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Die In-vivo-Diagnostik von Krebsgewe-
be spielt eine zunehmend wichtigere
Rolle in der Medizintechnik. In der
nicht-invasiven Erkennung von Haut-
krebs ist beispielsweise eine der
groBen Herausforderungen die starke
Streuung von Haut und Gewebe. Dies
erschwert bildgebende Verfahren, da
die direkte Information enthaltenden
Signale mitunter sehr gering sind und
das Nutzsignal von einem starken Hin-
tergrund aus gestreutem Licht Uber-
lagert ist. Zusétzlich zur bildgebenden
Detektion von Signalen im Innern eines
streuenden Volumens, ist fur diagnos-
tische Aufgaben auch das Erfassen
dreidimensionaler Informationen wich-
tig. Konventionelle bildgebende Ver-
fahren, wie zum Beispiel die optische
Kohéarenztomografie (OCT), finden
Anwendung in Medien mit ausrei-
chendem Brechungsindexunterschied
zwischen den zu untersuchenden
Strukturen. Dieses Verfahren stoBt
jedoch bei kleinen Brechungsindex-
unterschieden an seine Grenzen.

Der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen
ermdglicht die gezielte Anfarbung be-
stimmter Gewebearten und die Sepa-
ration von Anregungs- und Nutzlicht
durch Bandpassfilter. So kann selbst in
Bereichen, in denen kein Brechungs-
indexunterschied besteht, wo es je-
doch moglich ist Fluorophore selektiv
einzulagern, trotzdem ein dreidimen-
sionales Signal gewonnen werden. Da
die Fluorophore Lichtquellen darstellen,
lassen sich ihre Signale auch als phy-
siologische Marker nutzen.

Ziel dieses durch die Baden-Wurttem-
berg Stiftung finanzierten Projektes
ist es, die Vorteile von Fluoreszenz-
mikroskopie und interferometrischer
Tiefendetektion zu kombinieren. Damit
sollen Fluoreszenzsignale in streuen-
den Medien bei Eindringtiefen im Be-
reich von mehreren hundert Mikrome-
tern mit lateraler und axialer Auflésung
im Mikrometerbereich detektiert wer-

den. Die zwei zentralen Bestandteile

sind:

e Fine strukturierte Beleuchtung er-
moglicht die lokal diskriminierende
Anregung von Fluoreszenz.

e Die Phase des lokal angeregten
Fluoreszenzlichts wird durch ein
Shearing-Interferometer ausge-
wertet. Durch die Selbstreferenz
ist dieses Verfahren insbesondere
auch auf kurzkoharente Wellenzige
anwendbar.

Abbildung 1 zeigt den Aufbau mit
einem Sagnac-Interferometer als Be-
leuchtungseinheit und einem Michel-
son-Interferometer zur Realisierung
der tiefenaufgeldsten Detektion. Die
Beleuchtung schrankt den Anregungs-
bereich fur Fluoreszenz auf ein kleines
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Volumen ein. In der Detektionseinheit
dient eine lateral verschobene Kopie
der Objektwelle als Referenz. Flr die
Rekonstruktion der Wellenfront werden
Methoden aus der Interferometrie
eingesetzt. Aus mehreren phasenver-
schobenen Intensitatsbildern erhalt
man pixelweise die Phaseninforma-
tion. Ein Polynom-Fit erlaubt es, auf die
Krimmung der Wellenfront zurlickzu-
schlieBen. Die Krimmung dieser Wel-
lenfront kann dann in den Abstand des
emittierenden Fluorophors zum Fokus
des Mikroskopobjektivs umgerechnet
werden. Abbildung 2 zeigt die Roh-
signale fUr ein fluoreszierendes Parti-
kel in verschiedenen Abstanden zum
Fokus. Deutlich erkennbar ist die Ab-
nahme der Streifendichte mit zuneh-
mender Tiefe.
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Abb. 2: Intensitéatssignal von fluoreszierendem Partikel in streuendem Phantom in Abstdnden zum
Fokus von 160 pm (links), 225 pm (Mitte) und 300 pm (rechts)
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In diesem Projekt wurde die Funktions-
fahigkeit des vorgeschlagenen Auf-
baus zur tiefenaufgeldsten Fluores-
zenzdetektion  nachgewiesen. Mit
Eindringtiefen im Bereich von mehre-
ren 100 Mikrometern fur Materialen mit
Streukoeffizienten von 2/mm und einer
axialen Aufldsung im Mikrometerbe-
reich erreicht man &hnliche Parameter
wie bei kommerziell erhaltlichen OCT-
Systemen. Allerdings ist zu bemerken,
dass bei dem im Rahmen des Projekts
realisierten Demonstrator-Aufbaus Po-
tential fUr die Erhéhung von Auflésung
und Reichweite besteht: Darunter
fallen die Erhdhung der Leistung der
Lichtquelle fur technische Proben oder
die Erhdhung der Volumenkonzentra-
tion von Fluorophoren.

Potentielle Anwendungen flr das vor-
gestellte Verfahren liegen hauptsach-
lich im Bereich der medizinischen
Diagnostik, wie zum Beispiel der Tu-
mordiagnostik. Gegenuber der OCT
kdnnen auch die Vorteile der Verwen-
dung von Fluoreszenzfarbstoffen aus-
genutzt werden, namlich die hohere
Selektivitdt und die gezielte Einfar-
bung bestimmter Gewebearten. Selbst
wenn kein Brechungsindexunterschied
vorliegt, kdnnen strukturelle Informati-
onen bei unterschiedlichen Fluoropho-
ranreicherungen gewonnen werden.
Ein zuséatzlicher Vorteil ist die vollfla-
chige Detektion bei der hier vorgestell-
ten Methode.

Das Verfahren ist nicht auf biolo-
gische Proben beschrankt. Mégliche
technische Anwendungen, bei denen
der Ursprung eines Signals in einem
streuenden Medium detektiert werden
muss, sind die Detektion von Fehlstel-
len in Werkstoffen, soweit in diese ge-
zielt Fluoreszenzfarbstoff platziert wer-
den koénnen, oder die Messungen von
Deformationen in Polymeren. Auch bei
Beschichtungsverfahren kdnnte das
Verfahren zur Kontrolle von Schicht-

dicken oder Detektion von méglichen
Inhomogenitaten benutzt werden.

Im Rahmen der Simulationen wurde
ein Verfahren entwickelt, das die Lo-
sung der Maxwellgleichungen mit der
Strahlungstransporttheorie kombiniert.

FUr die Lichtausbreitung in zwei bzw.
drei Dimensionen wurden analytische
Lésungsverfahren der Maxwelltheorie
fUr die fokussierte Einstrahlung erwei-
tert und weiterentwickelt. Beliebige
Einstrahlprofile lieBen sich Uber die
hierfUr speziell angepasste Angular-
Spectrum-of-Plane  Waves-Methode
modellieren.

Mithilfe einer weiteren Methode, die
auf der Kombination dieses auf den
Maxwellgleichungen basierenden Ver-
fahrens mit der Monte-Carlo-Methode
basiert, wurde herausgefunden, dass
selbst bei einer Fokustiefe von 500 um
noch ein klarer Fokus sichtbar ist. Es
wurde eruiert, dass sowohl der Fo-
kus des eingestrahlten Lichts als auch
das durch die Shearing-Methode ent-
stehende Interferenzmuster an der
Oberflache der Probe insensitiv flr
Einstrahlwinkel im Bereich zwischen
10° und 20° ist, was eine groBe Flexi-
bilitat bei der Wahl des Einstrahlwin-
kels im Experiment ermdglicht und die
Robustheit der Methode gewahrleistet.

Wie erwartet ergaben die Simulationen,
dass die Abstande zwischen den Inter-
ferenzstreifen mit zunehmender Tiefe
des Fluorophors im Gewebe zunah-
men. Eine Berechnung des Kontrasts
ergab, dass dieser bei groBeren Inklu-
sionstiefen groBer wurde, was flr die
Shearing-Methode hilfreich ist. Dieser
Effekt wurde auch experimentell un-
tersucht und beobachtet. Durch die
durch Vergleich von Experiment und
Simulation mogliche Entwicklung eines
MaBes flr die zu erwartende Qualitat
der Ergebnisse des Shearing-Ver-
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fahrens kbnnen so auch ohne die
Anfertigung von Phantomen Optimie-
rungsmaglichkeiten des Shearing-Ver-
fahrens durch Simulationen untersucht
werden.

Das im Rahmen dieses Projekts ent-
wickelte Verfahren zur Herstellung von
Phantomen mit exakt definierten op-
tischen Eigenschaften ermdglicht es,
Optimierungen des Shearing-Verfah-
rens unter reproduzierbaren Randbe-
dingungen experimentell zu validieren
und weiterzuentwickeln.

Die Phantome wurden aus dem Ma-
trixmaterial Epoxidharz hergestellt und
optisch exakt charakterisiert. Zugaben
von mineralischen oder organischen
Substanzen beeinflussen die optischen
Eigenschaften. Das Matrixmaterial de-
finiert den Brechungsindex und die
Untergrenze des Absorptionskoeffizi-
enten. Es wurde mit Hilfe eines Spek-
trophotometers experimentell gezeigt,
dass die intrinsische Fluoreszenz fur
Wellenldngen oberhalb von 450 nm
vernachlassigt werden kann. Mit dem-
selben Aufbau wurde die Fluores-
zenzemission von Rhodamin, das im
Epoxidharz geldst ist, in Abhangigkeit
der Anregungswellenlange gemessen,
um zu ermitteln, fur welche Wellenlan-
gen Phantome auf dieser Basis opti-
mal fluoreszieren.

AuBerdem wurde durch Messung und
Auswertung der orts-, ortsfrequenz-
und zeitaufgeldsten Reflektanz der ef-
fektive Streukoeffizient bestimmt. Der
Streukoeffizient konnte aus der Mes-
sung der kollimierten Transmission be-
rechnet werden. Diese wurde in einem
speziell dafur ausgerichteten Aufbau
gemessen.

Eines der hergestellten Phantome ist
homogen streuend und besitzt eine
um 3° zur Oberflache verkippte 200
um dicke Schicht, in die Rhodamin
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geldst wurde, sodass nur dort Fluo-
reszenz auftritt. Durch laterales Ver-
schieben des Phantoms unter der
Mikroskopoptik kann so die Tiefe
variiert werden. Um hartere Grenzen
zwischen Fluoreszenzbereichen und
nichtfluoreszierenden Bereichen zu
haben, wurde ein weiteres Phantom
hergestellt, dem Pulver eines zuvor
produzierten fluoreszierenden Phan-
toms beigemengt wurde.

Prinzipiell ermdglicht das innerhalb
des Projekts entwickelte Verfahren
eine dreidimensionale Darstellung der
Fluoreszenzverteilung in technischen
und biologischen Materialien. Anwen-
dungsbeispiele fur erstere sind die
Detektion von Fehlstellen und Inhomo-
genitaten in Werkstoffen bei Verwen-
dung von Fluoreszenzmarkern, fur letz-
tere die medizinische Tumordiagnostik
sowohl durch Messung der Auto- als
auch der Xenofluoreszenz. Hochauf-
geldste Messungen in der Tiefe sind
im Wesentlichen durch die Streuung
von biologischen bzw. anderen triben
Medien begrenzt. Weiterentwicklungen
des Verfahrens zielen insbesondere
darauf, die selektive Detektion des
ungestreuten und damit direkt bildge-
benden Fluoreszenzlichts zu erhdhen.
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Abb. 3: Interferenzmuster (Intensitét) an der Oberflache der Probe fiir verschiedene Shifts. Die Fo-
kustiefe betragt 100 pm, der Einstrahlwinkel 20°

Abb. 4: Schemenhafte Darstellung der Struktur des Phantoms mit Fluoreszenz-Inklusionen. Die roten
Punkte reprédsentieren die fluoreszierenden Inklusionen mit scharfen Grenzen, sind jedoch in ihrer
einzelnen GroBe extrem {iberhdht und ebenso in der Anzahl reduziert [Schindler et al., 2016]
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