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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein konfokales Laserscanning-Mikroskop entwickelt,
das der Uberwachung einer stereotakischen Operation mit einer Lasersonde dient. Es
werden die Konstruktionsvorgaben und die Folgerungen fiir das Design des Mikroskops
diskutiert und der realisierte Aufbau vorgestellt.

Speziell entwickelt wurde sowohl die Optik, als auch die Elektronik und Mechanik
des Mikroskops. Die zur Steuerung des Mikroskops programmierte Software hat neben
der Bildaufnahme und -darstellung auch die Aufgabe, die Bewegungen der gesamten
Sonde zu steuern und mit dem Mikroskop zu koordinieren. Messungen an Testob-
jekten zeigen die Funktion des Bildaufbaus wéhrend der Sondenbewegungen, und in
ersten Tierexperimenten wurde gezeigt, dafl die Auflésung des Mikroskops ausreicht,
Blutgefafie mit relevanten Dimensionen darzustellen. Allerdings zeigte sich, dal der
Blutgefiflkontrast noch zu gering ist, um einfach und sicher Gefiafle auch eingebettet in
Hirngewebe zu erkennen. Hierzu miissen kontraststeigernde Verfahren wie Mehrfarben-
Differenzbilder oder Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden.

Neben der Erprobung des Mikroskops wurde im Tierexperiment auch der Einflufl

der Sondenbewegungen und der Spiilung getestet.
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Kapitel 1
Einleitung

Die minimalinvasive Medizin hat das Ziel, mit miniaturisierten Instrumenten durch
moglichst kleine Korperdffnungen tief im Kérperinnern zu operieren. Man benutzt bei
dieser Technik endoskopische Systeme, um dem Arzt eine Orientierung im Operations-
gebiet zur Verfiigung zu stellen, auf das er keine direkte Sicht hat. Da die Instrumente
in der Neurochirurgie sehr diinn sein miissen, so dafl man keine konventionellen Vi-
deoendoskope einsetzen kann, hat die Endoskopie in dieser Disziplin bislang noch kei-
ne grofle Bedeutung erlangt. In der Regel wird bei einer neurochirurgischen Operation
deshalb der Schéadel grofiflichig eroffnet und das Operationsfeld mit Retraktoren und
Dilatatoren freigelegt. Auf diese Weise hat der Arzt zwar freie Sicht; das Vorgehen ist
allerdings trotz Einsatz modernster mikrochirurgischer Instrumente nicht unbedingt
als minimalinvasiv zu bezeichnen. Ein grofles Problem bei dieser offenen Neurochirur-
gie ist dariiberhinaus, dafl die mittlerweile gut auflésenden tomographischen Verfahren
nicht besonders gut in solche Operationen miteinbezogen werden kénnen.

Eine Alternative zur unmittelbaren optischen Information bietet die Methode der
Stereotaxie [Lekhl SPSTR3| bei der iiber bildgebende Verfahren und darin definierte,
fest mit dem Patienten verbundene Koordinatensysteme eine sehr prézise Orientie-
rung geschaffen wird. Beispielsweise werden immer hiufiger diinne Biopsienadeln auf
zuvor bestimmten Zugangswegen tief in das Gehirn gefiihrt, um kleine Gewebeproben
aus Arealen, die in Computer- oder Kernspintomographieaufnahmen aufgefallen waren,
zu entnehmen und zu untersuchen. Zur Planung und Verifikation der entsprechenden
Zugangskanile kommen aufwendige Computerprogramme zur Analyse der tomogra-
phischen Daten und Berechnung der benétigten Koordinaten zum Einsatz [SSSTRI.
In Verbindung mit der Strahlentherapie wird die Stereotaxie auch zur Behandlung von
Hirntumoren und funktionellen Stérungen eingesetzt.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit einer neuartigen Operationstechnik, bei

der iiber eine stereotaktische Sonde ein Pikosekundenlaser zur Abtragung von malignem
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Gewebe in das Gehirn gefiihrt wird. Das grofite Risiko bei diesem Eingriff stellen Blu-
tungen dar, die durch das Offnen von Blutgefifien bei der Laserablation verursacht wer-
den. Zur Uberwachung der Operation wurde ein konfokales Laserscanning-Mikroskop
entwickelt und in die Lasersonde integriert. Das Mikroskop stellt einen neuen An-
satz dar, die stereotaktische Methode mit einer intraoperativen Informationsquelle zu
erganzen.

Es darf nicht unerwihnt bleiben, dafi aufgrund verbesserter technischer Moglich-
keiten im Bereich der Mikrosystemtechnik und Mikrooptik andere Gruppen derzeit
Ansitze zur Benutzung von lichtleiterbasierten Videoendoskopen verfolgen [GWD™96].
Solche Systeme lassen sich mit dem oben genannten Operationskonzept nicht verbin-
den.

In Kapitel B wird nach einer Einfithrung in die Stereotaxie zunéchst dieses Opera-
tionskonzept vorgestellt. Ein kurzer Abschnitt charakterisiert dabei insbesondere das
Pikosekunden-Lasersystem und dessen Ablations- und Schidigungseigenschaften. Den
Schwerpunkt des Kapitels bilden dann die Beschreibung, der Aufbau und das Funkti-
onsprinzip der Lasersonde sowie der damit verbundenen Systemkomponenten.

Das folgende Kapitel B beschiftigt sich mit den Grundlagen der konfokalen Laser-
scanning-Mikroskopie. Hierbei werden in den ersten Abschnitten Technik und Theorie
des optischen Scannings und im dritten Abschnitt Besonderheiten der konfokalen De-
tektion diskutiert.

Danach wird der Aufbau des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Mikroskops
erlautert. Kapitel @ geht zunéichst auf die Anforderungen und Randbedingungen des
Mikroskops ein, um im weiteren die sich daraus ergebenden Konsequenzen fiir das
Design der Optik, der Mechanik und der Elektronik des Mikroskops aufzuzeigen. Am
Ende des Kapitels wird das Programm vorgestellt, das die Hardwarekomponenten un-
tereinander und mit dem Benutzer verbindet.

Kapitel { leitet mit Testmessungen und exemplarischen Aufnahmen, die einige Cha-
rakteristika des konfokalen Laserscanning-Mikroskops hervorheben, den experimentel-
len Teil ein. Die optischen Kenndaten des Mikroskops werden hier dargestellt.

Das abschlieflende Kapitel @ behandelt dann die Ergebnisse, die in Tierversuchen an
Ratten und Hunden in zwei klinischen Melkampagnen in Kéln bzw. in Leuven /Belgien
gewonnen wurden. Zum Verstédndnis der experimentellen Begebenheiten werden dabei
zunéchst etwas ausfiihrlicher die unterschiedlichen Operationsszenarien beschrieben.
In den Experimenten wurden erstmals Gewebestrukturen detektiert, die Blutgefifle
enthielten; aufgrund der Groflenunterschiede der Gehirne wurden bei den Ratten ober-
fliichliche Schichten bevorzugt, wihrend bei den Hunden tiefliegende Areale betrachtet

wurden. Anhand von ausgewéhlten Beispielaufnahmen werden nicht nur ein erster Ein-
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Abbildung 1.1: Aufbau des menschli-
chen Gehirns [Sch89]:

1 GroBhirn 2 Zwischenhirn
3 Mittelhirn 4 Briicke
5 Kleinhirn 6 Verldngertes

Riickenmark

druck der erzielten Bildqualitdt vermittelt, sondern dariiberhinaus bei der Aquisition

auftretende Probleme untersucht.

1.1 Das menschliche Gehirn

Bei der Entwicklung von technischen Hilfsmitteln fiir die Neurochirurgie miissen einige
Grundlagen des Gehirns bertiicksichtigt werden, die im folgenden kurz angedeutet wer-
den sollen. In Abbildung [ ist ein sagittaler Schnitt durch das menschliche Gehirn
dargestellt. Durch die Trennung der Aufgaben der unterschiedlichen Bereiche ist eine
anatomisch sichtbare Gliederung vorgegeben.

Den grofiten Teil nimmt das GroBhirn ein. Seine besonders hervortretende Bedeu-
tung unterscheidet das menschliche Gehirn von dem der Tiere. Die beiden Hemisphéren
des Grofhirns umschlieflen den grofiten Teil des gesamten Gehirns und sind durch zahl-
reiche, bei allen Menschen dhnlich angeordnete Furchen und Windungen strukturiert.
In einem aufgeschnittenen Gehirn erkennt man entlang der oberflichlichen Konturen
einen etwa 0.5 cm breiten Bereich grauer Substanz, die sogenannte Hirnrinde. Weiterhin
finden sich im Innern ebenfalls grau gefarbte Kerne in das ansonsten weifle Marklager
eingebettet. Die graue Farbung wird dabei durch eine grofie Zahl von Nervenzellen
verursacht, wihrend die weile Farbung des Marklagers durch eine Anhaufung von
Nervenfasern bestimmt wird. Das Groflhirn beherbergt die Funktionen des bewuflten
Handelns, des Denkens und weiterer wichtiger Funktionen, die den Menschen iiber das
Tier stellen. Vielen Bezirken kann man relativ zuverldssig eindeutige Funktionen zu-

ordnen. Die rechte und linke Hirnhélfte sind dabei nicht vollig identisch; beispielsweise



KAPITEL 1. EINLEITUNG 7

Motorische L&hmungen Empfindungsstérungen

Frontale Agraphie Stereoagnosie
Rumpft-u. Kopf-
drehung
> r ‘“o Kopl -
Arm < o U Rvmpl Apraxie

d
Stérungen der Augemvendung , \
Handlungsfolge und s"”;’:’: A .
alogische Gedanken-, Sulmerksomiel A § f om -
stérungen Y
o Serechantried ,6::5:,7 T Wort = en Rindenblindheit
ontales fot. Sprech| _ Vauen / 6 M”;}Erkmmu 5
tiong. Tunktion ) (Werni E’:;':"" Seelenblindheit
feld Ton-u. Musik- erungen oDl Agnosi
Charakter- * emplindung (optische Agnosie)
veranderungen Farbenagnosie
Rlechen, Akustische

Motor. Aphasie Auimerksameit Temporale Alexie, Agraphie

Wortstummbheit Namentaubheit
Amnestische Aphasie

Amusie Sensorische Aphasie

Abbildung 1.2: Funktionelle Einteilung der Grohirnrinde und entsprechende
Ausfallerscheinungen [Sch89)

ist bei Rechtshidndern in der Regel die linke GroBhirnhemisphére dominant. Anderer-
seits sind unabhéingig von der Handigkeit die fiir das Sprechen und Sprachversténdnis
zustédndigen funktionellen Zentren fast regelméfig in der linken Hemisphére lokalisiert.
Einen Uberblick {iber die Funktionen, ihre Lage und die mit einer Stérung der Areale
verbundenen Ausfallerscheinungen zeigt Abbildung [.2.

Das in der hinteren Schédelgrube liegende, blumenkohlférmige Kleinhirn ist ebenso
wie das GroBhirn in zwei Hemisphéren unterteilt und enthélt in der Mitte den Klein-
hirnwurm. Auch das Kleinhirn weist zahlreiche Windungen und Furchen auf. Seine
Hauptaufgabe liegt in der Koordination sdmtlicher Bewegungen sowie der Aufrechter-
haltung der normalen Koérperstellung.

Die weiteren in Abbildung [[.1] bezeichneten Hirnteile sind das Zwischenhirn, das
Mittelhirn, die Briicke und das verldngerte Riickenmark. Diese Teile werden haufig ge-
meinsam als Stammhirn bezeichnet, dem entsprechend die Steuerung aller unbewuflten
Regulationsablaufe unterliegt. Wéhrend im Zwischenhirn die vegetativen Zentren zur
Steuerung aller wichtigen Stoffwechselvorgénge liegen und das Mittelhirn Erregungen
aus allen wichtigen Sinnessystemen erhélt, dienen Briicke und verlangertes Riickenmark
als Ubergang zum Riickenmark.

Das gesamte Gehirn ist von einem Fliissigkeitspolster, dem Liquor, umgeben. Er
wird in vier verschiedenen Ventrikeln im Gehirn in einer téglichen Menge von 120 bis
180 ml produziert. Seine bedeutendsten Aufgaben sind der Volumenausgleich und die

Stodampfung des Gehirns.
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1.2 Raumfordernde Prozesse im Gehirn

Werden Tumoren nicht zufillig entdeckt, so manifestieren sie sich zuerst durch héufige
Kopfschmerzen bis hin zu Funktionsausféillen, weiterhin ist die Erhchung des Hirn-
druckes festzustellen. Verantwortlich fiir diese Erscheinungen ist die Verdrangung von
Hirngewebe durch die Ausbreitung des Tumors. Im Kérperstamm zeichnen sich gutar-
tige oder benigne Tumoren dadurch aus, dafl sie langsam und abgegrenzt wachsen. Wu-
chernde und schnell wachsende Tumoren, die das umgebende Gewebe infiltrieren und
Metastasen bilden, bezeichnet man als bosartig oder malign. Im Gehirn ist diese Ein-
teilung nicht angebracht; hier sind eigentlich alle Tumoren bosartig, denn sie beanspru-
chen Platz im Innern der Schidelkalotte und fithren so zwangslaufig zur Schadigung des
umliegenden Hirngewebes. Die Weltgesundheitsorganisation unterscheidet deshalb bei
intrakraniellen Tumoren vier Malignitdtsgrade, die sich nach dem histologischen Auf-
bau der Geschwiilste richten und nach der postoperativen Uberlebenswahrscheinlichkeit
abgestuft sind. Die Bezeichnung der Tumoren und auch diese Klassifikation richten sich
im wesentlichen danach, von welchem Gewebe das Tumorwachstum herriithrt. Die ge-
naue Unterscheidung der aus der grofien Vielzahl von Zellen und Geweben innerhalb
des Schédels hervorgehenden Tumoren soll hier nicht dargestellt werden, wichtig ist
nur, dafl, wegen der Vielzahl der moglichen Ursprungszellen, Tumoren nahezu iiberall
im Gehirn auftreten und fast beliebige Geometrien annehmen koénnen.

Ein weiterer raumfordernder Prozef sind Nekrosen. Sie bestehen aus abgestorbenem
Gewebe und koénnen unter anderem nach Schlaganfillen oder radiologischer Behand-
lung groBlerer Tumoren auftreten. Je nach Lokalisation und Ausmafl der Nekrose kann
es zu einer Vernarbung oder einer Pseudozyste kommen. Durch Zellgifte, die sich bei
der Zersetzung der toten Zellen bilden, kénnen angrenzende gesunde Zellen ebenfalls

getotet werden, so daf sich die Nekrose weiter ausbreitet.

1.3 Aktuelle Methoden der Tumorbehandlung

Die wichtigste Form der Behandlung von Hirntumoren ist die radikale Entfernung.
Aufgrund der sensiblen Umgebung ist diese Radikalitdt in der Neurochirurgie dabei
weniger ausgeprégt als in anderen Bereichen der Onkologie. Das konventionelle Vorge-
hen in der ,,offenen Neurochirurgie* schliefit dabei das meist grofflichige Eroffnen des
Schédels und die Schaffung eines Zugangs zum Tumor mit ein. Mit modernsten mi-
krochirurgischen Instrumenten kénnen insbesondere massive Tumoren in vielen Féllen
vollsténdig herausgeschélt werden. Der Nachteil dieser Methode, dafl gesundes Gewebe

verdrangt werden muf, ist bei groflen und tiefliegenden Tumoren besonders schwerwie-
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gend. Dennoch wird diese Resektion in allen méglichen Féllen vorgenommen, da nur
sie zu einer Entfernung aller malignen Zellen fithren kann.

Bei der Strahlentherapie dagegen bleiben die Tumorzellen im Korper. Das Ziel
der Behandlung ist die maximale Schédigung dieser Zellen bei gleichzeitig maxima-
ler Schonung des gesunden Gewebes. Diese Methode wird sehr héufig auch als adju-
vante Therapie zur Mikrochirurgie verwendet, um nach einer Entfernung des Tumor-
kerns méglicherweise im Gewebesaum verbliebene Tumorzellen abzutéten. Eine moder-
ne Auspriagung der Strahlentherapie ist die Konformationstherapie mit hochenergeti-
schen Photonen [SSPT93], bei der Strahlen aus mehreren Richtungen im Zielvolumen
iiberlagert werden, um eine lokale Dosisiiberh6hung im Tumor zu erreichen. Der her-
vorstechendste Vorteil dieser Technik ist ihre Nicht-Invasivitét; es ist kein mechanischer
Eingriff in den Koérper erforderlich.

Eine andere Form der Strahlentherapie ist die stereotaktische interstitielle Radio-
therapie, bei der iiber eine diinne Nadel radioaktive Implantate unmittelbar im Tumor
plaziert werden, um diesen von innen heraus zu zerstrahlen [RGST87 NVTST93]. Diese
Methode ist vor allem bei langsam wachsenden Tumoren von Bedeutung, da die Zellen
der Strahlung iiber léngere Zeit ausgesetzt sind und sie somit auch bei langen Zellzy-
klen wirksam wird. Ein Nachteil aller Techniken der Strahlentherapie ist das Verbleiben
des abgetoteten Materials im Kérperinnern, das iiber lange Zeit nach der Operation
vom Korper selbst abgebaut werden muf}. Bei grofieren Tumoren koénnen in Folge der
Strahlenbehandlung Nekrosen entstehen, die entfernt werden miissen, da sie aufgrund
ihrer das gesunde Gewebe angreifenden Zellgifte dhnlich wie Tumoren wachsen und
andere Strukturen verdriangen kénnen (vgl. Abschnitt [.2).

Andere Behandlungsmethoden wie die Chemotherapie haben sich in der Neurochir-

urgie noch nicht durchgesetzt.

1.4 Stereotaktische Laser-Neurochirurgie

Die Grundidee der stereotaktischen Laser-Neurochirurgie, die im folgenden vorgestellt
werden soll, ist der perkutanen Strahlentherapie mit radioaktiven Praparaten verwandt,
da auch hier der Tumor von innen heraus angegangen wird. Eine Ubersicht der vorge-
schlagenen Operationsmethode zeigt Abbildung [.3.

Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der Methode sind die schonenden Eigenschaf-
ten von Pikosekunden-Laserpulsen bei der Abtragung von neuronalem Gewebe [Fis93,
SGFETAE]. Der Ablationsprozefl beruht auf einer nicht-thermischen Wechselwirkung mit
geringen mechanischen Nebenwirkungen und ist sehr gut lokalisiert. Entsprechend steht

im Mittelpunkt des Operationssystems ein leistungsstarker Pikosekundenlaser [G6£96).
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Strahlfiihrung

10-Watt-Pikosekundenlaser

.
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: Grundring mit
& MR-Daten @ 4—‘ Zielbogen
OS]

Matching der
Bilddaten

Abbildung 1.3: Ubersicht der stereotaktischen Laser-Neurochirurgie [G6t96]

Uber einen Gelenkspiegelarm wird der Laserstrahl in eine speziell entwickelte Laser-
sonde eingekoppelt, die stereotaktisch in das Zielvolumen eingefiihrt werden kann. Eine
prézise Planung des Eingriffs auf der Basis von unmittelbar vor der Operation aufge-
nommenen CT- und MR-Datenséitzen ermdoglicht die Wahl eines schonenden Zugangs
in das Gehirn. Die Planung erfolgt in einem Koordinatensystem, das durch einen stabi-
len Grundring fest mit dem Schédel des Patienten verbunden ist. Uber einen Zielbogen
wird die Sonde in der bei der Planung berechneten Richtung in das Gehirn eingefiihrt.

Ist die Sonde im Ziel positioniert, wird der Fokus des Ablationslasers mit Hilfe
der Freiheitsgrade der Sonde dreidimensional iiber den Tumor bewegt und dieser von
innen heraus ablatiert. Um die optischen Elemente der Sondenspitze sauber und die
Gewebeoberflache feucht zu halten und um anfallende Gewebefragmente aus der Ope-
rationshohle zu entfernen, wird wahrend des Eingriffs durch die Sonde gespiilt und
abgesaugt. Dabei wird mit einem integrierten Druckmesser der Druck iiberwacht und
durch Zu- und Abfluf geregelt. Das zerstorte Gewebe verbleibt also nicht im Koérper;
es wird schon bei der Operation entfernt und kann daher nicht zu einer Nekrose fiihren.

Da eine solche Operation nicht unter Sicht des Chirurgen stattfindet, Gewebever-
schiebungen aber durchaus auftreten kénnen, wenn Tumorgewebe entfernt wird, mufl
eine Moglichkeit gegeben sein, eine intraoperative Uberwachung des Operationsverlaufs
durchzufithren. Diese Uberwachung umfaft weiterhin die Erkennung von grofen und
mittleren Blutgefafien, deren Verletzung ohne vorherige Koagulation vermieden werden
mu$.
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1.5 Moglichkeiten der Operationsiiberwachung

Zur intraoperativen Uberwachung kommen mehrere Verfahren in Betracht. Insbeson-
dere ist der Einsatz der Ultraschallbildgebung zu nennen, da entsprechende Geréte ver-
gleichsweise preiswert sind und in vielen Disziplinen routineméflig eingesetzt werden.
Zum Einsatz in der Neurochirurgie ist allerdings eine weitere Schideloffnung notig,
um den Schallkopf zur besseren Schallkopplung auf die Hirnoberfliche aufsetzen zu
kénnen. Dariiberhinaus kann die Bildorientierung relativ zu CT- und MR-Daten im
festen Koordinatensystem Probleme bereiten, da der Schallkopf in der Regel in der
Hand gehalten werden mufl und nur eine Schnittebene darstellt. Es gibt auch Ansétze,
Ultraschallsonden stereotaktisch zu positionieren, so daf3 die Bilder in einem festen
Koordinatensystem absolut eingeordnet werden kénnen [KLAQI3]. Inzwischen wer-
den auch dreidimensionale Ultraschallsonden kommerziell angeboten, mit denen erste
Studien auch in der Neurochirurgie durchgefiihrt werden.

Weiterhin ist an den Einsatz von Kernspintomographen (MRT) zu denken, mit de-
nen ebenfalls wihrend der Operation Schnitte durch das Operationsgebiet dargestellt
werden konnen. Besonders attraktiv erscheinen dabei offene Kernspintomographen, bei
denen der Chirurg guten Zugang zum Patienten hat. Fiir den Einsatz in der Stereotaxie
sind jedoch auch verschiedene Modelle geschlossener Geréte praktikabel, da diese Ope-
rationen nur wenige Eingriffe durch den Neurochirurgen erfordern. Nachteil der offenen
Tomographen gegeniiber geschlossenen Systeme ist die noch geringe Auflosung und der
langsamere Bildaufbau. Eine Schwierigkeit bei allen Systemen bringt die Tatsache mit
sich, daf§ elektrisch leitende und ferromagnetische Materialien die Bildaufnahme storen.
Da die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Sonde im momentanen Entwicklungsgrad
aus Edelstahl, Aluminium und Messing besteht und mit Schrittmotoren angetrieben
wird, sind Storungen der MR-Bildaufnahme besonders im interessanten Bereich um
die Sondenspitze zu erwarten, so dafl mit dem Labormodell noch kein Einsatz unter
MRT-Uberwachung angestrebt wird.

Die Integration eines Endoskops in die Lasersonde ist eine weitere Moglichkeit, In-
formationen aus der Operationshohle zu erhalten. Die optische Bildaufnahme liefert
sehr gut aufgeldste Daten von der beleuchteten Gewebeoberfliche; echte dreidimensio-
nale Volumenbilder kann man dagegen nicht erhalten. Immerhin 148t sich die optische
Information aber in das stereotaktische Bezugssystem einordnen und auf diese Weise
beziiglich der dreidimensionalen off-line-Daten orientieren. Ein stereotaktisch verwen-
detes Endoskop muf, soll es in die Lasersonde integrierbar sein, denselben optischen
Kanal benutzen wie der Ablationslaser, und es darf keine weiteren optischen Elemente

innerhalb dieses Kanals bend6tigen.
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Abbildung 1.4: Prinzip eines starren Endoskops [HZ82]

Herkémmliche starre Endoskope, wie in Abbildung [[.4 zu sehen, benétigen im Tu-
bus weitere Abbildungslinsen, die mit Distanzstiicken fixiert sind. Da Reflexe an den
optischen Komponenten des Endoskops ebenfalls in das Auge des Beobachters oder auf
den CCD-Empfianger treffen wiirden, kann hier nicht durch den gleichen Strahlengang
beleuchtet werden, und das Licht muf} {iber einen weiteren Kanal zugefiihrt werden.
Hierzu werden in der Regel Lichtleitfasern eingesetzt, mit denen der Raum um den
Beobachtungskanal ausgenutzt werden kann. Durch die Beleuchtung mit weiffem Licht
und die Beobachtung mit dem Auge oder der Videokamera sieht der Arzt das Operati-
onsgebiet in d&hnlichen Farben wie in einer offenen Operation. Die Durchmesser solcher
Endoskope liegen zwischen 5 bis 8 mm, fiir urologische Untersuchungen bei Kindern
werden sogenannte Miniaturzystoskope eingesetzt, die noch kleinere Durchmesser von
3-4 mm besitzen.

Flexible Endoskope kénnen noch schlechter eingesetzt werden, da hier der Bildkanal
mit einem Glasfaserbiindel ausgefiillt ist, durch den der Ablationsstrahl keinesfalls ge-
leitet werden kann. Auflerdem sind solche Endoskope aufgrund ihrer Flexibilitét nicht
einsetzbar.

Weitere Probleme verursacht fiir solche Endoskope die Rotation der Sondenspitze.

Durch sie wiirde nicht nur der Ablationslaser auf der Gewebeoberfliche positioniert,
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sondern auch das Bild des Endoskops, wie in Abschnitt .5 beschrieben, im Kreis ge-
dreht und miifite mit Bildverarbeitungsalgorithmen in Echtzeit zuriickgedreht werden,
um dem Operateur ein lesbares Bild zur Verfiigung zu stellen. Zusammenfassend 1483t
sich sagen, dafl konventionelle Videoendoskope in Verbindung mit der vorgeschlagenen
Operationsmethode nicht geeignet sind, da sie durch den vorhandenen optischen Ka-
nal nicht gefiihrt werden kénnen, andererseits aber auch kein Raum fiir weitere Kanéle
geschaffen werden kann, ohne den Sondendurchmesser unakzeptabel zu vergrofiern.
Das in dieser Arbeit entwickelte konfokale Laserscanning-Mikroskop geht hier einen
anderen Weg, indem es den optischen Kanal des Ablationslasers mitbenutzt. Mit einer
konfokalen Detektion ist es moglich, Reflexe von den optischen Komponenten weitge-
hend zu unterdriicken. Das Prinzip und der Aufbau des Mikroskops sowie die Inte-
gration in die stereotaktische Lasersonde werden in den Kapiteln B bzw. @ ausfiihrlich

dargestellt.



Kapitel 2

Stereotaktische

Laser-Neurochirurgie

Die Entwicklung des konfokalen Laserscanning-Mikroskops ist Bestandteil eines um-
fangreichen interdisziplindren Gesamtprojekts, an dem mehrere Arbeitsgruppen mit
klinischer, technischer und grundlagenorientierter Ausrichtung beteiligt sind. Ziel die-
ser Kooperation ist die Realisierung eines laserbasierten stereotaktischen Operations-
systems fiir Tumorbehandlungen, funktionelle Eingriffe und Ablationen und Absau-
gungen von nekrotischen Geweben.

Auf klinischer Seite arbeiten Mitarbeiter der Klinik fiir Stereotaxie und funktionelle
Neurochirurgie der Universitét zu Koln und des Laboratoriums fiir experimentelle Neu-
rochirurgie und Neuroanatomie der Katholischen Universitdt Leuven (Belgien). Diese
Arbeitsgruppen waren auch fiir die Vorbereitung und Durchfiihrung der im Rahmen
dieser Arbeit vorgenommenen Tierversuche verantwortlich (siche Kapitel ). Dariiber-
hinaus wurden von diesen Partnern die medizinischen Randbedingungen definiert, die
experimentellen Zwischenergebnisse kritisch bewertet und die technische Funktiona-
litit aus der medizinischen Praxis heraus beurteilt. Am Deutschen Krebsforschungs-
zentrum (DKFZ) in Heidelberg werden interaktive Computerprogramme fiir die préizise
Planung und Verifikation von stereotaktischen Operationen, insbesondere auch fiir La-
sereingriffe [Dam96] entwickelt. Fiir die Druckregelung des Spiil- und Absaugsystems
der Sonde ist eine Ingenieursgruppe des Zentrums fiir Sensorsysteme und des Instituts
fiir Regelungs- und Steuerungstechnik der Universitéit Siegen verantwortlich. Die Ent-
wicklung des Nd:YLF-Lasers und der stereotaktischen Sonde wurde am Institut fiir
Angewandte Physik durchgefiihrt, von wo aus das Projekt auch koordiniert wird.

Im Rahmen eines von der Européischen Union geférderten Demonstrationsprojekts
werden zukiinftig auch industrielle Kooperationspartner an der Umsetzung der For-

schungsergebnisse mitarbeiten.

14
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2.1 Stereotaxie

Grundprinzip der Stereotaxie, die eine wesentliche Rolle fiir die schonende Anwendung
des Pikosekundenlasers im Gehirn spielt, ist die Festlegung von patientengebundenen
Koordinaten und die prézise Fithrung von Strahlung und diinnen Instrumenten in die-
sem Koordinatensystem. Die Basis des Koordinatensystems bildet in der Regel ein fest
mit dem Patientenschédel verschraubter Grundring (vgl. Abb. .1)). An diesem Grund-

Abbildung 2.1: Stereotaktisches System nach Riechert/Mundinger [Sch89]

ring konnen modular spezielle Lokalisatoren angebracht werden, die sich in Réntgen-,
CT- und MR-Aufnahmen abbilden und somit absolute Koordinaten in allen Schnittbil-
dern représentieren. Im einfacheren Fall der Rontgen-Bildgebung werden diinne Drahte
verwendet, die in einer wohldefinierten Orientierung zueinander und zum Grundring
befestigt sind. Bei der MR-Tomographie ist die Gestaltung dieser Lokalisatoren aufwen-
diger. Weil hier metallische Materialien das Magnetfeld storen, kommen beispielsweise
statt der Drahte mit paramagnetischer Fliissigkeit gefiillte Schliuche zum Einsatz. Aus
dem Abstand der Durchstofpunkte der Lokalisatoren in den Bildschichten werden die
z-Achse, aus ihrer Position die z- und y-Achsen bestimmt.

Diese Koordinaten bleiben iiber den stereotaktischen Grundring fiir den gesam-
ten Verlauf der Operation fest mit dem Patientenschéidel verbunden. Die stabile La-
gerung des Grundrings am Operationstisch wird genutzt, um eine absolute Position
des Zielvolumens in den Ortsraum zu iibertragen. So konnen beispielsweise externe

Strahlenfelder zielgenau aus verschiedenen Richtungen auf vorausbestimmte Zielpunk-



KAPITEL 2. STEREOTAKTISCHE LASER-NEUROCHIRURGIE 16

Slice: CT/ 1/16 £ 510204

Stereotactic Mode

Abbildung 2.2: Tomogramm einer Schédelschicht, aufgenommen
mit einem Computer-Tomographen. In der Schiadelmitte ist ein Tu-

mor angesiedelt [Tre95]

te appliziert weden. Dieses Verfahren der sogenannten Konformations-Strahlentherapie
wurde tatséchlich erst in Kombination mit Stereotaxie moglich.

Am Grundring kénnen auch Zielsysteme angebracht werden, die die prézise Fiithrung
von verschiedenen Instrumenten erlauben. Auch mit solchen Geréten haben sich mitt-
lerweile verschiedene stereotaktische Standardverfahren etabliert. Wie bereits in Ab-
schnitt [.3 erwahnt, kénnen mit Hilfe diinner Nadeln radioaktive Priaparate ausgewahl-
ter Dosis stereotaktisch implantiert werden. Als intrakavitdre Kontaktbestrahlung von
zystischen Kraniopharyngeomen wurde die interstitielle Radiotherapie erstmals be-
kannt. Weit haufiger werden heutzutage auch in Kliniken, die in der Regel nur offene
neurochirurgische Eingriffe durchfiihren, diinne Biopsienadeln unter stereotaktischer
Fithrung in auffillige Gewebebereiche eingestochen, um schonend Proben zur Unter-
suchung ihrer Histologie zu entnehmen.

Von immenser Bedeutung fiir die Methode der Stereotaxie sind die bildgebenden
Verfahren als Grundlage der Operationsplanung. Deshalb sollen zumindest die physi-
kalischen Prinzipien der wichtigsten Verfahren, der Computertomographie (CT) und
der Kernspintomographie (MRT), im folgenden kurz beschrieben werden.

Die Computertomographie basiert auf der Absorption von Rontgenstrahlung im
durchstrahlten Gewebe. Da bei klassischen Rontgentechniken zweidimensionale Pro-
jektionen des dreidimensionalen menschlichen Korpers aufgenommen werden, erhélt
man nur in Strahlrichtung gemittelte Intensitédtswerte, so dafy nur sehr grofie Kontrast-

unterschiede, wie die zwischen Knochen und Weichteilen, sichtbar werden.
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Die CT-Technik ist dagegen in der Lage, einzelne Schichten in Rontgenstrahlrich-
tung aufzunehmen. Dazu wird der Rontgenstrahl auf diese Ebene begrenzt und hinter
dem Meflobjekt ebenfalls in dieser Ebene mit mehreren Detektoren erfafit und di-
gitalisiert. Durch gemeinsame Rotation der Rontgenquelle und der Detektoren sind
Projektionen aus verschiedenen Winkeln méoglich, aus denen anschlieBend durch eine
Radon-Transformation die zweidimensionalen Dichtewerte berechnet werden kénnen.
Der Vorteil gegeniiber den klassischen Techniken ist nun, daf§ diese Werte nur die Ab-
sorption des einzelnen Bildpunktes widerspiegeln und keine Integration iiber den gan-
zen Strahlweg beinhalten. Dadurch konnen wesentlich geringere Kontrastunterschiede
detektiert werden, die eine Differenzierung von Strukturen innerhalb der Weichteile,
wie z.B. im Gehirn, erméglichen.

Verschiebt man das Objekt senkrecht zur Schichtebene, kann ein dreidimensionaler
Datensatz des Mevolumens erzeugt werden, in dem neben der Diagnose von krank-
haften Prozessen auch die dreidimensionale Planung eines stereotaktischen Eingriffs
erfolgen kann. Abbildung B.2 zeigt einen Schnitt durch den Schédel eines Tumorpati-
enten, der mit einem CT erstellt wurde. Der Tumor ist in der Mitte des Schédels zu
erkennen, ebenfalls sichtbar ist die Verdrangung der Seitenventrikel und deren Asym-
metrie. Um die Meflpausen beim Verschieben des Patienten zu umgehen, wird beim
Spiral-CT wahrend der Rotation der Aufnahmeeinheit der Patient kontinuierlich ver-
schoben.

Ein weiteres Verfahren zur Gewinnung dreidimensionaler Schnittbilder des Korper-
innern stellt die Kernspintomographie dar. Ausgenutzt wird hierbei die Tatsache, dafl
die Kernspins in einem dufleren Magnetfeld mit einem Hochfrequenzpuls der genau pas-
senden Larmorfrequenz angeregt werden konnen. Die Relaxation dieser Spins héngt
sehr stark von der magnetischen Kopplung des zugehorigen Atoms mit der direkten
Umgebung ab, so daf} die gleichen Atome, in unterschiedlichen Molekiilen gebunden,
jeweils andere Relaxationszeiten zeigen. Dies ermoglicht eine Unterscheidung verschie-
dener Gewebearten und damit einen Weichteilkontrast, der mit Rontgenstrahlung nicht
erreichbar ist. Zum Aufbau von Schnittbildern ist es nétig, die Kernspinsignale im
Raum zu lokalisieren. Durch Uberlagerung des homogenen #duBeren Magnetfeldes mit
Gradienten im Ort und in der Zeit kann erreicht werden, dafl die Larmorbedingung
nur an einzelnen Raumpunkten erfiillt ist, wodurch die detektierten elektromagneti-
schen Signale diesen Raumpunkten zugeordnet werden kénnen. In Abbildung ist
ein solches Schnittbild zu sehen. Es ist eine Aufnahme desselben Patienten und in etwa
derselben Schicht wie in Abbildung P22. Hier ist der Tumor noch besser zu erkennen,

es sind sogar noch Unterstrukturen im Tumor zu finden.
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Slice: MR/ 2/28 A 51020A

Image Mode

Abbildung 2.3: Tomogramm einer Schédelschicht, aufgenommen
mit einem Magnetresonanz-Tomographen. Zu sehen ist in etwa die-
selbe Schicht wie in Abb. 2.2 [Tre95]

2.2 Lasergewebewechselwirkungen

Wechselwirkungen von Laserlicht mit Gewebe fallen sehr unterschiedlich aus, wenn
man verschiedene Laserparameter zugrunde legt. Wichtige Parameter sind dabei die
Wellenlédnge, da sie die Absorptions- und Streuungseigenschaften bestimmt, und die
Pulsdauer, da sie nach Boulnois [Bong6] den prinzipiellen Wirkungsmechanismus be-
einflufit. Die Wechselwirkungszeit allein erlaubt schon eine grobe Klassifizierung der
unterschiedlichen Lasergewebewechselwirkungen. In Abbildung P-4 sind die einzelnen
Formen aufgetragen. In dem Diagramm wurden zahlreiche publizierte medizinische La-
seranwendungen und die zugrundeliegenden Phénomene zusammengestellt. Es ist klar
ersichtlich, dal die Energiedichten bei allen klinisch relevanten Lasern in einem Band
zwischen 1 und 1000 J/cm? liegen. Entsprechend kann man simtliche Wechselwirkungs-
arten gleichbedeutend in Abhéngigkeit von der Pulsdauer oder der Leistungsdichte be-
schreiben. Der Pulsdauerbereich variiert dabei zwischen vielen Minuten und einigen
Femtosekunden, die Leistungsdichten also zwischen 1072 und 10 W /cm?.

Bei langen Einwirkzeiten und sehr niedrigen Leistungsdichten findet man ausschlief3-
lich photochemische Wechselwirkungen. Das Standardbeispiel dieses Wirkungsmecha-
nismus ist die photodynamische Therapie, die zur Zerstérung von Tumorzellen ein-
gesetzt wird. Hier werden Farbstoffe injiziert, die sich zu einem geringen Prozentsatz

vermehrt in Tumorzellen anreichern und bei Anregung mit Licht bestimmter Wel-
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Abbildung 2.4: Lasergewebewechselwirkungen in Abhéngigkeit von
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lenldngen cytotoxisch werden. Beispiele fiir intensiv untersuchte Farbstoffe sind ver-

schiedene Hamatoporphyrinderivate (HpD) und Phthalocyanine.

Bei kiirzeren Bestrahlungszeiten mit kontinuierlichen Lasern bis hin zu Lasern im

Millisekundenbereich und entsprechend erhéhten Leistungsdichten treten thermische

Effekte in den Vordergrund. Je nach erzielter Temperatur wird das Gewebe in verschie-

dener Weise geschadigt. Tabelle B.1] zeigt die bei verschiedenen Temperaturen eintre-

tenden Gewebeverdnderungen.

Temperatur | Gewebeverdnderungen
43-45° Hyperthermie, Membranverinderungen und Schrumpfen
50° Abnahme der Enzymaktivitéit
62° Proteindenaturierung und Koagulation
80° Karbonisation
100° Vaporisation und Ablation

Tabelle 2.1: Thermische Gewebeeffekte nach [Bou86|

Klinisch eingesetzt werden vor allem COs- und Nd:YAG-Laser mit langen Pulsdau-

ern, die sich in ihrer Wellenldnge und damit ihrer Eindringtiefe stark unterscheiden.

Mit COs-Lasern wird in der Regel Gewebe verdampft, mit Nd:YAG-Lasern, die weniger

lokal absorbiert werden, wird ein gréflerer Gewebebereich koaguliert.
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Auch mit Lasern kiirzerer Pulsdauern werden Temperaturerhchungen beobachtet,
wenn sie ihre Energie nicht in andere Energieformen umwandeln und iiber eine ge-
wisse Zeit einwirken konnen. Die entstehende Schiadigung variiert mit der deponierten
Energie, d.h. mit der Dauer der Applikation und der Wiederholfrequenz der Laserpulse.

Bei Pulsdauern im Nanosekundenbereich gibt es eine besondere Wechselwirkungs-
art, bei der hauptséachlich Excimer-Laser mit Wellenldngen im Ultravioletten zum Ein-
satz kommen. Bei dieser photoablativen Wechselwirkung werden aufgrund der hohen
Photonenenergie Molekiilbindungen direkt aufgebrochen, so dafi lokal Gewebe abgetra-
gen wird. Excimer-Laser haben sich besonders in der Ophthalmologie zur refraktiven
Hornhautchirurgie bewahrt [SBWR7, [L7ERI]. Wegen des nichtthermischen Charakters
ist die photoablative Wechselwirkung vergleichsweise schonend fiir das umliegende Ge-
webe.

Die Wechselwirkung von Piko- und Femtosekundenlaserpulsen mit Gewebe ist eben-
falls durch eine hohe Genauigkeit mit geringen Schidigungszonen charakterisiert. Den
zugrundeliegenden Mechanismus nennt man plasma-induzierte Ablation, da durch die
hohen Intensitédten im Fokus ein Plasma geziindet wird [PS84]. Ausgehend von diesem
Plasma bildet sich eine Schockwelle, die schon in kiirzester Entfernung zu einer gewohn-
lichen Schallwelle relaxiert. Die Ausbreitung der Schockwelle wird von der Entstehung
einer Kavitationsblase begleitet. Alle drei Prozesse tragen gemeinsam zur Abtragung
bei. Das geringe Abtragungsvolumen eines einzelnen Laserpulses erfordert das Scannen
vieler Laserpulse iiber die Gewebeoberfliche, um ein grofleres Volumen zu entfernen.
Da Piko- und Femtosekundenlaser mit hohen Wiederholfrequenzen betrieben werden
konnen, sind makroskopische Abtragungen maoglich.

Das Abtragungsvolumen eines Laserpulses ergibt sich aus der lateralen Ausdehnung
und der Tiefe des erzeugten Einschuflkraters. Die Abtragungstiefe liegt fiir Energien
nicht weit iiber der Ablationsschwelle von rund 2044 J/cm? bei etwa 100 gm [EDGTO].
Typische Durchmesser der Kavitédten betragen etwa 100 ym. In histologischen Begut-
achtungen konnten in Nachbarschaft zur Laserlesion keinerlei thermische Schadigun-
gen nachgewiesen werden [SGFT96]. Die mechanischen Nebenwirkungen sind, wie in
Probenstrahlexperimenten gezeigt wurde, auf Bereiche von maximal 300 um begrenzt
[THLBY94, FJBY5]. Die gezielte Plazierung vieler Laserpulse erlaubt aufgrund dieser
charakteristischen Eigenschaften die Abtragung vorgegebener Volumina mit hoher Ge-

nauigkeit und geringen Nebeneffekten.
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Abbildung 2.5: Aufbau des Nd:YLF-Pikosekundenlasers [G6t96]

2.3 Pikosekunden-Lasersystem

Im Gesamtsystem der stereotaktischen Laser-Neurochirurgie nimmt der Laser eine zen-
trale Funktion ein. Das hier zum FEinsatz kommende Lasersystem ist ein zweistufiger
Nd:YLF-Festkorperlaser mit einer Wellenldnge von 1053 nm. Um energiereiche ultra-
kurze Laserpulse mit hoher Repetitionsrate zu erzeugen, besteht es aus einer pulsge-
nerierenden Komponente, dem Oszillator, und einer pulsverstéirkenden Komponente,
dem regenerativen Verstirker [FDGT94, BBSS7). Eine Ubersicht {iber das System zeigt
Abbildung 235.

Im Oszillator wird ein kleiner Nd:YLF-Kristall von 4 mm Lénge von einer Laser-
diode longitudinal gepumpt. Die Riickseite des Laserkristalls ist hochreflektierend ver-
spiegelt und dient als Resonatorspiegel. Der zweite Resonatorspiegel besitzt einen Re-
flektionsgrad von 90%. Zur Erzeugung von Pikosekundenpulsen wurde ein akustoopti-
scher Modulator in den Resonator gebracht, der von einem externen Frequenzgenerator
mit einer Frequenz angesteuert wird, die der halben Umlauffrequenz eines Pulses im
Resonator entsprichtf]. Das Prinzip des akustooptischen Modulators beruht darauf,
daB durch eine leistungsstarke akustische Stehwelle in einem LiNbOj3-Kristall ein Bre-
chungsindexgitter sinusféormig ein- und ausgeblendet wird, an dem der transmittierte
Lichtstrahl gegebenenfalls gebeugt wird. Durch die Synchronisation mit dem umlau-

fenden Lichtfeld entstehen iiber aktive Modenkopplung [Sie86] ultrakurze Laserpulse,

IEntscheidend fiir die Modulation sind die Nulldurchginge. Da pro Periode zwei Nulldurchginge
genutzt werden kénnen, geniigt die halbe Frequenz.
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deren Pulsdauer u.a. von der Verstiarkungsbandbreite des Lasermediums abhéngt. Mit
dem hier verwendeten Nd:YLF-Oszillator konnten Pulsdauern bis hinunter zu 20 ps
erzielt werden [L6s92, G6t93]. Das Brewsterfenster im Resonator dient der Selektion
einer definierten Polarisationsrichtung, was bei dem Lasermedium Nd:YLF gleichzei-
tig einer Auswahl der Wellenldnge entspricht, die bei orthogonaler Orientierung bei
1047 nm liegen wiirde. Der elektrische Feldvektor schwingt parallel zur Papierebene.

Der Oszillator liefert einen Ausgangspulszug von energieschwachen (ca. 0.2nJ) Pi-
kosekundenpulsen mit einer Repetitionsrate von etwa 160 MHz, was gerade der Um-
lauffrequenz im Resonator entspricht.

Durch geschicktes Schalten der Pockelszelle im Resonator des regenerativen Ver-
starkers konnen mit variabler Wiederholfrequenz einzelne Pulse aus diesem Pulszug in
den regenerativen Verstarker eingefangen und in mehreren Umléufen verstiarkt werden.
Die Pockelszelle enthélt einen LiNbO3-Kristall, der bei Anliegen einer Spannung von
etwa 1.5kV wie ein \/4-Pldttchen wirkt und ohne Spannung keinen Einfluf§ auf den
Polarisationszustand hat.

Bei zunéchst noch ausgeschalteter Pockelszellenspannung kann ein am Faraday-
Rotator und A/2-Pldttchen in die vertikale Polarisationsrichtung gedrehter Laserpuls
iiber den Polarisator in den regenerativen Verstédrker eingekoppelt werden. Der zwei-
malige Durchgang durch das A/4-Plittchen dreht den Polarisationszustand um 90°, so
daB das Licht durch den Polarisator in die rechte Resonatorhilfte gelangen kann. Da
ein erneutes zweimaliges Passieren des A/4-Plittchens das sofortige Auskoppeln des
Pulses nach nur einem einzigen Durchlauf durch die Laserkristalle bewirken wiirde,
wird nun die Pockelszelle ebenfalls auf A\/4-Spannung geschaltet. Ein Puls durchlauft
insgesamt vier optische Elemente mit \/4-Phasenverschiebung, so daf§ seine Polarisa-
tionseigenschaften effektiv erhalten bleiben und er stets am Polarisator transmittiert
wird. Der Puls bleibt solange gefangen, wie die Spannung anliegt. Das Ausschalten der
Spannung fithrt zum Auskoppeln des Pulses. Der Vorgang des Ein- und Auskoppelns
kann bis zu 1500 mal pro Sekunde wiederholt werden.

Als Verstarkungsmedium im regenerativen Verstarker dienen zwei 7.6 cm lange und
4mm dicke, lampengepumpte Nd:YLF-Laserstébe. Die beiden Resonatorspiegel weisen
einen Reflektionsgrad von nahezu 100% auf. Die Kriimmungsradien wurden gemein-
sam mit den Brennweiten des resonatorinternen Teleskops so bestimmt, dafl durch
Anpassung der Strahldurchmesser an keiner Stelle im Resonator die Zerstorschwellen
tiberschritten werden [Gro96]. Zur Modenselektion befindet sich vor dem rechten Re-
sonatorspiegel eine Lochblende. Durch Variation des Blendendurchmessers kann der

TEM-00-Mode gegeniiber hoheren Moden bevorzugt werden.
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In Tabelle 2.7 sind die typischen Kenndaten des beschriebenen Lasersystem zusam-

mengestellt.
Lasermedium Nd:YLF
Wellenlénge 1053 nm
Pulsdauer >30ps
Pulsenergie 1.5mJ
Repetitionsrate 0-1kHz, variabel
Mittlere Leistung bei 1kHz | 1.6 W

Tabelle 2.2: Typische Kenndaten des Lasersystems

2.4 Stereotaktische Lasersonde

Zur gezielten Applikation des Pikosekundenlasers wurde eine spezielle Sonde entwickelt,
die an einem stereotaktischen Zielsystem direkt in das Zielvolumen gefiithrt werden
kann. Primér mit der Ablation verbunden sind zwei unterschiedliche Aufgaben dieser
Lasersonde. Zum einen wird mit Hilfe eines Spiegels und einer Linse der Fokus des
Lasers iiber das Gewebe im Zielgebiet bewegt. Zum anderen werden die abgetrage-
nen Gewebefragmente in Spiilfliissigkeit aufgeschwemmt und aus der Operationshohle
entfernt. Diese Aufgaben wurden durch die Konstruktion der Sondenspitze mit drei
ineinanderliegenden Rohren verwirklicht, die in sich und gegeneinander verschoben
werden kénnen. Die dritte Aufgabe ist die Uberwachung des Operationsverlaufs mit
dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten konfokalen Mikroskop. Da der detaillierte
Aufbau der einzelnen Komponenten auch wesentlichen Einflufl auf das optische und
mechanische Design des Mikroskops hat, wird die Lasersonde gemeinsam mit diesem
in Kapitel @] ausfiihrlicher vorgestellt. An dieser Stelle sollen jedoch wenige Aspekte
vorweggenommen werden.

Das konfokale Laserscanning-Mikroskop wurde in Form einer kompakten optischen
Bank realisiert, die unmittelbar iiber dem etwa faustgroffen Sondenkopf angebracht
wurde. Die gesamte Sonde ist in Abbildung P1§ in einer etwas ungewchnlichen Einstel-
lung am stereotaktischen Zielbiigel montiert. Die Sonde ist insgesamt etwa 60 cm lang
und 2.6 kg schwer. Um ein schlankes Design zu erhalten, wurden der Grofiteil der elek-
tronischen Zubehorteile und die der Bewegung der Optiken dienenden Schrittmotoren
nicht direkt an der Sonde befestigt. Auch die Laserdiode des Mikroskops steht abseits
der Sonde und wird iiber eine Glasfaser zugefiihrt. Die Sondenspitze, die letztendlich in

das Gehirn des Patienten eindringen muf, weist einen Auflendurchmesser von 5.5 mm
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Abbildung 2.6: Die Lasersonde

auf. Bei Beriicksichtigung der Wandstérken der einzelnen Rohre sowie der Spiilkanéle
verbleibt im Innern ein optischer Kanal mit einem Durchmesser von 2.8 mm, iiber den
nicht nur der Ablationslaser gefiihrt sondern in dem auch die gesamte Bildgebung aus-
gefiithrt wird.

Entsprechend der geringen Dimensionen der Sondenspitze miissen miniaturisierte
optische Komponenten eingesetzt werden. Eine Auswahl dieser Komponenten ist in
Abbildung 2.7 zusammengestellt.
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Abbildung 2.7: Die Optiken der Sondenspitze mit GroBenvergleich. Links ist die Linse
mit 33mm Brennweite zu sehen, darunter ein Umlenkspiegel und eine 26 mm Linse.

Ein auf der Sondenspitze montierter Spiegel ist rechts abgebildet.



Kapitel 3

Konfokales

Laserscanning-Mikroskop

Ein Laserscanning-Mikroskop ist ein optisches System, das Bilder von kleinen Objek-
ten punktweise aufnimmt. Im Gegensatz zum normalen Lichtmikroskop wird nicht ein
zweidimensionales Gesamtbild aufgenommen, sondern jeder Punkt des Objekts wird
einzeln gemessen und danach wieder zu einem zweidimensionalen Bild zusammenge-
setzt. Dabei {iberstreicht der Beleuchtungsstrahl das Objekt, er ,scannt® es ab.

Um dieses Scannen zu erreichen, mufl entweder das Objekt unter dem Laserstrahl
bewegt oder der Laserstrahl iiber das feststehende Objekt bewegt werden. Die erste
Moglichkeit kann nur bei kleinen Objekten angewandt werden, die noch leicht zu bewe-
gen sind. Im Falle der Neurochirurgie kommt selbstverstandlich nur das Bewegen des
Lasers in Betracht.

Einfaches Bewegen eines Laserstrahls ist mit Drehspiegeln zu erreichen. In diesem
Aufbau werden auch noch andere Verfahren eingesetzt, wie das Verschieben des ge-
samten Mikroskops und das Drehen des letzten Umlenkspiegels, die aber erst spéter

erlautert werden.

3.1 Scanner

Scanner haben die Aufgabe, mit Hilfe eines optischen Elements wie z.B. einem Spie-
gel die Richtung des Laserstrahl zu éndern. Mit einem drehbaren Spiegel kann man
einen Strahl in einer Richtung in ein facherférmiges Strahlenbiindel umwandeln. Die

Bewegung des Spiegels kann dabei auf unterschiedliche Weise erfolgen:

e Galvanometer-Scanner: Die drehbare Achse eines Elektromotors ist mit einer

Drehstabfeder fixiert. Wird auf die Spule des Motors ihr eigenes Bewegungssi-

26
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gnal zuriickgekoppelt, arbeitet er als resonanter Scanner mit grofer Amplitude
bei hoher Frequenz.

Steuert man den Strom des Motors iiber eine Regelungsschaltung, die ein Po-
sitionssignal des Scanners mit der Sollposition vergleicht, kann man sehr genau

bestimmte Positionen oder Bewegungsmuster einstellen.

e Drehspiegel: Hier rotieren ein oder mehrere Spiegel eines Polygons mit hoher
Drehzahl, so dafl hohe Frequenzen und eine hohe Linearitdt erreicht werden

konnen.

e Akustooptische Deflektoren: Licht einer Wellenldnge wird am Brechungsindexgit-
ter akustischer Kristallschwingungen gebeugt. Uber die Frequenz der Schwingung

kann der Ablenkwinkel eingestellt werden.

Um aus der Drehung eines Spiegels eine Ortsbewegung zu erhalten, mufl man die Win-
keldrehung des Strahls in eine laterale, moglichst in einer Ebene fokussierte Bewegung

umsetzen.

3.2 Definition von Scan und Strahl

Bei der Abbildung eines gescannten Strahls mufl man sowohl den Strahl selbst, als
auch seine Ausbreitungsrichtung beriicksichtigen. Deshalb bietet es sich an, fiir diese
Strahleigenschaften die folgenden Begriffe zu definieren (Abb. B.1)):

e der Strahl ist die Einhiillende des elektromagnetischen Feldes zu einem bestimm-

ten Zeitpunkt,
e der Scan ist die Einhiillende der Symmetrieachsen aller Strahlen im Scanbereich.

Die Wirkung eines optischen Systems mufl sowohl auf den Strahl selbst, als auch auf
den Scan, beriicksichtigt werden. Der Strahl mufl unter Beriicksichtigung der physikali-
schen Optik (Gaufl’sche Strahlausbreitung) berechnet werden. Im Gegensatz dazu kann
der Scan mit Methoden der geometrischen Optik berechnet werden, denn er beschreibt
nur die Eigenschaften der Symmetrieachsen der Einzelstrahlen und kann deshalb einen
infinitesimalen Schnittpunkt im Fokus erreichen, ohne physikalischen Gesetzen zu wi-

dersprechen.

3.2.1 Abbildung des Scans

Will man den Strahl in mehreren Richtungen scannen, mufl man die scannenden Ele-

mente an ortsfesten Punkten des Strahls positionieren. Solche Punkte bilden jeweils
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Strahl

Scan

Abbildung 3.1: Definition von Strahl und Scan

f,
Abbildung 3.2: Transformation des Strahl- oder Scandurchmessers mit einem Teleskop

die Pupillen des Scans, d.h. die Orte, in denen sich alle Symetrieachsen schneiden.
Idealerweise erfiillen die Brennpunkte von Linsen diese Anforderungen (siche Abb.
B.1l). Ordnet man Linsen im Abstand d=f;+f; an, so erhédlt man ein afokales oder 4-
f-System, das sich durch die Transformation einer Scanpupille vor den beiden Linsen
auf eine Pupille dahinter auszeichnet. Wie in Abb. B.1] zu sehen, werden durch diese
Anordnung parallele Strahlen wieder in parallele Strahlen transformiert. Abhéingig von
den Brennweiten der Linsen werden dabei Scanwinkel und Strahldurchmesser wie folgt
verdndert (siehe Abb. B.2):
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Abbildung 3.3: Transformation des Scanwinkels

_ S
oy = arctan | = tan o (3.2)
f2
Fiir kleine Winkel gilt ndherungsweise (vgl. Abb. B.3):
g = %Ozl (33)

3.2.2 Abbildung des Strahls

Die Abbildung des Strahls kann nicht einfach geometrisch berechnet werden, da hier-
bei keine Beugungseffekte beriicksichtigt wiirden. Zur Beleuchtung in konfokalen Mi-
kroskopen kommen wegen ihrer Leistungsstdrke und Strahlqualitdt meist Laser zum
Einsatz. Im TEM-00-Mode erzeugen Laser einen Strahl mit Gauf’scher Intensitétsver-
teilung, der sich entsprechend der Gesetze fiir Gaufi’sche Strahlen transformiert. Aus
der Gauf3’schen Optik folgt insbesondere, daf§ der Fokus eines Strahls nicht, wie aus
der geometrischen Betrachtung folgt, unendlich klein ist. Durch Beugungseffekte des
Strahls selbst, der nicht unendlich weit ausgedehnt ist, und Beugungseffekte an der
Linsenoffnung ist die Fokusgrofle beugungsbegrenzt. Fiir den Fokus eines Gaufistrahls

gilt:
_M

W

Wo

(3.4)

mit: wy = halber Fokusduchmesser

w = halber Strahldurchmesser

Durch unterschiedliche Anordnung der Transformationslinsen lassen sich die folgenden
Scanschemata erzeugen (siche Abb. B.4):
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e Winkelscan: Die letzte Linse steht in der Pupille des Scans, die Symmetrieachse
des Einzelstrahls wird nicht von der Linse beeinflufit, so dafl der Ablenkwinkel
erhalten bleibt. Der Fokus des zuvor parallelen Strahls bewegt sich im Idealfall

in der Fokalebene.

e Parallelscan: Der Strahl wird um den vorderen Brennpunkt der Linse gedreht.

Somit sind alle Scans hinter der Linse parallel zueinander.

Winkelscan Parallelscan

Abbildung 3.4: Prinzip des Winkelscans und des Parallelscans

In beiden Fillen bewegt sich zwar der Fokuspunkt in der Fokalebene, beim Parallelscan
ist jedoch die Symmetrieachse des Scans parallel zur optischen Achse. Licht, das von
einer Ebene senkrecht zur optischen Achse reflektiert wird, kann auf dem gleichen
Weg durch die Linse und die restlichen Komponenten zuriickkehren. Beim Winkelscan
wird das reflektierte Licht einer solchen Oberfliche nicht wieder aufgenommen, sondern
verlait den Strahlengang. Nur Oberfichen, die zufélligerweise senkrecht zum Strahl

sind, oder Streulicht ergeben ein Signal.

3.3 Konfokale Detektion

Nachdem das Objekt beleuchtet ist, mufl das zuriickreflektierte Licht detektiert wer-
den. Wie oben dargestellt, kann dieses Licht bei einem Parallelscan den gleichen Weg
zuriick nehmen. Somit ist es nach der Scaneinrichtung wieder descannt, d.h. weder
Richtung noch Ort des Strahls dndern sich. Wird an dieser Stelle ein Strahlteiler in
den Strahlengang eingefiigt, kann das zuriickreflektierte Licht ausgekoppelt und detek-
tiert werden. Auf den Detektor fallt so prinzipiell alles Licht, das entlang der Achse des
Mikroskops reflektiert wird, nur begrenzt durch die Aperturen der Abbildungslinsen
und die Detektorgrofle.

Bringt man vor den Detektor eine weitere Linse in den Strahlengang und bildet
das Licht auf eine Lochblende ab, erhélt man ein konfokales Mikroskop (siehe Abb.
B.3). Nur Licht, das aus der Fokusebene reflektiert wird, kann durch die Lochblende

auf den Detektor gelangen. Licht aus dariiber- und darunterliegenden Schichten wird
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Beleuchtung

Strahlteiler | Detektor

Pinhole

Objekt

Abbildung 3.5: Das konfokale Prinzip

vor oder hinter der Lochblende fokussiert, so dafl durch die Blende nur ein geringer
Teil transmittiert wird.

3.3.1 Tiefendiskriminierung

Die Intensitdt entlang der optischen Achse des Beleuchtungsstrahls ist nach [Wol5T,

CCKRH, Grid?]:
sin(u/4) 2
I(u) =—F"—=| [ 3.5
= (") (35)

w= 2{ (%)22 . (3.6)

Abbildung zeigt diese Funktion in Abhéngigkeit der dimensionslosen Grofie w.

Im normalen Mikroskop ist die an einem Punktreflektor reflektierte Intensitét propor-

wobei fiir u gilt:

tional der Beleuchtungsintensitéit an der Stelle des Punktes, also proportional dieser

Funktion. Bestimmt man mit

.[1/2 = I(Ul/g) = ]./2[0

die Halbwertsbreite dieser Funktion, so erhélt man ein Maf fiir die Tiefenauflésung

eines Mikroskops. Die numerische Losung dieser transzendenten Gleichung ergibt den
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Abbildung 3.6: Tiefentransferfunktion von einfachem und konfokalem Scanningmikro-

skop

Wert /9 = 5.566 und mit Gleichung (B.6) kann z;,, aus der Brennweite f der Linse

und dem Strahldurchmesser a berechnet werden:

2
12 = % <i> Uy/2 (3-7)

™ a

Im Unterschied dazu bildet ein konfokales Mikroskop den Beleuchtungsfokus noch-
einmal auf die Lochblende vor dem Detektor ab. Die resultierende Tiefentransferfunk-
tion ist ebenfalls in Abb. B.f zu sehen (durchgezogene Linie). Sie unterscheidet sich
von der des einfachen Mikroskops in der Potenz des sin x/z-Terms. Durch die erneu-
te Abbildung des beleuchteten Punktes auf das Pinhole wird die Punktbildfunktion

quadriert, und man erhélt fiir die Tiefentransferfunktion des konfokalen Mikroskops:

I(u) = (%)4 Iy (3.8)

wobei u hier wieder wie in Gleichung (B.6) definiert ist. Bestimmt man die Halbwerts-

breite von I(u), erhélt man fiir den Parameter u, /o
U1/2 =4.008

und kann ebenfalls die Tiefenauflésung mit Gleichung (B.1) berechnen. Die Werte fiir
uy /o unterscheiden sich nicht sehr stark, allerdings gelten diese Berechnungen nur fiir
die Ubertragungsfunktion eines einzelnen Punktes. Betrachtet man ein dreidimensio-

nales Objekt, mufl auch die Umgebung diese Punktes beriicksichtigt werden. Im Falle
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des normalen Mikroskops wird von einer unscharfen Oberflache genau so viel Licht
detektiert wie von einer scharf abgebildeten. Das unscharfe Bild enthélt jedoch keine
Information des Objekts.

Das konfokale Mikroskop detektiert nur Licht aus dem Fokalpunkt, ist dort kein
reflektierendes Objekt, féllt auch kein Licht auf den Detektor. Objekte aulerhalb des

Fokalpunktes werden nicht unscharf, sondern gar nicht abgebildet.



Kapitel 4

Aufbau des verwendeten
Mikroskops

Das in dieser Arbeit entwickelte konfokale Mikroskop wurde speziell fiir den Einbau in
eine stereotaktische Neurochirurgiesonde konzipiert, so dafl sein Design sehr stark von
Aufbau und Aufgabe der Sonde beeinfluit wurde. Wesentliche Aufgabe des Mikroskops
ist die intraoperative Uberwachung des stereotaktischen Einsatzes der Lasersonde in
einer neurochirurgischen Operation. Wichtig ist die Erkennung der Oberflachenbeschaf-
fenheit der Ablationshohle und die Erkennung von Blutgefafien.

Durch die Kombination von Ablations-, Spiil- und Detektionsfunktionen in eine
einzige Sonde ergeben sich sowohl geometrische als auch optische Randbedingungen,

die vom Mikroskop eingehalten werden miissen.

4.1 Geometrische Anforderungen

Ein stereotaktisch gefiihrtes Instrument fiir die Neurochirurgie mufl moglichst lang
und diinn sein. Die entwickelte Sonde hat deshalb eine Arbeitsldnge von 120 mm und
einen maximalen Auflendurchmesser von 5.5mm. Der gesamte Teil der Sonde, der
in einer Operation in den Schédel eines Patienten eingefiithrt wird, ist aus Edelstahl
gefertigt, um eine gute Sterilisierbarkeit zu gewéhrleisten. Einzige Ausnahme bilden
die verwendeten Optiken in diesem Bereich. Sie sind natiirlich aus Glas und mit einem
medizinisch zugelassenen UV-hértenden Klebstoff befestigt.

Um mit der Sonde Tumoren mit einem Durchmesser von 5 cm behandeln zu kénnen,
muf} der Laser in diesem Volumen dreidimensional positionierbar sein. Deshalb besteht
die Sondespitze, die in Abbildung 1] dargestellt ist, aus drei konzentrisch angeordne-
ten Rohren. Mit einem Spiegel am Ende des mittleren Rohres wird der Laser an der

Sondenspitze um 90° abgelenkt. Das Rohr ist von auflen drehbar, so daffi durch Ro-

34
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Abbildung 4.1: Sondenspitze

tation des Spiegels eine Kreisbewegung des Laser moglich ist. Um ein Mitdrehen des
Hirngewebes an diesem Rohr zu vermeiden und um das Rohr zu stabilisieren, ist es von
dem &ufleren feststehenden Rohr umgeben. Dieses Rohr hat einen Auflendurchmesser
von 5.5mm und bestimmt den Durchmesser der gesamten Sonde.

Damit der Pikosekundenlaser das Gewebe abtragen kann, mufl er mit einer Linse
fokussiert werden. Die Linse befindet sich an der Spitze eines weiteren Rohres, das in
die beiden anderen Rohre gesteckt ist. Es stehen Linsen der Brennweiten 35 und 45 mm
in Wasser zur Verfiigung. In Abb. 2 ist die zerlegte Sonde zu sehen. Von oben nach
unten sind das Linsenrohr, das Spiegelrohr und das Fiihrungsrohr abgebildet.

Durch Verschieben der Linse gegen den Spiegel kann der Laserstrahl in variablem
Abstand zur Sondenachse fokussiert werden. Die letzte Bewegung wird durch eine ge-
meinsame Verschiebung der beiden inneren Rohre erreicht, so dafl der Ablationsla-
ser innerhalb eines Vollzylinders positioniert werden kann. Alle Bewegungen werden
von rechnergesteuerten Schrittmotoren ausgefiihrt, deren Rotation iiber flexible Wel-
len auf den Sondenkorper iibertragen werden [Kap9s]. Hier iibersetzen Zahnstangen,
Zahnrider und Gewinde die Wellendrehungen in Translations- und Rotationsbewegun-
gen der Sondenoptiken.

Die Zwischenrdume, die die drei Rohre bilden, dienen der Einkopplung der Laser-
strahlung und dem Spiil- und Absaugsystem. Zwischen dem dufleren und dem mittleren
Rohr ist der Absaugkanal, zwischen dem mittleren und dem inneren der Zufluf, und

im inneren Rohr werden die Laser geleitet.
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Abbildung 4.2: Die Einzelteile des Sondenkopfes

Sowohl um die Stabilitdt der Rohre zu gewéhrleisten, als auch um die Spiilkanéle

grofl genug zu halten, wurden fiir die Rohrdurchmesser die folgenden Mafle gewéhlt:

Rohr Innendurchmesser Auflendurchmesser
AuBeres Rohr: 5.2 mm 5.5 mm
Mittleres Rohr: 4.0 mm 4.3 mm
Inneres Rohr: 2.8 mm 3.0 mm

Somit bleibt fiir die Laser im Innern des Linsenrohres ein Kanal von 2.8 mm Durch-

messer frei, in dem der Mikroskoplaser noch gescannt werden mu#.

4.2 Optischer Aufbau

Wie im Kapitel B beschrieben, werden zum Aufbau eines konfokalen Mikroskops diverse
optische Elemente wie Strahlteiler, Scanner, Scantransformationslinsen, Fokussierlinsen
und Detektoren benotigt. Durch die Integration zweier Laser in die Sonde miissen
Optiken im Strahlengang beider Laser fiir beide Wellenldngen ent- bzw. verspiegelt

sein.
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Abbildung 4.3: Schema des eingesetzten konfokalen Mikroskops

4.2.1 Auswahl der optischen Elemente

Die Aufgabe der Sonde, Zylinder in einem Durchmesser von 5cm zu erreichen, be-
dingt eine Brennweite der Linse von 45 mm in Wasser. Da die Linse gleichzeitig den
optischen Kanal vom Spiilkanal trennt, befindet sich die Riickseite der Linse in Luft
und ihre Brennweite ist hier um das Brechungsindexverhéltnis 1.3 kiirzer und betrégt
35 mm. Thre Oberflichen miissen optimal fiir die Wellenldnge A=1053 nm des Nd:YLF-
Lasers entspiegelt sein. Ebenso mufl der Umlenkspiegel fiir diese Wellenldnge maximale
Reflexion erreichen.

Die Einkopplung des Mikroskoplasers mufl mit einem Strahlteiler erfolgen, der dem
Ablationslaser keine Verluste zufiigt. Leider sind die optimalen Ent- und Verspiegelun-
gen fiir beide Wellenlédngen nicht moglich, so dal jeweils beim Mikroskoplaser Verluste
hingenommen werden miissen.

Eine weitere Konsequenz betrifft die Position der ersten Linse der Scantransfor-
mation (L2 in Abb. [.3). Sie mufl hinter dem Einkoppelspiegel des Ablationslasers
angebracht werden, damit sie seine Strahlform und Intensitéit nicht beeinflufit. Der
Abstand dieser Linse von der Fokussierlinse bestimmt aber auch ihre Brennweite. In
die Berechnung gehen die Lénge des Linsenrohres von 135 mm, die Lénge des Linsen-
rohrhalters von 45 mm und die Brennweite der Fokussierlinse in Luft von 35 mm ein.
Weiterhin mufl geniigend Platz fiir den Einkoppelspiegel und den Verschiebeweg fiir

das Linsenrohr beriicksichtigt werden. Man erhélt somit fiir die Mindestbrennweite der
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Linse:

Lénge des Linsenrohres: 135 mm
Léange des Linsenrohrhalters: 45 mm
Montageraum und Verschiebeweg fiir Einkoppelspiegel: 35 mm
Brennweite der Fokussierlinse L1 in Luft: — 33 mm

= Abstand Zwischenbild im Sondenrohr und Linse L2

= Mindestbrennweite von L2: 182 mm

Die néchstgroflere erhéltliche Linse mit moglichst kleinem Durchmesser war eine Linse
mit einer Brennweite von f = 196 mm.

Fiir Linse L3 wiirde man nun gerne eine sehr kurze Brennweite wéhlen, um die
Gesamtlange des Aufbaus zu reduzieren. Dem widerspricht jedoch die Tatsache, dafl
beide Linsen neben der Scantransformation auch als Teleskop auf den Strahl wirken.
Eine sehr kurze Brennweite fiir L3 bedeutet deshalb auch eine Aufweitung des Strahls
um den Faktor fy/fs;. Verwendet man beispielsweise eine Linse mit der Brennweite
f3= i f2, und will man im Linsenrohr einen Strahl mit 0.8 mm Durchmesser erzielen,
muf der Strahldurchmesser vor den Linsen L3 und L2 0.2 mm betragen. Ein so diinner
Strahl ist leider nur auf Kosten der Divergenz zu erreichen. Fiir diese gilt ndmlich nach

[Yar4d]
o~ 2 (4.1)
TWo
wobei wy der halbe Durchmesser der Strahltaille ist. Damit betrigt die Divergenz
eines 0.8 mm Strahls 0.5 mrad, die eines 0.2mm Strahls dagegen schon {iber 2mrad.
Die einfachste Losung ist eine symmetrische, d.h. beide Linsen haben die gleichen
Brennweiten, also f3 = 196 mm.
Im riickseitigen Fokus von L3 kénnen nun die Scanspiegel plaziert werden. Fiir die
Gesamtlange des Aufbaus ist der Abstand zwischen Fokussierlinse und Scannerspiegel
entscheidend. Er betrdgt mit den obengenannten Werten fiir die Brennweiten und der

4 f-Anordnung von L2 und L3:
d=4-196 mm + 33 mm = 817 mm

Die Lénge von iiber 80 cm ist zu groff, um in einer linearen Anordnung der Optiken
realisiert werden zu konnen; der Strahlengang mufy gefaltet werden. Der Nachteil einer
Faltung ist, dafl weitere optische Elemente, wie Spiegel oder Prismen, in den Strah-
lengang eingebracht werden miissen, die zusétzliche Verluste erzeugen, die Justierung

erschweren und die Langzeitstabilitiat erniedrigen. Eine mehrfache Faltung wiirde daher
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Abbildung 4.4: Photo des aufgebauten Mikroskops

nur den Aufwand erhéhen und die optischen Eigenschaften des Mikroskops verschlech-
tern. Eine einfache Faltung des Strahlengangs hat zudem den Vorteil, dafl die schweren
Bauteile des Mikroskops, wie die Scanner, nicht am Ende, sondern in der Mitte des
Aufbaus angebracht werden konnen. Dies sorgt fiir eine stabilere Positionierung am
stereotaktischen Bogen, auf den nur ein geringes Drehmoment wirkt. Abbildung 3
zeigt den schematischen Aufbau des konfokalen Mikroskops, integriert in die Sonde,

und Abb. .4 zeigt eine Photographie des realisierten Aufbaus.

4.2.2 Scanfeldgrofle

Die gewahlte Geometrie der Sondenspitze, insbesondere die Lange und der Durchmes-
ser, beeinflufit die erreichbare Scanfeldgrofle.

Mit Hilfe des Strahlensatzes 148t sich diese Gréfle geometrisch berechnen. Entschei-
dend sind der Durchmesser der oberen Offnung des inneren Rohres, der Abstand dieser
Offnung vom Drehpunkt des Strahls und der Strahldurchmesser. Je nach Geometrie
konnte auch die untere Offnung eine Rolle spielen, hier jedoch wird sich zeigen, daf
diese Offnung keine weitere Einschriankung mehr darstellt.

Es gilt (siehe Abb. [L.5):

aq (05}
— == . 4.2
T1 T2 ( )

Die obere Offnung des Sondenrohres hat einen Durchmesser von 2.8 mm und ist

135mm — 33mm — 9mm = 93 mm
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L1

o

Abbildung 4.5: Skizze zu Gleichung (4.2)

von der hinteren Fokalebene der Fokussierlinse L1 entfernt. Nur innerhalb dieser Off-
nung kann der Diagnostiklaser gescannt werden. Fiir die maximale Scandiagonale gilt

also:

dia = alzagﬁ (4.3a)
T2
33 mm
= (2.8 —d) ——— . 4.3b
(28mm —d) - oo (4.3b)

Die Grofle des Scanbereichs hdngt vom Durchmesser d des Strahls in dieser Rohréffnung
ab. Gleichzeitig beeinflut der Strahldurchmesser die Fokusgréfie auf dem Objekt und
damit die Auflésung des Mikroskops. Aus der Wellenléinge A = 685 nm, der Brennweite

f =33mm und dem Strahldurchmesser d kann mit Gleichung (B.4)
685nm - 33 mm

dy =4 4.4
0 md (44)

der Durchmesser des Beleuchtungsfokus berechnet werden. Zwischen Scanfeldgrofie und
Auflésung mufl ein Kompromif§ gefunden werden. Ziel hierbei ist es, das Scanfeld in 20
Bildpunkte zu unterteilen, wiahrend Fokusdurchmesser und Punktabstand etwa iiber-
einstimmen. In Abbildung g sind dazu beide Bedingungen aufgetragen. Der Schnitt-
punkt beider Kurven ist der optimale Strahldurchmesser, und man erhélt d = 0.82 mm.
Damit betriagt der Fokusdurchmesser 35 um und die Scandiagonale 0.7 mm. Wie sich
zeigte, ist dieser Durchmesser sehr gut ohne weitere Optik im Beleuchtungsstrahlen-
gang zu erreichen, da der Laserstrahl hinter dem Kollimator des Faserkopplers den

Durchmesser d = 0.8 mm besitzt.

4.2.3 Fokus in der Pinholeebene

Um die Grofe der Lochblende vor dem Detektor festzulegen, ist der theoretische Fokus
des Detektionsstrahls in der Ebene der Lochblende zu bestimmen. Nimmt man an, das
reflektierte Licht, das den Riickweg bis in den Detektionszweig findet, hat den gleichen

Durchmesser wie der Beleuchtungsstrahl und ist ebenso parallel, kann man die Grofie
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Abbildung 4.6: Bestimmung des optimalen Strahlquerschnitts

des Fokus dieses Strahls in der Lochblendenebene vor dem Detektor bestimmen. Da
die Brennweite der Detektionslinse (L4 in Abb. f.J) 10 mm betrégt, gilt fir die Radien

B 685 nm - 10 mm

Wo = — = 5.5 pm (4.5)
und damit fiir den Durchmesser des Fokus
do = 2wy = 11 pm. (4.6)

AuBerhalb dieses Durchmessers befindet sich noch 1/e? der Intensitét des als gauBfor-
mig angenommenen Strahls. Um moglichst die gesamte Intensitdt mit dem Detektor
aufzufangen, mufl das Pinhole zwei bis drei mal gréfler als dieser Durchmesser sein.
Das niichstgrofere und verfiigbare Pinhole hat eine Offnung von 50 ym und wurde hier

verwendet.

4.3 Mechanischer Aufbau des Mikroskops

Um die Sonde mit dem Mikroskop unter stereotaktischer Fiihrung einsetzen zu kénnen,
muf} der gesamte Aufbau mit einem stereotaktischen Zielsystem positionierbar sein. Da
diese Systeme in der Regel zur Fithrung diinner und leichter Nadeln konstruiert sind,
muften die Sonde und das Mikroskop moglichst leicht und kompakt aufgebaut werden.
Wie in Abschnitt .2.7] auf Seite B§ beschrieben, war die Lénge des Lichtweges nicht
beliebig wéhlbar, sondern auf etwa 80 cm festgelegt. Um die Sonde dennoch handhabbar
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zu machen und besonders um sie am Zielsystem drehmomentarm befestigen zu kénnen,
war ein linearer Aufbau der optischen Elemente nicht moglich, der Stahlengang mufite
gefaltet werden.

Das schwerste Bauteil stellen die Galvanometerscanner mit ihrer Halterung dar.
Wird der Strahlengang einmal gefaltet, so befinden sie sich sehr nahe am Verbindungs-
punkt der Sonde zum Stereotaxiesystem und die Hebel werden moglicht kurz gehalten.
Eine dreifache Faltung wiirde dies wieder zunichte machen, erst eine vierfache wiirde
diesen Vorteil wieder mit sich bringen, allerdings wére der Langengewinn nur margi-
nal, da durch die Montage der nétigen Umlenkspiegel der Aufbau wieder langer wiirde.
Zusétzlich wird eine solche Konstruktion wesenlich empfindlicher gegen Stérungen und
der Justieraufwand wiirde stark vergroflert.

Zur Gewichtsreduktion sind alle Bauteile aus Aluminium gefertigt und in einem
Vierkantrohr angebracht. An diesem Rohr ist ebenfalls das Linsenrohr der Sonde be-
festigt, so dafl die Linse und das Mikroskop immer den gleichen Abstand besitzen. Zur
Veschiebung des Fokus ist das gesamte Mikroskop auf kugelgelagerten Verschiebeti-
schen gefithrt und mit der Fiithrungsschiene verbunden.

Da die beiden Galvanometerspiegel den Strahl um 90° ablenken, sind die Einkopp-

lung der Laserdiode und der Detektionszweig seitlich am Vierkantrohr befestigt.

4.4 Elektronik

Neben den optischen Komponenten sind zur Gewinnung digitaler gescannter Bilder
auch diverse elektronische Schaltungen nétig. Zum einen miissen das Mikroskop und
die Sonde gesteuert werden, und zum andern mufl das Lichtsignal des Mikroskops in
ein elektrisches Signal umgewandelt und aufbereitet werden, damit es vom Rechner

digitalisiert werden kann.

4.4.1 Steuerung des Mikroskops

Zentrale Bauteile des Scanning-Mikroskops sind die beiden Galvanometer-Scanner. Thre
Auslenkung wird iiber die Regelung des Stroms durch ihre Spulen bestimmt. Um bei un-
terschiedlichen Frequenzen der Scanner und damit auch unterschiedlichen Auslenkun-
gen bei gleichem Strom die Position sehr genau einstellen zu kénnen, besitzen sie einen
integrierten Positionsdetektor, der es ermdglicht, wihrend einer Bewegung die Position
zu iiberwachen und nachzuregeln. Mit Hilfe einer analogen PID-Regelschaltung kann
der Spulenstrom so geregelt werden, dafl die Galvanometerspiegelauslenkung iiber einen

weiten Frequenzbereich proportional zur Eingangsspannung ist. Erst weit oberhalb der
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Abbildung 4.7: Galvanometeransteuerung (AD) und Positionssensorsignal (PD)

physikalischen Resonanzfrequenz von 50 Hz bricht die Amplitude ein, aber auch Fre-
quenzen von 500 Hz sind noch mit ausreichender Amplitude zu erreichen. Bei der hier
verwendeten Maximalfrequenz von 500 Hz werden die Galvanometerspiegel zwar noch
ausreichend ausgelenkt, ihre Bewegung folgt allerdings nicht mehr direkt dem Ansteu-
ersignal; sie fithren nahezu eine Sinusschwingung aus und haben zum Eingangssignal
eine Phasenverschiebung von 90°. Durch die Ansteuerung mit einem Dreiecksignal ist
diese Bewegung im Bereich des Nulldurchgangs sehr linear und zum Scannen geeignet.
In Abbildung 7 sind das Signal des Analogausgangs der ADWINS&-Karte und das
Positionssignal des Sensors im Galvanometerscanner aufgetragen.

Bei der Bildaufnahme muf§ allerdings die Phasenverschiebung beriicksichtigt wer-
den, damit die digitalisierten Intensitédtswerte den richtigen Ortskoordinaten zugeord-
net werden konnen. Da die Position der Spiegel iiber analoge Ausgénge der spéter
in Abschnitt 4.4 beschriebenen Transputerkarte gesteuert wird, ist diese Korrektur

wahrend der Bildaufnahme méglich.

4.4.2 Lichtquelle

Als Lichtquelle des Mikroskops dient eine Laserdiode Toshiba TOLD-9150 mit einer

Wellenlédnge von 684.6 nm und einer Nennausgangsleistung von 30 mW. Um ihre Le-
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bensdauer zu verlangern, wird sie jedoch nur mit % ihrer Nennleistung betrieben.
Zur Regelung der Laserdiodenleistung wird ein Netzteil SK9710 der Firma Schéfter
& Kirchhoff eingesetzt. Seine Aufgabe ist es, die Leistung der Laserdiode moglichst
konstant zu halten. Die Leistung wird mit der in das Diodengeh&use integrierten Mo-
nitordiode gemessen und nachgeregelt. Dies ermdglicht ein besseres Einschaltverhalten,
d.h. ein schnelleres Erreichen einer konstanten Ausgangsleistung, und den automati-
schen Ausgleich von Alterungsprozessen in der Laserdiode.

Zu beachten sind hierbei Riickreflexe der optischen Bauteile vor der Laserdiode,
da diese Reflexe auch als Intensitdt mitgemessen werden, und eine Verdnderung der
Reflexe die Regelung dazu veranlafit, den gednderten Ist-Wert nachzuregeln, obwohl
sich die tatséchliche Ausgangsleistung nicht veréndert hat.

Treffen diese Reflexe nicht nur auf die Monitordiode, sondern auch auf den aktiven
Bereich der Laserdiode, wird ihre eigene optische Leistung {iber die externe Oberfliche
zuriickgekoppelt und man erhélt einen parasitdren zweiten Resonator. Die Konkurrenz
der beiden Resonatoren fithrt zu Modenoszillationen und so zu starken Intensitéts-
schwankungen. Nur durch starkes Verkippen des Kollimators und der Strahlformungs-

optiken ist eine Reduktion dieses Intensitétsrauschens moglich.

4.4.3 Signalaufbereitung

Nach dem Beleuchten des Objekts mufl das reflektierte Licht auch wieder detektiert
werden. Dazu wird es von einer Avalanche-Photo-Diodef] (APD) aufgefangen und in
elektrischen Strom umgewandelt. Eine solche Diode ist im Prinzip genauso aufgebaut
wie eine gewohnliche Photodiode, allerdings kann an sie eine Vorspannung von meh-
reren Hundert Voltf angelegt werden, ohne daf sie durchbricht. In der Diode erzeugte
Ladungstréager werden im Feld der &ufleren Spannung beschleunigt und konnen lawi-
nenartig weitere Ladungstriager freisetzen.

Ein integrierter Vorverstiarker wandelt den Photostrom in eine Spannung um, die
weiter verstirkt werden kann. Ebenfalls integriert ist eine Temperaturmefidiode, deren
Vorwértsspannung proportional zur Photodiodentemperatur ist. Sie dient der Kor-
rektur des thermischen Offsetdrifts und der Anderung der Durchbruchspannung. Be-
sonders die Offsetregelung ist fiir die Weiterverarbeitung notwendig, da nachfolgende
Verstarker die durch diesen Drift erzeugte Spannung ohne Korrektur so stark verstarken
wiirden, daf sie die Sattigungspannung ausgeben wiirden. Die Temperaturabhéngig-
keit der Durchbruchspannung bewirkt eine Anderung der Verstirkung des Avalanche-

Effektes und somit auch eine Temperaturabhéngigkeit des Ausgangssignals.

ITEG&G C30950E
hier bis zu 340V
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Abbildung 4.8: APD-Schaltung
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In Abbildung A§ ist der Schaltplan der externen APD-Elektronik zu sehen. Die
Temperaturdiode wird iiber einen Vorwiderstand mit 8 Volt Spannung versorgt, die an
ihr abfallende Spannung wird mit einem als Spannungsfolger geschalteten Operations-
verstirker impedanzangepafit. Das so vorbereitete Signal wird {iber einen abgestimmten
Widerstand auf die Ausgangsspannung der APD aufaddiert. An diesem Additionspunkt
wird zusétzlich eine regelbare Spannung hinzuaddiert, um eine absolute Verschiebung
des Nullpunktes zu ermoglichen.

Ein weiterer Ausgang des Temperaturverstirkers wird der externen Stomversorgung
zugefiihrt, die die Hochspannung +0.7 Volt /°C nachregelt. Erreicht wird dies mit einem
weiteren Operationsverstiarker, dessen Verstdrkung so eingestellt ist, dal er zusammen
mit dem regelbaren HV-Modul 521-5 den Temperaturgang der Diode zu 0.7 Volt/°C
erzeugt.

Das eigentliche Signal kann, nachdem es von Temperaturdrifts und Offset befreit
ist, mit einem noch am Mikroskop angebrachten rauscharmen und schnellen Operati-
onsverstéirker vom Typ LT1028 um den Faktor 50 verstérkt werden [Lin]. Nach einer
weiteren extern angebrachte Stufe wird das APD-Signal mit einer Gesamtverstiarkung

von 2500 an die Analogdigitalwandler der Steuerkarte iibergeben.

4.4.4 Auswertung mit intelligenter AD-Karte und PC

Zur Echtzeitsteuerung der Sondenbewegung und der Galvanometerscanner sowie zur
Bildgewinnung wird eine ADWINS8-Karte der Firma Jéger verwendet. Diese Karte be-
sitzt neben digitalen und analogen Ein- und Ausgéngen einen Inmos T 805 Transputer
als eigenen Prozessor. Dieser ermoglicht die quasiparallele Abarbeitung mehrerer Pro-
zesse unter Echtzeitbedingungen. Die Parallelverarbeitung wird vom Transputer durch
eine Hardwareimplementierung des Schedulers, der die Prozefzeit vergibt, unterstiitzt.
Somit sind sehr kurze Umschaltzeiten zwischen Prozessen hoher Prioritdt moglich. Bei
dem verwendeten T 805 mit 25 MHz Taktfrequenz betridgt die maximale Verzogerung
78 Takte [RSY1)], was einer Zeit von 3.12 us entspricht. Der ebenfalls on-chip eingebaute
Timer mit einer Auflosung von 1 pus ermoglicht so eine Synchronisation verschiedener
Prozesse mit einer absoluten Genauigkeit von 4 pus. Mit dieser Auflésung ist es moglich,
frequenzkritische Prozesse wie die Schrittmotorsteuerung bei einer Frequenz von 2 kHz
mit einem Fehler von 0.8 % anzusteuern, so dafl eine gleichméfiige Bewegung aus-
gefithrt wird. Noch kritischer ist die Ansteuerung der Galvanometerscanner, da diese
iiber der Resonanzfrequenz betrieben werden. Werden sie nicht mit einer gleichbleiben-
den Frequenz angesteuert, dndert sich die Amplitude und die Phase im Vergleich zum

Ansteuersignal und ihre Position ist nicht mehr genau genug bekannt.
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Die Bilddaten werden iiber einen AD-Wandler der Karte mit 12-Bit Auflésung

digitalisiert und in einem FIFO-Speicherf] zwischengespeichert.

4.4.5 Schrittmotoransteuerung

Uber die digitalen Ausgiinge steuert die ADWINS-Karte die Schrittmotoren, die fiir
die Bewegungen der Sonde zustindig sind. Aufgrund der unterschiedlichen Uberset-
zungen der Zahnridder ergeben sich fiir die einzelnen Bewegungen verschiedene Ge-
schwindigkeiten; so entspricht eine Umdrehung des Spiegelrohres 2000 Motorschritten,
eine Verschiebung des Spiegels um 1 mm 1500 Schritten und die gleiche Verschiebung
der Linse 500 Schritten. Alle Bewegungen kénnen gleichzeitig durchgefiihrt werden,
so dal wahrend der Rotation Linse und Spiegel verschoben werden konnen; ebenso
ist eine gemeinsame synchrone Bewegung von Spiegel und Linse moglich, was einer
Verschiebung der Tiefe des Ablationspunktes entspricht.

Um beim Anfahren und Stoppen der Schrittmotoren keine Schritte zu verlieren,
werden die Bewegungen gleichférmig beschleunigt und abgebremst.

Aus der bekannten Formel fiir gleichformig beschleunigte Bewegungen

1
s = 5@152 (4.7)
folgt fiir die Zeit t:
2s
t=4/— 4.8
- (48)

und damit fiir die Ableitung der Zeit ¢t nach dem Ort s

dt 1
— - . 4.9
ds 2as (4.9)

Nimmt man als natiirliche Schrittweite der Wegstrecke s gerade einen Motorschritt,

gilt fiir die Zeit zwischen zwei Schritten

[1 1

Damit héangt diese Zeit nur noch vom Ort, d.h. der Anzahl der bereits zuriickgelegten
Schritte, ab. Der Faktor \/m ist eine Konstante, die die Lange des ersten Zeitinter-
valls bestimmt und die Lange der Beschleunigungsrampe beeinflufit. Das Zeitintervall
At wird solange verkleinert, bis es gleich dem gewiinschten Schrittintervall wihrend

der Bewegung ist.

3First in first out: zuerst geschriebene Daten werden auch zuerst wieder ausgelesen
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4.5 Programm zur Steuerung, Bildgewinnung und

-darstellung

Die exakte Steuerung der Schrittmotoren iibernimmt ein Programm auf der ADWINS8-
Karte. Uber Timer-Aufrufe kénnen die Schrittintervalle auf ca. 4 us genau eingehalten
werden. Wihrend der Zeit zwischen den Pulsen ist der Transputer frei und wird zur
Bildaufnahme benutzt. Auch dieser Prozef ist sehr zeitkritisch und mufl deshalb mit
hoher Prézision vom Transputer abgearbeitet werden.

Den dritten Proze auf der Transputerkarte stellt der Datenaustausch mit dem PC
dar. Er ist insofern nicht zeitkritisch, da die Daten nicht zu exakten Zeiten iibertragen
werden miissen, allerdings muf3 der Transfer der anfallenden Daten in der gleichen Zeit
bewéltigt werden, in der sie digitalisiert werden, um eine unterbrechungsfreie Darstel-
lung zu gewahrleisten.

Die unterschiedliche zeitliche Prioritét dieser Prozesse kann sehr gut auf dem Trans-
puter nachgebildet werden. Er bietet ndmlich zwei Prioritdtsstufen an, die genau diesen

Anforderungen entsprechen.

e Prozesse mit hoher Prioritdt konnen alle anderen Prozesse unterbrechen, sobald
ein Ereignis eintritt, auf das sie warten. Solche Ereignisse sind das Erreichen einer

bestimmten Zeit (Timerevents) oder Signale am Eventeingang der Karte.

e Prozesse mit niedriger Prioritdt konnen Prozesse mit hoher Prioritdt nicht un-
terbrechen, aber erhalten Rechenzeit, sobald diese nicht aktiv sind. Existieren
mehrere Prozesse niedriger Prioritét, so wird ihnen Rechenzeit in Zeitscheiben

von je mindestens 1ms zugeteilt.

Um den Prozessor optimal auszunutzen und das erforderliche Zeitverhalten der Pro-
grammteile zu erhalten, ist es erforderlich, in Prozessen hoher Prioritdt nur das unbe-
dingt notwendige zu erledigen und alle zeitintensiven Tétigkeiten entweder im voraus

oder in niedriger Prioritdt auszufiihren.

4.5.1 Steuerung der Sondenbewegung

Das Modul zur Steuerung der Sondenbewegung hat die Aufgabe, die Schrittmotoren so
anzusteuern, dafl ihre Bewegung moglichst gleichméfliig und mit den Vorgaben aus Ab-
schnitt .43 erfolgt. Die notigen Zeitabstdnde kénnen berechnet werden, und anschlie-
Bend wird der Steuerprozefl in einen Wartezustand entsprechender Dauer versetzt. An
Bewegungen sind neben den Einzelbewegungen der Komponenten, wie Spiegelrohrdre-

hung und -verschiebung, sowie Linsenrohrverschiebung, auch kombinierte Bewegungen
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implementiert. Erstere dienen dem Anfahren bestimmter Anfangspunkte und der Ei-
chung der Sondenposition, letztere der Bewegung des Fokus iiber die Gewebeoberféche,
um Gewebe abzutragen und um Bilder aufzunehmen.

Die kombinierten Bewegungen orientieren sich sehr am Abtragungsverhalten des
Ablationslasers, da dies die Hauptaufgabe der Sonde darstellt. So mufl der Fokus
moglichst schnell iiber das Gewebe bewegt werden, um die Uberlagerung zu vieler
Pulse an einer Stelle zu vermeiden. Andernfalls wiirden das Gewebe erwarmt und die
Ablationseffizienz reduziert, da Pulse in bereits entfernte Volumina triafen. Es muf also
die schnellste Bewegung der Sonde als Grundbewegung dienen. Dies ist die Rotation
des Sondenspiegels. Da der Durchmesser der Ablationszone eines einzelnen Laserpulses
nach [Fis95] mindestens 100 um betrigt, sollten die Pulse zum Erreichen einer flichen-
deckenden Ablation mit einem Abstand von 50 ym auf dem Gewebe plaziert werden. Ist
die Frequenz der Laserpulse fest, mufl dazu die Rotationsgeschwindigkeit des Spiegels
dem Abstand des Fokus von der Sondenachse angepafit werden. Bei einer Pulsfrequenz
von 1kHz, wie sie fiir den klinischen Einsatz vorgesehen ist, mufl deshalb die Rotati-
onsfrequenz zwischen 3.2 Hz bei Ablation direkt am Sondenrohr und 0.4 Hz bei einem
Radius von 20 mm variiert werden.

Bisher sind zur Ablation zwei Bewegungsformen implementiert. Die erste ist die
Abtragung von Zylinderménteln, deren Hohe und Dicke, sowie der Vorschub der Hohe
wéhrend der Rotation gewéhlt werden konnen. Dieser Vorschub bestimmt, nach wel-
chem Drehwinkel die Hohe weitergestellt wird. Wird die maximale Hohe erreicht, wird
der Fokus um die Ablationstiefe nachgefahren und die Hohenbewegung in umgekehrter
Richtung fortgesetzt. Diese Bewegung eignet sich auch sehr gut zur Bildaufnahme, da
sie sehr ruhig verlduft und eine grofle Fliache pro Zeit {iberstrichen werden kann.

Die zweite Bewegungsform zur Ablation ist die Abtragung von Segmenten. Dazu
wird die Sonde nur in einem Segment gedreht, um in dieser Richtung gezielt Gewebe
abzutragen. Ebenso wie bei ganzen Rotationen werden Hohe und Fokusabstand je-
weils an den Umkehrpunkten nachgestellt. Diese Bewegungsform erfordert allerdings
in den Umkehrpunkten der Rotation sehr starkes Abbremsen und Wiederbeschleuni-
gen, wodurch Vibrationen erzeugt werden und im Mittel eine geringere Fléiche pro Zeit
iiberstrichen werden kann. Durch die Art des Antriebs, der, wie in Abschnitt .4 be-
schrieben, iiber biegsame Wellen erfolgt, ergeben sich zusétzliche Pausen der Rotation,
da das Spiel der Wellen erst iiberwunden werden mufl. Fiir den Bildaufbau ist dies
natiirlich stérend, da die Sondenposition nicht mit der Schrittzahl der Motoren iiber-
einstimmt. Beriicksichtigt man jedoch diese Rotationspausen, kann auch in diesem Fall

ein einigermafien zusammenhéngendes Bild erzeugt werden. Zur Kommunikation mit
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den {ibrigen Prozessen dienen gemeinsame Variablen, die sowohl die Bewegung unter-

brechen konnen, als auch der Scanroutine die aktuelle Position der Sonde mitteilen.

4.5.2 Bildaufnahme

Das zweite zeitkritische Modul stellt die Bildaufnahme dar. Aufgabe dieser Routine
ist es, die Galvanometerscanner anzusteuern und an genau definierten Positionen der

Scannerspiegel die Intensitét der Avalanche-Photodiode zu digitalisieren.

100.0

—— AD-Signal [1V]
—— PD-Signal [10mV]

|
[Ty
AWM i,
A A
AWy T,
TV

0.0

Signalspannung

b MW
L A AWV
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Abbildung 4.9: Galvanometeransteuerung (AD) und Positionssensorsignal (PD)

In Abbildung A9 ist das Signal dargestellt, das die Galvanometerbewegung steu-
ert. Es handelt sich um eine Dreiecksfunktion, die mit einer Treppenfunktion einzelner
Digitalwerte erzeugt wird. Um Prozessorzeit zu sparen, wird auflerhalb des Digitali-
sierungsintervalls (zwischen 0.25 und 0.75 ms im Diagramm) mit Intervallen doppelter
Dauer angesteuert. Die eigentlichen Datenaufnahme erfolgt also nur in einem Vier-
tel der Schwingungsdauer. Dies ist erforderlich, da zum einen nur in einer Richtung
gescannt werden kann — Hin- und Riickweg stimmen nicht mit ausreichender Genau-
igkeit iiberein. Zum anderen kann nicht die gesamte Bewegung ausgenutzt werden, da
aufgrund der Trigheit die Spiegelbewegung eher sinusformig ist. Die Bereiche an den
Umkehrpunkten sind nicht linear, um gleiche Pixelabsténde zu gewéhrleisten. Darum

wird nur in der Ndhe des Nulldurchgangs digitalisiert, die restliche Bewegung dient nur
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der Richtungsumkehr dem sogenannten Overscan. Die 20 Digitalwerte werden also in-
nerhalb von 500 us aufgenommen, was einer Aufnahmefrequenz von 40 kHz entspricht.
Zur Zwischenspeicherung werden die Werte in einen FIFO-Speicher geschrieben, von
wo aus ein unabhéngiger Prozefl niedriger Prioritdt die Daten wieder ausliest und an
den PC weitergibt. Zusétzlich zu den eigentlichen Daten werden die Sondenpositionen

wie Rotationswinkel und Hoheneinstellung mit jeder Scanzeile aufgezeichnet.

a) Ohne Rotationsausgleich: 0

| //4~\\|//4~\\| / /4=~ | /

b) Mit Rotationsausgleich:

Abbildung 4.10: Rotationsausgleich beim Linienscan

Um die Sondenrotation auszugleichen, mufl die jeweilige Position des Spiegels be-
riicksichtig werden. In Abbildung [.10 ist in a) der Verlauf der Scanlinien auf der Ob-
jektebene dargestellt, wenn die Sonde rotiert und die Scanlinie in einer festen Richtung
zum Sondengrundkorper schwingt.

Wird die Scanlinie nun ihrerseits mit der Spiegeldrehung mitgedreht, kann erreicht
werden, dafl die Scanlinie immer in Richtung der Sondenachse zeigt und so ein moglichst
grofier zweidimensionaler Streifen digitalisieren werden kann (Abb. b)).

Die Information iiber die Stellung des Spiegels erhélt das Scanmodul direkt vom
Steuermodul der Sondenbewegungen. Aus diesem Winkelwert kann die entsprechende

Ansteuerung der Scannerspiegel wie folgt fiir die erste Viertelperiode berechnet werden:

n

Tpos = cos(ay) - (0.5 — %> (4.11a)
: n

Ypos = sin(ay) - (0.5 - 2—0> (4.11b)

Um nicht bei jedem neuen Winkel Sinus und Cosinus erneut ausrechnen zu miissen,
bietet es sich an, die Werte zu tabellieren. Noch besser ist es die fiir die DA-Wandler
benotigten Werte selbst zu tabellieren. Da die Bewegung fiir eine Winkelstellung jeweils
mit Geraden angesteuert wird, reicht es aus, jeweils die x- und y-Abschnitte der Stei-

gung zu speichern, aus denen dann jeweils die néchste Position durch einfache Addition
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oder Subtraktion berechnet werden kann. Dies ist noch schneller als das Auslesen von
fertig berechneten Werten, da Zugriffe auf den Hauptspeicher mehr Zeit benétigen, als
Additionen von Registerwerten.

Das dritte Modul ist fiir die Kommunikation mit dem PC zusténdig. Es empfiangt
Befehle des PC’s und fiihrt die entsprechenden Routinen auf dem Transputer aus. Ent-
sprechend wartet es in einer Schleife immer auf einen Befehl des PC’s, wihrend der
Prozessor frei fiir Prozesse hoher Prioritat ist. Wichtigste Aufgabe ist allerdings die
asynchrone Ubertragung der Bilddaten des Scanmoduls an den PC. Da zur Darstel-
lung der Daten 256 Farben ausreichen, kénnen die Mefldaten von 12 Bit auf 8 Bit
reduziert werden, wodurch die notwendige Dateniibertragungsrate bei minimalem In-

formationsverlust halbiert werden kann.

4.5.3 Bilddarstellung

Auf dem PC angekommen, werden die Daten auf dem Bildschirm dargestellt. Dazu
wird den digitalisierten Werten entsprechend ihrer Grofle eine Farbe oder ein Grauwert
zugeordnet. Um diese Zuordnung moglichst schnell auszufiithren, wird eine Farbtabel-
le benutzt, die diese Umwandlung ohne weitere Berechnung erméglicht. Als Farbta-
bellen stehen neben einer Grauwertskala verschiedene Glithskalen zur Verfiigung, die
sich etwas im Farbverlauf unterscheiden und so unterschiedliche Kontrastdarstellung
ermoglichen.

Zur Anpassung der Intensitédtswerte kann sowohl ein Offsetwert subtrahiert werden,
als auch die Breite des dargestellten Intensitétsintervalls variiert werden.

Um Reflexe zu beriicksichtigen, kann fiir jeden Bildpunkt der Untergrundwert ein-
zeln gemessen und gespeichert werden, so dafl nur die vom Objekt reflektierte Intensitét
beriicksichtigt wird.

Mit einem weiteren Eichprozefl kann der Bildbereich bestimmt werden, der durch
das Sondenrohr abgeschattet wird. Dazu wird das Bild eines optimal streuenden Ob-
jekts, wie z.B. eines weilen Papiers, aufgenommen. Die abgeschatteten Bereiche werden
nicht die maximale Intensitét erreichen und sind damit zu erkennen. Bei der Darstel-
lung werden Werte aus diesen Bereichen einfach nicht dargestellt, so daf sie Werte aus
vorherigen Messungen nicht iiberschreiben.

Zur Darstellung wird eine Bildschirmauflosung von 1024 x 768 Pixeln gewahlt, da
so jeweils eine halbe Rotation von 1000 Winkeleinstellungen als Streifen auf dem Bild-
schirm in z-Richtung dargestellt werden kann. Die zweite Hélfte der Rotation wird in
der unteren Bildschirmhélfte angezeigt. In y-Richtung ist die Hohe der Pixelposition
im Gehirn kodiert. Die Information {iber die aktuelle Position des Fokus wird in der

rechten unteren Ecke in Form der Koordinaten von Héhe und Fokustiefe angezeigt.
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Abbildung 4.11: Verteilung der Programmfunktionen

Zu sehen ist ein solcher Bildschirmaufbau in Abbildung B.17 auf Seite [[1. Am unteren
Bildrand ist zusétzlich jeweils die Farbskala dargestellt.

Die Kommunikation des Benutzers mit dem Programm wird alleine auf dem PC
durchgefiihrt. Hier konnen sowohl die Bewegungen, als auch die Scanmuster und Bild-
darstellungsparameter eingestellt werden. AnschlieBend werden die entsprechenden Be-
fehle an die Transputerkarte iibergeben und ausgefithrt. In Abbildung E.T1] ist das
Zusammenspiel der einzelnen Programmkomponenten mit den zwischen ihnen ausge-

tauschten Daten dargestellt.
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Messungen

5.1 Vermessung der Apparatur

Zur Charakterisierung der Eigenschaften des Mikroskops und zu seiner Justierung wur-

den verschiedene Messungen und Tests durchgefiihrt.

5.1.1 Fokusmessung

In Abschnitt f.2.2 wurde mit der Bestimmung des optimalen Strahldurchmessers auch
der daraus resultierende Fokus des Mikroskopstrahls berechnet. In Abbildung b.1] ist

1.0

—— Gaul3fit: d=33 um
< MeRpunkte

0.8

0.6 -

Intensitat

04 r

0.2 -

oo L L
0.0 100.0 200.0 300.0
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Abbildung 5.1: Messung des Fokusdurchmessers in der Brennebene, 36 mm vor der
Fokussierlinse

o4
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Abbildung 5.2: Messung des Strahldurchmessers vor der Fokussierlinse

die Messung des tatséchlich realisierten Fokus zu sehen. Die Messung wurde mit der
Rasierklingenmethode ausgefiihrt, d.h. eine Rasierklinge wurde schrittweise seitlich in
den Fokus geschoben und hinter der Klinge mit einer Diode die noch nicht verdeckte
Leistung gemessen. Nimmt man an, es handle sich bei dem Strahl um einen Gauf3-
strahl, so ist des Einschieben der Klinge gerade eine eindimensionale Integration iiber
die Intensitétsverteilung des Strahls. Durch Anpassung der Strahlparameter kann der
Strahlquerschnitt bestimmt werden. Aus der Messung ergibt sich ein Fokusdurchmes-
ser von 33 um, der sogar noch kleiner als berechnet ist. Ursache hierfiir konnte eine
Dejustierung des Strahlquerschnitts sein, da dieser stark von der Position des Glas-
faserendes direkt vor dem Einkoppelkollimator des Mikroskops abhingt. Anderungen
dieser Position ergaben sich nach Neubrechen des Faserendes, das nach Zerstorung der
Faseroberfliche notig wird. In Abbildung b-2 ist eine Messung des Strahldurchmessers
zu sehen, bei der der Strahldurchmesser vor der Linse mit 1.3 mm zu grof3 eingestellt

ist.

5.1.2 Testmessungen

Zur Justierung des Mikroskops war es notwendig, genau bekannte Objekte aufzuneh-
men, um die Abbildungsqualitdt zubeurteilen. Dies stellt auch die einzige Moglichkeit
dar, zu kontrollieren, wie gut der gescannte Laserstrahl durch das innerste Sonden-

rohr gelangt, oder ob er durch den Rand des Rohres verdeckt wird. Weiterhin kann so
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Testtext zur Auflésungspriifung des Mikroskops
Leuven 20.6.1996: 123456 7 89 [||||||++++--

Abbildung 5.3: Gedrucktes Testobjekt in Originalgrofie

PRSI ik 2 0 : bitia

Pos:! z! 16288, h! a

Sondenbewegung bheendet.(W)iederholen, (S)peichern?

o I ] 255

Abbildung 5.4: Testtext, mit dem Mikroskop aufgenommen

die Einstellung der Phasenverschiebung zwischen Scanneransteuerung und Signaldigi-
talisierung kontrolliert werden. Dazu wurde beispielsweise ein Text ausgedruckt und
anschliefend mit dem Mikroskop betrachtet. Abbildung b3 zeigt ein solches Testob-
jekt in Originalgréfle, in Abbildung b.4 ist das zugehorige Mikroskopbild zu sehen.
Es zeigt einen Ausschnitt des Testobjekts, und zwar die zweite Zeile. Der gebogene
Verlauf der Schrift ist darauf zurtickzufiihren, daffi das Objekt nicht exakt in der Ro-
tationsebene des Fokus ausgerichtet war, die Anderung des AbbildungsmaBstabs am
rechten Ende des Ausschnitts wird durch den unterschiedlichen Abstand des Objekts
von der Rotationsachse der Sonde hervorgerufen. Am linken Bildrand erkennt man
noch die Streifenstruktur der Bildaufnahme, hier ist am unteren Ende der einzelnen
Streifen eine Abschattung durch das Sondenrohr aufgetreten. Die Schrift ist gut lesbar,
was zeigt, dafl die einzelnen Streifen sehr gut zusammengesetzt werden kénnen. Am
unteren Bildrand ist die Farbkodierung des Bildes abgebildet, hier ist es eine Gliihskala
mit 256 verschiedenen Farben, die allerdings in diesem Ausdruck nicht alle dargestellt

werden konnen.



Kapitel 6

in-vivo-Messungen

6.1 Experimente an Ratten

6.1.1 Tierversuche in Koln

Das entscheidende Kriterium fiir die Funktionalitdt des konfokalen Laserscanning-
Mikroskops ist die dem Arzt zur Verfiigung gestellte Bildqualitét, die einerseits durch
die tatsédchliche mikroskopische Bildauflosung, andererseits aber auch durch den Ge-
samteindruck des Monitorbildes bestimmt wird. Die mikroskopische Bildgiite wird
dabei nicht allein von den physikalischen Parametern, die in Kapitel p.1.2 ausfiihr-
lich dargestellt wurden, sondern vor allem von den morphologischen Bedingungen be-
stimmt. Bei der Hauptaufgabe des Mikroskops, der Erkennung von Blutgefaflen, ist
der detektier- und darstellbare Blutgefafi/ Gewebe-Kontrast von besonderem Interesse.
Realistische Abschétzungen des Potentials des Mikroskops sind mit einfachen Labormo-
dellen kaum moglich. Deshalb miissen bereits in der Entwicklungsphase Tierversuche
durchgefiithrt werden, wobei zum Test der grundsétzlichen Eigenschaften des Mikro-
skops zur Erkennung von Blutgefdfien Versuche an kleineren Tieren wie Ratten ausrei-
chen. So wurden die ersten in-vivo Experimente mit dem Nd:YLF-Pikosekundenlaser
und der stereotaktischen Lasersonde genutzt, um solche ersten Vorversuche an realisti-
schen Strukturen durchzufiihren.

Wiéhrend eines Forschungsaufenthalts an der Neurochirurgischen Klinik der Uni-
versitéatsklinik in Koln standen vierzig ausgewachsene Wistar-Ratten fiir erste Tests
von einzelnen Komponenten des in Abschnitt [[.4 vorgestellten Gesamtsystems zur ste-
reotaktischen Laser-Neurochirurgie zur Verfiigung. Der gemeinsam mit den Arzten in
Koln erstellte Versuchsplan sah als einen Schwerpunkt die Abtragung von Hirngewe-
be mit dem Pikosekundenlaser und die histologische Bewertung der Schadigungszonen

vor. Dabei war aufgrund der geringen Grofle der Rattengehirne geplant, zunéchst nur

57
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Abbildung 6.1: Aufnahme des Arbeitsbereichs im Tierlabor mit einer im Positionier-

system vorbereiteten Ratte

oberflachliche Ablationen — ohne Einstechen der Lasersonde in das Gewebe — vorzuneh-
men [G6t96]. Die Bewertung der Funktionalitét der Lasersonde war jedoch auch von
Bedeutung und konnte im Hinblick auf Positioniermoglichkeiten und klinische Einsetz-
barkeit von den Arzten, die die Moglichkeiten der neuen Operationsmethode beurteilen
miissen, erstmals iiber einen lédngeren Zeitabschnitt getroffen werden. Einen anderen
Schwerpunkt bildeten Druckmessungen des Hirninnendrucks bei Einfithren des Druck-
sensors in das Gehirn. Weiterhin war aber auch vorgesehen, Bildsequenzen mit dem
konfokalen Laserscanning-Mikroskop aufzunehmen und als zusammengesetzte Linien
darzustellen.

Die Ratten wurden vor den Versuchen mit Nembutal betdubt und in einem speziel-
len Positioniersystem fixiert. Durch eine grofiachige Entfernung des Schédelknochens
wurde das Gehirn teilweise freigelegt. Die Lasersonde mit dem konfokalen Mikroskop
wurde ohne genauere Orientierung an einem Stereotaxierahmen gefiithrt und konnte in
verschiedene Lagen relativ zur Schideloffnung gebracht werden. Abbildung B-1] zeigt
die Lasersonde und das Positioniersystem und gibt einen Eindruck des Arbeitsbereichs
auf dem Labortisch. Bei dem dargestellten Experiment handelt es sich um einen der
letzten beiden Versuche, bei denen die Sonde moglichst tief in das Gehirn der Ratten
eingefiihrt wurde. Bei gleichzeitiger Rotation der Sonde wurde der Druck gemessen,
um die Einfliisse von Puls und Atmung der Ratte sowie der Spiilung und der Sonden-
rotation auf diese Grofle zu ermitteln.

In allen vorausgegangenen Experimenten war die Sonde so positioniert worden,
daf} die Austrittsoffnung der Lasersonde quer zur Oberfliche bewegt werden konnte,
um sowohl flichige Abtragungen als auch oberflichliche Bildaufnahmen realisieren zu

konnen. Bei dieser Geometrie war ein Einsatz der Spiilung nur sehr schwer méglich, da
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das optische Design der Lasersonde erfordert, daf sich nach der Fokussierlinse nur noch
entweder ein fliissiges Medium oder Luft, jedoch kein Gemisch mit unkontrollierbaren
Brechungsindexiibergéngen befindet. Da dieser Raum nicht vollstdndig mit Wasser
aufgefiillt werden konnte, blieb nur noch der Verzicht auf Spiilung und Absaugung.
Nach den jeweiligen Versuchen wurden die Ratten durch Gabe einer Uberdosis
Nembutal getétet. Um die mit dem Laser bzw. durch den Sondeneinstich zugefiigten
Lesionen histologisch bewerten zu konnen, wurden sie zuvor perfundiert, um die Blut-

gefiafle freizuwaschen.

6.1.2 Laserablation und histologische Bewertung

Da die in-vivo Experimente zur Laserablation im Mittelpunkt der Untersuchungen des
Aufenthalts in Koln standen, sollen die Ergebnisse hier kurz zusammengefafit werden.
Ein in dieser Form nicht erwartetes Problem, das in &hnlicher Weise auch im Zusam-
menhang mit der Bildaufnahme mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop auftrat
(siche Abschnitt b.1.3), stellte ein stets vorhandener diinner Blutfilm im Operations-
gebiet dar.

Wegen des Verzichts auf die Spiilung ergab sich fiir den Lasereinsatz die Erforder-
nis, die Optik auf andere Weise vor aufspritzenden Blutstrépfchen zu schiitzen. Dies
war sowohl bei ersten Versuchen mit Einsatz der Lasersondenoptik notwendig, als auch
bei spiteren Experimenten mit einer frei aufgebauten Optik. Als beste Methode, die
Optik sauberzuhalten, hat sich die Verwendung von Folienrollen erwiesen, die kon-
tinuierlich zwischen der Fokussierlinse und der Schédeloffnung vorbeibewegt wurden.
Auflerdem wurden eine Spritze und ein gewohnlicher Operationssauger benutzt, um
die Gewebeoberfliche moglichst von Blut zu befreien. Dennoch beeinflufite das Blut
die Fokussierung auf die Gewebeoberfliche so stark, dafl eine quantitative Betrachtung
der Ablationseffizienz kaum moglich war.

Im Vordergrund stand deshalb die histologische Bewertung der Schidigungen durch
die Bestrahlung und den Gesamteingriff. Abbildung B.2 zeigt eine lichtmikroskopische
Aufnahme eines Gewebeschnitts durch die Ablationszone. Die Probe wurde zur bes-
seren Abgrenzung der Schidigungszone mit Hamalaun-Eosin (HE) eingefirbt, einem
Farbstoff, der eine Ubersichtsanfirbung mit besonderer Betonung der Zellkerne be-
wirkt. Entlang der Ablationskavitit ist eine deutlich verédnderte Zone zu erkennen,
die als Reaktion des lebenden Gewebes auf den Eingriff gewertet werden muf}, da sol-
che Schidigungen in in-vitro Experimenten nicht nachgewiesen worden waren. Diese
Odemzonen, die bei allen Ratten in dhnlicher Ausprigung auftraten, waren innerhalb
von etwa fiinf Stunden, die die Ratten nach dem eigentlichen Eingriff am Leben belas-

sen wurden, entstanden. Die Ausdehnung der Zone lag im Bereich von circa 300 pym.
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Abbildung 6.2: Histologischer Schnitt durch ein Rattengehirn, die Ablationszone ist

links oben

Es kann nicht sicher gesagt werden, ob und inwieweit sich dieser Odemsaum durch

Heilungsprozesse wieder zuriickbilden konnte.

6.1.3 Bildaufnahme

Das konfokale Laserscanning-Mikroskop wurde hauptséichlich an der Oberfliche der
Rattengehirne eingesetzt. Da das Operationsgebiet in der Regel durch die Schédeloft-
nung bereits Blut enthielt, erwies es sich hierbei als schwierig, das Mikroskop gezielt
auf eventuelle Blutgefiafie auszurichten. Aulerdem war aus dem selben Grund nur ein

geringer Kontrast zu erwarten. In Abbildung B.3 ist ein typisches Bildbeispiel einer

o I | 255

Abbildung 6.3: Mikroskopische Aufnahme einer Hirnoberflache

solchen Aufnahme wiedergegeben. Es wurde nur ein Teil der Rotation zur Bildaufnah-
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me beniitzt, da der Rest der Drehung nicht auf das Gewebe zeigte. Der Ausschnitt ist
3.2mm hoch und iiberstreicht einen Winkel von 72°, was bei dem Abstand zur Ober-
fliche von 8 mm etwa einer Breite von 10 mm entspricht. Die Interpretation des Bildes
hat sich im direkten Vergleich mit dem visuellen Eindruck als schwierig erwiesen. Die
beiden dunklen Linien am linken und rechten Bildrand, die nach oben zur Mitte ver-
laufen, konnten als Rand der Schédel6ffnung identifiziert werden, die Strukturen in der
Mitte des Bildes waren dagegen nicht eindeutig im visuellen Bild identifizierbar. Insbe-
sondere die Tatsache, dafl im konfokalen Bild helle Stellen spekularen Reflexen an zum
Laser senkrechten Oberflachen bedeuten und nicht unbedingt helle Strukturen selbst,
macht einen solchen Vergleich schwierig. Deshalb mufl man sich bei der Betrachtung
der Bilder immer bewuf3t machen, dafl weniger die Farbe des Objekts als vielmehr die
Oberflichentopographie abgebildet wird.

Die ersten Ergebnisse der oberflachlichen Bildaufnahmen waren nicht sehr befriedi-
gend, insofern sie keine eindeutig zuzuordnenden Blutgefifle erkennen lieen. Deshalb
wurde an einem einzelnen Tier die etwa 1 mm dicke Halsschlagader freiprapariert und
mit dem Mikroskop beobachtet. Das Ergebnis dieser Aufnahme ist in Abbildung (.4
zu sehen.

Der Bildwinkel betridgt wie im vorherigen Bild 72°, kann aber nicht direkt in eine
Breite umgerechnet werden, da sich das Objekt in unterschiedlichen Tiefen befand. Die
Hoéhe ist 5.8 mm. Zum Vergleich ist in Abbildung B.5 der Blick durch ein konventionelles
Operationsmikroskop auf den gleichen Auschnitt zu sehen. Die Halsschlagader ist das
senkrechte verlaufende Gefafl in der Tiefe. Auflerhalb des Bildes zweigt die von oben in
der Mitte nach links unten verlaufende Schildriisenaterie ab. Rechts ist schlauchférmi-
ges Fettgewebe erkennbar. Deulich wird, dafi durch die geringe Tiefenschérfe des Mi-
kroskops auch Objekte weit auBlerhalb des Fokus noch hell genug abgebildet werden,
so daf} sie indentifiziert werden kénnen.

Der Blutgefédflkontrast ist also noch verbesserungsbediirftig, aber die optische Auf-

16sung des Mikroskops ist grof3 genug, um die wichtigen Blutgefiafie zu erkennen.

6.2 Experimente an grofleren Tieren

Wiéhrend eines dreiwochigen Aufenthalts im Laboratorium fiir Experimentelle Neuro-
chirurgie und Neuroanatomie der Katholischen Universitit Leuven (Belgien) konnte die
Lasersonde erstmals in tiefere Hirnareale eingefiihrt werden, um die Funktionalitat ver-
schiedener Systemkomponenten zu erproben. Hierbei wurden sowohl die stereotaktische
Fithrung der Sonde mit Hilfe eines speziellen Positioniersystems fiir Hunde als auch ihre
Sterilisierbarkeit getestet. Schwerpunktméflig sollte die Vertraglichkeit der Sondenbe-
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Abbildung 6.5: Aufnahme der freipréparierten Halsschlagader durch ein konventionelles

Operationsmikroskop

wegung im Innern des Gehirns sowie der Spiilung und Absaugung bei verschiedenen
Fluiraten und gleichzeitiger Messung des Hirninnendrucks untersucht werden. Gleich-
zeitig bestand jedoch die Moglichkeit, erste Bilder einer tiefliegenden Operationshohle
aufzunehmen.

Vor einem klinischen Einsatz der stereotaktischen Laser-Neurochirurgie miissen die
einzelnen Komponenten wie auch das Gesamtsystem unter moglichst realistischen Be-
dingungen getestet werden. Speziell muf3 die Lasersonde im Innern eines grofieren
Volumens eingesetzt werden, da sowohl die Laserablation als auch das integrierte
Spiil-/Saugsystem innerhalb abgeschlossener Operationshéhlen andere Eigenschaften

zeigen als im oberflidchlichen Einsatz. Zur Eingrenzung von Atmungs- und Pulsschlagar-
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Abbildung 6.6: Ansicht des Tierlabors in Leuven

tefakten bei der Druckmessung ist die Erprobung an lebendigen Tieren mit grofiem
Schédel unvermeidlich.

Die Entwicklung einer intraoperativen Blutgeféiflerkennung setzt ebenfalls eine Er-
probungsphase an gréfleren Tieren voraus. Einerseits miissen im Versuch dem menschli-
chen Gehirn vergleichbare Blutgefaf3strukturen existieren, andererseits sollten die phy-
sikalischen Eigenschaften des umliegenden Gewebes den beim klinischen Einsatz am
Menschen zu erwartenden Bedingungen entsprechen. Diese ersten Experimente sollten
dazu beitragen, die Mitbewegung des Gewebes bei der Sondenrotation zu bestimmen,
um den Einflufl von Gewebeverschiebungen auf den Gesamteindruck des Mikroskop-
bilds abzuschétzen.

Ein etabliertes Versuchstier fiir solche Experimente stellen Beagles dar. In Leuven
sind speziell Labors fiir stereotaktische Operationen an Hunden eingerichtet. Desweite-

ren existieren sehr gute anatomische Atlanten [[DSSJ70] des Gehirns dieser Hunderasse,
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so dafl gezielte Eingriffe durchgefiihrt werden konnen. Bei diesem ersten Aufenthalt
wurden zunéchst nur zwei Beagles operiert. Sie wurden mit Nembutal in Vollnarkose
versetzt und zusétzlich mit Xylokain lokal betdubt. Anschlieend wurden sie in ei-
nem Fixierrahmen positioniert. Wahrend der gesamten Operation wurden die Beagles
beatmet. Bei dem ersten Hund wurde mit einem Handbohrer ein einzelnes Loch mit
einem Durchmesser von etwa 10 mm in den Schédel gebohrt, bei dem zweiten wur-
den vier Zugénge geschaffen. Vor dem Einfiihren der Lasersonde wurde die dura mater
in der Grofle des Bohrlochs ausgeschnitten, weil sie nur unter grofem Druck von der

Lasersonde durchdrungen werden kénnte.

6.2.1 Sterilisierbarkeit

Die Operationen an den Hundegehirnen wurden unter weitgehend realistischen Bedin-
gungen durchgefiihrt. Fiir die Anwendung der Lasersonde bedeutete dies unter anderem
die Notwendigkeit der Sterilisierung. In Leuven standen hierzu zwei unterschiedliche
Verfahren zur Verfiigung, die beide getestet wurden. Fiir die erste Operation wurde die
Methode der Hitzesterilisierung gewéhlt, bei der auf die Geréte 30 Minuten lang eine
Temperatur von 160° einwirkt. Da das konfokale Mikroskop sowohl aus elektronischen
als auch aus Kunststoffteilen besteht, die diesen Bedingungen nicht ausgesetzt wer-
den sollten, wurde nur der Sondengrundkérper mit den in das Gehirn einzufiithrenden
Rohrchen sterilisiert. Dagegen wurde fiir die zweite Operation die gesamte Sonde in
Ethylenoxid gassterilisiert; dieses Verfahren benétigt drei Tage.

In beiden Fillen wurde wéhrend der Operation so vorgegangen, dafl zunéchst der
Hund auf dem OP-Tisch vorbereitet und erst nach der Schideleroffnung die Lasersonde
iiber den Mikromanipulator an den Fixierrahmen befestigt wurde. Um die Operations-
zeit moglichst kurz zu halten, sollten die Operationseinleitung durch das medizinische
Personal und die Justierung und Eichung der Lasersonde durch das technische Per-
sonal sehr gut koordiniert werden. Bei der zweiten Operation ist es gelungen, beide
Tétigkeiten parallel auszufiihren.

Probleme bei der Hitzesterilisierung bereitete die nétige Montage des sterilen Lin-
senrohrs an den nicht sterilisierten Teil des Mikroskops, die nur in Zusammenarbeit
einer sterilen und einer nicht sterilen Person unmittelbar vor der Operation vorgenom-
men werden konnte. Positiv ist zu vermerken, da8 sowohl die Klebstoffverbindungenf]
als auch die Beschichtungen der Linse und des Umlenkspiegels nach der Sterilisierung
keinerlei Schiaden zeigten. Einen ausgesprochenen Vorteil hat dieses Verfahren dariiber-
hinaus fiir kleine unabhéingige Teile und fiir das benctigte Werkzeug, weil es in kurzer

Zeit mit wenig Aufwand durchgefithrt werden kann.

Imed. zugelassener UV-Kleber Loctite 3345
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Die Gassterilisation hingegen ermoglicht die Sterilisation der kompletten Sonde in
justiertem Zustand. Beim Testen unmittelbar vor der Operation zeigte sich allerdings
eine Verschiebung des Nullpunktes beider Galvanometerscanner, die jedoch leicht nach-
justiert werden konnte. Zuriickzufiihren ist diese Verschiebung eventuell auf die oxidie-
rende Wirkung des Sterilisationsgases Ethylenoxid. Es zeigte sich ndmlich, daf§ alle
nicht aus Edelstahl gefertigten Teile oberflachlich oxidierten. Dies konnte auch mit
elektronischen Bauteilen des Positionssensors der Galvanometer geschehen sein.

Zusammenfassend a8t sich sagen, dafi die Sterilisation der Lasersonde mit beiden
Methoden keine groBeren Probleme aufzuweisen scheint. Uber das langfristige Verhal-
ten der Sonde bei wiederholten Sterilisationen kann allerdings noch keine abschlieSende
Aussage gemacht werden, ebensowenig wie iiber die tatséchliche Giite der optischen

Beschichtungen, die nur bei Einsatz des Ablationslasers beurteilt werden kann.

6.2.2 Positionierung der Lasersonde

Die Festlegung des stereotaktischen Zugangs wurde anhand von anatomischen Atlan-
ten des Beaglegehirns getroffen. Um die unterschiedlichen Auswirkungen der Umge-
bung auf das Spiil-/Saugsystem zu ermitteln, wurde bei der ersten Operation versucht,
bei senkrechtem Einfiihren der Lasersonde sowohl einen Ventrikel als auch homogene
Strukturen durchdringen zu koénnen. Als giinstiges Zielgebiet wurde der nucleus cau-
datus gewéhlt. Bei der zweiten Operation muflten in jeder Hemisphére zwei Zugénge
definiert werden.

Die Hunde wurden in einem speziellen Positioniersystem fixiert. Dieses legt die ste-
reotaktischen Koordinaten mit zwei Ohrenstiften und einer Kieferklemme beziiglich
zweier Schienen fest. Die quadratisch geformten Schienen dienen der Montage von
Mikromanipulatoren, mit denen Operationswerkzeuge stereotaktisch gefiihrt werden
konnen. Um flexibel den Zugang wihlen zu konnen, bietet der Mikromanipulator
drei Translations- und zwei Rotationsfreiheitsgrade. Da seine eigentliche Aufgabe das
Fiihren diinner und leichter Nadeln ist, kann er die Sonde nicht alleine tragen. Deshalb
wurde das auf dem Manipulator lastende Gewicht der Sonde mit einem an der Decke
befestigten Gegengewicht reduziert. Die Anordnung ist in Abb. B.§ zu sehen.

Wie zu erkennen ist, muflten die Schrittmotoren, die zur Bewegung der Sonde nétig
sind, noch neben der Sonde am OP-Tisch befestigt werden, so dafl sie den Zugang zum
Operationsbereich einschréankten. Zukiinftig konnen aber auch die Schrittmotoren iiber
dem Operationsgebiet angebracht werden, um dem Chirurgen mehr Raum zu bieten.

Das Einfithren der Sonde erfolgte zunéchst mit Hilfe des Mikromanipulators, in-
dem die Sonde mit dem in Richtung der Sondenachse zeigenden Schlitten vorwérts

bewegt wurde. Einen Eindruck der Operationssituation vermittelt Abbildung B.7. Zur
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Abbildung 6.7: Einfiithren der Lasersonde

Festlegung des Nullpunkts wurden durch vorsichtiges Beriihren des Cortex mit der
Sondenspitze die Koordinaten der Oberfliche bestimmt, so dal im weiteren Verlauf
der Operation stets die Tiefe des Einstichs {iberwacht werden konnte. Nach weiterem
Einfiithren bis ins Zielgebiet konnten weitere Bewegungen mit den in die Sonde inte-
grierten Verstellmoglichkeiten durchgefiihrt werden.

Zum Einfithren wurde das mittlere Spiegelrohr weitestmoglich zuriickgefahren. Die-

se Stellung erlaubte den frithsten Kontakt des Drucksensors mit dem Gewebe.

6.2.3 Durchfiihrung der Experimente

Bei der Operation des ersten Hundes wurde zunéchst ein Eindruck vom Eindringverhal-
ten der Sonde in Gehirngewebe erhalten. Beim ersten Versuch, die Sonde einzufiihren,
wurde das Gehirn zur Seite gedréingt, weil die runde Sondenspitze die pia mater nicht
durchstoflen konnte und in einen sulcus eindrang. Deshalb wurde die pia mater geoft-
net und die Sondennullstellung erneut geeicht. Beim zweiten Einfiihren trat die Sonde
durch die pia mater ein und bewegte sich in das Gehirn. Bis zur ersten Rotation wur-
de die Sonde 16 mm tief eingefiihrt, damit die seitlich angebrachte, dann 6 mm tief
im Gehirn liegende Drucksonde Fliissigkeitskontakt zur Operationshohle hatte. In die-
ser Position wurden insgesamt 30 Umdrehungen des Sondenrohres mit einer Frequenz

von 0.75 Hz ausgefiihrt. Gleichzeitig wurden Druckkurven bei einer durchschnittlichen
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Spiilmenge von 30 ml/min aufgezeichnet. Im weiteren Verlauf der Operation wurde die
Sondenspitze durch Weiterfithren der gesamten Sonde und durch Auswartsbewegen
des Spiegelrohres bis zu einer maximalen Tiefe von 24 mm ins Gehirn eingefiihrt. Bei
den Tiefen 20 mm und 24 mm wurde das Spiegelrohr nochmals rund 80 beziehungs-
weise 170 mal rotiert. Die Rotationsgeschwindigkeit betrug dabei 0.2 Hz. Auch hier
wurde kontinuierlich gespiilt. Die Beobachtung der Absaugfliissigkeit zeigte keinerlei
Verfiarbung, so dafl es wahrscheinlich zu keinen Blutungen durch den Sondeneinstich
und deren Rotation gekommen ist. Ebenso zeigten sich im Filter des Absaugkanals
sichtbare Gewebestiicke.

Bei der Position der Sondenspitze von 21 mm, bei der sich die Absaugtffnung in
einer Gewebetiefe von 10 mm befand, stromte durch diese Offnung kurzzeitig Luft und
zuvor abgesaugte Kochsalzlosung mit grofflem Druck in die Operationshohle zuriick.
Die Ursache dieses Zwischenfalls war ein Uberdruck im Absauggefifl, der sich beim
Abschalten der Pumpen durch den Absaugkanal entspannte.

Bei der Operation des zweiten Hundes sollte mit verschiedenen Einstichen der Laser-
sonde der Einflul der durch die Sonde selbst, durch die zusétzliche Rotation und durch
die kontinuierliche Spiilung hervorgerufenen Schidigungen ermittelt werden. Deshalb
wurde in einem ersten Bohrloch die Sonde bei vernachléassigharer Spiilflulirate, die le-
diglich der Benetzung der Sondenspitze diente, bis zu einer Tiefe von 25 mm eingefiihrt
und nach etwa 2 Minuten ohne weitere Aktionen wieder herausgenommen. In einem
anderen Bohrloch wurde die Sonde genauso tief ohne jegliche Spiilung eingefiihrt. Als
dritte Variation wurde die Sonde in Tiefen von 12mm und 22 mm jeweils etwa 10 Mi-
nuten lang mit 0.2 Hz rotiert; gleichzeitig wurde mit Flufiraten von 20 beziehungsweise
30 ml/min gespiilt. Abschliefend wurde eine sehr hohe Flufirate eingestellt. Aufgrund
eines starken Odems konnte der Einflu der Spiilung allein, d.h. ohne Rotation des
Sondenrohres, nicht mehr getestet werden, so dafl das vierte Bohrloch ungenutzt blieb.
Auch hier war die abgesaugte Spiilfliissigkeit blutfrei, allerdings zeigten sich beim drit-

ten Einstich sichtbare Gewebefragmente.

6.2.4 Histologie

Zur histologischen Auswertung wurde der erste Hund zwei Tage nach dem Eingriff
perfundiert. Bis dahin war er beobachtet worden und hatte keine Verhaltensstérungen
gezeigt. Der zweite Hund wurde aufgrund des aufgetretenen Odems noch in Narkose
perfundiert. Von beiden Hirnen wurden histologische Schnitte erstellt, die in Abb. (.8
und .9 zu sehen sind. Der AP-Schnittf] von Hund 1 zeigt im oberen Einstichbereich

(erster cm) nahezu keine Schadigung des durchstochenen Gewebes, erst in der Tiefe ist

2 anterior-posterior: Schnitt von vorne nach hinten
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Abbildung 6.8: AP-Schnitt durch das Hirn des 1. Hundes

eine Odemzone mit gréBeren Ausliufern zu sehen. Die Ursache dieses Odems konnte
noch nicht eindeutig bestimmt werden, aber eventuell ist der Uberdruck infolge des
Zwischenfalls (s.o0.) verantwortlich.

Auch beim zweiten Hund wurde das Gehirn anschlieend fixiert und an den in-
teressanten Stellen geschnitten. Ein Schnitt durch die Region des 2. Einstichs ist in
Abbildung (.9 dargestellt. Zu sehen ist der 25 mm tiefe Einstich, der auch in der Tiefe
nur eine geringe Schidigung zeigt, die iiber die ganze Lénge nahezu gleich ausgeprigt
ist. Allerdings kann die genaue Bewertung erst nach der histologischen Auswertung

erfolgen.

6.2.5 Bildaufnahme

Wiéhrend der Operation des ersten Hundes wurde auch das Konfokale Mikroskop ge-
testet. Jeweils bei Rotationen, die der in Abschnitt .5.1 beschriebenen Bewegung fiir
die Ablation mit dem Pikosekunden-Laser entsprechen, wurden Bilder aufgenommen,
angezeigt und abgespeichert. Bei einer Tiefe der Sondenspitze von 19 mm wurde die
erste Bildgebung gestartet und bis 20.1 mm aufgenommen. Hierbei war der Fokus des
Mikroskops auf 11 mm Abstand zur Sondenachse eingestellt, obwohl das Sondenrohr

Kontakt zur Gewebeoberfliche hatte. Aus diesem Grunde war das gewonnene Bild dun-
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Abbildung 6.9: AP-Schnitt durch das Hirn des 2. Hundes

kel und vor allem unscharf, so dafl keine Strukturen erkennbar sind. Im Moment der
Bildaufnahme erforderte die Druckmessung einen geringen Abstand der Sondenéffnung
zu dem am Auflenrohr angebrachten Drucksensor. Die aktuelle Konstruktion des Son-
denkopfes verhindert, daf diese Einstellung bei Einsatz im Spiilmedium keine kleineren
Fokusabsténde erlaubt.

Die néchste Bildserie wurde in 21 mm Tiefe mit einem Fokusabstand von 9 mm und
einem Hohenvorschub von 50 pm je 360° durchgefiihrt. Eine Aufnahme dieser Einstel-
lung ist in Abb. B-1{J zu sehen. Im mittleren Streifen — das ist der zuletzt aufgenommene
— sind Strukturen erkennbar, jedoch zeigt sich, dafl bei aufeinanderfolgenden Umdre-
hungen der Sonde die Streifen nicht aneinander anschlielen, sondern jeweils etwas
versetzt sind. Zu erklédren ist diese Versetzung durch eine Mitbewegung des Gewebes
bei der Rotation. Das in der Abbildung zu erkennende Muster von vertikalen Streifen
trat in nahezu allen Bildern, zum Teil jedoch in regelméfBigerer Form, auf. Auch in
der weiter unten folgenden Abb. .17 ist ein solcher Bereich zu sehen. Dieses Phéno-
men spiegelt den Wechsel zwischen Haft- und Gleitreibung des Gewebes direkt an der
Rohrwand wieder. Deshalb ist es bei diesem Abstand des Gewebes nicht moglich, ein
groferes zusammenhéngendes Bild zu erzeugen. Erst wenn das Gewebe nicht mehr die

Sonde beriihrt, also ein geschlossener Spiilfliissigkeitsfilm um die Sonde besteht, sollten
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Abbildung 6.10: Aufnahme mit dem konfokalen Mikroskop in 21 mm Tiefe

groflere Bilder zusammengesetzt werden kéonnen. Weiterhin wird das Gewebe vor der
Sondenoffnung durch die ausstomende Spiillosung bewegt.
Eine Abschitzung der Versetzung aus Abb. .10 ergibt etwa 30 Pixel, die einem
Winkel von
30

3600 = 5.4°
5000 3607 =5

entsprechen, da nach Abschnitt -3 eine Umdrehung gerade 2000 Pixel ergibt. Liegt
das Gewebe, wie anzunehmen, direkt an der Sonde an, hat es also den Abstand 2.2 mm

von der Rotationsachse, gilt fiir den Versatz

d=27-22mm - ~ 0.2 mm.

30
2000
Dies macht deutlich, dal in direkter Umgebung des Sondenrohres die durch den Ab-
stand zweier Pixel gegebene Auflosung des Mikroskops von 7 pym im Vergleich zum
Fokusdurchmesser von 40 pum viel zu hoch ist und so die Versetzung iiberbetont.

In Abb. 611 ist eine Aufnahme zwischen 21 mm und 24 mm Tiefe zu sehen. Der
Fokusabstand betrug hierbei 7mm und die Ubersetzung Rotation zu Tiefe war 40° zu
50 pm. Auffillig ist der plotzliche Intensitdtsanstieg nach zweieinhalb Umdrehungen
(Darstellung von unten nach oben), der vermutlich von einem Gewebestiick herriihrt,
das die Sondendtffnung verstopfte und ab diesem Zeitpunkt leider keine sinnvollen Auf-
nahmen mehr zulie. Die nachfolgenden Messungen bei Fokuseinstellungen von 7 und
5mm waren daher nicht mehr sehr aussagekréftig, obwohl bei 5mm der Fokus schon
nahe an der Gewebeoberflache gewesen wire. Nach dem Herausziehen der Sonde war
das Gewebestiick in der Sondenspitze zu sehen (Abb. (.12).

Aufnahmen vom zweiten Hund konnten leider nicht durchgefiihrt werden, da unmit-

telbar vor dem Einstich der Sonde die Glasfaser der Mikroskopbeleuchtung brach und
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Abbildung 6.11: Mikroskopaufnahme in der Tiefe 21-24 mm

die Bildaufnahme verhinderte. Da wahrend dieses Aufenthalts in Leuven keine weiteren
Operationen mehr geplant waren, kénnen in der vorliegenden Arbeit nur diese vorlaufi-
gen Ergebnisse vorgestellt werden. In den bereits geplanten néchsten Experimenten soll

das Mikroskop wieder eingesetzt werden.
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Abbildung 6.12: Gewebestiick, das die Sonde verstopfte
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Kapitel 7

Diskussion und Ausblick

Als Grundlage fiir eine Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit miissen die in den
Kapiteln B und B dargestellten Messungen herangezogen werden. Wéhrend Abbildung
6.4 durchaus die Moglichkeit der Aufnahme hochaufgeloster und kontrastreicher Bilder
aufzeigt, sind die in in-vivo Messungen an Ratten und Hunden erzielten Resultate noch
nicht zufriedenstellend. Dies macht deutlich, daf§ auch bei zukiinfigen Verbesserungen
die im Labor erreichten Bildqualitdten in Tierversuchen iiberpriift werden miissen,
da die dort auftretenden komplexen Randbedingungen nur schwer simuliert werden
konnen.

In nachfolgenden Arbeiten sollen einige mogliche Weiterentwicklungen des konfo-

kalen Laserscanning-Mikroskops aufgegriffen werden:

e Wie sich in den bisherigen in-vivo Experimenten zeigte, ist der Blutgefafikontrast
noch nicht ausreichend, um eine sichere Erkennung der Gefafle zu gewéhrleisten.
Die Bildaufnahmen an Rattengehirnen lieen zwar eindeutige Oberflichenstruk-
turen erkennen, doch eine zuverléssige Zuordnung von Blutgefdfien war nur im
Falle der freipraparierten Halsschlagader moglich. Es ist davon auszugehen, daf
nicht etwa die Grofle der Gefafle sondern tatséchlich der durch das Hirngewebe
bewirkte Reflektionsuntergrund fiir den unterschiedlichen Kontrast verantwort-
lich war. Bei den Versuchen an Hunden erlaubte die ausschlielliche Betrachtung
des Monitorbildes noch weniger eine Aussage iiber das Vorhandensein von Blut-
gefaffen. Auch hier wird vermutet, dafl der zu geringe Unterschied im Reflekti-
onsverhalten des roten Laserlichts an Blutgefdaflen und Hirngewebe keine deutlich

besseren Ergebnisse erlaubt.

Es soll deshalb untersucht werden, ob durch die Wahl anderer Beleuchtungs-
wellenlédngen, bei denen die Blutgefifle eine hohere Absorption aufweisen, ein

stéarkerer Kontrast erzielt werden kann. So bietet sich beispielsweise im griinen
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Spektralbereich ein Argonionenlaser an, da hier Himoglobin wesentlich stérker
absorbiert als Hirngewebe. Es konnte sich allerdings herausstellen, dafl der Haupt-
teil des Lichtes bereits an der Gefdawand reflektiert wird und gar nicht erst in
das Blutgefafl eindringt. In diesem Fall wiren nur marginale Verbesserungen zu

erwarten.

Eine weitere Moglichkeit bietet sich dadurch, dafl man fiir die Darstellung auf
dem Monitor auch die Information von verschiedenen Farben verwenden kann.

Es ist sogar an die Bereitstellung von optimierten Differenzbildern zu denken.

e In der Augenheilkunde haben sich Fluoreszenztechniken zur kontrastreichen Dar-
stellung von Durchblutungsvorgéngen am Augenhintergrund bewéahrt. Eventuell
konnen die dort entwickelten Methoden auch in die Neurochirgie iibertragen wer-
den. Zur Anregung der Fluoreszenz von Farbstoffen, die im Blutkreislauf trans-
portiert werden, kommen vor allem griine bis blaue Laser in Betracht, die pro-
blemlos iiber die Lasersonde eingekoppelt werden konnen. Sofern diese Farbstoffe
iiber die lange Operationszeit dem Patienten verabreicht werden koénnen, sollte
die Fluoreszenz auf jeden Fall fiir eine Kontrastverstiarkung sorgen. Der Einflufl
der Bluthirnschranke auf die Farbstoffverteilung zwischen Blut und Hirngewebe

ist ein weiterer Untersuchungsgegenstand.

e Eine andere Einschrinkung der Bildqualitét, die insbesondere in den Aufnah-
men von Hundegehirnen deutlich wurde, stellt die geringe Hohe des Scanfeldes
dar. Verbunden hiermit ist die Abschattung der Scanfeldrinder durch die Son-
denlédnge und deren Durchmesser. Um diese Einschrinkung zu entschérfen, kann
eine Zwischenabbildung im Linsenrohr benutzt werden, wie sie auch bei konven-
tionellen Endoskopen iiblich ist (vgl. Abb. [.4). Wie in Abbildung [7.1 skizziert,
kann durch den Einsatz zweier zusétzlicher Linsen einerseits das Scanfeld optimal
ausgenutzt werden. Andererseits ermdoglicht ein derartiger Aufbau eine deutliche
Verkiirzung der Mikroskoplénge dadurch, dafl dann auch die Brennweite der Lin-
se L2 in Abbildung -3 auf unter 5 cm verringert werden kann. Die Gesamtlange

der Sonde konnte dadurch um bis zu 15 cm verkiirzt werden. Es bleibt noch zu

L2
L1 LY L1

70 00—

f1 il f f f f f2

Abbildung 7.1: Vergréferung des Scanfeldes durch Zwischenabbildung im Sondenrohr
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Abbildung 7.2: Subtraktionsangiographie der von einer Hirnaterie versorgten Geféfle

klédren, ob diese Zwischenabbildung ohne Verschlechterung der Fokussierung des

Ablationslasers realisiert werden kann.

Diese Verbesserungen sollen eine Bildqualitéit ermdéglichen, die das gezielte Auffinden
von Blutgefafien und moglichst sogar deren Zuordnung in einem anatomischen Atlas
erlaubt. Wahrend der Operation stellt die Gefahr von Blutungen das gréfite Opera-
tionsrisiko dar. Erkannte Blutgefdfle sollen deshalb vor der Ablation mit dem Piko-
sekundenlaser mit einem Koagulationslaser, der iiber den gleichen optischen Kanal
eingekoppelt wird, verschlossen werden. Moglicherweise miissen Blutgefiafe, die fiir die
Versorgung grofler Hirnareale zusténdig sind, geschont werden, d.h. die Ablation muf3
um diese Geféfle herum erfolgen. In der Subtraktionsangiographie in Abbildung [722 ist
zur Veranschaulichung der Versorgungsbereich einer einzelnen Hirnarterie dargestellt.
Daraus wird deutlich, dafl es Blutgefifie gibt, die nicht durch benachbarte Gefafe er-
setzt werden konnen.

Fiir die Funktionalitat der Koagulation ist von Bedeutung, inwieweit das Mikroskop
in der Lage ist, einerseits bereits koagulierte Blutgefafie zu erkennen und andererseits
den eigentlichen Koagulationsvorgang sichtbar zu machen. Es wurde bisher noch nicht
untersucht, ob die Koagulation mit Hilfe des Mikroskops iiberwacht und gesteuert

werden kann.
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Grofien EinfluB auf diese Uberwachung, aber auch auf die Koagulation selbst wird
vorausichtlich die Verschmutzung der Spiilfliissigkeit mit Blut haben. Da auch bereits
durch das Einfiithren der Sonde kleinere Blutungen auftreten kénnten, die zwar keine
Gefahr fiir den Patienten darstellen, aber die Spiilfliissigkeit triiben kénnen, soll der
Einflufl von Blut auch auf die allgemeine Bildqualitdt untersucht werden.

Unabhingig von der Blutgeféalerkennung konnte im weiteren Verlauf des Projekts
dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop eine weitere Aufgabe zukommen. Eine grund-
sitzliche Schwierigkeit bei der Anwendung fokussierter Laserstrahlung stellt die Tie-
fenpositionierung dar. Der Einsatz im Innern des Gehirns erfordert eine automatische
Detektion der aktuellen Oberfliche, um die Laserpulse optimal auf dem Gewebe zu
verteilen. Die ungefdhre Lage kann mit dem Mikroskop bestimmt werden; diese Infor-
mation kann zur Regelung der Fokustiefe verwendet werden.

Von fundamentaler Bedeutung fiir das Gesamtprojekt ist die Frage, ob die durch die
kontinuierliche Abtragung des Tumorgewebes verdnderte Geometrie des Zielvolumens,
das vor der Operation mit tomographischen Verfahren bestimmt wurde, wihrend der
Operation verfolgt werden kann. Insbesondere ist die Kontrolle der Lage der Tumor-
grenzen von Interesse. Durch die stereotaktische Fiithrung der Sonde und die damit
erzielte absolute Orientierung der Mikroskopbilder sollte es méglich sein, den Operati-
onsverlauf in Form der jeweils aktuellen Gewebeoberfliache in die off-line gewonnenen
Aufnahmen einzublenden. Auf diese Weise sollte eine grobe Kontrolle der Tumorgren-
zen realisierbar sein.

Dariiberhinaus koénnte durch den Einsatz tumorspezifischer Fluoreszenzmarker
eventuell eine direkte on-line Erkennung der Tumorzellen moglich sein, Dies wiirde
eine hochinteressante Unterstiitzung der stereotaktischen Laser-Neurochirurgie mit
Pikosekunden-Laserpulsen darstellen. Die sehr lokale Wirkung des Lasers bei der vor-
geschlagenen Operationstechnik bietet die Chance, ausgereifte Methoden der Tumorde-
tektion auf zellularer Ebene zu nutzen, wie sie in Kombination mit anderen Verfahren
nur schwer einsetzbar sind, da dort auch das umliegende Gewebe stark in Mitleiden-
schaft gezogen wird. Fiir den Transfer grundlegender Erkenntnisse in die klinische An-
wendung im Zusammenhang mit diesem Projekt fehlen noch umfangreiche Studien.

Nach erfolgreichen Tests der einzelnen Systemkomponenten und insbesondere des
konfokalen Laserscanning-Mikroskops an Tieren bieten sich als erste Indikation fiir den
Einsatz der Operationsmethode am Menschen Strahlennekrosen an (vgl. Abschnitt
[[.2). Diese sind deshalb fiir erste Erprobungen besonders interessant, weil zum einen
bereits ihre teilweise Entfernung erheblichen Nutzen fiir den Patienten hat, so dafl auf

eine Erkennung der Zielvolumengrenzen verzichtet werden kann, zum anderen keine
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Blutungsgefahr besteht, so daf§ eine noch nicht optimale Bildqualitdt des Mikroskops

in Kauf genommen werden kann.
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