EINDHOVEN
e UNIVERSITY OF
TECHNOLOGY

Eindhoven University of Technology

MASTER

Meetopstelling voor zuurstofbindingskurven voor bloed- en hemoglobine-oplossingen

Lubrecht, A.A.

Award date:
1982

Link to publication

Disclaimer

This document contains a student thesis (bachelor's or master's), as authored by a student at Eindhoven University of Technology. Student
theses are made available in the TU/e repository upon obtaining the required degree. The grade received is not published on the document
as presented in the repository. The required complexity or quality of research of student theses may vary by program, and the required
minimum study period may vary in duration.

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

» Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
* You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain


https://research.tue.nl/nl/studentTheses/51d70e2c-50a0-4f89-858e-e646986f1806

Faculteit der Geneeskunde Technische Hogeschool Eindhoven
Afdeling Fysiologie Vakgroep Analyse Fysische Meet-
Kath. Universiteit Nijmegen methoden

MEETOPSTELLING VOOR ZUURSTOF-
BINDINGSKURVEN VOOR BLQED- EN
HEMOGLOBINE~OPLOSSINGEN

Verslag van het afstudeerwerk, verricht op de
afdeling Fysiologie van de Katholieke Univer-

siteit Nijmegen.

Afstudeerhoogleraar: Prof. Dr. J.A. Poulis
Codrdinator: Dr. Ir. H.J. van Ouwerkerk
Begeleiding: Drs. L.J.C. Hoofd

Op deze plaats wil ik iedereen bedanken die, op zijn
of haar specifieke gebied, een bijdrage leverde tot
de totstandkoming van dit afstudeerwerk.

Nijmegen, september 1982 Ton Lubrecht



INHOUDSOPGAVE BLzZ

SAI‘«ENVATTING..o.--oo.oooo.‘.ooo-.ooo-o...-.o--oo 3
lo INLEIDING‘.O..I....C... ----- ® 6 0 8 0% 00000000000 e 4

2. ZUURSTOFBINDINGSKURVE e« oeoeosscsceansnscesosasonss
2.1 HemoglobinEee e ceeosoeecocesacsosacasscaccas
2.2 De verschillende modellen...cevccoeesccsncss
2.2.1 Het Adair model...cceeecccassccocassnananss
2.2.2 Het MuW.C. MOAEleeerusunnereacecsnancannns
2.2.3 Het Hill model..ecveecoeccccccnccsscsonnos 10
2.2.4 Een uitgebreid M.W.C. model..eccceeccececns 11

O W'~ »n ;m

3. MEETPRINCIPE .cceecocstsvesccsccssssoscscscsscscsosnsss 15
3.1 Meting van de partiéle zuurstofdruk......... 15
3.2 Het principe van de saturatiemeting.cececes. 16
3.3 Saturatiemeting nader bekeken....ccoececcecen 18

4. MEETMETHODE. ccececcceocnsosccscasncscsnosnasscsccnnes 23
4.1 De MeetCelecesaseoscssccacsossasocossnsnssnanns 23
4.2 De WiggeNe.ceoeoovososcscccososaccsacansccnse 25
4.3 De Poz-meting............................... 26
4.4 Het optische SYStEeMececscacoscsssccasasccsca 27
4.5 Optimaliseren van het optische systeem...... 28
4.6 Elektronische gedeelte van de saturatiemeting 30
4.7 Optimaliseren van de saturatiemetingeeceeec.. 32
4.8 Het meten met bloed.ececeecenoccrcssocccccsnn 33

5. METINGEN....I...‘..‘l.....l............Q..O..... 34
5.1 Metingen met hemoglobine....ceececeecceesccnce 34
5.2 Bij de grafieken....ceeceececeecccesse cesscenes 35
5.3 I\'letingen met bloed..‘.........0.."......... 40
6. DISKUSSIE......'...-.IQ.....‘.'..'....'0'.....'. 44
7. VOORTZETTING VAN HET ONDERZOEK..... cescccsseoccs 45

LI’I“:ZRATUUR....-.00.-.0.-0.0..-.-c.o..o-o...ooo-o 4‘6

APPENDIX KOMPUTERPROGRAMMA




SAMENVATTING

Ter bepaling van zuurstofbindingskurven van bloed- en
hemoglobine-oplossingen is de bestaande opstelling (Moonen
1981) veranderd en uitgebreid.

In een meetcel wordt de bloed- of hemoglobine-oplossing
geoxigeneerd en tijdens dit proces wordt tegelijkertijd
de P02 en de Saturatie gemeten.

Het optische systeem werd veranderd en de lichtopbrengst
werd vergroot.

De bijbehorende elektronika werd in zijn geheel vernieuwd.
De wiggen die de fibers bevatten zijn gewijzigd.

Voor de dataverwerking en de aanpassing van de parameters
van het theoretische model aan de kromme werd gebruik
gemaakt van een PDP 11 komputer.

De opstelling levert goede resultaten voor hemoglobine-
oplossingen en redelijke resultaten voor bloedsuspensies.




1 INLEIDING

Hemoglobine (Hb) is een eiwit dat reversibel zuurstof kan
binden.Het komt voor in de rode bloed cellen (afgekort
tot RBC) en vervult een belangrijke taak bij het zuurstof-
transport van de longen naar de diverse weefsels. ‘
De zuurstofbindingskurve,of saturatiekurve,van een hemo-
globine bevattende oplossing,geeft grafisch het verband
tussen de parti&le zuurstofdruk (POZ) in de oplossing en
de verzadigingsgraad van het hemoglobine (Y).

Deze verzadigingsgraad,of saturatie,van het hemoglobine
is gedefiniéerd als de verhouding tussen het aantal mole-
kulen zuurstof dat gebonden is en het aantal dat maximaal
gebonden kan worden (bindingscapaciteit),

Het doel van dit afstudeerwerk is het operationeel maken
van een opstelling gebouwd door Jan Moonen [Moonen 1981],
om saturatiekurven te meten met als kenmerken:

1) kleine monsters (4¢1 ml) in vitro

2) stilstaande bloed- of hemoglobinelagen

3) korte meettijd (< 30 min)

4) bruikbaar voor bloed- en Hb-oplossingen met fysiolo-
gische concentraties

5) PO, en Y op dezelfde plaats en tegelijkertijd meten

In de genoemde proefopstelling was aan de eisen 4 en 5
niet voldaan.

-xr kon slechts met (20x) verdunde Hb—oplossingen gemeten
worden en niet met bloed

-In de proefopstelling werd gebruik gemaakt van twee
Lock-In-Amplifiers met een integratietijd wvan 3-10 sec.
Deze versterkers bevonden zich in het Y meetgedeelte van
de opstelling zodat van gelijktijdige meting van P02 en Y
geen sprake kon zijn (zichtbaar door hysterese).

Om aan de eisen 4 en 5 te voldoen is het optische systeem

en de bijbehorende elektronika vervangen.

In de Fysiologie is het gebruikelijk de druk met P aan te

geven.In dit verslag is deze notatie aangehouden.




2 ZUURSTOFBINDINGSKURVE

2.1 HEMOGLOBINE

Het menselijk bloed bestaat voor 40 volumeprocent uit rode
bloed cellen.Het hoofdbestanddeel van de celinhoud is het
hemoglobine dat chemisch zuurstof kan binden.

In normaal bloed zitten S-lO6 RBC per mm3,en het bevat bij
een P02 van 10 kPa 9 mmol 02 per liter waarvan slechts

0.11 mmol 0, fysisch opgelost is.

Het hemoglobinemolekuul bestaat uit vier subunits, twee ot
en twee 3 ketens (Perutz 1968),het is dus een tetrameer,
elke subunit bevat een heemgroep waarin het ijzer reversi-
bel zuurstof kan binden fig 2.1 .

De hemoglobineconcentratie [Hb] 2zal in het vervolg aangege-
ven worden in rnol/m3 monomeer = concentratie Fe= bindings-
capaciteit .

De (Hb] van de rode cel inhoud is ongeveer 20 mol/m3.

De reaktie van Hb met O2 gaat gepaard met een verandering
van het absorptiespektrum,waardoor de saturatiebepaling
door middel van lichtabsorptie mogelijk is in een bepaalde
golflengteband.In het gekozen golflengtebereik is de absorp-
tieverandering lineair.

CHﬂQ::cniz
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fig 2.1 Struktuurformule van een heemgroep



De zuurstofbinding van het Hb-molekuul is afthankelijk van

zeer veel faktoren fig 2.2 waarvan de belangrijkste zijn:

1) pH
2) PCO,

3) Ionenconcentraties zoals organische fosfaten (2,3 DPG)
4) Temperatuur

Voorbeelden zie fig 2.2
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fig 2.2 Saturatiekurven van menselijk hemoglobine bij 37°C
stippellijn : vol bloed
kurve a) 'schone' hemoglobineoplossing (‘'stripped‘' Hb)

b) PCO, = 5.3 kPa

c) [DP%]= 1.2 mol DPG/mol Hb .
d) kombinatie van b & ¢ (Brenna et.al.1972)



2.2 DE VERSCHILLENDE MODELLEN

Om de S-vorm van de saturatiekurve van hemoglobine

(tetrameer fig 2.3 kurve 1) te kunnen verklaren,is het
noodzakelijk aan te nemen dat er wisselwerkingen bestaan
tussen de vier heemgroepen van een molekuul.

Zou deze wisselwerking niet bestaan,dan zou de saturatiekurve
een hyperbolisch verloop hebben, zoals voorkomt bij het ei-
wit myoglobine (monomeer fig 2.3 kurve 2),dat 0, op dezelfde
manier bindt.Myoglobine lijkt qua struktuur op een enkele

B -keten van hemoglobine,en komt voor in spierweefsel.

Y (in %)

80+ J
Mb

Hb

aot (2 /1

20 ]

0 05 10 5
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fig 2.3 Saturatiekurven van Hemoglobine (1) en Myoglobine (2)
bij 25°C (Breepoel 1978)



2.2.1 HET ADAIR MODEL

De door Adair (Adair 1925) geopperde hypothese houdt in
dat het hemoglobinemolekuul (tetrameer) stapsgewijs wordt
geoxigeneerd resp. gedeoxigeneerd, en dat elke reaktiestap

zijn eigen specifieke bindingssterkte heeft.

Kl
Hb4 + 02 P — Hb402
K2
Hb402 + 02 P —— Hb404 A
2.2.1
K3
Hb404 + 0y — Hb406
K4
Hb406 + 02 = Hb408

Waarbij het tetrameer hemoglobinemolekuul met Hb4 aangegeven
wordt en Kl t/m K4 de intrinsieke reaktiekonstanten (per bin-

dingsplaats) zijn van de vier reaktietrappen.

Dan volgt voor de saturatie Y (Imai 1973) 2.2.2a

¢ - KL'P + 3K1-K2-P® + 3K1-K2-K3-P> + K1.K2-K3-K4.p*
1 + 4K1-P + 6-K1-K2-P° + 4K1-K2-K3-P°> + K1-K2-K3-K4-p?
2.2.2a
met P = PO, (fig 2.3 kurve 1)

Wanneer Kl = K2 = K3 = K4 = K (geen interaktie myoglobine)

is 2.2.2a te vereenvoudigen tot:

K+P .
Y = 1,7 2.2.2b (fig 2.3 kurve 2)



2.2.2 HET M.W.C. MODEL

In het M.W.C. model (Niesel 1961,Monod et.al. 1965) wordt
aangenomen dat de reaktiekonstanten K1 t/m K4 gelijk zijn,
echter dat hemoglobine in twee verschillende toestanden

kan voorkomen.
Deze twee toestanden zijn de Tense toestand en de 'Relaxed

toestand aangegeven met HbT en HbR .
ROontgenonderzoek heeft inderdaad twee verschillende toe-

standen van het hemoglobinemolekuul aangetoond.

Voor de deoxi~-situatie geldt het volgende evenwicht:

L
HbT;_—_'- HbR 2.2.3

Voor de verschillende oxygenatietrappen gelden de volgende

evenwichten:
KT
HbT(Oz)i_l + 0, HbT(Oz)i
2.2.3
KR .
Hbo(0,);_; + 0, =—= Hby(0,), i=1..4

Met de substituties: & = KR:PO
en : C = KT/KR

2
Volgt dan voor de saturatie Y de formule 2.2.4

L-Ceole (Ll + C0()3 + o1 +00)3 _—
4 4 . L ]
Le(l + c-00)* 4+ (1L +)

Y =



2.2.,3 HET HILL MODEL

Een manier om de wisselwerkingen tussen de heemgroepen van
van een hemoglobinemolekuul zichtbaar te maken is de
Hill-plot (Hill 1910).

In deze grafiek wordt de log(Y/1l-Y) uitgezet tegen de-
1og(p02).

Over een belangrijk deel van de kurve ( 0.1<Y¥< 0.9 ) kan

de kromme goed benaderd worden met een rechte lijn (fig 2.4).
Deze voldoet aan vergelijking 2.2.5

log(Y/1-Y) = niar log(POZ/PSO) 2.2.5

Waarbij Myiqy = Hill-konstante
P50 = P02 bij ¥ = 0.5

Wanneer er geen wisselwerking optreedt is de Hill-parameter
gelijk aan 1 (myoglobine).

Wanneer er wel een wisselwerking bestaat is bij positieve

hill<l )
Om de saturatiekurve te beschrijven zijn slechts twee pa-

interaktie nhill> 1,bij negatieve interaktie n

rameters nodig.Wanneer men de zo gedefinié€erde Saturatie-
kurve uitzet en vergelijkt met de metingen,blijken de af-

wijkingen vooral op te treden bij lage waarden van de satu-

ratie en in mindere mate bij hoge waarden.

+

fig 2.4 Hill-plot van de
kurven uit fig 2.3

logly)

tussen de stippel-
lijnen beschrijft
de vgl 2.2.5 de

kromme redelijk
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2.2.4 EEN UITGEBREID M.W.C. MODEL

In het oorspronkelijke model (form. 2.2.4) komen de para-
meters L,KR,KT voor.

De aanpassing van deze parameters aan een aantal meetpunten
met behulp van de kleinste kwadraten methode is echter in
dit geval een uiterst gevoelige, instabiele procedure.-
Wanneer de beginschatting slechts weinig afwijkt van de
eindwaarde ,divergeert de oplossing.

Wanneer men de parameters in formule 2.2.4 anders groepeert

en wel:
Kl = KT
4
g=Y\VEL
KS = g-KRrR

Met KS *# 1/P50 (Cordone et.al. 1981)
Dan gaat vgl 2.2.4 over in 2.2.6

(1 + Kl-P)3 + g-(g + KS-P)3

l-Yy-= z Z
(L + K1:P)" + (g + KS-P)

Met behulp van deze vergelijking is het wel mogelijk om
door middel van kleinste kwadraten tot een parameteraan-
passing te komen.

De keuze om de meetpunten te beschrijven met het M.W.C model

is gedaan om de volgende redenen:

1) Het Adair model is al eens geprobeerd (Leeden-Lensink 1978)
en levert diverse problemen o.a. een slechte bepaalbaar-
heid op van a, (=K1 K2 K3) met verscheidene malen een ne-
gatieve waarde van 24.De theoretische achtergrond van het
model gaat hiermee verloren.

2) Het Hill model bezit geen theoretische achtergrond en
vertoont grote afwijkingen bij lage waarden van Y en in
mindere mate bij hoge waarden van Y.



-12-

Een soortgelijk nadeel als bij het Adair model doet zich
ook voor bij het M.W.C. model;de parameter g blijkt niet
positief definiet te zijn.

Dit betekent dat de theoretische achtergrond van het model
(evenwicht tussen twee toestanden) niet bruikbaar is.

Het model wordt dus alleen gebruikt voor een fenomenolo-
gische beschrijving van de saturatiekurve.

Het navolgende rodel,met een vierde parameter,is opgezet
met het do-l

1) g positief definiet te krijgen

2) een betere 'fit' aan de meetpunten te krijgen

De extra parameter (3 is in de parti&le zuurstofdruk onder-
gebrscht volgens vgl 2.2.7 zodat P' een voor verschuivingen

(bv door pH) gekorrigeerde PO, voorstelt.
pr = p.em Y 2.2.7

Men kan laten zien dat vgl 2.2.7 samenhangt met de experimen-
teel (Breepoel 1978) en theoretisch (Tanford 1961) gevonden
relatie:

d ln P50

= konstant 2.2.8 (Breepoel 1978)
d pH

En met het feit dat H -ionen (Bohr-mechanisme) en andere
ionen vrijkomen wanneer O2 gebonden wordt aan het hemoglo-

binemolekuul.

Met deze extra parameter blijkt aan de 2% eis (betere 'Fit')
voldaan te zijn,helaas voldoet zij niet aan de 1% eis;

g wordt niet positief definiet.
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Vanwege de betere aanpassing aan de meetpunten is het model
toch aangehouden.

De testpunten voor de verschillende modellen zijn gekozen
uit de standaarddissociatie-kurve van Severinghaus (Severing-
haus 1966).Deze metingen zijn verricht aan vol bloed.

Voor de beste Adair-aanpassing zijn de resultaten gebruikt
van Roughton & Severinghaus (Roughton & Severinghaus 1973).

De beste aanpassing aan de Severinghaus~-kromme, verkregen
met de kleinste kwadraten methode, levert als waarden voor

de diverse parameters:

K1 = 0.052

KS = 0.343

g = -0.00252 2.2.9 (zie fig 2.5)

B = 0.272
Dit levert een G = 0.27 % sat. op en een AY o = 0.49 % sat.,
zie fig 2.6

Met deze parameters blijkt het uitgebreid M.W.C. model de
testpunten net zo goed te benaderen als de door Severing-
haus (Severinghaus 1979) gekre€erde funktie 2.2.10

Y = ((23400-(19023 + 150-1@02)"l + 1)'l 2.2.10

Met als waarden O = 0.26 % sat. en AYﬁax = 0.50 % sat.(fig 2.6)
En het benadert deze punten beter dan de door Lutz (Lutz

et.al. 1975) gekre€erde funktie met als waarde G =0.70 % sat.
die bovendien twee diskontinuIteiten bevat.



SAT

1.8 —t -
BN "
8.5 1 |
. SEVERINGHAUS '
' PS® = 3.582 ;
] ' ¢ =-8.252E-82 4
© K1 = 8.520E-81
©KS = 8.343 : T
. BETA= 8.272 :
: Cd
a 1 i 7y I 3 i i i L n g i i - L
L L 1 13 1 T Al L1 L 1] 1] L] L] L} 1 L]
0 s 10 15 P02
[KPA)

fig 2.5 Beste benadering van het uitgebreid M.W.C.-model aan de
punten van de standaard dissociatie-kurve van Severinghaus
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fig 2.6 Afwijkingen van de diverse modsllen van de punten
van de standaard dissociatie-kurve van Severing-

haus.
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3 MEETPRINCIPE

Onze doelstelling is het meten van twee grootheden in een
stilstaande vloeistoflaag:
-de partiéle zuurstofdruk PO

2
-de verzadigingsgraad Y van het hemoglobine

3.1 METING VAN DE PARTIELE ZUURSTOFDRUK

De PO2 wordt met behulp van micro Poz—elektroden gemeten,
die werken volgens het principe van de Clark-elektrode
(Kimmich 1969).

Een Clark-elektrode is een bipolaire elektrode,dit wil zeg-
gen kathode en anode zijn gescheiden van de oplossing door
middel van een gasdoorlatend membraan.

De ruimte tussen elektroden en membraan is gevuld met een
bufferoplossing,zodat de elektrode steeds in hetzelfde mi-
lieu meet.

Tussen Kathode en Anode wordt een spanningsverschil aange-
legd (-0.7 V),waardoor aan de kathode de aanwezige zuurstof
gereduceerd wordt volgens vgl 3.1l.l1 ,deze kathode is ver-
vaardigd uit platina,

4e + 0, + 2H,0 —» 40H 3.1.1

terwijl aan de anode reaktie 3.1.2 plaatsvindt,

Me-—-—-Men+ + ne 3.1.2

waarbij Me een of ander metaal is waarvan de anode gemaakt
is , in het algemeen is dat zilver,In ons geval bestond de
anode uit mdnel,een koper-nikkel legering.

Door deze reduktie van zuurstof ontstaat een zuurstofgra-
diént naar het kathode-oppervlak.Het gevolg hiervan is een
02 diffusie naar het kathode-oppervlak.Het teflon membraan
(dikte 6 pm) beperkt de diffusiesnelheid.

Het aantal molekulen dat door het membraan diffundeert is
recht evenredig met het partié€le drukverschil over het mem-
braan en dus recht evenredig met de P02 in de oplossing.
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3.2 HET PRINCIPE VAN DE SATURATIEMETING

Het principe van de saturatiemeting berust op een verschil=-
lend absorptiespektrum van hemoglobine en oxihemoglobine,
zie fig 3.1 . )

Hierbij is enerzijds verondersteld dat in de gebruikte
golflengteband de absorptie alleen afhangt van de reaktie
van hemoglobine met zuurstof,anderzijds dat de extinktie

lineair variéert met de saturatie v.
De lichtintensiteit van de doorvallende stralenbundel wordt

dan gegeven door de wet van Lambert-Beer:

1=10-1O‘E‘C‘d 3.2.1

I=intensiteit na absorptie

Io=intensiteit voor absorptie

E=extinktiecoéfficiént van de vloeistof Un%/mol)
c=concentratie van de hemoglobineoplossing (mol/ﬁn3)
d=laagdikte van de hemoglobineoplossing (m)

Voor twee verschillende stoffen (Hb4 en Hb408)levert dit:

1=10-1o‘(€+A€‘Y)'C'd 3.2.2

e=extinktiecoéfficignt van Hb4
Ae=extinktiecoéfficiént van Hb408 - extinktiecoéfficiént van Hb4

omdat behalve Y ook ¢ kan variéren wordt de intensiteit

van het doorvallende licht in twee golflengtebanden gemeten;
er ontstizn dan twee verg@iijkinqen met twee onbekenden,
zodat het stelsel vergelijkingen oplosbaar is.
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fig 3.1 Extinktie als funktie van de golflengte
van oxi- en deoxi-hemoglobine (Zwart et.al. 1981)
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3.3 SATURATIEMETING NADER BEKEKEN

Tijdens het afstudeerwerk bleek het noodzakelijk om vgl 3.2.2
meer in detail te beschouwen.

D= straling,die door de hemoglobinélaag dringt,wordt met
banulp'van een foto elektrische cel (photovoltaic) omgezet

in een elektrische stroom Iv .waarvan de grootte gegeven
wordt door vagl 3.3.1 .

Ty =0f"Iy(1)-F(a)-107 T Hee()T-c-d gy 4y 3.3.1

I,=totale stroom van de photovoltaic
A=golflengte
IO(A)=spektrum van de gebruikte lichtbron
f(x)=karakteristiek van het interferentiefilter
e())=extinktie van hemoglobine
Ae())=verschilextinktie
g(A)=gevoeligheid van de photovoltai¢

Uit de specifikaties van de fotocel blijkt dat g(A) kon-
stant is over het golflengtegebied 400 nm<:X‘<7OO nm,
Voor alle zekerheid zijn de spektra van fig 3.2 & 3.3 met
eenzelfde fotocel opgemeten.

De funkties & (A) enaf(\) zijn bekend (zwart et.al. 1981)
zie fig 3.1 ,en de funkties IO(X)-f(X) zijn opgemeten, zie
fig 3.2 & 3.3 .

Hierbij dient nog vermeld te worden dat de twee gebruikte
golflengtebanden twee lijnen uit het (kwik)spektrum van de
gebruikte lamp bevatten (546 nm en 577 nm).

De grote breedte van de lijnen is het gevolg van het feit
dat de gebruikte lamp een hoge druk Hg-Xe lamp is (lijn-
verbreding) .
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fig 3.2 Emissiespektrum van lamp + filter ( IO(A)'fl(X))
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fig 3.3 Emissiespektrum van lamp + filter ( IO(>\)-f2(>\))

Absorptiespektrum van deoxi- en oxihemoglobine (&(X))
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Gebruikt men formule 3.3.1 voor de beide interferentiefil-
ters (fl(k) en fz(x)),en voor twee gevallen, te weten met

I, en I,, en zonder preparaat (c=0) I,0 €0 I,, +dan krijgen
we de volgende vier vergelijkingen:

554

2 [ Ig()-Fy(a)-107te()RE() Y rced
538
554

I,A% I (A)-f,(x)-da
0%, L T Fy 00

3.3.2
585

[ 1y(0)-Fy(n) 107 (N e(0) Vhocod g

g
570

2
585

Ig* S
570

205 IO(A)}fZ(A)-dA

Wanneer we nu de grootheid K als volgt definié&ren:

log(Il/Ilo)

3.3.3

Dan kunnen we met behulp van fig 3.1,3.2 en 3.3 en met

vgl 3.3.2 en 3.3.3,K berekenen als funktie van de saturatie
Y, zie fig 3.4 en 3.5

Wanneer de beide golflengtebanden erg nauw zijn zie vgl 3.3.4

IO(A)'fl(A)=C1-6(A-546)
3.3.4
IO(A)-fZ(A)=C2-6(A-577)

Dan vereenvoudigt K(Y) tot vgl 3.3.5

_e(577)+ae(577)-Y 3.3.5
K(Y)—E.%T%%s 5+ 5 (546)Y
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De waarden van 6. en AE?(Zwart et al 1981) in 3.3.5 ingevuld levert:

_ 9.61 + 5.60-Y
T 12.23 + 1.58.¢7 3.3.6

K(Y)

Inderdaad blijkt dat de fig 3.4 en 3.5 goed aan de vgl 3.3.6
voldoen.Voor grotere waarden van c¢.d blijkt de kromme echter
niet meer te voldoen aan vgl 3.3.6 .

In het interval (lO"5 mol/m2< c.d ¢ 10~ mol/mz)waarin zich
de metingen bevinden zijn de afwijkingen tussen vgl 3.3.2

en 3.3.6 kleiner dan 3%.

Dat de afwijking tussen 3.3.2 en 3.3.6 zo groot wordt voor
grotere waarden van c-d ,kunnen we begijpen door de voorwaarde

3

vgl 3.3.5 te vergelijken met de fig 3.2 en 3.3 .
Een voorbeeld van de afwijkingen die optreden ziet u in fig
3.6 »

1.1
1.8

-
2.9

e
#.8 '.'.,¢" "-.‘.~‘~ 1l
~.~-~
‘~.~.-I
~ - .~.~.. .......... .y

8.7

.

CeB= 0.100€-01
8.6 \ ‘ . . . . \
e 2 .4 -8 .8 1.8 v

K@= 8.788 Ki1/4= 3.819% Ki/2: @.788 K374 @.785 Kiz 8.7%52

fig 3.6 IJkkurve van K tegen Y voor c.d = lO-Zmol/m2




4 MEETMETHODE

4.1 DE MEETCEL

De in dit verslag beschreven meetcel is in principe
ongewijzigd,alleen de maten zijn veranderd.

De meetcel is een rechthoekige ruimte van 12 mm lang,

0.5 mm breed en 0.1 - 0.2 mm dik,waarin zich het te onder-
zoeken monster bevindt.

Breedte en dikte van de meetcel worden bepaald door de voor-
zijde van de 4 wiggen (fig 4.1)

De wiggen type 1 bevatten elk een luchtkamer waarin zich
een bepaald gasmengsel bevindt dat kontinu ververst wordt.
De wiggen type 2 bevatten de fibers nodig voor de lichtge-
leiding (saturatiemeting),en &én bevat de elektroden (PO,~
meting) .

Naast elkaar liggen in het midden van de wig ongéveer 100

fibers met een diameter van 70 pm, tussen deze fibers lig-

gen de drie elektroden,bestaande uit een 20 pum Pt draad en
een glazen isolatiemantel (fig 4.2).

De fibers liggen slechts over een lengte van 7 mm om

meting van randeffekten te voorkomen.

Over alle wiggen is een 6 pm teflon membraan gespannen,en
tussen de wig met de elektroden en het membraan bevindt zich
een dunne laag buffervloeistof,zodat de elektrode altijd

in hetzelfde milieu meet.



2 @
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meetkamer =

N

SO\ N

AN 7
SN\

0.5 —

fibers

—--OZ

0.1 - 0.2

b

1 = WIG MET LUCHTKAMER
2 = WIG MET FIBERS

fig 4.1 Dwarsdoorsnede van de meetkamer met de vier wiggen
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fig 4.2 Vooraanzicht van de wig met de elektroden
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4.2 DE WIGGEN

De luchtwiggen zijn gemaakt van gednodiseerd aluminium,

en zijn dezelfde geblevén,hoewel ze iets smaller zijn ge-
maakt.

Nieuw zijn echter de wiggen die de fibers bevatten,deze
waren in de opstelling van Jan Meonen vervaardigd van Noryl,
een zwarte kunststof.

Jan Moonen kampte met het probleem dat de helften waaruit de
wiggen zijn opgebouwd gingen werken en dat de 1lijmverbin-
ding tussen de helften (Araldit) losliet.

Hierdoor werd de glazen isolatie van de elektroden bescha-
digd en maakten de elektroden na enkele weken kortsluiting.
Door de wiggen uit monel (Cu Ni legering) te maken,werden
de invloeden van wateropname en geheugeneffekten van een
kunststof ge&limineerd.

Door om de twee wighelften bovendien een RVS ring aan te
brengen wordt voorkomen dat op de lijmverbinding tussen de
twee wighelften een kracht wordt uitgeoefend.

De nieuwe kunsthars (Araldit f met AY 905 en DY 062) wordt
nu alleen gebruikt als vulmiddel.

De voorzijde en de achterzijde van de wiggen type 2 is gepo-
lijst om het lichtverlies bij in- en uittreden vam de fibers
te minimaliseren.

De wiggen zijn gedurende zes maanden intensief gebruikt

en vertonen geen sporen van achteruitgang.




4,3 DE POZ—ME TING
De elektrodestroom Ie .die ontstaat door de reduktie van

zuurstof aan de kathode (vgl 3.1l.1l), is van de ordegrootte
lO-9ampére (1 na).

Deze stroom wordt in een Poz-versterker omgezet in een span-
ning van enkele volts,volgens het schema van fig 4.3 .

De hierin gebruikte operationele versterker A heeft de
volgende eigenschappen:

1) een te verwaarlozen biasstroom (g 10~ 1% ampére)

2) grote signaal-ruis verhouding (eigenruis ¢ 10 microvolt)

Na de compensatie voor de polarisatiespannig (700 mv) is
het uitgangssignaal evenredig met Ie'

De versterker is gebouwd door Ir. J, de Koning, In deze
schakeling zijn geen wijzigingen aangebracht.

R

—{

A ____QV-V —Ie.R

pol

9
;7 R=10°Q

pol

fig 4.3 Schema van de Poz-versterker
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4.4 HET OPTISCHE SYSTEEM

De zuurstofsaturatie van de hemoglobine-oplossing wordt
bepaald aan de hand van absorptiemetingen,verricht in twee
golflengtebanden.Deze beide banden omvatten twee lijnen
van het kwik emissie-spektrum.

Andere lijnen en het continue spektrum worden tegengehouden
door middel van twee interferentiefilters en met behulp
van een chopper worden beide golflengtebanden om beurten
doorgelaten (zie ook fig 4.5) .

Twee fotovoltaics (fig 4.4) meten een vast gedeelte van

de (referentie)lichtsterkte en vervolgens worden de beide
stralenbundels op het monster gekoncentreerd (fig 4.5).
Het licht dat door het monster valt wordt vervolgens door

een derde fotovoltaic opgevangen.

v=-I-R

o"r

fig 4.4 Fotovoltaic: fotocel met stroom-spanningsversterker

voor optimale aanpassing



4.5 OPTIMALISEREN VAN HET OPTISCHE SYSTEEM
De

punten van die welke door Jan Moonen (Moonen 1981) werd

opstelling afgebeeld in fig 4.5 verschilt op enkele

beschreven:
| 1) De totale lichtweg is teruggebracht van 1.2 m tot 0.3 m.
1 2) Glasplaatjes zijn vervangen door beamsplitters
1 3) De monochromator en het interferentiefilter zijn vervan-
| gen door twee nieuwe interferentiefilters.

De redenen hiervoor waren:

a) De lichtopbrengst van het gehele systeem was te gering,
met name die van de monochromator en het oude interfe-
rentiefilter.

b) De bandbreedte van de monochromator (bepaald door o.a.
de breedte van intree- en uittree-spleet 2-3 mm) was
veel te groot;verder bleek de ingestelde golflengte te
verlopen als gevolg van trillingen.

c) Ook het oude interferentiefilter had een te grote bandbreedte;

: .
CO T N
L \\ L
~a__ U — o /\

oude interferentiefilter: 50 nm op 10% van het maximum
nieuwe: 12 nm op 10% en 18 nm op 1% van het maximum,
terwijl de transmissie van het nieuwe filter een fak-

tor vier hoger was. ——

RF BS IF L—‘l

] .
| — __ -
IF l'_—l BS FV MEET
FV REF2
FV=FOTO-VOLTIAC S =SPIEGEL
i B =sLICHTBRON SA=SAMPLE
fig 4.5 Schema van het op- L =LENS CL=CILINDER LENS
tische systeem IRF=WARMTE-FILTER F =FIBERS

BS=BEAM-SPLITTER
IF=INTERFERENTIE~-FILTER
CH=CHOPPER
HS=HALFDOORLATENDE SPIEGEL
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4.6 ELEKTRONISCH GEDEELTE VAN DE SATURATIEMETING

De hier beschreven elektronika is in zijn geheel afwijkend
van die welke Jan Moonen (Moonen 1981) heeft beschreven.

In fig 4.6 zien we hoe de twee referentiesignalen (Vref 1

en Vref 2)er vitzien die afwisselend door de chopper

(CH fig 4.5) worden doorgelaten.De hoogte van deze signa-

len (gemeten met FVref 1 en 2 fig 4.5) geeft informatie

over de lichtopbrengst van de lamp.Met deze signalen (Vref 1
en 2) worden twee pulsgeneratoren gestuurd die de pulsen

1l en 2 afgeven en het bemonsteringstijdstip bepalen (fig 4.7).
Tijdens deze korte puls volgen de Sample and Hold Amplifiers
(S.H.A.), zowel het meetsignaal (Vmeet) als het referentie-
signaal (Vref) en na de puls houden zij het vast tot de vol-
gende puls.Zij stellen de Divider (%) in de gelegenheid om
het 'gelijkgerichte' meet- en referentiesignaal op elkaar

te delen.wWij krijgen zo voor elke periode een signaal V1 en
V2 die niet meer afhankelijk zijn van de lichtintensiteit van

de lamp.
Vref

}

REFERENTIE |

—————

puLs 1

—t

MEETSIGNAAL

nulniveau

———

PULS 2

REFERENTIE 2

fig 4.6 Elektronische signalen
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De filosofie die hieraan ten grondslag ligt is de volgende.
Gebleken is dat de intensiteit van de lichtbron sterk va-
ri€ert (+£10%),waarschijnlijk ten gevolge vanknetspannings-
fluktuaties.

Door nu het meetsignaal door het betreffende referentie-
signaal te delen worden deze variaties grotendeels geé&li-
mineerd.Zo ontstaan twee signalen (V1 en V2) die alleen

van de extinktie van het hemoglobinemonster afhangen.Om deze
intensiteitsfluktuaties te bestrijden gebruikte Jan Moonen
twee Lock In Amplifiers met een integratietijd wvan 3-10 sec.
De variaties in de lichtopbrengst worden hierdoor redelijk
effektief uitgemiddeld.Het gevolg is wel dat de twee elek-
tronische signalen van Y een aantal seconden achterlopen

bij het Poz-signaal (bij heen en terug meten hysterese).

S.H.A.

VREFERENTIE | T
X PUrS !

TULSGE-
NERATOR

)

_{>

WEET

S.H.A.

?

PULSGE~-
NERATCR

' e
VREFERENTIE 2 X ‘ Pln.s 2

S.H.A.

fig 4.7 Blokschema van de elektronische schakeling
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4.7 OPTIMALISEREN VAN DE SATURATIEMETING
Om een optimale signaal-ruis-verhouding te verkrijgen is
het noodzakelijk om de dikte van het hemoglobinemonster

zodanig te kiezen dat het intensiteitsverschil AI tussen

34 pm

Voor het verdere verloop zie fig 4.8,

=0=I3+Tn 10-(-¢-107% ¢ 4y (erac). 107(E48e)- €4,

i

deoxi- en oxihemoglobine maximaal is vgl 4.7.1 .

4.7‘1

4.7.2

met € = 1000 m?/mol
600 mz/mol
10 mol Fe/m3

als maximum voor

fig 4.8 Verloop van AI/IO als funktie van c.d

tussen de stippellijnen ligt het meetgebied

.00

14
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4.8 HET METEN MET BLOED

Ten opzichte van de metingen met hemoglobine heeft de sa-
turatiemeting bij bloed twee extra moeilijkheden.
Beide moeilijkheden komen voort uit het inhomogene karak-
ter van bloed:een suspensie van RBC in plasma.
1) Verstrooiing
De lichtstralen worden verstrooid aan de rode bloed
cellen, zodat de effektieve weglengte in het monster
groter wordt dan de afstand tussen de wiggen.
Ook treed lichtverlies op,omdat het verstrooide licht
de fibers niet bereikt.
2) Statistiek
Ten gevolge van de statistische spreiding van het aan-
tal RBC dat een lichtstraal treft ontstaat ook informa-
tieverlies:
wanneer een lichtstraal meer dan het gemiddelde aantal
RBC treft zal hij wat lichtintensiteit betreft al snel
niet meer meetellen.
wanneer de lichtstraal minder dan het gemiddelde aantal

RBC treft zal de informatie die deze straal bevat gering

zijn, terwijl de intensiteit groter is dan gemiddeld.
Tenslotte is het aantal RBC dat aanwezig is in het
meetgebied onderhevig aan statistische fluktuaties en
kan aanzienlijk veranderen ten gevolge van uitzakking
van de RBC (bezinking).

Alle boven genoemde effekten veroorzaken een slechtere

signaal-ruis verhouding bij de meting met bloed ten opzich-
te van een meting met een hemoglobineoplossing,die dezelfde
concentratie hemoglobine bevat.
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5 METINGEN

5.1 METINGEN MET HEMOGLOBINE

Het gebruikte hemoglobine is afkomstig van runderbloed

dat minder dan drie dagen oud was,en op dezelfde dag waar-
op de meting gedaan is gehemoliseerd is.

Het runderbloed bevat heparine om de stolling tegen te
gaan,echter geen antibioticum daar deze invloed op de
ligging van de saturatiekurve heeft.

Het hemoglobine werd bereid door het runderbloed te hemo-
liseren met een fosfaatbuffer (pH = 7.4),en dit mengsel'
daarna op 10000 toeren per minuut af te draaien en alleen
de bovenste vloeistof te gebruiken die vrij bleek te zijn
van celwandfragmenten.

De gebruikte buffer bleek bij een PCO, = 5 kPa een pH

van 7.2 te hebben.

Bij een ijkmeting voor alleen 0% en 100% verzadiging bleek
de afwijking van de K-waarde kleiner dan 0.5% te zijn.
Voor de kontinue metingen bleek de afwijking echter gro-
ter (x10%);waarschijnlijk is dit te wijten aan een onnauw-
keurige waterijking (vgl 3.3.2 Iio enIzo) die achteraf gedaan
wordt.Bij deze ijking mag de stand van de wiggenhouder niet
veranderd worden wat in de praktijk niet te garanderen

is.

Bij de metingen bleken zich waterbruggen te vormen tussen
de aansluitpunten van de elektroden ( R = lOIQQ ).

Deze zijn verholpen door over deze kontakten droge N2 te
leiden.
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5.2 BIJ DE GRAFIEKEN

De geregistreerde data werden met behulp van een PDP-komputer-

systeem (PDP 11/34 en PDP 11/45) verwerkt.

Op de beide saturatiesignalen (V1 en V2) bevonden zich
kleine storingen (specs) die,wanﬁeer zij zich tijdens de
bemonsteringspuls voordedsn,de meting volslagen onbruik-
baar maakten.Het aantal onbruikbare punten variéerde nogal,
maar kwam als regel niet boven 4% van het totaal aantal
punten.Daar deze punten meer dan B-E;buiten de kurve lagen
zijn zij verwijderd.

Het programma rekent V1 en V2 om naar Y en Ie naar PO2 en deze
worden geplot als sat tegen P02.
In de grafieken zijn een aantal gegevens geschreven:

-de datum en het nummer van de meting

~de P50 berekend met de beste aanpassing en

-vervolgens de parameters van de beste aanpassing zie par 2.2.4.
In de figuur is , naast de meetpunten,ook de beste aanpas-

sing van het uitgebreide M.W.C.-model aan deze punten gete-
kend.

Onder elke grafiek staan de kondities vermeld waaronder de
meting is verricht.

In de figuur 5.2 is de meting van fig 5.1 nogmaals uitgezet
waarbij echter elk punt een gemiddelde is van vier punten

uit fig 5.1 .

.Hoewel de kurve er een stuk mooier uitziet (G = 0.8% sat.)

bevat zij toch minder informatie dan de oorspronkelijke
figuur.van alle metingen zijn op die manier gemiddelde
kurven gemaakt,maar alleen fig 5.2 is in dit verslag op-
genomen als voorbeeld.

Het hemoglobine is verdund met een fosfaatbuffer die een

pH=7.2 had bij een PC02=5 kPa.
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5.3 METINGEN MET BLOED

De verwerking van de data is identiek aan die van de metin-
gen met hemoglobine.

De RBC werden gesuspendeerd in een Krebs-Ringer buffer die
wat pH betreft dezelfde eigenschappen had als de voor hemo-
globine gebruikte fosfaatbuffer.

Het grootste probleem met deze metingen was de hoge
extinktie van de oplossingen,

Hierdoor ontstond een slechtere signaal-ruis-verhouding
die in de figuren zichtbaar is als een grotere spreiding.
Deze spreiding is het grootst voor Yx 1 omdat daar de
extinktie het hoogst was.

In £fi3 5.5 is geen beste aanpassing getekend omdat deze
niet berekend kon worden.

De spreiding in de meetpunten is dermate groot dat de aan-
pasmethode met de kleinste kwadraten niet werkte (geen
convergentie) .

Fig 5.6 vertoont een betere signaal-ruis-verhouding.

Dit is bereikt door de lichtwiggen dichter bij elkaar te
drukken zodat de dikte van het bloedmonster afneemt.

In fig 5.7 is weerom een gemiddelde van fig 5.6 gegeven.
De afkorting Htc geeft het volumepercentage van RBC aan.
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6 DISKUSSIE

Zoals uit de figuren 5.1 t/m 5.4 blijkt voldoet de opstel-
ling aan alle eisen,gesteld in de inleiding,wat betreft
hemoglobine-oplossingen.De tijd waarin de kurven gemeten
werden bedroeg ongeveer 20 minuten, voornamelijk om een zo
groot mogelijk aantal meetpunten te verkrijgen.

De gemiddelde spreiding van de meetpunten rond de kromme
bedraagt minder dan 1% sat. en het verschil tussen de
berekende K-waarden en de K~waarden verkregen bij de ijking
bedraagt minder dan 0.5% .De.nauwkeurigheid waarmee de sa-
turatie bepaalt kan worden is dus goed te noemen.

Bij de ijking wvan de Poz-elektrodenblekenmml steeds de
nulstroom en de richtingsco&fficiént van de ijklijnen te ver-
schillen,echter de afwijkingen van de gasmengpomp (0.1 kPa)
met de aangegeven waarden bleken goed te reproduceren.

De nauwkeurigheid van de elektroden overtreft die van de

gasmengpomp,en is ook goed te noemen.

Uit de figuren 5.5 t/m 5.7 blijkt dat dit verhaal niet
opgaat voor bloed.De gemiddelde spreiding is veel groter
(5-10 %sat.) en is vooral erg hoog bij hoge waarden van Y.
Om de nauwkeurigheid van de bloedmetingen op te voeren

zal de dikte van het bloedmonster nog verder teruggebracht
moeten worden.

In principe is de opstelling goed bruikbaar voor bloed-
metingen,echter het meten is tamelijk ingewikkeld en bewerkelijk.

Samenvattend kan gesteld worden dat de opstelling goed vol-
doet voor hemoglobine~oplossingen,en dat zij redelijk vol-
doet in het geval van bloed.



7 VOORTZETTING VAN HET ONDERZOEK

Met betrekking tot de gestelde eisen kan gezegd worden dat
de opstelling aan alle eisen voldoet.

De opstelling kan een nog grotere nauwkeurigheid verkrij-
gen door de afstand tussen de lichtwiggen te verkleinen.
Dit 2zou onder andere gedaan kunnen worden door de wiggen
met de luchtkamers iets smaller te maken (= 10 pm) . .
Verder kan de opstelling op een eenvoudige manier getermo-
statiseerd worden zodat bij 37 °C gemeten kan worden.

Volgens mij dient een eventuele voortzetting van het on-
derzoek zich vooral te richten op het ontwerpen van een
nieuwe meetcel die,werkende volgens dezelfde principes,
vooral eenvoudiger te maken dient te zijn,en eenvoudiger
te assembleren.

Een dergelijke meetcel bestaat reeds (Hemoscan) ,maar dit
apparaat kon de opgegeven nauwkeurigheden niet waar maken.
De cel bestaat uit een glasplaatje,waarop het te onderzoe-
ken bloedmonster wordt gedruppeld en waaroverheen een gas-
doorlatend membraan wordt gespannen.

De dikte van het monster is 70 pm en de richting waarin de
diffusie van gas plaatsvindt is evenwijdig aan de invals-
richting van het licht.

In het glasplaatje zou de elektrode kunnen worden onder-
gebracht.Op deze manier vervallen de fibers en wordt de
lichtopbrengst van het hele systeem vergroot.

Afsluitend kan gesteld worden dat het systeem goed voldoet,
echter dat het te bewerkelijk is om als standaardopstelling
gebruikt te worden.

De grootste beperkingen liggen naar mijn mening in de ge=-
kompliceerde meetcel.
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APPENDIX
KOMPUTERPROGRAMMA

EXT.FTN

Het programma EXT.FIN bepaalt de ijkkurven van K tegen Y
met behulp van numerieke integratie.

De intensiteitskurven en de absorptiekurven zoals getekend
in fig 3.2 en 3.3 zijn opgeslagen onder de naam EXTS46,DAT
en EXT577.DAT. ’

De ijklijn wordt berekend voor iedere op te geven waarde
van c-d .

MWC.FTN A

Het programma MWC.FTN tekent de saturatiekromme en bepaalt
met behulp van de kleinste kwadratenmethode de beste aan-
passing van het uitgebreide M.W.C.-model (zie par 2.2.4)
aan de meetpunten,aan de hand van de beginvoorwaarden van
de vier parameters.

Het berekent eveneens de gemiddelde standaarddeviatie en
tekent een Hill-plot (zie par 2.2.3).

Een listing van het programma is gegeven op de volgende
bladzijden.
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DIT FROGRAMMA BEFAALT DE WAARTIEN UAN DE KONSTANTEN Gekleko-ol Fa
VAN HET MWC-MODEL ,WAAREIJ G=L¥k-1/4,KS=KRK3,RE=1/F50,
WAAKRLJ DATALF S} EN AANFASSING! MUWC{F & (FREXFL-ALFA*S])
TNCLUDE “LE:C1s1ILN.DEF’
REAL NOELsNHIL»NNsKTsKSyKKTyKKS s NOE
FARAMETER NMAX=500
DIMENSION FF(NMAX) »SS(NMAX)
DIMENSION Q(4,4)y0INV(4,4)
BYTE DA(Z0)
N=0
NSLAG=0
WEITE(LNTTOs%) “DATUM? (OF CODE) -
REAINCLNTTI 1) (DACT) yI=1,20)
FORMAT (20A1)
WRITE(LNTTO,%) ‘EEGINSCHATTING VAN DE FARAMETERS-
G=t

WRITE(LNTTO,X) =T
FREADCLNTTI 100 G
WRITE(LNTTO %) ‘K1=705: -
READCLNTTI» 1007 KT
WRITECLNTTO k) ‘KS=737
READCLNTTI»100) KS
WRITEC(LNTTO» %) "RETA=7:
READCLNTTI»100) AL
FORMAT(F20,8)
CALL DATASK(LNSY1L»ISTAD
IF (ISTAEQ.-1) STOF
IF (ISTALNE.2) GOTO 10
no 20 I=1r»NMax
REAINLNSY1s200END=30) FF(I),»58(I)
FORMAT(X»F&.2+FP.4)
I=NMAX+1
NTEL=I-1
IT=1
QA{1+1)>=0
QC1,2)=0
A1 y3)=0
R{1:4)=0
QC2,3)=0
Q(2y3)=0
QA(224)=0
QR{393)=0
R(3+4)=0
A¢4,4)=0
R1=0
RZ=0
R3=0
R4=0
S=86(15>/100
F=FF(I)XEXF(-ALXS)
NOE=C1+RKTXF ) *¥44 (GHRSXF )Xk 4
TEL=(1+KTRF ) Xk3+G¥ (GHRSKF ) kX3
DF IR T=CAXKPRTELRCLARTYP ) kKT AP RNOER O S ETEP VRS 30/ NOF % 0
OF IR S= (AXKFRTELR CGHREKF D Sk 3 - THFRNOE KGR CGHRERF Rk 20 o NUE dog
DFDG=CARKTELKCGHRSRE ) AR A CARGHRETT YRR F OB P ok 7 o it f 4
TERM=PASR CAXETKCL R TRE R34 AR SR Cnb b Sk ok b Dok T N ok
T2 =T o % RS SO IE SO T SU RS JRE S SR ST R EREI § BT 35 RS 0 TS B
P N N M TR G
Qe Lo w3 Ly OF DG
30 e 20 L 2o bDETURDE T T
t

e VIR IR D UL IR CR 3 ) SN
Wit a0 0) » §0 4T DGKDE DAL
A0y S e D H I DR T * %D

O =30 2 B0 DF DR T¥DF T3
Qe =T 404 DE DR ERUF DAL
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QI 3)=QCZy 3 +DFIKS XKD
QCEy2)=Q(3y4)+DFIKSXDF DAL
QC454)=Q(4,4)+DF DAL XXD
RI=R1+DFDGXV
RZ=RZ2+DFDOKT%Y
RI=RI+DFOKSXV
R4=Fma4+DF DAl xV

I=141 .

IF (I.LE.NTEL) GOTOD S0
RC3,2)=0(2,3)
RE3»1)=Q(1+3)
QUZe13=0C1+2)
QCa,1)=QAC1s4)
Qe4-2)=Q(2,4)
QR{4,2)=Q(3+4)

CaLL INVMAT(45Q,QINV,IET)

IF (DET.EQ.0) WRITEC(LNTTO»%) “DET=0! 11000000 b vt vinig-

G=G- (AINVCLy 1)RRIFQINVOL s 2DKRZFQINV (L » 3DKRRIFQINUCL 24 1 kR4 )

BT

AT CRINV(2 1)KRIFQINVI2s 20 KR2FQINV( 2,y 30 KRIFQINV (22 4) kR4

RE=RE- (OINV(Ey 1) KRIFQINV(Z s 2)KRP24QINV(Zy 30 RRIFQIHVC 2y 4) ¥F 4
Fl=al-(QINV{4» 1 )KRIFQAINV (4 2)KR24QINV (4 I)KRIFATNY (44 4 kR4 5

WRITECLNTTOs300) GrKTsKSsaL

FORMAT (" G='yG13,4/7 Ki=',612.,4/° KS='s613.4/7 EFTé="

IF (NJGT.NELAG)Y GOTO 60

M=N+1

GOTO 40

WRITE(LNTTD,10%)

FORMAT (7% TYFE AANTAL SLAGEN NOG TE MAKEN = =7
FEH=((1+6%%X4) /{KTXK4+KSKXA) IX%0.25
Z1=C(RKT+KSKGK*3)/ (14+GX%x4)

P50=(PEH*((1+PEﬁ*Zl)/(1+PEH**3*ZB))**0.5)*EXP(+QLI2)
READCLNTTIS00) NN

FORMAT(F10.,0)

IF (MNLEQ.Q) GOTO 70

N=0

NSLAG=NN

GOTO 40

WRITEC(LNTTO» %) “EINDE VAN DE ITERATIEVE BFENADERING! -
I=0

S0M=0

I=1+1

5$=88(I)/100

F=FF(L)XEXF (~ALXS)

TEL=(14+KTkF)KKI+OX (GH+RSKF ) kXZ
NOE=(1+KTAF)IXKA+(G+RKSKF)I XX 4

S=1-TEL/NOE

PR L) XKEXF (-ALKS)

TEL=CLHFKTRF Y RXZHGX (GHRSKF ) ¥ %3
MOE=(1+KTXF)XXA4+ (GERSKF Y kx4
SOM=S0M+(SS(I1)/100-1+TEL/NOEY¥%?

IFCILLTWNTEL)Y GDOTO 7%

SOM=(S0M/ (NTEL ~-4) Y%, 5

WRITEWNTTG»S2G) S0M

FORMAT SIGMA = o313, 40

WRTITECLNTTOy110)

FORMOGTC % TrYRE S QGO0 SThE

RESDOLHNTT Y e 5560
FrkmatToaly
[N I F S T ST 0N
TEREN DFE &%5F

el b THITT

LEbd . TWINID G Ge [ D240, 1001,

el DWINDG: -2, 500

CALL VAXTS 0 e 01« D200 e 20w g idaih, Do L ha ), 0
{

CALL VAT L e D D Ly 0 e O e e e e g |

- e,
PR I SR B

rG1LEL A,
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CALL MOVEA(,0r-0,0%)
CAaLLl SEELOCCIX.IY)
CALL DRTEXTC(IXs»IYy 0O'y9l)
CALL MOVEA(S.»-0.,0%)
CALL SEELOC(IXsIY)
CALL DRTEXT(IXsIYr S5741)
CALL MOVEA(L10.+~0.05)
Cal.l. SEELOCCIXsIY)
CALL DRTEXT(IXsIYs» 107,2)
CALL MOVEA(L1S.»~0,05)
Call. SEELOC(IX.IY)
CALL DRTEXTCIX»IY» 157
CALL MOVEA(20.%9y-0.0%5)
CALL SEELOCC(IXsIY>
CALL DRTEXT(IXsIYs 'FO27,3)
Call MOVEA(Z20.9-0.1)
CalLL SEELOC(IX»IY)
Cali. DRTEXT(IXsIYy "LKFAT ¥ 5)
CALL MOVEA(-0,7%5,0.,)
CALL SEELOC(IXsIY)
CALL DRTEXT(IXsIYs 0791
Cal.l. MOVEA(-1,%,0.%)
CALL SEELOCCIX,IY)
Call, DRTEXT(IXs»IYs 0.5 +3)
Call. MOVEA(-1.5+1.0)
Call SEELOC{IX»IY)
CaLL DRTEXT(IXeIY» 1.0°+3)
Cal.L. MOVEA(-1.5+s1.1)
Calll SEELOC(IXyIY)
CaLl DRTEXT(IX»IYy 8AT »3)
Call. MOVEA{(10,+0.05)
CALL DSHREL(320,0:,14)
Call. DSHREL(O»310s14)
CALL DSHREL(-320,0s14)
CALL DSHREL(0y-310,14)
TEKEN DE FUNTEN IN HET PLAATJIE
I=0
I=1+1
F=FF(I)
§=85(1)/100
IF(F.GT.20) GOTO 82
Cal.ll. MOVEA(FS)
CaAlLL SEELOC(IXsTIY)
CALL DFFLOT(Ss1,IXs1IY)
CALL TSEND
IF (I.LE.NTEL) GOTO 80
TEREN [E BENADERDE KROMME
WRITE(LNTTOsX%) "TEKEN DE EBESTE AANFASSING Y/MN &~
READLNTTI»S550) A
IF(ALEQ.“N7) GOTO 83
WRITEC(LNTTOy %) 'GEEF ANDERE DAN BERERENDE FARAMFETERS v/H -7
READLNTTI»SSE0) A
IF (ALERQ.,'N")Y GOTO 84
WRITE(LNTTO%) ‘GEEF G-
READCLNTTI»111) 6
WRITECLNTTOyX) "GEEF K13~
FEADCLNTTI 111> KT
WRITECLNTTO» %) " GEEF K&~
READUNTTI»111) KS
WRITECLNTTO %) "GEEF RETA:
READCENTTI 111 al
FORMOGT(FLZ, &)
CONTINUE
FREM=(CL6EKd ) /R THXAFRERKRA DY EED, 0
LI=CRTHRSXGAXZ )/ (1 +GXXKA)
L= (RTHEZLGKRERAZ) / (14G%k4)

s )



CALL DRTEXT(IXsIYs G 1)
CALL MOVEA(1.9-3.2)
CALL SEELOC(IXyIY)
CALL DRTEXT(IXsIY» 17»1)
CALL MOVEA(L.6s-3.2)
CALL SEELOC(IXsIY)
CALL DRTEXT(IXsIYs’LOG(FO2)",8)

CaLL MOVEA(-2.2,-3,)

CALL SEELOC(IXsIY)

CALL DRTEXT(IXsIY» ' -3’,2)

CAaLl MOVEA(-2.2,-2.)

Call SEELOGC(IXsIY)

CALL DRTEXT(IX,IYy» ' -2752)

CALL MOVEA(-2,2y-1.)

CaLL SEELOC(IX.IY)

CALL DRTEXTC(IXsIY» =1752)

CALL MOVEA(-2.2,04)

CALL SEELOC(IX»IY)

CALL DRTEXT(IX»IYs O’»1)

CALL MOVEA(-2.2»1.)

CalL SEELOCCIX»IY)

CaLl DRTEXT(IX»IY» 17+1)

CalLL MOVEA(-2.2+24)

CALL SEELOCCIX,IY)

CALL DRTEXT(IXs»IYs '279s1)

CALL MOVEA(-2.9,3.)

CALL SEELOCC(IX»IY)

CALL DRTEXT(IX,IY» LOG(S5/1-5)7,10)

SCHRIJF DE GEGEVENS IN HET FLAATJE
F=F30XEXF(~-al/2)

NOE=(1+KT*F)XX44+ (G+KSXF ) x¥4
TEL=(1+KT*F)%%3+GX (G+KEXF ) X %3

S=1-TEL/NOE

F=FSOXEXF (-ALXS)

NOE=(1+KTXF) kk4+ (GHRS*F ) ¥ k4
NOE1=4XKTX (1 +KTXF ) ¥X3+4XKKSK (G+KGHF ) kX3
TEL=(1+KTXF) XX3+GK (GH+RSXF ) %%k 3
TEL1=3XKTR(1+KTXF ) KK2+IKRSKCK (GHREXF ) X%2
NHIL=FXEXF (-ALXS) ¥ (TELXNOE1-NOEXTEL1) /(TELX(NCOE-TEL))
CALL MOVEA(-1.8+3.)

CALL DSHREL(250+,0+14)

CALL DSHREL(0»>-200,14)

CALI. DSHREL(-25050514)

CALL DSHREL(0»200,14)

CALL MOVEA(-1.6:2.5)

Call. TSEND .

WRITE(LNGRF»400) (DACI)»I=1,20)

CAaLL MOVEA(-1.,6+2.1)

CALL TSEND

WRITE(LNGRF»&50) F3SO

CaLL MOVEA(-1.6+1.7)

cALL TSEND
WRITE(LNGRF»660) NHIL

50 FORMAT (1H+» "NS0 ="56G10.4)
TERKEN DE FUNTEN TN HET FLAATJE
I=0

O ['T+1

Fa=alOGLOFF L) )
ST=65(1)/(100-S5(T )
S=al0G1OST)

Call MOVEA(F,35)

CaLl SEELOC(IA,TI7)

CALL DFFLOT(Gy1lsIXsI7)
CALL TSEND

IF (TLLT.NTEL)Y GOTO 210
TEREN DE BENADERDF KROMME
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F1=0.1

IOE TWEE ITERATIEVE SLAGEN OM S TE BENADEREN
Fepl

NOE=(1+KTXF)XX4+(G+KS¥F ) kx4
TEL=(1+KT%F)XX34+6X (GHRKSXF ) X% 3
S=1-TEL/NOE

F=F1XEXF(-ALXS)
TEL=(1+KTKF)IRKKI+GR (GHRKSXF ) k%3
NOE=(14+RKTXF)Xk4+ (GHKSXF)I %% 4

S=1-TEL/NOE

F=F1XEXF (-ALX%XS)
TEL=(1+KTXF)I¥X3+GX (G+KS%F ) k%3
NOE=(1+KTXF)%X%4+ (G+KSXF ) Xx%x4

Cal.L. MOVEA(ALOGLO(F1)sALOG1IO(NOE/TEL~1))
Z=-1,0

Z=74+0,01

FFl=10.%%Z

DOE TWEE ITERATIEVE SLAGEN OM S TE RENADEREN
Fr=F1

NOE=(1+KTHF)I%X¥4+ (GHKSXF ) %% 4
TEL=(1+KTXF)XkX3+GK (G+RSKF ) k%3
S=1-TEL/NOE

F=F1XEXF (-~-ALXS)
TEL=(1+KTXF I XXI+GX (GHKSKF ) %% 3
NOE=(1+KTXF)¥XX4+(G+RKS%F ) %x%4

S=1-TEL/NOE

F=F1¥EXF (~ALXS)
TEL=(1+KTXF)IXXI+GX(GH+KSXKF I kX3
NOE=(1+KTXF)X%X4+ (G+RKSXkF ) %X%4
IF(TEL/NOE.LT.0,0003) GOTO 92

CALL DRAWA(ALOGL10(F1),ALOGI10(NOE/TEL-1))
CALL TSEND

IF (ZL.LT.2) GOTO 2195

CONTINUE

WRITE(LNTTO,115)

READCLNTTISS0) A

IF (AWEQ.,"J’) CALL HDCOFY

CONTINUE

CALLL QRUEXI

END



