,32 0,05 2,28 0,09
Cal 9 [mmol/L] 8,18 0,15 7,54 1,08
Cal 10 [mmol/L] 8,95 0,21 8,69 0,25
Cal lvor/nach Proben [%] -0,10 1,86 1,80 3,63
Blut/Plasma-Steigung 0,90 0,01 0,92 0,02
Blut-Steigung 0,85 0,03 0,91 0,05
Plasma-Steigung 1,01 0,02 1,02 0,05
Blut-Achsenabschnitt [mmol/L] 0,35 0,12 0,26 0,12
Plasma-Achsenabschnitt [mmol/L] 0,06 0,09 0,07 0,15
Blut-Syx [mmol/L] 0,10 0,04 0,11 0,06
Plasma-Syx [mmol/L] 0,10 0,02 0,12 0,04
Blut/Plasma-Syx [mmol/L] 0,08 0,03 0,08 0,07
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Abbildung 33 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der Harnstoffsensoren 30°C vs.
37°C — Los #2: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten Kalibrationssignale tber die
Zeit der Harnstoffsensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B)) des Los #2. Quelle: Eigene

Abbildung.
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A)

Gemittelte Signalverlaufe der Kaliumionensensoren bei 37°C
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Abbildung 34 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der kaliumionenselektiven
Sensoren 30°C vs. 37°C — Los #2: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale tber die Zeit der Kaliumionensensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B)) des
Los #2. Quelle: Eigene Abbildung.

Diplomarbeit Alessandro Konig, BSc Seite 111



A)

10

-10

Signal [mV]

-15
-20
-25

-30

B)

10

-10

Signal [mV]

-15

-20

-25

-30

Gemittelte Signalverlaufe der Ammoniumionensensoren bei 37°C

Sensorlos #2

5
4
+3
+2

~. o ° o o .'...."‘- o%® T?
o ® ) L]
. o metrtatee e |
e ® g 0
° b M
-» +-1
+ -2
o & o0 ®e® .'.. -+ -3
[ ’- L4 ®e
9 ° : + -4
5
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit [Tage]
Gemittelte Signalverlaufe der Ammoniumionensensoren bei 30°C
Sensorlos #2
5
+4
+3
+2
+1
- % co, ° e o © C e cyget °
o ° 0
[ 3 N ) e
. . b . . PP ° o © 0o 0 000 1
o
® o .0 %° L2 4 ¢
o° oo ° © e° N
.-
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit [Tage]

Cal 3 Signal [mV]

Cal 3 Signal [mV]

NH4+-Cal 1-Signal
* NH4+-Cal 2-Signal
» NH4+-Cal 4-Signal

* NH4+-Cal 3-Signal

NH4+-Cal 1-Signal
e NH4+-Cal 2-Signal
* NH4+-Cal 4-Signal

* NH4+-Cal 3-Signal

Abbildung 35 - Verlaufe der gemittelten Kalibrationssignale der ammoniumionenselektiven
Sensoren 30°C vs. 37°C — Los #2: Abgebildet sind die Diagramme der gemittelten
Kalibrationssignale tiber die Zeit der Ammoniumionensensoren bei 37°C (A)) bzw. 30°C (B))
des Los #2. Quelle: Eigene Abbildung.
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Tabelle 15 - Vergleich der Sensoreigenschaften bei unterschiedlichen Betriebstemperaturen
(30°C vs. 37°C) - Los #2. Quelle: Eigene Tabelle.

. 30°C 37°C

je 6 Sensoren von Los #2 Mw Stabw MW Stabw

Cal 1 Signal [mV] 36,47 1,40 36,37 2,00

Cal 2 Signal [mV] 61,09 2,11 61,29 2,95
Lineraritat 1,68 0,03 1,69 0,04

Combitrol Plus B Level 1 [mmol/L] 21,35 0,73 20,89 0,93
Combitrol Plus B Level 2 [mmol/L] 7,66 0,30 7,43 0,31
Combitrol Plus B Level 3 [mmol/L] 2,31 0,12 2,13 0,16
Cal 9 [mmol/L] 9,48 0,25 9,02 0,48

Cal 10 [mmol/L] 9,97 0,31 9,90 0,29

Cal 1vor/nach Proben [%] 1,29 2,48 3,28 3,20
Blut/Plasma-Steigung 0,88 0,02 0,93 0,04
Blut-Steigung 0,90 0,03 1,01 0,11
Plasma-Steigung 1,09 0,03 1,10 0,07
Blut-Achsenabschnitt [mmol/L] 0,75 0,32 0,32 0,63
Plasma-Achsenabschnitt [mmol/L] 0,28 0,29 0,08 0,54
Blut-Syx [mmol/L] 0,24 0,31 0,20 0,14
Plasma-Syx [mmol/L] 0,15 0,06 0,21 0,14
Blut/Plasma-Syx [mmol/L] 0,21 0,32 0,11 0,04

Tabelle 16 - Vergleich der Sensoreigenschaften bei unterschiedlichen Betriebstemperaturen
(30°C vs. 37°C) - Los #3. Quelle: Eigene Tabelle.

. 30°C 37°C

je 6 Sensoren von Los #3 Mw Stabw MW Stabw

Cal 1 Signal [mV] 52,40 2,89 50,53 2,24

Cal 2 Signal [mV] 77,36 4,54 76,70 2,31
Lineraritat 1,48 0,02 1,52 0,03

Combitrol Plus B Level 1 [mmol/L] 21,24 0,89 21,00 1,00
Combitrol Plus B Level 2 [mmol/L] 6,62 0,27 6,60 0,25
Combitrol Plus B Level 3 [mmol/L] 1,58 0,10 1,60 0,09
Cal 9 [mmol/L] 8,01 0,35 7,94 0,31

Cal 10 [mmol/L] 8,81 0,43 8,80 0,38

Cal lvor/nach Proben [%0] 0,17 2,44 -1,00 2,91
Blut/Plasma-Steigung 0,88 0,03 0,93 0,03
Blut-Steigung 0,95 0,05 0,97 0,04
Plasma-Steigung 1,14 0,04 1,09 0,04
Blut-Achsenabschnitt [mmol/L] -0,39 0,26 -0,28 0,14
Plasma-Achsenabschnitt [mmol/L] -0,99 0,18 -0,74 0,17
Blut-Syx [mmol/L] 0,15 0,07 0,15 0,06
Plasma-Syx [mmol/L] 0,18 0,07 0,16 0,19
Blut/Plasma-Syx [mmol/L] 0,14 0,05 0,15 0,13
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