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Verfahren zur topographischen Darstellung fluoreszierender innerer Oberflachen

Verfahren zur topographischen Darstellung von inne-
ren Oberflachen eines Objekts, bei dem das Objekt mit ei-
nem Laserstrahl lateral abgetastet und dabei induzierte
Fluoreszenz als Funktion des Ortes detektiert wird, da-
durch gekennzeichnet,
daf3 in unterschiedlicher Tiefe (z) konfokal abgetastet
wird,
dald fur jeweilige laterale Bildpositionen (r) ein Fluores-
zenztiefenprofil F, (z), welches die Fluoreszenzintensitat
als Funktion der Tiefe (z) angibt, ermittelt wird und
dald fur die Bestimmung der Tiefe des Fluoreszenzortes
ein bestimmtes Charakteristikum des Fluoreszenztiefen-
profils ausgewertet wird.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur topogra-
phischen Darstellung von inneren Oberflichen eines Objek-
tes, bei dem das Objekt mit einem Laserstrahl lateral abgeta-
stet und dabei induzierte Fluoreszenz als Funktion des Ortes
detektiert wird.

Stand der Technik

[0002] Ausder DE 44 27 101 Al ist ein Verfahren zur op-
tischen Charakterisierung von innerer Struktur und Zusam-
mensetzung einer ausgedehnten streuenden Probe bekannt.
Hierzu werden eine oder mehrere Lichtquellen zum Be-
strahlen der Probe und Lichtdetektoren zum Empfangen des
von der Probe zuriickkommenden Lichtes verwendet. Damit
das eingekoppelte Licht ohne direktes Ubersprechen der
Lichtquelle durch die Probe zum Detektor gelangen kann,
muss die Probe das eingedrungene Licht streuen.

[0003] Ferneristin der Medizin mittels Fluoreszenzangio-
graphie eine topographische GefédBdarstellung an einem
Korperorgan moglich. Hierzu wird dem Patienten ein exo-
gener Fluoreszenzfarbstoft, z. B. Fluorescein oder Indiocya-
nin Griin in die Blutbahn injiziert und anschlieBend wird die
Fluoreszenz des Farbstoffes durch punktférmige Abtastung
des Organs, z. B. des Auges mit einem Laserstrahl geeigne-
ter Wellenlidnge angeregt und lateral ortsaufgelost mit einem
Detektor erfaflt. Bei dem so gewonnenen Fluoreszenzbild
erscheinen die Gefifistrukturen hell vor dem dunkleren Hin-
tergrund. GefédBleckagen erscheinen als Regionen vermehr-
ter Fluoreszenz. Eine herkémmliche Fluoreszenzdarstellung
ermoglicht es, den Ort der Fluoreszenz in lateraler Richtung
sehr genau zu bestimmen.

[0004] Man gewinnt jedoch keine Aussage iiber die Tiefe
der Fluoreszenz.

Aufgabe der Erfindung

[0005] Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren
der eingangs genannten Art zu schaffen, mit dem eine drei-
dimensionale Fluoreszenzdarstellung ermoglicht wird.
[0006] Diese Aufgabe wird beim Verfahren der eingangs
genannten Art erfindungsgemif durch die kennzeichnenden
Merkmale des Patentanspruches 1 geldst. Hierbei werden
nicht nur lateral, sondern auch in unterschiedlicher Tiefe (z-
Richtung) konfokal Fluoreszenzbilder erzeugt. Fiir jewei-
lige lateral abgetastete Positionen wird ein Fluoreszenztie-
fenprofil I, (z), welches die Fluoreszenzintensitit als Funk-
tion der Tiefe (z) angibt, ermittelt und fiir die Bestimmung
der Tiefe des Fluoreszenzortes wird ein bestimmtes Charak-
teristikum des Fluoreszenztiefenprofils ausgewertet.

[0007] Zur Vorbereitung des Verfahrens wird in dem zu
untersuchenden Objekt ein Fluoreszenzfarbstoff appliziert.
Neben der systematischen Applikation von exogenen Fluo-
reszenzfarbstoffen kénnen diese auch lokal durch Injektion
oder im Kontaktverfahren appliziert und somit im zu unter-
suchenden Objekt, z. B. im biologischen Gewebe raumlich
verteilt werden. Insbesondere kann Fluoreszenzfarbstoff in
der GefaBstruktur von biologischen Gewebe appliziert wer-
den. Weiterhin kénnen im Objekt natiirlich verhandene, so-
genannte endogene Fluorophore durch insbesondere punkt-
formige Abtastung ortsaufgeldst angeregt werden.

[0008] Die Fluoreszenz wird mittels einer konfokalen La-
serabtastung tiefen- und ortsaufgeldst detektiert. Hierbei
wird das zu untersuchende Material, welches ein Korperor-
gan, z. B. die Netzhaut des Auges sein kann, mit einem La-
serstrahl geeigneter Wellenldnge abgetastet und die indu-
zierte Fluoreszenz als Funktion des Ortes mit einem Fotode-
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tektor registriert. Durch die Verwendung eines konfokalen
Aufbaus bei der Detektion wird das erzeugte Fluoreszenz-
licht umso effizienter detektiert je mehr es aus der abgetaste-
ten Tiefe des Laserfokus kommt. Durch die konfokale Abta-
stung vieler Orte im Raum 146t sich ein dreidimensionales
Bild der Fluoreszenzintensitit im Objekt, z. B. am Augen-
hintergrund oder der Haut gewinnen.

[0009] Es konnen beispielsweise 32 Fluoreszenzbilder in
Ebenen unterschiedlicher Tiefe erzeugt werden. Man erhilt
dadurch eine dreidimensionale Datenmatrix von Fluores-
zenzintensititen vorliegen. Die Anzahl der Matrixelemente
in lateraler Richtung (x bzw. y) kann beispielsweise bei je-
weils 256 und in axialer Richtung (z) 32, entsprechend den
verschiedenen Schnittebenen, betragen. Aus diesem Ge-
samtdatensatz der Fluoreszenzintensitéten 148t sich fiir jede
laterale Position das Fluoreszenztiefenprofil F, (z) der Fluo-
reszenzintensitét als Funktion der Tiefe (z) extrahieren.
[0010] Die Bestimmung der Tiefe des Ortes, an dem die
Fluoreszenz auftritt, wird unabhingig von der absoluten
GroBe der Fluoreszenzintensitit durchgefiihrt. Hierzu wird
der Verlauf des Fluoreszenztiefenprofils im Hinblick auf
Charakteristika der Kurve des Fluoreszenztiefenprofils aus-
gewertet. Derartige Charakteristika konnen sein beispiels-
weise ein Wendepunkt, bestimmte Orte des monotonen Kur-
venanstiegs zum Maximum der Kurve, das Maximum der
Kurve selbst oder dergleichen. Bei der Auswertung der ein-
zelnen Fluoreszenztiefenprofile wird immer das gleiche
Charakteristikum des Kurvenverlaufes ausgewertet, um die
Tiefe des "Einsetzen" der Fluoreszenz zu bestimmen. In be-
vorzugter Weise fiihrt man eine Normierung des Fluores-
zenztiefenprofils bzw. der Kurve dieses Profils durch, so dafl
die Auswertung unabhéngig von der absoluten Gréfe der
Fluoreszenzintensitit wird.

[0011] Beispielsweise wird die Tiefe des "Einsetzen" der
Fluoreszenz als der Ort definiert, an dem die Fluoreszenz
erstmals einen gewissen Bruchteil c, z. B. 80% des Maxi-
malwertes des Fluoreszenztiefenprofils iiberschreitet. Die
Bestimmung der Tiefe fiir jeden lateralen Ort, in der die
Fluoreszenz "einsetzt", fiihrt zu einer topographischen Karte
des Fluoreszenzvolumens und somit zu einer konfokal er-
zielten Topographie fluoreszierender innerer Oberfldchen
im Objekt. Diese kann einerseits in Graustufen kodiert und
andererseits als perspektivische Darstellung wiedergegeben
werden. In diesen Darstellungen sind z. B. bei der Fluores-
zenzangiographie am Augenhintergrund die retinalen Ge-
fdBe als deutliche Erhebungen erkennbar. Durch die Visuali-
sierung der dreidimensionalen Oberfldche der fluoreszieren-
den Strukturen ergibt sich eine grundlegende Erweiterung
der Fluoreszenzdarstellung. Es kénnen beispielsweise in der
Fluoreszenzangiographie vaskuldre Verdnderungen diagno-
stiziert werden. Ferner ist dort die Verlaufskontrolle und die
Evaluierung von Therapieerfolgen bei Gefderkrankungen
moglich. Durch die Darstellung von Gefillleckagen ergibt
sich ein dreidimensionales Funktionsbild der GeféBstruktur.
Ferner kénnen Hautuntersuchungn durchgefiihrt werden.
[0012] Eine bevorzugte Verwendung findet die Erfindung
bei Untersuchungen am Auge, insbesondere am Augenhin-
tergrund.

Beispiele

[0013] Anhand der Figuren wird die Erfindung an einem
Ausfiihrungsbeispiel noch niher erldutert. Es zeigt:

[0014] Fig. 1: Eine schematische Darstellung der Vorrich-
tung, mit welcher das erfindungsgeméBe Verfahren sich
durchfiihren 148t;

[0015] Fig. 2: Eine Erlduterung der in der Vorrichtung der
Fig. 1 vorgesehenen Auswerteeinrichtung, welche die Spei-
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cherung der erhaltenen Fluoreszenzindensititsdaten und
Verarbeitung dieser Daten zur Aufbereitung eines dreidi-
mensionalen Bildes durchgefiihrt;

[0016] Fig. 3: eine Veranschaulichung der verschiedenen
Tiefen, aus denen Fluoreszenzbilder am Beispiel eines Au-
genhintergrunds dargestellt sind;

[0017] Fig. 4: ein beispielsweise durch laterale Mittelung
erzeugtes Fluoreszenztiefenprofil; und

[0018] Fig. 5: eine perspektivische Darstellung einer mit
Hilfe der Erfindung gewonnenen Gefilitopographie am Au-
genhintergrund.

[0019] Inder Fig. 1 isteine Laserstrahlquelle 1 dargestellt,
deren Laserstrahl durch eine laterale (x, y) — Ablenkeinrich-
tung 2 und eine Umlenkeinrichtung 3 auf den Hintergrund
eines Auges 4 gerichtet wird. Die von diesem Laserstrahl in-
duzierte Fluoreszenz in den Gefdflen des Augenhintergrun-
des wird mittels konfokaler Ophthalmoskopie erfaft. Hierzu
ist eine Fokusierungseinrichtung 5 vorgesehen, welche zu-
sammen mit einer konfokalen Blende 9, wie bei herkommli-
cher Konfokalmikroskopie, die in unterschiedlichen Tiefen
(z-Richtung) in jeweiligen Schnittebenen induzierten Fluo-
reszenzintensititen fiir die Erfassung einem Detektor 6 zu-
leitet. Durch Verschiebung z. B. der Fokusierungsoptik oder
der konfokalen Blende 9 lassen sich die Fluoreszenzintensi-
titen fiir jeweilige Orte eines dreidimensionalen Daten-
punktgitters 15 (Fig. 3) ermitteln. In den beiden lateralen
Richtungen (x, y) konnen beispielsweise jeweils 256 Gitter-
punkte liegen und in axialer Richtung (z) 32 Gitterebenen
vorgesehen sein. Durch eine mit dem Detektor 6, der latera-
len (x, y)-Ablenkeinrichtung 2, der Fokussierungsoptik 5
und der konfokalen Blende 9 verbundenen Elektronik 7 148t
sich die vom Detektor 6 erfafite Fluoreszenz den jeweiligen
Orten des Datenpunktgitters 15 zuordnen und in einem
Speicher 10 (Fig. 2) einer Bildverarbeitungseinrichtung 8
speichern.

[0020] Aus diesem dreidimensionalen Gesamtdatensatz
der Fluoreszenz wird fiir jeweilige laterale Positionen (r) das
Fluoreszenztiefenprofil F, (z), welches die Fluoreszenzin-
tensitédt als Funktion der Tiefe (z) angibt, extrahiert, wie es
schematisch durch eine Einheit 11 in der Fig. 2 dargestellt
ist. Der Verlauf des Fluoreszenztiefenprofils kann mit einem
deutlichen Rauschen tiberlagert sein. Es kann sich hierbei
um elektronisches Rauschen und nicht vollstindig korri-
gierte Bewegungsartefakte aufgrund von Objektbewegung
wihrend der Aufnahme des Datenpunktgitters handeln. Bei
vielen Objekten, insbesondere im biologischen Gewebe
kann angenommen werden, daB3 sich die Fluoreszenzintensi-
tdt innerhalb einer Bildebene kontinuierlich und nicht
sprunghaft dndert. Zur Veringerung des Einflusses des Rau-
schens auf das Fluoreszenzprofil, kann daher in diesen Fil-
len eine laterale Mittelung iiber einen bestimmten Bereich
durchgefiihrt werden, beispielsweise eine laterale Mittelung
tiber eine Umgebung mit 7 X 7 lateralen Positionen. Hieraus
resultiert dann eine deutliche Verringerung des Rauschens
auf dem Fluoreszenztiefenprofil. Die Mittelung kann in ei-
ner Stufe 12 der Fig. 2 erfolgen. In der Fig. 4 ist ein derarti-
ges durch laterale Mittelung gewonnenes und geglittetes
Fluoreszenztiefenprofil dargestellt.

[0021] Aus dem Kurvenverlauf der jeweils ermittelten
Fluoreszenztiefenprofile, welcher vorzugsweise noch nor-
miert (Maximum = 1) worden ist, 148t sich die Tiefe (z) be-
stimmen, in der die Fluoreszenz einsetzt (Stufe 13 in Fig. 2).
Aufgrund der geringen Tiefenauflosung des konfokalen Ver-
fahrens verursachen selbst schlagartige Uberginge, wie
z. B. an Gefidfen, lediglich einen graduellen Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt mit wachsender Tiefe. Die Tiefe des
"Einsetzen" der Fluoreszenz wird daher als der Ort definiert,
an dem die Floureszenz erstmals einen bestimmten Bruch-
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teil (¢), z. B. 80% des Maximalwertes iiberschreitet. Es kon-
nen auch andere Charakteristika im Kurvenverlauf, z. B. ein
Wendepunkt oder bestimmter Gradient in einem monotonen
Anstieg oder dergleichen fiir die Auswertung verwendet
werden.

[0022] Die Bestimmung der Tiefe, in der Fluoreszenz fiir
jeden Ort "einsetzt", fiihrt zu einer topographischen Karte
des Fluoreszenzvolumens, die z. B. in Graustufen kodiert
oder als perspektivische Darstellung dargestellt werden
kann. Dies erfolgt in einer Stufe 14 der Fig. 2, wobei die ge-
wonnene topographische Karte in perspektivischer Darstel-
lung in Fig. 5 gezeigt ist. In dieser Darstellung sind z. B. die
retinalen Gefélle eines Fluoreszenzangiograms des Augen-
hintergrunds als deutliche Erhebungen erkennbar.

[0023] Da fiir die Aufnahme der beispielsweise 32 Fluo-
reszenzbilder in den unterschliedlichen Tiefen eine be-
stimmte Zeit (ca. 1,5 bis 2 Sekunden) erforderlich ist, kann
es zu einer Bewegung des Objekts, z. B. des Augapfels
kommen. In diesem Fall kénnen die einzelnen Ebenen, in
denen die Fluoreszenzbilder liegen, zundchst anhand von
charakteristischen Merkmalen ausgerichtet und so die Au-
genbewegung kompensiert werden. Hierbei kénnen sowohl
Rotations- als auch Translationsbewegungen berlicksichtigt
werden. Fiir die Ausrichtung der einzelnen Schnittebenen
wird eine Ebene in einem mittleren Tiefenbereich als Refe-
renzebene gewihlt und alle iibrigen Fluoreszenzbilder an
dieser Referenzebene ausgerichtet. Hierdurch wird die Ak-
kumulation von Registrierungsfehlern, wie sie sich beim
Ausrichten benachbarter Schnittbilder ergeben kann, ver-
mieden.

Bezugszeichenliste

1 Laserstrahlquelle

2 x-y-Ablenkeinrichtung

3 Umlenkeinrichtung

4 Auge

5 Fokussierungsoptik

6 Detektor

7 Elektronik

8 Bildverarbeitungseinrichtung
9 Konfokale Blende

10 Speicher

11 Extrahierungseinheit

12 Mittelungseinheit

13 Bestimmung der Fluoreszenztiefe
14 Topographieeinheit

Patentanspriiche

1. Verfahren zur topographischen Darstellung von in-
neren Oberflachen eines Objekts, bei dem das Objekt
mit einem Laserstrahl lateral abgetastet und dabei indu-
zierte Fluoreszenz als Funktion des Ortes detektiert
wird, dadurch gekennzeichnet,

daB in unterschiedlicher Tiefe (z) konfokal abgetastet
wird,

daB3 fiir jeweilige laterale Bildpositionen (r) ein Fluo-
reszenztiefenprofil T, (z), welches die Fluoreszenzin-
tensitét als Funktion der Tiefe (z) angibt, ermittelt wird
und

daB fiir die Bestimmung der Tiefe des Fluoreszenzortes
ein bestimmtes Charakteristikum des Fluoreszenztie-
fenprofils ausgewertet wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daf} die Fluoreszenz durch einen Fluoreszenzfarb-
stoff, der im Objekt appliziert wird, erzeugt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
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net, dafl der Fluoreszenzfarbstoff durch Injektion oder
im Kontaktverfahren im Objekt appliziert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daB} die Fluoreszenz durch wenigstens einen natiir-
lich im Objekt vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff er- 5
zeugt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daf als Charakteristikum ein Wendepunkt, das Ma-
ximum, ein Bruchteil des Maximums, oder ein be-
stimmter Gradient eines monotonen Kurventeils ver- 10
wendet wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dafl eine laterale Mittelung der
Fluoreszenztiefenprofile mehrerer Bildpositionen eines
lateralen Bereichs fiir die Bestimmung der Tiefe des 15
Fluoreszenzortes gebildet wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, da3 das Fluoreszenztiefenprofil
normiert wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 20
durch gekennzeichent, daf fiir die Ausrichtung der
Ebenen, in welchen die Fluoreszenzbilder erzeugt wer-
den, eine Ebene aus einer mittleren Tiefe als Referenz-
ebene bestimmt wird und die Fluoreszenzbilder der iib-
rigen Ebenen an dieser Referenzebene ausgerichtet 25
werden.

9. Verwendung eines Verfahrens gem#8 einem der An-
spriiche 1 bis 8 bei der Untersuchung am biologischen
Gewebe.

10. Verwendung eines Verfahrens gemil einem der 30
Anspriiche 1 bis 9 bei der Untersuchung am Auge, ins-
besondere Augenhintergrund.

11. Verwendung eines Verfahrens gemil einem der
Anspriiche 1 bis 9 bei der Untersuchung an der Haut.
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Fig. 2

Dreidimensionale Speicherung

1~10
des Gesamtfluoreszenzdatensatzes i

Extrahieren jeweiliger
Fluoreszenztiefenprofile F, (z) fir Bild- R
positionen (r)

Mittelung mehrerer Fluoreszenztiefen- 12
profile eines lateralen Bereiches 1
: Bestimmung der jeweiligen Tiefe (z) der
Flucoreszenz aus dem Verlauf des ge- _1 13
mittelten Fluoreszenztiefenprofils fir jeden Ort

Erstellung einer perspektivischen Topographie
des Fluoreszenzvolumens, z. B. durch |14
Graustufenkodierung
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