woO 2008/000223 A1 |0 0 OO OO 0

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum
3. Januar 2008 (03.01.2008)

(10) Internationale Veroiffentlichungsnummer

WO 2008/000223 Al

(51) Internationale Patentklassifikation:
GOIN 21/64 (2006.01) GO1] 3/44 (2006.01)
AG61B 5/00 (2006.01) GOIN 33/483 (2006.01)

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE2007/001076

(22) Internationales Anmeldedatum:
17. Juni 2007 (17.06.2007)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Verotfentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Prioritét:

102006 029 809.8 28. Juni 2006 (28.06.2006) DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme
vorn US): LTB LASERTECHNIK BERLIN GMBH
[DE/DE]; Rudower Chaussee 29, 12489 Berlin (DE).

(72)
(75)

(74)

(81)

Erfinder; und

Erfinder/Anmelder (nur fiir US): SCHOLZ, Matthias
[DE/DE]; Siedlung 33, 15838 Am Mellensee (DE). LE-
UPOLD, Dieter [DE/DE]; Dietzgenstrasse 70, 13156
Berlin (DE).

Anwalt: HOFFMANN, Heinz-Dietrich; An der Wiese 4,
16356 Ahrensfelde (DE).

Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiighare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
AM, AT, AU, AZ,BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA,
CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG,
ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, 1L,
IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK,
LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,
MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO,

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]

(54) Title: SPATIALLY-RESOLVED MEASUREMENT METHOD FOR THE DETECTION OF MELANIN IN FLUOROPHOR

MIXTURES IN A SOLID SAMPLE

(54) Bezeichnung: ORTSAUFGELOSTES MESSVERFAHREN FUR DIE DETEKTION VON MELANIN IN FLUOROPHOR-

GEMISCHEN IN EINER FESTKORPERPROBE

(57) Abstract: Known measurement
methods use excitation wavelengths of 800

nm at ultra-short pulse lengths of 100 fs,

1.00
0.90

with repetition rates of 80 MHZ and power

0.80
0.70
L 0.60
2. 050
— 0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

375 E

400 B

425
450
475
600
625

densities of 100 GW/cmz. In such methods,

simultaneous two-photon and three-photon

excitations in the dangerous UV-C region

are sometimes obtained. With the resulting

fluorescence spectrum, neither the melanin

650

in general, nor individual melanin types,
can be clearly identified from the fluorophor
mixture, as would be necessary for
determining malignant melanomas in skin
tissue. In addition, there is an acute risk of
bleaching out and of carcinogenic action on

875

the sample. To improve the differentiation

1.00

capability for the various melanin types and

0.90

0.80

to avoid the risks mentioned, the method

0.70

according to the invention uses wavelengths

i 0.60

of up to 900nm at pulse lengths of up to

E" 0.50

2ns and single pulses with power densities

— 0.40

less than 1 GW/cmz. With the characteristic

maxima of 475 nm for eumelanin and

0.30
0.20

575 nm for pheomelanin, the elimination

0.10
0.00

525 &

375
400
425
450
475
500
550
575
600
625

A [nm]

650

of the flavin fluorescence and the effect
of the significant reduction in the total
fluorescence in malignant melanomas in

675

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]



WO 2008/000223 A1 |} 0A0 00 00 00000 0 0 0 0

RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, TM, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW. TG).

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir ~ Veroifentlicht:
Jjede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARTPO (BW, —  mit internationalem Recherchenbericht
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
7ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,  Zur Erkidrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-
TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,  kiirzungen wird auf die Erklirungen ("Guidance Notes on Co-
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC,  des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der
MT, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CE, PCT-Gazette verwiesen.

skin tissue, the unequivocal identification of these canbe achieved with the technique.

(57) Zusammenfassung: Bekannte Messverfahren verwenden Anregungswellenlingen von 800 nm bei ultrakurzen Pulslingen von
100 fs, mit Wiederholraten von 80 MHZ und Leistungsdichten von 100 GW/cm’. Dabei werden simultane Zweiphotonen- und Drei-
photonen-Anregungen zum Teil im gefdhrlichen UV-C-Bereich erreicht. Mit dem erzielten Fluoreszenzspektrum kann weder das
Melanin allgemein, noch einzelne Melaninsorten eindeutig aus dem Fluorophorgemisch selektiert werden, wie es zur Bestimmung
maligner Melanome im Hautgewebe erforderlich wére. Ferner besteht akute Gefahr des Ausbleichens und karzinogener Wirkung
auf die Probe. Zur Verbesserung der Unterscheidungskraft der verschiedenen Melaninsorten und Vermeidung der genannten Risken
verwendet das Verfahren nach der Erfindung Wellenldngen von bis zu 900 nm bei Pulsldngen von bis zu 2 ns und Einzelpulse mit
Leistungsdichten unter | GW/cm™. Mit den charakteristischen Maxima von 475 nm fiir Eumelanin und 575 nm fiir Pheomelanin, der
Ausloschung der Flavin-Fluoreszenz und dem Effekt der deutlichen Verringerung der Gesamtfluoreszenz bei malignen Melanomen
im Hautgewebe ist deren eindeutige Bestimmung technisch moglich.
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Ortsaufgeléstes Messverfahren fiir die Detektion von Melanin in

Fluorophorgemischen in einer Festkorperprobe.

Die Erfindung bezieht sich auf ein ortsaufgeléstes Verfahren zur Detektion von
Melanin in Fluorophorgemischen in einer Festkérperprobe durch
Fluoreszenzanregung ausschlieBlich des im Fluorophorgemisch vorhandenen
Melanins durch Photonen-Absorption mit zumindest einem Puls einer
Laserlichtguelle und Erfassung des im Fluorophorgemisch vorhandenen
Melanins aus dessen ausgesendeter spektraler Fluoreszenzantwort durch

Auswertung der Anzahlen der ausgesendeten Photonen.

Fluoreszenzuntersuchungen zur ldentifizierung bestimmter Stoffe sind seit
langem bekannt. Die Fahigkeit, nach Photonenabsorption Licht zu emittieren,
d.h. zu lumineszieren, ist stoffspezifisch. Dies ist die Grundlage der
konventionellen Lumineszenzanalytik. Es sind heute mehrere Millionen
lumineszierender, d.h. fluoreszierender und/oder phosphoreszierender
organischer Verbindungen bekannt, und h&ufig kommen in einem zu
untersuchenden Material mehrere lumineszierende Stoffe vor. Dies gilt z.B.
haufig fir MeRproben/Fragestellungen aus den Biowissenschaften und der
Medizin. So enthélt beispielsweise menschliches Hautgewebe wenigstens zehn
verschiedene endogene Fluorophore, dazu kommen weiterhin exogene
Fluorophore, und daher ist das Autofluoreszenzspektrum der Haut die
Resultierende aus vielen individuellen Fluoreszenzbanden. Es sind
verschiedene, in der Regel in Kombination anzuwendende Verfahren bekannt,
um bei Fluorophorgemischen Zugang zu einer Komponentenanalyse zu
bekommen, z.B durch Variation der Anregungswellenlange, durch
Anregungsspekiren in Abhangigkeit von den Fluoreszenzwellenlangen,

Fluoreszenz-Abklingverhalten und Polarisationsspektren, aber die Anwendung
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der kombinierten Methodik ist nicht nur zeitaufwendig, sondern kann z.B. in
Fallen, bei denen das Fluorophorgemisch in einer Matrix vorliegt, durch deren
eigene optische Eigenschaften, wie Eigenabsorption und Streuung, nur
begrenzt anwendbar sein. Eine weiteré Komplizierung der Analyse von
Fluorophorgemischen in Matrizen tritt auf, wenn sie hinsichtlich ihrer optischen
Eigenschaften in sich inhomogen sind und wenn die Zusammensetzung des
Fluorophorgemisches in diesen inhomogenen Matrizen noch zusétzlich selbst
eine Funktion des Ortes ist. Eine solche Situation liegt bei der Matrix
menschlichen Hautgewebes mit dem dort vorkommenden Gemisch endogener
und exogener Fluorophore vor. Die Fluorophor-Komponentenanalyse wird bei
dieser Matrix dadurch zusatzlich erschwert, dass sie fiir sichtbares Licht eine
vom langwelligen zum kurzwelligen stark abnehmende Eindringtiefe aufweist.
Diesem Nachteil kann durch nichtlineare Fluorophor-Anregung mittels
simultaner Zweiphotonenabsorption im langwelligen Spéktralbereich begegnet
werden, aber dies schrankt nicht nur die o.g. breite Methodenkombination fur
die Fluorophor-Komponentenanalyse erheblich ein, bzw. macht sie
auRerordentlich aufwendig, sondern bedingt vor allem auch den Einsatz
ultrakurzer intensiver, hochrepetierender Laser-Lichtpulse im
Femtosekundenbereich (fs). Damit ist die weitgehend bekannte Gefahr eines
photochemischen Ausbleichens der Fluorophore verbunden und insbesondere
bei in-vivo Anwendungen besteht aulRerdem das Risiko der Beeinflussung der
Zellteilungsrate, ausgeldst durch die erforderlichen hohen Photonenflul3dichten
von typischerweise >10% Photonen pro cm? und s und hochrepetierender

Bestrahlungsregimes.

Nun ist aber gerade die Fluorophor-Komponentenanalyse in menschlichem
Gewebe von erheblichem Interesse, z.B. im Zusammenhang mit medizinisch-
diagnostischen, pharmazeutischen und kosmetischen Fragestellungen. Dabei
steht ganz besonders der endogene Fluorophor Melanin im Vordergrund.
Melanin kommt u.a. in der Haut, in Haaren und im Auge vor, es ist z.B.

verantwortlich fir die Haut- und Haarfarbe, und es spielt insbesondere eine
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zentrale Rolle einerseits als ,Sonnenschirm®, andererseits bei der Entartung
von Hautgewebe zum malignen Melanom, dem schwarzen Hautkrebs.

Nach S. P. Nighswander-Rempel et. al. ,A quantum yield map for synthetic
eumelanin® in J. Chem. Phys. 123, 2005, 194901-1-6 hat Melanin den fiir eine
Fluoreszenzanalytik gravierenden Nachteil einer auRerordentlich geringen
Fluoreszenzquantenausbeute in der GréRenordnung von héchstens 10, eine
aus der ungewodhnlichen Absorption von Melanin abgeleitete spezifische
Fluoreszenzquantenausbeute liegt sogar nur in der GréRenordnung von 107,
Das Absorptionsspektrum des Melanins ist verschieden von dem nahezu
sémtlicher anderer organischer Fluorophore. Wahrend letztere zwischen
nahem Ultraviolett- und nahem Infrarot-Spekiralbereich nur einzelne diskrete
Absorptionsbanden zeigen, hat Melanin im genannten Spektralbereich einen
monoton fallenden Absorptionsverlauf. Somit gibt es bei Melanin enthaltenden
Fluorophorgemischen im Falle der Zweiphotonenabsorption im roten bzw.
nahen infraroten Spektralbereich spektral keine auch nur annahernd selektive
Anregung des Melanins, denn jede Lichtwellenlange, die irgendeinen
Fluorophor anregt, regt auch Melanin an. Aus der DE 199 39 706 C2 ist es
zwar bekannt, dass sich durch Zweiphbtonen-Anregung mit Femtosekunden-
Impulsen eine Anreicherung des angeregten Melanins gegentiber allen
anderen Fluorophoren erreichen lasst, womit quasi eine gewisse
Kompensation der geringen Fluoreszenzquantenausbeute méglich ist. Dies
basiert darauf, dass die Zweiphotonen-Anregung beim Melanin als
stufenweiser Prozel} zweier aufeinanderfolgender Einphotonen-Absorptionen
Uber ein reelles Zwischenniveau verlauft (siehe K. Teuchner et. al.
»,Femtosecond Two-photon Excited Fluorescence of Melanin® in Photochem.
Photobiol. 70(2), 1999, pp.146-151), im Unterschied zur Ublichen simultanen
Zweiphotoneh—Anregung mit einem nur virtuellen Zwischenniveau bei den
relevanten anderen Fluorophoren. Aber die fluoreszenzspektroskopische
Signifikanz und analytische Verwertbarkeit dieser Anreicherung von
angeregtem Melanin ist begrenzt durch dessen im Vergleich zu den anderen

relevanten Fluorophoren auerordentlich geringe
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Fluoreszenzquantenausbeute. Aus der Veréffentlichung von K. Hoffmann et. al.
,Selective Femtosecond Pulse-Excitation of Melanin Fluorescence in Tissue® J.
Invest. Dermatol. 116 (2001), 629-630, ist zwar bekannt, dass mit dieser auf
Femtosekundenpulsen basierenden Zweiphotonen-Anregung an malignen
Melanomen ex-vivo eine Rotverschiebung der Fluoreszenz gegentber
gesundem Hautgewebe ex-vivo gemessen werden kann und eine Verkirzung
des Fluoreszenzabklingens auftritt (siehe auch DE 102 32 028 B4). Zu den
oben erwahnten lokalen Ausbleicheffekten mit noch unbekannten
Folgereaktionen und der Gefahr der Beeinflussung der Zellteilungsrate bei
Pulsleistungsdichten ab 100 GW/cm? kommt bei der nichtlinearen Fluorophor-
Anregung in-vivo mit intensiven, ultrakurzen Lichtpulsen eine Gefahrenquelle
hinzu, die bislang praktisch véllig unbeachtet geblieben ist: Die gefahrlich hohe
Effektivitadt einer unerwlinschten Dreiphotonen-Anregung von Fluorophoren, die
aus einer der simultanen Zweiphotonenabsorption nachfolgenden
Einphotonenabsorption aus dem Anregungszustand resuitiert. In der Literatur
ist eine bei der nichtlinearen Fluorophoranregung mégliche
Dreiphotonenabsorption bislang nur selten erwdhnt und dann im Sinne einer
simultanen Dreiphotonenabsorption insofern falsch interpretiert worden, als
dass sie infolge ihres auRerordentlich geringen Wirkungsquerschnitts eine
verschwindend geringe Effektivitat aufwiese. Mit dieser Fehlinterpretation wird
die konkrete Gefahr nicht erkannt, die von einer tatsachlich auftretenden
Zweiphotonenabsorption mit nachfolgender Einphotonenabsorption ausgeht.
Dieser Prozess entspricht energetisch einer Anregung im UV-B bzw. sogar
UV-C Bereich. Deren hohes karzinogenes Potential macht die Anwendung der
Methode der nichtlinearen Fluorophor-Anregung mit Femtosekundenimpulsen
auf menschliches Gewebe sehr risikoreich und erhéht z.B. die Gefahr von
DNA-Protein Cross-links. Die beschriebenen Effekte lassen diese Form der
Melanom-Diagnostik auf der Basis von Femtosekunden-Impulsen fur in-vivo

Anwendungen als zu risikoreich erscheinen.



10

15

20

25

30

WO 2008/000223 PCT/DE2007/001076

Aus der US 5,034,613 ist ein Laser-Mikroskop mit simultaner Zweiphotonen-
Fluoreszenz-Anregung bekannt, das zur Untersuchung von Zellmaterial
Anregungswellenldngen im Bereich von rotem zu nahem infrorotem Licht, d.h.
zwischen 640 und 1200 nm, mit Pulslangen im Subpicosekundenbereich, d.h.
<10™ s, hier mit 100 Femtosekungen (fs), mit einer Wiederholrate von 80 MHz
verwendet. Es kommt eine sehr hohe lokale Lichtintensitat durch eine
Fokussierung auf 1pm zustande. Durch die sehr enge Fokussierung soll das
Ausbleichen der Fluorophore auf den unmittelbaren Beobachtungsbereich
begrenzt werden. Ferner soll die Zweiphotonen-Anregung die sogenannte
Hintergrundfluoreszenz verstéarkt unterdriicken. Aus der DE 44 14 940 C2 ist
ein Lumineszenz-Rastermikroskop mit Zweiphotonen-Anregung bekannt, das
mit Laserpulsen gréRer als 1 Picosekunde (ps) arbeitet, um die Verwendung
teurer Femtosekunden-Laser zu vermeiden. Um die dabei zur Schonung der
Untersuchungsobjekte eingesetzte niedrige Pulsleistung auszugleichen, wird
eine groRere Messdauer, d.h. eine langere Pulsfolge zur
Lumineszenzanregung eingesetzt. Aus der DE 197 19 344 A1 ist eine
Anordnung zur optischen Mikromanipulation, Analyse, und Beabeitung von
Objekten bekannt, die mit einem Wellenlangenspektrum zur Anregung im
Bereich zwischen 400 und 1200 nm und Pulslangen in Nano-, Pico- und
Femtosekundenbereich arbeitet. Die Anordnung bezieht sich im Wesentlichen
auf den Einsatz eines Gber den gesamten Spektralbereich durchstimmbaren
Lasers und weniger auf die zur eigentlichen Stoffanalyse bestimmte
Fluoreszenzanregung. Dennoch wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass
zur Analyse nur die Pulsdauern im Femtosekundenbereich eingesetzt werden.
Pulsléngen im Bereich von Picosekunden oder Ianger werden ausschlieRlich

far die Mikromanipulation verwendet.

Aus der DE 199 35 766 A1 ist ein Verfahren zur optischen Anregung von
Fluorophor markierter DNA und RNA bekannt, bei dem eine simultane, nicht
resonante Multiphotonen-Fluoreszenzanregung mit bevorzugten Wellenlangen

aus dem Bereich zwischen 760 und 820 nm und Leistungsdichten zwischen
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100 MW/cm? und 10 TW/cm? eingesetzt wird. Es wird herausgestellt, dass die
simultane Zweiphotonen- oder Dreiphotonen-Anregung in der hier
angesprochenen DNA/RNA-Analytik bisher nicht bekannt ist. Insbesondere
wird ein Beispiel herausgestellt, bei dem verschiedene Fluorophore mit einer
Wellenldnge von 770 nm, einer Pulsdauer von 200 fs, ein Pulsfrequenz von 76
MHz und einer Leistungsdichte von 500 GW/cm? zu einem kontrastreichen
Fluoreszenzspektrum mit Maxima zwischen 480 und 650 nm angeregt werden
konnten. Die DE 199 39 706 C2 beschreibt die Auswahl von Fluorophoren fur
die Stoffmarkierung bei der MuItiphotohen-Laserscanning—Mikroskopie, die
eine stufenweise, resonante Absorption mit reellen Zwischenniveaus
aufweisen. Dabei soll zur Anregung eine wesentlich geringere Laserintensitat,
d.h. Photonenflussdichte, erforderlich sein, so dass einerseits der
geratetechnische Aufwand verringert und andererseits die Gefahr elektrischer
Durchschlage und der photochemische Effekt des Ausbleichens der Stoffprobe
nach der Einphotonen-Absorption minimiert werden kann. Insbesondere wird
kinstliches Melanin als ein solches Fluorophor hervorgehoben, bei dem der
Wirkungsmechanismus der stufenweisen, resonanten Multiphotonen-
Absorption gezielt ausgenutzt, d.h. die Anregung nicht Uber virtuelle sondern
tber reelle Zwischenniveaus erzielt wird. Konkret wird eine Wellenldnge von
800 nm, eine Pulsdauer von 120 fs und eine Pulsenergie von 1 pJ zur
Fluoreszenz-Anregung verwendet. Die emittierte Fluoreszenz liegt im blau-
grin-roten Spekiralbereich mit einem Maximum bei 610 nm. Die

DE 100 65 146 A1 beschreibt ein Verfahren und eine Anordnung zur nicht
invasiven dreidimensionalen optischen Untersuchung und Therapie der Haut,
die gepulste Laserstrahlung im nahen Infrarotbereich mit Wellenlangen von
700 bis 1200 nm sowie Pulslangen von weniger als 20 ps mit Lichtintensitaten
in der GréRenordnung zwischen Gigawatt pro cm?® und Terrawatt pro cm? bei
einer Pulsfolgefrequenz von 80 MHz zur Multiphotonen-Anregung
kérpereigener Fluorophore verwenden. Insbesondere sollen Melanome der
Haut lokalisiert und irreversibel geschadigt werden. Es wird beschrieben, dass

resonante und nicht resonante Multiphotonen-Fluoreszenzanregung
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spezifischer endogener Fluorophore, insbesondere Melanin, hervorgerufen
wird, wodurch anhand der festgestellten Anordnung der Fluoreszenz-Intensitéat
und der Fluoreszenz-Lebensdauer eine Unterscheidung nach bestimmtem
pathologischem und gesundem Gewebe mdglich sein soll. Auf die exakten
Wirkmechanismen der Multiphotonen-Anregung im Zusammenhang mit den
Anregungsparametern sowie die Interpretation der Fluoreszenzantwort zur

exakten Lokalisierung pathologischen Gewebes wird nicht eingegangen.

In der WO 02/069784 wird ein tragbares Fluoreszenz-Lebenszeit Spektrometer
(FLS) zur gleichzeitigen in-vivo-Analyse der spekiralen und temporalen
Fluoreszenzeigenschaften von Gewebe oder Zellen auf karzinogene oder
prekarzinogene Gewebeanteile beschrieben. Die zeitabhangige Fluores-
zenzantwort endogener Fluorophore Wie Kollagen, Elastin, NADPH und
Tryptophan ist stark von der biochemischen Umgebung und deren pH-Wert
und Sauerstoffgehailt abhangig, wodurch auf gesundes oder krankes Gewebe
geschlossen werden kann. Das FLS kann in weniger als einer Sekunde die
Daten des transienten Abklingverhaltens eines bestimmten Frequenzbandes
der Fluoreszenz des untersuchten Gewebes Uiber Zeitraume von durch-
schnittlich 360 Picosekunden verarbeiten und ist damit fur den in-vivo-Einsatz
geeignet. Die Druckschrift stellt damit kein neues Messverfahren, sondern ein

far einen speziellen Zweck optimiertes Messgerat vor.

Die DE 102 39 028 B4, von der die vofliegende Erfindung als nachstliegendem
Stand der Technik ausgeht, beschreibt ein Verfahren zur Identifizierung von
natdrlich vorkommenden oder synthetisch hergestellten Melaninsorten. Dabei
wird das vorkommende Melanin durch Einphotonen- und stufenweise,
resonante Zweiphotonen-Anregung selektiv gegentiber anderen in der Probe
vorhandenen Fluorophoren mit Laserpulsen der Wellenlénge 800 nm und einer
Pulslange im Femtosekundenbereich angeregt und das als Antwort darauf
erhaltene Fluoreszenzspektrum nach spektraler Verteilung und zeitlich

aufgeldst ausgewertet. Durch die spektrale Verteilung der erhaltenen
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Fluoreszenz-Intensitdten und das Abklingverhalten kann nach den
verschiedenen Melaninsorten selektiv unterschieden und damit eine Aussage
Uber das Vorhandensein von Gewebe mit dem Verdacht auf maligne Melanome

entschieden werden.

Im Stand der Technik wird die Detektion von Fluorophoren im Aligemeinen und
Melanin im Besonderen regelméaRig mit Laserpulsen mit Pulsiangen im
Femtosekundenbereich, hdchstens jedoch mit kleiner 20 ps angeregt. Der
Wellenl&ngenbereich wird mit 700 bis 1200 nm angegeben, wobei regelmaRig
eine Wellenl&nge von 800 nm zur Anwendung kommt. Die energiereichen
Pulse werden hoch repetitiv mit Frequenzen von z.B. 80 MHz abgestrahlt und
erzeugen Leistungsdichten des Photonenflusses zwischen 100 GW/cm? und
einigen TW/cm?®. Mit den Pulslangen im Femtosekundenbereich ist hoher
apparativer Aufwand verbunden, der den Einsatz handlicher und einfach
bedienbarer Geréte, z.B. fur die Melanomdiagnostik, unméglich macht. Wenn
die weiter oben beschriebenen Nachteile und Risiken zu Gunsten der
Méglichkeit der selektiven Melanin-Detektion nicht in Kauf genommen werden
sollen, mussen Diagnostikverfahren mit der Absicht einer in-vivo Anwendung
mit Leistungsdichten deutlich unter 100 GW/cm?, der Schwelle fiir
Zellsch&digungen, arbeiten. Aus den neuesten Erkenntnissen zur Gefahr einer
hinter einer vermeintlichen Zweiphotonenabsorption verdeckt auftretenden
tatsachlichen Dreiphotonenabsorption mit karzinogenem UV-C Potential
resultiert eine deutlich verscharfte Bedingung von Leistungsdichten

<1 GW/cm®. Insbesondere muR der hohe Energieeintrag in die Gewebe-
Matrix, verursacht durch die auf hochrepetierenden Lasersystemen
basierenden MeRsysteme, strikt vermieden werden, wenn die zu
untersuchenden Fluorophorgemische Melanin enthalten, da praktisch die
gesamte im Melanin absorbierte Energie im Gewebe verbleibt und z.B. in
Warme oder in photochemischen Folgeprozessen umgesetzt werden muR.
Dies ist ein Spezifikum der auBerordentlich geringen Fluoreszenzquanten-

ausbeute von Melanin. Andere Fluorophore geben typischerweise einen
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GrofRteil der absorbierten Anregungsenergie wieder als Fluoreszenz-Strahlung
ab.

Aufgabenstellung

Die Aufgabe fur die vorliegende Erfindung ist daher darin zu sehen, ein
gattungsgemaRes ortsaufgeldstes Detektionsverfahren fur Melanin in
Fluorophorgemischen in einer Festkérperprobe der eingangs genannten Art so
weiterzubilden, dass die Nachteile durch hohen apparativen Aufwand,
aufwendige Handhabung, mehrstufige Verfahren und nicht eindeutige
Detektionsergebnisse und insbesondere wegen hoher Einstrahlieistungen
bestehende Risiken durch Ausbleichen, Beeinflussung von Zellteilungs-
mechanismen, Verbrennungen und Krebsgefahr bei in-vivo-Detektionen
vermieden werden und ein einfaches, eindeutige Ergebnisse lieferndes,
handhabbares und preisglnstiges Verfahren zur Verfligung gestelit wird.

Die Lésung fur diese Aufgaben ist dem Hauptanspruch zu entnehmen.
Vorteilhafte Modifikationen werden jeweils in den Unteranspriichen aufgezeigt

und im Folgenden im Zusammenhang mit der Erfindung néher erlautert.

Das erfindungsgemaRe ortsaufgeldste Detektionsverfahren fir Melanin in
Fluorophorgemischen in einer Festkdrperprobe erzielt seine aufgabengemalle
Wirkung durch ausschlieliche Fluoreszenz-Anregung des im
Fluorophorgemisch vorhandenen Melanins durch Photonen-Absorption mit
zumindest einem Puls einer Laserlichtquelle, die mit einer Pulslénge von 0,5
bis 5 ns eine Anregungswellenlénge im Bereich zwischen 300 und 1000 nm mit
einer Photonenflussdichte von 10% bis 10?® Photonen pro cm? und s abstrahilt.
Die Detektion erfolgt durch Z&hlung der im Fluoreszenzspekirum zwischen 400

und 700 nm abgestrahlten Photonen.

Es hat sich namlich besonders Uberraschenderweise gezeigt, dass im

Gegensatz zum bisherigen Kenntnisstand in der Literatur (K. Teuchner et al. J.
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- Fluor. 10/3, 2000, 275-281J. Fluor. 10/3, pp. 275-281, 2000) das durch

Zweiphotonen-Anregung hervorgerufene Fluoreszenzspekirum des Melanins
auch mit Laserpulsen mit Pulsléangen gréRer als um 100 fs herum angeregt
werden kann, insbesondere mit technisch bequem realisierbaren Pulsen im
Nanoskundenbereich, bei einer besonder vorteilhaften Weiterbildung des
Verfahrens nach der Erfindung mit einer Pulsdauer von 2 ns. Dies ist fUr die
vorliegende Aufgabenstellung in mehrerer Hinsicht von herausragender
Bedeutung, wie sich schon theoretisch und anschaulich an der Abhangigkeit
der Besetzungsdichte des mittels Zweiphotonenabsorption besetzten
Fluoreszenzniveaus von der Impulsdauer (siehe DE 199 39 706 C2)
verdeutlichen lasst: Eine Verlangerung der Impulsdauer um 4
GréRRenordnungen (100fs > 1ns) bewirkt bei sonst unveranderten Parametern
bei der fur Ubliche Fluorophore simultanen Zweiphotonen-Absorption eine
Erhéhung der Besetzungsdichte im Fonreszenzniveau um gleichfalls 4
GréRenordnungen, fur stufenweise Zweiphotonen-Absorption bei Melanin
hingegen um 8 GréRenordnungen. Da fur beide Typen von Zweistufen-
Absorption diese Besetzungsdichte quadratisch von der Anregungsintensitét
abhangt, kdnnte die Laser-Pumpintensitat der Pulse im Nanosekundenbereich
theoretisch um 4 Gréenordnungen gegeniiber den Pulsen um 100 fs herum
vermindert werden, um far Melanin bei Anregung im Nanosekundenbereich
dieselbe Fluoreszenzintensitat zu erhalten wie im Verfahren mit Impulsen um
100 fs herum. Die Fluoreszenz der anderen, Ublichen Fluorophore héatte sich
demgegenuber um 4 GréRenordnungen vermindert, d.h. sie wére
vergleichsweise unmessbar. Dies bestétigt sich angenahert so auch in der
Praxis. Um bei gleichem Detektionssystem bei Anregung im Nanosekunden-
bereich eine deutliche selektive Fluoreszenzantwort des Melanin zu erhalten,
kann die PhotonenfluRdichte um nahezu 3 GréRenordnungen gegenuber
Anregung um 100 fs herum vermindert werden und nach einer vorteilhaften
Weiterbildung des Verfahrens nach der Erfindung bei 10 Photonen pro cm?
und s, entsprechend etwa 300 MW/cm? fir Photonen des roten bis NIR

Spektralbereichs, liegen. Die anderen Ublichen Fluorophore sind bei dieser
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Anregung und unter identischen Detektionsbedingungen unmessbar schwach,
d.h. eine sichere selektive Melanin-Fluoreszenzdetektion aus dem
vorliegenden Fluorophorgemisch ist realisiert. Dabei sind gleichzeitig die
erforderlichen Laserintensitaten um mehrere GréRRenordnungen vermindert
worden, d.h. die Gefahr der o.g. Strahlenschadigungen ist drastisch reduziert.
Zur Detektion der Melanin-Fluoreszenz kann nach weiteren vorteilhaften
Ausbildungen des Verfahrens nach de.r Erfindung eine Mittelung Uber eine
Akkumulationszahl von 2 bis 100 einzelner Pulsen der Laserlichiquelle bei
vorteilhaft geringem Energieeintrag durchgefihrt und die spektrale

Fluoreszenzantwort in Wellenlangenschritten von 25 nm erfasst werden.

Nach weiteren vorteilhaften Ausbildungen des Verfahrens nach der Erfindung
kann die Fluoreszenzanregung durch Anregungswellenlangen im Bereich
zwischen 300 und 350 nm ausschlieBlich durch Einphotonen-Absorption und
die Erfassung der Fluoreszenzantwort global Gber die Festkérperprobe durch
eine bildliche Darstellung erfolgen. Dabei kann besonders vorteilhaft die
Anregungswellenlange 337 nm betragen und die bildliche Darstellung durch
direkte optische Fotografie der im sich{baren Bereich abgestrahlten
Fluoreszenz erfolgen. Es hat sich namlich Uberraschend gezeigt, dass
Hautgewebeareale mit malignen Melanomen eine charakteristische
Strukturierung in der Intensitétsverteilung des Fluoreszenzbildes des
Gesamtareals aufweisen, wenn dieses mit Einphotonen-Anregung erzeugt und
mit einem hochempfindlichen, gegateten Detektionssystem aufgenommen wird.
Geeignet sind dazu besonders Anregungen mit einem Nanosekundenimpuls-
Stickstofflaser (337 nm) und spektral selektierte Fluoreszenz im Bereich 400-
650 nm. Es hat sich auflerdem Uberraschend herausgestellt, dass in malignen
Melanomen eine solche Verarmung an Fluoreszenz der Ublicherweise bei
konventioneller Einphotonenanregungvdominierenden Fluorophore auftritt,
dass bei gemaR den vorteilhaften Auspragungen des Verfahrens gewéhlten
Anregungs- und Detektionswellenldngen diese Fluoreszenzléschung als ein

erstes Indiz fur maligne Entartung benutzt werden kann. Daher kann die
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ortsaufgel6ste Detektion interessierender Hautgewebsareale mit dem
Verfahren nach der Erfindung im Fluoreszenzlicht von mit geeigneten UV-
Photonen aus Nanosekundenimpulsen angeregten Fluorophoren, spekiral
gefiltert, zur Erkennung von Verdachtsarealen fur maligne Melanome

eingesetzt werden.

Nach weiteren vorteilhaften Ausbildungen des Verfahrens nach der Erfindung
kann die Fluoreszenzanregung durch Anregungswellenl&ngen im Bereich
zwischen 600 und 1000 nm ausschlieRlich durch stufenweise Zweiphotonen-
Absorption und die Erfassung der Fluoreszenzantwort lokal und selektiv bei der
fur die Melaninsoite Eumelanin charakteristischen Fluoreszenzwellenlange von
475 nm und bei der fur die Melaninsorte Pheomelanin charakteristischen
Fluoreszenzwellenlange von 575 nm erfolgen. Dabei kann besonders
vorteilhaft die Anregungswellenléhge zwischen 800 und 900 nm liegen und die
lokale Ortsauflosung bei Messspots im Bereich zwischen 40 und 100 pm
liegen. Zur weiteren Risiko-Minimierung bei in-vivo Fluoreszenzmessungen
kann die Anregungswellenldnge von den sonst standardmé&flig verwendeten
800 nm auf Wellenlangen um 900 nm herum verschoben werden. Damit wird
schon durch die vorgegebene Laser-Wellenl&nge ein Erreichen des kritischen
UV-Bereichs unterhalb von 300 nm bei nichtlinearer Dreiphotonen-Absorption
ausgeschlossen. Die Energie von 3 hv fur A = ¢/v =900 nm entspricht einer
Wellenldnge von 300 nm. Diese energetisch wesentliche Verschiebung der
Anregungswellenlange fur Melanin auf den Bereich um 900 nm herum wird hier
erstmals beschrieben und erfindungsgemal eingesetzt. Es hat sich nédmlich
weiterhin besonders Uberraschend gezeigt, dass Melanin auch noch mit
Impulsen mit einer Wellenldnge um 900 nm herum zu einer einwandfrei
messbaren, stufenweise angeregten Fluoreszenz angeregt werden kann. Eine
solche Melaninfluoreszenz, z.B. im menschlichen Hautgewebe, zeigt ex-vivo im
Paraffinschnitt ein spekiral breites, asymmetrisches Profil mit einem Maximum
im blaugrtinen Spektralbereich bei etwa 475 nm und einer lang auslaufenden

Flanke bis in den roten Spektralbereich, die implizit eine zweite Komponente
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darstellt. Es hat sich dabei auRerdem Uberraschend gezeigt, dass sich im Falle
der Entartung des Hautgewebes zum malignen Melanom das Spekiralprofil der
Melaninfluoreszenz signifikant verandert. Es zeigt nun deutlich zwei Banden,
im Paraffinschnitt 475 nm und 575 nm, d.h. der gelbrote Spekiralanteil der
Fluoreszenz ist wesentlich deutlicher ausgepragt. Dieser Umstand folgt aus der
signifikanten Abnahme der Gesamtfluoreszenz des Melanins im malignen
Melanom gegeniiber gesundem Gewebe, und diese Abnahme geht zu Lasten
der kurzwelligen Komponente. Diese erstmals durch die Wahl der erfindungs-
gemafen Verfahrensparameter erhaltenen reinen Fluoreszenzspektren von
Melanin bei Anregung des Fluorophorgemisches in Hautgewebe machen
deutlich, dass alle frilher ausschlieBlich mit Impulsen im Femtosekunden-
bereich gemessenen Fluoreszenzspekiren von Hautgewebe keine reine
Melaninfluoreszenz widerspiegeln, sondern auch Anteile von Fluorophoren mit
simultaner Zweiphotonen-Absorption. Das zeigt sich explizit bei der
Fluoreszenzdetektion von Hautgewebe mit malignem Melanom in Paraffin, bei
dem ein und dasselbe Gewebeareal sowohl mit 800 nm Impulsen im
Femtosekundenbereich als auch mit Impulsen im Nanosekundenbereich
angeregt wurde. Das dabei auftretende Minimum bei 525 nm bei der
Fluoreszenzanregung im Nanosekundenbereich, ist bei der
Fluoreszenzanregung im Femtosekundenbereich durch die FAD-Fluoreszenz
(Flavin-Adenin Dinukleotid) tberdeckt. Insofern zeichnet sich also das
erfindungsgemafRe Verfahren eindeutig durch eine gréRere Nachweis-
empfindlichkeit hinsichtlich durch krankhafte Veréanderungen bedingter
Melaninfluoreszenz in Hautgewebe aus. Diese durch das erfindungsgemaie
Verfahren gesteigerte Nachweisempfindlichkeit kommt insbesondere der
Erkennung beginnender maligner Entartung in Naevi zugute und ist flr maligne
Entartungen ein weiterer wesentlicher Vorteil neben dem Vorteil der Nicht-
invasivitat, d.h. Eliminierung der verschiedenen oben dargestellten Gefahren
der Strahlenbelastung und dem Vorteil des deutlich geringeren apparativen
Aufwandes fur Impulse im Nanosekundenbereich im Vergleich zu Impulsen im

Femtosekundenbereich.
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In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform des Verfahrens nach der
Erfindung werden beide bisher beschriebenen Verfahrensauspragungen
zusammengefasst. Dazu wird die Fluoreszenz-Detektion global zu
untersuchender Hautareale im Licht einer durch Einphotonen-Absorption
angeregten Fluoreszenz durchgefuhrt und die Auswahl von Probenarealen
speziellen Interesses durch Feststellung von Fluoreszenzausléschungen in der
Fluoreszenzantwort getroffen. AnschliefRend wird in diesen ausgewahlten
Arealen eine mittels der stufenweisen Zweiphotonen-Absorption angeregte
Fluoreszenzantwort lokal und selektiv erfasst und der auftretende Anteil
insbesondere der Melaninsorte Pheomelanin durch Feststellung der
zugehdrigen Anzahl der ausgestrahlen Photonen ermittelt. Der Grad der im
ersten Verfahrensabschnitt zu ermittelnden Fluoreszenzausléschung kann
dabei vorteilhaft durch proportional dazu in der bildhaften Darstellung
auftretende Farb- oder Grauabstufungen festgestellt werden, wobei die
dunkelsten Areale mit der groRten Fluoreszenzausléschung fUr die weitere
Untersuchung im zweiten Verfahrensabschnitt ausgewahlt werden. Vorteilhaft
kann auch das Verhaltnis der auftretenden Anteile der Melaninsorten
Eumelanin und Pheomelanin registriert werden. Weiterhin kann das Verfahren
besonders vorteilhaft auf Festkdrperproben von Gewebeteilen der
menschlichen Haut, des menschlichen Augenhintergrunds oder menschlicher
Haare angewendet werden, wobei das Verfahren entweder ex-vivo an in
Parafin stabilisierten und Formalin fixierten oder in-vivo an in ihrer natarlichen
Umgebung fixierten Festkdrperproben durchgefihrt werden kann. Insgesamt
kann das ortsaufgeldstes Messverfahren flr die Detektion von Melanin in
Fluorophorgemischen in einer Festkérperprobe nach der Erfindung besonders
vorteilhaft fur die technisch objektive Friherkennung von malignen Melanomen

in menschlichem Hautgewebe als Festkdrperprobe eingesetzt werden.

Ausfiihrungsbeispiele
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Das ortsaufgeldste Messverfahren fur die Detektion von Melanin in Fluorophor-

gemischen in einer Festkérperprobe nach der Erfindung wird nachfolgend

anhand der schematischen Figuren beispielhaft naher erlautert. Dabei zeigt:

Figur 1A

Figur 1B

Figur 2

Figur 3A
Figur 3B

Figur 3C

Figur 4A

Figur 4B

Fluoreszenzspekiren eines Melanoms, aufgenommen mit

Anregungspulsen bei 810 nm und 2 ns; mit Fotos der Messorte,

Fluoreszenzspekiren eines Melanoms, aufgenommen mit

Anregungspulsen bei 880 nm und 2 ns; mit Fotos der Messorte,

Vergleich zweier Fluoreszenzspekiren eines Melanoms und
gesunder Haut, aufgenommen mit Anregungspulsen bei 810
nm und 0,7 ns, '

Foto eines Hautareals mit malignem Melanom
Grauwert-Ubersichtsfoto des unter 3A genannten Hautareals
im Lichte der mit 337 nm -Anregungspulsen erzeugten
Fluoreszenz

Fluoreszenzspekiren an den im Foto Figur 3B angegebenen
Messorten mit 810 nm und 2 ns Zweiphotonen-
Anregungspulsen

Anordnung zu Aufnahmen im Licht der Fluoreszenz bei
Einphotonen-Anregung

Messanordnung flr FlLuoreszenzspektren bei Zweiphotonen-

Anregung

Alle in den nachfolgend beschriebenen Figuren angegebenen Zahlenwerte und

Abbildungen zu Fluoreszenzspekiren beziehen sich auf unter vergleichbaren

Versuchsbedingungen mit den in Figur 4 dargesteliten Messanordnungen

ermittelte, spektral nicht korrigierte Fluoreszenzspektren.
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In der Figur 1A sind drei Fluoreszenzspektren eines malignen Melanoms mit
Zweiphotonen-Anregung und Anregungspulsen bei 810 nm Wellenlange und

2 ns Pulslange mit Fotos der Messorte angegeben. Die Fotos auf der rechten
Seite geben einen senkrecht zur Hautoberflache gelegten Schnitt durch ein in
Paraffin eingebettetes malignes Melanom von 7,7 mm Dicke wider. Der helle
Fleck darin zeigt den jeweiligen Messort bei oben 0 mm, in der Mitte 3 mm und
unten 6 mm Messtiefe. Die mit den oben angegebenen Parametern ermittelten
Fluoreszenzspekiren sind auf der linken Seite dargestellt. Die Messeinrichtung
ist so eingestellt, dass das Messareal jeweils einen Durchmesser von 70 pm
aufweist. Die Fluoreszenzspektren oben und unten, unmittelbar an der
Hautoberflache und direkt am unteren Ende des malignen Melanoms, zeigen
das Spekirum gesunden Hautgewebes mit der charakteristischen Auspragung
des Eumelanins bei 475 nm. Das Fluoreszenzspektrum in der Mitte, im
Zentrum des malignen Melanoms, zeigt sowohl die relative Auspragung des fur
Pheomelanin, d.h. fir das maligne Melanom, charakteristischen Anteils bei
575 nm und die Licke bei 525 nm als Nachweis der Unterdriickung der Flavin-
Fluoreszenz, als auch die Abnahme der Fluoreszenz-Gesamtintensitat im
malignen Melanom. Figur 1B zeigt 2 Beispiele flr Fluoreszenzspektren eines
malignen Melanoms mit Zweiphotonen-Anregung und Anregungspulsen bei auf
880 nm verschobener Wellenldnge und 2 ns Pulslange mit Fotos der Messorte
bei oben 0 mm und unten 2 mm Messtiefe und einem Durchmesser von 70 pm.
Die ermittelten Fluoreszenzspektren sind wieder auf der linken Seite
dargestellt. Die Messergebnisse demonstrieren, dass das maligne Melanom
auch noch bei der Anregung mit einer nahe bei 900 nm liegenden Wellenlénge
sicher identifiziert werden kann, mit dem entscheidenden Vorteil einer
insbesondere fir in-vivo-Anwendungen risikofreien Messung, da selbst 3-
Photonenabsorption, die unter den vofliegenden MeRbedingungen ohnehin
eine zu vernachlassigende Wahrscheinlichkeit hat, nicht in den UV-C Bereich
fuhrt. Infolge der bedingt durch die Verlangerung der Anregungswellenlange
energiedrmeren Anregung ist das Autofluoreszenzspekirum insgesamt etwas

bathochrom verschoben, die charakteristischen Maxima von 475 nm nach
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525 nm, bzw. von 575 nm nach 600 nrh. Das Fluoreszenzspekirum oben zeigt
wieder das Spekirum gesunden Hautgewebes mit der bathochrom
verschobenen Auspragung des Eumelanins bei 525 nm. Das
Fluoreszenzspektrum unten zeigt wieder sowohl das Spektrum fir das maligne
Melanom mit der bathochrom verschobenen Auspragung des Pheomelanins
bei 600 nm als auch erneut die Abnahme der Fluoreszenz-Gesamtintensitat im

malignen Melanom.

In Figur 2 werden nochmals die Fluoreszenzspektren von mit dem malignen
Melanom befallenem und gesundem Hautgewebe direkt gegentibergestellt. Die
Anregungsparameter sind: Zweiphotohen-Anregung bei 810 nm Wellenlange
und 0,7 ns Pulsdauer mit einem Durchmesser des Messorts von 70 um. Die
Proben stammen von verschiedenen Messvorgangen und damit sind die
beiden Fluoreszenzspektren nur qualitativ, nicht aber quantitativ vergleichbar.
Das untere Fluoreszenzspektrum stammt von einer Probe gesunder Haut und
zeigt die charakteristische spektrale Verteilung der Fluoreszenz mit einem
deutlichen Schwerpunkt bei 475 nm far Eumelanin. Das obere
Fluoreszenzspektrum stammt von einer Probe mit malignem Melanom und
zeigt eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz bei 575 nm fir Pheomelanin,
dem Indikator fiir das maligne Melanom sowie der charakteristischen Llcke bei
525 nm fur die FIavin-FIuoreszenz-Unferdruckung. Die in solchen Fallen
auftretende Reduzierung der Gesamtfluoreszenz ist in diesem Beispiel nicht
sichtbar, da die beiden Fluoreszenzspekiren wegen der Abstammung von
verschiedenen Messvorgdngen nicht zueinander normierbar sind. Z.B. kénnen
schon die Dicken der zu Uberwindenden Paraffin-Schichten Gber den
Hautproben unterschiedlich sein. Unabhéngig davon sind die resultierenden
Fluoreszenzspektren der beiden Proben qualitativ eindeutig befallenem und
gesundem Hautgewebe zuordenbar und zeigen, dass auch bei Detektionen mit
ganz unterschiedlichen Bedingungen bei Einhaltung gleicher Pulsparameter

der Fluoreszenzanregung eine eindeutige Aussage Uber den Zustand der
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Probe am Messort allein auf Grund des spektralen Effekts getroffen werden

kann.

Figur 3A zeigt ein Foto mit normalem Licht eines in Paraffin eingebetteten
Hautgewebe-Areals mit einem malignen Melanom wie in Figur 1. Mit dem
Kreuz ist ein markanter Punkt an der Hautoberflache der Probe
gekennzeichnet. Zum GréRenvergleich betragt die Distanz vom Kreuz bis zum
Lichtspot 3mm. Figur 3B zeigt nun zunéchst zur Abschatzung von
Verdachtsarealen eine Grauwert-Aufnahme als Ubersicht desselben
MeRojektes wie in Figur 3A, hier im Lichte der mit 337 nm angeregten
Fluoreszenz. Zum Vergleich mit Figur 3A ist das Kreuz an identischem Ort
eingetragen. Markiert sind darin 10 Messorte, deren Fluoreszenz-Spekiren
nachfolgend auch in Figur 3C dargestellt sind. Das dunkle Verdachtsareal fur
ein malignes Melanom ist insbesondere um den Messort 2 herum deutlich
sichtbar. Die Fluoreszenzspektren an den 10 Messorten wurden mit Impulsen
mit 810 nm Wellehlénge und 0,7 ns Pulsdauer angeregt. Das fluoreszierende
Areal hat jeweils einen Durchmesser von 70 pm. Die Ordinate der Spektren ist
normiert auf das Maximum der gesamten MeRreihe, d.h. neben der spektralen
Variation ist auch die Intensitatsvariation Uber die Messorte sichtbar. Der
auRerhalb des durch die Ubersichtsaufnahme insbesondere am Messpunkt 2
feststellbaren Verdachtsareals liegende Messort 8 erweist sich auch bei der
spekiralen Analyse als besonders unverdachtig und dient mit seiner
ungestdrten Fluoreszenz gesunden Hautgewebes als Normierungsreferenz fir
alle Ubrigen neun Fluoreszenzspektren in dieser Figur. Am Messort 9 wird zwar
noch die ungestérte spektrale Verteilung gesunden Hautgewebes mit dem
praktisch kontinuierlichen Verlauf des Messwertabnahme zwischen 475 und
675 nm detektiert, allerdings mit einer deutlichen Abschwéchung der
Gesamtfluoreszenz, womit schon ein Grundverdacht auf eine Stérung, jedoch
noch nicht auf ein mit malignem Melanom im Anfangsstadium befallenes
Hautareal besteht. Die Messorte 1 und 6 zeigen eine kleine, aber gut

erkennbare Abweichung von diesem kontinuierlichen Verlauf jeweils bei



10

15

20

25

30

WO 2008/000223 PCT/DE2007/001076

19

550 nm und erregen damit schon einen erhéhten Verdacht auf einen Befall des
zugehdrigen Hautareals mit einem malignem Melanom im Anfangsstadium. Die
Fluoreszenzspektren an den Ubrigen Messorten 2, 3, 4, 5, 7 und 10 zeigen
ausgepragt die flr den Befall mit dem malignen Melanom typischen
Auspragungen der spektralen Verteilung mit Maxima um 575 nm herum, der
charakieristischen Liicke um 525 nm herum fur die Flavin-Fluoreszenz-

Unterdriickung und der deutlichen Abschwéachung der Gesamtfluoreszenz.

Figur 4A zeigt eine Messanordnung MG fir die Aufnahme von Bildern vom
Messobjekten im Licht ihrer mit Einphotonen-Anregung erzeugten Fluoreszenz.
Der Anregungslaser AL sendet Pulse LP von Laserlicht mit einer Wellenlange
von z.B. 337 nm bei einer Pulslange von 2,5 ns aus. Die Pulse LP werden
unfokussiert durch ein Btindel von Lichtleitfasern BL auf ein Messareal MA mit
einem Durchmesser von beispielsweise 1 cm geleitet. Das durch die Pulse LP
hervorgerufene Fluoreszenzlicht wird durch einen Filter auf eine
Aufnahmekamera AK geleitet dort in ein den Intensititen der aufgenommenen
Wellenlangen proportionales Grauwert- oder Falschfarbenbild umgesetzt. Das
Bild wird auf einer Auswerteinheit AE dargestellt, gespeichert und flr weitere
Verarbeitungen bereitgehalten. Mit den so aufgenommenen Bildern kénnen
z.B. gréRere Hautbereiche fur eine erste Abschatzung auf Verdachtsareale fir
das maligne Melanom gescannt werden. Es handelt sich nach den in der
Beschreibung und in den Figuren 1 bis 3 dargestellten eindeutigen
Bewertungskritereien um ein rein techisches Messverfahren, das von einem
angelernten Techniker oder zukunftig sogar von einem entsprechend
gestalteten Programm bedient werden kann und liefert vollkommen objektive
Ergebnisse. Figur 4B zeigt eine Messanordnung MG fir die Aufnahme und
Verarbeitung der Fluoreszenzspektren mit Zweiphotonen-Anregung. Der im
Wellenlangenbereich zwischen 600 und 1000 nm durchstimmbare
Anregungslaser AL sendet Pulse LP von Laserlicht mit einer Wellenlange von
z.B. um 850 nm herum bei einer Pulslénge im Bereich von 0,7 bis 2,5 ns aus.

Die Pulse LP werden von einem dielektrischen Spiegel DS, der fur bestimmte
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Wellenldngen wie ein Spiegel wirkt und fir andere durchlassig ist, abgelenkt
und von einem Linsensystem LS auf den Messspot MS mit einem Durchmesser
von beispielsweise 70 um fokussiert. Im Messspot MS wird so der
Melaninanteil am Fluorophorgemisch selektiv und ortsaufgelsst zur
Fluoreszenz angeregt. Das abgestrahlte Fluoreszenzspektrum im
Wellenléngenbereich zwischen 400 und 700 nm wird wieder durch das
Linsensystem LS auf den dielektrischen Spiegel DS zuriickgeleitet, durch
diesen durchgelassen und von einem weiteren Linsensystem WL mit Filter auf
den Eingang eines Blindels von Lichtleitfasern BL fokussiert. Das Biindel BL
leitet das Fluoreszenzlicht in ein Spektrometer SM, in dem das aufgenommene
Fluoreszenzspektrum zerlegt und die Intensitat der Wellenlangen in Schritten
von beispielsweise 25 nm detektiert wird. Ein Sekundarelektronen-
Vervielfacher SV verstarkt das Messergebnis und leitet es abschlieRend in eine
Auswerteeinheit AE, die es darstellt, speichert und fiir weitere Verarbeitungen
bereithalt. Mit den so aufgenommenen Fluoreszenzspektren kénnen z.B.
Messspots aus den mit der in Figur 4A dargesteliten Messanordnung
ermittelten Verdachtsarealen konkret und objektiv auf das Vorhandensein von
mit dem malignen Melanom befallenenen Hautregionen getestet werden. Es
handelt sich auch hier nach den in der Beschreibung und den Figuren 1 bis 3
gezeigten eindeutigen Bewertungskritereien um ein rein technisches
Messverfahren, das von einem angelernten Techniker oder einem Programm
bedient werden kann. Es liefert vollkommen objektive, von Recheneinheiten
bewertbare Ergebnisse. Die beschriebenen Messverfahren sind in ihrer
Gesamtheit also rein technischer Natur und unterliegen in erster Linie klaren

und objektiven BeurteilungsmalRstében angelernten Bedienungspersonals.
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Patentanspriiche

1. Ortsaufgeldstes Messverfahren fur die Detektion von Melanin in
Fluorophorgemischen in einer Festkdrperprobe mit den Verfahrensschritten:
1. ausschlieBliche Fluoreszenzanregung des im Fluorophorgemisch
vorhandenen Melanins durch Photonen-Absorption
1.1  mit zumindest einem Puls einer Laserlichtquelle,
1.2 mit einer Pulslange im Bereich zwischen 0,5 und 5 ns,
1.3 mit einer Anregungswellenlénge im Bereich zwischen 300 und
1000 nm,
1.4  mit einer Photonenflussdichte im Bereich zwischen 10%° und 10%
Photonen pro cm? und s
2. Erfassung des im Fluorophorgemisch vorhandenen Melanins aus
dessen ausgesendeter spektraler Fluoreszenzantwort durch
Auswertung der Anzahlen der ausgesendeten Photonen
2.1 bei Fluoreszenzwellenldngen im Bereich zwischen 400 und
700 nm.

2. Ortsaufgelostes Messverfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Pulslange 2 ns und die Photonenflussdichte 10" Photonen pro cm? und
s betragt.

3. Ortsaufgeldstes Messverfahren nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet , dass
eine Mittelung Uber eine Akkumulationsanzah! im Bereich zwischen 2 und

100 einzelnen Puisen der Laserlichtquelle durchgefihrt wird.
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4. Ortsaufgelostes Messverfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet , dass
die spektrale Fluoreszenzantwort in Wellenlangenschritten von 25 nm
erfasst wird.

. Ortsaufgeldstes Messverfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet , dass

die Probe eine Grofe in einem Bereich von 1 cm? aufweist.

. Ortsaufgeldstes Messverfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet , dass

1. die Photonen-Absorption durch Anregungswellenléngen im Bereich
zwischen 300 und 350 nm ausschlieflich als Ein-Photonen-Absorption
erfolgt und

2. die Erfassung der Fluoreszenzantwort global Gber die Festkérperprobe
durch eine bildliche Darstellung erfolgt.

. Ortsaufgeldstes Messverfahren nach Anspruch 6,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Anregungswelleniange 337 nm betragt.

. Ortsaufgelostes Messverfahren nach Anspruch 6 oder 7,

dadurch gekennzeichnet, dass

die bildliche Darstellung durch direkte optische Fotografie der im sichtbaren
Wellenlangenbereich abgestrahlten Fluoreszenz erfoigt.

. Ortsaufgeléstes Messverfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet , dass

1. die Photonen-Absorption durch Anregungswellenléangen im Bereich
zwischen 600 und 1000 nm ausschlieBlich als stufenweise Zwei-
Photonen-Absorption erfolgt und
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2. die Erfassung der Fluoreszenzantwort lokal und selektiv bei der fur die

10.

11.

12.

13.

Melaninsorte Eumelanin charakteristischen Fluoreszenzwelleniénge
von 475 nm und bei der fur die Melaninsorte Pheomelanin
charakteristischen Fluoreszenzwellenlange von 575 nm erfoligt.

Ortsaufgeldstes Messverfahren nach Anspruch 9,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Anregungswelleniénge im Bereich zwischen 800 und 900 nm liegt.

Ortsaufgeléstes Messverfahren nach Anspruch 9 oder 10,
dadurch gekennzeichnet, dass
die lokale Ortsauflésung bei Messspots mit Durchmessern im Bereich

zwischen 40 und 100 um liegt.

Ortsaufgeldstes Messverfahren nach je einem der Anspriche 6 bis 8 und 9

bis 11,

gekennzeichnet durch die Verfahrensschritte :

1. Durchfuhrung der Ein-Photonen-Absorption mit einer bildlichen
Erfassung der Fluoreszenzantwort global Gber die Festkérperprobe,

2. Auswah! spezieller Areale der Probe durch Feststellung von
Fluoreszenzausléschung in der Fluoreszenzantwort

3. Durchfihrung der stufenweisen Zwei-Photonen-Absorption mit einer
selektiven Erfassung der Fluoreszenzantwort lokal in den
ausgewahlten Arealen der Festkorperprobe und

4. Ermittlung des auftretenden Anteils der Melaninsorte Pheomelanin

durch Festellung der zugehérigen Anzahl der ausgestrahiten Photonen

Ortsaufgeldstes Messverfahren nach Anspruch 12,

dadurch gekennzeichnet, dass

der Grad der Fluoreszenzausléschung durch proportional dazu auftretende
Farb- oder Grauabstufungen ermittelt wird, wobei die dunkelsten Areale
ausgewahlt werden.
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