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Beschreibung

[0001] Molekularer Sauerstoff ist eine kritische Bedingung für eine zellulare Funktion bei Lebewesen, wäh-
rend der Schutz vor O2 für die Funktion von Pflanzenenzymen, wie z.B. den Nitrogenasen, benötigt wird. Le-
bewesen und insbesondere Säugetiere sind in kritischer Weise von der kontinuierlichen Zufuhr und Verwen-
dung von O2 bei den Prozessen abhängig, die ein Leben aufrechterhalten. Dies gilt insbesondere für Gewebe, 
die einen hohen O2-Verbrauch haben, wie z.B. Nervengewebe und Muskeln, sowohl gestreifte als auch glatte. 
Die Unterbrechnung der Sauerstoffzufuhr zu diesen Geweben für eine Zeitdauer so kurz wie Minuten, kann zu 
einem Tod der Zelle führen und zum Verlust von Funktionen, die für eine Organfunktion kritisch sind. Darüber 
hinaus ist es die Sauerstoffkonzentration innerhalb von Geweben, anstelle der innerhalb von Blut oder anderer 
Körperflüssigkeiten, die letztlich die zellulare Funktion unterstützt. Daher ist die Messung der Sauerstoffkon-
zentrationen von Körperflüssigkeit und Gewebe von zentraler Bedeutung in der klinischen Medizin, wobei eine 
eingeschränkte Sauerstoffzufuhr zu Geweben bei einer Vielzahl vaskulärer Erkrankungen auftritt, wie z.B. Ar-
teriosklerose, Diabetes, Sichelzellenerkrankung und beeinträchtigte Wundheilung, um einige zu nennen. Es ist 
daher nicht überraschend, daß eine Vielzahl von Patenten für Verfahren und Vorrichtungen erteilt wurden, die 
die Sauerstoffkonzentration von Blut und Körperflüssigkeit messen, und das US-Patent Nr. 5,186,173 des Er-
finders der vorliegenden Erfindung (nachfolgend das Zuckerman '173 Patent genannt) für die erste Messung 
einer Sauerstoffkonzentration in vivo.

[0002] Diese Patente, obwohl sie sich alle mit Problemen der nichtinvasiven Bestimmung von Körperflüssig-
keit oder Gewebe-PO2 beschäftigen, leiden an Nachteilen, die ihre weite Anwendung in der klinischen Medizin 
ausschließen. Um die Anforderung einer nichtinvasiven Messung zu erreichen, haben sich ältere Patente op-
tischen Methoden zugewandt, die das Unterdrücken einer Phosphoreszenz oder Fluoreszenz eines Farbstof-
fes durch O2 zum Gegenstand haben. Beispielsweise haben Patente wie das US-Patent Nr. 4,476,870 (Peter-
son et al.) Katheteranordnungen entwickelt, bei denen eine fluoreszierende Substanz, wie z.B. Perylen, in ei-
nem abgedichteten Katheter beherbergt ist, der in ein Blutgefäß eingesetzt werden kann und dessen Fluores-
zenzunterdrückung durch O2 im Blut unter Verwendung von Faseroptiken gemessen wird. Diese Vorrichtung, 
obwohl sie die Fähigkeit zur Messung einer Körperflüssigkeit oder von Blut-PO2 liefert, leidet an zwei Nachtei-
len. Erstens kann das PO2 des Blutes nur nach einer externen Kalibrierung der Kathetersonde vor ihrem Ein-
setzen in ein Blutgefäß gemessen werden; und zweitens liefert diese Technik keine topographische Informati-
on, da das PO2 an einem einzigen Ort gemessen wird, nämlich an der Sondenspitze. In dem US-Patent Nr. 
4,810,655 behaupten Khalil et al., das Erfordernis einer vorherigen Kalibrierung des Katheters vor dessen jeg-
licher Verwendung dadurch zu überwinden, daß die Lebensdauer der Phosphoreszenz gemessen wird, anstel-
le der Intensität. Obwohl in der Theorie ein direktes Lebensdauersystem das Erfordernis einer vorherigen Ka-
librierung überwinden sollte, ändern sich in der Praxis, wie in Tabelle 4 des Khalil et al. Patentes gezeigt, die 
Lebensdauern der Phosphoreszenz des angewandten Porphyrins mit der Lichtbestrahlung, was eine Kalibrie-
rung vor der Anwendung noch nötig macht. Zusätzlich wären die zeitauflösenden direkten Lebensdauersyste-
me mühsam umzusetzen und weniger genau als ein Ansatz mit stabilem Gleichgewichts-Zustand. Vanderkooi 
und Wilson (US-Patent Nr. 4,947,850) entwickelten ein Verfahren, das auf der Bestimmung der Lebensdauer 
der Phosphoreszenz einer O2-sensitiven Testsubstanz basiert, wie z.B. ein Metall-Porphyrin, das fest an Ei-
weiß gebunden ist, das auf einer Zeitskala in Bruchteilen von Millisekunden (10–3 sec) phosphoresziert und 
dessen Phosphoreszenzlebensdauer durch O2 reduziert (unterdrückt) ist. Hier ist die O2-sensitive Sonde ein 
phosphoreszierendes Molekül, das in den Blutstrom injiziert werden kann, wodurch die topographische Be-
stimmung des PO2 des Blutes innerhalb des Gefäßsystems eines abgebildeten Gewebes erlaubt. Allerdings 
können diese Sondenmoleküle aufgrund der Selbst-Unterdrückung der Metall-Porphyrine sowie der anderen 
bei Vanderkooi beschriebenen Substanzen nicht allein benutzt werden. Das heißt, die Selbst-Unterdrückung 
führt zu Änderungen der Abfallzeit der Probenkonzentrationsabhängigkeit, die größer ist als die von dem mo-
lekularen Sauerstoff induzierte. Da es unmöglich ist, die genaue Sondenkonzentration im Blut zu kennen, auf-
grund von Lecks an der Injektionsseite und Änderungen des Blutvolumens bei verschiedenen Lebewesen oder 
Menschen, müssen sie die Sonde modifizieren, um die Selbst-Unterdrückung zu eliminieren. Wie in dem 
US-Patent Nr. 4,947,850 (Sp. 3, Z. 15) beschrieben "werden Porphyrine bevorzugt angewandt, und diese Zu-
sammensetzungen werden vorzugsweise mit proteinhaltigen Zusammensetzungen gemischt, die sich an die 
phosphoreszierende Zusammensetzung binden...eiweißhaltige...Zusammensetzungen sind bevorzugt.". Wie 
in deren Publikation von Vanderkooi, J. et al. "An Optical Method for Measurement of Dioxygen Concentration 
Based Upon Quenching of Phosphorescene", J. Biol. Chem., 262(12): 5476–5482 (April 1987), wird diese 
Technik einfach nicht mit Eiweiß oder anderen Proteinen mit großer molekularer Masse, die an das Sonden-
molekül gebunden sind, arbeiten. Wenn es intravenös in das Blut injiziert wird, verhindert das Protein mit gro-
ßer molekularer Masse (M.W.=67,000), daß das Sondenmolekül die kleinen Verbindungen oder Lipidmembra-
nen der Blutgefäßwand passieren und begrenzt dadurch die Messung der Sauerstoffkonzentration in dem Blut. 
Ähnlich beschreibt das US-Patent Nr. 4,579,430 (Bille) eine Erfindung, die die Bestimmung der Sauerstoffsät-
2/19



DE 695 34 228 T2    2006.03.16
tigung, des Prozentsatzes der Bindung von O2 an das Blut-Hemoglobin innerhalb eines retinalen Blutgefäßes 
erlaubt. Bei einer Vielzahl von Krankheiten bleibt die Sauerstoffsättigung und die Sauerstoffkonzentration im 
Blut normal, wie in älteren Patenten offenbart, obwohl man annimmt, daß das Gewebe einen Sauerstoffmangel 
hat. Solche Krankheiten sind Diabetes, Retinopathie von Frühgeborenen und hypertonische und arteriosklero-
tische Krankheiten. In ähnlicher Weise wird bei langen Operationen, wie z.B. Bypass-Operationen, Halsschlag-
aderoperationen, und während längerer Intensivpflege die Sauerstoffsättigung und/oder -konzentration des 
Blutes sorgfältig überwacht und aufrechterhalten, jedoch moderat, da bekannt wurde, daß schwere Gehirn-
schädigungen aufgrund von Sauerstoffmangel auftreten. Es ist die Sauerstoffkonzentration innerhalb von Ge-
weben, die für deren Funktionieren und Gesundheit maßgeblich ist, und die Gewebesauerstoffkonzentration 
hängt von der Sauerstoffverbrauchsrate des Gewebes, der Blutgeschwindigkeit und dem Gefäßdurchmesser 
ab, zusätzlich zur Sauerstoffkonzentration oder -sättigung des Blutes. Daher ist es von höchster Bedeutung, 
in der Lage zu sein, das PO2 des Gewebes räumlich und zeitlich zu messen.

[0003] Die nichtinvasive, topographische Messung des Gewebe-PO2 wurde in dem Zuckermann '173 Patent 
angesprochen. In diesem Patent wird eine hochfettlösliche Testsubstanz, wie z.B. Natrium-Pyrenbutyrat, intra-
venös oder intraperitoneal injiziert oder örtlich appliziert, wenn geeignet. Die fettlösliche, biokompatible Test-
substanz verläßt das Blut und häuft sich in den Lipid-Doppelschichten der Gewebezellen an. Hier ist die Test-
substanz im wesentlichen das Gewebe selbst, wenn sich Pyrenbutyrat innerhalb der Lipid-Doppelschichten ih-
rer Zellen anhäuft. Dieses und das digitale Abbildungssystem, das detailiert in dem Patent beschrieben ist, er-
laubt eine erste topographische Bestimmung der Gewebesauerstoffkonzentration, die die Gesundheit und 
Funktion des Gewebes aufrechterhält. Die Konzentration von O2 wird in dem Zuckermann '173 Patent durch 
Messung der Fluoreszenzintensität bestimmt, entsprechend der Stern-Volmer-Gleichung, die in Ausdrücken 
der Fluoreszenzintensität geschrieben ist. Die Erfindung des Zuckermann '173 Patentes hat die zwei Nachtei-
le, die ihre klinische Anwendung ausschließen und die derzeit ihre Anwendbarkeit bei Forschungen an Labor-
tieren begrenzt, obwohl sie die erste nicht-invasive Bestimmung des Gewebe PO2 räumlich und zeitlich erlaubt. 
Die wesentlichste Einschränkung rührt von der Tatsache, daß die Fluoreszenzintensität sowohl durch die Kon-
zentration des Pyrenbutyrat im Raum innerhalb des Gewebes bestimmt wird, die sich aufgrund der räumlichen 
Differenzen bei der Lipidzusammensetzung der Zellen innerhalb des Gewebes variiert als auch durch die 
räumliche Verteilung der Gewebesauerstoffkonzentration. Um dieses Problem zu umgehen und um die Sau-
erstoffkonzentrationen an einer Vielzahl von Orten zu extrahieren, wird die Fluoreszenzintensität an jedem Ort 
ins Verhältnis gesetzt gegenüber der Fluoreszenzintensität an demselben Ort, wenn das Gewebe auf ein PO2

von 0 mm Hg (in Abwesenheit von Sauerstoff) gebracht ist. Dies kann dadurch erreicht werden, daß das Le-
bewesen mit 100% N2 am Ende des Experimentes beatmet wird. Ein solches Vorgehen kann klinisch nicht bei 
Menschen angewandt werden, da es zweifellos zu einem Zelltod führen würde, der sich in einer Gehirnschä-
digung oder dem Tod zeigen würde. Der zweite Nachteil der Erfindung des Zuckermann '173 Patentes liegt in 
den optischen Filterungseffekten von Blut in Bezug auf die Fluoreszenzintensitäten bei der Emissionswellen-
länge von Pyrenbutyrat. Dies kann in ähnlicher Weise in einer Laborsituation durch separate Messung der op-
tischen Dichte des Blutes innerhalb des Gefäßsystems des abgebildeten Gewebes korrigiert werden.

[0004] Beide Nachteile der Vorrichtung und des Verfahrens des Zuckermann '173 Patentes können durch 
eine direkte Messung der Fluoreszenzlebensdauer (Abklingrate) anstelle der Fluoreszenzintensität vermieden 
werden. Die Messung der Fluoreszenzlebensdauer bei einem vorgegebenen PO2 und innerhalb eines vorge-
gebenen Gewebes kann, wenn es bei einer Laboreichung des Instrumentes bestimmt wird, die Anforderung 
vermeiden, das Gewebe auf ein PO2 von 0 mm Hg in der Klinik zu bringen, da die Fluoreszenzabklingkonstante 
unabhängig von der Pyrenbutyratkonzentration ist und da es in ähnlicher Weise durch Absorption von Blut in-
nerhalb des Gefäßsystems unbeeinflußt ist. Allerdings tritt die Fluoreszenzlebensdauer auf einer Zeitskala von 
Nanosekunden (10–9 sec) auf und zusätzlich zu dem mühsamen und teuren erforderlichen Apparat, der für die 
direkte Messung derart kurzer Fluoreszenzlebensdauern an einer Vielzahl von Orten benötigt wird, würde eine 
intensive gepulste Lasererregung (Pulsdauer <20 Nanosekunden) des Gewebes mit einer ultravioletten Erre-
gungswellenlänge nötig sein, um verwertbare Signal-Rausch-Verhältnisse zu erreichen. Da die Quanteneffizi-
enz von Pyrenbutyrat und anderer fluoreszenter Testmoleküle generell kleiner als 0,5 beträgt, würde eine Pho-
tonenabsorption, die nicht in durch Fluoreszenz emittierte Strahlung umgewandelt wird, in Wärme umgewan-
delt, wodurch eine Zerstörung des Gewebes verursacht wird. Eine Gewebezerstörung, die auf einen intensiven 
Laserimpuls folgt, der bei einer zeitauflösenden direkten Fluoreszenzlebensdauerbestimmung verwendet wird, 
ist der hauptsächliche Nachteil bei der Anwendung dieses Ansatzes in vivo. Hieraus resultiert die Anforderung 
für ein Mittel für die topographische Messung der Sauerstoffkonzentration in vivo in einem Gleichgewichtszu-
stand anstelle eines Zeitauflösungsverfahrens, das eine indirekte Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer 
liefert.

[0005] Im Hinblick auf die Nachteile des Standes der Technik ist es wünschenswert, ein Mittel zu haben, das 
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in verschiedenen Formen angewandt werden kann und das die Bestimmung von PO2 in Körperflüssigkeit, Blut 
und Gewebe räumlich und zeitlich durch eine indirekte Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeit erlaubt. Dieses 
Mittel würde die Konstruktion eines O2-sensitiven Katheters erlauben, der in ein Blutgefäß eingesetzt werden 
kann und der keine mühsame externe Kalibrierung vor jeglicher seiner Verwendung erfordert. In ähnlicher Wei-
se würde ein solches Mittel mittels intravenöser Injektion einer biokompatiblen fettlöslichen fluoreszierenden 
Farbe und durch Anwendung digitaler Bildverarbeitungstechniken die topographische Bestimmung des Gewe-
be-PO2 erlauben, als auch die Bestimmung des Blut-PO2 innerhalb des Gefäßsystems des abgebildeten Ge-
webes. Durch eine Erweiterung würde die Anwendung von optischen seriellen Schnittmethoden die erste Be-
stimmung der Gewebe- und Blut-PO2-Bestimmungen in drei Dimensionen erlauben und zwar tomographisch 
innerhalb eines Volumens des abgebildeten Gewebes. Noch wichtiger ist es, daß ein solches Vorgehen für kli-
nische Anwendungen eminent geeignet ist, die die Diagnose und Behandlung von vaskulären, metabolischen 
oder anderen Krankheiten bei Menschen bedingt. Darüber hinaus würde eine Methodik für die indirekte Gleich-
gewichtszustands-Bestimmung der Lumineszenzlebensdauer in gleicher Weise für die Messung der Konzen-
trationen vieler anderer Substanzen von biologischer und physikalischer Bedeutung anwendbar sein zusätzlich 
zu O2 und zwar zeitlich und räumlich.

Ziele der Erfindung

[0006] Dementsprechend ist es ein generelles Ziel der vorliegenden Erfindung, eine Vorrichtung für die Be-
stimmung der Konzentration und räumlichen Verteilung verschiedener Substanzen von biologischer und phy-
sikalischer Bedeutung in vivo und in vitro durch eine Bestimmung der Lumineszenzlebensdauer im stationären 
Zustand zu schaffen.

[0007] Es ist ein weiteres Ziel der Erfindung, eine Vorrichtung für die topographische Bestimmung der Sauer-
stoffkonzentration oder von PO2 von Gewebe und Körperflüssigkeit in vivo in einem abgebildeten Gewebe zu 
schaffen sowie auch eine Vorrichtung für die Messung von PO2 in Blut oder Körperflüssigkeit mit einem Faser-
optikkatheter, der die Nachteile des Standes der Technik überwindet.

[0008] Es ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung, eine in vivo-Vorrichtung für die Bestimmung der 
Sauerstoffkonzentration in Gewebe und Körperflüssigkeit zu schaffen, die eine fluoreszierende Testsubstanz 
verwendet, deren Fluoreszenzlebensdauer durch molekularen Sauerstoff unterdrückt ist und bei dem die Sau-
erstoffkonzentration oder PO2 durch Messen der Fluoreszenz-Anisotropie der fluoreszierenden Testsubstanz 
bestimmt wird.

[0009] Es ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung, eine in vivo-Vorrichtung für die Bestimmung der 
Sauerstoffkonzentration von Gewebe und Körperflüssigkeit zu schaffen, die genau, nicht eindringend ist und 
reproduzierbare Resultate liefert.

Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Diese und weitere Aufgaben und Ziele der Erfindung werden dadurch erreicht, daß eine Vorrichtung 
für die Bestimmung der Konzentration und der Verteilung von vielen Substanzen mit biologischer und physika-
lischer Bedeutung in vivo und in vitro angegeben wird, mittels einer Bestimmung der Lumineszenzlebensdauer 
im stationären Zustand. Bei dem generellen Beispiel ist ein Fluorophore, dessen angeregter Zustand durch die 
betreffende Substanz unterdrückt wird, frei, eine Brown'sche Drehung auszuführen und zwar allein oder wenn 
mit einem Trägermolekül verbunden, innerhalb eines Mediums mit geeigneter Viskosität. Das Analysemedium 
wird mit kontinuierlichem, linear polarisiertem Licht mit einer Wellenlänge bestrahlt, die von dem Fluorophore 
stark absorbiert wird. Die emittierte Fluoreszenz wird in Vektorkomponenten parallel und senkrecht zur Ebene 
der Polarisation des Erregungslichtes aufgelöst, wodurch die Berechnung der Fluoreszenzanisotropie des be-
strahlten Exemplars ermöglicht wird. Die Konzentration des Quenchers wird durch Anwendung einer mathe-
matischen Funktion bestimmt, die die Fluoreszenzanisotropie des Fluorphores auf die Konzentration des 
Quenchers bezieht. Für die Bestimmung der Konzentration von Substanzen, die selbst angeregte Zustände 
nicht unterdrücken, wird eine Menge der zu messenden Substanz mit einem Löschmolekül konjugiert oder ein 
Energietransferakzeptormolekül und eine Konkurrenzreaktion werden installiert, bei der die luminiszierend 
markierte Substanz und die nicht markierte Substanz innerhalb der Probe an Seiten des markierten Trägermo-
leküls konkurrieren. In dem Ausmaß, in dem die Konzentration der unmarkierten Substanz in der Probe an-
steigt und markiertes Material auf dem Trägermolekül verdrängt, wird die Lumineszenzlebensdauer des Trä-
ger-Fluorphores ansteigen. Die Fluoreszenzanisotropie wird bei dem Emissionsband der lumineszierenden 
Markierung auf dem Trägermolekül gemessen und die Konzentration der zu messenden Substanz wird durch 
Anwendung einer empirisch bestimmten mathematischen Funktion bestimmt, die die Fluoreszenzanisotropie 
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auf die Konzentration der zu messenden Substanz bezieht.

[0011] Bei dem spezifischen Beispiel des Quencher-O2 werden die Ziele der Erfindung durch eine Vorrichtung 
für die topographische in vivo-Bestimmung der Konzentration von Sauerstoff oder PO2 von Gewebe und Kör-
perflüssigkeit in einem abgebildeten Gewebe erreicht sowie eine Vorrichtung für die Messung von PO2 in Blut 
oder Körperflüssigkeit mit einem Faseroptikkatheter geschaffen. In dem ersten Ausführungsbeispiel wird eine 
lipid-lösliche, biokompatible fluoreszierende Testsubstanz einem Körper eines Lebewesens verabreicht und 
sammelt sich an den Lipid-Doppelschichten dessen Gewebezellen an. In dem zweiten Ausführungsbeispiel 
wird die fluoreszierende Testsubstanz mit einem Protein mit großer Molekularmasse konjugiert, was bewirkt, 
daß es in der Körperflüssigkeit, wie z.B. Blut, zurückgehalten wird. In dem dritten Ausführungsbeispiel mit ei-
nem Katheterdesign, bei dem das PO2 an der Katheterspitze gemessen wird, enthält die Spitze die fluoreszie-
rende Testsubstanz, die in einem viskösen nicht-polarisierten Lösungsmittel aufgelöst ist. Bei allen beschrie-
benen Vorrichtungen wird eine fluoreszierende Testsubstanz bevorzugt, deren Fluoreszenzlebensdauer durch 
molekularen Sauerstoff unterdrückt wird und die Sauerstoffkonzentration oder PO2 wird durch Messen der Flu-
oreszenzanisotropie der fluoreszierenden Testsubstanz bestimmt. Die Körperflüssigkeit oder das Gewebe, die 
die biokompatible fluoreszierende Testsubstanz enthalten oder die fluoreszierende Testsubstanz in einem 
nicht-polarisierten Lösungsmittel innerhalb einer Katheterspitze werden mit kontinuierlichem linear polarisier-
tem ultraviolettem Licht mit einer Wellenlänge bestrahlt, die von dem Fluorphore stark absorbiert wird. Die emit-
tierte Fluoreszenz wird in ihre Vektorkomponenten parallel und rechtwinklig zur Polarisationsebene des Anre-
gungslichtes aufgeteilt, wodurch die Berechnung der Fluoreszenzanisotropie des bestrahlten Gegenstandes 
ermöglicht wird. PO2 des Gewebes und/oder von Körperflüssigkeit einer abgebildeten Substanz oder PO2 einer 
Flüssigkeit an der Spitze eines abgedichteten Katheters werden durch Anwendung einer mathematischen 
Funktion bestimmt, die die Fluoreszenzanisotropie eines durch O2 unterdrückbaren Fluorphors auf die Sauer-
stoffkonzentration oder den Partialdruck bezieht.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0012] Weitere Ziele und viele vorhandene Merkmale der vorliegenden Erfindung werden leicht verständlich, 
wenn sie unter Bezugnahme auf die nachfolgende Beschreibung im Zusammenhang mit den anhängenden 
Zeichnungen verstanden werden, in denen:

[0013] Fig. 1 ist ein theoretischer Graph der Fluoreszenzanisotropie eines durch O2 löschbaren Fluorphores, 
das in einem nicht-polaren Lösungsmittel aufgelöst ist, als Funktion des Sauerstoffpartialdruckes (PO2) der das 
Fluorphor enthaltenden Lösung. Eine Familie von Kurven ist aus der Gleichung 6 für den Bereich der 
Brown'schen Drehbewegung (R) abgeleitet, von der bekannt ist, daß sie in Lipiden lebender Gewebezellen 
auftritt. Die Fluoreszenzanisotropie steigt monoton mit ansteigendem PO2 bei allen Rotationsraten an.

[0014] Fig. 2 ist eine schematische Darstellung eines Abbildungsapparates, der zur Bestimmung der topo-
graphischen Verteilung von PO2 von Gewebe oder Körperflüssigkeit in einem abgebildeten Exemplar verwen-
det wird.

[0015] Fig. 3 ist eine Vorrichtung nach der vorliegenden Erfindung, die zur Messung der Sauerstoffkonzent-
ration oder des PO2 eines Fluides verwendet wird, das die Spitze eines abgedichteten Faseroptikkatheters 
kontaktiert.

[0016] Fig. 4 ist eine schematische Darstellung eines Datenprozessors (im Mikroprozessordesign), der dazu 
verwendet werden kann, die notwendigen Berechnungen zur Bestimmung des PO2 an der Katheterspitze aus-
zuführen. MUX ist ein Multiplexer, T ist die Temperatur und G ist eine empirische Konstante, die dazu verwen-
det wird, die dichroische Spiegelungstransmissions-Effizienz in den parallelen und rechtwinkligen Ebenen für 
linear polarisiertes Licht zu korrigieren. I1 und I2 sind die aufgelösten Intensitäten der Fluoreszenzemission pa-
rallel bzw. rechtwinklig zur Polarisationsebene des Anregungslichtes.

[0017] Fig. 5 ist eine graphische Darstellung der PO2 Pegel, die parallel (oberes Bild) und rechtwinklig (unte-
res Bild) an einer retinalen Arteriole innerhalb der Retina eines isolierten und durchstoßenen Rinderauges ge-
messen wurden. Der longitudinale PO2-Abfall parallel zur Arteriole paßt (durchgezogene Linie) zur angegebe-
nen theoretischen Funktion, während das rechtwinklig zur Arteriole gemessene PO2 dem mathematischen Mo-
dell von Krogh entspricht (durchgezogene Linie). R2 ist der Koeffizient der Bestimmung.
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Detailierte Beschreibung bevorzugter Ausführungsbeispiele

[0018] Die vorliegende Erfindung beschäftigt sich mit mehreren Problemen, die im Stand der Technik vorhan-
den sind. Die Erfindung basiert auf dem gut akzeptierten physikalischen Prinzip, daß Absorption und Emission 
von Photonen durch Fluorphore durch elektrische Dipolübergangsmomente auftreten, die gut definierte Aus-
richtungen innerhalb des Molekularrahmens des Fluorphores haben. In einem nicht-polaren Lösungsmittel 
oder einer Lipid-Doppelschicht, die zufällig orientierte Fluorphore enthält, können nur geeignet orientierte Mo-
leküle durch linear polarisiertes Licht angeregt werden, wodurch ein Ungleichgewicht der Ausrichtung von an-
geregten und fluoreszierenden Molekülen geschaffen wird. Diese Anisotropie und ihre drehungsmäßige Auf-
lösung werden in der Polarisation des emittierten Lichtes wiedergegeben. Der Fall einer zeit-auflösenden Flu-
oreszenz-Anisotropie, die durch einen Impuls von linear polarisiertem Licht induziert wurde, kann durch folgen-
de Gleichung beschrieben werden: 

A(t) = A0e
–6Rt (1)

wobei A die Fluoreszenzanisotropie ist, t die Beobachtungszeit nach gepulster Anregung, R ist die mittlere mo-
lekulare Drehzeit in radian/sec, und A0 ist die Fluoreszenzanisotropie im "gefrorenen" Zustand, bei Abwesen-
heit einer Brown'schen Drehung. Allerdings ist, wenn die Fluoreszenzanisotropie in einem Gleichgewichtszu-
stand gemessen wird, mit kontinuierlicher Erregung, A ein Mittelwert des zeit-aufgelösten Abfalls über der Zeit 
gewichtet mit dem Abfall der Intensität: 

wobei τ die Fluoreszenzlebensdauer des Fluorphores ist. Führt man die Transformationsergebnisse in der Per-
ringleichung aus: 

die ein Ideal für sphärische Moleküle ist, erhält man: 

wobei Rg die Gaskonstante, T die Temperatur, η die Viskosität und v das hydrodynamische Volumen des Flu-
orphores ist. Die vorliegende Erfindung berücksichtigt zum ersten Mal den Fall eines O2-unterdrückten Fluor-
phores, wie z.B. Natriumpyrenbutyrat, das innerhalb einer nicht-polaren Lösung oder einer Lipid-Doppelschicht 
angesammelt ist, wie es in allen Gewebezellen im Körper gefunden wird. Die Fluoreszenzlebensdauer des Flu-
orphores kann auf die Sauerstoffkonzentration oder den Partialdruck durch die folgende Form der 
Stern-Volmer-Gleichung bezogen werden: 

wobei α der Bunsen-Löslichkeitskoeffizient ist, KD die dynamische Löschkonstante und τ0 die Fluoreszenzle-
bensdauer in Abwesenheit von O2 ist. Durch Kombinieren der Gleichungen 3 und 5 leiten wir eine mathemati-
sche Beziehung ab, die formal den Sauerstoffpartialdruck auf die Fluoreszenzanisotropie im Gleichgewichts-
zustand bezieht:

[0019] Folglich ist Gleichung 6 das zentrale und neue Konzept der vorliegenden Erfindung und demonstriert, 
daß Fluoreszenzanisotropiemessungen im Gleichgewichtszustand als ein präzises Verfahren verwendet wer-
den können, die in einfachen Konfigurationen angewandt werden können um zu bestimmen (i) das PO2 von 
Geweben räumlich und zeitlich anschließend an die Ansammlung eines O2-löschbaren Fluorphores innerhalb 
von Lipid-Doppelschichten ihrer Gewebezellen, (ii) die topographische Verteilung des Blut-PO2 anschließend 
an die Ansammlung des Fluorphores innerhalb der Lipid-Doppelschichten von roten Blutzellen oder für ein Flu-
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orphor, das einem Protein konjugiert ist, welches in den Blutstrom injiziert wurde und (iii) das PO2 an der Spitze 
eines einsetzbaren Katheters, dessen Spitze ein Fluorphor, wie z.B. ein Pyren in einer nicht-polaren Lösung, 
oder ein Lipid, wie z.B. ein Mineral oder Paraphinöl, enthält, das von der Probe durch eine O2-permeable Mem-
bran getrennt ist.

[0020] Die mathematische Beziehung, die in Gleichung 6 ausgedrückt ist, ist in Fig. 1 für den Bereich der 
Brown'schen Drehbewegung abgebildet, von der bekannt ist, daß sie in Lipiden von Gewebezellen auftritt. Wie 
in Fig. 1 dargestellt, steigt die Fluoreszenzanisotropie im Gleichgewichtszustand in systematischer Weise mit 
dem Anstieg der Werte von PO2 bei allen Drehraten an. Mit anderen Worten, in dem Maße, wie PO2 ansteigt, 
wird die Fluoreszenzlebensdauer des Fluorphores verkürzt (Gleichung 5), wodurch der Winkel, der von dem 
Fluorphor während dessen Lebensdauer verursacht wird, reduziert wird. Folglich steigt die Fluoreszenzaniso-
tropie mit ansteigendem PO2 an. Die weiteren Variablen, die die Fluoreszenzanisotropie in einer solchen Situ-
ation zusätzlich zu dem PO2 beeinflussen, sind die Temperatur und die Viskosität der Lipid-Doppelschicht. Al-
lerdings ist es wohl bekannt, daß im Falle eines abgebildeten Gewebes und/oder eines Gefäßsystems in vivo 
der Körper diese Variablen hervorragend regelt. In ähnlicher Weise wird ein Katheter mit einer O2-sensitiven 
Spitze mit kleinem Volumen schnell in ein Gleichgewicht mit der Temperatur des Blutes innerhalb eines Blut-
gefäßes, in das er eingesetzt ist, kommen. Darüber hinaus, wie in Gleichung 4 dargestellt, können kleine Ver-
änderungen der Temperatur des Körpers oder der Katheterspitze, die bei manchen Krankheitsstadien auftre-
ten, präzise kompensiert werden, durch gleichzeitige Temperaturmessung und die Anwendung dieser Glei-
chung auf die Berechnung des PO2 von Fluoreszenzanisotropiemessungen im Gleichgewichtszustand.

[0021] Die vorliegende Erfindung hat all die Vorteile eines direkten Fluoreszenzlebensdauersystems ohne die 
Notwendigkeit einer intensiven, gepulsten Lasererregung und deren mögliche schädigende Effekte auf das ab-
gebildete Exemplar. Zusätzlich werden die mühsame und teure Ausrichtung, die für die Messung des Fluores-
zenzabfalles im 40–135 Nanosekundenbereich benötigt werden, vermieden. In ähnlicher Weise, da kontinuier-
liche Fluoreszenzanisotropiebestimmungen im Gleichgewichtszustand der zeitliche Mittelwert einer enormen 
Anzahl von Fluoreszenzabfallereignissen sind, werden derartige Messungen im Gleichgewichtszustand präzi-
ser sein als irgendein zeitauflösendes Verfahren. Die vorliegende Erfindung bestimmt PO2 durch Messung der 
Fluoreszenzanisotropie im Gleichgewichtszustand, während im US-Patent Nr. 4,476,870 (Peterson) wie auch 
im Zuckermann '173 Patent die Fluoreszenzintensität die gemessene Variable ist. Weiterhin unterscheidet sich 
die vorliegende Erfindung von der im US-Patent Nr. 4,810,655 (Khalil et al) beschriebenen Erfindung und der 
des US-Patentes Nr. 4,947,850 (Vanderkooi) darin, daß beide Patente das PO2 aus direkten Messungen der 
Lebensdauer der phosphoreszierenden Substanzen bestimmen. Phosphoreszierende Substanzen haben sehr 
viel längere und damit einfacher zu messende Lebensdauern als die bevorzugten fluoreszierenden Substan-
zen, die bei der vorliegenden Erfindung angewandt werden. Bei der vorliegenden Erfindung wird eine indirekte 
Messung der Fluoreszenzlebensdauer, nämlich die Fluoreszenzanisotropie angewandt in einfach umzuset-
zenden Konfigurationen, um Messungen von PO2 von Gewebe und Körperflüssigkeit in vivo zu liefern, ohne 
die Einschränkungen des Standes der Technik.

[0022] Obwohl oben für den spezifischen Fall einer Methodik für die Bestimmung der Sauerstoffkonzentration 
oder des Partialdruckes beschrieben, kann die mathematische Ableitung, die die Konzentration des Quen-
cher-O2 auf die Fluoreszenzanisotropie bezieht, für den generellen Fall eines Fluorphores umgeschrieben wer-
den, dessen erregter Zustand unterdrückt werden kann und bei dem die Konzentration des Quencher dadurch 
bestimmt wird. Betrachtet man diesen allgemeineren Fall, kann die Gleichung 5 für irgendein Fluorphor umge-
schrieben werden, dessen Fluoreszenz durch eine Substanz gemäß der Stern-Volmer-Gleichung unterdrückt 
wird, wie nachfolgend gezeigt: 

wobei [Q] die Konzentration des Quenchers eines gegebenen Fluorphores ist. In ähnlicher Weise kann die 
Gleichung 6 für die Beziehung der Fluoreszenzanisotropie auf die Quencherkonzentration wie folgt umge-
schrieben werden:

[0023] Folglich sollte die vorliegende Erfindung, obwohl sie für den spezifischen Fall eines O2-Quenchers dar-
gestellt wird, als eine Vorrichtung angesehen werden zur generellen Bestimmung der Konzentration eines 
Quenchers im angeregten Zustand. In der Praxis kann die Auflösung dieser Technik für ein gegebenes Fluor-
phor und ein Quencher dadurch optimiert werden, daß die Viskosität des Mediums eingestellt wird und folglich 
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die Drehgeschwindigkeit des Fluorphores in Bezug auf die Fluoreszenzlebensdauer des Fluorphores in Abwe-
senheit des Quenchers. Dies kann für ein lipidlösliches Fluorphor dadurch erreicht werden, daß ein Lipid mit 
geeigneter Viskosität gewählt wird oder für ein nichtlipidlösbares Fluorphor durch Konjugieren des Fluorphores 
mit einem Trägermolekül von ausreichendem hydrodynamischem Volumen in einem Medium, dessen Viskosi-
tät durch Einstellung von Glycerinkonzentrationen in einer Glycerin-Wasser-Mischung oder der Rohrzu-
cker-Konzentration in einem Rohrzucker-Wassermedium eingestellt wird. Obwohl nicht beabsichtigt ist, eine 
vollständige Liste der Klassen von Fluorphoren und Quenchern anzugeben, auf die die Erfindung angewandt 
werden kann, kann man eine Messung von pH für das Fluorphorefluoreszin im Gleichgewichtszustand oder 
ein Fluoreszin-Derivativ, dessen Fluoreszenzlebensdauer durch Protonen unterdrückt wird, in Betracht ziehen. 
In ähnlicher Weise können Chlorid-Konzentrationen bestimmt werden unter Anwendung derselben Methodik 
des Gleichgewichtszustands bei Verwendung des Fluorphores-Chinin oder der Konzentration von Jodit bei 
Verwendung des Fluorphores γ-Pyrenbutyr-Säure.

[0024] Es wird dann für einen Fachmann offensichtlich, daß die hier dargestellte generelle Methodik für eine 
Vielzahl von Ionen und anderen Quencherkonzentrationen angewandt werden kann, durch Auswahl einer ge-
eigneten Fluorphor-Quencher-Kombination und durch Veränderung der Viskosität, wodurch die Drehge-
schwindigkeit des Fluorphores auf den Bereich der Fluoreszenzlebensdauer eingestellt wird, die über den ge-
wünschten Quencherkonzentrationsbereich auftritt.

[0025] Zusätzlich zur Anwendung der vorliegenden Erfindung auf die Bestimmung der Konzentration von 
Quenchern im angeregten Zustand kann die Vorrichtung auch zusätzlich verwendet werden, um die Bestim-
mung der Konzentration irgendeiner interessierenden Substanz in einer Probe auszuführen. In diesem Aus-
führungsbeispiel der Erfindung wird ein Fluorphor mit einem größeren Trägermolekül konjugiert, das eine hohe 
Affinität zu der fraglichen Substanz hat. In ähnlicher Weise wird eine Menge der zu messenden Substanz mit 
einem Quencher für den angeregten Zustand des Trägerfluorphores gemessen. Die fluoreszierend markierte 
Substanz wird zusammen mit der Probe, die eine Menge einer zu bestimmenden nichtmarkierten Substanz 
enthält, zu einer Analysemixtur gegeben, was zu einer Konkurrenz der Seiten auf dem Trägermolekül führt. 
Diese Konkurrenz wird die Quencher-markierten Moleküle von dem Träger verdrängen, wodurch die Fluores-
zenzlebensdauer des Trägerfluorphores vergrößert wird. Eine Vergrößerung der Lebensdauer des Trägerflu-
orphores wird umgekehrt die Fluoreszenzanisotropie der zu messenden Probe bei der Emissionswellenlänge 
des Trägerfluorphores reduzieren. Folglich wird bei diesem Ausführungsbeispiel der Erfindung die Fluores-
zenzanisotropie abnehmen mit zunehmender Probenkonzentration der Substanz, deren Konzentration zu be-
stimmen ist. Mit anderen Worten, in dem Maße wie die Konzentration der zu analysierenden Substanz ansteigt, 
wird die Anzahl der Quencher auf dem Träger reduziert, wodurch folglich die Fluoreszenzlebensdauer des Trä-
gerfluorphores ansteigt (Gleichung 7), wodurch der Winkel, der durch das Trägerfluorphor während dessen 
Laufzeit gedreht wird, ansteigt. Folglich verringert sich die Fluoreszenzanisotropie mit dem Anstieg der Kon-
zentration der zu messenden Substanz.

[0026] Eine interessierende Wahl für die zwei Fluorphore, die bei dieser Methodik angewandt werden, sind 
Energiedonator und -akzeptormoleküle, die für einen Förster-Energietransfer geeignet sind. Das grundlegende 
Paradigma des Förster-Energietransfers beinhaltet die Erregung des Donator-Moleküls mit Licht von einer 
Wellenlänge, die innerhalb des Absorptionsbereiches des Donators liegt. Ein geringer Betrag der Erregungs-
energie wird an die Umgebung in Form von Vibrationsenergie der Moleküle abgegeben (Übergang zum nied-
rigsten Vibrationszustand des elektronisch erregten Moleküls); der Rest kann entweder durch Emission von 
fluoreszierendem Licht oder durch Energietransfer zu dem Akzeptormolekül abgegeben werden. Die Effizienz 
des Energietransfers hängt von der Quantenausbeute des Donators ab, vom Grad der Überlappung zwischen 
dem Emissionsspektrum des Donators und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors und der Orientierung und 
Distanz zwischen dem Donator und dem Akzeptor. Abhängig von dem Ausmaß, in dem die obigen Bedingun-
gen erfüllt sind, wird die Annäherung der Akzeptor- und Donatormoleküle im Raum zu einer Verkürzung der 
Fluoreszenzlebensdauer des Donator-Fluorphores führen. Wenn die Donator-Akzeptor-Paare gemäß der 
oben beschriebenen Methode verwendet werden, wird die Fluoreszenzanisotropie, die bei der Emissionswel-
lenlänge des Donators gemessen wird, mit ansteigender Konzentration der gemessenen Substanz in der Pro-
be ansteigen. Ein signifikanter Vorteil der Anwendung des Förster-Energietransfers von Donator-Akzep-
tor-Paaren ist die Fähigkeit, das Absorptionsband des Donators zu längeren Wellenlängen zu verschieben, wo-
durch die Verwendung von weniger teuren Lichtquellen möglich ist, wie z.B. lichtemittierender Dioden (LEDs) 
und Laserdioden.

[0027] Das Ausführungsbeispiel der Erfindung, das den Energietransfer von Donator-Akzeptor-Paaren ver-
wendet, wird im Zusammenhang mit zwei nicht beschränkenden Ausführungsbeispielen erläutert. Zuerst wird 
ein Detektionssystem betrachtet, das dazu ausgebildet ist, die Quantität von Hormonen (Proteine) zu detektie-
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ren. Ein polyclonaler Antikörper, der gegen das Protein gewachsen ist, wird mit FITC (fluoreszierendes Isothi-
ocyanat) markiert und dient so folglich als Donator, während eine Menge des Proteins mit malachitgrünem Iso-
thiocyanat markiert wird, womit ein geeigneter Akzeptor geschaffen wird. Diese markierten Moleküle werden 
zusammen mit einem nicht markierten Protein in der Probe mit einem Glycerin-Wasser-Puffer gemischt, um 
eine geeignete Viskosität zu liefern. Die Mischung wird mit linear polarisiertem Licht bei der Absorptionswel-
lenlänge für FITC bestrahlt und die Fluoreszenzanisotropie der Probe wird bei der Emissionswellenlänge des 
FITC (Donator-Emission) bestimmt. Wenn die Menge des unmarkierten Proteins (Hormons), das zu untersu-
chen ist, in der Probe ansteigt, wird es markiertes Protein mit Akzeptorfluorphoren verdrängen, wodurch die 
Fluoreszenzlebensdauer des Donators ansteigt. Folglich wird die Fluoreszenzanisotropie bei dem FITC-Emis-
sionsband (Donatorwellenlängen) systematisch abnehmen als eine Funktion des Anwachsens der Konzentra-
tion des unmarkierten Proteins in der Probe. Als ein zweites Beispiel wird ein System betrachtet, das zum Mes-
sen des Blutzuckerwertes bestimmt ist. In diesem Falle kann man Konkanavalin A (ConA) als Trägermolekül 
verwenden, das eine hohe Affinität für Glykole hat, welches mit Cascade Blue als Donatorfluorphor markiert ist 
und eine Menge als Fluorphor markierten Glykole, wie z.B. 6-NBD-Glukosamin (6-(N-(7-Nitro-
benz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)Amino)-6-Deoxyglukose) als Akzeptor. Bei diesem System wird die Glukose in 
dem Blut die fluoreszierend markierte Glukose verdrängen, woraus eine Abnahme der gemessenen Fluores-
zenzanisotropie an dem Cascade Blue Emissionsband auftritt. Obwohl zwei nicht beschränkende Beispiele 
vorgeschlagen wurden, ist es für einen Fachmann offensichtlich, daß die hier beschriebene grundlegende Vor-
richtung angepaßt werden kann, um die Konzentration einer Vielzahl von Substanzen, wie z.B. Saccharin, 
DNA-Fragmenten, Hormonen, Drogen und Immunogloboline zu bestimmen.

[0028] Die folgenden Figuren zeigen Ausführungsbeispiele der vorliegenden Erfindung für die topographi-
sche Messung des Gewebe-PO2 und der topographischen Bestimmung der Verteilung des Blut-PO2 innerhalb 
des Gefäßsystems eines abgebildeten Gewebes. Zusätzlich ist eine Katheterkonstruktion beschrieben, die kei-
ne Kalibrierung vor irgendwelcher Anwendung benötigt. Es wird von einem Fachmann leicht einzusehen sein, 
daß im Hinblick auf diese Offenbarung auch andere Proben, biologischer oder physikalischer Art untersucht 
werden können im Hinblick auf ihre Konzentration und räumliche Verteilung durch Veränderung des hier offen-
barten Designs unter Verwendung der Vorrichtung nach der vorliegenden Erfindung.

[0029] Wie unten gezeigt, wird die Fluoreszenzanisotropie betriebsmäßig für den allgemeinen Fall definiert 
und formal beschrieben in dem spezifischen Fall für ein Quencher-O2 durch folgende Gleichung: 

wobei I∥ und Il die Intensitäten der Fluoreszenzemission mit ihren elektrischen Vektoren parallel bzw. recht-
winklig zu der der linear polarisierten erregenden Strahlung sind und G ein empirischer Korrekturfaktor zum 
Korrigieren der dichroischen Spiegeltransmissionseffizient in den parallelen und rechtwinkligen Ebenen ist und 
wobei zusätzlich Symbole in der Form der Definition der Anisotropie – wie oben beschrieben – verwendet wer-
den.

[0030] Fig. 2 ist eine schematische Darstellung einer Vorrichtung 10, die für die topographische Abbildung 
von Gewebe- und Blut-PO2 in einem abgebildeten Gewebe konstruiert ist. Eine O2-unterdrückbare biokompa-
tible Testsubstanz, wie z.B. Natrium-Pyrenbutyrat in einem geeigneten Lösungsmittel oder verbunden mit Li-
posomen, wird intravenös in einen Wirtsorganismus injiziert. Das Gewebe 12 wird mit nichtpolarisiertem sicht-
barem Licht durch einen Faseroptikstrahler 14 beleuchtet unter Verwendung einer Wolframquelle 16. Die 
Strahlungsenergie einer Hochdruckquecksilberbirne 18 wird durch eine Kollektorlinse 20 gebündelt, durch ei-
nen Verschluß 22 unterbrochen und gelangt durch einen Glan-Thompson-Polarisator 24 (Ealing, Inc.). Das 
UV-Licht wird durch ein Erregungsfilter 26 (340 nm Spitze, 25 nm halber Bandpass) spektral geformt und dann 
durch einen dichroischen Spiegel 28 (Omega Optical) reflektiert, der Wellenlängen <400 nm durch eine Objek-
tivlinse 30 zu dem abgebildeten Gewebe reflektiert. Emittierte Fluoreszenz (Wellenlängen >400 nm) von dem 
bestrahlten Gewebe 12 wird durch die Objektivlinse 30 gesammelt und gelangt durch den dichroischen Spiegel 
28 und durch ein Emissionsfilter 32, das Wellenlängen von 400–420 nm zu einem Wollaston-Prismen-Polari-
sator 34 leitet, der die emittierte Fluoreszenz in ihre linear polarisierten Komponenten parallel 36 und recht-
winklig 38 zur Ebene der Anregungspolarisation auflöst. Die Vektorkomponenten (I∥ und Il) werden entspre-
chend und gleichzeitig durch CCD-Chips (ladungsgekoppelte Einrichtungen; charge coupled devices) von zwei 
Videokameras 40A und 40B (z.B. Xybion-Modell 250) detektiert. Es ist offensichtlich für einen Fachmann, daß
alternative optische Detektoren mit ausreichender räumlicher Auflösung, wie z.B. langsam abtastende gekühl-
te CCD-Kameras, SIT- oder ISIT-Röhrenkameras oder Photodiodenarrays (nicht dargestellt) auch für die De-
tektion der zweidimensionalen Verteilung der parallelen und rechtwinkligen Komponenten der emittierten Flu-
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oreszenz geeignet sind. Die Ausgänge der beiden Videokameras werden durch zwei digitalisierende Boards 
42A und 42B (wie sie von Imaging Technologies oder unter der Bezeichnung Modell DT3851 von Data Trans-
lation verkauft werden) in einem Mikrocomputer 44 (z.B. ein IBM oder Clone Computer, vorzugsweise mit ei-
nem Prozessorchip, der von 33 bis 66 MHz arbeitet) digitalisiert. Eine solche Einrichtung ist ausreichend für 
die Aufgabe und für die anschließende Bildverarbeitung vor der Abbildung auf einem Monitor 46.

[0031] Der Computer verwendet eine Software, die von der Firma Biometric Imaging Inc. produziert wird und 
die das Urheberrecht daran hat, wie bekannt aus "Software for the Acquisition, Manipulation and Analysis of 
Video Images", Copyright 1993, Biometric Imaging, Inc. Der Quellcode für diese Software erlaubt, daß die Ver-
änderung der Steigungen und der Verschiebungen an jedem Pixelort innerhalb des CCD-Array durch eine Kor-
rekturdatei korrigiert wird, wodurch eine gleichförmige Ansprechbarkeit über das Detektorarray erreicht wird. 
In ähnlicher Weise erlaubt das Software-Paket, daß die Pixelintensität innerhalb des Array quantifiziert, gefil-
tert, gemittelt und deren Anisotropie an einer Vielzahl von Orten berechnet wird und zwar mittels der Gleichung 
9 und in eine zweidimensionale Darstellung des Gewebe-PO2 durch Anwendung der Gleichung 6 auf jeden 
Pixelort konvertiert wird. Der vorliegende Prototyp des Apparates erlaubt eine Erfassung von mehr als 300 000 
Werten von Gewebe-PO2 im Raum innerhalb von ungefähr 33 Millisekunden. Die Werte für die Konstanten in 
Gleichung 6 werden während Kalibrierungsexperimenten bestimmt, die die simultane Messung von Gewe-
be-PO2 durch eine Sauerstoff-Mikroelektrode beinhaltet sowie durch ein indirektes Lebensdauersystem (Ani-
sotropie).

[0032] Sollte die Autofluoreszenz des Gewebes bei der Emissionswellenlänge einen gewissen Grad von An-
isotropie zeigen, aufgrund der Anwesenheit endogener Fluorphore mit kurzer Fluoreszenzlebensdauer (< 20 
Nanosekunden) und die daher durch die physiologischen Pegel des O2 nicht unterdrückt werden, kann eine 
solche "Auto-Anisotropie" abgebildet und auf eine Festplatte gesichert werden, bevor die biokompatible, 
O2-unterdrückbare fluoreszierende Probentestsubstanz injiziert wird. In diesem Fall kann nachfolgend an die 
Injektion der O2-unterdrückbaren Testsubstanz die totale Anisotropie (Ptotal) auf ihre Komponenten-Anisotropi-
en ("Auto-Anisotropie" oder AGewebe und die O2-abhängige Anisotropie, AProbe) durch folgende Gleichung bezo-
gen werden: 

wobei a+b=1. Die O2-abhängige Anisotropie kann dann von der totalen Anisotropie durch Gleichung 11 sepa-
riert werden, wobei A(PO2) die PO2-abhängige Anisotropie ist und a eine Konstante ist, die empirisch in Expe-
rimenten ermittelt wird, bei denen die Gewebe-PO2 gleichzeitig mit einer O2-Mikroelektrode und durch optische 
Messungen der Fluoreszenzanisotropie bestimmt wird.

[0033] Diese Korrektur kann schnell und bequem auf Pixel-zu-Pixel-Basis durch Programme innerhalb des 
Software-Paketes durchgeführt werden.

[0034] Der unmittelbare Vorteil des vorliegenden Vorgehens im Vergleich zur Erfindung des Zuckermann '173 
Patentes, das von der Messung der Fluoreszenzintensitäten anstelle der Anisotropie abhängt, sollte dem 
Fachmann offensichtlich sein. Das heißt, in diesem Patent können PO2-Messungen nur dann beginnen, nach-
dem die O2-unterdrückbare fluoreszente Testsubstanz Gleichgewichtskonzentrationen (stabil) innerhalb des 
abgebildeten Gewebes erreicht haben, da die Fluoreszenzintensität räumlich und zeitlich auf die Konzentration 
der Probe in dem Gewebe als auch auf das Gewebe-PO2 bezogen ist. Bei dem indirekten Lebensdauersystem, 
das hier abgebildet ist, wird die Fluoreszenzanisotropie, die gegenüber der Probenkonzentration unempfindlich 
ist, bestimmt anstelle der Intensität, die für die Gewebe PO2 bestimmend ist, wodurch ermöglicht wird, daß
PO2-Messungen so frühzeitig beginnen, als ausreichende Testsubstanz angesammelt ist, um geeignete Sig-
nal-Rausch-Pegel zu liefern. In ähnlicher Weise ist die Anisotropie-Methode unempfindlich gegenüber zeitab-
hängigen Abschwächungen der Testsubstanz durch Metabolismus, wodurch ermöglicht wird, daß die Gewe-
be-PO2 topographisch für ausgedehnte Zeitperioden bestimmt wird.

[0035] In diesem Zusammenhang sollte hervorgehoben werden, daß Pseudokolorierungsprogramme in dem 
Software-Paket enthalten sind, die gestatten, daß optische Abbildungen des Gewebe-PO2 in zweidimensiona-
lem Raum durch Zuweisung unterschiedlicher Farbtöne zu unterschiedlichen Werten des Gewebe-PO2 zuge-
wiesen werden, wobei eine begleitende Skala eine schnelle Interpretation der Verteilung des Gewebe-PO2

durch Klinikpersonal ermöglicht. Die Programme, die zur Implementierung des indirekten Lebensdauersys-
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tems geschrieben sind, können im wesentlichen in "Echtzeit" ausgeführt werden, wodurch Klinikpersonal er-
möglicht wird, die Effekte der Behandlungsmodalitäten unmittelbar zu sehen, die zur Vergrößerung der Sauer-
stoffzufuhr zum Gewebe vorgesehen sind (z.B. Laserbehandlung angewandt zur Vergrößerung des retinalen 
Gewebe-PO2, die häufig zur Behandlung diabetischer Netzhautentzündung (Retinopathie) angewandt wird).

[0036] Die Leistung des indirekten Lebensdauersystems bei der Abbildung des Gewebe-PO2 kann von zwei 
auf drei Dimensionen ausgedehnt werden, durch Implementierung einer seriellen optischen Schnittdarstellung, 
entweder durch konfokale Techniken oder durch Anwendung von Dekonvolutionsprogrammen, wie sie in die-
sem Programm enthalten sind. Auf diese Weise kann eine topographische Ansicht des Gewebe-PO2 durchge-
führt werden, die es gestattet, Gewebe- und Blut-PO2 in drei Dimensionen innerhalb des Volumens des Gewe-
bes abzubilden. Eine solche dreidimensionale Information kann einfach pseudokoloriert werden und mittels ei-
nes dreidimensionalen Rekonstruktionsalgorithmus auf einem Bildschirm dargestellt werden. Optische serielle 
Schnitte und 3-D-Rekonstruktionen gestatten dem Klinikpersonal abnormale Gebiete des Gewebe-PO2 zu de-
tektieren und zu behandeln, die in unterschiedlichen Tiefen innerhalb des abgebildeten Gewebes lokalisiert 
sind.

[0037] Fig. 3 zeigt einen Apparat 50, der entsprechend der vorliegenden Erfindung konstruiert ist, um das in-
direkt Fluoreszenzlebensdauersystem in einem versiegelten Katheterdesign zu implementieren, das keine Ka-
librierung vor jeglicher seiner Anwendung erfordert. Wie in dem zuvor beschriebenen Ausführungsbeispiel wird 
die Strahlungsenergie einer Hochdruckquecksilberlampe 52 durch eine Kollektorlinse 54 gesammelt, von ei-
nem Verschluß 56 abgesperrt und gelangt durch einen Glan-Thompson-Polarisator 58 (wie er von Ealing, Inc. 
unter der Bezeichnung der Katalognummer 34-5223 verkauft wird). Das W-Licht wird dann durch ein Anre-
gungsfilter 60 (340 nm Spitze, 25 nm halber Bandpass) spektral geformt und wird dann durch einen dichroi-
schen Spiegel 62 (wie er von Omega Optical unter der Bezeichnung 400DCLP verkauft wird), der Wellenlän-
gen <400 nm reflektiert, durch eine Objektivlinse 64 reflektiert. Eine einmodenpolarisationsbehaltende Glasfa-
ser 66 (wie sie von Ealing, Inc. unter der Bezeichnung Modell HB450 verkauft wird) ist am Fokuspunkt der Ob-
jektivlinse befestigt. Der Kerndurchmesser solcher Fasern liegt typischerweise <10 Mikron, wodurch die Kon-
struktion eines außerordentlich schmalen Katheters ermöglicht wird. Im Falle eines schmalen Submillime-
ter-Katheters gelangt das linear polarisierte Licht direkt zur O2-empfindlichen Spitze 68, während bei Kathetern 
mit größeren Durchmessern die Glasfaser 66 am Fokuspunkt einer Kollimationslinse 70 angebracht ist, die 
dazu verwendet wird, eine gleichmäßige Beleuchtung der Katheterspitze 68 zu bewirken. Die abgedichtete 
O2-empfindliche Spitze 68 enthält eine Quarzplatte 72, die die optischen Komponenten von dem nicht-polaren 
viskosen Medium 74 in der Spitze 68 trennt. Die Katheterspitze 68 enthält ein nicht-polares viskoses Medium 
74, wie z.B. Paraffin oder Mineralöle, in denen pyrenbutyrische Säure oder Pyrene 76 gelöst ist. Pyrene hat 
eine Fluoreszenzlebensdauer von ungefähr dem zehnfachen der pyrenebutyrischen Säure oder deren Salz-
form, wodurch die Präzision der Messung vergrößert wird, mit einer möglichen Genauigkeit der PO2-Messung 
von <1 mm Hg. Die O2-unterdrückbare Testsubstanz, die in dem nicht-polaren viskosen Lösungsmittel gelöst 
ist, ist in dem Katheter durch eine O2-permeable Membran 78, wie z.B. Polyethylen abgedichtet. Ein Mikrother-
mistor 80 ist auch in die Spitze des Katheters 68 integriert, um eine gleichzeitige Messung der Temperatur zu 
gestatten, was ermöglicht, daß Temperaturkorrekturen entsprechend der Beziehung, die in Gleichung 4 be-
schrieben ist, ausgeführt werden. Da die Optiken reversibel sind, kehrt die linear polarisierte fluoreszierende 
Emission von der Testspitze 68 längs der ein-Moden-Polarisations-behaltenden Glasfaser zurück und wird 
durch die Objektivlinse 64 gesammelt. Wellenlängen <400 nm gelangen durch den dichroischen Spiegel 62
und Wellenlängen von 400–420 nm gelangen durch ein Emissionsfilter 82 zu einem Wollaston-Prismen-Pola-
risator 84, der die emittierte Fluoreszenz in ihre linear polarisierten Komponenten parallel 86A und rechtwinklig 
86B zur Ebene der Anregungspolarisation auflöst. Die Vektorkomponenten (I∥ und Il) werden entsprechend 
und gleichzeitig durch zwei optische Detektoren 88A und 88B detektiert, die Photodioden oder Photoverviel-
fachungsröhren sein können.

[0038] Da das Katheterdesign PO2-Messungen an einem einzigen Ort liefert, d.h, an der Katheterspitze, kann 
die Anisotropie aus Gleichung 9 berechnet und gemäß Gleichung 6 auf das PO2 bezogen werden und zwar 
mittels des einfachen Mikroprozessordesigns 90. Ein solches grundlegendes Mikroprozessordesign ist in 
Fig. 4 dargestellt. Darüber hinaus, da die Relationen und angewandten Konstanten in diesen Gleichungen be-
stimmt sind, können sie für jedes hergestellte Katheter festgelegt und angewandt werden und jedes Katheter 
braucht nicht individuell in der Fabrik kalibriert zu werden oder vor seiner Anwendung in einer klinischen Situ-
ation kalibriert werden. Dies bringt einen wesentlichen Vorteil des vorliegenden Katheterdesigns in Bezug auf 
frühere Designs, die eine konstante Neukalibrierung in der Fabrik als auch in der Praxis erfordern.
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Beispiel

[0039] Zum Messen der topographischen Verteilung des Gewebe-PO2 in einem Retinagewebe wurde ein Ab-
bildungsapparat wie folgt hergerichtet und wie es schematisch in Fig. 2 dargestellt ist. Ein Rinderauge wurde 
von einem lokalen Schlachthaus erhalten und auf Eis zu dem Laboratorium gebracht. Das isolierte Rinderauge 
wurde für eine normothermische arterielle Perfusion gemäß den Verfahren von Coo, Zonnenberg und Trap 
(Current Eye Research, 12(4), 293–301, 1993) vorbereitet unter Verwendung eines oxygenierten serumfreien 
MEM (minimal essential medium), das ursprünglich mit 108μM Natrium-Pyrenbutyrat ergänzt war. Nach einer 
Stunde der Perfusion mit dem MEM enthaltenden Natrium-Pyrenbutyrat erreichte die biokompatible fluoreszie-
rende Testsubstanz eine Gleichgewichtskonzentration in dem Retina-Gewebe und das Auge wurde anschlie-
ßend mit dem oxygenierten MEM alleine durchströmt während einer Zeitperiode, in welcher die Messungen 
des Gewebe-PO2 durchgeführt wurden. Eine Hornhautrefraktion wurde durch eine gängige Hintergrundlinse, 
die aus W-transmittierendem Glas (Optical Industries) hergestellt war, negiert und die Retina wurde zuerst mit 
sichtbarem Licht abgebildet und ein Gebiet der Retina ausgewählt, das eine retinale Arteriole enthält. Nach-
dem eine korrekte Ausrichtung hergestellt war, wurde das sichtbare Licht unterbrochen und das Retinagewebe 
wurde mit linear polarisiertem ultraviolettem Licht (UV) bestrahlt. Die Strahlungsenergie einer Hochdruck-
quecksilberlampe wurde von einer Kollektorlinse gesammelt, durch einen Verschluß geleitet und gelangte 
durch einen Glan-Thompson-Polarisator (Ealing, Inc.). Das UV-Licht wurde durch ein Anregungsfilter (340 nm 
Spitze, 25 nm halber Bandpass) spektral geformt und wurde dann durch einen dichroischen Spiegel (Omega 
Optical) reflektiert, der Wellenlängen <400 nm durch eine Objektivlinse zu dem abgebildeten Retinagewebe 
reflektiert. Emittierte Fluoreszenz (Wellenlängen >400 nm) von dem angeregten Gewebe wurde durch die Ob-
jektivlinse gesammelt und durch den dichroischen Spiegel geleitet und durch ein Emissionsfilter, das Wellen-
längen von 400–420 nm zu einem Wollaston-Prisma-Polarisator leitete, der die emittierte Fluoreszenz in ihre 
linear polarisierten Komponenten parallel und rechtswinklig zur Ebene der Anregungspolarisation auflöste. Die 
Vektorkomponenten (I∥ und Il) wurden entsprechend und gleichzeitig von dem CCD-Chip (charge coupled de-
vice) von zwei Videokameras (Xybion Modell 250) detektiert.

[0040] Die Vektorkomponenten der Fluoreszenzemission parallel und rechtwinklig zur Ebene der Anregungs-
polarisation wurden durch die zuvor genannten zwei digitalisierenden Boards innerhalb des zuvor bezeichne-
ten Computers digitalisiert, der mit 66 MHz betrieben wurde und auf einer (nicht dargestellten) Festplatte ge-
speichert. Die Computer-Software wurde auf dem Computer laufen gelassen, um zu ermöglichen, daß die Va-
riation der Steigungen und der Verschiebungen an jedem Pixelort innerhalb des CCD-Array durch eine Korrek-
turdatei in der Software korrigiert wurde, wodurch eine gleichförmige Ansprechempfindlichkeit an dem Detek-
torarray erreicht wurde. In ähnlicher Weise ermöglichte die Software, daß die Anisotropie an einer Vielzahl von 
Orten mittels der Gleichung 9 errechnet und in eine zweidimensionale Darstellung des Gewebe-PO2 durch An-
wendung der Gleichung 6 an jedem Pixelort umgewandelt wurde. Dieses Vorgehen gestattete die Erfassung 
von mehr als 300 000 Werten im Raum des PO2 des Retinagewebes innerhalb ungefähr 33 Millisekunden. Die 
Werte für die Konstanten, die in Gleichung 6 verwendet wurden, wurden zuvor während Kalibrierungsexperi-
menten bestimmt, die die gleichzeitige Messung des Gewebe PO2 durch eine Sauerstoffmikroelektrode und 
durch das indirekte Lebensdauersystem (Anisotropie) verwendete. Zum Testen der Gültigkeit und Präzision 
des Systems und der resultierenden optischen Abbildung des PO2 des Retinagewebes wurden PO2-Gradien-
ten gemessen und zwar sowohl parallel als auch rechtwinklig zur Retinaarteriole, da die mathematischen Funk-
tionen, die diese Beziehungen beschreiben, aus der Mathematik der Sauerstoffverteilung vorhergesagt wer-
den können und in der Literatur gut bekannt sind. Die Resultate der Messungen sind in Fig. 5 dargestellt. Die 
Mathematik der Sauerstoffverteilung sagt vorher, daß der PO2-Abfall in Längsrichtung des Gewebes parallel 
zur Arteriole einer linearen Beziehung folgen sollte, deren Steigung direkt proportional der Sauerstoffver-
brauchsrate des Gewebes (M) und umgekehrt proportional der Geschwindigkeit (V) der Sauerstoff enthalten-
den Lösung innerhalb der Arteriole mal dem Quadrat des arteriolen Durchmessers (D) ist. Wie im oberen Teil 
der Fig. 5 dargestellt, entsprechen die Messungen des Gewebe-PO2 in Längsrichtung der Arteriole exzellent 
dieser gut etablierten linearen Beziehung mit einem Bestimmungskoeffizienten (R2) für eine lineare Anpassung 
von 0,96, d.h. 96% der Varianz der Daten wurde für die erwartete lineare Anpassung errechnet. In ähnlicher 
Weise sollte der PO2-Gradient rechtwinklig zur Arteriole einer monoton abfallenden Funktion entsprechen, die 
mathematisch durch das Krogh-Modell beschrieben ist. In Fig. 5 (untere Abbildung) wurde eine Krogh-Mo-
dell-Anpassung auf die Daten mit einer Passungsgüte (R2) von 0,99 angewandt, d.h. 99% der Varianz dieser 
Daten wurde für die erwartete mathematische Relation ermittelt. Die Daten der Fig. 5 zeigen dann, daß das 
indirekte Fluoreszenzlebensdauersystem eine nicht invasive und gültige Vorrichtung für die räumliche und zeit-
liche Auswertung des Gewebe-PO2 liefert.

[0041] Obwohl die vorliegende Erfindung im Zusammenhang mit bevorzugten Ausführungsbeispielen und 
dargestellten Beispielen beschrieben wurde, wird ein Fachmann nach Lesen der vorgehenden Beschreibung 
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in der Lage sein, verschiedene Änderungen, Ergänzungen, Ersetzungen oder andere Abwandlungen des hier 
beschriebenen Apparates durchzuführen. Es ist daher beabsichtigt, daß der durch das Patent gewährte Schutz 
nur auf die in den anhängenden Ansprüchen und deren Äquivalenten enthaltenen Definitionen begrenzt ist.

Patentansprüche

1.  Vorrichtung (50) zum Messen der Konzentration eines Stoffes, der in einem Medium gelöst ist, wobei die 
Vorrichtung Mittel (52, 54) zum Richten von polarisiertem Licht zu dem Medium aufweist, wobei das Medium 
eine Testsubstanz enthält, die bei Bestrahlung mit Licht lumineszierend wird, wobei die Testsubstanz so aus-
gewählt ist, daß ihre Lumineszenz durch den Stoff unterdrückt wird,  
dadurch gekennzeichnet, daß die Vorrichtung enthält:  
a) Mittel (84) zum Auflösen der von der Testsubstanz emittierten Lumineszenz in Vektorkomponenten, die pa-
rallel (86A) und rechtwinklig (86B) zu einer Polarisationsebene des genannten polarisierten Lichtes liegen, und 
zum Detektieren der Intensitäten der Vektorkomponenten,  
b) Mittel zum Berechnen einer Lumineszenz-Anisotropie als Funktion der Vektorkomponenten des bestrahlten 
Mediums, räumlich oder zeitlich, und  
c) Mittel zum Anwenden einer mathematischen Funktion, die die Lumineszenz-Anisotropie auf die Konzentra-
tion des Stoffes in dem Medium bezieht, wobei die mathematische Funktion in Form einer Gleichung vorliegt.

2.  Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daß die Berechnungsmittel Mittel zum Berech-
nen der Stoffkonzentration gemäß der folgenden Gleichung enthalten: 

wobei A die Fluoreszenz-Anisotropie ist, die definiert ist als 

wobei I∥ und Il die Intensitäten der Lumineszenz-Emission mit ihren elektrischen Vektoren parallel und recht-
winklig zu dem polarisierten Licht sind, das von den Lichterzeugungsmitteln stammt, G ein empirischer Korrek-
turfaktor ist, der verwendet wird, um die Transmissionswirksamtkeit in parallelen und rechtwinkligen Ebenen 
zu korrigieren, R die mittlere Molekularrotationszeit in radian/sec, A0 eine Fluoreszenz-Anisotropie im "gefro-
renen" Zustand, bei Abwesenheit einer Brown'schen Drehung, KD eine dynamische Löschkonstante, τ0 eine 
Lumineszenz-Lebensdauer in Abwesenheit eines Löschers und [Q] die Konzentration des zu bestimmenden 
Stoffes ist.

3.  Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daß die Vorrichtung weiterhin Mittel zum 
Korrigieren von Anisotropie-Messungen bezüglich der Temperatur gemäß folgender Gleichung enthält: 

wobei Rg eine Gaskonstante, T die Temperatur, η die Viskosität, V das hydrodynamische Volumen der Test-
substanz, A die Lumineszenz-Anisotropie, A0 eine Lumineszenz-Anisotropie in einem "gefrorenen" Zustand, 
bei Abwesenheit einer Brown'schen Drehung, und τ die Fluoreszenz-Lebensdauer ist.

4.  Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daß die Testsubstanz in einem optischen Sen-
sor angeordnet ist, wobei der optische Sensor Mittel (68) enthält zum Beherbergen der Testsubstanz.

5.  Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daß der optische Sensor ein viskoses Medium 
(74) aufweist, wobei die Testsubstanz und das viskose Medium von dem Stoff durch eine Membran (78) ge-
trennt sind, die für den Stoff permeabel ist.

6.  Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daß der optische Sensor eine Spitze (68) 
und einen Thermistor (80) aufweist, wobei die Vorrichtung weiter Mittel (90) zum Korrigieren von Anisotro-
pie-Messungen bezüglich der Temperatur der Spitze des Sensors gemäß folgender Gleichung enthält: 
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wobei Rg eine Gaskonstante, T die Temperatur, η die Viskosität, V das hydrodynamische Volumen der Test-
substanz, A die Lumineszenz-Anisotropie, A0 eine Lumineszenz-Anisotropie in einem "gefrorenen" Zustand, 
bei Abwesenheit einer Brown'schen Drehung, und τ die Fluoreszenz-Lebensdauer ist.

7.  Vorrichtung nach den Ansprüchen 4–6, dadurch gekennzeichnet, daß der optische Sensor Mittel zum 
Beherbergen eines Trägers mit hoher Affinität zu dem Stoff aufweist, wobei der Träger mit Testmolekülen, die 
bei Bestrahlung lumineszent werden, konjugiert ist, wobei der optische Sensor auch eine bekannte Menge des 
Stoffes beherbergt, die mit einer Substanz konjugiert ist, die aus der Gruppe ausgewählt ist, die aus einem Lö-
scher für Lumineszenz-Energie der Testmoleküle und aus einem Energietransferakzeptor der Lumines-
zenz-Energie der Testmoleküle besteht, wobei der optische Sensor in einem Medium angeordnet ist, das eine 
unkonjugierte Form des Stoffes enthält.

8.  Vorrichtung nach den Ansprüchen 4–7, dadurch gekennzeichnet, daß der optische Sensor ein viskoses 
Medium (74) enthält, das den Träger und den konjugierten Stoff enthält, wobei der Träger und der konjugierte 
Stoff von der unkonjugierten Form des Stoffes durch eine Membran (78) getrennt sind, die für den Stoff in sei-
ner unkonjugierten Form permeabel, jedoch für den konjugierten Stoff impermeabel ist.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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