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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende
Vorrichtung mit einer Raman-Sonde. Die Aufgabe der Erfindung, ein
Vorrichtung mit einer Raman-Sonde anzugeben, welche eine endoskopische
Untersuchung von biologischem Gewebe in vivo ermdglicht, wird dadurch
geldst, dass die Vorrichtung eine Laserlichtquelle (12), einen

(57) Abstract: The invention relates to a device with a Raman probe. The
aim of the invention is to provide a device which comprises a Raman probe
and which allows an in vivo endoscopic examination of biological tissue.
This is achieved in that the device comprises a laser light source (12), a
detector (18), a detection and control unit (16), a Raman spectrometer (17),
an external fiber (9), and a measurement probe (14) which contains a bundle
(13) of light guides with at least one fiber (1). A focusing element in the
form of two transparent optical lenses with a transparent optical cube
positioned between the lenses is arranged on the head of the measurement
probe (14), and a filter layer, an absorber, a mirror, and a filter are
introduced into the cube. Excitation light can be guided from the laser light
source (12) through the cube via the fibers (1) and onto a biological tissue
sample, and Raman signal beams coming from the tissue sample can be
guided through the cube via the external fibers (9) and into the Raman
spectrometer (17).

Erfindung betrifft eine

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Detektor (18), eine Detektions- und Steuereinheit (16), ein Raman-Spektrometer (17), eine externe Faser (9) sowie eine, ein
Biindel (13) von Lichtleitern mit mindestens einer Faser (1) enthaltende Messsonde (14) umfasst, wobei ein Fokussierelement am
Kopf der Messsonde (14) in Form zweier transparenter optischer Linsen mit dazwischen positioniertem transparenten optischen
Kubus angeordnet ist und in dem Kubus eine Filterschicht, ein Absorber, ein Spiegel und ein Filter eingebracht sind, wobei
Anregungslicht von der Laserlichtquelle (12) tiber die Faser (1) durch den Kubus hindurch auf eine biologische Gewebeprobe
fithrbar und Raman-Signalstrahlung von der Gewebeprobe kommend durch den Kubus hindurch iiber die externe Faser (9) in das
Raman-Spektrometer (17) leitbar ist.
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Vorrichtung mit einer Raman- Sonde und ein Verfahren unter
Verwendung dieser Vorrichtung

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung mit einer Raman-
Sonde und ein Verfahren unter Verwendung dieser Vorrichtung zur
Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag- Strahlung, wie bspw.
Fluoreszenzstrahlung, und eines Raman- Spektrums, insbesondere zur
endoskopischen in vivo- Untersuchung von biologischem Gewebe,
wobel eine Klassifizierung nach Gewebetyp erfolgt.

Laser-Scanning- Mikroskope, insbesondere Multiphotonen- Fluoreszenz-
Mikroskope (meist Zwei-Photonen- Fluoreszenz) oder faserbasierte
Fluoreszenzendoskope werden u.a. fiir die Detektion verschiedener
biologischer Gewebe eingesetzt.

Bei der herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopie wird in einem
fluoreszierenden Molekiil ein Elektron durch die Absorption jeweils
eines Photons angeregt, also in einen héheren Energiezustand versetzt.

Die Methode der Fluoreszenzbildgebung erfordert meistens einen
Farbstoff, welcher in irgendeiner geeigneten Weise im Zielgebiet eines
biologischen Gewebes (bspw. dem Tumorgewebe) angereichert werden
muss. In manchen Féllen kann auch die so genannte Autofluoreszenz des
biologischen Gewebes genutzt werden, also die Fluoreszenz, die in
verschiedenen Geweben ohne die Zugabe eines Farbstoffes auftritt.
Fluoreszenz hat den Vorteil einer hohen Quanteneffizienz des Prozesses,
wodurch eine Echtzeit- Bildgebung des betrachteten biologischen
Gewebes moglich ist.

Standard sind hier Bildwiederholfrequenzen bis 60 Hz. Dadurch ist die
schnelle Erzeugung eines Ubersichtsbildes, bspw. von biologischem
Gewebe, moglich, wobei voneinander verschiedene Gewebeareale/-
typen bildlich unterschiedlich dargestellt werden konnen.

Bei der Zwei-Photonen- Fluoreszenzmikroskopie wird die Anregung des
Elektrons durch die gleichzeitige Absorption zweier Photonen
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2.

hervorgerufen (Zwei-Photonen- Absorption). Auch eine Anregung mit
drei oder mehr gleichzeitig eintreffenden Photonen ist méglich.

Mit Hilfe eines starken, fokussierten Laserstrahls werden beim
Multiphotonen-Fluoreszenz- Mikroskop nichtlineare optische Effekte
erzeugt, die auf dem Zusammenspiel mehrerer gleichzeitig in einem
Molekiil eintreffenden Photonen beruhen. Die Stdrke des erzeugten
Signals steigt daher nicht linear mit der Zahl der eingestrahlten
Photonen, sondern mit dem Quadrat (bei Zwei-Photonen- Effekten) oder
der dritten Potenz (bei Drei-Photonen- Effekten).

Mit der Multiphotonen- Fluoreszenzmikroskopie koénnen tiefere
Bereiche, bspw. von 200 um bis zu 1000 pm erreicht werden, wodurch
Fluoreszenzaufnahmen von lebenden, biologischen Geweben moglich
sind, die anderweitig fir die Bildgebung unerreichbar sind. (Die
konfokale Laser-Scanning- Mikroskopie weist bspw. eine Eindringtiefe
je nach Praparat von nur 50 bis 80 pm auf).

Mittels 2-Photonen- Laser- Mikroskopie konnen bspw. die Tumorzellen
in der Kokultur anhand der GFP-Fluoreszenz identifiziert werden
(https://www.thieme-connect.com/ejournals/abstract/10.1055/s-0029-
1202420).

Mit der Multiphotonen- Fluoreszenzmikroskopie kann ausgewertet
werden, ob der Farbstoff bzw. das biologische Gewebe eine Fluoreszenz
zeigt, was jedoch in den meisten Fallen nicht spezifisch genug ist, um zu
erkennen, ob es sich um tumordses Gewebe handelt, oder zu
charakterisieren, um welchen Tumortyp es sich handelt.

Daher werden in vielen Fillen mehrere Farbstoffe verwendet oder, im
Falle der Autofluoreszenz, mehrere Fluorophore angeregt, um die
Spezifitdt zu erh6hen. Dies gelingt jedoch nur begrenzt, da bspw.
verschiedene Farbemethoden fiir den gleichen Gewebetyp gefunden
werden miissen.

Der Nachteil der bekannten Fluoreszenztechniken zur Untersuchung von
biologischem Gewebe besteht somit darin, dass man durch sie nur
erkennen kann, dass bspw. eine Gewebeverdnderung vorliegt. Diese
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Erkennung kann, wie zuvor stehend bereits beschrieben, sehr schnell an
Hand eines Fluoreszenzibersichtsbildes gewonnen werden. Diese
Technik der Bereitstellung eines schnellen Ubersichtsbildes, bspw. zur
Anzeige, ob eine Veranderung im biologischen Gewebe vorliegt oder
nicht, wird als ,,Red-Flag*- Technik bezeichnet.

Die Strahlung, die bei dieser Technik verwendet wird, ist im Folgenden
als ,,Red-Flag- Strahlung® bezeichnet.

Nachteilig an den bekannten Fluoreszenztechniken (Fluoreszenz-
mikroskopie und -endoskopie) ist somit, dass man mit ihnen nicht
klassifizieren / charakterisieren kann, um welche Gewebeveranderung es
sich konkret handelt (bspw. ob ein Tumorgewebe vorliegt und wenn
,ja“, welche Art von Tumorgewebe gegeben ist).

Ansatzpunkte flir eine gegeniiber der Fluoreszenzmikroskopie und
-endoskopie spezifischen Klassifizierung von biologischem Gewebe
bietet die Raman- Spektroskopie.

Diese Raman- Spektroskopie basiert auf der inelastischen Lichtstreuung
von Photonen, welche detaillierte, chemische Informationen Uber die
Probe enthalten, anhand derer eine Klassifikation vorgenommen werden
kann.

Bei der Raman- Spektroskopie wird die zu untersuchende Materie mit
monochromatischem Licht bestrahlt, tiblicherweise aus einem Laser. Im
Spektrum des an der Probe gestreuten Lichts werden neben der
eingestrahlten Frequenz (Rayleigh- Streuung) noch weitere Frequenzen
beobachtet, die auf einer Wechselwirkung des Lichtes mit der Materte,
dem sogenannten Raman- Effekt beruhen.

Die Frequenzunterschiede zum eingestrahlten Licht entsprechen den fur
das Material charakteristischen Energien von Rotations-, Schwingungs-,
Phonon- oder Spin-Flip- Prozessen.

Da die Wellenldnge des Lichts, d. h. seine Farbe, von der Energie des
Lichtes abhéngt, bewirkt dieser Energietibertrag eine Verschiebung der
Wellenlidnge des gestreuten Lichtes gegeniiber dem eingestrahlten Licht,
die sogenannte Raman- Verschiebung.
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Aus dem erhaltenen Spektrum (,,Stokes- Seite” bzw. ,Anti-
Stokes- Seite” des Spektrums) lassen sich, dhnlich dem Spektrum der
Infrarotspektroskopie, Riickschliisse auf die untersuchte Substanz
ziehen.

Neben der klassischen Raman- Spektroskopie existieren noch einige
Varianten und Weiterentwicklungen. Dazu gehéren:

« auf der nichtlinearen Raman- Streuung basierende Verfahren, wie
bspw. die kohéarente Anti-Stokes-Raman- Streuung (s.g. CARS),

« auf der oberflichenverstirkten Raman- Streuung basierende
Verfahren (s.g. SERS) und

- die spitzenverstirkten Raman- Spektroskopie (s.g. TERS) als
Kombination aus SERS und Rasterkraftmikroskopie (s.g. AFM).

Die Raman- Spektroskopie erlaubt auch Aussagen {iber wassrige
Systeme, welche iiber Infrarot- Spektroskopie schwer zugénglich sind.
So sind nicht nur abiotische, sondern auch biotische Systeme der
Analyse zugéanglich. Es ist prinzipiell sogar moglich, einzelne Spezies
von Bakterien oder biologisches Gewebe mittels Raman- Spektroskopie
zu unterscheiden.

Durch die schwache Quanteneffizienz bei der Raman- Spektroskopie
sind jedoch lange Messzeiten notwendig. Die Dauer der Aufnahme eines
s.g. Raman-Spektrums liegt im Bereich von mehreren 100
Millisekunden, was den Anforderungen einer schnellen Bildgebung nicht
gerecht wird.

Weiterhin miissen diese Art von Sonden gefiltert werden um die
intrinischen Untergriinde zu unterdriicken. Dies geschieht zum Beispiel
durch separat gefertigte Filter, welche dann auf die Sonde gebracht
werden (siehe dazu bspw. US 6,222,970 B1) oder durch Beschichtungen
des Faserbiindels (siehe dazu bspw. US 7,383,077 B2).
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Auch ist bekannt, einen Messkopf in seinen Dimensionen grofier zu
gestalten und die beide Lichtwege (Anregungs- und Detektionslichtweg)
getrennt iber Linsen / Spiegel und Filter zu trennen. Dies wird u.a. von
Shim, M.G. in “Evaluation of fiber optic probes for in-vivo Raman
spectroscopy” [Proceedings of SPIE 3257 208 — 217 (1998)] und von
Short, M.A. et al. in “Development and preliminary results of an
endoscopic Raman probe for potential in vivo diagnosis of lung cancer.”
[Optics Letters 33, 711-713 (2008)] vorgeschlagen.

Da Anregungsweg und Sammelweg unterschiedliche sowie genau
gegensatzliche Filter bendtigen, werden gemall diesem Stand der
Technik immer Sonden mit getrenntem Anregungs- und Sammelweg
vorgeschlagen, welche Punktsonden sind.

Dieser Aufbau hat den Nachteil, dass er sehr voluminds ist und nicht in
kleine Gefale oder Katheter eingefihrt werden kann bzw. der
ungefilterte Teil der Fasern nur sehr kurz sein darf, da sonst die
Storsignale die gewlinschten Raman- Signale tiberlagern.

Auch kann mit diesen Punktsonden keine Bildgebung fiir schnelle
Ubersichtsbilder erfolgen.

Aus der DE 94 14 467 Ul ist bspw. ein Raman- Spektrometer mit einer
externen, ein Lichtleiterbiindel enthaltenden Messsonde zum Aufsetzen
auf die Oberfliche einer Probe und mit einem Laser zur Anregung von
Raman- Strahlung in der Probe bekannt, wobei das Laserlicht in eine
oder mehrere zentrale Fasern des Lichtleiterbiindels eingekoppelt und
iber ein Fokussierelement auf die Probenoberflaiche gefiilhrt wird und
das von der Probe emittierte Raman- Licht Uber das Fokussierelement in
weitere Fasern des Lichtleiterbiindels eingekoppelt und in das Gehéuse
des Spektrometers eingeleitet wird.

Das Fokussierelement enthdlt dabei einen transparenten optischen
Koérper mit einer ersten planen Oberflache, die mit einer ebenfalls planen
Endoberflache des Lichtleiterbiindels entweder direkt in Kontakt ist oder
auf welche die Endoberflache des Lichtleiterbiindels abgebildet wird, mit
einer zweiten Oberfliche, die mit der Probenoberflaiche in Kontakt
gebracht werden kann und mit einer dritten, mantelférmig
geschlossenen, verspiegelten oder totalreflektierenden Oberflache.
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Das Fokussierelement ist dabei 16sbar auf das Ende des
Lichtleiterbiindels aufgesteckt und in die zentralen Fasern des
Lichtleiterbiindels ist ein optischer Filtereinsatz eingesetzt.

Der optische Filtereinsatz enthalt zwei transparente Kugeln oder
Gradientenindexlinsen (GRIN-Linsen) zur Lichtkollimation, zwischen
denen sich eine Filterplatte (Interferenzfilter) befindet, deren Ebene nicht
exakt senkrecht auf die Verbindungslinie der Mittelpunkte der beiden
Kugeln oder GRIN- Linsen steht.

Dieser Filtereinsatz dient der Unterdriickung von unerwiinschter Raman-
Streuung des Fasermaterials in die zentralen Fasern. Die leicht geneigte
Filterplatte (der leicht geneigte Interferenzfilter) bewirkt, dass Licht des
Lasers nicht direkt riickreflektiert wird.

Die DE 10 2004 015 946 B3 offenbarteine Vorrichtung (Raman- Sonde)
und ein Verfahren zur Erzeugung und zur Detektion eines Raman-
Spektrums eines zu untersuchenden Mediums, welche bei vorgegebenen
Anforderungen hinsichtlich der stofflichen Analytik (Zahl der
Komponenten, Konzentrationen, erforderliche Nachweisgrenzen) eine
Erzeugung und Detektion eines Raman- Spektrums ermdglichen. Die
Raman- Sonde weist dabei eine optische Faser auf, wobei das erste Ende
der optischen Faser iiber ein Mittel zum Einkoppeln und Auskoppeln
von Licht, d. h. iiber ein geeignetes optisches Kopplungselement sowohl
mit einer (Anregungs-) Lichtquelle als auch mit einer Detektionseinheit
zur Erfassung eines Raman- Spektrums verbunden ist und Uber einen
freigelegten Teil der optischen Faser Licht in das zu untersuchende
Medium ausgekoppelt und Riickstreulicht aus dem zu untersuchenden
Medium in die Faser eingekoppelt wird.

Der Nachteil der beiden technischen Losungen gemafl DE 94 14 467 Ul
und DE 10 2004 015 946 B3 besteht darin, dass die Raman- Sonde
immer auf den Punkt aufgesetzt bzw. fokussiert werden muss, der

gemessen werden soll, so dass die Sonde in ihrer Position geandert
werden muss.
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Hinzu kommt, dass die Raman- Spektren gemafl DE 94 14 467 Ul und
DE 10 2004 015 946 B3 fiir eine Bildgebung in Form schneller
Ubersichtsbilder, bspw. im Zusammenhang mit der Untersuchung von
biologischem Gewebe, ungeeignet ist.

Aus der Publikation von Kenny Kong et al. ,,Diagnosis of tumors during
tissue-conserving surgery with integrated autofluorescence and Raman
scattering microscopy*
(www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1311289110)

ist die Kombination beider Techniken (Fluoreszenz- und Raman-
Spektroskopie) vermittels eines kombinierten Fluoreszenz- und Raman-
Mikroskops bekannt, welche zu einem enormen Zeitvorteil gegeniiber
den bekannten Untersuchungsmethoden fiihrt.

Die Fluoreszenzspektroskopie wird bei dieser kombinierten Methode
genutzt, um das erfasste Bild des biologischen Gewebes in s.g. Cluster
aufzuteilen. Dies wird durch die Anregung der Autofluoreszenz bei zwei
verschiedenen Wellenlangen realisiert. Die Intensitdten der auftretenden
Autofluoreszenz werden dabei zueinander ins Verhaltnis gesetzt und das
Bild so in viele Cluster mit gleichen Intensitdtsverhéltnissen geteilt.
Innerhalb eines solchen Abschnittes, so postuliert Kong et al., andert sich
der Gewebetyp nicht. D.h. mit der Aufnahme und Klassifikation eines
einzelnen (oder mehreren) Raman- Spektren innerhalb eines solchen
Clusters kann der vorliegende Gewebecluster sehr spezifisch klassifiziert
werden und die Aufnahmedauer eines gesamten und gleichzeitig sehr
spezifischen Bildes extrem reduziert werden.

Der Nachteil dieser technischen Losung besteht darin, dass ein
Mikroskop mit Objektiv verwendet werden muss, um das biologische
Gewebe in vitro zu charakterisieren, da die faserbasierte Aufnahme von
Raman- Spektren Filter auf einer Sondenspitze erfordert.

Eine endoskopische Untersuchung von biologischem Gewebe in vivo
(bspw. im Lungen, Prostata- oder Darmbereich eines Patienten) ist mit
dieser technischen Losung nicht moglich.
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung mit einer
Raman- Sonde sowie ein Verfahren unter Verwendung dieser
Vorrichtung anzugeben, welche die Nachteile des Standes der Technik
vermeiden, insbesondere eine schnelle endoskopische Untersuchung von
biologischem Gewebe in vivo ermoéglichen, wobei eine Klassifizierung
nach Gewebetyp erfolgt.

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgeméaB durch eine Vorrichtung zur
Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag-Strahlung sowie eines
Raman- Spektrums gemiB dem ersten Patentanspruch sowie einem
Verfahren gemall dem 10. Patentanspruch. Vorteilhafte Ausgestaltungen
der Erfindung sind in den nachgeordneten Anspriichen angegeben.

Das Wesen der Erfindung besteht darin, dass durch die endoskopische
Bereitstellung eines schnellen Red-Flag- Strahlungstibersichtsbildes
(bspw. eines schnellen Fluoreszenziibersichtsbildes) eine Unterteilung
eines zu untersuchenden Ausschnitts eines biologischen Gewebes in vivo
erfolgt und in Kombination mit einer anschliefenden spezifischen
Charakterisierung mittels Raman- Spektroskopie in vivo in den
entsprechend unterteilten, ausgewéhlten Regionen des im Ubersichtsbild
dargestellten Gewebes eine Klassifizierung nach Gewebetyp erfolgt,
ohne eine Entnahme von biologischem Gewebe aus inneren oder dufleren
Korperregionen vornehmen und ohne die Position der Sonde nachstellen
Zu mussen.

Dazu umfasst die Vorrichtung zur Erzeugung und zur Detektion von
Red-Flag- Strahlung sowie eines Raman- Spektrums eine
Laserlichtquelle zur Generierung von Strahlung in einer biologischen
Gewebeprobe und eine, ein Biindel von Lichtleitern (zentrale Faser) und
eine externe Faser enthaltende Messsonde zum Aufsetzen auf die
Oberflache der biologischen Gewebeprobe, wobei diese Gewebeprobe
durch die tber das Biindel von Lichtleitern fithrbare Strahlung der
Laserlichtquelle (Red- Flag- Anregungsstrahlung) abrasterbar ist, um ein
Red-Flag- Ubersichtsbild der Gewebeprobe mittels der gleichen oder
einer anderen externen Faser zu erzeugen, welches in das Gehéuse einer
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Detektions- und Steuereinheit auf einen Detektor fiir Red- Flag-
Strahlung leitbar ist.

Dabei ist anschlieend Laserlicht (Raman- Anregungsstrahlung) in eine
(oder mehrere) zentrale Faser(n) des Biindels vermittels der Detektions-
und Steuereinheit an Hand des Red-Flag- Ubersichtsbildes gezielt,
adressierbar einkoppelbar und iiber ein Fokussierelement auf die
Oberfliache der biologischen Gewebeprobe fithrbar, so dass an jedem
Punkt des Red-Flag- Ubersichtsbildes gezielt adressierbar Raman-
Strahlung fiir die Aufnahme von Ramanspektren erzeugbar ist, ohne die
Messsonde bewegen zu miissen.

Die von der Gewebeprobe emittierte, von der Messsonde erfasste
Raman- Strahlung ist dabei iliber die externe Faser der Messsonde in das
Gehéduse der Detektionseinheit in ein einem Raman- Spektrometer
leitbar.

Wesentlich dabei 1st, dass das Fokussierelement am Kopf der Messsonde
in Form einer transparenten optischen Linse (fur die Anregungsstrahlung
fur die Red-Flag- und die Raman- Strahlung) und einer unmittelbar
daneben angeordneten transparenten optischen Linse (fir die
Signalstrahlung in Form der Red-Flag- und der Raman- Strahlung)
angeordnet ist. Vermittels dieser beiden Linsen ist das Laserlicht der
Fasern des Lichtleiterbiindels als Anregungsstrahlung kollimiert
einkoppelbar und die Signalstrahlung in die bildgebenden Fasern
auskoppelbar.

Wesentlich ist dabei weiterhin, dass der Linse, welche das
Anregungslicht fir die Raman- Strahlung kollimiert, ein transparenter
optischer Kubus mit einer anschlieBenden transparenten dritten optischen
Linse nachgeordnet ist, so dass der Kubus direkt zwischen der Linse der
Raman- Anregungsstrahlung und dieser dritten Linse positioniert ist,
wobet in dem Kubus eine Filterschicht, eine Absorber, ein Spiegel und
ein Filter in der Art eingebracht sind, dass durch die Filterschicht der in
den Fasern (der Raman- Anregungsstrahlung) entstandene Untergrund
auf den Absorber lenkbar ist (Adsorption von Strahlung grofer als
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800 nm aus der Raman- Anregungsstrahlung) und die ,bereinigte*
Raman- Anregungsstrahlung durch die dritte Linse auf die Oberflache
der biologischen Gewebeprobe flihrbar ist.

Die durch die Probe generierte Raman- Signalstrahlung ist vermittels der
dritten Linse sammel- und kollimierbar.

Wichtig dabei ist, dass die Raman- Anregungs- und die Raman-
Signalstrahlung durch den Filter im Kubus trennbar ist, so dass die durch
den Filter (in Form eines Notchs oder Bandpass) abgetrennte Raman-
Signalstrahlung im Kubus durch den Spiegel umlenkbar und tber Linse
(fir die Raman- Signalstrahlung) in die externe bildgebende Faser
einkoppelbar ist. Dadurch erfolgt durch den Filter die ,,Bereinigung* des
Raman- Signals von der Anregungsstrahlung, wobei die bereinigte
Raman- Signalstrahlung in das Gehduse der Detektionseinheit mit
Raman- Spektrometer miindet.

Die Detektions- und Steuereinheit dient dabei der Detektion und
Auswertung  des  schnellen  Red-Flag- Ubersichtsbildes  eines
biologischen = Gewebes (bspw. in Form eines schnellen
Fluoreszenziibersichtsbildes), der Bildunterteilung und der Auswahl der
Gebiete des unterteilten Red-Flag- Ubersichtsbildes zur Steuerung fiir
die anschlieBende spezifische Charakterisierung des Gewebeausschnittes
vermittels Raman- Spektroskopie im Sinne der Publikation ,,Diagnosis
of tumors during tissue-conserving surgery with integrated
autofluorescence and Raman scattering microscopy” von Kong et. al
(www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1311289110).

Dabei ist Laserlicht in Form der Raman- Anregungsstrahlung gezielt und
adressierbar in eine (oder mehrere) zentrale Faser(n) des Biindels
einkoppelbar und iiber den Kubus mit dem Fokussierelement auf die
Oberflache der biologischen Gewebeprobe fiihrbar.

Besonders vorteilhaft sind dabei die drei verwendeten Linsen als
Gradientenindexlinsen ausgefiihrt, wobei das Biindel von Lichtleitern
sowie die externe Faser zu einem Faserkombinationsbiindel
zusammengefasst ist und gemeinsam mit der Messsonde von einer im
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Wesentlichen hohlzylindrischen Umhiillung umgeben wird (bspw. €in
Kanal eines Endoskops). Dabei ist die Stirnflache der dritten Linse nicht
umhiillt und der Innendurchmesser des Hohlzylinders stimmt im
Wesentlichen mit dem AuBendurchmesser des Faserkombinations-
biindels und der Messsonde iiberein.

Das Faserkombinationsbiindel kann bis zu 10 Metern lang sein und einen
Auflendurchmesser von bis zu 10 mm aufweisen.

Das Faserkombinationsbiindel aus dem Biindel von Lichtleitern mit
zentraler Faser und der externen Faser besteht aus Quarzglasfasern,
wobei das Bindel von Lichtleitern die Red-Flag- Anregungsstrahlung
sowie die Red-Flag- Strahlung transportiert und die zentrale bildgebende
Faser (Imaging- Faser) umfasst, welche die Raman- Anregungsstrahlung
transportiert. Die externe Faser ist dabei eine Multimode-Faser mit
einem Durchmesser von bspw. 100 pm, welche sdmtlich Raman-
Signalstrahlung transportiert.

Die bildgebende Faser kann dabei mit vielen lichtleitenden Kernen
umgeben sein oder als Faserbilindel aus vielen einzelnen zu dem Biindel
zusammengesetzten Fasern bestehen.

Der Adsorper adsorbiert saimtliche Strahlung iiber 800 nm.

Der Filter (bspw. ein Notch oder Bandpass) ,bereinigt des Raman-
Signals, die gréfler als 800 nm ist, von der Anregungsstrahlung.

Die verwendet Laserlichtquelle ist bspw. ein Nd-YAG-Laser, ein He-Ne-
Laser oder ein Halbleiterlaser.

Die von diesem Laser vermittels Anregungsstrahlung erzeugte Red-Flag-
Strahlung kann eine Autofluoreszenz- Strahlung, eine Zwei- oder
Dreiphotonenfluoreszenz- Strahlung, kohadrente Anti-Stokes-Raman-
Strahlung oder stimulierte Raman- Streuungsstrahlung sein.

Die Detektions- und Steuereinheit ist eine geeignete, an sich bekannte
Scanneroptik (bspw. Laserscanningmikroskop), vermittels derer die Red-
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Flag- Strahlung detektierbar ist, welche datenleitend mit der Software
eines Computers in Verbindung steht.

Der Steuerteil der Detektions- und Steuereinheit libernimmt dabei die
von dem Detektionsteil der Detektions- und Steuereinheit erzeugten,
vermittels der Software des Computers bearbeiteten Signale
(ausgewertetes Red- Flag- Ubersichtsbild) und dient der Steuerung der
Raman- Anregungsstrahlung, in dem die Position der von der
Laserlichtquelle in das Bilindel von Lichtleitfasern einkoppelbare Raman-
Anregungs-strahlung gezielt, adressierbar auf Punkte des im Red- Flag-
Ubersichtsbild dargestellten, zu untersuchenden biologischen Gewebes
richtbar ist, welche den zuvor gezielt ausgewdhlten Punkten / Spots im
Red- Flag- Ubersichtsbild oder dem entsprechenden Clusterbild (wie
Kenny Kong et al.) entsprechen.

Bei dem Verfahren zur Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag-
Strahlung und eines Raman- Spektrums unter Verwendung der
erfindungsgeméflien Vorrichtung wird mittels der Laserlichtquelle eine
Anregungsstrahlung iiber die bildgebende Faser durch die Linse fur die
Anregungsstrahlung, durch die Filterschicht des Kubus und dritte, dem
Kubus nachgeordnete Linse hindurch auf die Oberfliche der
biologischen Gewebeprobe gefiihrt und vergroBert oder verkleiner
abgebildet.

Die von der Probe emittierte Red-Flag- Signalstrahlung wird dann von
der dritten, dem Kubus nachgeordnete Linse liber die Filterschicht des
Kubus, durch den Filter hindurch iiber den Spiegel im Kubus durch die
Linse fiir die Faser hindurch in die Bildleitfaser gefiihrt.

Die Signalstrahlung in Form der Red-Flag- Strahlung wird in die
Detektionseinheit geleitet, wobei auf Grundlage der ausgewerteten
Signale der Detektionseinheit tiber die Auswerte- und Steuereinheit die
Raman- Anregungsstrahlung von der Laserlichtquelle gezielt
adressierbar, einzelne in eine zentrale Faser des Biindels eingeleitet wird.
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Die Raman- Anregungsstrahlung wird dabei ebenfalls iiber die
bildgebende Faser, durch die Linse fiir die Anregungsstrahlung, durch
die Filterschicht des Kubus und die dritte, dem Kubus nachgeordnete
Linse hindurch auf die Oberfliche der biologischen Gewebeprobe
geflihrt.

Die von der Probe emittierte Raman- Signalstrahlung wird ebenfalls von
der dritten, dem Kubus nachgeordnete Linse tliber die Filterschicht des
Kubus, durch den Filter im Kubus hindurch tber den Spiegel im Kubus
durch die Linse fir die Signalstrahlung hindurch in die externe Faser
(Multimodefaser) gefiihrt.

Die Signalstrahlung in Form Raman- Strahlung wird dabei in das
Raman- Spektrometer weitergeleitet, wobei aus dem detektierten
Raman- Spektrum des gezielt ausgewadhlt untersuchten Ausschnitts aus
der Oberflache der biologischen Gewebeprobe Strukturparameter des
Gewebes ermittelt werden, die Riickschliisse auf die Eigenschaften des
zu charakterisierenden Gewebeausschnitts liefern.

Durch den Einsatz der erfindungsgeméaf3en kombinierten Vorrichtung zur
Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag- Strahlung und eines
Raman- Spektrums ist es moglich, eine endoskopische Untersuchung
von biologischem Gewebe in vivo durchzufiihren, wobei die Messdauer
gering ist, da vermittels der angewendeten ,,Red-Flag®- Technik (bspw.
Bereitstellung eines Fluoreszenziibersichtsbildes fir die
Gewebeausschnittunterteilung) eine Bildunterteilung mit gezielter
Bereichsauswahl fiir eine anschlielende spezifische Charakterisierung
des biologischen Gewebes im ausgewihlten Bereich mittels Raman-
Spektroskopie (bspw. Tumorgewebe, kein Tumorgewebe) moglich ist.

Durch die kleine Bauform sind die bildgebende Faser, die Bildleitfaser
und der Faserkopf / die Messsonde mit erfindungsgemaf} ausgestaltetem
Kubus in eine Umbhiillung, insbesondere einen Kanal eines Endoskops
integrierbar, so dass eine Klassifizierung nach dem Typ des biologischen
Gewebes erfolgen kann, ohne eine Entnahme von biologischem Gewebe
aus inneren Korperregionen vornehmen zu miissen.
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Eine Erweiterung des Konzeptes der Vorrichtung mit einer Ramansonde
und des Verfahrens unter Verwendung dieser Vorrichtung auf Prozesse
allgemein, welche einen intrinsischen Untergrund in optischen Fasern
oder Kombinationen von optischen Fasern generieren, liegt ebenfalls im
Rahmen der Erfindung. Anwendungsbeispiele dafiir sind:

. Fluoreszenz

. Zweiphotonenfluoreszenz

. Dreiphotonenfluoreszenz

. Second-Harmonic-Generation
. Raman

. CARS

. OCT

Die Erfindung wird nachstehend an Hand der Ausfiihrungsbeispiel und
der Figuren néher erlautert. Dabei zeigen:

Fig. 1: eine schematische Ubersichtsdarstellung einer Ausfihrungsform
der Vorrichtung zur Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag-
Strahlung und eines Raman- Spektrums,

Fig. 2: eine schematische Darstellung der Messsonde gemal Fig. 1,

Fig. 3: eine  schematische  Ubersichtsdarstellung ~ weiterer  drei
Ausfuhrungsbeispiele,

Fig. 4: eine schematische Darstellung der Linearanordnung der ,,19 MM
Fasern“ gemaB Fig. 3 und

Fig. 5: eine schematische Darstellung der iiber den auleren Umfang der
Anregungsfaser verteilten ,,19 MM Fasern® gemal Fig. 3.

Die in Fig. 1 schematisch dargestellte Vorrichtung zur Erzeugung und
zur Detektion von Red-Flag- Strahlung und eines Raman- Spektrums
umfasst eine Laserlichtquelle (12) zur Anregung von Strahlung in einer
biologischen Gewebeprobe und eine externe, ein Biindel von Lichtleitern
mit mindestens einer Faser (1) enthaltende Messsonde (14) zum
Aufsetzen auf die Oberflache der biologischen Gewebeprobe, wobei
Laserlicht in eine oder mehrere Fasern (1) des Biindels von
Lichtleitern einkoppelbar und iber ein Fokussierelement auf die
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Oberflache der biologischen Gewebeprobe fiihrbar ist und von der
Gewebeprobe emittiertes Licht liber das Fokussierelement in eine
weltere Faser (9) einkoppelbar und in das Gehduse einer
Detektionseinheit (16) mit einem Raman- Spektrometer leitbar ist, wobei
dass das Fokussierelement am Kopf der Messsonde (14), wie in Fig. 2
dargestellt, in Form einer transparenten optischen Linse (2) und einer
unmittelbar daneben angeordneten transparenten optischen Linse (8)
angeordnet ist, vermittels derer das Laserlicht der Faser (1) als Raman-
Anregungsstrahlung  kollimiert einkoppelbar und die Raman-
Signalstrahlung in die externe Faser (9) auskoppelbar ist.

Dabei ist der Linse (2), wie in Fig. 2 dargestellt, ein transparenter
optischer Kubus (3) mit anschliefender transparenter optischer Linse (6)
nachgeordnet, so dass der Kubus (3) direkt zwischen der Linse (2) und
der Linse (6) positioniert ist, wobei in dem Kubus (3) eine
Filterschicht (4), eine Absorber (5), ein Spiegel (7) und ein Filter (10) in
der Art eingebracht sind, dass durch die Filterschicht (4) der in den
Fasern (1) entstandene Raman- Untergrund auf den Absorber (5) lenkbar
und Raman- Anregungsstrahlung durch eine Linse (6) auf die Oberflache
der biologischen Gewebeprobe fithrbar ist.

Die durch die Probe generierte Raman- Signalstrahlung ist durch die
Linse (6) sammel- und kollimierbar, wobei die Raman- Anregungs- und
die Raman- Signalstrahlung durch den Filter (10) im Kubus (3) trennbar
ist, so dass die durch den Filter (10) abgetrennte Raman- Signalstrahlung
im Kubus (3) durch den Spiegel (7) umlenkbar und tiber die Linse (8) in
eine externe Faser (9) koppelbar ist.

Die in eine externe Faser (9) eingekoppelte Signalstrahlung ist in das
Gehause der Detektions- und Steuereinheit (16) mit Raman-
Spektrometer (17) einleitbar.

Die in der Fig. 2 dargestellte Linse (2), die Linse (6) und die Linse (8)
sind als Gradientenindexlinsen ausgefiihrt.
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Das Biindel von Lichtleitern, welches mindestens eine Faser (1) enthalt
sowie die externe Faser (9) sind zu einem Faserkombinationsbiindel (13)
zusammengefasst, welches gemeinsam mit der Messsonde (14) von einer
(in der Figur nicht dargestellten) im Wesentlichen hohlzylindrischen
Umbhiillung umgeben sein, wobei die Stirnfliche der Linse (6) nicht
umhiillt ist und der Innendurchmesser des Hohlzylinders im
Wesentlichen mit dem Aufendurchmesser des Faserkombinations-
biindels (13) / der Messsonde (14) tibereinstimmt. Die nicht in der Fig. 2
dargestellte Umhiillung kann bspw. ein Kanal eines Endoskops sein.

Das Faserkombinationsbiindel (13) kann bis zu 10 Metern lang sein,
einen Auflendurchmesser von bis zu 10 mm aufweisen, aus
Quarzglasfasern bestehen.

Die Faser (1) ist eine bildgebende Faser (Imaging- Faser).

Die externe Faser (9) ist eine Multimode-Faser mit einem Durchmesser
von bspw. 100 pm.

Der Adsorber (5) adsorbiert samtliche Strahlung tiber 800 nm.

Der Filter (10) kann bspw. ein Bandpass zum ,,Bereinigen* des Raman-
Signals von 785 nm- Anregungsstrahlung sein.

Die Laserlichtquelle kann bspw. ein Nd-YAG-Laser, ein He-Ne-Laser
oder ein Halbleiterlaser sein.

Die Red-Flag- Strahlung, welche bei der bestimmungsgemalien
Verwendung der Vorrichtung eingesetzt wird, kann bspw. eine
Autofluoreszenz- Strahlung, = Zwei- oder Dreiphotonenfluoreszenz-
Strahlung (SHG oder THG), kohdrente Anti-Stokes-Raman-Strahlung
(CARS) oder stimulierte Raman- Streuungsstrahlung (SRS) sein.

Der von der Detektions- und Steuereinheit umfasste Detektor (18) fiir
die der Red-Flag- Signalstrahlung kann als photo-optischer Detektor,
ausgefiihrt sein, vermittels derer die Red-Flag- Strahlung als Red- Flag-
Ubersichtsbild detektierbar ist.
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Die Vorrichtung weist, wie in Fig. 1 dargestellt, eine Detektions- und
Steuereinheit (16) zur Auswertung des von dem Detektor (18)
ermittelten Red- Flag- Ubersichtsbild auf, wobei durch die Detektions-
und Steuereinheit (16) die Steuerung der Raman- Anregungsstrahlung
gezielt adressierbar, einzelne in eine Faser (1) des Biindels von
Lichtleitern (13) auf Grundlage der ausgewerteten Signale generierbar
ist.

Bei dem Verfahren zur Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag-
Strahlung und eines Raman- Spektrums wird unter Verwendung einer
erfindungsgemaflen Vorrichtung mittels der Laserlichtquelle (12) eine
Raman- Anregungsstrahlung tiber die Faser (1), durch die Linse (2), die
Filterschicht (4) des Kubus (3) und die Linse (6) hindurch auf die
Oberflache der biologischen Gewebeprobe gefiihrt.

Die durch die Raman- Anregungsstrahlung von der Probe emittierte
Raman- Signalstrahlung wird von der Linse (6) iiber die Filterschicht (4)
des Kubus (3), durch den Filter (10) hindurch iiber den Spiegel (7) durch
die Linse (8) hindurch in die externe Faser (9) gefiihrt und in das Raman-
Spektrometer (17) zur Aufnahme des Raman- Spektrums geleitet.

Dabei wird die Raman- Anregungsstrahlung auf Grundlage zuvor vom
Detektor (18) aufgenommenen und vermittels der Software und des
Computers der Detektions- und Steuereinheit (16) ausgewerteten Signale
des Red-Flag- Ubersichtsbildes des zu untersuchenden biologischen
Gewebes iiber die Detektions- und Steuereinheit (16) von der
Laserlichtquelle (12) gezielt adressierbar in eine zentrale Faser (1) des
Biindels von Lichtleitern eingeleitet.

Auf Grund der Auswertung der Detektions- und Steuereinheit (16) liegt
dabei ein Red-Flag- Ubersichtsbild iiber das gesamte zu untersuchende
Gewebe vor. In diesem Ubersichtsgebiet werden gezielt Cluster mit
gleichen Signalintensitatsverhaltnissen ermittelt, die als
Adressierungsorte fir die Raman- Anregungsstrahlung dienen, wobei
von jedem Cluster ein Ramanspektrum im Sinne der Publikation
»Diagnosis of tumors during tissue-conserving surgery with integrated
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autofluorescence and Raman scattering microscopy” von Kong et. al
(www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1311289110) aufzunehmen ist.

Die Raman- Anregungsstrahlung wird dabei gezielt in die Faser (1)
eingekoppelt, welche als bildgebende Faser dem adressierten,
vorgegebenen Zielgebiet zugeordnet ist (sieche Fig. 2).

Uber die Faser (1), durch die Linse (2), die Filterschicht (4) des Kubus
(3) und die Linse (6) hindurch wird dabei die Raman-
Anregungsstrahlung auf die Oberflache der biologischen Gewebeprobe
gefiihrt und die von der Probe emittierte Raman- Signalstrahlung wird
dann von der Linse (6) tiber die Filterschicht (4) des Kubus (3), durch
den Filter (10) hindurch iber den Spiegel (7) durch die Linse (8)
hindurch in die externe Faser (9) geflhrt.

Mit Hilfe der Faser (9) wird dann die Signalstrahlung in Form Raman-
Anregungsstrahlung in das Raman- Spektrometer (17) geleitet.

Durch die Filterschicht (4) und den Adsorber (5) im Kubus (3) wird
dabei die Raman- Anregungsstrahlung auf den Bereich unter 800 nm
mbereinigt®.

Vermittels des Filters (10) im Kubus (3) wird ermdglicht, dass die
Raman- Signalstrahlung im Bereich tiber 800 nm in die Faser (9)
passieren kann.

In dem Raman- Spektrometer (17) werden aus dem detektierten Raman-
Spektrum des gezielt ausgewahlt untersuchten Ausschnitts aus der
Oberfliche der biologischen Gewebeprobe Strukturparameter des
Gewebes ermittelt, welche Riickschliisse auf die Eigenschaften des zu
charakterisierenden Gewebeausschnitts liefern, in dem das detektierte
Spektrum gemdf dem Stand der Technik mit Referenzspektren
verglichen wird.

Die zuvor stehende beschriebene Vorrichtung mit einer Ramansonde und
das entsprechende Verfahren unter Verwendung dieser ist auch bei
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Prozessen, welche einen intrinsischen Untergrund in optischen Fasern
oder Kombinationen von optischen Fasern generieren, wie bspw.
. Fluoreszenz

. Zweiphotonenfluoreszenz

. Dreiphotonenfluoreszenz

. Second-Harmonic-Generation
. Raman

. CARS

. OCT

anwendbar.

Dazu veranschaulicht die Fig.3 diese Anwendungsbeispiele
schematisch.

Fir diese Ausfilhrungsbeispiele ist ein Durchmesser der Sammelfaser
(500 mm MM Fiber in Fig. 3) vorgesehen, welcher dem Durchmesser
der Anregungsfaser (Imaging Faser in Fig. 3) entspricht, was fur
praktische Anwendungen, bspw. in der Medizintechnik problematisch
sein kann.

Gelost wird dieses Problem der gleichen Durchmesser der Faser zum
Sammeln sowie wie zum Anregen durch die Verwendung eines
Querschnittswandler, bei dem die ,,19 MM Fasern nicht (wie {iblich) in
kompakter Kreisform, sondern zu einer Linie angeordnet sind, wie in
Fig. 4 dargestellt.

Die wesentlich kompaktere Ausfihrung ist nicht nur durch die
Linearanordnung der ,,19 MM Fasern® méglich (siehe Fig. 4), sondern
kann auch dadurch erzeugt werden, dass die einzelnen ,,19 MM Fasern®
[deren Summe ihrer Einzeldurchmesser dem Durchmesser der
Anregungsfaser (Imaging Faser in Fig. 3) entsprechen] in wesentlichen
gleichméBig um den dufleren Umfang der Anregungsfaser verteilt und
von dieser gehaltert sind (siehe dazu Fig. 5).

Alle in der Beschreibung, den Ausfiihrungsbeispielen und den
nachfolgenden Anspriichen dargestellten Merkmale koénnen sowohl
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einzeln als auch in beliebiger Kombination miteinander
erfindungswesentlich sein.
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Bezugszeichenliste
1 Faser (Imaging Faser/bildgebende Faser)
5 12 Laserlichtquelle
13 Faserkombinationsbiindel
14 Messsonde
16 Detektions- und Steuereinheit
17 Raman- Spektrometer
10 18 Detektor
2 Linse
3 Kubus
4 Filterschicht
5 Absorber
15 6 Linse
7 Spiegel
8 Linse
9 externe Faser (Sammelfaser)
10 Filter

20
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Patentanspriiche

1.

Vorrichtung zur Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag-
Strahlung und eines Raman- Spektrums umfassend eine
Laserlichtquelle (12) zur Generierung von Red-Flag- und von
Raman- Strahlung in einer biologischen Gewebeprobe, einen
Detektor (18) zur Detektion eines Red-Flag- Ubersichtsbildes, eine
Detektions- und Steuereinheit (16) zur Auswertung des Red- Flag-
Ubersichtsbildes und zur Steuerung der Raman- Anregungsstrahlung,
sowle eine, ein Biindel von Lichtleitern mit mindestens einer
Faser (1) enthaltende Messsonde (14) zum Aufsetzen auf die
Oberflache der biologischen Gewebeprobe, wobet Laserlicht in eine
oder mehrere Fasern (1) des Biindels von Lichtleitern einkoppelbar
und tiber ein Fokussierelement auf die Oberflache der biologischen
Gewebeprobe flihrbar ist und von der Gewebeprobe emittiertes Licht
liber das Fokussierelement auf den Detektor (18) fiir Red-Flag-
Signalstrahlung und/oder ein Raman-Spektrometer (17) fiir Raman-
Signalstrahlung leitbar ist, wobei das Fokussierelement am Kopf der
Messsonde (14) in Form einer transparenten optischen Linse (2) und
einer unmittelbar daneben angeordneten transparenten optischen
Linse (8) angeordnet ist, vermittels derer das Laserlicht der Faser (1)
als Raman-Anregungsstrahlung kollimiert einkoppelbar und die
Raman- Signalstrahlung in die externe Faser (9) auskoppelbar ist,
dadurch gekennzeichnet, dass der Linse(2) ein transparenter
optischer Kubus (3) mit anschliefender transparenter optischer
Linse (6) nachgeordnet ist, so dass der Kubus (3) direkt zwischen der
Linse (2) und der Linse (6) positioniert ist, wobei in dem Kubus (3)
eine Filterschicht (4), eine Absorber (5), ein Spiegel (7) und ein
Filter (10) in der Art eingebracht sind, dass durch die
Filterschicht (4) der in der Faser (1) entstandene Untergrund auf den
Absorber (5) lenkbar und Anregungsstrahlung durch eine Linse (6)
auf die Oberflache der biologischen Gewebeprobe fiihrbar ist, durch
die Gewebeprobe generierte Raman-Signalstrahlung durch die
Linse (6) sammel- und kollimierbar ist, die Raman- Anregungs- und
die Raman- Signalstrahlung durch den Filter (10) im Kubus (3)
trennbar ist, so dass die durch den Filter (10) abgetrennte Raman-
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Signalstrahlung im Kubus (3) durch den Spiegel (7) umlenkbar und
tiber die Linse (8) in die externe Faser (9) koppelbar ist, die in das
Raman- Spektrometer (17) miindet.

. Vorrichtung gema3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die

Linse (2), die Linse (6) und die Linse (8) als Gradientenindexlinsen
ausgefuhrt sind.

. Vorrichtung gema3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das

Biindel von Lichtleitern mit der Faser (1), die externe Faser (9) und
die Messsonde (14) eine im Wesentlichen hohlzylindrische
Umhillung aufweisen, wobei die Stirnfliche der Linse (6) nicht
umhiillt ist und der Innendurchmesser des Hohlzylinders im
Wesentlichen mit dem AuBlendurchmesser des Biindels von
Lichtleitern = zuziiglich der Faser(9) sowie mit dem
AufBlendurchmesser der Messsonde (14) tibereinstimmt.

. Vorrichtung gemall Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das

die Umhiillung ein Kanal eines Endoskops ist und das Biindel von
Lichtleitern mit der mindestens einen Faser (1) sowie die externe
Faser (9) zu einem Faserkombinationsbiindel (13) zusammengefasst
ist.

. Vorrichtung gemal Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die

Laserlichtquelle ein Nd-YAG-Laser, ein He-Ne-Laser oder ein
Halbleiterlaser ist.

. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die

einzustrahlende  Red-Flag- Strahlung  eine  Autofluoreszenz-
Strahlung, Zwei- oder Dreiphotonenfluoreszenz- Strahlung,
kohdrente Anti-Stokes-Raman-Strahlung oder stimulierte Raman-
Streuungsstrahlung ist.

. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der

Detektor (18) ein photo-optischer Detektor ist, vermittels dessen das
Red-Flag- Ubersichtsbild detektierbar ist.



10

15

20

25

30

35

WO 2015/085978 PCT/DE2014/000597

8.

10.

224 -

Vorrichtung gemal einem oder mehrerer der voran stehenden
Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Detektions- und
Steuereinheit (16) einen Software enthaltenden Computer zur
Auswertung der von dem Detektor (18) erzeugten Red-Flag-
Ubersichtsbildes umfasst, wobei durch die Detektions- und
Steuereinheit (16) die Raman- Anregungsstrahlung gezielt
adressierbar, einzelne in mindestens eine der Fasern (1) des Biindels
von Lichtleitern (13) durch die Strahlung der Laserlichtquelle (12)
generierbar 1st.

Vorrichtung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
Durchmesser der externen Faser (9) gleich dem Durchmesser der
Faser (1) ist, in dem die externe Faser(9) durch einen
Querschnittswandler ausgebildet ist, bei dem 19 MM Fasern als
Linear- oder Kreisanordnung einzelnen und im wesentlichen
gleichmafig um den dufleren Umfang der Faser (1) verteilt sind und
von dieser gehaltert werden, wobei die Summe der
Einzeldurchmesser der 19 MM Fasern dem Durchmesser der
Faser (1) entspricht.

Verfahren zur Erzeugung und zur Detektion von Red-Flag- Strahlung
und eines Raman- Spektrums unter Verwendung einer Vorrichtung
gemal einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche 1 bis 8
bei dem

e mittels der Laserlichtquelle (12) eine Red-Flag- Anregungs-
strahlung tiber das Biindel von Lichtleitern mit mindestens einer
Faser (1) auf die Oberfliche einer biologischen Gewebeprobe
gefithrt wird,

e von der Probe emittierte Red-Flag- Signalstrahlung auf den
Detektor (18) gefithrt wird,

e die vom Detektor (18) als Red-Flag- Ubersichtsbild erfassten
Signale in der Detektions- und Steuereinheit (16) Computer-
gestiitzt ausgewertet werden wird, wobei auf Grundlage der
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ausgewerteten vermittels der Detektions- und Steuereinheit (16)
die Raman- Anregungsstrahlung von der Laserlichtquelle (12)
gezielt adressierbar, einzelne in eine Faser (1) des Biindels von
Lichtleitern (13) eingeleitet wird,

¢ diese Raman- Anregungsstrahlung iiber die Faser (1), durch die
Linse (2), die Filterschicht (4) des Kubus (3) und die Linse (6)
hindurch auf die Oberflaiche der biologischen Gewebeprobe
gefuhrt wird,

¢ von der Probe emittierte Raman- Signalstrahlung von der Linse (6)
uber die Filterschicht (4) des Kubus (3), durch den Filter (10)
hindurch tber den Spiegel (7) durch die Linse (8) hindurch in die
externe Faser (9) gefuhrt wird,

¢ die Raman- Signalstrahlung von der Faser (9) in das Raman-
Spektrometer (17) gefithrt wird und

e aus dem im Raman- Spektrometer (17) detektierten Raman-
Spektrum des gezielt ausgewahlt untersuchten Ausschnitts aus der
Oberflache der biologischen Gewebeprobe Strukturparameter des
Gewebes ermittelt werden, die Riickschliisse auf die
Eigenschaften des zu charakterisierenden Gewebeausschnitts
liefern.

Verfahren gemdBl Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass
vermittels der Filterschicht (4) und des Adsorbers (5) im Kubus (3)
eine bereinigte Raman- Anregungsstrahlung unter 800 nm erzeugt
wird und dass vermittels des Filters (10) im Kubus (3) ein bereinigte
Raman- Signal iiber 800 nm erzeugt wird.
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