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(57) Abstract: The invention relates to a method and a
device for determining local distribution of a measuring
parameter relative to or in a predefined, flat measuring
L —1 6 area pertaining to a biological sample, preferably of an or-
gan surface or the epidermis. In a first measuring method
for determining a first measuring parameter, a sensor film
with a luminescence indicator reacting to the measuring

1 parameter with modification of at least one optical charac-
teristic is applied to a flat measuring area and a first mea-
6 5 suring parameter is detected by imaging means. A second

optical measurement method is carried out, wherein the
sensor film is used to determine the local distribution of
at least one second measuring parameter in the same mea-
suring range either simultaneously or directly afterwards.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein
Verfahren und eine Vorrichtung zur Bestimmung der
ortlichen Verteilung einer Messgriofle bezogen auf einen
oder in einem vorgegebenen, flichigen Messbereich einer
biologischen Probe, vorzugsweise einer Organoberfliche
oder der Epidermis. In einem ersten Messverfahren wird
zur Bestimmung einer ersten Messgrofe ein Sensorfilm
mit einem auf die MessgroBe mit einer Anderung
zumindest einer optischen Eigenschaft reagierenden
Lumineszenzindikator auf den flichigen Messbereich
aufgebracht und die erste MessgroBe bildgebend
detektiert. Zur gleichzeitigen oder unmittelbar aufeinanderfolgenden Bestimmung der ortlichen Verteilung zumindest einer zweiten
Messgrofe im selben Messbereich wird ein durch den Sensorfilm wirkendes, zweites optisches Messverfahren verwendet.
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Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung der ortlichen Verteilung
einer Messgrofle

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der ortlichen Verteilung ei-
ner MessgroBBe bezogen auf einen oder in einem vorgegebenen, flachigen Mess-
bereich einer biologischen Probe, vorzugsweise einer Organoberflache oder der
Epidermis, wobei in einem ersten Messverfahren zur Bestimmung einer ersten
MessgréBe ein Sensorfilm mit einem auf die MessgréBe mit einer Anderung zu-
mindest einer optischen Eigenschaft reagierenden Lumineszenzindikator auf den
flachigen Messbereich aufgebracht und die erste MessgroBe bildgebend detektiert
wird, sowie eine Vorrichtung zur Durchflihrung des Verfahrens,

Fur viele medizinische Bereiche, insbesondere der medizinischen Diagnostik, ist
es von groBer Bedeutung, die ortliche Verteilung einer MessgréBe an einer Or-
ganoberfldche, beispielsweise der Haut, oder auch die Verteilung der Durch-
flussrate einer bestimmten Substanz durch eine Grenzflaiche zu bestimmen.
Weiters dienen derartige Messergebnisse auch der Uberprifung und Steuerung
von medizinischen Therapieverfahren.

Beispielsweise ist die Sauerstoffversorgung der Haut eine wichtige KenngroBe fir
die Diagnose von Krankheiten, welche auf Stérungen der Mikrozirkulation basie-
ren. Die Sauerstoffversorgung wird einerseits von den Transporteigenschaften
des Blutes (Perfusion) bestimmt, und andererseits von den transcutanen Trans-
porteigenschaften und dem Verbrauch von Sauerstoff in der Haut. Zusatzlich
wird die Sauerstoffversorgung zum Teil durch eine Sauerstoffaufnahme aus der
Umgebung abgedeckt, was als Hautatmung bekannt ist. Schwierigkeiten bereitet
die gleichzeitige Erfassung mehrerer Parameter, welche in unterschiedlichem
Ausmal die medizinisch relevante GroéBe beeinflussen.

Es ist bekannt, die Sauerstoffkonzentration oder den transcutanen Sauerstoff-
partialdruck (tcPO,) mit der Hilfe von Hautelektroden zu messen. Weiters wurden
auch bereits optische Sensoren basierend auf der Fluoreszenzléschung verwen-
det, welche den Vorteil aufweisen, im Gegensatz zu Elektroden bei der Messung
keinen Sauerstoff zu verbrauchen.

Weiters ist es bekannt mit Hilfe von optischen Sensoren auf der Basis der Fluo-
reszenzléschung ein sogenanntes Fluoreszenz-Lifetime-Imaging (FLIM) Verfahren
anzuwenden, bei welchem eine Sensorfolie mit einem geeigneten Lumines-
zenzindikator auf den zu messenden Hautbereich fixiert wird. Aus der Hautober-
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flache diffundierender Sauerstoff gelangt in die Sensorfolie und die daraus resul-
tierende Fluoreszenzléschung kann durch das Detektionssystem analysiert wer-
den.

In diesem Zusammenhang ist aus der US 5,593.899 A eine Vorrichtung und ein
Verfahren zur Messung der Sauerstoffversorgung der Haut bekannt geworden,
bei welcher die von der Sauerstoffkonzentration abhdngige Léschung eines Flu-
oreszenzindikators als MessgréBe genitzt wird. Zur Messung der Sauerstoffver-
sorgung wird auf den entsprechenden Hautbereich eine lumineszierende Schicht
als Bestandteil einer Hautcreme aufgetragen, und durch einen sauerstoffimper-
meablen Film abgedeckt. Die optische Einrichtung zur Anregung des Indikators
und Detektion der Messstrahlung ist in einem Gehduse angeordnet, dessen
transparente Abdeckung direkt auf den O,-impermeablen Film aufgesetzt wird.
Daran anschlieend ist ein Interferenzfilter sowie eine Fotodiode angeordnet. Die
lumineszierende Schicht wird Uber Lichtleiter von einer modulierten Strahlungs-
quelle mit Anregungsstrahlung beaufschlagt. Die beschriebene Anordnung eignet
sich allerdings nur flr eine integrale Messung (ber den gesamten, von der opti-
schen Einrichtung erfassten Messbereich. Genaue Aussagen, beispielsweise Uber
Grenzbereiche zwischen ausreichend mit Sauerstoff versorgten bzw. unterver-
sorgten Gebieten sind mit dieser Einrichtung allerdings nicht méglich.

Aus der EP 0 516 610 B1 ist eine Vorrichtung bekannt geworden, mit welcher
nicht nur die Sauerstoffkonzentration, sondern auch der Sauerstofffluss durch
eine Grenzflache, beispielsweise einem Hautbereich, gemessen werden kann. Die
der Grenz- oder Messflache zuordenbare Sensorschicht der Messvorrichtung setzt
dem zu messenden Sauerstofffluss einen bekannten, endlichen Widerstand ent-
gegen, wobei in der Sensorschicht zumindest ein optischer Indikator zur Be-
stimmung der Sauerstoffkonzentration auf einer Seite der Sensorschicht vorge-
sehen ist. Aus dem auf einer Seite der Sensorschicht gemessenen sowie auf der
anderen Seite bekannten Konzentrationswert (aus der Umgebungsluft) wird der
Materiefluss durch die Grenzflache bestimmt. Die Sensorschicht kann gemaB ei-
ner AusfUhrungsvariante durch ein bildgebendes System (z.B. CCD) flachenfor-
mig abgetastet werden, wodurch eine ortliche Verteilung des Sauerstoffflusses
bzw. der Sauerstoffkonzentration gemessen werden kann.

Uberlegungen und Messergebnisse tber die 6rtliche Verteilung des Sauerstoff-
flusses bzw. der subcutanen Sauerstoffkonzentration und der Vorschlag fir ein
bildgebendes Messverfahren sind weiters in dem Artike! "Fluorescence Lifetime
Imaging of the Skin PO,: Instrumentation and Results" aus "Advances in Experi-
mental Medicine and Biology, Vol. 428,P.605-611 (1997), Verlag Plenum Press
N.Y. geoffenbart. In diesem Artikel wird eine Sensorfolie zur Messung der trans-
cutanen Sauerstoffkonzentration beschrieben, welche eine der Hautoberfidche
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zugewandte optische Isolationsschicht, eine Sensorschicht mit einem Lumines-
zenzindikator mit O,-sensitiver Abklingzeit und eine flir Sauerstoff undurchléssige
Tragerschicht aufweist. Eine ebenfalls beschriebene Membran zur Bestimmung
des Sauerstoffflusses unterscheidet sich von der erstgenannten durch eine Diffu-
sionsbarriere mit bekannter Sauerstoffdurchldssigkeit, welche anstelle der O,-
impermeablen Schicht angeordnet ist. Zur Messung wird die Sensorfolie auf die
Messoberflache, beispielsweise einen Hautbereich, aufgebracht. Beim Messver-
fahren bedient man sich einer Modulationstechnik, wobei die die Anregungs-
strahlung in Richtung der Sensormembran emittierenden LEDs durch einen
Square-Wave-Generator angetrieben werden und eine rechteckférmig modulierte
Anregungsstrahlung emittieren. Die von der Sensorfolie ausgehende Messstrah-
lung wird von einer CCD-Kamera mit modulierter Verstarkung erfasst und pixel-
weise an eine Rechnereinheit zur Bildverarbeitung weitergeleitet. Dokumentiert
wird die in einer Polymerschicht gemessene Sauerstoffverteilung als Abbild der
unterschiedlichen Sauerstoffverteilung eines Hautbereichs.

Weitere bildgebende Messverfahren unter Verwendung der Phasenfluorometrie
sind aus der US 5 485 530 A bekannt geworden.

Ein vollsténdiges Bild Uber die Versorgung eines bestimmten Hautbereiches bzw.
einer Organoberfldche, kann nur dann erhalten werden, wenn man neben dem
Sauerstoffstatus flr den betrachteten Bereich auch Informationen Uber die Blut-
versorgung bzw. die Perfusionsrate erhélt.

Zur Gewinnung der notwendigen Perfusionsdaten stehen ausgereifte Verfahren
und Vorrichtungen zur Verfligung, beispielsweise die Laser-Doppler-FluBmessung
(siehe beispielsweise US 4 476 875 A), mit welcher die lokale Perfusion der Blut-
gefaBe auf der Basis der Frequenzverschiebung einer von einer Laserlichtquelle
emittierten Messstrahlung gemessen werden kann. Es ist auch méglich, die
Messstrahlung durch geeignete optische Mittel aufzuweiten, oder aber Messberei-
che in kleinen Schritten mit einem Laserstrahl abzutasten und so ein Bild Uber
die ortliche Verteilung der Perfusionsrate zu gewinnen. Derartige Verfahren sind
als Laser-Doppler-Imaging (LDI) Verfahren bekannt geworden. Das Ergebnis ei-
ner Laser-Doppler-Messung ist von der Geschwindigkeit und der Anzahl der roten
Blutzellen, welche das Laserlicht streuen, abhéngig.

So wird beispielsweise in der US 4 862 894 A eine Vorrichtung zur Untersuchung
des Blutstromes in einem Hautbereich beschrieben, bei welcher ein durch eine
Zylinderlinse verbreiterter Laserstrahl verwendet wird. In einer Ausfiihrungsvari-
ante wird die Hautoberflache vom Laserstrahl zeilenférmig abgetastet und so ein
zweidimensionales Bild der Verteilung der Strémungsgeschwindigkeit des Blutes
erfasst. Weiters ist aus der US 5 361 769 A ein Verfahren und eine Vorrichtung
zur Messung bewegter Flussigkeiten bekannt geworden, wo durch Anwendung
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eines bildgebenden Laser-Doppler-Verfahrens ein Messobjekt flachig abgetastet
wird. Uber ein Linsensystem im Laserstrahl werden unterschiedliche Objektdis-
tanzen ausgeglichen und so die Messgenauigkeit erhéht.

Die Gewinnung zufriedenstellender Messergebnisse (ber die Sauerstoffversor-
gung einer Organoberflache oder eines Hautbereiches scheiterte bisher daran,
dass sich die zu messenden Parameter rascher &ndern als die dafiir notwendigen,
unterschiedlichen Messvorrichtungen bzw. Messverfahren im zu untersuchenden
Hautbereich nacheinander angewandt werden kénnen. Ein weiteres Problem be-
steht in der Heterogenitédt des Messbereiches, beispielsweise der Hautoberflache,
sodass punktférmige Messungen wie Elektroden- oder Laser-Doppler-FluBmes-
sungen nicht zum Ziel fihren und bildgebende Verfahren bzw. Vorrichtungen wie
FLIM und LDI nur benachbart oder zeitlich nacheinander angewandt werden kdn-
nen. So verstreicht beispielsweise beim Wechsel von einer FLIM-Vorrichtung zu
einer LDI-Vorrichtung flr denselben Hautbereich ein zu groBer Zeitraum im Hin-
blick auf die sich h&ufig in wenigen Sekunden &ndernden Parameter (Perfusion
und Sauerstoffstatus), sodass eine aussagekréftige Messung unmdglich wird.
Weiters kann bei einem Wechsel der Vorrichtungen die exakte Repositionierung
und somit die Erfassung der gleichen Messbereiche nur schwer garantiert wer-
den.

Aufgabe der Erfindung ist es, ausgehend von den bekannten Messvorrichtungen
und Verfahren ein Verfahren bzw. eine Vorrichtung zur Bestimmung der értlichen
Verteilung mehrerer MessgréBen in einem vorgegebenen, flichigen Messbereich
einer biologischen Probe vorzuschlagen, welche den Anwender in die Lage ver-
setzt, Aussagen Uber physiologische GréBen und deren 6rtliche Zuordnung ma-
chen zu kdénnen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelést, dass zur gleichzeitigen
oder unmittelbar aufeinanderfolgenden Bestimmung der &rtlichen Verteilung zu-
mindest einer zweiten MessgroBe bezogen auf den selben Messbereich ein durch
den Sensorfilm wirkendes, zweites optisches Messverfahren verwendet wird.

Eine erfindungsgeméBe Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens ist durch
eine zweite optische Messeinrichtung gekennzeichnet, fur deren Anregungs- und
Messstrahlung der Sensorfilm der ersten optischen Messeinrichtung durchléssig
ist, sodass zwei unabhdngige optische Messeinrichtungen den selben Messbereich
erfassen. Die beiden Messungen kdnnen gleichzeitig oder so kurzfristig hinterein-
ander durchgeflihrt werden, so dass die physiologischen Parameter in dieser kur-
zen Zeitspanne mdoglichst unveréndert bleiben.

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung besteht darin, die értliche Verteilung von
zumindest zwei Parametern oder MessgroBen einer biologischen Probe mit zwei
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voneinander unabhéngigen, optischen Messverfahren bzw. Messvorrichtungen zu
bestimmen, um die diagnostischen Aussagemdglichkeiten zu verbessern. Ein
Messverfahren basiert auf der lumineszenzoptischen Bestimmung eines Parame-
ters mit Hilfe einer einen Lumineszenzindikator enthaltenden Sensorfolie, fir das
zweite bzw. fur weitere simultane, optische Messverfahren muss die Sensorfolie
bzw. der Sensorfilm genigend transparent sein, um eine optische Messung mit
ausreichender Signalglte zuzulassen.

Besonders vorteilhaft ist es, als erstes Messverfahren ein lumineszenzoptisches
Verfahren zu verwenden, bei welchem die Lumineszenzabklingzeit oder eine da-
von abgeleitete GroBe bezliglich der ersten MessgroBe bildgebend erfasst wird.
Durch die Bestimmung der Abklingzeit ergibt sich der wesentliche Vorteil, dass
die Messung unabhéangig von der lokalen Beleuchtungsstarke des Sensorfilms ist.
Damit kénnen auch relativ stark gekrimmte Organ- bzw. Hautoberflachen mit
einer einfachen Anordnung der Lichtquelle ausgeleuchtet werden, ohne auf ho-
mogene Anregungsbedingungen flr den Lumineszenzindikator achten zu mus-
sen. Es muss lediglich daflir gesorgt werden, dass in jedem Bereich der Sensor-
folie ausreichend Lumineszenz fur die Abklingzeitmessung zur Verfligung steht.
Da die Abklingzeitmessung keiner Abhangigkeit von der Objektdistanz unterliegt,
und die Laufzeit des Lichtes von unterschiedlich weit entfernten Objektoberfia-
chen vernachléssigbar ist, kann die Abklingzeit auch an beliebig gekrimmten
Messflachen ausreichend genau bestimmt werden. Damit ist eine wesentliche
Voraussetzung erflllt, um Messungen an Armen bzw. Beinen oder anderen ge-
krimmten Hautfldchen von Patienten problemlos und sicher durchfilhren zu kén-
nen. Bei der Erfassung des Lumineszenzsignals wird beispielsweise eine spezielle
CCD-Kamera so betrieben, dass die Information in jedem Pixel mit der Abkling-
zeit am entsprechenden, dem Pixel zugeordneten Messort, in Beziehung gebracht
werden kann. Alternativ kann anstelle einer CCD-Kamera auch ein CMOS-Sensor
verwendet werden.

Als erste MessgroBe kann beispielsweise die Ortliche Verteilung der Sauerstoff-
konzentration (tcPO,), vorzugsweise die transcutane Sauerstoffkonzentration,
oder die ortliche Verteilung des Sauerstoffflusses (O,-Flux) durch die Organober-
flache, vorzugsweise die Hautoberflache, gemessen werden.

Weiter ist es moglich als erste MessgroBe die ortliche Verteilung der CO,-Kon-
zentration oder des CO,-Flusses zu messen.

Bei Verwendung entsprechender Luminophore eignet sich das lumineszenzopti-
sche Messverfahren zur Bestimmung der ortlichen Verteilung der Temperatur,
der Glucosekonzentration oder einer Ionenkonzentration, beispielsweise des pH-
Wertes.
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Als zweites Messverfahren kann beispielsweise ein bildgebendes Laser-Doppler-
Messverfahren (LDI-Verfahren) verwendet werden, mit welchem die Perfusions-
rate im Messbereich bestimmt wird. Zur Erzielung einer hohen zeitlichen und 6rt-
lichen Korrelation fir die Perfusionsrate und den Sauerstoffstatus einer biologi-
schen Probe ist es notwendig, beide Messungen gleichzeitig oder beinahe gleich-
zeitig im selben Bereich der Probe vorzunehmen. Die hohe értliche Aufldsung
moderner LDI-Vorrichtungen (< 100 um) l&sst sich ausgezeichnet mit einer Fiu-
oreszenz-Lifetime-Imaging (FLIM) - Technik kombinieren, wodurch ausgezeich-
nete diagnostische Ergebnisse erzielt werden kénnen.

Die Eigenschaften des Messverfahrens sollen - ohne die Erfindung darauf einzu-
schranken - anhand eines typischen Anwendungsbereiches, ndmlich der Sauer-
stoffversorgung der menschlichen Haut, im folgenden naher dargelegt werden.

Ein wesentlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, dass mit hoher zeitlicher
und Ortlicher Korrelation in einem ausgedehnten Untersuchungsbereich sowohl
die lokale Sauerstoffkonzentration (erste MessgréBe) im Sensorfilm (und damit
auch in der interessierenden biologischen Probe), als auch die Perfusion im sel-
ben Untersuchungsbereich (zweite MessgréBe) bestimmt, bildlich dargestellt und
vergleichend beurteilt werden kann. Aus Kenntnis der lokalen Sauerstoffkon-
zentration in der Indikatorschicht des Sensorfilms kann je nach O,-Diffusionsei-
genschaften der Trdgerfolie und unter Berlcksichtigung des barometrischen Luft-
druckes der O,-Partialdruck an der Hautoberfliche oder den O,-FluB errechnet
werden. Durch die Messung der lokalen Perfusion im untersuchten Hautbereich
kann auf die Durchblutung des Gewebes unter der Sensormembran geschlossen
werden, wobei durch die hoch aufgeldste 6rtliche und zeitliche Korrelation zwi-
schen Perfusion und tcPO, bzw. O,-Flux ein umfassendes Bild der fur die Haut-
versorgung entscheidenden Parameter (Perfusion und Sauerstoffgehalt) geliefert
werden kann. Die Kombination dieser Parameter ermdglicht es dem Arzt, eine
neue Qualitat der Diagnose zu erreichen, die mit bisherigen Messverfahren aber
auch mit jedem der kombinierten Messverfahren separat, nur beschriankt méglich
war.

Als Ausfluhrungsvariante der Erfindung kann als zweites oder weiteres Messver-
fahren ein photometrisches oder photographisches Verfahren verwendet werden,
bei welchem der Messbereich in einem vorgegebenen Wellenldngenbereich bild-
gebend erfasst wird. Beispielsweise ist es mdglich, auf diesem Wege die Autoflu-
oreszenz oder die Infrarotstrahlung im Messbereich bildgebend zu erfassen. Mit
Hilfe der Infrarotphotographie kann als Zusatzinformation beispielsweise die 6rt-
liche Warmeverteilung eines Hautbereiches detektiert werden.

Wahrend bei herkdmmlichen lumineszenzoptischen Verfahren meist eine optisch
isolierende Schicht zwischen der Haut und der Sensorfolie verwendet wird, um
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eine optische Entkopplung der Messstrahlung von der Hintergrundfluoreszenz der
Probe zu erreichen, wird bei der voriiegenden Erfindung ein transparenter Sen-
sorfiim verwendet, sodass andere MaBnahmen getroffen werden missen, um
Falschlichtanteile bei der Messung auszuschlieBen. Eine Méglichkeit besteht
darin, Luminophore mit langer Abklingzeit (z.B. phosphoreszierende Porphyrine
oder Ubergangsmetallkomplexe) zu detektieren, wenn die zumeist kurzlebige
Lumineszenz interferierender Substanzen (z.B. Melanin, Hdmoglobin) der Probe
bereits abgeklungen ist. Es kdnnen allerdings zur Signaltrennung auch verschie-
dene Phasenmesstechniken angewandt werden.

In einer weiteren Ausflhrungsvariante ist vorgesehen, dass als zweites oder
weiteres Messverfahren ein profilometrisches, beispielsweise ein interferometri-
sches Messverfahren verwendet wird. Damit kann zuséatzlich zum ersten Mess-
wert die Topographie eines Organ- oder Hautbereiches in die Untersuchung ein-
bezogen werden. Das Erfassen der dreidimensionalen Struktur des Messberei-
ches hat vor allem in der Dermatologie und der plastischen Chirurgie eine ge-
wisse Bedeutung flr die Diagnose und Therapie. Neben interferometrischen Me-
thoden kann z. B. eine Streifenprojektionsmethode angewandt werden, bei wel-
cher ein paralleles Strichgitter auf die zu vermessende Oberfliche projiziert und
mit einer in einem bestimmten Winkel zur Projektionsebene angebrachten CCD-
Kamera ausgewertet wird. Kleine H6henunterschiede des betrachteten Profils
erzeugen dabei eine Verzerrung des Streifenmusters, die quantitativ ausgewertet
werden kann.

Weiters kann der Messbereich durch den Sensorfilm hindurch visuell begutachtet
werden (beispielsweise auch durch Verfahren der Epilumineszenz-Mikroskopie).
Erst durch die Verwendung eines transparenten Sensorfilms ergibt sich die Moég-
lichkeit, den Messbereich visuell zu begutachten und morphologische Veridnde-
rungen, beispielsweise Farbénderungen oder Tumorbildungen direkt mit den Lu-
mineszenzmesswerten des ersten Messverfahrens in Bezug zu setzen. Es ist auch
moglich Markierungen an der Hautoberfliche anzubringen, welche durch die
transparente Sensorfolie visuell oder fotographisch festgehalten werden kénnen.

In einer Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, dass durch die Sensorfolie
verursachte Stérungen der Messergebnisse des zweiten optischen Messverfah-
rens rechnerisch oder durch entsprechende Kalibrierparameter korrigiert werden.
Der Messstrahl der LDI-Einheit erfahrt beim Durchtritt durch den Sensorfilm eine
geringe Abschwachung sowie eine Streuung. Wenn der Eintrittsvektor des LDI-
Messstrahles nicht normal auf die Grenzfliche der Sensorfolie steht (bedingt
durch die gekrimmte Oberflache des Messobjektes), erfolgt auch eine geringfu-
gige laterale Versetzung des Strahlverlaufs, die jedoch durch die geringe Dicke
des Sensorfilms von etwa 50 um vernachlédssigt werden kann. Andererseits wird
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auch beim Durchtritt der Messstrahlung auf dem Weg von der Haut durch den
Sensorfilm zum LDI-Detektor ein Anteil gestreut. Dadurch wird eine weitere Ab-
weichung des Messwertes von jenem Wert, der ohne dazwischenliegender Sen-
sorfolie gemessen wirde, verursacht. Durch eine entsprechende rechnerische
Korrektur bzw. eine Korrektur auf der Basis abgespeicherter Kalibrierwerte ist es
jedoch moglich, den Einfluss der Sensorfolie weitestgehend zu eliminieren.

LDP-Messungen bendtigen flr einen kompletten Scan bzw. Abtastung der Mess-
flache oft einige Minuten, je nach geforderter Auflésung. Dies limitiert daher auch
die zeitliche Auflésung des Gesamtsystems. FLIM-Messungen kénnen in einem
wesentlich kirzeren Zeitraum durchgefiihrt werden (Sekundenbruchteile). Um
eine zeitlich ausreichend gute Korrelation zwischen LDI- und FLIM-Bildern des
selben Messbereiches zu erzielen, kann beispielsweise vor und nach einer LDI-
Messung jeweils eine FLIM-Messung durchgefiihrt werden.

Es ist jedoch auch mdglich, die LDI- und FLIM-Messungen ineinander verschach-
telt durchzufGhren, indem man entweder den LDI-Scan kurzzeitig unterbricht um
die nur Sekundenbruchteile dauernde FLIM-Messung durchzufihren oder die
kurze Zeit der Repositionierung des Laserstrahls auf einen neuen Messpunkt fir
die FLIM-Messung nitzt. Dabei konnen die Lichtquellen fiir die LDI- und die
FLIM-Messung unter Umsténden abwechseind betrieben werden, da die Detek-
toren flr die Messstrahlung des jeweils anderen Messverfahrens empfindlich sein
konnen.

Prinzipiell ist es auch mdglich, LDI- und FLIM-Messungen simultan durchzufiih-
ren. Dabei muss man jedoch gewahrleisten, dass die detektierten Signale ge-
trennt werden. Das geschieht entweder durch spektrale Unterscheidung zwischen
LDI-Signal und Lumineszenzsignal und entsprechende Auswahl der Filter oder
durch selektives elektronisches Filtern von unmodulierten und hochfrequent mo-
dulierten Signalen.

Die Erfindung wird im folgenden anhand von schematischen Zeichnungen naher
erlautert.

Es zeigen: Fig. 1 eine erste Variante der erfindungsgemaBen Vorrichtung, Fig. 2
ein Detail der Vorrichtung nach Fig. 1, Fig. 3 eine besonders einfache Ausfiih-
rungsvariante, sowie die Fig. 4 bis 9 weitere vorteilhafte Ausfiihrungsvarianten
der Erfindung.

In den Figuren 1 und 2 ist schematisch eine erste Variante (Kombination FLIM
mit LDI) der erfindungsgeméaBen Vorrichtung beschrieben, mit welcher gleichzei-
tig fur einen vorgegebenen Messbereich m die Sauerstoffkonzentration sowie die
Perfusionsrate mit groBer ortlicher Auflésung bestimmt werden kann. Das bei-
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spielhafte Messsystem besteht im wesentlichen aus einem Messwandler (Sensor-
film 7), einer Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Einheit (FLIM) und einer Laser-
Doppler-Imaging-Einheit (LDI).

1. Sensorfilm: Der in Fig. 2 dargestelite Sensorfilm 7 weist eine transparente
Tragerfolie 14 und auf der der Hautoberfliche 8 zugewandten Seite eine
Indikatorschicht 13 auf. Die Indikatorschicht enthélt einen Lumineszenzin-
dikator, dessen Fluoreszenzidschung in einem eindeutigen Zusammenhang
mit der drtlich vorliegenden O,-Konzentration steht. Die Indikatorschicht
13 muss die Anregungsstrahlung 11 der FLIM-Einheit in ausreichendem
MaBe absorbieren, wohingegen der gesamte Sensorfilm 7 inklusive Tré-
gerfolie 14 fUr die Anregungs- und Messstrahlung 9, 10 der LDI-Einheit 5,
6 weitgehend transparent ist. Zwischen der Hautoberfliche 8 und der Indi-
katorschicht 13 kann eine Klebeschicht 15 vorgesehen sein.

Eine typische Ausflihrungsvariante des Sensorfilms besteht aus einem fle-
xiblen und transparenten polymeren Mehrschichtsystem, beginnend mit ei-
ner Tragerfolie 14, z.B. aus Polyester, Polyethylen, Zyklo-Olefin Co-poly-
merisat oder einem Fluorpolymer, und einer flexiblen und fir die Mess-
strahlung des zusétzlichen Messverfahrens im wesentlichen transparenten
Indikatorschicht 13. Letztere beinhaltet einen beispielsweise fiir Sauerstoff
sensitiven Lumineszenz-Farbstoff, beispielsweise einen Ruthenium-diimin-
Komplex, einen Osmium-diimin-Komplex, ein Platin-Porphyrin oder ein
Palladium-Porphyrin, der in einer polymeren Matrix immobilisiert ist, bei-
spielsweise in Silikon (mit oder ohne Kieselgel-Filistoffen), Polyvinylchiorid
(PVC) mit Weichmacher, Polymethylmethacrylat (PMMA) oder Polystyrol
(PS).

In einer weiteren Ausfihrungsform kénnen auch Sensoren fur den pH Wert
oder den CO,-Gehalt der Haut eingesetzt werden, die auf anderen Indika-
toren, beispielsweise Hexa-pyren-trisulfonsdure, oder Naphthalimid basie-
ren.

Eine dritte polymere Schicht des Mehrschichtsystems, die den Sensor ge-
gen die Epidermis begrenzt, ist vorzugsweise als Klebeschicht 15 ausge-
fihrt, um einen durchgehenden Kontakt zur Hautoberfliche und eine ein-
wandfreie Gasdiffusion zwischen Haut in den Sensor zu gewéhrleisten.
Diese Klebeschicht besteht beispielsweise aus einem Gemisch aus Silikon-
harz und unvernetzten Silikonen ("Pressure-sensitive adhesive", PSA).

In einer AusfUhrungsvariante (siehe Fig. 6 oder Fig. 9) kann auch die Mat-
rix fir die Immobilisierung des Messfarbstoffe selbst als Klebeschicht aus-
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geflhrt werden, indem man beispielsweise der Matrix ein PSA beimischt,
oder das PSA selbst als Matrix flr den Farbstoff verwendet.

FLIM-Einheit: Diese enthélt alle jene mechanischen, elektronischen und
optischen Komponenten die notwendig sind, um eine fiachige Anregung der
Indikatorschicht 13 und eine fldchige, 6rtlich differenzierte Detektion der
Messstrahlung 12 der Indikatorschicht 13 reproduzierbar durchzufiihren.
Als Anregungslichtquelle 1 dient beispielsweise eine blaue Leuchtdiode,
welche die Anregungsstrahlung 11 durch einen Anregungsfilter 2 auf den
Sensorfilm 7 einstrahlt. Die Anregungsstrahlung 11 muss von der im we-
sentlichen transparenten Trégerfolie 14 durchgelassen, von der Indikator-
schicht 13 des Sensorfilms 7 aber zumindest teilweise absorbiert werden.
Die Lumineszenzstrahlung 12 aus der Indikatorschicht 13 wird Uber einen
Emissionsfilter 3 von einer Detektionseinrichtung 4 vorzugsweise einer
speziellen CCD-Kamera detektiert.

Als Beispiel sind die spektroskopischen Daten fir eine Sauerstoffmessung
angefihrt, bei welcher der Indikator (Ruthenium-diimin Komplexe) mit ei-
ner Lichtquelle (blaue LED) angeregt wird, deren Licht vom Indikator teil-
weise absorbiert wird: Das Absorptionsmaximum des Indikators liegt bei
Wellenlangen zwischen 460 nm und 490 nm. Die Emission des Indikators
hat ein Maximum zwischen 580 nm und 630 nm. Die maximale optische
Dichte der Indikatorschicht im Wellenldngenbereich zwischen ca. 430 nm
und 480 nm liegt dabei zwischen 0.05 und 0.5.

LDI-Einheit: Diese enthalt alle jene mechanischen, elektronischen und opti-
schen Komponenten, die notwendig sind, um den vom Sensorfilm 7 abge-
deckten Messbereich m mit der Anregungsstrahlung 9 durch den Sensor-
film 7 hindurch abzutasten, die Messstrahlung 10 zu detektieren und zu
analysieren, sowie gegebenenfalls eine Korrektur der Messwerte bezlglich
der Streueigenschaften des Sensorfilms 7 vorzunehmen. Ein Laser 5 stellt
monochromatische Strahlung einer Wellenldnge zur Verfugung, die vom
Sensorfilm 7 nicht oder nur unwesentlich absorbiert wird. Dadurch bleibt
die Anregungsstrahlung 9 fiir die Untersuchung der biologischen Probe,
beispielsweise der Epidermis 8 beinahe ungeschwécht erhalten. Die Mess-
strahlung 10, die von der biologischen Probe 8 zuriickgestreut bzw. reflek-
tiert wird, enthéalt nun die Information, die vom Detektor 6 der LDI-Einheit
empfangen und ausgewertet werden kann. Die FLIM- und die LDI-Einheit
verflgen Uber eine gemeinsame Eingabe- und Auswerteeinheit 16.
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In allen Ubrigen Ausflihrungsvarianten sind gleiche oder einander entsprechende
Bauteile mit gleichen Bezugszeichen versehen.

In Fig. 3 ist eine sehr kompakte Ausflihrungsvariante dargestellt, bei welcher die
zweite optische Messeinrichtung eine Einrichtung 17 zur Separierung der Mess-
strahlungen 10, 12 der beiden optischen Messeinrichtungen aufweist, beispiels-
weise ein Filterrad mit unterschiedlichen Emissionsfiltern 3, 3’ fir die beiden
Messstrahlungen 10, 12. Die Vorrichtung weist lediglich eine Lichtquelle 1 sowie
eine CCD-Kamera 4 auf. Diese Variante eignet sich besonders bei einer Kombi-
nation des FLIM-Verfahrens mit der Reflexions-Spektrophotometrie oder der
Messung der Autofluoreszenz.

Die Fig. 4 bis 6 zeigen Vorrichtungen bei welchem das FLIM-Verfahren mit der
Reflexions-Spektrophotometrie kombiniert wird. Dabei wird gemaB Fig. 4 eine
breitbandige Lichtquelle als separate Anregungslichtquelle 5 verwendet, deren
Anregungsstrahlung 9 Uber ein Anregungsfilter 2’ auf die Probe 8 gerichtet wird.
Far die Messung wird die CCD-Kamera 4 des FLIM-Verfahrens verwendet, wel-
cher Uber die Emissionsfilter 3, 3’ des Filterrades 17 die beiden Messstrahlungen
10, 12 zugefuhrt werden. Die Variante gemé&B Fig. 5 unterscheidet sich von jener
nach Fig. 4 durch die Verwendung einer separaten bildgebenden Detektionsein-
richtung 6 (beispielsweise eine zweite CCD-Kamera), welcher die Messstrahlung
10 der Reflexions-Spektrophotometrie zugefihrt wird. Fig. 6 zeigt die Wechsel-
wirkung der Anregungsstrahlung 11 (FLIM) mit der Indikatorschicht 13 sowie die
Streuung der Anregungsstrahiung 9 in der Epidermis 8.

Die Fig. 7 bis 9 zeigen Vorrichtungen bei welchem das FLIM-Verfahren mit der
Messung der Autofluoreszenz kombiniert wird. Dabei wird gemaB Fig. 7 ein Laser
als separate Anregungslichtquelle 5 verwendet, deren Licht durch einen Strah-
laufweiter (Beam Expander) 18 auf die Probe 8 gerichtet wird. Die Messstrahlung
10 kann entweder Uber ein Filterrad 17 von der CCD-Kamera 4 (Fig. 7) oder von
einer separaten bildgebenden Detektionseinrichtung 6 (Fig.8) erfasst werden.
Fig. 9 zeigt die Wechselwirkung der Anregungsstrahlung 11 (FLIM) mit der Indi-
katorschicht 13 sowie jene der Anregungsstrahlung 9 (Autofluoreszenz) in der
Epidermis 8.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Bestimmung der értlichen Verteilung einer MessgréBe bezogen
auf einen oder in einem vorgegebenen, fliachigen Messbereich einer biologi-
schen Probe, vorzugsweise einer Organoberflache oder der Epidermis, wobei
in einem ersten Messverfahren zur Bestimmung einer ersten MessgréBe ein
Sensorfilm mit einem auf die MessgréBe mit einer Anderung zumindest einer
optischen Eigenschaft reagierenden Lumineszenzindikator auf den flachigen
Messbereich aufgebracht und die erste MessgréBe bildgebend detektiert
wird, dadurch gekennzeichnet, dass zur gleichzeitigen oder unmittelbar
aufeinanderfolgenden Bestimmung der értlichen Verteilung zumindest einer
zweiten MessgroBe bezogen auf den selben Messbereich ein durch den Sen-
sorfilm wirkendes, zweites optisches Messverfahren verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als erstes
Messverfahren ein lumineszenzoptisches Verfahren verwendet wird, bei wel-
chem die Lumineszenzabklingzeit oder eine davon abgeleitete GréBe beziig-
lich der ersten MessgroBe bildgebend erfasst wird.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als erste
MessgroBe die oOrtliche Verteilung der Sauerstoffkonzentration (tcPO,), vor-
zugsweise die transcutane Sauerstoffkonzentration, oder die értliche Vertei-
lung des Sauerstoffflusses (O,-Flux) durch die Organoberfldche, vorzugs-
weise die Hautoberflache, gemessen wird.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als erste
MessgroBe die ortliche Verteilung der CO,-Konzentration oder die drtliche
Verteilung des CO,-Flusses gemessen wird.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als erste
MessgroBe die ortliche Verteilung der Temperatur, der Glucosekonzentration
oder einer Ionenkonzentration, beispielsweise des pH-Wertes, gemessen
wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass als zweites Messverfahren ein bildgebendes Laser-Doppler-Messver-
fahren (Laser-Doppler-Imaging) verwendet wird, mit welchem die Perfusi-
onsrate im Messbereich bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass als zweites oder weiteres Messverfahren ein photometrisches oder
photografisches Verfahren verwendet wird, bei welchem der Messbereich in
einem vorgegebenen Wellenldngenbereich bildgebend erfasst wird.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Autofluo-
reszenz im Messbereich bildgebend erfasst wird.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Infrarot-
strahlung im Messbereich bildgebend erfasst wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass als zweites oder weiteres Messverfahren ein profilometrisches , bei-
spielsweise ein interferometrisches Messverfahren verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass als zweites oder weiteres Messverfahren der Messbereich durch den
Sensorfilm hindurch visuell begutachtet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass durch die Sensorfolie verursachte Stérungen der Messergebnisse des
zweiten optischen Messverfahrens rechnerisch oder durch entsprechende
Kalibrierparameter korrigiert werden.

Vorrichtung zur Bestimmung der ortlichen Verteilung einer Messgrofe in ei-
nem vorgegebenen, flachigen Messbereich (m) einer biologischen Probe (8),
vorzugsweise einer Organoberflache oder der Epidermis mit einer ersten
Messeinrichtung mit einer Anregungseinheit (1, 2) zur Bereitstellung einer
Anregungsstrahlung (11), mit einer bildgebenden Detektionseinrichtung (3,
4) samt Auswerteeinrichtung (16), mit einem im Messbereich (m) aufbring-
baren, flachigen Sensorfilm (7) mit bekannten Diffusionseigenschaften, fiir
die zu bestimmende MessgroBe, wobei der Sensorfilm (7) einen auf die zu
bestimmende MessgréBe mit einer Anderung zumindest einer optischen Ei-
genschaft reagierenden Lumineszenzindikator aufweist, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine zweite optische Messeinrichtung (5; 6; 17) vorgesehen
ist, fir deren Anregungs- und Messstrahlung (9, 10) der Sensorfilm (7) der
ersten optischen Messeinrichtung durchidssig ist, sodass zwei unabhangige
optische Messeinrichtungen den selben Messbereich (m) erfassen.

Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die zweite
optische Messeinrichtung eine Einrichtung (17) zur Separierung der Mess-
strahlungen (10, 12) der beiden optischen Messeinrichtungen aufweist, bei-
spielsweise ein Filterrad mit unterschiedlichen Emissionsfiltern (3, 3’) fur die
beiden Messstrahlungen (10, 12).

Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die
zweite optische Messeinrichtung eine separate Anregungslichtquelle (5) auf-
weist.
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16. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die zweite
optische Messeinrichtung eine separate Anregungslichtquelle (5) sowie eine
separate bildgebende Detektionseinrichtung (6) aufweist.
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