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(57) Abstract: The invention relates to a method for visual
characterization of human or animal tissue formed from cells,
having the following steps: a radiation source for emitting di-
rectional electromagnetic radiation is provided; - the tissue to
be characterized is irradiated with the radiation, this produc-
ing a reflection in the tissue which is characteristic of the tis-
sue, with - the radiation which has penetrated the tissue having,
within an excitation region extending transversely with respect
to the direction of propagation of the radiation, a sufficient in-
tensity to excite a characteristic reflection in the tissue. In line
with the invention, the radiation emitted by the radiation source
is impressed with an intensity profile, transversely with respect
to its direction of propagation, which is such that the excitation
region covers a plurality of cells of the tissue and the excited re-
flection originates from inter-cell tissue properties. In a second
aspect, the invention relates to a method in which the radiation
emitted by the radiation source is periodically deflected trans-
versely with respect to the direction of propagation such that
the radiation periodically scans a region of the tissue around
the measurement point which extends over a plurality of cells
of the tissue. The invention also relates to apparatuses for car-
rying out the methods.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur optischen Charakterisierung von aus Zellen gebildetem
menschlichem oder tierischem Gewebe mit den Schritten: - Be-
reitstellen einer Strahlquelle zum Aussenden gerichteter elek-
tromagnetischer Strahlung; - Bestrahlen des zu charakterisie-
renden Gewebes mit der Strahlung, wodurch im Gewebe eine
fiir das Gewebe charakteristische Riickstrahlung erzeugt wird,
wobei - die in das Gewebe eingedrungene Strahlung innerhalb
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ihrer Ausbreitungsrichtung erstreckenden Anregungsbereiches eine ausreichende Intensitit aufweist, um im Gewebe eine charak-
teristische Rickstrahlung anzuregen. ErfindungsgemaB wird der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung ein derartiges In-
tensitdtsprofil quer zu ihrer Ausbreitungsrichtung aufgeprégt, dass der Anregungsbereich eine Mehrzahl von Zellen des Gewebes
iberdeckt und die angeregte Riickstrahlung auf zelliibergreifende Gewebeeigenschaften zuriickgeht. In einem zweiten Aspekt bet-
rifft die Erfindung ein Verfahren, bei dem die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung quer zur Ausbreitungsrichtung periodisch
so abgelenkt wird, dass die Strahlung einen Bereich des Gewebes um die Messstelle herum periodisch abtastet, der sich iiber eine
Mehrzahl von Zellen des Gewebes erstreckt. Des Weiteren betrifft die Erfindung Vorrichtungen zur Durchfithrung der Verfahren.
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Verfahren und Vorrichtung zur optischen Charakterisierung von Gewebe

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Charakterisierung von aus Zellen ge-
bildetem menschlichem oder tierischem Gewebe sowie eine Vorrichtung zur Durchfiih-
rung des Verfahrens.

Die Diagnostik epidermaler, kutaner, adnexaler und mukosaler Veranderungen erfolgte
bis zum Ende des 20. Jahrhunderts (iberwiegend klinisch. Seit den 80er Jahren haben
sich durch die rasante Entwicklung der Technik, vor allem der Rechentechnik, eine Reihe
bildgebender Verfahren in der Dermatologie etablieren kdnnen.

Von spezieller Relevanz ist dabei die Fluoreszenz-basierte Tumordiagnostik. Hier sind
bereits mehrere Gerate auf dem Markt, die auf der linearen UV-Anregung mit einer Xe-
nonlampe basieren. Ausgewertet wird in der Regel die Autofluoreszenzintensitat in cha-
rakteristischen Wellenlangenbereichen (Storz, Richard-Woif GmbH, Olympus) vor einem
Weifdlicht-Hintergrundbild. ‘

Insbesondere wird von der Arbeitsgruppe H. van den Bergh untersucht, wie durch eine
sequenziell mehrfarbige Anregung, Lebensdaueraufldsung und spezielle Datenauswer-
tung eine erhebliche Verbesserung der Diagnose erzielt werden kann [H. van den Bergh,
Med. Laser Appl. 18 (2003)1, 20 und darin zitierte]. In allen Fallen liegt die laterale Aufld-
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sung im Sub-Milimeter-Bereich. Eine Differenzierung in der Tiefe ist aus prinzipiellen
Grunden nicht moglich.

Dem Ziel, eine dreidimensionale Fluoreszenz-Darstellung des Gewebes mit akzeptablen
Lichtausbeuten zu realisieren, kam man erst mit der Multiphotonen-
Fluoreszenzmikroskopie naher (W. Denk, J.H. Strickler, W.W. Webb, "2-Photon laser
scanning fluorescence microscopy," Science 248 (1990), 73-76). Bei diesem Verfahren
wird die ortsaufgeldste Fluoreszenzdetektion der konfokalen Mikroskopie, die sehr gerin-
ge Fluoreszenzsignale und damit niedrige Abtastraten bedingt, durch die Lokalisierung
mittels einer Multiphotonenanregung ersetzt. Auerdem konnen bei diesem Verfahren
Wellenlédngen im so genannten optischen Fenster des Gewebes (700nm — 1000nm) fr
die Anregung eingesetzt werden. Der Fokus der Forschungen auf diesem Gebiet liegt
seit dem Beginn der Arbeiten auf der raumlich aufgeldsten Darstellung der Konzentratio-
nen verschiedener Biomolekile im zellularen und subzellularen Bereich (Ubersicht W.R.
Zipfel et al Nature Biotechnology 21 (2003), 11, 1369-1377 und darin zitierte).

In das Feld der Multiphotonen-Mikroskopie (-Tomographie) ordnen sich auch die aktuel-
len Arbeiten der Gruppe von Prof. Karsten Konig ein (K. Kdnig et al J. Biomed. Opt. 8
(2003) 3, 432-439). Die mit einer Ortsauflésung im Sub-Mikrometerbereich dargesteliten
intrazellularen Strukturen erlauben Aussagen beziglich Zellteilung und Stoffwechselver-
halten einzelner Zellen und damit eine Therapiekontrolle, nicht jedoch die Untersuchung
ausgedehnter Gewebsareale. Die diagnostischen Ansatze auf der Basis der Multiphoto-
nenmikroskopie gehen von der Interpretation der intrazellularen Stoffwechselvorgange
und der zellularen Struktur aus.

Fur die in relevante ortsaufgeldste Darstellung auf der Basis fokussierter Fluoreszenzan-
regung kann als Stand der Technik auf die seit langem etablierte konfokale Fluores-
zenzmikroskopie verwiesen werden. Sie liefert horizontale Schnittbilder mit einer Auflo-
sung im Bereich der verwendeten Wellenlange. Die Vorteile der Zweiphotonenanregung
bei diesem Verfahren, namentlich durch Anregung im ,optischen Fenster’, sowie deutlich
bessere Ortsaufldsung auch in streuendem Gewebe wurden diskutiert und demonstriert
[Review: W. R. Zipfel, R. M. Williams, W. W. Webb, nature biotechnology, 21/11, No-
vember 2003]. Beispielhaft seien hier die Arbeiten von Levene et al. [M. J. Levene et al.
In vivo multiphoton microscopy of deep brain tissue. J Neurophysiol 91: 1908-1912,
2004] und Theer et al. [P. Theer et al., Two-Photon imaging to a depth of 1000 mm in
living brain tissue... Optics Lett. VOL. 28(12), 2003] erwéhnt, in denen Nervenzellen und
Blutgefalle von Ratten und Mausen in vivo in einer Tiefe von 1 mm dargestellt werden
konnten. Diese Arbeiten belegen, dass konfokal nichtlinear angeregte Fluoreszenz auch
aus groRer Tiefe im Gewebe als ortsaufgeldste Information erfasst werden kann. Aller-
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dings konnten in Bezug auf Tumordiagnostik mit diesen Verfahren bislang nur morpholo-
gische und interzelluldre Informationen und keine Aussagen {ber den Stoffwechselzu-
stand von Gewebebereichen gewonnen werden. Die fir die therapeutischen Entschei-
dungen wichtigen Informationen wie Ausbreitung und Gesamtaktivitdt eines Tumors
konnten bislang nicht geliefert werden. )

Mit den Schriften US5034613 und US6166385 und begleitenden Verdffentlichung wurde
das Verfahren der Zwei-Photonen-Mikroskopie und spater der Mehr-Photonen-
Mikroskopie bekannt gemacht. Die Idee dieser Verfahren beruht darauf, dass die dreidi-
mensionale Ortsauflosung durch die enge raumliche Begrenzung einer durch Zwei- oder
Mehr-Photonen-Prozesse angeregten Fluoreszenz erreicht wird. Die Bildgewinnung
selbst basiert auf der rasternden Abtastung des Untersuchungsgebietes mit dem Anre-
gungsstrahlung.

Die Auslésung von Zwei- oder Mehrphotonen-Prozesse ist an die simultane Absorption
von zwei oder mehr Photonen im Anregungsgebiet gebunden. Deshalb sind im Allgemei-
nen daftr hohe Intensitaten, wie sie gepulste Lasersysteme bereitstellen, erforderlich.
Typischerweise sind dies, wenn man zur Vermeidung von Gewebeschéadigungen im An-
regungsgebiet die mittlere Leistung des Lasers begrenzen muss, Piko- oder Femtose-
kundenpulse bzw. Folgen von solchen Pulsen.

Die verfahrensimmanente Zwei- oder Mehr-Photonenabsorption bedingt auch eine ent-
sprechende Intensitatsabhangigkeit des Prozesses: Bei einem Zwei-Photonenprozess ist
die Ausbeute typischerweise quadratisch von der Intensitat abhangig, bei einem Drei-
Photonenprozess von der dritten Potenz der Intensitat usw.

Die dreidimensionale Ortsauflosung des Verfahrens, fur das hier beispiethaft die Zwei-
und Mehr-Photonen-Mikroskopie angefilhrt werden, basiert auf zwei miteinander ver-
kntipften Effekten, die anhand der typischerweise eingesetzten Lasersysteme beschrie-
ben werden:

In der Bildebene der Optik, durch die die Anregungsstrahiung in das Targetmaterial fo-
kussiert wird, ergibt sich die Begrenzung durch die Eigenschaften der Strahlquelle und
der verwendeten Optik. Beschrieben wird dies durch den Radius der Strahltaille wo, der
sich fur den haufigen Fall der Grundmode-Strahlung, auf die hier als Beispiel ohne Be-
schrankung der Allgemeinheit des Erfindungsgedankens Bezug genommen wird, wie

folgt naherungsweise berechnet:
24 f
D

Wo
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Dabei ist A die Wellenlénge der Strahlung, f die Brennweite der verwendeten Optik und D
der ausgeleuchtete Durchmesser bei Strahlungseintritt in die Optik. Wie man leicht er-
kennt, lasst sich der Durchmesser des Anregungsgebietes in der Bildebene der Optik
beispielsweise durch Wahl des Verhaltnisses /D einstellen.

Entlang der Ausbreitungsrichtung der Strahlung (z-Richtung) nimmt der Radius w(z) des
— hier wieder beispielhaft betrachteten - Grundmode-Blndels zu:

w(z)=w, - 1+( Z'lzj

T Wy

Mit der Zunahme des Radius des Blindels nimmt die Intensitat der Anregungsstrahlung
und damit die Ausbeute des Prozesses ab.

2
I(z)= T Rayleigh— Linge z, = da

( - jz ;L
1+ 5
T W,

Dabei ist Iy die Intensitat im Fokus der Anregung. Charakterisiert wird dieser Tatbestand

durch die sogenannte Rayleigh-Lange, die angibt, in welchem Abstand vom Fokus die
Intensitat auf die Halfte abgefallen ist.

Entsprechend dem oben angefiihrten, quadratischen oder starkeren Zusammenhang
zwischen der Ausbeute des Prozesses und der Anregungsintensitat wird deutlich, dass
das Anregungsgebiet auch entlang der hier z-Achse genannten Ausbreitungsrichtung
begrenzt ist.

Die Beschreibung dieser Zusammenhange machen auch deutlich, dass es in dieser An-
ordnung nicht mdglich ist, die Dimensionen des Anregungsgebietes unabhéngig vonein-
ander durch die Wahl der Anregungsstrahlung und der Optik festzulegen. Die Ausdeh-
nung des Anregungsgebietes in z-Richtung wachst quadratisch mit dem Radius des An-
regungsstrahles im Fokus.

Auf Grund dieser Tatsache gelingt es beispielsweise fur die Multiphotonen-Mikroskopie
nicht, Ubersichtsmessungen mit verringerter Aufldsung — also vergroRertem Fokus - und
entsprechend erhohter Ausbeute durchzuflihren, ohne dass dadurch berproportional
Aufldsung in der Ausbreitungsrichtung der Anregungsstrahlung verloren ginge. Dieser
Tatbestand ist insbesondere dann nachteilig, wenn zur Vermeidung unerwiinschter Pro-
zesse im Targetmaterial die Intensitat der Anregungsstrahlung begrenzt ist.
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Bei der gezielten nichtlinearer Anregung von Prozessen in organischen oder anorgani-
schen Stoffen ist weiterhin Folgendes zu beachten:

Der Spot, in dem nichtlineare Prozesse ablaufen, ist als Taille eines GauRstrahles ge-
formt und bei nicht zu groRen Aperturen vergleichsweise langgestreckt. Gewiinscht fiir
die Auswertung ist jedoch zumeist eine kompakte Form des Anregungsvolumens, d. h.
eine, bei der der Durchmesser dieses Volumens und die Ausdehnung senkrecht zur
Strahlsachse in etwa die gleiche GréRenordnung haben.

Dabei wird grundsatzlich wie bei den genannten Methoden tblich das dreidimensionale
Bild durch Scannen erzeugt. Durch zusatzliche, erfinderisch neue Methoden und appara-
tive Einrichtungen, die im Folgenden offenbart sind, wird die im vorgenannten Absatz
beschriebene Restriktion aufgehoben

Eine weitere, den Einsatz der nichtlinearen Fluoreszenzmethodiken auferhalb der klini-
schen und biologischen Forschung beschrankende Begrenzung der bisherigen Methodi-
ken ist das geringe Volumen der Methoden gemaR dem Stand der Technik ist die gerin-
ge Ausdehnung des untersuchten Gewebsvolumens. Dies liegt in der Gréfkenordnung
von lateral 500 x 500 um und in der Tiefe 200 bis 400 um. Die Begrenzung ist einerseits
wie bereits beschrieben durch die zu hohe Ortsaufldsung begrenzt. Andererseits begren-
zen auch die Datenmengen und —raten, die bei einer Echtzeitauswertung - wie sie fir
den Einsatz fiir die klinische Diagnostik und Fritherkennung von Erkrankungen, insbe-
sondere tumordser Art notwendig ist - den héchst witnschenswerten klinischen Einsatz
der Methodik.

Der vorliegenden Erfindung liegt das Problem zugrunde, ein Verfahren und eine Vorrich-
tung zur optischen Charakterisierung von Gewebe anzugeben, das eine zuverlassigere
Unterscheidung von gesundem und erkranktem Gewebe als bisher maglich erlaubt.

Die vorgenannte Problem wrd durch das Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 1,
durch das Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 33, durch die Vorrichtung ge-
mafl dem Anspruch 46 sowie die Vorrichtung geméal dem Anspruch 61 geldst. Beson-
ders bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung sind in den Unteranspriichen ange-
geben.

Danach wird ein Verfahren zur optischen Charakterisierung von aus Zellen gebildetem
menschlichen oder tierischen Gewebe angegeben, das die Schritte aufweist:
- Bereitstellen einer Strahiquelle zum Aussenden gerichteter elektromagnetischer
Strahlung;
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- Bestrahlen des zu charakterisierenden Gewebes mit der Strahlung, wodurch im
Gewebe eine fir das Gewebe charakteristische Ruckstrahlung erzeugt wird, wobei
die in das Gewebe eingedrungene Strahlung innerhalb eines sich quer zu ihrer
Ausbreitungsrichtung erstreckenden Anregungsbereiches eine ausreichende In-
tensitat aufweist, um im Gewebe eine charakteristische Rickstrahlung anzuregen,
wobei

- der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung ein derartiges Intensitatsprofil
quer zu ihrer Ausbreitungsrichtung aufgepragt wird, dass der Anregungsbereich
eine Mehrzahl von Zellen des Gewebes Uberdeckt und die angeregte Rickstrah-
lung auf zellibergreifende Gewebeeigenschaften zurlickgeht.

Das erfindungsgemale Verfahren legt die Grundlage fir ein innovatives Fluoreszenz-
diagnostisches, bildgebendes, nicht-invasives Tumordiagnoseverfahren, das zur Frither-
kennung und zum Screening (in vivo und in vitro) geeignet ist. Das Verfahren liefert die
Charakterisierung des Gewebe- bzw. Stoffwechselzustandes und damit von krankhaften,
insbesondere tumordsen Veranderungen mit einer an der klinischen Zielstellung orien-
tierten Aussagekraft und Ortsaufldsung, die dem Arzt derzeit nicht zur Verfiigung steht.
Der Gewebezustand wird aus den spektroskopischen Daten in suprazellularer Mittelung
bestimmt und dem Arzt in einem mehrere Millimeter umfassenden morphologischen
Schnittbild dargestelit, das eine Bewertung von Tumoren hinsichtlich ihrer Ausdehnung,
Position und Aggressivitat erlaubt.

Dem Patienten nutzen vor allem die verbesserte Fritherkennung und Diagnostik. Durch
diese konnen operative Eingriffe vermieden oder — im Falle der Lokalisierung von Friih-
stadien — durch minimal-invasive Methoden deutlich reduziert werden. Die Krankenversi-
cherung spart Behandlungskosten durch im Vergleich zu den bisher unvermeidlichen
Biopsien um zwei Drittel verringerte Kosten sowie durch deutliche Reduktion von Zahl
und Schwere der operativen Eingriffe. Soweit chirurgische Eingriffe nicht vermieden oder
durch minimal-invasive Methoden, wie PDT (Photo-dynamische Therapie) ersetzt werden
kdénnen, werden die Schwere des Eingriffs und seine heilungsbezogenen und astheti-
schen Auswirkungen deutlich verringert, weil die Abgrenzung zwischen gesundem und
krankem Gewebe bedeutend exakter erfolgen kann als bisher.

Die neuartige Methode lasst sich aber auch fiir andere Mess- und Charaterisierungsauf-
gaben z. B. im Bereich der Pathologie, Biochemie, Biotechnologie, fur lebende oder nicht
vitale organische sowie fiir anorganische Stoffe in festem oder fllissigem Zustand vorteil-
haft einsetzen. Der besseren Verstandlichkeit halber sind im Folgenden alle Spezifika am
Beispiel der Fluoreszenzdiagnose von Tumoren dargestellt, ohne damit die Allgemeingul-
tigkeit und Breite des Erfindungsgedankens einschranken zu wollen.
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Neben dem zunachst dargestellten Einsatzgebiet im Bereich der Haut sind weitere An-
wendungsbereiche im Bereich der zuganglichen Korperhohlen (HNO, Gynakologie) und
im endoskopisch zugénglichen Korperinneren (Gastro-Entereologie, Urologie, Bron-
choskopie) Teil des Anwendungsgebietes der Erfindung.

In der Behandlung bdsartiger Erkrankungen ist eine frithzeitige Erkennung, neben den
Krebs-Frihstadien, vor allem der Vorstufen, fiir die Aussichten auf Heilung von ganz ent-
scheidender Bedeutung. Zudem steigt durch die zunehmende Lebenserwartung die Inzi-
denz solcher Krebs-Vorstufen, was durch die Lebensgewohnheiten, wie z.B. intensive
Sonnenbestrahlung, Erkrankungen durch sexuell Ubertragbare Viren und Umweltnoxen
noch verstarkt wird. Als Beispiele seien hier genannt:

a) die aktinische Keratose, eine durch additive UV-Exposition ausgeloste Er-
krankung, die in einen Hautkrebs, das Plattenepithelkarzinom Ubergehen
kann und

b) die durch HPV-Viren ausgeldsten genitalen Feigwarzen, ,Condylome®, die
nicht nur bei Frauen fiir die Auslosung des Gebarmutterhalskrebs verantwort-
lich sind, sondern auch bei Mannern und Frauen Krebse der Anogenital-
Region induzieren kdnnen.

Wéahrend eine manifeste Krebserkrankung héuﬂg eindeutig erkannt werden kann (,Blick-
diagnose® in ca. 50 % der Erkrankungen), sind deren Vorstufen und ganz friihen Stadien
bei der visuellen Diagnose haufig unauffallig. Dies ist ein Grund daflr, weshalb Scree-
ning-Untersuchungen nicht den gewlnschten Effekt erbringen. Sie kdnnen entweder
Jfalsch negativ* sein, also eine vorhandene Krebserkrankung nicht rechizeitig erkennen
und damit die Chancen einer Heilung durch minimal-invasive Behandlungen verpassen.
Ebenso unglinstig sind ,falsch positive” Diagnosen, welche neben der erheblichen psy-
chischen Belastung der Patienten bis zum Ausschluss einer Krebsdiagnose auch viele
aufwendige Untersuchungen nach sich ziehen, die nicht nur die Patienten zuséatzlich be-
lasten und gefahrden, sondern auch erhebliche Folgekosten verursachen.

Andererseits gewinnen in der Behandlung epithelialer Tumoren minimal-invasive Verfah-
ren wie die Cryotherapie sowie die Photodynamische Therapie und neuerdings auch die
medikamentése Behandlung (Wirkstoff Imiquimod) eine immer starkere Bedeutung. Da
diese Behandlungsverfahren aber ohne Herausschneiden (,Exzision“) arbeiten, fehlt ih-
nen die Moglichkeit der histologischen Untersuchung, mit der nicht nur die Diagnose ge-
sichert wird, sondern auch Informationen tGber die Aggressivitat des Tumors (,Grading®),
und Giber das Uberschreiten der Grenzstrukturen und das Eindringen in das benachbarte



10

15

20

25

30

35

WO 2006/128442 PCT/DE2006/000941

Gewebe (,Staging”) erhalten werden. Voraussetzung fur ein Screening sind deshalb ne-
ben der eindeutigen Diagnosestellung durch die rdumliche Zuordnung der Fluoreszenz
auch eine Aussage Uber die Ausbreitung und den Invasionsgrad.

Daraus ergibt sich, dass erfindungsgemafRe Verfahren die medizinisch-diagnostischen
Verfahrensanforderungen nach einer ortsaufgeldsten Diagnose eingebettet in den mor-
phologischen Rahmen des Untersuchungsgebietes vorteilhaft erflllt, dessen Dimensio-
nen entsprechend den klinischen Erfahrungen 4 mm lateral und 0,5 mm in der Tiefe nicht
unterschreiten sollten.

In einer bevorzugten Weiterbildung des Verfahrens besteht das Aufpragen des Intensi-
tatsprofils darin, die Strahlung iber ein Objektiv in das Gewebe abzubilden. Dabei besitzt
das Objektiv eine numerische Apertur von naherungsweise 0,3 bis 1,5.

In einer weiteren bevorzugten Ausbildung der Erfindung besteht das Aufpragen des In-
tensitatsprofils darin, die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung in mindestens zwei
Teilstrahlen aufzuteilen, wobei der Anregungsbereich durch die Lage der Teilstrahlen
festgelegt ist. Vorteilhafterweise werden die Teilstrahlen jeweils so in das Gewebe fokus-
siert, dass die Fokuspunkte fuir die Teilstrahlen beabstandet zueinander sind.

Der Grundgedanke dieser Weiterbildung der Erfindung besteht darin, dass aus dem von
der Strahlquelle generierten Anregungsstrahl mehrere, sich in ihrer Richtung unterschei-
dende Teilstrahlen geformt werden. Mit einer Fokussierungsoptik entsteht in deren Fo-
kusebene entsprechend der Anzahl und Anordnung der Teilstrahlen ein Bindel von Foki.
Wird deren Abstand in der Fokalebene geeignet eingestellt, so ergibt sich entlang der
Ausbreitungsrichtung der Anregungsstrahlung eine von der Zahl der Teilstrahlen zumin-
dest annahernd unabhéngige Begrenzung des Mehrphotonen-Anregungsgebietes.

Besonders vorteilhaft ist, wenn die Rickstrahlung ein Fluoreszenzsignal, z.B. eine Zwei-
oder Mehr-Photonen-Fluoreszenz ist. Die bisherigen Verfahren der klinischen Fluores-
zenzdiagnostik, sowohl der Auto- als auch der Xenofluoreszenz, erfassen nur ein Sum-
menbild oberflachlicher Gewebsschichten. Die Anregung erfolgt mit kurzwelligem UV-
bzw. Blaulicht, wobei durch Ausléschung durch darlber liegendes nicht-
stoffwechselaktives Nekrosegewebe ein ,falsch negativer® Befund erhoben werden kann,
oder bei Tumorausbreitung unter die gesunde Haut die tatséchliche Ausbreitung und
damit die Bestimmung der TumorgroRe falsch eingeschéatzt wird. Diese Nachteile lassen
sich durch enge raumliche Begrenzung einer NIR-Mehrphotonenanregung mit Lasern
Giberwinden.
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Die in den letzten Jahren entwickelten Verfahren der Multiphotonen-Mikroskopie nutzen
diesen Weg der Anregung von Fluophoren im Gewebe. Sie zielen auf hohe Ortsaufl®-
sungen (<1 um) zur Untersuchung zellbiologischer Vorgéange in subzellularer Dimension
ab. Die dafiir eingesetzten Methoden der scannenden Mikroskopie limitieren das Abtast-
volumen auf Gesichtsfeldabmessungen und Scantiefen in der Gréfienordnung von eini-
gen hundert Mikrometern. Diese Werte lassen sich — anders als beim erfindungsgema-
Ren Verfahren - prinzipbedingt nicht auf die fur den klinischen Einsatz geforderten oben
genannten Dimensionen des Scanvolumens ausdehnen.

Darliber hinaus erlaubt die subzellutdare Auflosung der konventionellen Verfahren —
anders als bei der suprazellularen Auflésung des erfindungsgemafien Verfahrens — nicht
die Ermittlung der Korrelation zwischen den Fluoreszenzspektren endogener Fluophore
und den pathologischen Zustéanden entsprechender Zellbereiche. Die Multiphotonen-
Mikroskopie ist zu einem wirkungsvollen Instrument der zellbiologischen Forschung ge-
reift. Der klinische Einsatz zum Tomorstaging ist nicht ihr eigentliches Einsatzgebiet.

Das Verfahren dient im Bereich der Tumordiagnostik dem Zweck, die Zahl der tatsach-
lich erforderlichen operativen Eingriffe drastisch zu verringern. Zuvorderst sind Hauttu-
more im Fokus der Behandlung, da diese ohne weiteres von auflen zuganglich
sind.Weitergehender, z. T. noch bedeutenderer Anwendungen ergeben sich intra- und
extrakorporal durch endoskopische und intraoperative Applikatoreinrichtung mit integrier-
ter Scanfunktion.

Bei entsprechender erfindungsgemafy vorgesehener Erweiterung und Miniaturisierung
liegen auch in der endoskopische Diagnostik, vor allem fur die Gyn&kologie und HNO-
Heilkunde, weitreichende Zukunfts-Potenziale flr die Erfindung. Insbesondere die Diffe-
rentialdiagnose der Gebarmutterhalserkrankungen und sonstiger durch humane Papillo-
maviren induzierten Erkrankungen, aber auch oraler Leukoplakien und der lichenoiden
Krebsvorstufen sind sehr ernstzunehmende Anwendungsgebiete der Erfindung.

Flr das Tumorstaging und damit die Indikationsstellung zu minimal-invasiven Verfahren
ist neben der TumorgrolRe die Ausbreitungstiefe und die Stromainvasion von viel ent-
scheidenderer Bedeutung. Die bisherigen Schnittbildverfahren, wie MRT, sind von ihrer
raumlichen Aufldsung nicht dazu in der Lage. Die hochaufldsende Sonographie mit 100
MHz ist mit sehr vielen Storfaktoren behaftet, aliein schon dadurch, dass sie als Kontakt-
verfahren bei unterschiedlichem Schallkopf-Auflagedruck unterschiedliche Dickenmes-
sungen verursacht. Die optische Koharenz-Tomographie (OCT) konnte aufgrund ihrer
hohen Auflosung dafiir eine Losung darstellen. Jedoch haben die bisherigen Erfahrun-
gen mit allen drei Verfahren gezeigt, dass eine Unterscheidung zwischen Schwellung,
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Entziindung und kanzerogen-pathologischem Befund (,Dignitat®) nicht allein anhand
morphologischer Information moglich ist.

Deshalb ist einer Weiterbildung des erfindungsgeméafien Verfahrens die fluors-
zenzspektroskopische, ortsaufgeldste Funktionaldiagnose in eine morphologische Dar-
stellung des Untersuchungsgebietes eingebunden. Dazu wird die von der Strahlquelle
ausgesandte Strahlung zur zusétzlichen Charakterisierung des Gewebes per Kohéarenz-
Reflektometrie in einen Anregungsstrahl zur Anregung einer Fluoreszenz in dem Gewe-
be und einen Referenzstrahl aufgeteilt, wobei der Anregungsstrahi zum Teil vom Gewe-
be zurlckreflektiert und der Referenzstrahl mit der vom Gewebe zurtckreflektierten
Strahlung Uberlagert wird.

Besonders bevorzugt weist das der von der Strahlquelle ausgehenden Strahlung aufge-
pragte Intensitatsprofil einen charakteristischen Verlauf mit mindestens zwei Intensitats-
maxima auf. Dieser ,Fingerprint” des Strahls kann dazu genutzt werden, die optischen
Weglangen fur den Referenzstrahl und des reflektierten Strahls abzugleichen. Dazu wird
in vorteilhafter Weise die optische Weglange fir den Referenzstrahl so eingestellt, dass
sich die auf die von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung aufgepragte Intensitatsver-
teilung im Interferenzdetektor nachweisen lasst, wobei in diesem Fall die optische Weg-
lange fur den Referenzstrahl der vom Anregungsstrahl zurlickgelegten optischen Weg-
lange von der Strahlquelle bis zum Fokus und zuriick bis zum Interferenzdetektor ent-
spricht.

Will man Mehrphotonen-Anregungsprozesse mit der optischen Koh&renz-Reflektometrie
kombinieren, um so zusatzliche Informationen Uber den Ort der Anregung zu gewinnen,
so ergibt sich das Problem der rdaumlichen Zuordnung der beiden Prozesse bzw. Infor-
mationen. Es besteht besonders im Fall von optisch inhomogenen Proben (z.B. Gewebe)
darin, dass der inhomogene Brechungsindex des Materials den Ort der Mehrphotonen-
Anregung und das Signal optischen Koharenz-Reflektometrie in unterschiedlicher Weise
beeinflusst: In den Weg des Anregungslichtes geht die Brechkraft bis zum Ort der Anre-
gung (Fokus) in die Tiefe des Materials nur einmal ein. Detektiert die riickgestreuten Sig-
nale mit der Methode der optischen Koharenz-Reflektometrie, so geht in deren Strahlen-
gang der Brechungsindex zweimal ein, indem das Licht auf dem Hin- und auf dem
Ruckweg das Material durchdringen muss. Somit fehlt fir die wiinschenswerte Kombina-
tion von Mehrphotonen-Anregung und optischer Koharenz-Reflektometrie die raumliche
Zuordnung zueinander insbesondere entlang der Ausbreitungsrichtung der Anregungs-
strahlung.

Zusammenfassend gibt es fiir die Kombination von Fluoreszenzspektroskopie und Koha-
renzspekiroskopie insbesondere die bevorzugte Weiterbildung
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e Dass die Strahlung eines zur Anregung von Zwei- oder Mehrphotonenprozessen
und/oder zur optischen Koharenz-Reflektometrie geeigneten Lasers in einen An-
regungs- und einen Refrenzstrahl aufgeteilt wird,

e Dass dem Anregungsstrahl quer zu seiner Ausbreitungsrichtung eine solche
Struktur aufgepragt wird, dass sich nur in der Fokalebene der nachfolgenden Op-
tik oder in deren unmittelbarer Umgebung quer zur Ausbreitungsrichtung des An-
regungslichtes eine Intensitatsstruktur mit mindestens zwei Maxima getrennt
durch ein Minimum herausbildet,

» Dass dieser Fokalbereich mit jener Region Ubereinstimmt, in der vorrangig die
gewlinschten Zwei- oder Mehrphotonenprozesse stattfinden,

» Dass der strukturierte Anregungsstrahl mittels einer geeigneten Optik in das an-
zuregende oder bzw. und zu untersuchende Target fokussiert wird,

» Dass die im Target entstehende riickgestreute Strahlung von der Fokussierungs-
optik aufgefangen und sich der urspriinglichen Ausbreitungsrichtung der Anre-
gungslichtes entgegengesetzt ausbreitet,

e Dass auf diesem Weg ein geeignetes optisches Umlenkelement eingebracht wird,
ohne dass diese rlickgestreuten Strahlung erneut jenes Element durchlauft, dass
dem Anregungsstrahl seine Struktur quer zu seiner Ausbreitungsrichtung aufge-
pragt hat,

e Dass die rlckgestreute Strahlung in einer zur der Fokalebene optisch konjugier-
ten Flache mit dem Referenzstrahl derart zur Interferenz gebracht wird, dass die
zu den beleuchteten Punkten des Targets konjugiert liegenden Punkte vom Refe-
renzstrahl vollstandig erfasst werden,

e Dass das dort entstehende Interferenzmuster mit einem ortsauflosenden licht-
empfindlichen Detektor erfasst und ausgewertet wird,

e Dass die optische Weglange des Refrenzstrahles verandert werden kann, und

» dass als Anzeige fur die Ubereinstimmung des Ortes der Zwei- oder Mehrphoto-
nenanregung mit jenem Ort, von dem die rickgestreuten optischen Signale
stammen, das Bild des Interferenzmusters genommen wird, indem sich jene
Struktur widerspiegelt, die nur Im Fokalbereich der Anregungsstrahlung hervor-
tritt.

Der Grundgedanke der Erfindung besteht darin, dass dem Anregungsstrahl eine Struktur
aufgepragt wird, die nur im Fokus — also am Ort der Multiphotonen-Anregung — hervor-
tritt, bzw. sich mit der Ausbreitungslange derart &ndert, dass in der Umgebung des Fokus
eine detektierbare Veranderung in dieser Struktur oder genauer ihres Abbildes hervortritt.
Die Interferenz des riickgestreuten Lichtes in einer zur Anregungsebene optisch konju-
gierten Ebene wird genau wird ein Abbild dieser Struktur aufweisen. Mit einem ortsauflo-
senden Nachweiselement fir das Interferenzsignal kann nun der Referenzstrahlengang
in seiner Lange angepasst werden, bis die zu erwartende Struktur im Interferenzmuster
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hervortritt. Dies ist der Indikator fur die Uberlagerung des Ortes der Multiphotonenanre-
gung mit dem der morphologischen Abtastung mittels optischer Kohéarenz-
Reflektometrie.

Zusammenfassend bieteten sich insbesondere die folgenden Vorteile:

- Die charakteristisch unterschiedlichen Fluoreszenzkurven von tumorésem und nor-
malem Gewebe erlauben eine Gewebsdiagnose mit signifikanter Selektivitat und
Spezifitat,

- Das Gewebe wird mit einer fir das Verfahren dienlichen Fokusgrofle im supra-
zellularen Bereich abgescannt, so dass eine lokale Bewertung des Gewebestoff-
wechsels in Echtzeit in dienlicher Auflésung moglich wird,

- Als eine vorteilhafte Gruppe von Ausprédgungen wird die Gréfle des abtastenden
Fokus von der Grofke des einem Scanpunkt zuzuordnenden ,Scanvolumens® ent-
koppelt. Dadurch werden unglnstige Restriktionen erfindungsgemaf aufgehoben,
die bei den bisher bekannten optischen Diagnoseverfahren dem hier angestrebten
Einsatzzweck im Wege standen.

- Durch besondere Referenzierungsverfahren wird ein lokaler Dignitatskennwert ermit-
telt (,spektraler Fingerabdruck®), der den Stoffwechselstatus, den Grad der Gefaf3-
neubildung oder den Strukturierungsstatus des betrachteten Gewebsareals weitge-
hend unabhéngig von StorgrofRen beschreibt und eine automatische prapathologi-
sche Bewertung erméglicht,

- Die Kombination von raumlich aufgeldster, funktionaler Biostatusbewertung und
morphologischer Bildgebung stellt einen qualitativen Sprung in der klinischen Dia-
gnoétik der oberen Hautschichten dar,

- Im Besonderen wird durch Parameterwahl und das spezielle Auswerteverfahren des
Verfahrens eine ausreichende Eindringtiefe bis zur Basalmembran erreicht, so dass
eine Unterscheidung zwischen unterschiedlich invasiven Formen kanzerogener Er-
scheinungen moglich wird.

Die Strahlquelle wird somit sowohl fur die Multiphotonen-Anregung als auch fur optische
Koharenz-Reflektometrie eingesetzt. Gegebenenfalls sind die spektralen Eigenschaften
der Quelle so zu gestalten, dass sie die gewlnschte Tiefenaufldsung (Auflésung entlang
der Strahlungsausbreitung) ermoglicht. Diese Strahlung wird in einen Anregungsstrahl
und einen Referenzstrahl mit einem teildurchlassigen Spiegel geteilt. Beide Strahlen
konnen noch mit Modulatoren versehen werden, die die Intensitat nicht jedoch die opti-
sche Weglange zeitlich modulieren.

Eine besonders bevorzugte Variante des Verfahrens sieht vor, dass



10

15

20

25

30

35

WO 2006/128442 PCT/DE2006/000941

a)

b)

d)

13

das Bestrahlen des Gewebes mit Strahlung im Wellenlangenbereich von 720-
800 nm erfolgt, wodurch im Gewebe eine Zweiphotonen-Fluoreszenz angeregt
wird,;

Detektieren der Intensitét eines ersten Fluoreszenzsignals bei einer Wellenldnge
von 460+30 nm und eines zweiten Fluoreszenzsignals bei einer Wellenlédnge von
55030 nm;

Bestimmten des Verhaltnisses der Intensitaten des ersten und zweiten Fluores-
zenzsignals; und

in Abhangigkeit von dem in Schritt c) bestimmten Verhaltnis ein Signal erzeugt

wird.

Dabei ist der Wellenlangebereich bei 460+30 nm signifikant fir NAD(P)H und der Wel-

lenlangebereich bei 550 £30 nm signifikant fur Flavine. Die Bildung des Verhaitnisses der

Messwerte aus (a) und (b) dient zur Referenzierung der Storfakioren und Gewinnung

eines Aktivitatssignals fur die Stoffwechselaktivitat, das sich signifikant zwischen norma-

lem und pathologischen Gewebsvolumina gleicher Art unterscheidet.

Eine weitere, bevorzugte Variante sieht vor, dass

a)

b)

c)

d)

f)

g)

das Gewebe mit Strahlung im Wellenlangenbereich zwischen 500-550 nm be-
strahlt wird, und dabei

eine erste Intensitat einer Zweiphotonen-Fluoreszenz bei einer Wellenlange von
340 +40 nm (signifikant fur Tryptophan) detektiert wird;

das Gewebe mit Strahlung im Wellenlangenbereich zwischen 720-800 nm be-
strahlt wird, und dabei

eine zweite Intensitat einer Zweiphotonen-Fluoreszenz bei einer Wellenlange von
460 +40 nm (signifikant fur NAD(P)H) detektiert wird;

das Verhaltnis der in Schritt b) bestimmten ersten Intensitat und der in Schritt d)
bestimmten zweiten Intensitat bestimmt wird (zur Referenzierung der Storfakto-
ren und Gewinnung eines Kennwertes, der sich signifikant zwischen normalem
und pathologischen Gewebsvolumina gleicher Art unterscheidet); und

Erzeugen eines elektrischen Signals in Abhangigkeit von dem in Schritt ¢) be-
stimmten Verhaltnis.

in Abhangigkeit von dem in Schritt f) bestimmten Verhélinis ein elektrisches Sig-

nal erzeugt wird.

Eine weitere, bevorzugte Variante des Verfahrens sieht die Schritte vor:
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e Anregung der Zweiphotonen-Fluoreszenz im Wellenlangenbereich 720-800 nm und
Messung des Fluorszenzsignals bei 460 40 nm [sig‘nifikant fur NAD(P)H] als Funkti-
on der Gewebetiefe z erfolgt,

e Speicherung der Messwerte in einem als gesund bekannten Gewebsareal als Funkti-
on der Tiefe (= ,Normalverlauf* als Funktion von z) und gleichartige Messung in ei-
nem Verdachtsareal (= ,Verdachtsverlauf” als Funktion von z),

* wobei anschliefend die beiden Signalverlaufe ins Verhaltnis gesetzt werden (= ,Indi-
katorverlauf als Funktion von z), und eine Schranke von 20-40% Abweichung des In-
dikators vom Wert Eins im Verdachtsareal als Indikationsgrenze fiir einen anomalen
Stoffwechsel verwendet werden, der sich signifikant zwischen normalem und patho-

logischen Gewebsvolumina gleicher Art unterscheidet.

Des Weiteren kann das Verfahren umfassen:

e Einstrahlung und Tiefenscan eines fokussierten Kurzpulslaserstrahls im Wellen-
langenbereich 720-880 nm oder 980-1080 nm und Messung der remittierten
Strahlung bei exakt der halben Einstrahlungswéllenlénge [Indikator fGr Art und
Struktur des Kollagens als Strukturmerkmal] als Funktion der Gewebetiefe z in
einem in einem als gesund bekannten Gewebsareal als Funktion der Tiefe (=
~Normalverlauf* als Funktion von z) und

e gleichartige Messung in einem Verdachtsareal (= ,Verdachtsverlauf* als Funk-
tion von z), wobei

o anschliellend die beiden Signalverlaufe ins Verhaltnis gesetzt werden (= ,Indi-
katorverlauf* als Funktion von z), und eine Schranke von 30-50% Abweichung
des Indikators vom Wert Eins im Verdachtsareal als Indikationsgrenze fir eine
anomale Gewebestrukturierung verwendet werden, der sich signifikant zwi-
schen normalem und pathologischen Gewebsvolumina gleicher Art unterschei-
det.

Dabei kann der fokussierte Strahl wird mittels einer geeigneten (Abtast-) Einrichtung
durch das Gewebe bewegt. Diese Bewegung kann in einer der folgenden Abtastmodi
ausgefithrt werden '
a) zweidimensional im Sinne einer horizontalen (= zur Gewebeoberflache paral-
lelen) Abtastebene,
b) zweidimensional im Sinne einer vertikalen (= zur Gewebeoberflache senk-
rechten) Abtastebene (,optischer Ultraschall®)
c) dreidimensional im Sinne eines Abtastvolumens.
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Ziel ist insbesondere das Auffinden von Tumoren im Frihstadium (,Carcinoma in situ®)
und die Abgrenzung gegen weiterentwickelte Stadien (Einwandern von Micro-Gefalen,
Durchbrechen der Basalmembran, Verlust der Gewebestrukturierung). Dabei werden
folgende Erkenntnisse genutzt
a) Micro-Zirkulation wird am erhthten Hemoglobin-Signal erkannt.
b) Aufldsung der Struktur wird am lokal abweichenden Gehalt an Elastin
und/oder Kollagen erkannt.
c) Das Durchbrechen der Basalmembran wird durch Fehlen der Papillenstruktur
durch Bildauswertung erkannt.
Zur Unterdriickung von Stérungen und zur Kompensation von Einflissen unbekannter
Skalierung einerseits der Messanordnung und andererseits der biologischen Materialien
im Anregungs- und Mess-Strahlengang wird mit einer Referenzierung des Mess-Signals
gearbeitet, bei der die Messdaten mindestens zweier signifikanter Stoffe herangezogen
werden, hier insbesondere der Stoffgruppen NAD(P)H, Flavine und Tryptophan.
Als weitere signifikanzsteigernde Information werden morphologische Daten, wie der
lokale Gehalt an Elastin oder Kollagen herangezogen, die sich durch eine eigene Fluo-
reszenzmerkmale Elastin) oder durch nichtlineare Erzeugung eines Referenzsignals (be-
vorzugt SHG = Second Harmonic Generation = Frequenzverdoppelung der Anregungs-
strahlung, bevorzugt bei Kollagen) nachweisen lassen.

Dem Arzt wird ein morphologisches Bild des untersuchten Gewebeareals am Monitor .
gezeigt. Dieses beruht auf der Auswertung der Signale der Strukturmolekile (Elastin
und/oder Kollagen) und der direkten Riickstrahlung der Anregungsstrahlung (Oberfla-
chen-Reflex und Streuamplitude).

Ein ,Gewebe-spektroskopischer Fingerabdruck® wird durch die genannten Referenzie-
rungen ermittelt und vom Rechner automatisch bewertet [zumindest zweiwertig (= ,nor-
mal® oder ,abweichend”) oder dreiwertig (= ,normal‘, abweichend” oder ,un-
klar/unbestimmt®)]. Die Bereiche abwechselnden Stoffwechsels werden im Monitorbild in
Falschfarbendarstellung wiedergegeben.

Gerateaufbau:

Das Gerat besteht aus einem Betriebsgerat mit Netzversorgung, Bedienelementen integ-
riertem Rechner und angeschlossenem Monitor sowie dem Handstiick mit Fokussier-
Optik und Scanner fir die Anregungsstrahlung und den Elementen zum Sammeln der
Mess-Strahlung (reflektierte und Streustrahl bei der Anregungswellenlange, SHG-
Strahlung bei der halben Anregungswellenlange sowie der Fluoreszenzstrahlung).
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Die Zuftihrung der Anregungsstrahlung geschieht entweder mittels Faseroptik, bevorzugt
als Photonic Fibers, oder einem Gelenkarm. Dabei kénnen Elemente der Zufithrungsop-
tik fur die Fluoreszenz-Anregungsstrahlung auch zum Sammeln der Mess-Strahlung
verwendet werden.

Als eine besonders vorteilhafte Ausfiihrungsform wird bei dem analog zum bildgebenden
medizinischen Ultraschall ausgepréagten Abtastmethodik (,Optischer Ultraschall) eine im
Bezug zum Handstiick fixe Abtastebene vertikal in das Gewebe gelegt und vom Arzt, wie
beim Ultraschall tiblich durch das Gewebe bewegt. Das Schnittbild des Gewebes mit den
genannten Zusatzinformationen (,Fingerabdruck” mit automatischer Bewertung) wird in
Echtzeit im Bildschirm angezeigt.

Bei Betriebszusténden mit hoher Auflésung, wo die héndische Positionierungsgenauig-
keit nicht ausreicht oder die Unruhe durch die unwillkiirliche Handbewegung fur das Ver-
fahren zu groR ist, wird das Handsttick fest aufgesetzt und die Verschiebung der Abtast-
ebene durch elektromotorische oder mikromechanische Stellelemente ausgefiihrt.

Als Strahlquelle wird bevorzugt ein Laser, insbesondere ein gepulster Laser eingesetzt.
Eine mdgliche Anregungsquelle, die mit Pulsen im Pikosekundenbereich arbeitet, erlaubt
zudem durch die Verwendung einer photonischen Faser auch die Erzeugung breitbandi-
gen Lichtes zur Anregung bei mehreren Farben. Eine derartige Lichtquelle ist bislang
weder in der fluoreszenzbasierten Tumordiagnostik noch in der Mehrphotonenmikrosko-
pie eingesetzt worden.

Das Verfahren grenzt sich von den bekannten Diagnoseverfahren dadurch ab, dass es
die Dignitat des Gewebezustandes in einem dreidimensionalen Scanbild der Haut bewer-
tet und darstellt. Dabei ist die Auflésung so gewahlt, dass -je nach betrachteter Gewebs-
tiefe- eine Anzahl von ca. 20 bis 200000 Zellen zum lokalen Signal beitragen.

Damit grenzt sich das Verfahren von héher auflésenden Verfahren ab, die Gestalt, Tei-
lungsverhalten und Stoffwechsel einzelner Tumorzellen mikroskopisch betrachten. Diese
liefern labortechnisch und fir die Forschung interessante Ergebnisse, sind jedoch fur
eine klinische Anwendung am Patienten nur sehr bedingt geeignet. Das fiir die genann--
ten Laborverfahren notwendige hohe Auflésungsvermdgen im Bereich von 1 um erfordert
ein Epi-Fluoreszenzmikroskop mit hoch-aperturiger optische Abbildung, was ohne Immo-
bilisation des Patienten nicht mdglich ist. Ferner ist die erreichbare Gewebstiefe deutlich
limitiert. Um die hoch-detaillierte Information zu gewinnen und auszuwerten, benstigt
man vergleichsweise lange Messzeiten, weshalb ein solches Verfahren fiir ein klinisches
Staging -anders als das erfindungsgemafRe Verfahren ungeeignet ist.
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Das oben beschrieben erfindungsgemaRe Verfahren arbeitet vollkommen nicht-invasiv.
Die Hautoberflache wird nicht angetastet, so dass auch bei positivem Befund keine Ge-
fahr besteht, durch das Verfahren das Ausschwemmen von Tochterzellen des Tumors
auszuldsen.

Die Kombination des Fluoreszenzverfahrens mit einem OCT-System liefert wegen des
dreidimensionalen Scanvorgangs ein 3D-OCT, so dass simultan dasselbe Gewebsvolu-
men (,Scan-Volumen") einerseits in dienlicher Auflésung auf seine Dignitat bewertet und
andererseits morphologisch abgebildet wird. Der untersuchende Arzt erhalt daher eine
volisténdige dreidimensionales Bild des Gewebes und seines bewerteten Stoffwechsel-
zustandes.

Das Verfahren wurde in Bezug auf Haut als relativ leicht zugénglichen Organ dargestelit.
Es weist jedoch deutliches Potential zur Weiterentwicklung fir andere medizinische und
labortechnische Anwendungsgebiete auf.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur optischen Charakterisie-
rung von aus Zellen gebildetem Gewebe angegeben, das die Schritte aufweist:

- Bereitstellen einer Strahlquelle zum Aussenden gerichteter Strahlung;

- Bestrahlen des zu charakterisierenden Gewebes mit der Strahlung an einer Mess-
stelle, wodurch im Gewebe eine fur das Gewebe charakteristische Riickstreu-
strahlung angeregt wird, wobei

- die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung quer zur Ausbreitungsrichtung pe-
riodisch so abgelenkt wird, dass die Strahlung einen Bereich des Gewebes um die
Messstelle herum periodisch abtastet, der sich Uber eine Mehrzahl von Zellen des

Gewebes erstreckt.

Haufig ist vorgesehen, die Information zu einem Objektpunkt aus der Integration des
Fluoreszenzsignales einer groflen Zahl von Anregungspulsen zu entnehmen. Um aus
dem langgestreckten Anregungsfokus ein Anregungsvolumen etwa gleicher lateraler
Ausdehnung zu bekommen, wird der Strahl lateral in x und y-Richtung (Strahlachse ist in
z-Richtung gewahlt) mit hoher Geschwindigkeit bewegt, wodurch die Fluoreszenz aus
einer hohen Zahl von Anregungspulsen zu einem Objektpunkt kompakt genutzt werden
kann.

Da die Frequenz der Repetitionsrate des Lasers Ublicherweise im Bereich 80 Mhz liegt,
kommen als Mittel fur das ,Wobbling“ konventionelle mechanische Scanner nicht in Fra-
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ge. Vielmehr wird hier auf eine Losung im Sinne der Mikrosystemtechnik oder Mikrome-
chanik zuriickgegriffen.

Abweichend zur Ublichen Bauform von Mikroscannern, bei denen ein einachsig oder
zweiachsig kardanisch aufgehangter Spiegel Uber ein elektromagnetisches Feld gegen
die Ruckstellkraft der blattfederartigen Tragerelemente des Spiegels geregelt ausgelenkt
wird, kann hier eine resonante Ansteuerung vorgesehen werden. Daflir wird die mecha-
nische Resonanzfrequenz der Spiegelanordnung durch geeignete Wahl der Torsionsfe-
dermomentes und des Tragheitsmomentes so bestimmt, dass die gewlinschte Schwin-
gungsfrequenz entsteht. Genau mit dieser dieser Resonanzfrequenz wird auch mit einem
elektrischen oder magnetischen Feld angeregt angeregt. Dadurch entsteht eine sinus-
férmige Schwingung des Spiegels und eine entsprechende Bewegung des Fokus in einer
Achse. Soll in zwei Achsen ,gewobbelt” werden, so werden die Resonanzfrequenzen der
beiden senkrecht zueinander stehenden Schwingungsachsen in unterschiedlichen Torsi-
ons- und Tragheitsmomenten ausgelegt, so dass zwei unterschiedliche Resonanzfre-
quenzen in beiden Achsen x und y entstehen. Dabei wird die niederfrequente Achse so
ausgelegt, dass die Schwingung ca. 6- bis 15-mal langsamer erfolgt als in der hdherfre-
guenten Richtung. '

Somit bewegt sich der Scanspot mit einer Lissajous-Figur Uber das Objekifeld in x- und
y-Richtung und tastet dieses Feld in etwa gleichmalfig ab. Diese resonante Anregung in
eine Achse oder in zwei Achsen wird im weiteren Text ,asynchrone zweiachsige harmo-
nische Ansteuerung genannt®. Alternativ sind Ablenkungen unter Nutzung des Pockels-
oder Kerr-Effekt moglich.

Eine weitere Variante ist die aktive Phasenmodulation eines Reflexes mit Hilfe eines mik-
romechanischen Aktuators. Dazu wird mikromechanisch ein Feld von freischwingenden
Spiegeln erzeugt, die jeweils in 3 oder 4 Laschenpunkien aufgehangt sind. Die Trager-
bander dieser einzelnen und untereinander gleichen Phasen-Aktuatoren sind gleichma-
Rig ausgefthrt und weisen eine im Vergleich zur Breite geringe Dicke auf. Dadurch las-
sen sie sich senkrecht zur Spiegelflache leicht auslenken, ohne zu verkippen, so dass
ihre Lage parallel zur Ruhestellung auch bei Auslenkung erhalten bleibt.

In der Substratschicht unter den Spiegelflachen wird ein Elektrodenfeld so angebracht,
dass in x-y-Richtung je Spiegelelemente eine darunter positionierte Elektroden vorliegt.
Die Spiegel selbst erhalten unterseitig ebenfalls eine leitfahige Kontaktflache.

Durch Ansteuerung der einzelnen Elektroden wird Uber elekirostatische Krafte eine Auf-
und Abbewegung der Spiegelelemente ohne Torsion erreicht. Dadurch kann eine effekti-
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ve Hohenlage jedes einzelnen Punktes singuldr angesteuert werden. Dies ermdglicht bei
einer Reflexion eine Phasenschiebung, die ortsabhéngig eingestellt werden kann. Die
Auslenkung der Spiegel muss zu ihrer optimalen Wirksamkeit bei einer Ublichen Wellen-
lange im sichtbaren Bereich ( 400-1500 um) fur eine komplette Phasenausléschung nur
200 bis 750 nm betragen. Dies ist durch eine geeignete Auslegung der Tragerlaschen
ohne Probleme zu gewahrleisten.

Wesentlich bei der Erzeugung von Teilstrahlen ist, dass in jedem Teilstrahl die Bedin-
gungen derart eingestellt werden, dass mit der gewahlten Optik im Fokus die gewlinsch-
te Intensitat der Anregungsstrahlung erreicht wird und dass die Teilstrahlen derart einge-
stellt werden, dass jeder von ihnen mit der gewahlten Fokussierungsoptik einen von den
Foki der anderen Teilstrahien getrennten Fokus in der Bildebene der Optik ausbildet.
Des Weiteren wird der Abstand dieser mindestens zwei Foki in der Bildebene derart ein-
gestellt wird, dass deren Uberlagerung entlang der Ausbreitungsrichtung der Anregungs-
strahlung insbesondere in der Nahe des Fokus jedes Teilstrahles einen wahlbaren
Bruchteil der Intensitat der Anregungsstrahlung im Fokus nicht Gberschreitet.

Zusammenfassend ist bevorzugt vorgesehen, dass

e das optische Element zur Aufteilung in die gewiinschie Anzahl von Teilstrahlen
derart als Stellelement ausgefihrt wird, dass die Anzahl der Teilstrahlen und der
Abstand ihre Foki gewahlt werden kann dass mit einem geeigneten optischen E-
lement die Teilstrahlen oder der Gesamtstrahl in ihrer Intensitat derart modifiziert
werden kdénnen, dass fir die Intensitaten im Fokus jedes Teilstrahles entspre-
chend den Erfordernissen des Zwei- oder Mehrphotonenanregungsprozesses ein
geeigneter Wert eingestellt werden kann,

e dass das optische Element zur Aufteilung in die gewlinschte Anzahl von Teilstrah-
len oder ein zusatzliches optisches Element eine mit der Zeit veranderbare Ab-
lenkung oder Anordnung der Teilstrahlen erméglicht, die in der Bildebene des Ob-
jektives eine entsprechende mit der Zeit veranderte Variation des Anregungsge-
bietes oder Teilen davon erméglicht,

e dass durch eine solche Anordnung die entstehende zeitliche Veranderung des
Anregungsgebietes dazu genutzt wird, die durch die Anordnung der Teilstrahlen
entstehenden Licken des Anregungsgebietes in der Fokalregion auszugleichen.

e dass die Formgebung des Anregungsvolumens durch ,Microwobbling” erzielt wird

o dass die gewinschten Bewegungen durch mechanische oder elektro-
magnetische Effekte, wie Pockels- oder Kerreffekt erzielt wird

e dass mikromechanische Elemente zur schnellen Mikrobewegung des Fokus (oder
zur Phasensteuerung verwendet werden.
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Fir einen sicheren Betrieb einer Vorrichtung zur optischen Gewebeuntersuchung gibt es
folgende grundsatzliche Forderungen:

A. Imregularen Betrieb dirfen keinerlei Schadigungen fiir den Patienten auftreten

B. Im ,Ein-Fehler-Fall“ durfen ebenfalls keine Schadigungen fir den Patienten ein-
treten

C.  FUr den unglnstigsten anzunehmenden Fall aus der Kombination mehrerer Fehl-
funktionen werden die Folgewirkungen diskutiert. Eine Schadigung des Patienten
mit Krankheitswert muss ausgeschlossen sein.

Die drei Forderungen werden in den folgenden Abschnitten als Risikoanalyse geman
ISO 14191 separat bewertet. Ein anschlieRendes Fazit fasst die Sicherheitsbewertung
zusammen.

Beschreibung des regularen Betriebes (Fall A):
Kategorien:

Im Regelbetrieb fihrt eine erfindungsgemafe Vorrichtung eine Scanbewegung aus, in-
dem der Fokus des Lasers lateral und in der Tiefe durch das Gewebe bewegt und durch
eine Intensitatsregelung die Abschwachung des Strahles im Gewebe ausgeglichen und
die Intensitét im Fokus konstant gehalten wird. Aus Sicherheitsgriinden muss gefordert
werden, dass einerseits ein Einzelpuls keine Schadigung verursacht. Andererseits darf
die Uberlagerte Wirkung der Folgepulse sowie die wahrend der Anwendung im Gewebe
akkumulierte Energie nicht zu Schadigungen fihren.

Beim Einzelpuls missen adiabatische thermische Effekte, der Einfluss der Photochemie
sowie intra- und intermolekulare Ubergangszeiten aufgrund der schnellen energetischen
Anregungsvorgange betrachtet werden. Da die héchste Anregungsintensitat im Fokus
der Laserstrahlung liegt, sind die kennzeichnenden GrdRen hier die Volumendichte der
absorbierten Pulsenergie und der absorbierten Pulsspitzenleistung im Fokusvolumen.
Warmeleitungsvorgange kdnnen ausser Betracht bieiben.

Fir die Bewertung der Uberlagerten Wirkung der Folgepulse ist die absorbierte Energie
der Einzelpulse auf das durch die Scanbewegung Uberstrichene Volumen zu beziehen.
Far den Fall, dass sich die Anregungsvolumina der Einzelpulse Uberlappen, kann es
hierbei zu einer hdheren Belastung als durch einen einzelnen Puls kommen.

Wahrend in den beiden obigen Fallen die Absorption der Strahlung im Fokusvolumen
betrachtet wird, muss zur Beurteilung der Wirkung der im Gewebe akkumulierten Ener-
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gie die starke Streuung des Gewebes berticksichtigt werden. Sie fihrt dazu, dass selbst
im Wellenléangenbereich des optischen Fensters bei vergleichsweise geringer Absorption
die Strahlung ein begrenztes Gewebevolumen nicht verlasst und letztlich in diesem Vo-
lumen absorbiert wird. Kennzeichnend ist hier die mittlere Leistung sowie Warmetrans-
portvorgange im Gewebe, d.h. die Warmeleitung und Warmeabtransport durch Blutzirku-
lation sind zu berticksichtigen.

Nichtthermische Wirkungen:

Aufgrund der geringen Photonenenergie (~10* cm™) und Leistungsdichte (~10"" W/cm?)
kénnen Schadigungen durch Bindungsbruch ausgeschlossen werden. Schadigungen
durch Temperaturgradienten bei Erwarmung im ps-Zeitbereich sind nicht bekannt, daher
konzentriert sich die Abschatzung der Gewebeschadigung im Folgenden auf die rein
thermische Belastung.

Abschéatzung und Bewertung der thermischen Belastung des Gewebes:

Bei der Bewertung der schadlichen Nebenwirkungen missen sowohl die Absorptions- als
auch die Streueigenschaften des Gewebes berlicksichtigt werden. In dem vorgesehenen
Wellentangenbereich der Strahlung ist der Wirkungsquerschnitt fur Streuprozesse um ein
bis zwei Groéflenordnungen hoher, als der fur die Absorption des Lichtes. Fir 1064 nm
wird ein Absorptionskoeffizient von 4 cm™ fiir die reine Absorption und 5 cm™ als effekti-
ver Wirkungsquerschnitt fir die Kombination aus Absorption und Streuung angegeben.
Die Eindringtiefe (Abfall der Intensitat auf 1/e) wird mit 4 mm beziffert. Temperaturande-
rungen ergeben sich aufgrund der kurzen Pulsdauer (~1 ps) zunichst adiabatisch aus
der absorbierten Energie geteilt durch die Warmekapazitat des Gewebes. Als konserva-
tive Abschatzung soll hier der kleinste Wert fiir die Warmekapazitat (1930 J kg™ K™ fur
Fettgewebe) angenommen werden. Die Temperaturunterschiede gleichen sich dann fur
langere Zeiten durch die Warmeleitfahigkeit des Gewebes wieder aus. Auch hier wird fir
die Abschéatzung der kleinste Wert (A = 0.3 W m”K™ in Fett) angenommen.

Far die Abschéatzung der adiabatischen Wirkung eines Einzelpulses reicht es, den Ort
der maximal auftretenden Intensitat zu betrachten. Dieser liegt im Fokus, wo sich die
gesamte dort wahrend eines Laserpulses absorbierte Energie adiabatisch, d.h. ohne
Warmeaustausch mit der Umgebung, akkumuliert. Aufgrund der Intensitatsregelung ist
diese Intensitat fur alle Scanpositionen, d.h. fur alle Tiefen im Gewebe, identisch. Ein
Energielibertrag geschieht nur durch lineare und nichtlineare Absorption; Streuung
braucht in der Rechnung nicht beriicksichtigt zu werden. Unter der Annahme einer Ab-
sorption von 50% pro mm und der o.g. Warmekapazitét ergibt sich aus den vorgesehe-
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nen Gerateparametern eine Erwarmung des Fokusvolumens um 2.6 °C durch einen ein-
zelnen Laserpuls.

Fur die Bewertung der Uberlagerten Wirkung der Folgepulse wahrend des lateralen
Scanvorganges ist z.B. die absorbierte Energie aller Pulse zu berlicksichtigen, die wah-
rend 100 um Scanstrecke auf das Gewebe auftreffen. Diese ist auf das entsprechende
Scanvolumen (Breite: Taillendurchmesser, Tiefe: doppelte Rayleighlange 100 um) zu
beziehen. Als konservative Abschatzung soll auch diese Betrachtung adiabatisch durch-
gefuhrt werden, obwohl es in dem Zeitraum zwischen zwei Pulsen zu einer geringfiigigen
Verteilung der eingetragenen Warme in Gewebe kommt. Die Berechnung mit 0.g. Wer-
ten ergibt eine Erwdrmung des Gewebes um 4.7 °C im Fokalbereich des Lasers bei
einmaligem lateralen Uberstreichen mit dem Messfleck. Da der Scanvorgang ,zeilenwei-
se’ erfolgt, d.h. der Messfleck erst in einer festen Tiefe lateral durch das Gewebe bewegt
wird, bevor in einer neuen Tiefe die nachste ,Zeile’ gemessen wird, ist die Uberlagerte
Wirkung der Pulse in der Tiefe nicht adiabatisch abzuschatzen. In dem Zeitraum zwi-
schen zwei ,Zeilen’ findet eine Diffusion der Warme in ein groReres Volumen statt, so-
dass die Uberlagerte Wirkung zweier saggital benachbarter Pulse durch die im folgenden
Abschnitt betrachtete gemeinsame Wirkung aller Pulse bei weitem Ubertroffen wird.

Fur die Bewertung dieser langfristig (d.h. Gber mehr als 10° Pulse) im Gewebe akkumu-
lierten Energie ist diese auf das Volumen zu beziehen, das die Strahlung aufgrund der
starken Streuung nicht verlasst. Als konservative Abschatzung wird die hochste Laser-
leistung, d.h. fir die Messung in groter Tiefe, angenommen. Geht man von einem zy-
lindrischen Streuvolumen mit 2 mm Durchmesser und 4 mm Tiefe aus, dessen Zentrum
lateral schnell auf einer Linie von 4 mm bewegt wird, ergibt sich eine Erwéarmung um 1 °C
pro Sekunde in diesem Volumen. Unter stationédren Bedingungen, d.h. wenn der Applika-
tor auf der Haut lange nicht bewegt wird, begrenzt der Warmetransport des Gewebes
unter unglnstigsten Bedingungen (Fetigewebe, s.0.) die Temperatur auf 43 °C in der
Strahlebene (10 pm Dicke). (Annahme: Diffusive Warmeleitung, in 5 mm Entfernung wird
die Kdérpertemperatur durch Blutzirkulation auf 37 °C gehalten).

Um die sicherheitstechnische Bedeutung einer Temperaturerhdhung im Gewebe zu be-
werten, kann auf Literaturergebnisse zurtickgegriffen werden (siehe zum Beispiel G. Mul-
ler, H. P. Berlien ,Angewandte Lasermedizin“, ECOMED-Verlag, Loseblattsammiung,
1993 ff., Kapitel 3.3 ,Thermische Wirkungen“). Demnach ist eine schadigende thermi-
sche Wirkung sowohl von der Temperatur, als auch von deren Einwirkdauer abhéngig.
Bei den hier betrachteten Zeitskalen sind die Grenztemperaturen fiir unter 1 bis maximal
10 Sekunden anzusetzen. Schaden treten bei diesen Einwirkdauern gemaf den Litera-
turdaten erst bei Uber 57°C ein, also 20K tber der Kérpertemperatur!
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Beschreibung des Ein-Fehler-Falles (Fall B):
Folgende Fehierquellen sind aus Sicherheitsgriinden zu betrachten:
a) Die Pulsenergie erhoht sich auf den Maximalwert des Lasers durch Fehler der
Regelung
b) Der Scanvorgang unterbleibt, sodass die Folgepulse dieselbe Stelle wiederholt
treffen.
Fehlerbehandlung: Als wichtigste MalRnahme gegen die beiden unzulassigen Betriebszu-
stande a) und b) ist in der Konstruktion und Systemlayout eine schnelle Uberwachungs-
elektronik vorgesehen, die den Regelbetrieb sowie den augensicheren Kontakt des Ap-
plikators auf der Haut standig tberpriift und die ihrerseits unabhéngig von der Steuer-
elektronik des Gerates arbeitet. Sobald die Uberwachungselektronik einen Fehler er-
kennt, schaltet sie die Laserquelle ab. Dadurch ist die Gefahr beseitigt. Als zusatzliche
Mafinahme wird fUr den Fall a) eine Hardwarelimitierung in den Laser eingesetzt, die
eine Energieabgabe Uber bestimmte Werte hinaus verhindert.

Bewertung des Restrisikos (Fall C):

Eintrittswahrscheinlichkeit der Fehler:Die Eintrittswahrscheinlichkeit der genannten Feh-
ler (Pulsenergie erhoht sich, Scanvorgang unterbleibt) wird durch elektronische Malf}-
nahmen und die unabhangige Uberwachungselekironik auf einen akzeptablen Wert ab-
gesenkt (genaue Definition kann erst bei Erstellung der Anlage angegeben werden).

Folgewirkung des Mehr-Fehler-Falles:

Solite trotzdem ein Fehler in der Uberwachung auftreten, so sind die Auswirkungen wie
folgt zu beurteilen:

a) Ausfall der Leistungsregelung: Die Wirkung der Einzelpulse sowie die tberlagerte
Wirkung der Folgepulse wurde fir den Regelbetrieb adiabatisch berechnet. Daher ska-
liert die Wirkung (unter Vernachlassigung der nichtlinearen Absorption) linear mit der
Laserleistung. Damit bleibt die kurzzeitige adiabatische Erwarmung unterhalb 10 °C. Fir
die Bewertung der im Gewebe akkumulierten Energie wurde bereits fur die Abschatzung
im Regelfall mit der maximalen Laserleistung gerechnet. Folglich fiihrt ein Ausfall der
Leistungsregelung nicht zu einer Schadigung des Patienten.

b) Ausfall der Scanbewegung: Die Einzelpulse werden alle in dem selben Gewebevolu-
men fokussiert, was zu einer schnellen Temperaturerhthung fiihrt, bis das Fokusvolu-
men durch die Warmediffusion ins umliegende Gewebe eine konstante Temperatur von
62 °C erreicht. FUr die im Gewebe akkumulierte Leistung bedeutet ein Ausfall der Scan-
bewegung, dass sich eine maximale Temperatur von 50 °C auf der Achse des Laser-
strahles bis in eine Tiefe von ca. 4 mm einstellt. Folglich fiihrt ein Ausfall der Scanbewe-
gung ohne Abschaltung des Lasers zu einem Schmerzreiz bei dem Patienten. Dies deckt
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sich mit Selbstversuchen, in denen diese Strahlungsbedingungen an empfindlichen Haut-

regionen (Ellenbeuge) als ,Nadelstiche” wahrgenommen wurden.

Es ist anzumerken, dass ein Ausfall der Scanbewegung die Bilderzeugung verhindert

und der behandelnde Arzt daher die Storung erkennt. Bereits ein Abheben des Applika-

tors von der Haut wird zur sofortigen Abschaltung des Lasers fuhren.

Die Erfindung wird im Folgenden anhand von Ausfilhrungsbeispielen unter Bezugnahme

auf die Figuren ndher erlautert. Es zeigen:

Fig

Fig

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

1

. 4A, 4B

schematisch eine Vorrichtung zur optischen Gewebecharakterisierung

gemal einer ersten Ausfihrungsform der Erfindung;
beispielhaft den Verlauf der Intensitat fur verschiedene Intensitatsprofile;

schematisch eine Vorrichtung zur optischen Gewebecharakterisierung

gemal einer zweiten Ausflhrungsform;

schematisch eine dritte und vierte Ausflihrungsformen einer Vorrichtung

zur optischen Gewebecharakterisierung;

eine funfte Ausfihrungsformen einer Vorrichtung zur optischen Gewebe-

charakterisierung;
Graphische Darstellung eines Ergebnis einer Fluoreszenzmessung;

Graphische Darstellung der Intensitat einer in einem Gewebe angeregten

Ein-Photonen-Fluoreszenz;

Graphisch‘e Darstellung der Intensitét einer in einem Gewebe angeregten

Zwei-Photonen-Fluoreszenz;

eine sechste AusfOhrungsformen einer Vorrichtung zur optischen Gewe-

becharakterisierung;

Die Fig. 1 zeigt eine Vorrichtung zur optischen Charakterisierung eines menschlichen

oder tierischen Gewebes 1. Das Licht eines flr die Ausldsung von Mehrphotonenprozes-

sen typischerweise eingesetzten Lasers 2 wird mit einem Strahlteiler 3 in Teilstrahlen 4a,
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4b, 4c aufgeteilt. Es sind drei Teilstrahlen dargestellt. Es versteht sich jedoch, dass die
Erfindung nicht auf drei Teilstrahlen beschrankt ist, sondern eine beliebige Anzahl von
Teilstrahlen verwendet werden kann.

Deren unterschiedliche Richtungen der Teilstrahlen 4a, 4b, 4c werden durch ein Objektiv
5 in eine entsprechende Anordnung von Foki 51a, 51b, 51c umgesetzt. Auf dem opti-
schen Weg zwischen der Strahlaufteilung und dem Objektiv 5 kdnnen einerseits Elemen-
te zur Beeinflussung z.B. der Intensitat der Teilstrahlen eingebracht werden (Hier nicht
dargestellt) oder - wie in der Fig. 1 beispielhaft dargestellt — ein Scanner 6, der zur abras-
ternden Anregung des Targets 1 (Gewebe) benutzt wird. '

In den Foki 51a, 51b, 51c der Teilstrahlen 4a, 4b, 4c findet auf Grund der hohen Intensi-
taten eine Mehrphotonen-Absorption statt, in deren Folge diese Bereiche ein entspre-
chendes Fluoreszenzsignal aussenden, das zur Charakterisierung des bzw. der Anre-
gungsbereiche(s) herangezogen werden kann. Dieses Fluoreszenzlicht wird zu einem
Teil von dem Objektiv 5 erfasst, durch einen dichroidischen Spiegel 7 von dem Anre-
gungslicht spektral und raumlich getrennt und mit einem Fluoreszenzdetektor 8 nachge-
wiesen.

Die Fig. 1 macht deutlich, dass durch die summarische Erfassung dieses Fluoreszenz-
signales der gesamte Bereich (,integraler Anregungsbereich®) charakterisiert wird, der
von dem Biindel der Anregungsfoki im Target Gberdeckt wird. Solite es aus nachweis-
technischen Grinden erforderlich sein, auch die Liicken in diesem Anregungsmuster zu
erfassen, so kann dies beispielsweise durch minimale Scanbewegungen und die Mitte-
lung Uber mehrere Laserpulse erfolgen.

Eine solche Anordnung ist insbesondere dann von Vorteil, wenn zum Beispiel um Scha-
den zu vermeiden, die Intensitat der Anregungsstrahlung nach oben hin begrenzt ist. In
der vorgeschlagenen Anordnung kann jeder Teilstrahl mit der maximal zugelassenen
Intensitat beaufschlagt werden. Entsprechend der Zahl der gewahlten Teilstrahlen
wachst dann das zu erwartenden Fluoreszenzsignal gegeniber dem von einem Teil-
strahl. Dabei kann man jedoch — wie einfthrend beschrieben — die raumliche Begren-
zung des Anregungsgebietes entlang der Ausbreitungsrichtung des Anregungsstrahles
und damit die Verfahrensauflosung weitgehend unverandert beibehalten.

Die erfindungsgemaRl wichtige Fragestellung der geeigneten Anordnung der Foki im Tar-
get wird anhand der Fig. 2 erlautert. Die Fig. 2 zeigt fur den ausgewahlten Fall der Uber-
lagerung von neun Teilstrahlen gleicher Intensitat die Abhangigkeit des normierten Inten-
sitatsverlaufe im Zentrum des Blindels Gber der Achse der Ausbreitungsrichtung der
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Strahlung in Vielfachen der Rayleigh-Lange eines Teilstrahles. Flr die Fokalebene ist z
zu Null gesetzt.

Dabei zeigt die durchgezogene Linie A den Verlauf fir einen Teilstrahl. Zum Vergleich
zeigt die gepunktete Linie B den Intensitatsverlauf fiir einen Strahl mit gleicher Spitzenin-
tensitat wie in A, jedoch — durch entsprechend gewahlte Apertur - mit der gleichen Ge-
samtenergie wie die neun Teilstrahlen. Diese Kurve weist ein deutlich langsameres Ab-
klingen der Intensitat 1angs der Ausbreitungsrichtung auf. Dies bedeutet, dass das Anre-
gungsgebiet in dieser Achse deutlich verlangert ware.

Die anderen drei Kurven stellen den Intensitatsverlauf fir unterschiedliche laterale Ab-
stédnde der Foki der Teilstrahlen dar (C: Abstand = 1,5-faches des Taillenradius; D: Ab-
stand = Dreifaches des Taillenradius; E: Abstand = Funffaches des Taillenradius).

Wahlt man den Abstand zu klein (z.B. 1,5-fache des Taillenradius), so ergibt die Uberla-
gerung etwas hohere Intensitaten im Fokus selbst und das Anregungsgebiet ist entlang
der Ausbreitungsrichtung deutlich vergroflert. Man erkennt dies, wenn man beispielswei-
se den Punkt des Abklingens auf die halbe Fokusintensitat als Ma3stab nimmt.

Stellt man jedoch beispielsweise den drei- oder funffachen Taillenradius in dieser Bei-
spielanordnung ein, so ist die Intensitat anndhernd im gleichen Abstand vom Fokus auf
die Halfte abgefallen wie im Fall eines Strahles mit gleicher Taille.

Das Beispiel macht deutlich, dass es durch erfindungsgemal vorteilhafte Wahl des Ab-
standes der Foki gelingt, die Ausdehnung des Anregungsgebietes entlang der Ausbrei-
tungsrichtung nahezu unabhangig von der Zahl der Teilstrahlen und damit von der GroRle
des Anregungsgebietes zu gestalten.

Die Wahl des gunstigsten Abstandes der Foki kann von ihrer Anordnung in der Fokus-
ebene des Objektiv, ihrer Zahl und den Eigenschaften der Anregungsstrahlung abhan-
gen. Bevorzugt wird ein Abstand in der GrofRe des 2,5 — 15-fachen des Taillenradius ei-
nes Einzelstrahls gewahlt.

Die Fig. 3 zeigt eine Vorrichtung, in der eine Laser-Strahlquelle 2 sowohl fur die Multipho-
tonen-Anregung als auch fir optische Koh&renz-Reflektometrie eingesetzt wird. Gege-
benenfalls sind die spekiralen Eigenschaften der Quelle so zu gestalten, dass sie die
gewlinschte Tiefenaufldsung (Auflésung entlang der Strahlungsausbreitung) erméglicht.
Diese Strahlung wird in einen Anregungsstrahl AS und einen Referenzstrahl RS mit ei-
nem teildurchla@ssigen Spiegel 71 geteilt.
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Beide Strahlen kdnnen noch mit Modulatoren versehen werden, die die Intensitat nicht
Jjedoch die optische Weglange zeitlich modulieren. Eine solche Anordnung ist nicht ab-
gebildet.

Dem Anregungsstrahl AS wird quer zur Ausbreitungsrichtung in der Strukturierungsein-
heit 3 eine Struktur aufgepragt, die infolge der Fokussierung nur in der Nahe der Fokal-
ebene eines Objektivs 5 innerhalb des Targets kontrastreich hervortritt. Fiir diese Einheit
konnen beispielsweise ein holographisches Element oder Mikrolinsen- oder Mikropris-
men-Anordnungen eingesetzt werden. In der Fig. 3 ist als mégliche Ausfiihrung einer
solchen Anordnung die Aufteilung in drei Teilstrahlen 4a, 4b, 4c¢ dargestellt, die in dem
Target 1 (Gewebe) eng benachbarte Foki ausbilden. Aulerhalb der Fokalebene verrin-
gert sich der Kontrast zwischen den Foki infolge der Durchmischung der Teilstrahlen.
Der so strukturierte Anregungsstrahl AS kann mit einem Scanner 6 zur ortsdefinierten
Anregung des Targets 1 relativ zu diesem bewegt werden.

Dort wo der strukturierte Anregungsstrahi AS das Innere des Targets 1 beleuchtet, findet
an Strukturgrenzen Streuung statt. Der riickgestreute Anteil durchlauft das Objektiv 5, in
dem er wieder kollimiert wird, und gegebenenfalls den Scanner 6, der die abtastende
Strahlbewegung rtickgéangig macht. Uber einen Strahlteiler 7 und gegebenenfalls eine
Feldlinse 10 gelangt dieses aus der Tiefe des Targets 1 stammende Licht zur Interferenz
mit dem Referenzstrahl RS in einem Interferenzdetektor 20 (z.B. eine CCD-Kamera).

Die optische Weglénge des Referenzstrahles RS kann {iber eine bewegliche Spiegelvor-
richtung 19 (Die Bewegungsrichtung ist durch den Doppelpfeil M angegeben) verandert
werden. Beobachtet man die Interferenz ortsaufgeldst, so wird man dann ein besonders
kontrastreiches Interferenzmuster beobachten, wenn die optische Weglange des Refe-
renzstrahles genau dem Strahlweg des Anregungslichtes bis zum Fokus und des riick-
gestreuten zurlick bis zum Ort der Uberlagerung entspricht. In den Interferenzmuster
wird sich das Abbild der dem Anregungsstrahl aufgepragten Struktur zeigen. Dies ist der
Indikator dafiir, dass die Koharenz-Reflektometrie den Fokalbereich der Anregung dar-
stellt.

Als Beispiel ist in der Fig. 3 die Zwei- oder Mehrphotonen-Mikroskopie als méglicher An-
wendungsfall dargestelit. In dem hier gezeigten Beispiel wird die Mehrphotonen-
Fluoreszenz mittels des dichroitischen Strahlteilers 72 und des Empfangers 8 summa-
risch aus den Fokalbereichen aller drei Teilstrahlen erfasst. Genauso méglich sind je-
doch auch Anordnungen, die es erlauben, die Fluoreszenzsignale nur einer ausgewahl-
ten Teilregion zu detektieren.
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Die Fig. 4A, 4B zeigen das Prinzip eines Seriengerates zur optische Gewebecharakteri-
sierung. Nach der Anregung durch fokussierte IR-Laserpulse (~ fs bis ps) (Pfeil P) wird
das von der Probe / dem Gewebe ausgehende Licht mit einem Spektrometer 11 detek-
tiert. Dieses Spekirometer kann zur Vereinfachung der Auswertung und zur Verbesse-
rung der Kollektionseffizienz des riickgestrahlten Lichtes als Polychromator mit relativ
geringer spektraler Ausldsung und weiten Spekiralfenstern ausgefiihrt sein. Im letzteren
Fall kann auch die Sammellinse vor dem Polychromator 11 ggf. entfallen.

Da nur Licht ausgewertet wird, dessen Photonen eine héhere Energie haben, als die des
eingestrahlten Lichtes, ist sichergestellt, dass das Signal aus nichtlinearen Prozessen
stammt, die nur im Bereich des Fokus stattfinden konnen. Aus der Position einer Linse 5
und dem Brechungsindex des Gewebes ist die Lage des Fokus 51 eindeutig bestimmt.
Die Tiefenzuordnung kann an einem geeignet praparierten Objekt kalibriert werden.

Die Intensitat wird wéhrend des Tiefenscans variiert, um die Abschwachung des Anre-
gungslichtes bei der Fokussierung in tiefere Bereiche des Gewebes auszugleichen. Die
Regelung basiert auf physikalischen Effekten, die gewebeunabhingig als Funktion der
Anregungsintensitat im Fokus ausgelost werden und gleichen somit auch die Abschwa-
chung in unterschiedlichen Gewebetypen aus. Auf diese Weise werden storende Selbst-
fokussierung sowie quantitative UV-Konvertierung im Gewebe vermieden.

In Fig. 4A und 4B ist ohne Beschrankung der Aligemeinheit die Relativbewegung zwi-
schen Strahl und Fokus jeweils nur in zwei Koordinaten (x lateral, z in die Gewebetiefe)
dargestelit. Die zweite Lateralachse y kann erfindungsgemaR in einer der angegebenen
Weisen zuséatzlich abgefahren werden. A

Das Prinzip der Anordnung der Fig. 4B entspricht dem der Fig. 4A, mit dem Unterschied,
dass die Probe mit einer Positioniereinheit 12 gegentber dem fokussierenden Objektiv
bewegt werden kann, um verschiedene Punkte der Probe ausmessen zu kénnen. Des
Weiteren ist ein Spektrometer oder Polychromator (siehe entsprechende Bemerkung zu
Fig. 4A) 11a angeordnet, das zeitaufgeloste Messungen ermdglicht und mit einer Aus-
werteeinheit 13 verbunden ist. Die Anordnung nach Fig. 4B ist besonders geeignet fiir in-
vitro-Untersuchungen, wie z. B. Zellkulturen, von exzidierten Gewebeproben oder patho-

logischen Praparaten.

Die Fig. 5 zeigt eine weitere Variante einer Apparatur zur optischen Gewebeuntersu-
chung mit kombinierten Fluoreszenz- und OCT-System. Das Prinzip dieses Systems ist
bereits in Bezug auf die Fig. 3 erlautert worden. Die Apparatur ist nicht mit einem
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Spektrometer ausgestattet, sondern wird mit mehreren diskreten Sensoren 15a, 15b be-
trieben, die durch Filterung mittels vorgeschalteter Filter 16a, 16b spekirale Teilsignale
des Fluoreszenzspekirums nutzen.

Bei den Filtern 16a, 16b handelt es sich nicht ausschlieRlich um einfach Linien-, Band-
oder Kantenfilter. Vielmehr werden mindestens teilweise komplexe Verlaufsfilter einge-
setzt werden, die gemé&g einer Bewertungsfunktion berechnet und hergestellt sind.

Beispielhaft seien im Folgenden einige typische Betriebswerte einer derartigen Apparatur
tabellarisch dargestellt. In Ubertragung der Ergebnisse aus den Vorversuchen l4sst sich
mit folgenden Gerateparametern eine Bestimmung der angestrebten spezifischen Mess-
ergebnisse flir die Auswertung in einer Schrittweite von 50 ym lateral wie saggital und
einer Bildwiederholrate von 2 Hz auf einem Schnitt von 1.5 x 4 mm? erreichen:

Bezeichnung Wert Bemerkung

Laserdaten:

Mittlere Leistung P 90 mwW

Pulsdauer T 10 ps

Pulswiederholfrequenz frep 50 kHz

Strahldaten

Strahldurchmesser im Fo- Dsok 10 Hm

kus

Rayleigh-Lange Ziok 80 um | = Schérfentiefe”

Wirkvolumen Viok | 12.000 | (UM)® |=7/4 * Dy * 2 Zio

Intensitat im Fokus 10" | W/cm?| Spitzenleistung im Pulsmaximum,
durch Intensitatsregelung festgelegt

Scandaten

Scanfrequenz fscan 5 kHz |Mittelung tber 10 Laserpulse, die
kontinuierlich im Gewebe bewegt
werden.

Scanschritt lateral AX, 50 Um | = parallel zur Hautoberflache

Ay
Scanschritt axial Az 50 Um | = in die Gewebetiefe

Die Apparatur gema® der Fig. 5 arbeitet mit nicht-linearer Fluoreszenzanregung. Dies
aus folgenden Griinden:

A. Eine ausreichende Eindringtiefe ist nur innerhalb des ,IR-Fensters" von ca. 750
bis 900 nm moglich.

B. Durch die nichtlineare Wirkung geschieht die Fluoreszenzanregung praktisch
ausschlieRlich im Focus der Anregung, daher sehr lokalisiert, so dass eine hohe
laterale und Tiefenauflésung erreicht wird.

C. Die durch nicht-lineare Anregung gewonnenen Fluoreszenzspektren unterschei-
den sich nach den bisherigen eigenen Messungen grundsétzlich von solchen, die
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mittels linearer Anregung , d. h. mit der halben Anregungs-Wellenlédnge, gewon-
nen werden.

Die Ursache liegt darin, dass fiir den Fluoreszenzvorgang, sowohl die Anre-
gungskinetik, als auch die Abstrahlungskinetik sowie intra-molekulare Energie-
Ubertragungsvorgange wesentlich sind. Diese Erkenntnis ist aus einschlagigen
wissenschaftlichen Untersuchungen grundsétzlich bekannt. Die damit verbundene
wesentlich verbesserte Spezifitat von nichtlinearen laserspektroskopischen Me-
thoden wird inzwischen in einigen technischen und biologisch-medizinischen Ap-
plikationen fruchtbringend angewendet.

Im Rahmen von Voruntersuchungen zu dem genannten Punkt C werden Proben heran-
gezogen und in vitro untersucht, die histopathologisch definiert waren (Basaliom/ Haut).
Der neue Ansatz — nichtlineare Spektroskopie in suprazellularer Mittelwertmessung — hat
in den Untersuchungen eine sehr gute Unterscheidbarkeit zwischen Basaliom und nor-
malem Gewebe ermdglicht. Es konnten in den so erzeugten Emissionsspektren Spekt-
ralbereiche identifiziert werden, die praktisch eine Ja/Nein-Entscheidung beziglich nor-
malem oder anomalem Zellstoffwechsel erlauben. In einer Vorstudie wurden mit diesem
Verfahren inzwischen insgesamt 26 Messreihen durchgefiihrt und ausgewertet. Das Er-
gebnis ist in der Fig. 6 dargestellt.

Die Fig. 6 zeigt eine Auswertung der nichtlinear angeregten Emissionsmessungen an 26
Proben, von denen 11 gesundes und 15 krankes Gewebe darstellen. In der Ordinate ist
die Lage einer aus dem Spekirum berechneten charakteristischen Wellenlange (Achar)
und in der Abszisse das Intensitatsverhaltnis an zwei festgelegten Wellenlangen V(L4/A,)
aufgetragen. Die unterbrochene Linie G stellt eine Grenzkurve dar. Es ist erkennbar,
dass Basaliome von normaler Haut unterschieden werden kénnen.

Es zeigt sich, dass durch geeignete mathematische Reduzierung der Messergebnisse
eine selbstreferenzierte, d.h. von der Gesamtintensitat unabhéngige, skalare Kenngréle
ermittelt werden kann, die im Folgenden als Fluoreszenzoptischer Gewebs Indikator
(FGI) bezeichnet werden soll. Der FGI zu einem bestimmten geometrischen Messpunkt
im Gewebe kann aus den Intensitatswerten bei einigen charakteristischen Wellenlangen
ermittelt werden. Die Auswertung dieser Messungen zeigt, dass es in nahezu eindeutiger
Weise maoglich ist, krankes von gesundem Gewebe mit dieser nichtlinearen Methode zu
unterscheiden. Das genaue Verfahren ist Gegenstand der Patentanmeldung.

Hintergrund fur diese neue Methode ist die Tatsache, dass im kranken Gewebe eine
Reihe von molekularen Indikatoren vorliegen. Diese kdnnen jedoch auf Grund ihrer
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spektroskopischen Eigenschaften mit linearen Methoden nicht unterschieden werden,
wie die Fig. 7 zeigt.

Die Fig. 7 zeigt eine konventionelle fluoreszenzspektroskopische Untersuchung (UV-
induzierte Autofluoreszenz mit Einphotonen-Anregung)) von unterschiedlichen Gewebe-
typen (Lederhaut mit durchgezogener Linie bzw. Epithelgewebe mit gestrichelter Linie
dargestellt). Aus dem Spektrum ist erkennbar, dass keine signifikanten spektroskopi-
schen Unterschiede existieren. Dieses ist nicht verwunderlich, da die in diesem Zusam-
menhang betrachteten Substanzen sich in ihrem molekularen Aufbau nur sehr wenig
unterscheiden. Erfahrungsgemaf ist durch die breiten Absorptionsbanden und die statis-
tische Mittelung dann auch keine Spezifitat zu erwarten.

Eine nichtlineare Methode schafft hier Abhilfe, indem die unter nichtlinearen Bedingun-
gen deutlich verstarkten Unterschiede zwischen den verschiedenen molekularen Syste-
men spektroskopisch auswertbar werden. Wie grof3 diese Unterschiede sind, ist in der
Fig. 8 dargestellt. Die Fig. 8 zeigt das Ergebnis einer nichtlinear angeregten spektrosko-
pische Untersuchung der unterschiedlichen Gewebetypen. Im Gegensatz zu Abb. 7 exis-
tieren signifikante Unterschiede.

Diese wenigen Beispiele sollen belegen, dass die nichtlinearen spektroskopischen Me-
thoden einen grundsatzlich neuen Zugang zur Analytik gerade im biologisch-
medizinischen Bereich ertffnen. Diese speziellen Beispiele zeigen ohne Einschrankung
der Allgemeinheit die Prinzipien der neuartigen Methodik und belegen ihre Realisierbar-
keit. Der erfindungsgemaf breitere Ansatz ist in den dargestellte Anspriichen und Erlau-
terungen dargestellt.

Ein wesentlicher Teil des Ansatzes des erfindungsgemaflen Verfahrens ist, dass der FGI
mit einer rdumlichen Auflosung detektiert wird, die Uber das Volumen (Fokussierungsvo-
lumen) von 20 bis 200.000 Zellen mittelt. Es handelt sich beim fluoreszenzoptischen Ge-
websindikator also um eine suprazellular gemittelte Grolle, die das Gewebe beschreibt,
und nicht um eine Kenngrofie fir eine Zellorganelle oder bestimmte Zellkompartimente.
Erst diese Festlegung ermoglicht durch Datenreduktion auf einen dem Diagnosezweck
angemessenen Umfang eine zeitliche Auswertung in Echtzeit, ohne Fixierung des Pati-
enten Uber lange Zeitraume.

Die Auftragung des FGI fir die bis jetzt durchgefiihrten Gewebsmessungen gibt eine
klare Abgrenzung zwischen gesundem und krankem Gewebe (siehe Abb. 4).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Selektivitat durch die Auswertung der Flu-
oreszenzdaten erzielt wird. Die zeitlich und ortlich deckungsgleiche Kombination dieser
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Fluoreszenzdaten mit einem OCT erlaubt die Orientierung des Arztes im Gewebe und
liefert die Zuordnung der fluoreszenzoptischen Messungen zur Morphologie des unter-
suchten Hautareals.

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass mit dem Fluoreszenzgewebeindikator FGI
in Verbindung mit charakteristischen Fluoreszenzmaxima bereits bei reiner Intensitéts-
auswertung und Verhaltnisbildung bei zwei Wellenlangen (selbstreferenziert) ein klarer
Indikator fUr pathologische Zusténde des Gewebes gefunden werden konnte.

Mit der beispielhaftdargelegten Definition des FGI wurde also bereits jetzt ein klar abzu-
grenzender Indikatorwert gefunden, der durch Schwellwerte eine automatische Unter-
scheidung zwischen gesund und krank ermoglicht. Die dargestellten erfindungsgeméafien
Verfahrensgrundlagen erlauben es, die Selektivitét und Spezifitat weiter zu erhdhen und
an vielfaltige Fragestellungen spezifisch anzupassen.

So werden erfindungsgemal zur Erreichung eines optimalen und mdglichst aussagekraf-
tigen Diagnoseziels, mit minimalen falsch-negativen und falsch-positiven Aussagen und
zur Erhdhung der Diagnoseaussage, wie dargelegt, andere Wellenlangen herangezogen
und/oder ein Korrelationsfaktor aus mehr als zwei Wellenlangen berechnet.

Es kdnnen aus dem Bildpunkt bzw. Fokuspunkt die Intensitatswerte der Fluoreszenz-
strahlung bei zwei oder mehr signifikanten Indikator- bzw. Referenz-Wellenlangen be-
stimmt und ins Verhaltnis gesetzt werden. Damit lasst sich die gewlinschte Geschwindig-
keit der Auswertung erzielen und die Moglichkeit gewinnen, in Echtzeit sowohl! die Mess-
Signale auszuwerten, als auch die Gut-/ Schlechtentscheidung zu treffen, sowie das Er-
gebnis im OCT-Bild darzustellen.

Dabei kann zuséatzlich

a) das Abklingverhalten, d. h. die zeitliche Komponente der Fluoreszenzab-
strahlung, sowie

b) der Einfluss der Fluoreszenz-Anregungswellenlange beriicksichtigt werden.

Zu a: Mittels geeigneter schneller Sensoren mit festgelegter Detektionswellenlan-,
ge (beispielsweise PMT = Photo Multiplier Tubes) kann der zeitliche Verlauf
durch elektronisches Gating ausgewertet werden.

Zub: Durch eine Variation der Anregungswellenlange wird die Detektions-
Sicherheit und -Scharfe erfindungsgemal erhdht.

Optionale zusatzliche Verfahren erlauben in ihrer Kombination mit der beschriebenen
neuen Methode die Gewinnung zuséatzlicher, fir den Mediziner niitzlicher, Informationen.
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Zum einen handelt es sich dabei um die mogliche Kombination mit einem OCT-
Verfahren, welches fir die Spezifitat des beantragten neuen Verfahrens nicht erforderlich
ist, dem Mediziner jedoch morphologische Zusatzinformationen gibt, die ihm die weitere
Behandlung erleichtern.

In Fig. 9 ist eine weitere Ausfiuhrungsform einer Vorrichtung zur optischen Gewebeunter-
suchung gezeigt. Eine Laserquelle (nicht dargestellt) ist Uber eine Glasfaser 30 mit ei-
nem Messkopf 31 verbunden. Uber die Glasfaser 30 und der Messkopf 31 kann das La-
serlicht an das zu untersuchende Gewebe heran- und hinweggefithrt werden. Somit kann
ahnlich einer Ultraschalluntersuchung ein weites Gewebeareal optisch ,abgetastet” wer-
den. Das riickgestreute bzw. im Gewebe angeregte Licht wird Gber die Glasfaser 30 in
eine integrierte Auswerteeinheit geleitet, die aus den bestimmten Daten eine Bildinforma-
tion Uber das Gewebe generiert. Diese Bildinformation wird an einem integrierten Bild-

schirm 40 angezeigt.

Zusatzlich zu einem Fluoreszenzsystem kann ein OCT-System integriert sein, das syn-
chron und ortlich deckungsgleich mit dem Fluoreszenzsystem arbeitet.

Dies lasst sich mit relativ geringem apparativem Aufwand realisieren, da die Optik, der
Scanner, die Laserquelle und der Signalweg des Fluoreszenzsystems genutzt werden
kénnen.

Dieses OCT liefert als wichtige Zusatzinformation die morphologische Struktur derjeni-
gen Gewebevolumina, fur die die genannten Informationen zu abweichendem Stoffwech-
sel fluoreszenzoptisch bestimmt werden. Damit kann diese Information unmittelbar dem
morphologischen Gewebebild zugeordnet werden.

Aus der geometrischen Zuordnung zum Messkopf wird so ein Bild erzeugt, das auf Ge-
websstrukturen bezogen ist. Der Arzt erhalt eine Aussage in welchen gewebsmorpholo-
gisch charakterisierten Bereichen im Gewebe die kritischen Areale mit auffalligem Stoff-
wechsel liegen.

Kennzeichen der Apparatur ist ein fir den Praxis- bzw. Klinikalltag taugliches Medizinge-
rat zur effizienten, sicheren und reproduzierbaren Tumordiagnostik. Die Wirkprinzipien,
Methoden und Algorithmen, die dazu verwendet werden, sind durch die medizinisch-
diagnostische Zielsetzung determiniert. Dies betrifft beispielsweise die Fragestellungen
von Ein- oder Mehrfarbenanregung und der spekiralen und zeitlich aufgeldsten Detektion
der Fluoreszenz. Aus der klinischen Praxis folgen die Dimensionen des diagnostischen
Beobachtungsfeldes: eine Tiefenauflosung von 0,5 - 1,5 mm, Schnittbilddarstellungen mit
mehreren Millimetern Kantenlange (z. B. 4 mm).

Wesentliches Kennzeichen fur die diagnostische Interpretation ist dabei die Zusammen-
fuhrung der fluoreszenzoptischen Daten mit morphologischen Informationen, denn nur



WO 2006/128442 PCT/DE2006/000941
34

dadurch wird beispielsweise die kanzerogene Durchdringung der Basalmembran erkenn-
bar. Fur derartige morphologische Informationen wird erfindungsgemaR das Verfahren
des OCT oder die Extraktion entsprechender Fluoreszenzsignale eingesetzt.
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Patentanspriiche

Verfahren zur optischen Charakterisierung von aus Zellen gebildetem menschlichem

oder tierischem Gewebe mit den Schritten:

- Bereitstellen einer Strahlquelle zum Aussenden gerichteter elektromagnetischer
Strahlung;

- Bestrahlen des zu charakterisierenden Gewebes mit der Strahlung, wodurch im
Gewebe eine fur das Gewebe charakteristische Riickstrahlung erzeugt wird, wobei

- die in das Gewebe eingedrungene Strahlung innerhalb eines sich quer zu ihrer
Ausbreitungsrichtung erstreckenden Anregungsbereiches eine ausreichende In-

tensitat aufweist, um im Gewebe eine charakteristische Riickstrahlung anzuregen,
dadurch gekennzeichnet, dass

der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung ein derartiges Intensitatsprofil quer
zu ihrer Ausbreitungsrichtung aufgepragt wird, dass der Anregungsbereich eine
Mehrzahl von Zellen des Gewebes Uberdeckt und die angeregte Rickstrahlung auf

zellibergreifende Gewebeeigenschaften zuriickgeht.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Aufprigen des
Intensitatsprofils darin besteht, die Strahlung tber ein Objektiv in das Gewebe abzu-
bilden.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Objektiv eine nu-

merische Apertur von ndherungsweise 0,3 bis 1,5 aufweist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Aufpragen des
Intensitatsprofils darin besteht, die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung in
mindestens zwei Teilstrahlen aufzuteilen, wobei dervAnregungsbereich durch die La-

ge der Teilstrahlen festgelegt ist.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Teilstrahlen jeweils
so in das Gewebe fokussiert werden, dass die Fokuspunkte fir die Teilstrahlen

beabstandet zueinander sind.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Intensitatsprofil so

gewahlt wird, dass sich der Anregungsbereich eines einzelnen Teilstrahls quer zur-- -
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10.

11.

12.

13.

36

Ausbreitungsrichtung der von der Strahlquelle ausgehenden Strahlung tber nahe-
rungsweise 1 bis 2.500 Zellen des Gewebes erstreckt.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass sich der Sum-
menanregungsbereich der erzeugten Teilstrahlen quer zur Ausbreitungsrichtung der
von der Strahlquelle ausgehenden Strahlung Uber naherungsweise 1.000 bis
200.000 Zellen des Gewebes erstreckt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Ruckstrahlung ein Fluoreszenzsignal, eine harmonische Oberwelle der

Strahlung der Strahlquelle und/ oder ein Reflexionssignal ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Intensitat der Strahlung so gewahlt wird, dass eine Zwei- oder Mehrphoto-

nenanregung im Gewebe erfolgt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Rickstreustrahlung die doppelte Frequenz der Strahlung aufweist, mit der

das Gewebe bestrahlt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung zur zusatzlichen Charakterisie-
rung des Gewebes per Koharenz-Reflektometrie in einen Anregungsstrahl zur Anre-
gung einer Fluoreszenz in dem Gewebe und einen Referenzstrahl aufgeteilt wird,
wobei der Anregungsstrahl zum Teil vom Gewebe zuriickreflektiert und der Refe-

renzstrahl mit der vom Gewebe zurilickreflektierten Strahlung Giberlagert wird.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Referenz- und
der Anregungsstrahl in einem ortsaufldsenden Interferenzdetektor Uberlagert wer-

den.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der Interferenzdetek-
tor ein ein- oder zweidimensionaler Bildgeber mit mindestens 4 Pixeln, insbesondere

ein CCD-Chip, eine CCD-Kamera, eine CCD-Zeile oder eine Zeilenkamera, ist.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

37

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass
das der von der Strahlquelle ausgehenden Strahlung aufgepragte Intensitatsprofil ei-
nen charakteristischen Verlauf mit mindestens zwei intensitadtsmaxima aufweist.

Verfahren nach Anspruch 11, 12 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass die opti-
sche Weglange fir den Referenzstrahl so eingestellt wird, dass sich die auf die von
der Strahlquelle ausgesandten Strahlung aufgepragte Intensitatsverteilung im Inter-
ferenzdetektor nachweisen lasst, wobei in diesem Fall die optische Weglange fiir den
Referenzstrahl der vom Anregungsstrahl zurlickgelegten optischen Weglénge von

der Strahlquelle bis zum Fokus und zurlick bis zum Interferenzdetektor entspricht.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass

a) der Interferenzdetektor die Intensitat der an ihm eintreffenden Strahlung ortsauf-
geldst in einer Ebene senkrecht zur Strahlung bestimmt;

b) jeweils die Intensitdten an benachbarten Orten fniteinander vergleicht, um einen
ortsabhangigen Kontrastwert zu ermitteln;

c) aus den ortsabhangigen Kontrastwerten einen Mittelwert bestimmt, der eine cha-
rakteristische, integrale KontrastgroRe fur die am Detektor eintreffende Strahlung
darstellt;

d) das aufgepragte Intensitatsprofil dadurch nachgewiesen wird, dass die integrale

Kontrastgrée ein Maximum erreicht.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass

a) der Interferenzdetektor die Intensitat der an ihm eintreffenden Strahlung ortsauf-
geldst in einer Erfassungsebene senkrecht zur Strahlung bestimmt;

b) aus den bestimmten Intensitatswerten und dem auf die Strahlung der Strahiquelle
aufgepragten Intensitatsprofil einen Korrelationswert bestimmt wird;

c) das aufgepragte Intensitatsprofil dadurch nachgewiesen wird, dass der Korrelati-

onswert ein Maximum erreicht.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung quer zu ihrer Ausbreitungsrich-
tung so abgelenkt wird, so dass ein Bereich des Gewebes, der sich parallel zur Ge-

webeoberflache erstreckt, abgetastet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,

dass die Fokussierung der von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung in eine Fo-
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kusebene zeitlich abhangig erfolgt, so dass die Fokusebene in Ausbreitungsrichtung
der Strahlung verschoben wird, wodurch ein Bereich, der sich senkrecht zur Gewe-

beoberfléche erstreckt, abgetastet wird.

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die im Gewebe angeregte Rickstreustrahlung in einem Detektor nachgewiesen
wird, wobei ihre Intensitat in Abhangigkeit von der Wellenlange und/oder der Zeit be-

stimmt wird.

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass

a) das Bestrahlen des Gewebes mit Strahlung im Wellenlangenbereich von 720-
800 nm erfolgt, wodurch im Gewebe eine Zweiphotonen-Fluoreszenz angeregt
wird;

b) Detektieren der Intensitat eines ersten Fluoreszenzsignals bei einer Wellenlange
von 460+£30 nm und eines zweiten Fluoreszenzsignals bei einer Wellenlange von
550+30 nm;

c) Bestimmten des Verhaltnisses der Intensitaten des ersten und zweiten Fluores-
zenzsignals; und

d) in Abhéngigkeit von dem in Schritt ¢) bestimmten Verhaltnis ein Signal erzeugt

wird.

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass

a) das Gewebe mit Strahlung im Wellenlangenbereich zwischen 500-550 nm be-
strahlt wird, und dabei

b) eine erste Intensitét einer Zweiphotonen-Fluoreszenz bei einer Wellenlange von
340 x40 nm detektiert wird;

c) das Gewebe mit Strahiung im Wellenlangenbereich zwischen 720-800 nm be-
strahlt wird, und dabei

d) eine zweite Intensitat einer Zweiphotonen-Fluoreszenz bei einer Wellenlange von
460 +40 nm detektiert wird;

e) das Verhaltnis der in Schritt b) bestimmten ersten Intensitat und der in Schritt d)
bestimmten zweiten Intensitat bestimmt wird; und

f) in Abhangigkeit von dem in Schritt e) bestimmten Verhaltnis ein Signal erzeugt

wird.
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23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

24.

25.

26.

27.

28.

dass

a) das Gewebe mit Strahlung im Wellenlangenbereich zwischen 720-800 nm be-
strahlt wird, und dabei

b) eine Intensitat einer Zweiphotonen-Fluoreszenz bei einer Wellenlange von
460 +40 nm detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Strahlung tber ein
Objektiv in das Gewebe abgebildet wird und das Objektiv entlang der Ausbreitungs-
richtung der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung schrittweise verschoben
wird, wobei die Schritte a) und b) fur mehrere Objektivpositionen erfolgen, so dass
der Fokus in Ausbreitungsrichtung der Strahlung durch das Gewebe geftihrt und ein
Fluoreszenzsignal fur mehrere Gewebetiefen bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren an
einem gesunden Gewebe durchgefthrt wird und die so bestimmten Intensitaten des

Fluoreszenzsignals als Referenzwerte gespeichert werden.

Verfahren nach Anspruch 24 und 25, dadurch gekennzeichnet, dass

a) das Verfahren gemafR Anspruch 24 an einem zu charakterisierenden Gewebe
durchgefiihrt wird,

b) die bestimmten Intensitaten fur jede Tiefe zu den jeweiligen Intensitaten des ge-
speicherten Referenzsignals ins Verhaltnis gesetzt werden;

¢) in Abhangigkeit von dem in Schritt b) bestimmten Verhaitnis ein Signal erzeugt
wird.

Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass das Signal erzeugt
wird, wenn das in Schritt b) bestimmte Verhalinis ndherungsweise 30% von dem
Wert 1 abweicht.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass

a) das Bestrahlen des Gewebes mit einem Kurzpulslaserstrahl im Wellenlangenbe-
reich 720-880 nm oder 980-1080 nm erfolgt;

b) Detektieren der Intensitat remittierender Strahlung bei der halben Wellenlange

der gemaf Schritt a) zum Bestrahlen des Gewebes verwendeten Strahlung.
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29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Strahlung Gber ein

30.

31.

32.

33.

Objektiv in das Gewebe abgebildet wird und das Objektiv entlang der Ausbreitungs-
richtung der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung schrittweise verschoben
wird, wobei die Schritte a) und b) fir mehrere Objektivpositionen erfolgen, so dass
der Fokus in Ausbreitungsrichtung der Strahlung durch das Gewebe gefihrt und ein

Fluoreszenzsignal fiir mehrere Gewebetiefen bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren an
einem gesunden Gewebe durchgeflhrt wird und die so bestimmten Intensitaten des

Fluoreszenzsignals als Referenzwerte gespeichert werden.

Verfahren nach Anspruch 29 und 30, dadurch gekennzeichnet, dass

a) das Verfahren gemaf Anspruch 28 an einem zu charakterisierenden Gewebe
durchgefihrt wird;

b) die bestimmten Intensitaten fur jede Tiefe zu den jeweiligen Intensitaten des ge-
speicherten Referenzsignals ins Verhaitnis gesetzt werden;

c) in Abhangigkeit von dem in Schritt b) bestimmten Verhaltnis ein Signal erzeugt
wird.

Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass das Signal erzeugt
wird, wenn das in Schritt b) bestimmte Verhaltnis ndherungsweise 40% von dem
Wert 1 abweicht.

Verfahren zur optischen Charakterisierung von aus Zellen gebildetem Gewebe mit

den Schritten:

- Bereitstellen einer Strahlquelle zum Aussenden gerichteter Strahlung;

- Bestrahlen des zu charakterisierenden Gewebes mit der Strahlung an einer Mess-
stelle, wodurch im Gewebe eine flr das Gewebe charakteristische Rickstreustrah-

lung angeregt wird,

dadurch gekennzeichnet, dass

die von der Strahlguelle ausgesandte Strahlung quer zur Ausbreitungsrichtung peri-
odisch so abgelenkt wird, dass die Strahlung einen Bereich des Gewebes um die
Messstelle herum periodisch abtastet, der sich Uber eine Mehrzahl von Zellen des

Gewebes erstreckt.
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34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

41

Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass die Strahlung in das
Gewebe fokussiert wird, wobei die Intensitat der Strahlung so gewahlt wird, dass in
einem sich entlang der Ausbreitungsrichtung um den Fokus herum erstreckenden

Fokusbereich eine charakteristische Riickstrahlung angeregt wird.

Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Fokusbereich in
dem die charakteristische Riickstrahlung erzeugt wird, entlang der Ausbreitungsrich-
tung der Strahlung periodisch bewegt wird, um ein bestimmtes Gewebevolumen um

eine Messtelle herum abzutasten.

Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass das Gewebevolumen
eine Ausdehnung quer zur Ausbreitungsrichtung der Strahlung von 2 bis 10 mm auf-
weist.

Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, dass das Gewebe-
volumen eine Ausdehnung in Ausbreitungsrichtung der Strahlung von 0,3 bis 4 mm
aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dass die
Strahlquelle eine Pulsquelle ist, die gepulste Strahlung aussendet.

Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die Pulsquelie eine
Pulswiederholfrequenz im Bereich von 35 bis 150 MHz aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 39, dadurch gekennzeichnet, dass
das periodische Abtasten um eine Messstelle herum mit einer Wiederhoifrequenz
von 0,5 bis 2 MHz erfoigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 40, dadurch gekennzeichnet, dass die
von der Strahlquelle ausgehende Strahlung zuséatzlich zur periodischen Ablenkung
quer zur Ausbreitungsrichtung abgelenkt wird, um das Gewebe an mehreren Mess-
stellen abzutasten.

Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 41, dadurch gekennzeichnet, dass die

von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung in mindestens zwei Teilstrahlen aufge-

teilt wird.
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43.

44,

45.

46.

47.

48.

42

Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dass die Teilstrahlen in das

Gewebe fokussiert werden.

Verfahren nach Anspruch 42 oder 43, dadurch gekennzeichnet, dass die einzelnen

Teilstrahlen separat oder gemeinsam abgelenkt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 44, dadurch gekennzeichnet, dass die
Teilstrahlen so fokussiert werden, dass die Foki benachbarter Teilstrahlen einen Ab-
stand zueinander aufweisen, und die Teilstrahlen um jeweils einen Betrag abgelenkt
werden, der diesem Abstand entspricht, so dass Liicken zwischen den Teilstrahlen

ausgeglichen werden.

Vorrichtung zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 33

mit:

- einer Strahlqueile zum Aussenden gerichteter Strahlung zum Bestrahlen des zu
charakterisierenden Gewebes, die im Gewebe eine fur das Gewebe charakteris-
tische Ruckstreustrahlung anregen kann, wobei

- in das Gewebe eingedrungene Strahlung innerhalb eines sich quer zu ihrer
Ausbreitungsrichtung erstreckenden Anregungsbereiches eine ausreichende In-
tensitét aufweist, um im Gewebe eine charakteristische Rickstreustrahlung an-

zuregen,
gekennzeichnet durch

Strahlformungsmittel, mit denen der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung
ein derartiges Intensitatsprofil aufpragbar ist, dass der Anregungsbereich eine Mehr-
zahl von Zellen des Gewebes Uberdecken kann und die beim Bestrahlen des Gewe-
bes angeregte Ruckstreustrahlung auf zellibergreifende Gewebeeigenschaften zu-
rickgeht.

Vorrichtung nach Anspruch 46, gekennzeichnet durch Abbildungsmittel zum Fo-

kussieren der von der Strahlquelle ausgesandten Strahlung in das Gewebe.

Vorrichtung nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass die Abbildungsmittel
von der Strahlquelle aus gesehen vor oder hinter den Strahlformungsmitteln ange-

ordnet sind.
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50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

43

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 46 bis 48, dadurch gekennzeichnet, dass
die Strahiformungsmittel die von der Strahlquelle ausgesandte Strahlung in mindes-

tens zwei Teilstrahlen aufteilen.

Vorrichtung nach Anspruch 47 und 49, dadurch gekennzeichnet, dass die Abbil-
dungsmittel mehrere Objektive umfassen und jeder Teilstrahl mit einem eigenen Ob-
jektiv in das Gewebe fokussiert wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 46 bis 50, dadurch gekennzeichnet, dass
die Abbildungsmittel mindestens ein Objektiv zum Fokussieren der Strahlung sowie
eine Verstelleinheit umfassen, mit das mindestens eine Objektiv entlang der Ausbrei-
tungsrichtung der Strahlung bewegt werden kann, um den Fokuspunkt des Objektivs
entlang dieser Richtung zu bewegen und ein Abtasten des Gewebes in einer Ebene,

die sich senkrecht zur Gewebeoberflache erstreckt, zu erméglichen.

Vorrichtung nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dass die Verstelleinheit
und die Objektive in ein Gehause integriert sind, das auf das zu untersuchende Ge-

webe aufgelegt werden kann und parallel zur Gewebeoberfléche verschiebbar ist.

Vorrichtung nach Anspruch 52, gekennzeichnet durch elektromotorische und/oder
mikromechanische Stellelemente, mit denen das Gehause parallel zur Gewebeober-

fiache verschoben werden kann.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 46 bis 53, gekennzeichnet durch eine Licht-
leitfaser, die die von der Strahlquelle erzeugte Strahlung an das zu charakterisieren-

de Gewebe heranfuhrt.

Vorrichtung nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtleitfaser die

Abbildungsmittel und/oder die Strahlformungsmittel aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dass die Abbildungsmittel
und/oder die Strahlformungsmittel einsttickig mit der Lichtleitfaser ausgebildet sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 46 bis 56, gekennzeichnet durch einen De-
tektor zum Detektieren der Rickstreustrahlung, der in Abhangigkeit von der detek-

tierten Strahlung ein elektrisches Signal erzeugt.
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59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

44

Vorrichtung nach Anspruch 57, gekennzeichnet durch eine Auswerteeinheit zum

Auswerten des vom Detektor erzeugten elektrischen Signals.

Vorrichtung nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, dass die Auswerteinheit
das vom Detektor erzeugte elektrische Signal in ein Bildinformationssignal umsetzt.

Vorrichtung nach Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet, dass die Auswerteeinheit

einen Bildschirm zur visuellen Darsteliung des Bildinformationssignals aufweist.

Vorrichtung zur Durchfthrung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 34 bis 45
mit einer Strahiquelle zum Erzeugen gerichteter Strahlung zum Bestrahlen des zu

charakterisierenden Gewebes,

gekennzeichnet durch

Ablenkmittel zum Ablenken der von der Strahlquelle erzeugten Strahlung, mit denen
die Strahlung quer zur Ausbreitungsrichtung periodisch ablenkbar ist, so dass die
Strahlung einen Bereich des Gewebes periodisch abtasten kann, der sich liber eine

Mehrzahl von Zellen des Gewebes erstreckt.

Vorrichtung nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, dass die Ablenkmittel ein
Spiegelelement zum Ablenken der Strahlung umfassen, das durch ein elektrisches

oder magnetisches Feld in eine periodische Bewegung versetzbar ist.

Vorrichtung nach Anspruch 61 oder 62, dadurch gekennzeichnet, dass das Spie-
gelelement in einer ersten Richtung quer zur Ausbreitungsrichtung der Strahlung ei-
ne erste Resonanzfrequenz aufweist und in einer zur ersten Richtung und zur Aus-
breitungsrichtung der Strahlung senkrechten, zweiten Richtung eine zweite Reso-

nanzfrequenz aufweist.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass die Strahlquelle ein gepulster Laser ist.

Vorrichtung nach Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass der Laser Strahlung

mit einer Wellenlange zwischen 500 und 1000 nm aussendet.
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66. Vorrichtung nach Anspruch 64 oder 65, dadurch gekKennzeicnnet, gass ger Lasei
Puise mit einer Pulsdauer zwischen 80 fs und 800 ps erzeugt.
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