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(54) Title: METHOD AND DEVICE FOR THE NON-INVASIVE ANALYSIS OF METABOLIC PROCESSES

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR NICHTINVASIVEN UNTERSUCHUNG VON STOFFWE-

CHELPROZESSEN

(57) Abstract: The invention relates to a method
and an arrangement for the non-invasive analysis of

control and regulation processes in human and an-
imal metabolism, in order to be able to draw con-
clusions about specific illnesses from the changes
of individual metabolism parameters. Said method

[]

can be used in preventive analyses for the early de-
tection of cancer, inflammatory diseases, and the de-
termination of the anti-oxidant requirement, for the

treatment control of individual illness images and
the routine examination of occupational groups with
specific physical and psychological stress. Accord-

ing to the invention, biologically active substances
relating to metabolism and having autofluorescence
properties are selected from the native fluorescence
spectrum in the wavelength range of between 287

nm and 640 nm, and are interlinked in biochemical
and biophysical models, in order to describe control
and regulation processes in the human body. The
fluorescence spectra are detected by means of an op-
tical measuring path consisting of a light source (5),

Prinzip der Messwerterfassung
PRINCIPLE OF MEASURING VALUE DETECTION

a fibre optic cable (1) for supplying the stimulation
light to the measuring site, a fibre optic cable (2) for
branching off the fluorescence light to the spectrom-
eter (6), and an evaluation computer (7).

[Fortsetzung auf der nichsten Seite]
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Anordnung zur nichtinvasiven Untersuchung von Steuer- und
Regulationsprozessen im menschlichen und tierischen Stoffwechsel, um aus den Verdnderungen einzelner Stoffwechselparameter
Riickschliisse auf spezifische Erkrankungen ziehen zu kdnnen. Dieses Verfahren findet Anwendung bei priaventiven Untersuchungen
zur Krebsfritherkennung, entziindlichen Erkrankungen und der Bestimmung des Antioxidantienbedarfs, der Therapiekontrolle der
einzelnen Krankheitsbilder sowie der Routineuntersuchung bei Berufsgruppen mit besonderer physischer und psychischer Belas-
tung. ErfindungsgemiB wird die Aufgabe dadurch geldst, dass aus dem nativen Fluoreszenzspektrum im Wellenldngenbereich von
287 nm bis 640 nm stoffwechselrelevante biologisch aktive Substanzen, die eine Autofluoreszenz besitzen ausgew#hlt werden und
in biochemischen und biophysikalischen Modellen miteinander verkniipft werden, um Steuer- und Regulationsprozesse im mensch-
lichen Korper zu beschreiben. Die Erfassung der Fluoreszenzspektren erfolgt mittels einer optischen Messstrecke, die aus einer
Lichtquellen (5), einem Lichtleitkabel (1) zur Zufiihrung des Anregungslichtes zum Messort, einem Lichtleitkabel (2) zur Ableitung
des Fluoreszenzlichtes zum Spektrometer (6) und einem Auswerterechner (7) besteht.
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VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR NICHTINVASIVEN UNTERSUCHUNG
VON STOFFWECHSEL PROZESSEN

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Anordnung zur nichtinvasiven Untersuchung
von Steuer- und Regulationsprozessen im menschlichen uind tierischen Stoffwechsel, um aus
den Verinderungen einzelner Stoffwechselparameter Riickschliisse auf spezifische
Erkrankungen ziehen zu konnen.

Dieses Verfahren findet Anwendung bei praventiven Untersuchungen zur
Krebsfritherkennung, entziindlichen Erkrankungen und der Bestimmung des
Antioxidantienbedarfs, der Therapiekontrolle der einzelnen Krankheitsbilder sowie der
Routineuntersuchung bei Berufsgruppen mit besonderer physischer und psychischer
Belastung.

Fluoreszenzspektrometrische Untersuchungen sind seit einigen Jahren als hochgenaue und
sehr spezifische Verfahren in der biologischen Grundlagenforschung zu Transportprozessen
durch biologische Membranen und biomedizinische Untersuchungen als diagnostisches
Hilfsmittel bekannt und befinden sich z. Zt. in einer stetigen progressiven Entwicklungsphase.
Die Grundlage der Mef3verfahren ist die Kenntnis der Eigenschafien kiinstlicher Fluorophore
bzw. die Kenntnis der Excitations- und Emissionswellenlinge von Autofluorophoren.

Eine Vielzahl von stoffwechselrelevanten Parametern wie Tryptophan, Adenosin triphosphat
(ATP), Guanosin triphosphat (GTP), Nicotinamid adenin dinucleotid phosphat (NADP),
Nicotinamid adenin dinucleotid reduziert (NADH), Kynurenin, Flavin adenin dinucleotid
(FAD) und Thromboxan besitzen eine sogenannte Autofluoreszenz.

Die Bestimmung dieser Autofluoreszenzen besitzt den Vorteil, dal dem Stoffwechsel keine
unphysiologischen Substanzen zugefiihrt werden miissen. So wird im Patent, DE 35 42 167
Al, die Anderung der Autofluoreszenz von Ascorbinsiure wihrend des Oxidationsprozesses
zur Bestimmung der Augenlinsentriibung in einem nichtinvasiven Verfahren genutzt.

Weiterfithrende Arbeiten nutzen die hohe native Fluoreszenz von NADH zum Nachweis von
Melanomen, DE 695 18 915 T2.

Im Patent, DE 32 10 593 Al, wird in einem invasivem Verfahren mittels Endoskop die
Autofluoreszenz des NADH zur Bestimmung des Oxido-Reduktionszustandes von Organen
benutzt.

Im Patent, DE 19 53 51 14 A1, wird die unterschiedliche Autofluoreszenz biologischen
Gewebes im Emissionsbereich von 520 — 600 nm zur Diagnose von krebsbefallenem Gewebe
verwendet, wobei auf keine spezielle biologisch relevante Substanz Bezug genommen wird.
Auch bei diesem Verfahren muB} die MeBvorrichtung mittels eines Endoskops invasiv an den
MeBort gebracht werden.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Nach uinfangreichen Experimenten wurde in den Patenten, US 59 83 125, US 57 69 081, US
53 69 496, US 60 91 985, US 60 80 584, US 6346101 B 1,US2002/0002337A1,US 59
43 113, US 62 05 353 B1, das fluoreszenzspektrometrische Verhalten biologischer Gewebe
und Organe hinsichtlich einer priventiven Krebsdiagnostik beschrieben. Zur Auswertung
wurden die Intensititen einzelner Substanzen wie Tryptophan, NADH und Flavine wie auch
die maximale Fluoreszenzintensitét im Wellenlangenbereich von

320 — 580 nin herangezogen. Zusitzlich warden auch Ergebnisse der Fourieranalyse zur
Ayswertung herangezogen.

Bei den Untersuchungen konnte nachteilig festgestellt werden, dafl weder die Verwendung
der maximalen Fluoreszenzintensitit im Wellenldngenbeteich von 320 nm — 600 nm oder die
absoluten Fluorezenzintensitaten relevanter Stoffwechselparameter wie NADH, Tryptophan,
FAD und Kynurenin noch das Verhltnis von zwei Substanzen wie NADH und Kynurenin
eine eindeutige Trennung zwischen ,,Gesund* und Krebsbelastung gestattet.

So ist z. B. ein geringes Verhiltnis zwischen den Intensitdten von NADH und Kynurenin
nicht nur charakteristisch fiir eine Krebsbelastung, sondern alle entziindlichen Erkrankungen
weisen ein dhnliches Verhéltnis auf. Dies ist nicht absonderlich, da viele Krebserkrankungen
mit entziindlichen Erscheinungen einhergehen.

Ein weiterer Nachteil der oben beschriebenen invasiven Methoden ist es, daB3 durch die
Stressbelastung des Messvorganges eine verfilschte Momentaufnahme des Stoffwechsels
entsteht und keine Aussagen iiber Stoffwechselregelungsprozesse moglich sind. Eine solche
Aussage kann nur durch eine in kurzen Abstinden wiederholbare strefifreie MeBung oder
durch zeitlich definierte Messungen vor und nach einer StreBbelastung erfolgen.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren und eine Vorrichtung
vorzuschlagen, die es ermoglichen, Steuer- und Regelungsprozesse des menschlichen und
tierischen Stoffwechsels zu beschreiben, um bei Verdnderungen dieser Prozesse Riickschliisse
auf spezifische Krankheitsbilder ziehen zu konnen. Das Verfahren soll den eigentlichen
Messvorgang nichtinvasiv und schnell wiederholbar machen, um keine Stref3belastung durch
den MeBprozeB hervorzurufen.

Erfindungsgemaf wird diese Aufgabe durch die in den Patentanspriichen offenbarten
Merkmale gelost.

Die Vorteile der Erfindung liegen in der nichtinvasiven Messung der Fluoreszenzspektren
und der dadurch garantierten Stressfreiheit. Infolge dieses Messvorganges kénnen in sehr
kurzen zeitlichen Abstinden Wiederholungsmessungen erfolgen und somit
Regulationsvorginge im Stoffwechsel erkannt werden. Durch Veranderungen dieser
Regulationsprozesse unter definierten Stressbedingungen konnen Ruckschlisse auf
krankhafte Veranderungen des Organismus gezogen werden.
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Die Erfindung wird nachfolgend an einem Ausfiihrungsbeispiel naher erlautert. Die
beigefligten Zeichnungen zeigen:

Fig. 1 Blockschaltbild der Messwerterfassung

Fig. 2 Native Fluoreszenzspektren

Fig. 3 Ergebnisdarstellung eines einfachen biochemischen Modells als Selektionstufe

Fig. 4 Ergebnis der Separation von Krebserkrankungen und entziindlichen Erkrankungen

Fig. 5 Selektion unter Verwendung der Emissionswellenlingen 509 nm und 495 nm

Mittels einer optischen Messstrecke nach Fig. 1, die aus einem Lichtleitkabel 1 zur
Zufithrung des Anregungsstrahls und einem Lichtleitkabel 2 mit Kolimator 3 zur Ableitung
des MeBsignals besteht, wird an einer geeigneten Stelle des Korpers, vorzugsweise der Falte
zwischen Daumen und Zeigefinger angebracht. Beide Lichtleitkabel 1; 2 sind in einem
ergonomisch geformten Triger, vorzugsweise einem Handstiick 4 untergebracht und stehen
mit ihren Austritts6ffoungen vorzugsweise senkrecht zueinander.

Eine Lichtquelle 5, die aus einem Laser oder einer gesteuerten Xe-Blitzlampe mit
nachgeschaltetem Monochromator oder Filter besteht, erzeugt das Licht zur Anregung der
Autofluoreszenz und wird tiber den Lichtleitkabel 1 an den MeBort geleitet. Die Wellenldngen
des Anregungslichtes liegen vorzugsweise bei 287 nm, 305 nm, 326 nm und 337 nm.

Das durch die Anregung am Mefort emittierte Fluoreszenzlicht wird durch den Kolimator 3
gesammelt und in den Lichtleitkabel 2 eingekoppelt und einem Spektrometer 6 zugefiihrt. Das
Spektrometer kann sowohl mit einem CCD Zeilensensor als auch einem Photomultiplier mit
vorgeschaltetem akustooptischen Monochromator als Wandlereinheit bestiickt sein.

Die optischen Spektren, die im Spektrometer 6 in elektrische Signale umgewandelt wurden,
werden nun in einer entsprechenden Rechnerstruktur 7 abgespeichert.

Die im Rechner gespeicherten Fluoreszenzspektren, die aus den erfassten Wellenkingen im
Bereich von 287 nm bis 600 nm und den dazugehérigen Fluoreszenzintensititen bestehen,
werden in einem geeigneten Tabellenformat zur Auswertung vorbereitet.

Fig. 2 zeigt Beispiele dieser nativen Spektren.

Aus diesen Tabellen werden die Wertepaarungen (Wellenlinge und Fluoreszenzintensitét) fiir
stoffwechselrelevante, biologisch aktive Substanzen wie ATP, GTP, Tryptophan, Orotséure,
NADP, NADH, FAD usw. ausgewihlt, Die Anregungswellenliangen und
Emissionswellenldngen dieser Substanzen wurden in umfangreichen Vorversuchen bestimmt.
Da unterschiedliche Hautstrukturen und Hautbestandteile die Verwendung der Absolutwerte
nicht zulassen, kann nur mit Relativwerten eine weitere Auswertung erfolgen. Es ist also
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notwendig, Wertepaarungen der relevanten, biologisch aktiven Substanzen zu bestimmen, und
in biophysikalischen und biochemischen Modellen zu verkniipfen. Diese Modelle beinhalten
Substanzen, die wihrend der Stoffwechselvorginge miteinander reagieren, ineinander
umwandeln und/oder sich gegenseitig in ihrer Konzentration und Reaktionsfihigkeit
beeinflussen.

Fig. 3 zeigt die Darstellung des Ergebnisses eines einfachen biochemischen Modells, das als
erste Selektionsstufe der Diagnostik Verwendung findet, und aus der Verkniipfung von
NADH, Kynurenin, FAD, NADP und Thromboxan besteht. Diese Darstellung lasst erkennen,
dass selbst die Verwendung von fiinf stoffwechselrelevanten Substanzen nicht ausreichend ist,
um Krebserkrankungen von entziindlichen Erkrankungen zu trennen. Die erste
Selektionsstufe ist nur geeignet , Krank™ und ,,Gesund“ zu unterscheiden.

Im Anschluss werden weitere Selektionsstufen durchlaufen, um entziindliche Erkrankungen
von Krebserkrankungen zu differenzieren bzw. auch unter den entziindlichen Erkrankungen
eine Differenzierung zu erkennen.

Fig. 4 zeigt eine Separation zwischen Krebserkrankungen bzw. behandelter
Krebserkrankungen und entziindlichen Erkrankungen.

Parallel zur Auswertung der Spekiren durch Selektion der Erkrankungen mittels
biophysikalischer und biochemischer Modelle auf der Basis bekannter biologisch aktiver
Substanzen, erfolgt eine Auswertung durch selbstlernende Systeme, die nach Unterschieden
in den Spektren von gesunden Probanden und Patienten suchen, ohne eine bekannte
Wertepaarung (Wellenlidnge und Intensitit) biologisch aktiver Substanzen zu verwenden.

Fig. 5 zeigt eine zusitzliche Selektion bei den Wellenldngen 509 nm und 495 nm, wobei die
emittierenden Substanzen bisher nicht bekannt sind, die Verwendung dieser Selektion jedoch
Erfolg zeigt.
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Bezugszeichenliste

Lichtleitkabel zur Zufiihrung des Anregungslichtes
Lichtleitkabel zur Ableitung des Fluoreszenzlichtes
Kolimator

Handstiick

Lichtquelle

Spektrometer

Rechnerstruktur

B il e
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Patentanspriiche

1. Verfahren fiir die nichtinvasive und / oder invasive Untersuchung von Steuer- und
Reglungsprozessen des menschlichen und tierischen Stoffwechsels, zur Diagnose von
Krankheiten und praventiven Untersuchungen, zu Routineuntersuchungen von Berufsgruppen
und Sportlern mit hoher physischer und psychischer Stressbelastung, zur Therapiekontrolle,
zum Verlaof von Dialyse- und Apheresebehandlung sowie zur Bestimmung des
Antioxidantienbedarfs, gekennzeichnet dadurch, dass stoffwechselrelevante Substanzen, die
wihrend der Stoffwechselvorginge miteinander reagieren, ineinander umwandeln und / oder
sich gegenseitig in ihrer Konzentration und Reaktionsfahigkeit beeinflussen und die eine
(endogene) Autofluoreszenz aufweisen, in ihrer Fluoreszenzintensitit und somit mittelbar in
ihrer Konzentration bestimmt werden, nach biochemischen Erfordernissen in mathematische
Beznehung zueinander gesetzt und mit indikationsbezogenen Modellen, die den
Stoffwechselzustand von Krankheiten definieren verglichen werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die indikationsbezogenen
Modelle aus mehreren (mmdestens jedoch 6) berechneten GroBen bestehen, die den
jeweiligen Stoffwechselzustand der Krankheitsbilder entsprechen und durch mathematische
Verkniipfungen wie Quotienten, Produkte, Summen, Differenzen oder komplexere Formeln
aus den Fluoreszenzintensititen berechnet werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Fluoreszenzintensititen im Wellenlingenbereich von 287 nm bis 800nm, vorzugsweise von
340nm bis 600nm, fiir stoffwechselrelevante Substanzen deren Emissionswellenlidngen
bekannt sind vorzugsweise ATP, GTP, FAD, NADH, NADP, Kynurenin, Orotséure,
Throtubokan und Tryptophan gemessen werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Messung der
Fluoreszenzintensititen zu einem definierten Zeitpunkt und/oder in definierten zeitlichen
Abstanden erfolgt, so dass durch diese Verlaufsmessungen Steuer- und Reglungsprozesse
aufgedeckt werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass zu einem definierten
Zeitpunkt der Messung eine psychische oder physische Stressbelastung des Patienten erfolgt,
die Fluoreszenzintensititen vor und nach der Belastung mehrmals gemessen werden und das
Regulationsgeschehen im Stoffwechsel bestimmt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass biologisch aktive
Substanzen, die eine Autofluoreszenz zeigen im zellulidren und interzeltuldren Bereich mit
Licht einer Exitationswellenlinge von 287 nm bis 340 nm, vorzugsweise 340 nm zur
Emission angeregt werden.

7. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die zur
Fluoreszenzemission angeregten Bereiche am Ohrldppchen, der Hand und dem Nasenfliigel,
vorzugsweise der Hautfalte zwischen dem Daumen und dem Zeigefinger liegen.
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8. Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens nach oben genannten Anspriichen, dadurch
gekennzeichnet, dass das zur Anregung benotigte monochromatische Licht durch eine
Lichtquelte (5) vorzugsweise einen Laser oder einer Xe —~ Blitzlampe mit optischem Filter
erzengt wird und tiber ein Lichtleitkabel (1) an den Messort geleitet wird.

9, Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das emittierte Licht der
Autofluorophore vom Messort tiber ein Lichtleitkabel (2) zu einem Spektrometer (6) mit
einem CCD - Zeilensensor oder einem akustooptischen Monochromator und Photomultiplier
geleitet wird und nach einer Digitalisierung der Messwerte die Emissionsintensititen durch
geeignete Rechnerstrukturen (7) ausgewertet werden.

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Auswertung in
den Rechnerstrukturen mittels mathematischer Modelle biologischer Regulationssysteme
und/oder selbstlernender Systeme erfolgt.



WO 2004/032734 PCT/DE2003/003278
1/5

Fig. 1 Prinzip der Messwerterfassung
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