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(57) Abstract: The invention relates to a device for multi-photon fluorescence microscopy for obtaining information from biologi-
cal tissue, having a laser unit for generating an excitation radiation, an optical unit implemented for focusing the excitation radiati-
on for generating an optical signal at various locations in or on an object to be investigated, and a detector module for capturing
the optical signal from the region of the object. The optical unit (103) is thereby displaceable at least in one direction (X, Z) relati-
ve to the object (2) for generating the optical signal (S) at various locations in or on the object (2). The invention further relates to
a method for multi-photon fluorescence microscopy. In said manner, a device and a method for multi-photon fluorescence micros-
copy are provided for obtaining information from biological tissue, allowing recording of section images in an object with a large
field of view, and thereby are simply constructed and reliable in operation.
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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fiir die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von Informationen aus
biologischem Gewebe, mit einer Lasereinheit zur Erzeugung einer Anregungsstrahlung, einer Optikeinheit, die ausgebildet ist, die
Anregungsstrahlung zur Erzeugung eines optischen Signals an unterschiedlichen Orten in oder an einem zu untersuchenden Ob-
jekt zu fokussieren, und einem Detektormodul zur Erfassung des optischen Signals aus dem Bereich des Objekts. Dabei ist vorge-
sehen, dass die Optikeinheit (103) zur Erzeugung des optischen Signals (S) an unterschiedlichen Orten in oder an dem Objekt (2)
zumindest in einer Richtung (X, Z) relativ zum Objekt (2) beweglich ist. Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren fiir die Mehr-
Photonen-Fluoreszenzmikroskopie. Auf diese Weise werden eine Vorrichtung und ein Verfahren fiir die Mehr-Photonen-Fluores-
zenzmikroskopie zur Gewinnung von Informationen aus biologischem Gewebe geschaffen, die bei einem grolen Gesichtfeld die
Aufnahme von Schnittbildern in einem Objekt ermdglichen und dabei einfach aufgebaut und zuverldssig in ihrem Betrieb sind.
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Vorrichtung und Verfahren fur die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie zur

Gewinnung von Informationen aus biologischem Gewebe

Beschreibung

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fur die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie
zur Gewinnung von Informationen aus biologischem Gewebe nach dem Oberbegriff des

Anspruchs 1 sowie ein Verfahren flir die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie.

Eine derartige Vorrichtung weist eine Lasereinheit zur Erzeugung einer Anregungsstrah-
lung, eine Optikeinheit, die ausgebildet ist, die Anregungsstrahlung zur Erzeugung eines
optischen Signals zu formen und an unterschiedlichen Orten in oder an einem zu unter-
suchenden Objekt zu fokussieren, ein Detektormodul zur Erfassung des optischen Sig-
nals aus dem Bereich des Objekts sowie ein Signalverarbeitungs- und Steuerungsmodul
zur signaltechnischen und algorithmischen Verarbeitung der genannten optischen Sig-
nale, zu deren Umwandlung in ein diagnostisch auswertbares Bildsignal und zur Steue-

rung der gesamten Anlage auf.

Bei der Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie (kurz: Mehr-Photonen-Mikroskopie)
werden so genannte Mehr-Photonen-Mikroskope eingesetzt, bei denen es sich um spe-
zielle Lichtmikroskope aus der Gruppe der Laser-Scanning-Mikroskope handelt. Hoch-
aufgeldste mikroskopische Bilder werden dabei erzeugt durch Ausnutzung der so ge-
nannten Mehr-Photonen-Fluoreszenz (meist Zwei-Photonen-Fluoreszenz) oder der Er-
zeugung hdherer Harmonischer, beispielsweise der Frequenzverdopplung oder -
verdreifachung und daraus resultierend der Erzeugung der zweiten bzw. dritten Harmo-
nischen (SHG: second harmonic generation; THG: third harmonic generation) des ein-

gestrahlten Anregungslichtes.
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Bei der Mehr-Photonen-Mikroskopie werden mit Hilfe einer starken, fokussierten Anre-
gungsstrahlung, meist generiert durch einen Laser, nichtlineare optische Effekte in ei-
nem zu untersuchenden Gewebe erzeugt, die auf dem Zusammenspiel mehrerer gleich-
zeitig in einem Molekil eintreffender Photonen (Lichtteilchen) beruhen. Die Starke des
erzeugten Signals steigt dabei nicht linear mit der Zahl der pro Zeiteinheit eingestrahlten
Photonen, sondern mit dem Quadrat (bei Zwei-Photonen-Effekten) oder der dritten Po-
tenz (bei Drei-Photonen-Effekten). Die Arbeitsweise eines Mehr-Photonen-Mikroskops
ahnelt bezlglich der Einstrahlung der Anregungsstrahlung in das Gewebe der eines
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops. Beim konfokalen Mikroskop wird, anders als
beim Multiphotonen-Mikroskop, remittierte Primarstrahlung und nicht Sekundarstrahlung
zur Bilderzeugung verwendet. Ersteres Gerat weist ferner, anders als letzteres, im Sig-
nal-Detektionskanal ein ,Pin-Hole" (enge Blende zur Elimination von remittierter Strah-
lung von aufierhalb des Laserfokus) auf. Wahrend wegen der vorgenannten Besonder-
heiten konfokale Laser-Scanning-Mikroskope eine Eindringtiefe je nach Praparat von
50-80 um aufweisen, kédnnen mit der Mehr-Photonen-Mikroskopie tiefere Bereiche, z. B.
bis zu 200 um, in sehr glinstigen Fallen sogar bis zu 1000 ym abgebildet werden, so
dass aussagekraftige(re) Aufnahmen von lebendem Gewebe, beispielsweise von Haut-

schichten eines Menschen, mdglich sind.

Das am weitesten verbreitete Verfahren fiir die Mehr-Photonen-Mikroskopie ist die Zwei-
Photonen-Fluoreszenzmikroskopie (kurz: Zwei-Photonen-Mikroskopie). Wahrend bei der
herkdbmmlichen (Ein-Photonen-)Fluoreszenzmikroskopie in einem fluoreszierenden Mo-
lekul ein Elektron durch die Absorption jeweils eines Photons angeregt, also in einen
héheren  Energiezustand  versetzt wird, wird bei der Zwei-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie die Anregung des Elektrons durch die gleichzeitige oder nahe-

zu gleichzeitige Absorption zweier Photonen hervorgerufen (Zwei-Photonen-Absorption).

Bei der Drei-Photonen-Mikroskopie erfolgt die Anregung entsprechend durch drei gleich-

zeitig oder nahezu gleichzeitig eintreffende Photonen.

Fluoreszenz entsteht, wenn Farbstoffe einfallende (anregende) Photonen absorbieren
und in der Folge ein anderes Photon wieder abgeben. Durch die anregenden Photonen
wird ein Elektron auf ein héheres Energieniveau gehoben und die Photonenenergie da-
mit zwischengespeichert. Bei normaler Fluoreszenzmikroskopie geschieht diese Anre-
gung durch genau ein Photon. Das Elektron bleibt fiir einige hundert Picosekunden bis

zu mehreren Nanosekunden auf dem h&heren Energieniveau, bevor es wieder zuriick
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fallt und dabei ein neues, langerwelliges, energiedrmeres Photon aussendet. Wenn et-
wa mit blauem Licht angeregt wird, entsteht beispielsweise griine Fluoreszenz, bei-
spielsweise bei Fluorescein. Bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie erfolgt die Anregung
eines Elekirons genau durch zwei Photonen, die in der Summe die gleiche Energie auf-
weisen wie das eine Anregungsphoton der normalen Fluoreszenzmikroskopie. Voraus-
setzung fur die Anregung ist jedoch, dass die zwei Photonen gleichzeitig — innerhalb
einer Attosekunde (107® s) — eintreffen, da kein stabiles Zwischenenergieniveau des

anzuregenden Elektrons existiert.

Bei normaler Fluoreszenzmikroskopie hat das anregende Photon eine kirzere Wellen-
lange und damit mehr Energie als das abgestrahlte Photon. Im Gegensatz hierzu wird
bei der Mehr-Photonen-Anregung mit Photonen angeregt, die eine deutlich gréferer
Wellenlange und somit pro Photon weniger Energie aufweisen als die ausgesandten
Photonen. Beispielsweise kann auf diese Weise dunkelrotes oder infrarotes Licht zur
Anregung eingesetzt werden, um griine Fluoreszenz zu erzeugen. Dies ist moglich, weil
zwei oder mehr anregende Photonen zur Erzeugung nur eines ausgesandten Photons
fuhren. Bei der Zwei-Photonen-Anregung betragt die Anregungswellenlénge in etwa das
Doppelte der normalerweise verwendeten Anregungswellenldnge, bei Drei-Photonen-

Anregung das Dreifache usw.

Das Grundkonzept der Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie ist in der Verdffentli-
chung W. Denk, J.H. Strickler, W.W. Webb ,Two-Photon Laser Scanning Fluorescence
Microscopy*, Science, Vol. 248, S. 73-76 (6. April 1990) beschrieben.

Aus der US 5,034,613 st eine Vorrichtung fir die Mehr-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie bekannt, bei der eine durch einen Laser erzeugte Anregungs-
strahlung durch im Strahlengang befindliche bewegliche Spiegel auf ein zu untersu-
chendes Objekt gerichtet wird. Um dabei eine Anregung an unterschiedlichen Orten des
Objekts zu erreichen und auf diese Weise ein pixelweise angeregtes Bild zu erzeugen,
wird der Anregungsstrahl durch Verkippung der beweglichen Spiegel in seiner Lage so
verandert, dass der Fokuspunkt der Anregungsstrahlung sich durch das Objekt bewegt,
dieses Ort fur Ort anregt und dadurch Ort fiir Ort Signale in dem Objekt erzeugt. Die
dadurch entstehende Sekundarstrahlung (bestehend aus einer Fluoreszenzstrahlung
und etwaig erzeugter hoherer Harmonischer der Anregungsstrahlung) wird aufgefangen
und detektiert, um anhand der Signale aus den einzelnen Orten ein vollstandiges Bild in

einer oder in mehreren Ebenen des Objekts zu erzeugen.



10

15

20

25

30

35

WO 2010/146134 4 PCT/EP2010/058576

Mit der aus der US 5,034,613 bekannten Vorrichtung kénnen im Wesentlichen nur
Schnittbilder aus einem kleinen Ausschnitt des zu untersuchenden Objektes erzeugt
werden. Dies ist dadurch bedingt, dass bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie wegen der
notwendigen hohen Intensitaten zur Anregung, die eine Fokussierung der Anregungs-
strahlung auf einen Fokusdurchmesser von 0,5 pm bis maximal ca. 3 um erforderlich
machen, grof3e Aperturen der verwendeten Optik nétig sind (dies ergibt sich aus den
Gesetzen der Strahlprodukt-Erhaltung bei optischer Abbildung von Laserstrahlen). Diese
Aperturen weisen eine numerische Apertur von NA=0,4 bis NA=1 (bzw. bei Verwendung
eines Immersionsfluids bis NA=1,45) auf, was einem Kegelvollwinkel des fokussierten
Strahls von ca. 50° bis 135° entspricht. Solche grof3aperturigen Strahlbiindel kénnen nur
durch hochvergréRernde Mikroskopobjektive oder vergleichbare komplexe Optiken fo-
kussiert werden, die unvermeidlich nur vergleichsweise geringe Gesichtsfelder mit ei-
nem Durchmesser von ca. 0,5 mm bis 1 mm aufweisen (unter einem Gesichtsfeld ist
hier das maximale Feld zu verstehen, dass ein abgelenkter Anregungsstrahl (iberstrei-
chen kann). Das heildt mit anderen Worten: Bei den fur die Zwei-Photonen-Mikroskopie
notwendigen grof3en Aperturen zur Fokussierung der Anregungsstrahlung auf das Ob-
jekt ist die Flache, die die Anregungsstrahlung durch Strahlablenkung Uberstreichen
kann, zwangslaufig beschrankt. Durch Strahlablenkung unter Verwendung von Dreh-
und Kippspiegeln kénnen nur Felder mit einem Durchmesser von maximal 1 mm ange-
regt werden, so dass die aufnehmbaren Bilder auf Kantenldngen von maximal 1 mm

beschrankt sind.

Um die Zwei-Photonen-Mikroskopie beispielsweise flir die Untersuchung einer Haut-
schicht auf pathologische Veranderungen einzusetzen, sind solche Bilder haufig zu

klein.

Herkdmmlich wird bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie zunachst ein lateraler Scan einer
Ebene (Hautschicht) durchgeflihrt und anschliefend die Fokustiefe fiir die Aufnahme
weiterer, z.B. tieferliegender Hautschichten neu eingestellt. Auf diese Weise wird suk-
zessive eine Abfolge Ubereinander liegender Schichten durch die Haut aufgenommen.
Wiinschenswert waren dagegen aus Anwendersicht im Falle des medizinischen Einsat-
zes vertikale Schnittbilder durch die Haut, die der in der Histopathologie Ublichen
Schnittlage entsprechen, die die arztlichen Untersucher gewohnt sind und die ihrem

diagnostischen Blick entsprechen.
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Insgesamt waren demnach Bilder aus der Haut in vertikaler Schnittlage wiinschenswert,
die beispielsweise eine sich Uber eine Ladnge von mehreren mm oder gar cm erstre-

ckende Lasion vollstandig abbilden kdnnen.

Aus der EP 1 929 939 A2 ist eine endoskopisch einsetzbare Vorrichtung fur die Mehr-
Photonen-Mikroskopie bekannt, bei der die Spitze einer als Lichtleiter dienenden opti-
schen Faser mit einer daran angeordneten miniaturisierten Fokussieroptik in einem En-
doskop beweglich ist, um eine durch einen Laser erzeugte Anregungsstrahlung auf ein
Objekt zu lenken. Dadurch, dass an der Spitze des Lichtleiters lediglich eine Optik klei-
ner Abmessung und demzufolge auch kleiner Apertur eingesetzt werden kann, ist die
erreichbare ortliche Aufldsung begrenzt, da nur vergleichsweise grofde Fokusdurchmes-
ser zur oOrtlichen Anregung erzielbar sind. Zudem verwendet die Anordnung der EP 1
929 939 A2 fiir die Hinleitung der Anregungsstrahlung und die Riickleitung der aus dem
Objekt aufgenommenen optischen Signale denselben Lichtleiter, was zum einen hohe
Anforderungen an den Lichtleiter stellt (Transmission von ultrakurzgepulster Laserstrah-
lung hoher Strahlqualitat, d.h. im TEMOO-Mode) und zum anderen nachteilig fur die
Ubertragungsqualitat und -ausbeute der empfangenen Signale ist. Die transmittierte
Anregungsstrahlung wird zusatzlich durch die Faserdispersion in ihrer Qualitat ver-
schlechtert, z.B. durch Verlangerung der Pulsdauer oder das so genannte ,Chirping®.
Dariiber hinaus muss bei der Bewegung der Fokussieroptik zur Aufnahme eines voll-
stéandigen Bildes immer der Lichtleiter mitbewegt werden, was die rdumliche Bewegung
aufwendig macht und gleichzeitig beschrankt, da Schnittbilder von grof3er lateraler Aus-

dehnung nicht aufgenommen werden kénnen.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung und ein Ver-
fahren flr die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von Informatio-
nen aus biologischem Gewebe zu schaffen, die bei einem grofen Gesichtsfeld die Auf-
nahme von insbesondere vertikalen Schnittbildern in einem Objekt ermdglichen und
dabei einfach aufgebaut und zuverldssig in ihrem Betrieb sind. Dabei sollten die zeitli-
chen, spektralen und polarisationsbezogenen Strahleigenschaften der Anregungsstrah-
lung auf ihrem Strahlengang nicht oder nur minimal verschlechtert werden, und die

Handhabung (Ergonomie) und die Einsatzfahigkeit sollten verbessert werden.

Diese Aufgabe wird durch einen Gegenstand mit den Merkmalen des Anspruchs 1 ge-

[Ost.
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Erfindungsgemal’ ist dabei vorgesehen, dass die Optikeinheit ausgebildet und vorgese-
hen ist, zur Erzeugung des optischen Signals an unterschiedlichen Orten in oder an

dem Objekt zumindest in einer Richtung relativ zum Objekt bewegt zu werden.

Die Erfindung geht von dem Grundgedanken aus, eine so genannte fliegende Optik zu
verwenden. Die Optikeinheit zur Fokussierung der Anregungsstrahlung und zur Anre-
gung einer Sekundarstrahlung an einem Ort in oder an dem Objekt ist nicht fest ange-
ordnet, sondern wird insgesamt bewegt, um unterschiedliche Orte eines Objekts zeitlich
nacheinander anzuregen. Die oOrtliche Anregung erfolgt somit nicht durch Strahlablen-
kung unter Verwendung von Dreh- und Kippspiegeln, sondern durch eine ein- oder
mehrdimensionale Bewegung der Optikeinheit im Ganzen. Vorteilhafterweise sollte sich
bei der Bewegung der Optikeinheit zur Erzeugung des optischen Signals die optische
Achse der auf das Objekt fallenden Anregungsstrahlung dabei nicht dndern, so dass —
im Gegensatz zu einer Verwendung von Dreh- und Kippspiegeln — die Anregungsstrah-

lung immer unter demselben Winkel auf das Objekt trifft.

Dadurch, dass auf eine Strahlablenkung mittels Dreh- und Kippspiegeln verzichtet wird,
kénnen grof’e Gesichtsfelder erreicht werden. Das bedeutet, dass theoretisch Felder
beliebiger Grofde angeregt werden kdnnen, um auf diese Weise Bilder mit grolen Kan-
tenlangen aus dem zu untersuchenden Objekt zu erzeugen. Dies ermdglicht beispiels-
weise, Schnittbilder der menschlichen Haut aufzunehmen, die Lasionen vollstandig ab-

bilden konnen.

Bevorzugt ist die Optikeinheit in horizontaler Richtung und/oder in vertikaler Richtung
relativ zu einer der Optikeinheit zugewandten Oberflache des Objekts bewegbar. Zur
Aufnahme eines Schnittbildes wird die Optikeinheit zum einen entlang der Oberflache
des Objektes, beispielsweise entlang der Hautoberflache eines Patienten verfahren,
wobei die Bewegung auch zweidimensional in X- und Y-Richtung entlang der Hautober-
flache und gleichzeitig in Z-Richtung vertikal zur Hautoberflache zur Signalerzeugung in
einem dreidimensionalen Raum erfolgen kann. Beim Verfahren werden nacheinander
unterschiedliche Orte des Objekts angeregt, und die im Objekt erzeugte Sekundarstrah-
lung — bestehend aus im Objekt erzeugter Fluoreszenzstrahlung und durch nichtlineare
Effekte erzeugte Harmonische der Anregungsstrahlung (SHG: second harmonic genera-

tion = Erzeugung der ersten Oberwelle) — wird als optisches Signal aufgenommen.

Um auf einfache Weise eine Bewegung des Fokus in vertikaler Richtung zu erreichen,

kann vorgesehen sein, nicht die gesamte Optikeinheit (umfassend beispielsweise ein
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dichroitisches Element zur Trennung von Anregungsstrahlung und empfangenen opti-
schen Signalen), sondern lediglich ein Objektiv beweglich auszugestalten. Das Objektiv,
das beispielsweise eine optische Linse zur Fokussierung aufweisen kann, ist damit zur
tbrigen Optikeinheit zumindest in vertikaler Richtung beweglich, um den Fokus inner-
halb des anzuregenden Objektes in vertikaler Richtung zu bewegen und Signale in
Form einer Sekundarstrahlung an unterschiedlichen, vertikal versetzten Orten zu erzeu-

gen.

Zur pixelweisen Erzeugung eines vertikalen Schnittbildes kann die Optikeinheit zumin-
dest abschnittsweise kontinuierlich in horizontaler Richtung und/oder in vertikaler Rich-
tung relativ zu dem Objekt verfahrbar sein. Die Optikeinheit wird so entlang vordefinier-
ter Aufnahmelinien (Scanlinien) bewegt und scannt das Objekt entlang dieser Aufnah-
melinien, wobei nacheinander, beispielsweise durch Triggerung der Anregungsstrahlung
zur zeitabhangigen Belichtung, Orte entlang der Aufnahmelinie innerhalb des Objektes
zur Emission von Sekundarstrahlung angeregt und Signale aus diesen Orten empfan-
gen werden. Die Signale von einem Ort ergeben dann einen Pixel des aufzunehmenden
Bildes, wobei mittels der Aufnahmelinien (Scanlinien) das Objekt entlang einer zu be-
trachtenden Ebene so gerastert wird, dass sich ein vollstandiges, beispielsweise zur

medizinischen Diagnose auswertbares Bild ergibt.

Die Vorrichtung wird zur Mehr-Photonen-Mikroskopie eingesetzt und ist dabei bevorzugt
modular aufgebaut. Als zentrale Einheit weist die Vorrichtung eine Steuer- und Verarbei-
tungseinheit auf, die Gber einen Tragarm mit einem so genannten Patientenmodul ver-
bunden ist. Unter ,Tragarm® sei hier und im Folgenden eine mechanische Haltevorrich-
tung verstanden, die eine leichtgdngige Beweglichkeit des Patientenmoduls, ggf. mit
Gewichtsausgleich, wahrend der Positionierung der Messeinrichtung im Verhaltnis zum
Patienten oder zur Probe ermdglicht sowie eine Fixierung flr den Zeitraum der Fluores-
zenzaufnahme. Die Steuer- und Verarbeitungseinheit ist stationar ausgebildet, dient der
zentralen Steuerung der Vorrichtung und der Verarbeitung der empfangenen Signale
und weist beispielsweise auch die Lasereinheit zur Erzeugung der Anregungsstrahlung
auf. Das Patientenmodul ist Gber den Tragarm relativ zur Steuer- und Verarbeitungsein-
heit beweglich und kann an einem zu untersuchenden Objekt so platziert werden, dass
die Anregungsstrahlung in geeigneter Weise auf das Objekt, beispielsweise die Haut
eines Patienten, fallt und erzeugte Signale aufgenommen werden kénnen. Die Optikein-
heit ist Teil des Patientenmoduls und innerhalb dessen beweglich, wobei das Patien-
tenmodul vorteilhafterweise einen fiir die Anregungsstrahlung und das optische Signal

durchlassigen Kontaktabschnitt (beispielsweise eine an einem Gehause des Patienten-
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moduls angeordnete Glasscheibe) aufweist, der zur Untersuchung des Objekts mit dem
Objekt in Kontakt zu bringen ist. Wahrend der Kontaktabschnitt bei einer Aufnahme orts-
fest an dem zu untersuchenden Objekt (beispielsweise unter Verwendung eines Immer-
sionsfluids) anliegt, ist die Optikeinheit in horizontaler Richtung und/oder in vertikaler

Richtung relativ zu dem Kontaktabschnitt und damit auch zu dem Objekt bewegbar.

Ist die Lasereinheit Teil der Steuer- und Verarbeitungseinheit und somit raumlich ge-
trennt von dem Patientenmodul, so wird die von der Lasereinheit erzeugte Anregungs-
strahlung bevorzugt lber eine optische Faser hin zum Patientenmodul und zur Optik-
einheit zur Einstrahlung auf das Objekt libertragen. Die optische Faser kann dabei ent-

lang des Tragarms oder auch innerhalb des Tragarms zum Patientenmodul verlegt sein.

Um fiir die Zwei- oder Mehr-Photonen-Mikroskopie ein gleichzeitiges Eintreffen zweier
oder mehr Photonen im Fokuspunkt zu erreichen und auf diese Weise die Moleklile in-
nerhalb des Objekts anzuregen, sind sehr hohe Photonendichten in der Anregungs-
strahlung erforderlich. Diese kdnnen beispielsweise erzielt werden, indem ein gepulster
Laser (Ultrakurzpulslaser) zur Erzeugung von Laserpulsen im Femtosekunden-Bereich
insbesondere mit Modenkopplung eingesetzt wird. Solche Laser senden sehr kurze,
intensive Laserpulse (mit Pulslangen im Femtosekundenbereich, z.B. 80-140 fs) aus, die
z.B. 80-120 Millionen mal pro Sekunde wiederholt werden, so dass sich Pausen zwi-
schen den Pulsen mit einer Lange von 8 bis 12,5 ns (= 8000000-12500000 fs) ergeben
und die gesamte im Laser erzeugte Energie auf diese Weise in gepulster Form mit ho-

her Intensitat in einem Bruchteil der Zeit abgegeben wird.

Die Lasereinheit kann beispielsweise eine Anregungsstrahlung einer ersten Wellenlan-
ge, z.B. 1560 nm, erzeugen. In dem Patientenmodul kann dann ein der Optikeinheit
vorgeschalteter Frequenzverdoppler (z.B. in Form eines Frequenzverdopplungskristalls)
angeordnet sein, der die Wellenlange der Anregungsstrahlung halbiert (beispielsweise
von 1560 nm auf 780 nm) und damit die Frequenz der Anregungsstrahlung verdoppelt.
Dies hat den Vorteil, dass die Anregungsstrahlung mit einer vergleichsweise grofen
Wellenlange von z.B. 1560 nm Uber eine geeignete optische Faser von der Lasereinheit
hin zum Patientenmodul Ubertragen werden kann, wobei fiir einen solchen Wellenlan-
genbereich Fasern verfiigbar sind, die eine Ubertragung — auch unter Beibehaltung der
Polarisation (,polarisationserhaltende Einmodenfasern®) - ohne nennenswerte Beein-
trachtigung der Strahlqualitdt ermoglichen. Der Frequenzverdoppler erzeugt dann die
erste Oberwelle der Ubertragenen Anregungsstrahlung (z.B. 780 nm), die zur Anregung

des Objekts verwendet wird.
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Die Lasereinheit kann auch als so genannter Femtosekunden-Faserlaser mit herausge-
fUhrter Laserfaser ausgeflihrt sein, die sich bis zum Patientenmodul hin erstreckt. Auf
diese Weise kann auf ein so genanntes ,Pre Chirp“ (eine Vorverzerrung der Anregungs-
strahlung zur Kompensation der Dispersionseffekte, vor allem der Gruppengeschwindig-
keitsdispersion, im optischen Weg von der Laserstrahlquelle bis zum Gewebe) verzich-
tet werden, weil das Ende der Laserfaser den Austrittsort der Anregungsstrahlung aus
dem Laserresonator und damit die primare Laserstrahlungsquelle darstellt. Im Patien-
tenmodul erfolgt dann die Frequenzverdopplung der Anregungsstrahlung bzw. die Hal-

bierung der Wellenlange von 1560 nm auf 780 nm.

Die ldee, eine Lasereinheit zu verwenden, die eine Strahlung einer ersten Wellenlange
erzeugt, die dann nachtraglich in eine Anregungsstrahlung mit einer anderen Wellen-
lange gewandelt wird und bei der die primare Strahlungsquelle, (sie erzeugt die erste
Wellenlange) in einer Gerateeinheit montiert ist und ihre Strahlung Uber eine optische
Faser zu einer zweiten separaten Gerateeinheit Ubertragt, wo die Strahlung durch
Wandlung in die Anregungswellenlange Uberfiihrt und dann weiterverwendet wird, stellt
in diesem Zusammenhang auch ein eigenstandiges Konzept dar, das bei verschiedens-
ten Vorrichtungen fiir die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von
Informationen aus biologischem Gewebe eingesetzt werden kann. Eine solche Vorrich-
tung kann beispielsweise allgemein folgende Merkmale aufweisen:

— eine Lasereinheit zur Erzeugung einer Anregungsstrahlung,

— eine Optikeinheit, die ausgebildet ist, die Anregungsstrahlung zur Erzeugung ei-
nes optischen Signals an unterschiedlichen Orten in oder an einem zu untersu-
chenden Objekt zu fokussieren, und

— ein Detektormodul zur Erfassung des optischen Signals aus dem Bereich des
Objekts,

wobei die Lasereinheit eine Strahlung einer ersten Wellenlange erzeugt und Uber eine
optische Faser zu der Optikeinheit ibertragt, wo sie dann anschliel?end in die Anre-
gungsstrahlung mit einer von der ersten Wellenlange unterschiedlichen, zweiten Wellen-

lange gewandelt wird.

Auf diese Weise kann die Lasereinheit beispielsweise eine Strahlung mit einer Wellen-
lange von 1560 nm erzeugen, die dann in eine Anregungsstrahlung mit einer halbierten
Wellenlange von 780 nm gewandelt und der Optikeinheit zur Anregung des Objekts

zugefihrt wird.
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Auch das Konzept des Linearscans durch Bewegen der Optikeinheit entlang einer vor-
bestimmten Aufnahmelinie (Scanlinie) zur Erzeugung eines zweidimensionalen Schnitt-
bildes oder eines dreidimensionalen Volumenbildes ist unabhéngig von der vorgenann-

ten zweistufigen Strahlerzeugung ein eigenstandiges erfinderisches Konzept.

Der Laserstrahl der Anregungsstrahlung kann beispielsweise urspriinglich linear polari-
siert sein entsprechend einer transversalen Grundmode (TEMO0O), wobei zum Ausgleich
von Inhomogenitaten der Strahl vor Erreichen der Optikeinheit beispielsweise durch Ein-

figen eines geeigneten Lambda-Viertel-Plattchens zirkular polarisiert werden kann.

Vorteilhafterweise ist die Optikeinheit einerseits zur Fokussierung der Anregungsstrah-
lung auf das Objekt und andererseits zur Kollektion des Zwei-Photonen-angeregten op-
tischen Signals ausgebildet. Die Optikeinheit kann dabei mit einer optischen Faser ver-
bunden sein, Gber die das aufgenommene optische Signal an das Detektormodul zur
weiteren Verarbeitung Ubertragen wird. Fir diese optische Faser (auch bezeichnet als
,Kollektionsfaser®) wird bevorzugt eine Multimodenfaser oder ein Faserblindel aus einer
Vielzahl von Einzelfasern verwendet, die an den Enden gemeinsam gefasst sind und so

jeweils eine kompakte Eintritts- bzw. Austrittsflache der Fluoreszenzstrahlung bilden.

In dem Detektormodul, das vorteilhafterweise in die Steuer- und Verarbeitungseinheit
integriert ist, aber auch unmittelbar in das Patientenmodul eingefugt sein kann, erfolgt
die Signalverarbeitung und Bildbearbeitung. Um dabei sowohl Intensitatsinformationen
als auch spektroskopische Informationen gewinnen zu kdnnen, kann die Signalverarbei-
tung mehrkanalig erfolgen, wobei das empfangene Signal in dem Detektormodul in
mehrere unterschiedliche Signalanteile mit unterschiedlichen Wellenlangenbereichen
aufgeteilt wird, die dann getrennt voneinander verarbeitet werden kdnnen. Auf diese
Weise wird das Signal in unterschiedliche Signalbander mit unterschiedlichen Wellen-
l&ngen aufgeteilt, wobei die Bander abhangig von den gesuchten Informationen in ge-
eigneter Weise gewahlt werden kdnnen. Soll beispielsweise bestimmt werden, wo ein
Spektrum in etwa ein Maximum aufweist, so kann das Verhéltnis der spektralen Anteile
in einem oberen Band (mit [angeren Wellenlangen) und in einem unteren Band (mit kir-
zeren Wellenlangen) gebildet werden. Sollen bestimmte fluoreszierende Stoffe nachge-
wiesen werden, so kann ein Band gezielt den Wellenlangenbereich umfassen, in dem
der gesuchte Stoff eine Fluoreszenzstrahlung emittiert. Beispielsweise kénnen auf diese
Weise zum Zwecke der photodynamischen Diagnostik (kurz PDD) oder photodynami-

schen Therapie (kurz PDT) Porphyrine (insbesondere das Protoporphyrin IX, PP IX) in
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Zellen nachgewiesen werden, die bei Anregung Fluoreszenzstrahlung in bestimmten
Wellenlangenbereichen emittieren (PP IX beispielsweise u.a. bei ca. 630 nm). Aus dem
Vorhandensein der Porphyrine kann dann auf den Gewebezustand, insbesondere auf
krankhafte Gewebeneubildungen wie z.B. bei Krebs, geschlossen werden, wobei diese
Information wiederum zur Steuerung im Rahmen der photodynamischen Therapie zur

gezielten Zellschadigung oder -zerstérung verwendet werden kann.

Die Vorrichtung kann zur Abbildung sowohl korpereigener als auch kdrperfremder fluo-
reszierender Stoffe (so genannter Fluophore) eingesetzt werden. Natirliche in der
menschlichen Haut vorkommende Fluophore sind dabei beispielsweise NAD(P)H, Colla-
gen, Elastin, Trytophan, Flavine, Lipo-Pigmente, Keratin, HPD (Hamatoporphyrin und
Derivate) sowie PP |X, die in unterschiedlichen Wellenlangenbereichen fluoreszieren
und damit durch geeignete Auswahl der jeweils betrachteten Bander erfasst werden

konnen.

Um das empfangene Signal in Signalanteile zu zerlegen, weist das Detektormodul einen
oder mehrere dichroitische Filterelemente auf, die die einfallende Strahlung wellenlan-

genabhangig reflektieren oder transmittieren und damit wellenldngenabhangig zerlegen.

Um auf einfache Weise unterschiedliche spektrale Bander analysieren zu kdnnen, kann
dabei vorgesehen sein, das eine oder die mehreren dichroitischen Filterelemente nach
Art eines Baukastensystems austauschbar zu gestalten. Soll das empfangene Signal in
bestimmten Bandern betrachtet werden, so wird der daflir geeignete Satz von dichroiti-
schen Filterelementen, beispielsweise dichroitischen Spiegeln oder Prismen, gewahlt
und in das Detektormodul eingesetzt. Sollen andere Bander betrachtet werden, kann ein
anderer Satz von Filterelementen verwendet und die Messung entsprechend wiederholt
werden. Dieser Filterwechsel kann manuell oder in der Art eines motorisch bewegten

Filterrevolvers oder Filterwechselmagazins ausgefiihrt werden.

Denkbar ist in diesem Zusammenhang auch, mit der Vorrichtung hochaufgeldste Spekt-
roskopie durchzufiihren, also pixelweise ein vollstandiges Spektrum aufzunehmen. Vor-
aussetzung dafir ist, dass aus jedem Ort eine ausreichend grofie Anzahl an Photonen
fur ein ausreichend starkes, auswertbares Signal empfangen wird. Gegebenenfalls kon-

nen hierfiir Signale aus mehreren angeregten Orten integriert werden.

Zur Detektion der unterschiedlichen Signalanteile weist das Detektormodul beispielswei-

se — abhangig von der Anzahl der betrachteten Béander — einen oder mehrere Detekto-
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ren auf, die beispielsweise als so genannte Sekundarelektronenvervielfacher (Photo
Multiplier Tube, PMT), als CCD-Zeile, als CCD-Feld oder als SiPMT (,Silicon Photo Mul-
tiplier, d.h. Bauelemente mit Detektor-Feldern aus Photosignal-additiv verschalteten
Avalanche-Photodioden) ausgebildet sind und der Umwandlung des empfangenen opti-

schen Signals bzw. seiner einzelnen Signalanteile in elektronische Datensignale dienen.

Zur Bildverarbeitung kann das Detektormodul aus den unterschiedlichen Signalanteilen
einerseits eine Helligkeitsinformation und andererseits eine spektroskopische Informati-
on generieren und als Schnittbild durch das zu untersuchende Objekt mit einer spektro-
skopischen Zusatzinformation ausgeben und beispielsweise auf einem Monitor anzei-
gen. Dabei kann beispielsweise aus der Gesamtheit der Signalanteile eine Helligkeitsin-
formation abgeleitet werden, die anhand des Bildkontrasts Strukturinformationen liefert.
Dem Uberlagert werden kénnen durch einen Nutzer wahlbar und einstellbar spektrale
Zusatzinformationen, die aus den einzelnen Signalanteilen und damit unterschiedlichen
Wellenlangenbandern erhalten worden sind. Beispielsweise kann dem Helligkeitsbild so
die Information Uberlagert und in Falschfarben dargestellt werden, an welchen Orten ein
bestimmter fluoreszierender Stoff vorhanden ist oder an welchen Orten Signaloberwel-
len (z.B. SHG) durch strukturelle Gewebeeigenschaften (beispielsweise durch das Vor-

handensein von Collagen in bestimmten Hautschichten) auftreten.

Die Aufgabe wird dariber hinaus durch ein Verfahren fir die Mehr-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von Informationen aus biologischem Gewebe
geldst, bei dem eine Lasereinheit eine Anregungsstrahlung erzeugt, eine Optikeinheit
die Anregungsstrahlung zur Erzeugung eines optischen Signals an unterschiedlichen
Orten in oder an einem zu untersuchenden Objekt fokussiert und ein Detektormodul das
optische Signal aus dem Bereich des Objekts erfasst. Im Rahmen des Verfahrens ist
vorgesehen, dass die Optikeinheit zur Erzeugung des optischen Signals in oder an dem

Objekt zumindest in einer Richtung relativ zum Objekt bewegt wird.

Die vorangehend fir die Vorrichtung beschriebenen Vorteile und Ausgestaltungen sind

auf das Verfahren analog Uibertragbar.

Aus den empfangenen optischen Signalen kann an unterschiedlichen Orten des Objekts
pixelweise ein Schnittbild des Objekts erzeugt werden, wobei zur pixelweisen Anregung
das Objekt in getriggerter Weise mit der Anregungsstrahlung belichtet wird. Mit anderen
Worten wird die Optikeinheit relativ zum Objekt entlang einer geeigneten, vorab festge-

legten Aufnahmelinie (Scanlinie) verfahren, und dabei wird das Objekt sukzessive an
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einzelnen Orten, die jeweils gerade dem Ort des momentanen Fokus der Optikeinheit
entsprechen, angeregt und somit belichtet, wobei die Triggerung ortsabhangig gesteuert
und die Belichtungszeit, also die Zeit der Bestrahlung eines bestimmten Ortes, in geeig-

neter Weise eingestellt werden kann.

Die Triggerung der Anregungsstrahlung dient unter anderem flir die Festlegung der Pi-
xelgréRe. Die Pixelgréfie des aus den empfangenen, ortsabhangigen Signalen erhalte-
nen Bildes ist in horizontaler Richtung durch die Fokusbreite der Anregungsstrahlung
und durch die Einstellung der Triggerung bestimmt, wahrend in vertikaler Richtung die
PixelgroRe durch die Taillenlange der fokussierten Anregungsstrahlung gegeben ist.
Durch eine Strahlaufweitung der Anregungsstrahlung und Einstellung der Triggerung ist
die Pixelgréfie dann einstellbar, wobei beispielsweise zur Spektroskopie vergleichsweise
grolke Pixel verwendet werden konnen, um ein vergleichsweise intensitatsstarkes Signal
zu erhalten, wahrend zur hochaufgeldsten Mikroskopie bevorzugt kleine Pixel eingesetzt
werden. Dabei kann die Bilderzeugung (Mikroskopie) und die Spektroskopie zeitlich pa-

rallel wahrend desselben Scanvorgangs ablaufen.

Denkbar ist in diesem Zusammenhang, die Pixelgrofe in Stufen oder stufenlos zu ver-
stellen, indem einerseits die Strahlaufweitung mittels einer Vergréfterungsumschaltung
oder eines ZOOMs in einem Aufweitungsteleskop umgeschaltet und dadurch die Taillen-
lange und damit die vertikale Ausdehnung des Pixels verstellt wird und andererseits
durch Umschaltung der Triggerung die laterale Ausdehnung des Fokus entsprechend

variiert wird.

Bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie wird die Anregungsstrahlung wie oben beschrieben
in Form eines Laserstrahls mit einer hohen Apertur in das Objekt (in der Regel ein Ge-
webe) hineinfokussiert, um einen kleinen Fokusdurchmesser und eine geringe Tiefen-
scharfe und damit ein kleines Fluoreszenzanregungsvolumen, d.h. eine hohe laterale
und axiale Ortsauflésung zu erzielen. In Abkehr hiervon kann alternativ eine so genann-
ten ,homogenisierte Fluoreszenzanregung“ verwendet werden, bei der es das Ziel ist,
einen lateral begrenzten, allerdings axial (vertikal) ausgedehnten Bereich des Objekts so
anzuregen, dass in axialer Richtung Objektschichten weitestgehend gleichgewichtig
zumindest Uber einen bestimmten Tiefenbereich zum optischen Signal beitragen. Dieses
optische Signal wird dann aufgenommenen und integriert und kann als einzelner Mess-
wert, als Spektrum oder mehrkanalig mit separaten Spektralbanden (,Bandenspektro-

skopie®) ausgewertet und weiterverarbeitet werden.
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Zur Aufnahme wird die Optikeinheit ausschlie3lich in horizontaler (lateraler) Richtung (in
X- oder in X- und Y-Richtung) zur Oberflaiche des Objekts bewegt, und das optische
Signal wird in vertikaler Richtung integriert. Es entsteht ein Messwertefeld, das kein
Objektbild (Gewebebild) wie bei der herkdmmlichen Zwei-Photonen-Mikroskopie dar-
stellt, sondern eine lateral ortsaufgeldste Information liber den Objektzustand insgesamt

liefert.

Die homogenisierte Fluoreszenzanregung kann dadurch erreicht werden, dass die An-
regungsstrahlung mit einer vergleichsweise kleinen Apertur in das Gewebe eingestrahlt
und auf eine bestimmte Tiefe fokussiert wird. Der durch ein Objektiv der Optikeinheit,
beispielsweise eine aspharische Linse, fokussierte Anregungsstrahl wird hierbei durch
die Apertur, die Fokustiefe und den Fokusdurchmesser definiert. Die Fokustiefe wird zur
homogenisierten Fluoreszenzanregung vorteilhafterweise auf einen Wert zwischen 100
pum und 450 pm, bevorzugt 200 um bis 350 pm (gemessen in Luft, vor Aufsetzen des
Messsystems auf die Haut, d.h. ohne Korrektur der Gewebebrechzahl), der Fokus-
durchmesser auf einen Wert zwischen 6 um und 10 pm, bevorzugt zwischen 7 um und
9 um, und die Apertur auf einen Wert zwischen 50 und 80 mrad (entsprechend dem
Sinus des halben Offnungswinkels des Aperturkegels an Luft, d.h. ohne Korrektur der

Gewebebrechzahl) eingestellt.

Uberraschend zeigt sich, dass durch diese Einstellung der Parameter fiir die homogeni-
sierte Fluoreszenzanregung unerwinschte Effekte kompensiert und ausgeglichen wer-
den kdnnen. Normalerweise wird die Anregungsstrahlung in einem Gewebe durch
Streuung und Absorption geschwacht, so dass Gewebebereiche in groflierer Tiefe
schwacher zur Fluoreszenz angeregt werden als oberflichennahe Bereiche. Zudem
wird das optische Signal aus oberflachennahen Bereichen bei seinem Weg vom Anre-
gungsort zum Messsystem weniger geschwacht als optische Signale aus groReren Tie-
fen. Beides flihrt dazu, dass das gemessene optische Signal normalerweise stark tiber-
gewichtig von den oberflachennahen Bereichen bestimmt wird (bei Haut beispielsweise
bedeutet dies, dass die Keratinschicht, die stark von Fremdstoffen wie Kosmetika beein-
flusst wird und ohnehin von aufien gut zu beobachten ist, das gewiinschte optische Sig-
nal aus der Tiefe Uberstrahlt). Mit den hier gewahlten Parametern zur Einstellung der
Fokustiefe und -breite sowie der Apertur nimmt aufgrund der Zwei-Photonen-Anregung,
bei welcher die Anregungswahrscheinlichkeit proportional zum Quadrat der Intensitat

wachst, die Anregungswahrscheinlichkeit in einem Malie zu wie die vorgenannten Tie-
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feneffekte die optischen Signale schwachen. Damit entsteht ein insgesamt weitgehend

ausgeglichener Beitrag aller Gewebeschichten zum gemessenen optischen Signal.

Die Integrationstiefe flir das optische Signal im Objekt (Gewebe) wird weitgehend da-
durch begrenzt, dass der Zwei-Photonen-Effekt nach Erreichen der Fokustiefe nicht
mehr wirkt. Durch optische Mallnahmen wie das Vorsehen einer Blende in der Kollekti-
onsoptik (Kollektionseffizienzbegrenzung) kann dieser Abschneideeffekt noch verstarkt

werden.

Als ein weiterer Vorteil zeigt sich, dass Schwankungen der Fokustiefe bei sonst konstan-
ten Parametern der fokussierten Anregungsstrahlung das gemessene (lber die Tiefe
integrierte) optische Signal nur wenig beeinflussen. Die Messung ist somit vergleichs-
weise unempfindlich gegen Schwankungen der Ankoppelung des Messsystems an die
Haut.

An dieser Stelle sei angemerkt, dass sich das Prinzip der fliegenden Optik wie auch der
homogenisierten Fluoreszenzanregung durch geeignete Wahl von Blenden und Fokus-
sierung vorteilhaft auch auf die konfokale Mikroskopie und die konfokale (Ein-Photonen-

) Fluoreszenzmikroskopie anwenden Iasst.

Der der Erfindung zugrunde liegende Gedanke soll nachfolgend anhand der in den Fi-

guren dargestellten Ausflihrungsbeispiele ndher erlautert werden. Es zeigen:

Fig. 1 eine Ubersichtsdarstellung einer Vorrichtung fiir die Mehr-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie, aufweisend eine zentrale Steuer- und Verarbei-
tungseinheit, die liber einen Tragarm mit einem an einen Patienten anzu-

ordnendes Patientenmodul verbunden ist;

Fig. 2 eine schematische Darstellung einer vertikalen (sagittalen) Schnittbildauf-
nahme;
Fig. 3 eine schematische Ubersichtsansicht einer Vorrichtung fiir die Mehr-

Photonen-Fluoreszenzmikroskopie mit seinen Einzelkomponenten;

Fig. 4 eine schematische Ansicht eines Patientenmoduls;
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Fig. 5 eine schematische Ansicht einer horizontal und vertikal beweglichen Op-

tikeinheit des Patientenmoduls zur Aufnahme eines Schnittbildes;

Fig. 6 eine schematische Ansicht eines Detektormoduls zur Detektion empfan-

gener Signale;

Fig. 7 eine graphische Darstellung zweier Beispielspektren;

Fig. 8 eine diagrammatische Darstellung eines Verfahrens zur Signalverarbei-
tung;

Fig. 9 eine Darstellung einer alternativen Ausfuhrungsform eines Patientenmo-
duls;

Fig. 10 eine Prinzipskizze einer homogenisierten Fluoreszenzanregung und

Fig. 11A, 11B graphische Darstellungen eines tiefenabhangigen Gewichtsfaktors in Ab-
hangigkeit von der Gewebetiefe ohne Tiefenabschneidung (Fig. 11A) und
mit Tiefenabschneidung (Fig. 11B).

Fig. 1 zeigt in einer Ubersichtsdarstellung eine Vorrichtung 1 fiir die Mehr-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von Informationen aus biologischem Gewebe,
die eine Steuer- und Verarbeitungseinheit 12 aufweist, die Uber einen Tragarm 11 mit
einem so genannten Patientenmodul 10 verbunden ist. Wahrend die Steuer- und Verar-
beitungseinheit 12 als zentrale, stationdre Einheit zum einen die Steuerung der Vorrich-
tung und zum anderen die Verarbeitung der empfangenen Signale Ubernimmt und Er-
gebnisse in geeigneter Weise Uber einen Monitor 13 ausgibt, ist das Patientenmodul 10
als in seiner Lage anpassbares, an einen Patienten anordbares Modul ausgebildet, das
vorwiegend optische Komponenten zur Konditionierung, Ubertragung und optischen
Modifizierung einer einfallenden, von einer Lasereinheit der Steuer- und Verarbeitungs-
einheit 12 erzeugten und Uber eine optische Faser an das Patientenmodul 10 Ubertra-
genen Anregungsstrahlung einerseits und zur Aufnahme eines empfangenen optischen

Signals andererseits aufweist.

Das Patientenmodul 10 stellt damit einen Messkopf dar, der (iber den mehrachsigen
Tragarm 11 frei beweglich und prazise arretierbar ist, so dass nach genauer Positionie-

rung des Patientenmoduls 10 relativ zu einem Patienten Aufnahmen mit mikroskopi-
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scher Aufldsung angefertigt werden kénnen. Das Patientenmodul 10 ist liber faseropti-
sche und elektrische Verbindungen flexibel mit der Steuer- und Verarbeitungseinheit 12

verbunden.

Zur Positionierung des Patientenmoduls 10 kann ein Fussschalter zur Steuerung einer

motorischen Bewegung des Tragarms 11 vorgesehen sein.

Die Vorrichtung 1 ist vorteilhaft schwingungsgedampft unter Minimierung der bewegten
Masse ausgefihrt. Das Gehduse des Patientenmoduls 10 muss zur Vermeidung exter-

ner Storstrahlung lichtdicht sein.

Teil der Steuer- und Verarbeitungseinheit 12 ist auch ein Steuer-PC, Uber den Benut-
zereingabe und -ausgabegerate (Maus, Tastatur, Joystick, Bildschirm) angeschlossen

werden kdnnen.

Die Vorrichtung 1 lasst sich funktional in

— ein optisches System, bestehend beispielsweise aus einem Objektiv, einer
Strahlformungs- und einer Kollektionsoptik, einer Anzahl von optischen Detekto-
ren beispielsweise in Form von so genannten Photo Multiplier Tubes (PMTs),
zugehorigen dichroitischen Filterelementen und Filtern, Quarzfasern zur Licht-
Ubertragung, einem Ultrakurzpulslaser, einem Strahlabschwacher in Form eines
Polarisators, einer Belichtungsvorrichtung zur Steuerung der Laserbelichtung
und einer Realbildkamera mit zugehdrigem Beleuchtungssystem,

— ein mechanisches System, bestehend beispielsweise aus dem Tragarm 11, Pie-
zo-Linearmotoren mit Steuereinheiten und zugehdrigem Tischsystem, einem
Steppermotor fiir den Strahlabschwacher, einem Optikwechsler zum motorischen
oder manuellen Wechseln zwischen Mikroskopieoptik und Realbildkamera und
einem Patientenadapter zur Fixierung der Optik am Patienten,

— ein signalverarbeitendes System, bestehend beispielsweise aus Verstarkern, ei-
ner Elektronik zur Wandlung und Auswertung der empfangenen Signale und zur
Daten-Speicherung, Photodioden zur Leistungskontrolle und Umgebungslicht-
tberwachung und zugehdrigen Wandlern, sowie

— ein datenverarbeitendes System, bestehend beispielsweise aus einer graphi-
schen Benutzeroberflache mit Datenverwaltungsfunktionen und einem elektroni-
schen Steuersystem, das alle Funktionen des optischen, des mechanischen und

des signalverarbeitenden Systems koordiniert,
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einteilen.

Die Vorrichtung 1 ist ausgebildet fir die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie, insbe-
sondere fur die Zwei-Photonen-Mikroskopie. Die Vorrichtung 1 soll dabei als nicht-
invasives System zur diagnostischen Unterstiitzung eines Arztes dienen, das mit Aus-
nutzung von Zweiphotonen-Prozessen insbesondere in vivo Querschnittsbilder der
menschlichen Haut mit spektralen Zusatzinformationen liefert, aufgrund derer ein Arzt
gegeniiber einem reinen Oberflachenbild erganzende Informationen zur Unterstiitzung

seiner Diagnoseentscheidung erhalt.

Grundsatzlich kann die Vorrichtung 1 fur Diagnose unterstitzende Anwendungen aller
Entartungen der Haut genutzt werden, die sich in strukturellen Veranderungen des Ge-
webes widerspiegeln. Die Vorrichtung 1 kann dabei
— bildgebende Tiefeninformation mit mikroskopischer Auflésung aus epiderma-
len/dermalen Hautschichten bereitstellen,
— Sagittalschnitt-Darstellungen der Haut entsprechend den histopathologischen
Dlinnschnitten generieren,
— durch Verwendung unterschiedlicher spektraler Kanale spektrale Informationen
im Sinne einer ortsaufgeldsten Wellenlangenband-Spektroskopie bereitstellen
und
— Diagnostik unterstiitzende Funktionen, z.B. maschinelle Bewertungshilfen, lie-

fern.

Die Vorrichtung 1 ist fur Patienten jeden Alters mit Hautlasionen, die nicht allein durch
klinische Begutachtung diagnostiziert, sondern beispielsweise biopsiert werden sollen,
geeignet. Durch Anwendung der Vorrichtung 1 kann gegebenenfalls eine (invasive) Bi-
opsie vermieden werden oder aber eine zielgerichtete Vorauswahl flir Biopsien getroffen
werden. Als Lasionen kommen insbesondere Hautpartien mit Verdacht auf Morbus Bo-
wen, Basalzell-Karzinom, Plattenephitel-Karzinom bzw. aktinischer Keratose in Frage.
Die Bedienung des Gerates erfolgt dabei durch eingewiesenes Personal, das das Bild-
material fir den behandelnden Arzt bereitstellt und ggf. aufbereitet, oder durch den Arzt

selbst.

Mit der Vorrichtung 1 kdénnen insbesondere vertikale (sagittale) Schnittbilder durch die
Haut eines Patienten aufgenommen werden. Dieses erfolgt, wie schematisch in Fig. 2

dargestellt ist, indem im Rahmen der Zwei-Photonen-Mikroskopie in einer sagittalen
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Bildebene 3 entlang einer Aufnahmelinie 31 das Hautgewebe an einzelnen Orten 32
angeregt wird. Der angeregte Ort 32 entspricht dabei jeweils einem Bereich um den Fo-
kuspunkt einer Anregungsstrahlung mit einer Ausdehnung in X-Richtung (horizontal) von
z.B. 0.5 um und in Z-Richtung (vertikal) von z.B. 2 um und wird selektiert durch Ver-

schieben des Fokuspunktes entlang der Aufnahmelinie 31.

Bei der Vorrichtung 1 wird die Verschiebung des Fokuspunktes, wie in Fig. 3 bis 5 dar-
gestellt ist und nachfolgend noch erldautert werden soll, durch eine in zumindest zwei

Richtungen bewegliche Optikeinheit 103 des Patientenmoduls 10 erreicht.

Fig. 3 zeigt in einer schematischen Ubersichtsdarstellung eine Ausfilhrungsform des
optischen Systems der Vorrichtung 1 und Fig. 4 eine schematische Ansicht des opti-

schen Aufbaus des Patientenmoduls 10.

Das optische System besteht im Wesentlichen aus einem kompakten Zwei-Photonen-
Mikroskop, das eine Lasereinheit in Form eines Ultrakurzpulslasers 120 (fs-Faserlaser)
aufweist, einem Detektionssystem in Form eines Detektormoduls 121 und einer Real-

bildkamera 111 samt Beleuchtung zur Aufnahme eines Realbildes.

Fir die Zwei-Photonen-Mikroskopie erzeugt der in oder an der Steuer- und Verarbei-
tungseinheit 12 angeordnete Ultrakurzpulslaser 120 eine Anregungsstrahlung A mit ei-
ner Grundwellenldnge von 1560nm +/- 10nm, die Uber eine optische Faser 122 in Form

einer Einmodenfaser dem Patientenmodul 10 zugefiihrt wird.

Im Patientenmodul 10 wird die Anregungsstrahlung A zunachst einer Vorrichtung zur
Strahlkonditionierung 100 zugeleitet, in deren Rahmen, wie in Fig. 4 dargestellt ist, die
Wellenlange der Anregungsstrahlung A durch einen Frequenzverdoppler 1001 in Form
eines geeigneten Kristalls auf 780 nm halbiert wird (die Frequenz also verdoppelt wird).
Anschlie3end durchlauft die Anregungsstrahlung A einen Filter 1002, der die Grundwel-
lenlange (1560 nm), die dritte Harmonische (520 nm) und die vierte Harmonische (390
nm) herausfiltert und damit lediglich die frequenzverdoppelte Anregungsstrahlung A mit
einer Wellenlange von 780 nm passieren lasst. In einem Leistungseinsteller und -
messer 1003 wird die Strahlungsleistung geregelt, wobei beispielsweise ein Abschwa-
cher zur Abschwachung der Anregungsstrahlungsleistung vorgesehen sein kann. Der
Abschwacher dient der Reduktion der Laserleistung nach der Frequenzverdopplung von
einem Wert von beispielsweise ca. 100 mW auf einen Wert von 0% bis 100% der er-

laubten Emissionsleistung (entsprechend der von der Optik auf das Objekt 2 abge-
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strahlten Leistung, beispielsweise max. 50mW) am Ort der Zwei-Photonen-Anregung.
Der Abschwacher ist prazise und wiederholgenau ber einen Motor einstellbar, wobei
der Motor beispielsweise Uber eine Benutzerschnittstelle steuerbar ist. Mittels optischer
Messung (beispielsweise (ber eine PIN-Photodiode) wird die IST-Leistung nach dem

Abschwacher Uberwacht.

Schlieldlich durchlauft die Anregungsstrahlung A ein Teleskop 1004, das den Laserstrahl

aufweitet und in geeigneter Weise formt.

Die Kenndaten des Ultrakurzpulslasers 120 kénnen beispielsweise sein:

— Grundwellenlange: 1560 nm +/- 50 nm;

—  Wellenlange nach Frequenzverdopplung: 780 nm +/-30 nm;
— Spektrale Breite (780 nm): 8,8 nm;

— Strahldurchmesser (780 nm): 1,3 mm;

— Strahldivergenz (780 nm): 3,8 mrad;

- M2 (780 nm): 1,07;

— Pulsfolgefrequenz: 100 MHz;

— Pulsdauer (780 nm): <150 fs;

— mittlere Leistung (780 nm): >100 mW.

Die Anregungsstrahlung A (mit einer Wellenlange von 780 nm) kann in einer alternati-
ven Losung auch unmittelbar in der Steuer- und Verarbeitungseinheit 12 erzeugt und
zum Patientenmodul 10 Gber eine geeignete optische Faser 122, insbesondere eine so

genannte Photonic Fiber, Ubertragen werden.

Anstelle einer Faser 122 kann auch ein Spiegelgelenkarm zur flexiblen Ubertragung

eingesetzt werden.

Die Zwei-Photonen-Anregungsstrahlung A kann in einer weiteren alternativen Ldsung
unmittelbar im Patientenmodul 10 erzeugt werden, in die dann ein Laser integriert ist.
Eine optische Faser zur Ubertragung der Anregungsstrahlung A von der Steuer- und

Verarbeitungseinheit 12 zum Patientenmodul 10 kann dann entfallen.

Als Strahlquelle kann in allen Fallen auch ein Laser in Form eines Femtosekundenla-

sers, wie beispielsweise ein Titan-Saphir-Laser, verwendet werden, der (anstelle der
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Strahlung bei 1560nm zur Erzeugung der Anregungsstrahlung bei 780nm) eine Anre-
gungsstrahlung im Bereich 700 bis 900 nm, generiert, die dann ohne Frequenzverdopp-

lung unmittelbar zur Anregung eingesetzt wird.

Nach erfolgter Strahlkonditionierung wird die Anregungsstrahlung A Uber Spiegel 101,
102 hin zu der Optikeinheit 103 gelenkt, dort Giber einen dichroitischen Spiegel 104 hin
zu einem Objektiv 105 umgelenkt, durch eine aspharische Linse 106 fokussiert und auf

ein Objekt 2, beispielsweise die Haut eines Patienten gestrahit.

Das Patientenmodul 10 weist einen flr die Anregungsstrahlung A durchlassigen Kon-
taktabschnitt 107 in Form einer Glasscheibe auf, die mit der Haut beispielsweise unter
Verwendung eines Immersionsfluids zur Verbesserung der mikroskopischen Auflésung
ortsfest in Kontakt steht.

Zur Einstellung des Ortes des Fokus ist die Optikeinheit 103 einstellbar. Die Optikeinheit
103 ist dabei zur lateralen Bewegung des Fokuspunktes relativ zu dem Kontaktabschnitt
107 zumindest in X-Richtung (entsprechend einer lateralen Bewegung BX) beweglich,
vorteilhafterweise auch in Y-Richtung, also zweidimensional entlang der Oberflache des
Objektes 2. Gleichzeitig ist das Objektiv 105 der Optikeinheit 103 in Z-Richtung (ent-
sprechend einer axialen Bewegung BZ) verstellbar, um auf diese Weise den Fokus-
punkt auch in Z-Richtung vertikal zu bewegen (alternativ ist auch denkbar, die gesamte
Optikeinheit 103 in Z-Richtung beweglich auszubilden). Durch Bewegung des Fokus-
punktes innerhalb des Objekts 2 kbnnen Schnittbilder erzeugt werden, wobei die laterale
Beweglichkeit der Optikeinheit 103 die Generierung von Schnittbilder mit grof3en latera-

len Kantenlangen von beispielsweise mehreren mm oder auch cm mdglich macht.

Fig. 5 zeigt schematisch die Bewegung der Optikeinheit 103 wahrend des Aufnahme-
vorgangs eines vertikalen (sagittalen) Schnittbildes. Zur Aufnahme von Signalen an un-
terschiedlichen, lateral versetzen Orten 32 wird die Optikeinheit entlang der Aufnahmeli-
nie 31 (siehe Fig. 2) zunachst kontinuierlich entlang der X-Richtung verfahren und damit
horizontal relativ zu dem Objekt 2 (und dem ortsfest am Objekt 2 angeordneten Kon-
taktabschnitt 107 in Form der Glasscheibe des Patientenmoduls 10) bewegt. Bei der
Bewegung der Optikeinheit 103 werden unterschiedliche Orte 32 durch eine ortsabhan-
gig getriggerte Belichtung mit der Anregungsstrahlung A angeregt, und das angeregte
Signal wird aufgenommen. Auf diese Weise wird eine Anzahl von Bildpunkten (bei-
spielsweise mehrere hundert oder auch tausend) in einer Zeile aufgenommen. Ist das
Ende der Zeile erreicht, wird das Objektiv 105 der Optikeinheit 103 in Z-Richtung ver-
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stellt und damit der Fokus in Z-Richtung bewegt. Die Optikeinheit 103 wird dann entlang
der X-Richtung zurtick verfahren, die nachste Zeile wird aufgenommen und so weiter,

bis schlief3lich das gesamte Bild aufgenommen worden ist.

Diese Reihenfolge der Abtastung (erst lateral, dann in die Tiefe) kann selbstverstandlich

auch in umgekehrter Abfolge (erst in die Tiefe, dann lateral) geschehen.

Dabei kann die oberflachennormale Abtastung (,Z-Abtastung®) durch eine vertikal
schwingende Aufhangung des Objektivs 105 bewirkt werden, die periodisch angeregt
oder angetrieben wird und so die Z-Bewegung ausflhrt. Infrage kommen fir die schwin-
gende Aufhdngung insbesondere Blattfedern, Blattfedergelenke, Ringfedern oder Luft-
federn, die piezoelektrisch, elektromagnetisch oder motorgetrieben tber ein mechani-
sches Nocken- oder Exzentergetriebe angetrieben werden. Die Lateralbewegung der
Optikeinheit 103 erfolgt dann kontinuierlich in nur einem Durchgang pro Schnittbild, d.h.
entsprechend langsamer. Der Vorteil dieser Anordnung liegt darin, dass das Objektiv
105 eine deutlich geringere Masse besitzt als die Optikeinheit 103 als Ganzes, deshalb
mit geringeren Massenkraften schnell bewegt werden kann und somit weniger Vibratio-

nen der Vorrichtung 1 erzeugt.

Weiterhin kann die Abtastung nicht nur zweidimensional (,2D“), sondern auch dreidi-
mensional (,3D“) erfolgen, indem in beliebiger Reihenfolge nacheinander zwei laterale

(Xund Y) und ein Tiefen-Scan (Z) vorgenommen werden.

Die bewegliche Optikeinheit 103 des Patientenmoduls 10 ermdglicht eine motorisierte
Bewegung der abbildenden Optik liber das Objekt 2, wobei Richtung (0°-180°), laterale
Lage und laterale Lange durch den Nutzer frei wahlbar sind. Die Bewegung der Optik-
einheit 103 in der Ebene parallel zur Objektoberflache kann beispielsweise durch zwei
Piezo-Linearmotoren erfolgen, die mechanisch gekoppelt und koordiniert bewegt wer-
den. Alternativ zu einer koordinierten Motorenbewegung kann auch nur ein Linearmotor
fur eine eindimensionale Bewegung entlang der Hautoberflache vorgesehen sein, wobei
zur Festlegung der Scanrichtung das gesamte Patientenmodul 10 mitsamt der Optikein-
heit 103 durch den Anwender manuell gedreht und ausgerichtet wird, um die Scanrich-

tung zu bestimmen.

Eine der Lateralbewegungen kann auch (im Sinne einer Rasterung in Polarkoordinaten)

als Drehbewegung um die in Fig. 3 dargestellte Rotationsachse R geschehen. Ein erster
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Motor bewegt dann die Optikeinheit 103 linear (in radialer Richtung), wahrend ein zwei-

ter Motor die Optikeinheit 103 um die Rotationsachse R rotiert.

Die Auflésung des aufgenommenen Bildes wird durch die Groé3e seiner Bildpunkte (Pi-
xel) bestimmt. Im Falle der Zwei-Photonen-Fluoreszenz sind diese durch die Fokusgro-
e der Anregungsstrahlung A festgelegt, wobei vorteilhaft eine Fokusgréfie von 0.5 um
in lateraler Richtung (X-Richtung) und 2 ym in axialer Richtung (Z-Richtung) eingesetzt
wird, um eine zellulare Auflésung zu erreichen. Um die Masse der zu bewegenden Op-
tikeinheit 103 so gering wie mdoglich zu halten, wird zur Fokussierung eine einzelne
aspharische Linse 106 verwendet, was mdglich ist dadurch, dass die optische Achse O
der auf das Objekt 2 gestrahlten Anregungsstrahlung A in ihrer Winkellage bei Aufnah-
me eines Bildes nicht verandert wird (im Gegensatz beispielsweise zur Verwendung von
Dreh- und Kippspiegeln) und daher nur im unmittelbaren Bereich der optischen Achse
O optimale Fokussiereigenschaften benétigt werden. Die aspharische Linse 106 kann
beispielsweise eine geometrisch-optische Brennweite von f = 8 mm, einen Arbeitsab-
stand (definiert als die fokusseitige Schnittweite, d.h. der Abstand des Fokuspunktes
von der nachstgelegenen optischen Flache der Linse) von 6 mm und eine numerische

Apertur von NA = 0.55 aufweisen.

Mittels der Anregungsstrahlung A wird Sekundarstrahlung an einzelnen Orten entspre-
chend dem Fokuspunkt der Anregungsstrahlung A im Objekt 2 angeregt. Die Sekundar-
strahlung kann dabei einerseits aus einer Fluoreszenzstrahlung, erzeugt durch korperei-
gene oder kérperfremde Stoffe, und andererseits aus in dem Objekt an Strukturen er-
zeugten Oberwellen, insbesondere der zweiten Harmonischen (SHG: second harmonic
generation), bestehen. Die Sekundarstrahlung wird als Signal S von der Optikeinheit
103 aufgenommen und (iber die Linse 106, den dichroitischen Spiegel 104, einen Sperr-
filter 108 zur Unterdriickung der Anregungsstrahlung A und eine Linse 109 in eine zwei-
te optische Faser 110 eingekoppelt und an das Detektormodul 121 der Steuer- und
Verarbeitungseinheit 12 (bertragen. Die Linsen 106 und 109 kdénnen bevorzugt als
Asphare, alternativ aber auch in jeweils unabhangiger Wahl als sphéarische Einzellinse
oder Linsengruppe, (z.B. als Achromat oder Mikroskopobijektiv) oder als abbildende

Spiegelanordnung ausgefihrt sein.

Die empfangenen Signale werden an das Detektormodul 121 der Steuer- und Verarbei-
tungseinheit 12 Gbertragen (siehe Fig. 3). Eine Detailansicht einer Ausfihrungsform des
optischen Aufbaus des Detektormoduls 121 ist in Fig. 6 dargestellt. Das Detektormodul

121 ist dabei dreikanalig aufgebaut und weist drei Detektoren in Form von Sekundare-
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lektronenvervielfachern 1221, 1222, 1223 (Photo Multiplier Tube, PMT) auf. Das dem
Detektormodul 121 (ber die optische Faser 110 zugefiihrte Signal S wird durch eine
aspharische Linse 1210 geblindelt, durch einen Sperrfilter 1211 in Form eines Kurz-
passfilters zur weiteren Unterdriickung reflektierter oder gestreuter Anregungsstrahlung
A gefihrt, durch dichroitische Filterelemente 1212, 1213 in drei Signalanteile S1, S2, S3
in unterschiedlichen Wellenlangenbandern zerlegt und Uber Sperrfilter 1214, 1215, 1216
und Linsen 1218, 1219, 1220 den Detektoren 1221, 1222, 1223 zugefihrt.

Bei einem vier- oder mehrkanaligen Aufbau kénnen entsprechend der Anzahl der Kana-

le auch mehr Filter, Linsen und Detektoren vorgesehen sein.

Als Detektoren 1221, 1222, 1223 werden PMTs mit geeigneter spektraler Empfindlich-
keit (Photokathoden) verwendet, die iber die als Strahlteiler dienenden dichroitischen
Filterelemente 1212, 1213 Teilbander des sichtbaren Spektrums aus dem iber die Fa-
ser 110 zugefihrten Fluoreszenzlicht erhalten. Das gesamte System befindet sich in
einem vollkommen lichtdichten und innen geschwarzten Gehause, um stdrende Reflexe
und Streulicht zu unterdriicken. Die von den PMTs erzeugten elektrischen Signale wer-
den zunachst verstarkt — wobei die Verstarker in der Umgebung der PMTs angeordnet
sein sollten, um elektromagnetische Einstreuungen zu minimieren — und dann digitali-

siert.

Als Messgrofde fiir die Detektion dienen die Ladungen pro Pixel aus den unterschiedli-
chen Kanalen, die pro Detektor 1221, 1222, 1223 aus der Integration des Photostroms
Uber eine Pixelintegrationsdauer gewonnen werden. Aus diesen Signalen wird mit Hilfe
von geeigneten Parametern (z.B. Kalibrierungswerten pro Kanal, Helligkeits- und Kon-
trastkorrektur, Falschfarbenfunktion und dergleichen) ein Fluoreszenzbild erstellt. Die
Ladungen werden hierzu in einem vorgebbaren Pixel-Takt z.B. durch Integration eines
Stroms durch die Detektoren 1221, 1222, 1223 in eine Spannung gewandelt, und diese
wird mit z.B. 12 bit digitalisiert.

PMTs erzeugen bei Lichteinfall kleine Strdme im Bereich von nA bis pA, die entspre-
chend weiterverarbeitet werden missen. Jedem PMT ist ein Stromverstarker nachge-
schaltet, der beispielsweise eine Bandbreite von 200 kHz bis 8 MHz, einen Verstar-
kungsfaktor < 10° und eine Eingangsimpedanz gleich der Impedanz des PMT (50 Ohm)
aufweist und dabei driftstabil und rauscharm ausgeflihrt ist. Jedem Verstarker ist eine
Integrationsschaltung nachgeschaltet, die extern (durch einen Encoder-Takt, der aus

der bewegten Optik abgeleitet wird) getriggert wird und das Stromsignal des zugeordne-
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ten PMTs in einen Spannungswert wandelt. Diese Spannung wird mittels eines Analog-
Digital-Wandlers in einen 12-bit-Wert gewandelt und in einem Pufferspeicher abgelegt,
von dem die Daten an eine Rechnerschnittstelle zur Weiterverarbeitung gesendet wer-

den.

Die PMTs oder SiPMTs kdnnen bei niedrigen Signal-Photonenflussraten alternativ auch
im Single-Photon-Counting-Betrieb verwendet werden. Als digitale Ausgangssignale
entstehen in diesem Fall pro Pixel und Kanal je eine registrierte Ereigniszahl, der ,Pho-

tonen-Count®.

Bei der Aufnahme eines Mikroskopie-Schnittbildes wird die Optikeinheit 103 (siehe Fig.
3 und Fig. 5) mit einer konstanten Lineargeschwindigkeit kontinuierlich entlang der X-
Richtung verfahren. Dabei wird der Messtakt durch einen ortsausgelGsten Trigger be-
stimmt, namlich den Encodertakt des Linearmotors. Da mit mikroskopischer Genauigkeit
(Aufldsung < 1um) gemessen werden soll, sind die Anforderungen an die Genauigkeit
des Rastervorgangs fiir die bewegte Optikeinheit 103 hoch. Wird der Integrationsvor-
gang der Detektoren 1221, 1222, 1223 durch den Encodertakt des Linearmotors ge-
steuert, wirken sich Schwankungen der Bewegungsgeschwindigkeit nicht als Bildverzer-
rungen aus, wobei Abweichungen bei Start- bzw. Endpositionen der einzelnen Zeilen
die Weite eines Pixels, also z.B. 0.5 pm, nicht Uberschreiten sollten. Die Integration fir
alle Kanale muss exakt zeitgleich stattfinden, um ortsgleiche Daten in den einzelnen

Kanéalen zu erhalten.

Zur Steuerung der Belichtung des Objekts mit der Anregungsstrahlung wird ein so ge-
nannter Shutter eingesetzt, der als lichtundurchlassiges Element ausgebildet ist und zur
Abschirmung und Unterbrechung der Anregungsstrahlung in den Strahlengang der An-
regungsstrahlung geklappt wird. Der Shutter wird nur wahrend einer Aufnahme gedéffnet
und ist insbesondere wahrend der Systempriifung, bei einem Not-Aus, bei fehlendem
Patientenkontakt, solange keine Aufnahme durchgeflihrt wird und in den Umkehrpunk-
ten einer Aufnahmelinie zur Minimierung der Laser-Einstrahlung in die Haut des Patien-
ten geschlossen. Der Shutter kann durch eine Steuerungssoftware gesteuert werden,
wobei in einem Fehlerfall eine automatische und Software-unabhangige Schlie3ung
vorgesehen sein kann. Der Shutter wird zur Belichtung der einzelnen Orte des Objekts
zur Erzeugung der einzelnen Pixelsignale wahrend einer Aufnahme mit vergleichsweise
hoher Taktrate (im Bereich weniger ms) geschaltet, wobei gegebenenfalls ein Haupt-

und ein Mess-Shutter vorgesehen sein kbénnen, von denen der Haupt-Shutter bei einer
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Aufnahme grundsatzlich gedffnet ist und der Mess-Shutter ausgelst durch den Trigger

geschaltet wird.

Bei dem Aufbau gemaf Fig. 6 sind drei Kanale zur Erfassung von drei spektralen Ban-

dern vorgesehen. Dazu kénnen gehdren:

— ein SHG-Kanal in einem Wellenlangenband von 390 nm £ 5 nm,
— ein erster kurzwelliger Kanal in einem Wellenlangenband von 450 nm + 50 nm
und

— ein zweiter kurzwelliger Kanal in einem Wellenlangenband von 5§50 nm + 50 nm.

Dabei soll der SHG-Kanal ausschliefdlich die schmalbandige, nicht-resonant erzeugte
Gewebe-SHG detektieren, wahrend die zwei kurzwelligen Kandle das Auto-
Fluoreszenzsignal mit der Moglichkeit detektieren, eine ortsaufgeloste spektrale Ver-

haltnisbildung zu ermitteln.

Zusatzlich kann in einem erweiterten Aufbau ein vierter Kanal in einem Wellenldngen-
band von 625 nm % 25 nm vorgesehen sein, der zur Erfassung von Fluoreszenzsignalen
bestimmt ist, die durch Marker wie PP IX oder ALA bedingt sind.

Zwei Beispielspektren sind in Fig. 7 dargestellt, einmal fir ein Spektrum N aus einer
Normalhaut und einmal flir ein Spektrum L aus einer Lasion, also einer pathologisch
veranderten Haut. Deutlich sichtbar in den beiden Spektren L, N ist beispielsweise eine
durch die Generierung der zweiten Harmonischen (SHG) bedingte Signalspitze um 390
nm sowie ein Spektralverlauf mit einem ausgepragten Maximum bei ca. 480 nm (N) bzw.
500 nm (L). Die Signalspitze bei 390 nm kann durch den SHG-Kanal aufgenommen wer-
den, wahrend durch Verhaltnisbildung der Signale der zwei kurzwelligen Kanale auf die

Position des Maximums in einem Spektrum L, N zuriick geschlossen werden kann.

In Fig. 8 ist ein Verarbeitungsschema unterschiedlicher Signalanteile S1, S2, S3 bei
mehrkanaliger Ausgestaltung des Detektormoduls 121 dargestellt. Die unterschiedlichen
Signalanteile S1, S2, S3 werden dabei durch jeweils einen Detektor D1, D2, D3 (bei-
spielsweise einen PMT, vgl. Fig. 6) detektiert und in jeweils ein elektronisches Datensig-
nal gewandelt, das anschliel3end durch Verstarker V1, V2, V3 verstarkt wird. Die so er-
haltenen elektronischen Signale kdnnen nun zur Informationsgewinnung weiterbearbei-

tet werden. Beispielsweise kdnnen durch Summenbildung X die Signalanteile S1, S2,
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S3 zu einem Gesamtsignal kombiniert werden, aus dem eine Helligkeitsinformation ge-
wonnen wird. Das Ergebnisbild E1 kann beispielsweise als Schwarzweil3-Bild auf einem
Monitor angezeigt werden und einem Nutzer eine Aussage darliber geben, welche Sig-
nalintensitatsverteilung sich in dem betrachteten Gewebe ergibt. Gleichzeitig kbnnen die
einzelnen Signalanteile S1, S2, S3 nach der Verstarkung auch getrennt weiterverarbei-
tet werden, um Ergebnisbilder E2 zu erzeugen, die beispielsweise Informationen ber
das Vorhandensein eines Fluophors an bestimmten Orten im Gewebe liefern und dem
Helligkeitsbild E1 in Falschfarben Uberlagert werden konnen. Es ergibt sich ein Bild, bei
dem die Helligkeitsinformation in Schwarzweifly und zusatzliche spektrale Informationen

aus den einzelnen Signalbandern in Falschfarben angezeigt werden.

Die genannten kombinierten Bildinformationen (Ergebnisbilder E1, E2 etc.) kdnnen aus
den Signalen S1, S2 etc. wie dargestellt analog erzeugt werden. Alternativ kann auch
gleich nach den Verstarkern V1, V2 etc. analog-digital gewandelt werden, um anschlie-
Rend die genannte Ergebnisbilder E1, E2 durch digitale Signalverarbeitung oder Be-

rechnung zu gewinnen.

Unterschiedliche Signale aus den unterschiedlichen Bandern kdnnen dem Helligkeits-
bild E1 in unterschiedlichen Farben Uberlagert werden. Beispielsweise kann das dem
PP IX entsprechende Signal in rot und das der zweiten Harmonischen (SHG) entspre-
chende Signal in blau angezeigt werden, wobei vorgesehen sein kann, dass ein Nutzer
zur problembezogenen Optimierung der Darstellung und zur Darstellung gezielter Diag-
nose-Informationen mittels eines Eingabeinstruments wie eines Joysticks, eines Schie-
bereglers oder gegebenenfalls mittels Sprachsteuerung den Signalpegel der einzelnen

Signale zur Uberlagerung einstellen kann.

Gegebenenfalls kann auch eine logarithmische Helligkeitskorrektur oder eine automati-

sche Kontrastoptimierung vorgenommen werden.

Fig. 9 zeigt eine Ausgestaltung eines Patientenmoduls 10°, bei der ein Zwei-Achsen-
Kippspiegel 107’ zur Verstellung des Fokuspunktes der Anregungsstrahlung A und da-
mit des Ortes der Anregung verwendet wird. Die Uber die optische Faser 122 zugeleitete
Anregungsstrahlung A wird dabei zunachst durch eine Linse 100’ kollimiert, durch einen
Frequenzverdoppler 101" in der Wellenlange halbiert (beispielsweise von 1560 nm auf
780 nm), durch einen Polarisator 102’ und ein Lambda-Viertelplatichen 103’ zirkular
polarisiert (die von der optischen Faser 122 bertragene Anregungsstrahlung A ist ur-

spriinglich linear polarisiert), durch eine Linse 104" auf einen ersten adaptiven Spiegel
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105’ und von diesem Uber eine Linse 106’ auf den Zwei-Achsen-Kippspiegel 107’ ge-
lenkt.

Die Spiegel 105, 107’ kbnnen beispielsweise als MEMS-Bauelemente (MEMS: Mikro-
elektromechanische Systeme) hergestellt sein. Der erste Spiegel 105’ dient dabei zur
Variation der Wellenfront, wahrend der zweite Spiegel 107’ durch Zwei-Achsen-
Verkippung die Anregungsstrahlung A zur raumlichen Bewegung des Fokuspunktes
ablenkt.

Die so abgelenkte Anregungsstrahlung A wird durch ein Teleskop zur Strahlaufweitung
108, eine Linse 109’, einen dichroitischen Strahlteiler 110°, ein Objektiv 116’ mit einer
aspharischen Linse 117 auf ein Objekt 2, beispielsweise die Haut eines Patienten, ge-
richtet und regt das Gewebe zur Emission einer Sekundarstrahlung an, die wiederum
Uber das Objektiv 116’ und den Strahlteiler 110’ lber eine Linse 111’ hin zu einem De-
tektor 112’ geleitet wird, der die Sekundarstrahlung als optisches Signal empfangt und in

elektronische Datensignale wandelt.

Zur Auswertung der Datensignale sowie zur Steuerung der einzelnen Baugruppen weist
das Patientenmodul 10’ eine Treiberelektronik 113" (insbesondere zur Steuerung einer
vertikalen Bewegung des Objektivs 116’), eine Detektorelektronik 114’ zur Steuerung
des Detektors 112’ und zur Weiterverarbeitung der empfangenen Signale und eine

Steuerelektronik 115 zur Einstellung der Spiegel 105°, 107" auf.

Als eine zusatzliche MalRnahme bei sdmtlichen vorangehend beschriebenen Ausfih-
rungsbeispielen der Vorrichtung 1 kann der Fokus der Zwei-Photonen-
Anregungsstrahlung A durch geeignete Mittel schnell Gber eine geringe Auslenkung um
seine Mittellage bewegt (,gewobbelt*) werden, damit die Fluoreszenzanregung wahrend
der Aufnahmezeit (= Integrationszeit) Uber ein geeignetes Volumen gemittelt werden
kann. Das so erhaltene Aufnahmevolumen (,Intergrationsvolumen®), aus dem die Zwei-
Photonen-angeregten Signale S stammen, ist grofder als das dem Fokuspunkt entspre-
chende Volumen und liefert ein fiir die Spektroskopie ausreichend starkes, auswertba-
res Signal. Neben einer Homogenisierung des Signals S wird damit der Zweck erreicht,
die Probe oder das untersuchte Gewebe nicht durch lang andauerndes Bestrahlen des-

selben mikroskopischen Fokusvolumens unnétig zu belasten.

In besonders vorteilhafter Weise kann diese Mikrobewegung des Fokus in einer solchen

Weise ausgeflihrt werden, dass die Anregungsvolumina, d.h. diejenigen Bereiche der
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Foki, deren Intensitat fir die Mehrphotonenanregung ausreicht, direkt aufeinander fol-
gender Laserpulse nicht Uberlappen. Der Vorteil einer solchen Verfahrensweise liegt
darin, dass das Risiko einer optischen Schadigung von Gewebe signifikant verringert
wird. Bei Uberlapp trifft der Folgepuls auf bereits vom Vorpuls optisch angeregte Gewe-
bebereiche. Da der zeitliche Pulsabstand bei den verwendeten Ultrakurzpulslasern in
der Groftenordnung von 10 ns liegt, also in der Grofkenordnung der Fluoreszenzabkling-
zeiten, besteht eine nicht vernachlassigbare Wahrscheinlichkeit daflir, primar angeregte
Molekile im Gewebe in einen noch hdheren Energiezustand zu transformieren, der

dann zu bleibenden Veranderungen der Molekile flhrt.

Fir die schnelle Mikrobewegung (,Wobbeln®) der Anregungsstrahlung A fiir die Zwei-
Photonen-Spektroskopie kann beispielsweise ein schwingendes oder rotierendes opti-
sches Bauteil, z.B. eine Linse, ein Spiegel, ein Prisma oder dergleichen verwendet wer-

den.

Eine vorteilhafte Ausfiihrungsform stellt ein Taumelspiegel dar, d.h. ein Spiegel, der auf
einer motorisch zu einer schnellen Drehbewegung angetriebenen Rotationsachse so
montiert ist, dass zwischen der Rotationsachse und der Spiegelnormalen ein kleiner
Winkel (beispielsweise 0,5° bis 2,5°) besteht. Der reflektierte Strahl rotiert demnach
schnell um seine Achse, was zu einer kleinen Kreisbewegung des Fokus und damit zu

einer Uberlappfreien Fokusbewegung fuhrt.

Eine weitere vorteilhafte Ausfilhrung ist ein in zwei Achsen schwingender Spiegel, ins-
besondere ein MEMS, bei dem die Schwingungsfrequenzen der beiden senkrecht zu-
einander liegenden Hauptschwingungsachsen in einem Verhaltnis zueinander stehen,
das einer rationalen Zahl als Bruch zweier Primzahlen entspricht. Wird diese zweiachsi-
ge Schwingung des Spiegels durch einen z.B. elektromagnetischen oder elektrostati-
schen Antrieb angeregt, so vollfuhrt der reflektierte Strahl und damit der Laserfokus Lis-
sajous-Figuren, bei denen im Schwingungsumkehrpunkt der einen Schwingungsachse
die andere nicht die Geschwindigkeit Null, sondern einen endlichen Wert besitzt. Somit
gibt es bei dieser Bewegung niemals einen Stillstand des Fokus, der ja zu dem uner-

wiinschten Uberlapp der Anregungsvolumina von Folgepulsen fiihren wiirde.

Fig. 10 zeigt in einer (nicht mafstablichen) Prinzipdarstellung eine homogenisierte Fluo-
reszenzanregung, bei der ein lateral begrenzter, jedoch axial (vertikal) ausgedehnter
Bereich (,FMV* = Fluoreszenzmessvolumen) des Objekts 2 so angeregt wird, dass in

axialer Richtung das Objekt 2 weitestgehend gleichgewichtig zumindest iber einen be-
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stimmten Tiefenbereich zum optischen Signal S beitragt. Dieses optische Signal S wird
aufgenommenen und integriert und kann als einzelner Messwert, als Spektrum oder
mehrkanalig mit separaten Spektralbanden (,Bandenspektroskopie®) ausgewertet und

weiterverarbeitet werden.

Zur Aufnahme wird die Optikeinheit 103 (siehe z.B. Fig. 3) ausschlief3lich in horizontaler
(lateraler) Richtung (in X- oder in X- und Y-Richtung) zur Oberflaiche des Objekts 2 be-
wegt (eine Bewegung in vertikaler Richtung (Z) ist nicht erforderlich weil das optische

Signal S Uber die Tiefe integriert wird).

Um eine homogenisierte Fluoreszenzanregung in einem als Fluoreszenzmessvolumen
FMV bezeichneten Bereich zu erhalten, werden die Parameter flir die Apertur des Ob-
jektivs 106, der Fokusdurchmesser Dfoc und die Fokustiefe Zfoc auf Werte innerhalb
bestimmter Parameterbereiche eingestellt. So wird eine vergleichsweise kleine Apertur
zwischen 50 und 80 mrad (entsprechend dem Sinus des halben Offnungswinkels des
Aperturkegels an Luft, d.h. ohne Korrektur der Gewebebrechzahl) gewahlt. Die Fokus-
tiefe Zfoc wird vorteilhafterweise auf einen Wert zwischen 100 pm und 450 um, bevor-
zugt 200 um bis 350 um (gemessen in Luft, vor Aufsetzen des Messsystems auf die
Haut, d.h. ohne Korrektur der Gewebebrechzahl) und der Fokusdurchmesser Dfoc auf

einen Wert zwischen 6 pm und 10 um, bevorzugt zwischen 7 um und 9 um, eingestellit.

Das Fluoreszenzmessvolumen FMV erstreckt sich von der Gewebe- oder Probenober-
flache GPO (Objekt 2) axial in die Tiefe bis zu einer Integrationstiefe Zmax. Die Fokus-

tiefe Zfoc ist grofder (tiefer) als die Integrationstiefe Zmax.

Normalerweise wird die Anregungsstrahlung A in einem Gewebe (Objekt 2) durch Streu-
ung und Absorption geschwacht, so dass Gewebebereiche in groferer Tiefe schwacher
zur Fluoreszenz angeregt werden als oberflachennahe Bereiche. Zudem wird das opti-
sche Signal S aus oberflachennahen Bereichen bei seinem Weg vom Anregungsort
zum Messsystem weniger geschwacht als optische Signale S aus gréfReren Tiefen. Bei-
des fihrt dazu, dass das gemessene optische Signal S normalerweise stark Uberge-

wichtig von den oberflachennahen Bereichen bestimmt wird.

Uberraschend hat sich gezeigt, dass mit den hier gewéhlten Parametern zur Einstellung
der Fokustiefe Zfoc und der Fokusbreite Dfoc sowie der Apertur ein insgesamt weitge-

hend ausgeglichener Beitrag aller Gewebeschichten innerhalb des Fluoreszenzmessvo-
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lumens FMV mit einer Integrationstiefe Zmax zum gemessenen optischen Signal S er-
halten wird. Dies wird dadurch bewirkt, dass die Skalierungsregel der Zwei-Photonen-
Anregung mit der Intensitat (bei welcher die Anregungswahrscheinlichkeit proportional
zum Quadrat der Intensitat wachst) die Schwachung der Anregungsstrahlung A und des

optischen Signals S im Gewebe weitestgehend kompensiert.

Fig. 11A zeigt qualitativ den tiefenabhangigen Gewichtsfaktor, der anzeigt, in welchem
Malie bestimmte Tiefenbereiche zum gemessenen optischen Signal S beitragen. In die-
sem Fall ist die Fokustiefe Zfoc auf 300 um eingestellt, die Integrationstiefe betragt
Zmax = 200um. Fir Tiefen kleiner als die hier gewahlte Integrationstiefe (200 um) ist der
Beitrag im Wesentlichen konstant. Tieferliegende Bereiche tragen hingegen nur vermin-

dert zum optischen Signal S bei.

Die Integrationstiefe Zmax flir das optische Signal S im Objekt 2 (Gewebe) wird weitge-
hend dadurch begrenzt, dass der Zwei-Photonen-Effekt nach Erreichen der Fokustiefe
nicht mehr signalverstarkend wirkt (die maximale Integrationstiefe Zmax, bis zu der der
Signalbeitrag tiefenunabhangig in etwa konstant ist, ist dabei kleiner als die Fokustiefe
Zfoc). Durch optische MalRnahmen wie das Vorsehen einer Blende in der Kollektionsop-
tik (Kollektionseffizienzbegrenzung) kann dieser Abschneideeffekt noch verstarkt wer-
den. Eine qualitative Darstellung des tiefenabhangigen Gewichtsfaktors bei Einsatz ei-
ner im Strahlengang des optischen Signals S angeordneten Blende zum Abschneiden

von optischen Signalen S aus groferen Tiefen zeigt Fig. 11B.

Der Untersuchungsvorgang einer Lasion an einem Patienten unter Verwendung der

Vorrichtung 1 gliedert sich grundlegend in zwei Abschnitte:

1. Aufnahme eines Realbildes der Oberflaiche mittels der Realbildkamera 111 (Fig.
3 und 4) und Entscheidung Uber die detailliert zu untersuchenden Teilvolumina,
incl. Festlegung der Aufnahmelinie (Scanspur) im Bild der Hautoberflache;

2. Durchfiuhrung des Messvorgangs fir die eigentliche  Mikroskopie-

Schnittaufnahme langs der im Realbild festgelegten Scanspur(en).

Das Realbild dient dabei als initiale Ubersichtsaufnahme, um einem Nutzer die Auswahl
einer geeigneten Aufnahmelinie zu ermdglichen, und liefert gleichzeitig zusatzliche do-

kumentierende klinische Information im Sinne der (blichen Dermoskopie.
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Eine Untersuchung eines Patienten unter Verwendung der Vorrichtung 1 kann bei-

spielsweise folgendermalen ablaufen.

Eine Untersuchung beginnt mit der genauen Positionierung des am Tragarm 11 befes-
tigten Patientenmoduls 10 (Messkopfes) am Patienten. Dabei wird die Realbildkamera
111 zur Suche verwendet, die bewegte Bilder der Hautoberflache liefert. Dieses Video-
Suchbild wird in einer Benutzeroberflache auf dem Monitor 13 (Fig. 1) laufend ange-
zeigt. Nach Arretierung des Patientenmoduls 10 wird eine einzelne Ubersichtsaufnahme

gemacht und im Rahmen eines Lasions-Datensatzes gespeichert.

Um einem Nutzer die Festlegung der Ebene flr das aufzunehmende Schnittbild zu er-
leichtern, kann in der Ubersichtsaufnahme der Benutzeroberflache (iberlagert ein Aus-
wahlgebiet eingeblendet werden, welches dem tatsachlichen Gebiet der folgenden Mik-
roskopie-Aufnahme entspricht und vom Nutzer in lateraler Lange und Lage definierbar
und anpassbar ist. Zusatzlich muss der Nutzer die axiale Tiefe angeben, um ein zweidi-

mensionales Gebiet fir das aufzunehmende Schnittbild festzulegen.

Nach Definition der Lage des Schnittbildes kann zunachst eine Kalibrierungsaufnahme
zur automatischen Einstellung der Laserleistung als Funktion der axialen Tiefe vorge-
nommen werden; erst anschliefend erfolgt dann die eigentliche mikroskopische Auf-
nahme. Wahrend der Aufnahme des Schnittbildes wird dabei das bereits erhaltene Bild
laufend aktualisiert, um Fehlaufnahmen rechtzeitig abbrechen zu kdénnen. Nach Auf-
nahme des Schnittbildes kann der Nutzer weitere Bilder aufnehmen und zum Lasions-

Datensatz hinzufligen.

Folgende Daten kénnen beispielsweise zur Untersuchung einer Lasion eines Patienten

erhoben werden:

— Realbild: 4 Megapixel Auflésung im qualitativ hochwertigem Fotomodus; minimal
1 Megapixel Aufldsung im Videomodus, Bildfrequenz 25 fps; Belichtungszeit (im
Fotomodus) 50 ms oder kiirzer.

— Mikroskop-Bild: Der Nutzer definiert eine Strecke von 1-10 mm lateral mit einer
maximalen Tiefe von 20 bis 150 um axial, wobei eine Messung stets an der
Hautoberflache (bei einer Tiefe von 0 um) beginnt. Fir eine Lasion kann der

Nutzer beliebig viele Mikroskopie-Aufnahmen durchfiihren.
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— Um moégliche Verschiebungen gegeniiber dem ersten Realbild erkennen zu kon-
nen, wird ein zweites Realbild nach der eigentlichen Mikroskopie-
Schnittaufnahme aufgenommen und mit dem ersten verglichen (so genanntes
.Pre- Scan-Bild“ und ,Post-Scan-Bild“).

Ein Messvorgang kann beispielsweise in logischer und zeitlicher Reihenfolge folgen-
dermafen ablaufen:
1. Initialisierung der Vorrichtung 1:

— die Vorrichtung 1 wird eingeschaltet,

— der Linearmotor, der die Optikeinheit 103 bewegt, wird in Startposition
gebracht,

— die Vorrichtung 1 wird flr eine Aufnahme vorbereitet (Spannungen wer-
den bereitgestellt, Komponenten geprift und initialisiert, Betriebsbereit-
schaft wird hergestellt und signalisiert);

2. Start des Untersuchungsvorgangs:

— Patientendaten werden ggf. vom Bediener eingegeben,

— ein Messdatensatz wird ggf. vom Bediener angelegt;

3. Auswahl des Untersuchungsareals und Positionierung des Patientenmoduls 10:

— der Bediener stellt geeignete Bedingung fir eine Aufnahme her,

— ein Videobild der Hautoberflache wird angezeigt;

4. Aufnahme eines Realbild (,Pre-Scan-Bild“):

— sobald die Positionierung feststeht (Tragarm 11 ist arretiert und Arretierung
wird angezeigt), wird die Aufnahme ausgel6st und das Ergebnis dem Nut-
zer angezeigt,

— der Bediener akzeptiert oder verwirft das Bild (im letzten Fall Wiederho-
lung),

— das akzeptierte Bild wird als ,Pre-Scan-Bild“ gespeichert, wobei die aufge-
nommenen Daten gleichzeitig fur eine klinische Bewertung der L&sion
durch den Arzt und zur Messfeldbestimmung dienen;

5. Festlegung der Aufnahmelinie (Scanspur) im Realbild der Hautoberflache:

— im Realbild wird die Aufnahmelinie (= Schnittlinie des X-Z-Scanfeldes mit
der Hautoberflache) als Linie eingeblendet dargestellt,

— die Aufnahmelinie kann vom Nutzer in Orientierung und Lange verandert
werden, um die laterale Scan-Lange (Ausdehnung in X-Richtung) und

Scan-Position zu bestimmen,
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34
die axiale Scan-Tiefe (Ausdehnung in Z-Richtung) wird Uber ein Bedien-
element (z.B. einen Schieberegler einer graphischen Nutzerschnittstelle)

justiert, wobei beispielsweise Werte zwischen 0 und150 um einstellbar sind;

6. Kalibrierung der Laserleistung:

nach Festlegung der Scan-Daten kann der Nutzer die Anpassung der La-
serleistung in Abhangigkeit von der Scan-Tiefe automatisch bestimmen

lassen oder auch manuell selbst definieren;

7. Durchfiihrung der Scan-Routine:

durch Dricken eines ,Start“-Knopfes wird der mikroskopische Scan gestar-
tet, d.h.:

zunadchst wird die Realbildkamera 111 (manuell oder automatisch) in eine
Ausweichposition gebracht,

am Startpunkt der Aufnahmelinie beginnt die Optikeinheit 103 mit der Ras-
terung des Gewebes,

wahrend des gesamten Scanablaufs werden Sicherheitsfunktionen (Unter-
brechung, Not-Aus, Leistungsiberwachung) laufend iberwacht und die La-
serleistung gemalf} vordefinierter Funktion (Kalibrierung) laufend angepasst,
simultan baut sich ein Grauwertbild des Mess-Signals in einem oder in
mehreren Fenstern (die den unterschiedlichen Spektralkanalen zugeordnet
sind) auf dem Monitor 13 auf,

die Scanroutine endet im Regelfall automatisch mit kompletter Rasterung
des Scanfeldes und Fertigmeldung auf dem Monitor 13 (weiter in Punkt 8)
oder

im Fehlerfall mit Abbruch und Fehlermeldung (weiter in Punkt 10);

8. Abschluss der Scanroutine im Regelfall:

nach Ende des Scanvorgangs wird in den Realbildmodus geschaltet, die
Realbildkamera 111 in eine Aufnahmeposition gebracht und ein weiteres
Realbild aufgenommen; dieses ,Post-Scan-Bild“ wird mit dem zugehdrigen
gespeicherten ,Pre-Scan-Bild“ verglichen, wobei nur bei ausreichend ge-
nauer Deckungsgleichheit das eigentliche Scan-Bild ,unverwackelt® und
verwendbar ist;

bei positivem Ausgang der Prifung wird dem Nutzer angeboten, die Daten
zu speichern bzw. mit Kommentar zu versehen (weiter mit Punkt 9) oder ei-
ne weitere Aufnahme an anderer oder selber Stelle durchzuflihren (Rick-

sprung zu Punkt 3);
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9. Abschluss des Untersuchungsvorgangs:

sollen keine weiteren Scans durchgefiihrt oder Daten bearbeitet werden,
wird die Vorrichtung 1 in einen Ruhezustand versetzt (in dem die Motoren
in Startposition, der Shutter geschlossen und die PMTs spannungslos sind)

und das Anwendungsprogramm wird beendet.

Die Bedienungssteuerung kann durch eine Software realisiert sein, die in einem Anwen-

dungsprogramm mit einer graphischen Nutzerschnittstelle (GUI) implementiert sein kann

und folgende logische Funktionen aufweist:

Initialisierung des Gesamtsystems, insbesondere Selbsttest der HW Kom-
ponenten und Anzeige von System-Status und Fehlern; Uberwachungs-
funktionen (Laserleistung; Laserzustand);

Funktionen fur die Verwaltung von Patientendaten, insbesondere eine ent-
sprechende Ordner- und Datenbankstruktur, die die strukturierte Eingabe
von patientenbezogenen Daten sowie zugehdrige administrative Funktio-
nen wie Suchen, Andern, Ausdrucken und Léschen von Datensétzen er-
moglicht;

Funktionen fiir die Verwaltung von Messdaten (Realbild; Mikroskopbild) und
deren Zuordnung zu Patientendatensatzen;

Funktionen fiir die graphische Darstellung der Messdaten aus den unter-
schiedlichen spektralen Kanalen und Funktionen fir die Weiterverarbei-
tung der Messdaten (z.B. Falschfarbendarstellung, Bereichsauswahl, Ver-
haltnisbildung, Kantenerkennung etc.);

Funktionen fiir die Steuerung des optischen und des mechanischen Sys-
tems;

Funktionen flir die allgemeine Ablaufsteuerung, z.B. Assistenten fir die

Nutzerfiihrung bei Scans.

Die Steuer- und Verarbeitungseinheit 12 (siehe Fig. 1) weist zur Steuerung und Signal-

verarbeitung bevorzugt eine elektronische Schaltung auf, die einerseits Kontrolle ber

alle daran angeschlossenen Subsysteme hat und andererseits die Kommunikation mit

der auf einem Rechner der Steuer- und Verarbeitungseinheit 12 installierten Anwender-

software steuert. Durch die Zweiteilung einerseits der Steuerung der angeschlossenen

Komponenten (ber die elektronische Schaltung und andererseits der Installation der

Anwendungssoftware auf einem separaten Rechner (PC) besteht die Méglichkeit, einfa-

che Signalverarbeitungsaufgaben und die Steuerung der angeschlossenen Komponen-
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ten wie Photodioden, Shutter und Schrittmotoren bzw. deren Treibern auf Seiten der
elektronischen Schaltung in Echtzeit durchzufihren, wahrend komplexere Aufgaben
ohne Echtzeitanforderung und Sicherheitsrelevanz von dem Anwendungsprogramm auf
dem Rechner durchgeflihrt werden. Fir eine ausreichende Flexibilitat sollte die Steuer-

und Verarbeitungseinheit 12 programmierbar ausgelegt werden.

Zum Schutze der Detektoren 1221, 1222, 1223 (beispielsweise ausgefiihrt als PMTs)
des Detektormoduls 121 kann vorgesehen sein, die Helligkeit auRerhalb des Patienten-
moduls 10 mittels einer Photodiode zu messen. Liegt diese Uber einem zuldssigen Wert,
d.h. wird potentiell zu viel Licht Gber die optische Faser 110 transportiert, wird eine Steu-
erspannung fur die Detektoren 1221, 1222, 1223 herunter geregelt und eine Fehlermel-

dung an das Anwendungsprogramm gesendet.

Um eine Exposition des menschlichen Auges mit Laserlicht auszuschlie3en, kann vor-
gesehen sein, den zur Steuerung der Belichtung vorgesehenen Shutter erst dann zu
6ffnen, wenn eine mechanische (Schalter) oder optische (Lichtschranke) Vorrichtung
einen engen Kontakt des Patientenmoduls 10 mit dem zu untersuchenden Objekt 2 sig-
nalisiert. Ob ein Kontakt vorliegt oder nicht, kann an das Anwendungsprogramm Uber-

mittelt werden.

Die Vorrichtung 1 als bildgebendes Medizinsystem stellt die gewonnenen Daten bildlich
dar, wobei die Daten so zeitnah wie moglich (idealerweise in Echtzeit) verfigbar ge-
macht bzw. dargestellt werden. Systemzustande wie Fehlermeldungen werden dabei in

entsprechenden Anzeigen erkennbar gemacht.

Eingabeseitig kann eine Anwendungssoftware dabei dazu ausgebildet sein, Nutzerein-
gaben intuitiv und auf das jeweilige Objekt bezogen zu verarbeiten. Dies bedeutet ins-
besondere, dass die Positionierung eines Messfeldes (Region of Interest, ROI) direkt im
vorab aufgenommenen Realbild erfolgen kann und dass eine Bereichsauswahl in einem
Bild (Realbild oder Mikroskopbild) mit geeigneten Zoom- und Scrollfunktionen sowie
Drag- und Drop unterstutzt wird. Zudem kénnen Werkzeuge vorgesehen sein, die einem
Nutzer notwendige Berechnungen abnehmen und die Auswertung der Bilder (Messung
von Grdlken und Abstanden) unterstitzen. Eine Untersuchung kann jederzeit iber die
Anwendungssoftware durch einen Nutzer unterbrochen oder abgebrochen werden. Je
nach Betriebsart (Scan oder Auswertung) stellt die Software entsprechende Bedien-

masken zur Verfugung.
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Ausgabeseitig ist die Anwendungssoftware ausgebildet, jede Systemanderung zu mel-
den und eine Bildaktualisierung unmittelbar umzusetzen. Hierzu gehért z.B. der Be-
triebszustand im Allgemeinen, der Bewegungszustand der Motoren, der Fortschritt eines
Messprogramms und der zeitnahe Aufbau von Real- und Mikroskopbildern. Bedingt
durch die Geometrie der aufgenommenen Schnittbilder (bei denen die Bildbreite ein
Vielfaches der Bildhthe ist, z.B. mit einem Verhaltnis von ca. 1:50) ist es erforderlich,
dass ein Mikroskopbild entweder in nebeneinander liegenden Teil-Streifen oder als

(moglichst langer) Ausschnitt dargestellt wird.

Die Erfindung ist nicht auf die vorangehend geschilderten Ausflihrungsbeispiele be-
schrankt. Insbesondere sind die geschilderten Verfahren und Vorrichtungen grundsatz-
lich nicht auf die Zwei-Photonen-Anregung beschrankt, sondern kénnen auch zur Drei-

oder Mehr-Photonen-Mikroskopie oder -Spektroskopie eingesetzt werden.
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Patentanspriiche

Vorrichtung filir die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von

Informationen aus biologischem Gewebe, mit

— einer Lasereinheit zur Erzeugung einer Anregungsstrahlung,

— einer Optikeinheit, die ausgebildet ist, die Anregungsstrahlung zur Erzeugung
eines optischen Signals an unterschiedlichen Orten in oder an einem zu unter-
suchenden Objekt zu fokussieren, und

— einem Detektormodul zur Erfassung des optischen Signals aus dem Bereich des
Objekts,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Optikeinheit (103) zur Erzeugung des optischen Signals (S) an unter-
schiedlichen Orten in oder an dem Objekt (2) zumindest in einer Richtung (X, Y, 2)

relativ zum Objekt (2) beweglich ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass bei einer Bewegung
der Optikeinheit (103) zur Erzeugung des optischen Signals (S) die Winkellage der
optischen Achse (O) der auf das Objekt (2) fallenden Anregungsstrahlung (A) sich

nicht andert.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Optikein-
heit (103) in horizontaler Richtung (X, Y) und/oder in vertikaler Richtung (Z) relativ
zu einer der Optikeinheit (103) zugewandten Oberflache des Objekts (2) bewegbar

ist.

Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Optikeinheit
(103) ein Objektiv (105) zur Fokussierung der Anregungsstrahlung (A) an einem Ort
in oder an dem Objekt (2) aufweist, wobei das Objektiv (105) in vertikaler Richtung
(2) relativ zur Oberflache des Objekts (2) bewegbar ist.
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10.

41

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Optikeinheit (103) zur pixelweisen Erzeugung eines vertikalen Schnittbildes
zumindest abschnittsweise kontinuierlich in horizontaler Richtung (X, Y) und/oder in
vertikaler Richtung (Z) relativ zu dem Objekt (2) verfahrbar ist.

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vorrichtung (1) eine Steuer- und Verarbeitungseinheit (12) und ein tber ei-
nen Tragarm (11) mit der Steuer- und Verarbeitungseinheit (12) verbundenes Pati-
entenmodul (10), das zur Untersuchung des Objekts (2) relativ zum Objekt (2) plat-

zierbar ist, aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Optikeinheit
(103) Teil des Patientenmoduls (10) ist.

Vorrichtung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Patien-
tenmodul (10) einen fir die Anregungsstrahlung (A) und das optische Signal (S)
durchlassigen Kontaktabschnitt (107) aufweist, der zur Untersuchung des Objekts
(2) mit dem Objekt (2) in Kontakt zu bringen ist.

Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Optikeinheit
(103) in horizontaler Richtung (X, Y) und/oder in vertikaler Richtung (Z) relativ zu
dem Kontaktabschnitt (107) bewegbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Lasereinheit (120) Teil der Steuer- und Verarbeitungseinheit (12) ist, wobei eine op-
tische Faser (122) die Lasereinheit (120) mit dem Patientenmodul (10) zur Ubertra-

gung der Anregungsstrahlung (A) hin zur Optikeinheit (103) verbindet.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

42

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass
die Optikeinheit (103) unabhangig von der optischen Faser (122) zur Ubertragung
der Anregungsstrahlung (A) beweglich ist.

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Lasereinheit (120) einen Ultrakurzpulslaser zur Erzeugung von Laserpul-

sen im Femtosekunden-Bereich aufweist.

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Lasereinheit (120) eine Anregungsstrahlung (A) mit einer ersten Wellen-
lange erzeugt und der Optikeinheit (103) ein Frequenzverdoppler (1001) zur Halbie-

rung der Wellenlange der Anregungsstrahlung (A) vorgeschaltet ist.

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,

dass die Optikeinheit (103) zur Kollektion des optischen Signals (S) ausgebildet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Optikeinheit
(103) iiber eine optische Faser (110) mit dem Detektormodul (121) zur Ubertragung
des aufgenommenen optischen Signals (S) an das Detektormodul (121) verbunden

ist.

Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die optische Faser
(110) zur Ubertragung des aufgenommenen optischen Signals (S) an das Detek-
tormodul (121) sich von einer zur Ubertragung der Anregungsstrahlung (A) vorgese-

henen optischen Faser (122) unterscheidet.

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass das Detektormodul (121) ausgebildet ist, das empfangene optische Signal (S)

in mehrere unterschiedliche Signalanteile (S1, S2, S3,...) in unterschiedlichen Wel-
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

43

lenlangenbereichen aufzuteilen und hierzu einen oder mehrere dichroitische Filter-
elemente (1212, 1213) aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das eine oder die

mehreren dichroitischen Filterelemente (1212, 1213) austauschbar sind.

Vorrichtung nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass das Detek-
tormodul (121) ausgebildet ist, die unterschiedlichen Signalanteile (S1, S2, S3,...)

zur Bildgebung und/oder zur spektroskopischen Analyse auszuwerten.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass
das Detektormodul (121) zur Durchfiihrung hochaufgeldster Spektroskopie ausge-
bildet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass
das Detektormodul (121) mehrere Detektoren (1221, 1222, 1223) zur Detektion der
unterschiedlichen Signalanteile (S1, S2, S3) aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Detektoren
(1221, 1222, 1223) als PMT, CCD-Zeile, CCD-Feld oder SiPMT ausgebildet sind.

Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vorrichtung (1) ausgebildet ist, aus den unterschiedlichen Signalanteilen
(S1, S2, S3) einerseits eine Helligkeitsinformation und andererseits eine spektro-
skopische Information zu generieren und als Schnittbild durch das zu untersuchen-

de Objekt (2) mit einer spektroskopischen Zusatzinformation auszugeben.

Verfahren fir die Mehr-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie zur Gewinnung von In-

formationen aus biologischem Gewebe, bei dem
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— eine Lasereinheit eine Anregungsstrahlung erzeugt,

— eine Optikeinheit die Anregungsstrahlung zur Erzeugung eines optischen Sig-
nals an unterschiedlichen Orten in oder an einem zu untersuchenden Objekt fo-
kussiert und

— ein Detektormodul das optische Signal aus dem Bereich des Objekts erfasst,

gekennzeichnet durch

dass die Optikeinheit (103) zur Erzeugung des optischen Signals (S) in oder an dem

Objekt zumindest in einer Richtung (X, Y, Z) relativ zum Objekt (2) bewegt wird.

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass aus den empfange-

nen optischen Signalen (S) an unterschiedlichen Orten des Objekts (2) pixelweise
ein Schnittbild des Objekts (2) erzeugt wird.

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass zur pixelwei-

sen Erzeugung des Schnittbilds das Objekt (2) in getriggerter Weise mit der Anre-
gungsstrahlung (A) belichtet wird.

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Pixelgréfiie

— in horizontaler Richtung (X, Y) durch den Fokus der Anregungsstrahlung (A) und
durch die Einstellung der Triggerung und

— in vertikaler Richtung (Z) durch die Taillenlange der fokussierten Anregungs-
strahlung (A)

bestimmt ist, wobei die Pixelgréfde durch eine Strahlaufweitung der Anregungs-

strahlung (A) und Einstellung der Triggerung einstellbar ist.

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass

die Optikeinheit (103) ausschliel3lich in horizontaler Richtung (X, Y) zur Oberflache
des Objekts (2) bewegt wird und das optische Signal (S) in vertikaler Richtung (Z) in-

tegriert wird.
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29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Fokustiefe (Zfoc)
der Optikeinheit (103) auf einen Wert zwischen 100 um und 450 pm, bevorzugt 200
um bis 350 um, eingestellt wird.

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dass der Fokus-
durchmesser (Dfoc) auf einen Wert zwischen 6 pm und 10 pum, bevorzugt zwischen

7 um und 9 um, eingestellt wird.

31. Verfahren nach einem der Ansprliche 28 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass fiir
die Optikeinheit (103) ein Objektiv (106) mit einer Apertur zwischen 50 und 80 mrad

verwendet wird.



WO 2010/146134

1/12

FIG 1

1

]

PCT/EP2010/058576



WO 2010/146134 PCT/EP2010/058576
2/12

FIG 2




WO 2010/146134

PCT/EP2010/058576

3/12

20t

0oL

all

LLL

Ll

€Dl



PCT/EP2010/058576

WO 2010/146134

4/12

L

) 0
HOL TR \_
€001
v qo_w_‘ |
80L i oL ——
€0L—1 ™S
0L T <7

00t

7914



PCT/EP2010/058576
5/12

WO 2010/146134

cemsasenncs
e

et

t RO R PP PP PP P PP P PP PO
.

S i N 5o

¥ 4
I LY R L T P
[] .~ i LR armanblann
re e L
Aﬂ" r:rv s.n\\ “ 1 Aﬂ -r»-flw.%..l.l.
- .
“ Fercaporn?! “ " ltr..
. £ t ] 1 Lk T
- -k 4 H 1
? i + +
i 1 ——
3 T [} <
1 i )
N ' t
Al 1 1 £~ L]
-t 4 1 ot '
~N ] 1 'S
i ) !
it . m. a
A B 1 - R 7
-\ v )
N : .
Oll ] [
ifl ...l.uur i e R R i A3
R
SN .
N
s
R S—— ————
b
LS
N —40L \
~
N
-
n.unll..ll-l..lu-.r.-.-u.-.-..-:- peememcesbecanabconadiceninan I
Rascuwnsnbseonubunnsnissesannet beansunvebanonahsnnosessnansuat } !wor
L~
S
whoa PR
an®” - P ag B
P A Pisd T @O—‘
P * 1 - E ] . 4 L)
P S W S F 2T [EpupRu pipep [P
Genspbannnhanenksennl Mrnashnesalesnfene el -
\ ¢ * r »
1y ’ ’
[y £ » ’
LY 4 [ 4
LY - [ ’
v ' ] ’
LY ’ [ ’ [ 3
[N ’ :
e
s 8 »oa
L S 9 2
s [
T8 3]
| B} LI |
] [
: f
. - - . A H anast e
L] L]
[ )
| ] LB )
] ]
. “ '] »
[ ar
] [ - MO—\
| 3 | 8
[ LB

\
\

ul S 9l



PCT/EP2010/058576

WO 2010/146134

6/12

_wa
|
=)
25~ | A}
' | > 0Ll
= | i —
] et A N7 LA [ Bt
y — ) {
Lz €l =15 g OL2
na” L]
8Lzl m
) 2zl
2L

9 Ol



WO 2010/146134 PCT/EP2010/058576
‘ 7/12

FIG7

10

N
N
=
a
0N
s
g -
£
. 47
o L
o

|
24 gt
i

1- | Ty
Iw“ "ll

0 ” T T !

390 440 490 540

Wellenlinge [nm]




WO 2010/146134

FIG3

PCT/EP2010/058576
8/12
5 \\ <|..|\j..| \\

Y|

S2

S3




WO 2010/146134 PCT/EP2010/058576
9/12
>~ N
— &
o
- &
=~
- [an)
(Wp] L -
= S
p—

FIGI

10°

114

s

113

N

™~

O
| -0
<«

105

r\-

b e g g -
RAE A S AR ALY

17

~N



PCT/EP2010/058576

WO 2010/146134

10/12

Fig. 10

106
GPO
FMV

Dfoc



WO 2010/146134 PCT/EP2010/058576
11/12

o
o
<
/ =
4 b
€
=<
£
N
B
-t 2%
R 5
[
L2
(1]
3
]
(U]
(=]
o
=
o
X X X X X X
e § & &8 & B
=1
JopjeISIPIMIY J9815ueyqeuayall

Fig. 11A



WO 2010/146134

PCT/EP2010/058576

12/12

400

\
300 :

"] 8
(o}
(=]
(=]
i
o
X X X X X X
[ (e o [=) o o
a «Q (] < o~

Jopjesiydiman JasiSueyqeuayall

GewebetiefeZin pm

Fig. 11B




patsnap

EREW(OF) BATMENELRBEENS K FRAEHRENEEN S £

NSNS EP2443503A2 NFF(RE)R 2012-04-25

HiES EP2010734059 FigH 2010-06-17
[FRIFE(ZFFRR)AGE) W.OMAYHRERIELT

RE(EFR)AGE) W.O.M.1tt REZ R 32 8]

HETRE(ERR)A(E) W.OM.itREZGMbHE

[#R]REAA SCHONBORN KARL HEINZ

RBEA SCHONBORN, KARL-HEINZ

IPCHES G02B21/00 A61B5/00 GO1N21/64

CPCHZES G01N21/6486 A61B5/0059 A61B5/0062 A61B5/0068 A61B5/0071 A61B5/0075 A61B5/443 A61B5/445

A61B2562/0242 GO1N21/6458 GO1N2201/06113 GO1N2201/0697 GO1N2201/08 G02B21/0028

G02B21/0036 G02B21/0076

REBHA(F) % ECHRISTOPH

£ 102009029831 2009-06-17 DE
H AN FF STk EP2443503B1

ShEREEE Espacenet

BE(R)

AEASR—TATMNENELRBEENSHKFRAEHERE , &
ERTHFERRESNEEE T, ATRERREFUNEEPRENE
MIBAFERESHRZERE T, FREONR , URATFAIRHK
FHERAESHRMEEER, Bk, XFH T (103 ) AHEXF Y&
(2)EDPE—NAB(X,Z) B, BUIEYE (2) FEWE (2)
FHEMIBAFTEXZES (S). REPAXSR—FTATSHTFIK
EWROAZ. UFMRAR , BET —MHATEXFRAEMRNEE
MAEE, BFANEVMELAREBER , AT EEFANZHNYERIERE
HEG , NTIEREPEEEE B TR,


https://share-analytics.zhihuiya.com/view/5d0c8f7c-39d1-40c1-bad8-5aa4e20481cf
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/042751757/publication/EP2443503A2?q=EP2443503A2

