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1. Einleitung
1.1 Priméare Hirntumore

Gliome gehdren zu der Gruppe der primdren Hirntumore. Unter primare Hirntumore
versteht man Tumore, die ihren Ursprung in neuronalem, glialem oder meningealem
Gewebe nehmen, aus Geweben der HirngefaRe oder dem Plexus Choroideus
hervorgegangen sind. Des weiteren werden primar im ZNS entstandene Lymphome dieser
Gruppe zugerechnet (Bocker et al., 1999)

Der zellulare Ursprung von Gliomen sind die Astrozyten, Oligodendrozyten oder Zellen des
Ependyms. Histologisch lassen sich demnach Astrozytome, Oligodendrogliome und
Mischgliome, die Oligoastrozytome, sowie Ependymome unterscheiden (Bernstein und
Berger, 2000). Die World Health Organisation (WHO) klassifiziert die Gliome nach ihrem
Differenzierungsgrad. Das fast nur bei Kindern oder Jugendlichen auftretende Pilozytische
Astrozytom entspricht dem WHO Grad |. Bei den differenzierten Astrozytomen und
Oligodendrogliomen des Erwachsenenalters handelt es sich um den WHO Grad II. Die
anaplastischen Gliome entsprechen dem WHO Grad lll, die entdifferenziertesten Tumore

der glialen Reihe des WHO Grads IV werden als Glioblastome bezeichnet.

1.2 Epidemiologie

Hirntumore stellen relativ seltene Tumorerkrankungen dar. Primére Hirntumore haben
lediglich einen Anteil von 2% aller malignen Tumorerkrankungen des Menschen (Ellison
und Love, 1998).Trotzdem sind sie eine nicht unerhebliche Ursache fir Mortalitdt und
Morbiditat in der Bevdlkerung (Bernstein und Berger, 2000). Dabei bilden die Gliome die
grofldte Gruppe an neu auftretenden primaren Hirntumore, gefolgt von den Meningeomen.
Neben den Gliomen haben zerebrale Metastasen eine hohe klinische Relevanz, da sie mit
einem Anteil von etwa 50% die gro3te Einzelgruppe der Hirntumore darstellen. 15-30%
aller an Malignomen erkrankten Patienten entwickeln zu irgendeinem Zeitpunkt der
Tumorerkrankung zerebrale Metastasen (Greenberg, 2001). Betrachtet man die Gruppe
der haufigsten primaren Hirntumore (Gliome und Meningeome) und fasst alle
Altersgruppen zusammen, so kommt es zu etwa 8-9 Neuerkrankungen pro Jahr auf
100000 Einwohner (Preston-Martin, 1996). Es gibt einen deutlichen Zusammenhang
zwischen Alter des Patienten und Auftretenswahrscheinlichkeit eines Hirntumors. Wéahrend

vor dem dreiBigsten Lebensjahr maligne Gliome (WHO Grad Il und IV) nur selten
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auftreten, steigt ab diesem Alter die Anzahl der neu auftretenden Gliome mit
zunehmendem Alter stetig an. In der Mitte der sechsten Lebensdekade finden sich dann
die meisten Neuerkrankungen. Eine Ausnahme bilden Gliome des WHO Grades I, bei
denen es sich um Gliome des Kindes oder des jungen Erwachsenen handelt. Meningeome
zeigen einen &ahnlichen altersabhéngigen Verlauf (Bernstein und Berger, 2000). Bei
Gliomen nehmen zudem die malignen Formen mit steigendem Alter zu (Schlegel und
Westphal, 1998).

1.3 Gliome

Allgemeine Pathologie

Von allen intrakraniell auftretenden Tumoren machen Gliome einen Anteil von 30-40%
aus. 50% dieser Gliome sind Glioblastome (WHO Grad 1V) und haben damit einen Anteil
von 15-20% an allen intracraniellen Tumoren (Bernstein und Berger, 2000; Bécker et al.,
1999). Das Glioblastom hat mit einer mittleren Uberlebenszeit von etwa 12 Monaten die
schlechtesten Prognose, gleichzeitig einen verhéaltnismalig grolien Anteil an allen
Hirntumoren (Schlegel und Westphal, 1998). Aufgrund des haufigen Auftretens und der
schlechten Prognose haben das Glioblastom, aber auch die anderen anaplastischen
Gliome, eine hohe Relevanz im klinischen Alltag der Neuroonkologie. Man kann
grundséatzlich zwei verschiedene histologische Tumorformen des Glioblastoms
unterscheiden. Auf der einen Seite das so genannte ,primére“- oder ,de novo“-
Glioblastom, das vorwiegend altere Patienten trifft, auf der anderen Seite das ,sekundare”
Glioblastom, welches aus der malignen Progression niedergradiger Gliome entsteht. Die
grol3e Mehrheit der Gliome zeigt ein ausgepragtes Invasionsverhalten mit weitreichender

Infiltration angrenzenden Hirngewebes.
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Abb. 1 Wachstumsmuster der histologischen Entitdten der Gliome.

Die Lokalisation des Glioblastoms ist in der Regel supratentoriell. Die klinische
Manifestation geht deshalb haufig mit cerebralen Krampfanféllen bei 20% der Glioblastom
Patienten einher. Insgesamt kommt es im Verlauf der Erkrankung bei 32% der Patienten
zur Krampfanfallen (Bernstein und Berger, 2000).

Dabei sind Kopfschmerzen als initiales Symptom haufiger als Krampfanfalle.
Kopfschmerzen treten in 37-39% der Félle als Erstsymptom in Erscheinung. Verursacht
werden diese in der Regel durch den ausgepréagten Masseneffekt und den dadurch
ansteigenden Hirndruck, selten durch Affektion des Ventrikelsystems mit konsekutivem
Hydrocephalus. Der Grund daflr ist, dass supratentorielle Tumore im Gegensatz zu
infratentoriellen Tumoren den Ligourabflu? nur in speziellen Situationen, wie Blockaden
des Foramen Monroe bei ausgepragter Raumforderung oder durch Verlagerung und
Verlegung von Teilen der Seitenventrikel, beeintrachtigen.

Nach Kopfschmerzen und Krampfanféllen fiihren an dritter Stelle fokale neurologische
Defizite zur Diagnose eines malignen Glioms. Mit 61-83% ist die Hemiparese das
haufigste fokal-neurologische Symptom, gefolgt vom Papillenédem mit 32-66% und dem
Psychosyndrom oder Orientierungsstorungen des Patienten in 18-40% der Falle. Bei
linksseitig gelegenem Glioblastom entwickeln 37-58% der Patienten eine Dysphasie
(Greenberg, 2001).



1.4 Therapie

Die Standardtherapie maligner Gliome besteht in einer chirurgischen Resektion der
Tumormasse gefolgt von einer externen Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis von 60 —
65 Gray (Greenberg, 2001). Diese postoperative Bestrahlung verlangert die mediane
Lebenserwartung nach Resektion allein von 2-4 auf 8-11 Monate (Pfeiffer und Schrdoder,
1995). Dabei zeigt eine Ganzhirnbestrahlung keinen Lebenszeitgewinn gegeniber einer
lokaleren externen Feldbestrahlung, bei grolRerem Risiko von therapieinduzierten
Hirnnekrosen (Greenberg, 2001). Es sollte aber bedacht werden, dass nicht alle Patienten
fur eine chirurgische Therapie in Frage kommen. Kontraindikationen fiir eine chirurgische
Intervention sind ausgedehnte Tumoren der dominanten Hemisphéare mit Infiltration
eloquenten Hirns, bilaterale Tumoren, multifokales Wachstum, hohes Alter des Patienten
oder schlechter Karnofsky Index, gleichbedeutend mit schlechtem neurologischem

Funktionszustand (Greenberg, 2001).

Eine kurative Behandlung maligner Gliome ist bislang nicht méglich. Die derzeitigen
Therapieoptionen erreichen in vielen Fallen eher eine geringe Lebenszeitverlangerung.
Ziele der chirurgischen Therapie sind: 1. Sicherung der Diagnose; 2. Palliation von
neurologischen Defiziten durch Reduktion der Raumforderung; 3. Verlangerung der
Uberlebenszeit (Giese et al., 2003). Eine signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit
durch Resektion maligner Gliome ist jedoch maoglicherweise nur bei Resektion von Uber

98% des kontrastmittel aufnehmenden Tumors zu erwarten (Abb. 2).
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Abb.2 Verhiltnis von ResektionsausmaR und Uberlebenszeit bei malignen Gliomen in

einer retrospektiven Analyse.

Im Falle von niedrig gradigen Gliomen kann durch eine vollstandigere Resektion eine
Verzogerung der Progression dieser Tumore zu malignen Formen und damit
moglicherweise eine Verlangerung der Uberlebenszeit erreicht werden (Keles et al., 2001).
Eine Teilresektion maligner Gliome ist nicht nur wegen eines fraglichen Einflusses auf die
Uberlebenszeit problematisch, sondern auch wegen eines erhohten Risikos fir
Nachblutungen oder postoperatives Hirnédem, was die postoperative Morbiditat signifikant
erhoht (Greenberg, 2001). Andererseits sind im eloquentem Hirn die Mdglichkeiten der
chirurgischen Radikalitéat begrenzt, sodass sich die chirurgische Neuroonkologie in einem
Spannungsfeld von gréRtmdglicher Radikalitdt und zu verhinderndem neurologischen
Defizit bewegt (Abb. 3).



Abb. 3 Verhaltnis zwischen Resektionsausmafd und neurologischem Defizit.

Auch die Chemotherapie ist Bestandteil der Standardtherapie. Der Nutzen ist dabei fur
anaplastische Astrozytome und Oligodendrogliome groRRer als fir Glioblastome (Black,
1997). Ein wichtiger Faktor fur das Ansprechen der Tumore auf Chemotherapien scheint
ebenfalls die moglichst vollstandige Resektion zu sein (Greenberg, 2001). Auch wenn der
solide Kontrastmittel aufnehmende Tumor vollstandig entfernt wird, verbleiben in
makroskopisch unaufféllig erscheinendem Hirngewebe invasive Gliomzellen, die bislang
keiner definitiven Therapie zugéanglich sind (Giese und Westphal, 1996).

- lokaler
- Progress

Abb. 4 Lokaler Tumorprogress aus einem intraoperativ unerkannten Tumorrest.



Diese invasiven Zellen oder intraoperativ verbliebene Anteile des soliden Tumors sind der
Ursprung von Rezidiven (Abb. 4). Dabei treten Uber 95% der Rezidive innerhalb von 3 cm
um die Resektionshdhle auf (Burger et al., 1983; Wallner und Galicich, 1989).

1.5 Invasives Wachstum maligner Gliome

Ein Charakteristikum von Gliomzellen ist das lokale Invasionsverhalten. Wahrend sich das
Glioblastom makroskopisch in einigen Bereichen gut abgegrenzt mit einer zentralen
Nekrose darstellt, zeigt sich mikroskopisch immer eine variable Zone von infiltriertem
Hirngewebe (Giese und Westphal, 1996). Bereits vor 60 Jahren konnte an einer Serie
unbehandelter Gliome das Ausmalf} des infiltrativen Wachstums dargestellt werden. Dabei
zeigte sich, dass die Invasion der Tumorzellen bestimmten anatomischen Strukturen folgt
(Abb. 5). Hierzu gehéren myelinisierte Axone, Basalmembranen von Blutgefalen und das
Subependym der Ventrikelwande (Scherer, 1938; Scherer, 1940). Eine Konsequenz der
hohen Affinitat zu myelinisierten Fasern ist die weite Ausbreitung von Gliomzellen entlang
der Sehbahn, durch den Balken und/oder die vordere Kommissur, woraus haufig
bilaterales Tumorwachstum resultiert (Giese und Westphal, 1996). Bei einer Untersuchung
unbehandelter maligner Gliome konnte von Matsukado et al. eine mikroskopische
Ausbreitung von Tumorzellen in die kontralaterale Hemisphére in 47% der Falle einer

konsekutiven Serie beobachtet werden (Matsukado et al., 1961).

Dieses invasive Verhalten einzelner Gliomzellen geht zundchst mit einer nur minimalen

Zerstorung neuronaler Strukturen einher (Giese und Westphal, 1996).
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Subependymal

Gliome
Invasionsmuster

anatomisch — strukturelle
Infiltration

Abb. 5 Gliom- Ausbreitungsmuster mit infiltrativen Wachstum entlang myelinisierter
Faserbahnen (links unten), subependymales Tumorwachstum (oben rechts),
subarachnoidale Infiltration (coronares Bild, unten) und die relativ seltenere spinale

Metastasierung auf dem Liquorweg (unten rechts).

Auch  wenn sich die Invasion der verschiedenen Gliome hinsichtlich
Invasionsgeschwindigkeit und bevorzugter Leitstrukturen unterscheidet, so scheint doch
das Phanomen der Invasion ein fir alle Gliome typisches Verhalten zu sein, mit Ausnahme
der benignen Ependymome und einiger seltener Astrozytome (Giese und Westphal, 1996).
Der Prozess der Invasion folgt dabei einer charakterisierten Abfolge von Schritten.
Zunéachst muss durch einen rezeptorvermittelten Prozess eine Zell-Matrix-Interaktion durch
Adhasion initiiert werden. Ist dies geschehen, beginnen die Zellen Proteinasen zu
sezernieren, welche die extrazellulare Matrix modifizieren. Auf diese Weise entsteht ein
interzellularer Raum, in den invasive Gliomzellen durch einen aktiven zellularen Prozess,

die Migration, einwandern kénnen (Giese und Westphal, 1996).
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Dass Gliomzellen fir die Invasion eine bestimmte extrazellulare Matrix bevorzugen, zeigt
die Affinitdt der Zellen zu bestimmten Leitstrukturen wie GefalRen und myelinisierten
Fasern. So lie sich auch in vitro die Migrationsgeschwindigkeit der Gliomzellen
grundlegend durch unterschiedliche Matrixkomponenten regulieren (Giese et al., 1995).

Das invasive Wachstum der Gliome hat zur Folge, dass echte histologische Grenzen zum
normalen Hirn nicht existieren, sondern in vielen Bereichen ein Gradient infiltrierender
Zellen vom soliden Tumor in angrenzendes Hirn gefunden wird. Die Infiltration reicht dabei

mehrere Zentimeter weit.

Gliome
Invasionsmuster

J Neurosurg 66:865-874, 1987 I
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Abb. 6 Nachweis invasiver Gliomzellen relativ zu bildmorphologischen Befunden.

Intraoperativ ist dementsprechend die Definition des zu resizierenden Areals schwierig.
Untersuchungen von Albert et al. konnten zeigen, dass die Einschatzung der Radikalitét
einer Glioblastomresektion durch den Chirurgen nur in 30% der Falle mit Befunden
postoperativ durchgefihrter MRT Ubereinstimmt (Abb. 6; Albert et al., 1994). Diese
Problematik zeigt die Wichtigkeit der Verfahren auf, die intraoperativ Tumorgewebe von
invadiertem oder normalem Hirn differenzieren kénnen.

Zur praoperativen Planung und Lokalisation eines Tumors stehen dem Chirurgen
Computertomographien, Magnetresonanztomographien, Positionen

Emissionstomogramme bzw. wahrend der Operation Neuronavigation, Neurosonographie,
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die operationsmikroskopisch-optische Vergrol3erung, sowie letztlich der histologische
Schnellschnitt zur Verfigung.

Im Falle der Gliome haben Magnetresonanztomographien die konventionellen
Rontgenbilder und Computertomographien als diagnostisches Mittel weitestgehend ersetzt
und erzeugen Bilder von Tumor und Hirnparenchym mit einer Auflésung im
Millimeterbereich. Diese erlauben Uber eine multiplanare Berechnung der Bilddaten eine
genaue Analyse der Tumoranatomie und die Verwendung dieser Bilddaten in
intraoperativen Navigationsverfahren. Wahrend diese Verfahren Information Uber die
Lokalisation eines Tumors liefern und dem Chirurgen eine exakte Planung des Vorgehens
wahrend der Operation erlauben, kdnnen diese Verfahren weder eine Aussage Uber das
Infiltrationsverhalten oder die Histoarchitektur eines Tumors geben, noch lassen sich damit
exakte Grenzen zwischen Tumor und gesundem Hirngewebe darstellen.

Als weiteres intraoperativ- bildgebendes Verfahren steht dem Chirurgen der Ultraschall zur
Verfligung, der wahrend eines Eingriffes zur Lokalisation des Tumors genutzt werden kann
und eine relativ  differenzierte  Darstellung des  Tumorparenchyms,  der
Tumorvaskularisation und angrenzender anatomischer Strukturen erlaubt. Bei einer
technisch erreichbaren Auflosung von 80 — 200 pm kann eine Darstellung der
Histoarchitektur nicht erwartet werden wodurch eine exakte Differenzierung der Grenzen

zwischen Tumor, Infiltrationszone und Hirngewebe ebenfalls nicht mdglich.

Fur eine exakte intraoperative Diagnose der Tumorentitdt und des Infiltrationsausmalfies
des angrenzenden Hirns bleibt bislang der histologische Schnellschnitt der Goldstandard
in der Darstellung der zellularen Elemente. Diese Verfahren allerdings setzen voraus, dass
aus fraglichen Arealen Gewebe entnommen wird, was besonders in eloquentem Hirn
problematisch sein kann. Die entnommenen Proben missen mit histologischen
Schnellverfahren aufgearbeitet und bewertet werden. Sollen im Sinne von Randschnitten
mehrere Areale untersucht werden, steigen der entsprechende personelle Aufwand und
die Untersuchungszeit. Es besteht somit ein Bedarf fir Methoden, die intraoperativ eine
verbesserte Darstellung von Tumorgewebe erlauben. Winschenswert ware eine
kostenglinstige, nicht-invasive Methode, mit einfacher Handhabung und Interpretation,
sowie geringem Zeitaufwand, ohne Notwendigkeit flr zusétzliches Instrumentarium, die in
neurochirurgisches Operationsgeréat integrierbar ist.

Vorraussetzung daftir ware eine so hohe Auflésung, dass sich strukturelle Veranderungen
des soliden Tumorgewebes, aber auch des Hirngewebes in der Infiltrationszone
nachweisen lassen. Wesentliche Punkte dieser Merkmale werden von der Optischen

Kohéarenztomographie (engl.: optical coherence tomography, OCT) erfillt.
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Das OCT-Messverfahren wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen weltweit entwickelt.
Als optische Methode, bei der infrarotes Licht eingesetzt wird, stellt OCT ein nicht
invasives Verfahren dar. Mit einer raumlichen Auflésung von 4 — 10 ym und einer
Eindringtiefe, abhéangig von den optischen Eigenschaften des Gewebes, von 1 — 2 mm
konnte sich OCT zur Visualisierung oberflachennaher Gewebsstrukturen und
Gewebsschichten, zum Beispiel im Bereich der Resektionsflachen wahrend der Operation
von Hirntumoren eignen.

Das physikalische Prinzip beruht auf der Koharenz zwei oder mehrerer optischer Wellen,
die in ihrer Frequenz Ubereinstimmen, sowie in ihrer Phasenbeziehung konstant sind und
die gleiche Ausbreitungsrichtung besitzen (Hering et al., 1986). In der Praxis ist dies
lediglich bei Lichtwellen zu beobachten, die mit gleichen Lichtquellen erzeugt werden.
Strahlen, die durch eine Lichtquelle erzeugt werden, zeigen in der Regel nur Uber eine
begrenzte Zeit eine konstante Phasenbeziehung. Die Strecke, die das Licht innerhalb
dieser Zeit zurticklegt (Wegdifferenz), bezeichnet man als Koharenzlange. Sie ist der
maximale Weglangenunterschied, den zwei Wellenziige durchlaufen kénnen, um noch
interferenzfahig zu sein.

Die Koharenzlange ist somit eine Eigenschaft von Lichtquellen mit Werten von vielen
Kilometern (stabilisierter Laser) bis zu einem Mikrometer (Glihlampe).

Koharenz von Wellen ist eine notwendige Voraussetzung zur Beobachtung von
Interferenz (Hering et al., 1986), die bei Uberlagerung von Wellen auftreten kann. Wenn
die Phasendifferenz ein ganzahliges Vielfaches der Wellenldange ausmacht, vervierfacht
sich die Gesamtintensitdt und es entsteht eine sog. konstruktive Interferenz. Hingegen
besteht bei einem Gangunterschied der beiden Teilwellen und einem ungradzahligen
Vielfachen der halben Wellenl&dnge eine sog. destruktive Interferenz (Ausléschung), die

Gesamtintensitat ist Null. (Hering et al., 1986).

Erste medizinische Anwendungen dieses MeRverfahrens fanden sich in dem Bereich der
Dermatologie und der Augenheilkunde (Welzel et al., 1997; Hee et al., 1995; Thomas und
Duguid, 2004). In der Endoskopie wird die OCT-Technik experimentell zu Untersuchungen
innerer Organsysteme angewendet, beispielsweise zur Darstellung von Schleimhéauten im
Magen-Darm-Trakt, sowie mit endovaskularen Sonden zur Untersuchung von
Atheromplaques in grof3en BlutgefalRen. (Drezek et al., 2003; Fockens, 2002; Nishioka,
2003; Zuccaro, 2001). Weiterentwickelte OCT- Gerate werden heute — und auch am
Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein (UK S-H), insbesondere in bildgebenden
Verfahren der Dermatologie genutzt. Die OCT bietet bei der Untersuchung von
oberflachlichen Hautverdnderungen eine bessere Auflosung als beispielsweise der

Ultraschall.
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In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob in Hirntumoren mittels OCT
unterschiedliche Strukturen wie Elemente normalen Hirnparenchyms, Infiltrationszone
hirneigener Tumore und solider Tumor differenziert werden kénnen. Von besonderem
Interesse war die Frage, ob sich in den Infiltrationszonen eine Aussage uber die
Infiltrationsdichte treffen lasst. Zur Analyse wurde ein orthotopes allogenes Gliommodell
der Maus verwendet, in dem intracerebrale Tumoren unterschiedlichen
Invasionsverhaltens  erzeugt werden  kdénnen.  Weiterhin  wurden  wéhrend
neurochirurgischer Operationen gewonnene Biopsien verschiedener Histotypen von
Hirntumoren untersucht und die in der OCT zur Darstellung kommenden Befunde mit der
histologischen Aufarbeitung korreliert. Ein erstmals in ein neurochirurgisches
Operationsmikroskop integriertes OCT-Verfahren wurde in einem Kklinischen Pilotprojekt
zur intraoperativen Analyse der Resektionsflachen wahrend der Resektion von
Hirntumoren verwendet.

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollen die Basis fir eine Einschatzung der Tauglichkeit
der OCT als hochauflosende Methode zur intraoperativen Bildgebung in der
Neurochirurgie liefern und stellen die ersten Untersuchungen experimenteller und

humaner Gliome mit dieser Methode dar.

2. Material und Methoden

2.1 Messgerate

2.1.1 Optische Koharenztomographie (OCT)

Die OCT lasst sich am Aufbau eines Michelson Interferometers erklaren (Abb. 7). Analog
zu Weillichtinterferometrie werden in der OCT Lichtquellen mit kurzer Koharenzlange
eingesetzt. Paralleles Licht wird Uber einen Strahlteiler in zwei Anteile aufgeteilt. Sind die
optischen Wege Uber Spiegel 1 und Spiegel 2 zum Detektor gleichlang, so wird am
Detektor ein Interferenzbild gemessen. Bei konstruktiver Interferenz wird eine sehr gro3e
Intensitat nachgewiesen. Bei destruktiver Interferenz ist die Intensitdét am Detektor im
Idealfall Null. Ist der optische Wegunterschied Uber Spiegel 1 und Spiegel 2 groRer als die
Kohéarenzlange der Lichtquelle, wird am Detektor kein Interferenzsignal, sondern lediglich
die dort ankommende Gesamtintensitat des von den beiden Spiegel zuriickreflektierten
Lichtes gemessen. Wird Spiegel 1 in z-Richtung verfahren und dabei am Detektor eine

Intensitatsmodulation detektiert, so lasst sich die relative Position des Spiegels 2 im
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Rahmen der Koharenzlange der Lichtquelle bestimmen. Das Signal wird elektronisch
verstarkt und demoduliert, d. h. dass die Einhullende der Interferenzmodulation
aufgenommen wird. In der bildgebenden OCT wird der Spiegel 2 durch die zu
untersuchende Probe ersetzt, so dass die Amplitude der Interferenzmodulation

Ruckschlisse auf die optische Struktur der Probe ermoglicht.

A
Detektor @
n — «~15um
C
9
=
N N i >
Z1-22=O
Lichtquelle Strahl- ~
teiler\! .
g - g (@)]
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> € > o
A Z2 n
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Abb. 7 Offenes Michelson Interferometer.

Fur Anwendungen der OCT in der medizinischen Diagnostik ist ein 'offenes' Michelson-
Interferometer nicht geeignet, da der Probenort (Mensch) flexibel erreichbar sein muss und

dabei groRe optische Wege zur Probe berticksichtigt werden missen.
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Das Michelson-Interferometer lasst sich auch mit Lichtwellenleitern (LWL) realisieren

(Abb.8).
[O ------- OII Probe

SLD

single mode
Fasern

Photo
Dij

Spiegel 1

G
Referenz

Abb. 8 Geschlossenes Interferometer.

Das Licht einer Superlumineszenzdiode (SLD) wird in einen LWL eingekoppelt und am
Faserkoppler zu jeweils 50% in zwei Anteile (Referenz- und Probenlicht) aufgeteilt. Das
vom Referenzspiegel und der Probe reflektierte Licht wird tber Linsen wieder in die LWL
eingekoppelt, so dass sich am Faserkoppler Proben- und Referenzlicht iberlagern und am
Detektor das Interferenzsignal detektiert wird. Die Vorteile eines Faseraufbaus liegen in
einer einfacheren Justierung und einer nahezu frei wahlbaren Positionierung des
Probenortes. Fir eine optimierte Messdynamik ist das OCT-Lichtwellenleitersystem aus
mehreren Faserkopplern aufgebaut. Dabei werden ein konstanter Intensitatsuntergrund
sowie Schwankungen der Intensitat der Lichtquelle eliminiert. Um eine hohe
Messgeschwindigkeit zu erreichen, wird die optische Wegverstellung im Referenzarm nicht
durch das Verfahren eines einzelnen Spiegels, sondern beispielsweise durch ein Dehnen
des LWL realisiert. Es wird eine Messgeschwindigkeit von bis zu 100 Hz pro 2mm -
Tiefenscan erreicht. Ein Tiefenscan wird analog zur Ultraschalltechnik als A-scan
bezeichnet. Um ein zweidimensionales Bild zu erhalten, wird die Probe lateral abgetastet.
Die Amplitudenwerte der einzelnen A-Scans werden in logarithmierten Graustufen- oder
Falschfarbenwerten dargestellt. Das resultierende Bild wird als B-scan bezeichnet. Fir
einen B-Scan bestehend aus 100 einzelnen A-Scans wird in der hier genutzten
Konfiguration eine Sekunde Messzeit bendtigt. In der medizinischen Diagnostik befindet
sich stark lichtstreuendes Gewebe (z. B. Hirngewebe) am Probenort. Die hier wichtigen
optischen Parameter sind der Streu- und Absorptionskoeffizient (us, pa), die Dicke d und
die Brechzahl n des Gewebes. Es erreichen den Detektor aus dem Probenarm Photonen,
die durch Streuung im Gewebe unterschiedliche optische Wege zurtickgelegt haben. Fur

Rekonstruktionen von Strukturen innerhalb des Gewebes dienen nur die Photonen, die
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einmal gestreut direkt in die Messapertur zuriickgelangen. Mehrfach im Gewebe gestreute

Photonen verringern den Kontrast in tiefer liegenden Gewebeschichten.

2.1.2 TD-OCT (engl.: time-domain OCT)

Das in dieser Arbeit verwendete TD-OCT-Gerat basiert auf einem Sirius 713
Tomographen (Heidelberg Engineering AG, Heidelberg, Deutschland), dessen Technik am
Medizinischen Laserzentrum der Universitat zu Lubeck (inzwischen Institut fir
Biomedizinische Optik) entwickelt wurde. Das Geréat verwendet eine Superlumineszenz-
Diode (SLD), die Licht im nahinfraroten Wellenlangenbereich mit einer zentralen
Wellenlange von 1310 nm und einer Kohéarenzlange von 15 pm (Abb.9) emittiert. Die
Infrarotstrahlung wird von einer Monomodefaser zu einem modifizierten TD-OCT-Adapter
gefuhrt, der ein Linsensystem enthélt, Messungen in einem Abstand von 2,5 cm erlaubt
und mit einem integrierten Pilotlaser ausgestattet ist. Dies ermdglicht Messungen von
Hirngewebe bzw. Hirntumorgewebe mit einer nicht- invasiven Technik, die zwei
dimensionale Abbildungen von 4 mm Breite und 2.0 - 2.5 mm Tiefe je nach den
Gewebemerkmalen erméglicht. Die Scanzeit bei einer Auflésung von 100 Pixel/mm betrug
8 Sekunden fir eine 4 mm Scanlinie. Die bei dieser Studie verwendete Konfiguration
ermdglicht eine axiale optische Auflésung von 15 um mit einer lateralen Auflésung von 10

um.

Schematischer Modellaufbau
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Abb. 9 Schematische Darstellung der TD-OCT Konfiguration.

2.1.3 TD-OCT Gerat fur in vivo Messungen

Fur die intraoperative TD-OCT Bildgebung wurde der Applikator, die Linsen, der
Rotationsspiegel und der Pilotlaser (Abb. 9) an einen flexiblen Arm montiert, der fest mit
dem Operationstisch verbunden werden konnte.

Far in situ Messungen von Hirn, Tumor oder Flachen der Resektionswande wurde der Arm
samt Messeinheit in einem Abstand von 10 cm Uber das zu scannende Areal geschwenkt
und manuell in die fokale Ebene gebracht. Der gescannte Bereich wurde mittels
Neuronavigation dokumentiert und im Falle von Tumorgewebe wurde die Probe fir die
neuropathologische Aufarbeitung in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten

und mit Hamatoxilin-Eosin (H&E) gefarbt.

2.1.4 Spektral Domain-OCT (SD-OCT) oder Spektralrad ar

Eine weiterentwickelte Form der TD-OCT stellt das Spektral Domain-OCT (engl.: spectral-
domain OCT), oder Spektralradar dar. Diese Gerdte erlauben eine erhdhte
Messgeschwindigkeit und gleichzeitig verbesserte Bildqualitdt. Spektral Domain-OCT
Messungen wurden mit ebenfalls am Medizinischen Laserzentrum LiUbeck entwickelten
und inzwischen von der Firma Thorlabs AG Libeck hergestellten Gerate, durchgefihrt
(Koch et al., 2005; Boller, 2003). Eines der von uns verwendeten Gerate arbeitete mit
einer zentralen Wellenlange von 900 nm und einer spektralen Bandbreite von 165 nm.
Diese Konfiguration erlaubt eine axiale Auflésung von 4,1 pum und eine laterale Auflésung
von 8 um in hochstreuendem Geweben. Das OCT-Grundgerat ist Uber eine Monomode-
Lichtleitfaser, die sowohl die Strahlung zum Handstick hin als auch zuriick transportiert,
verbunden (Abb.10). Das Handstick enthdlt ein offenes Interferometer mit Strahlteiler,
festem Referenzspiegel, Scanner und Fokussierungsoptik. Im OCT-Gerat wird die Proben-
und Referenzstrahlung mittels eines Faserkopplers auf ein Spektrometer geleitet. Aus den
gemessenen Spektren kdnnen A-Scans mit 1,5 mm Tiefe berechnet werden. Der Scanner
im Handstiick erlaubt die Aufnahme von B-Scans mit bis zu 8 mm Breite. Die Lichtleistung
auf der Probe betrug wahrend der Messungen etwa 150 mW. Die fur die Darstellung und
Auswertung der gemessenen Daten verwendete Software (OCT EVAL) wurde ebenfalls

am Medizinischen Laserzentrum Libeck entwickelt.
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Schematischer Modellaufbau
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Abb. 10 Schematische Darstellung der SD-OCT Konfiguration.

2.1.5 SD-OCT integriertes OP-Mikroskop

Ferner wurde im Rahmen dieses Projekts ein SD-OCT-Gerét in ein neurochirurgisches
Mikroskop der Firma Mdller Wedel (Wedel, Deutschland) integriert. Die zentrale
Wellenlange dieses SD-OCT Geréats betrug 840 nm, die axiale Auflosung etwa 11 um und
die Messgeschwindigkeit 1220 A Scans pro Sekunde. Die OCT-Messungen wurden hier
durch dieselbe optische Einheit, die auch fiur die sichtbaren Bereiche des Lichts fir
vergroRerte Darstellung des Gewebes verwendet wird, durchgefuhrt. Das Linsensystem
ermdglicht einen Arbeitsabstand von 231 mm mit einem Tiefenmessbereich von 3,5 mm
und einer lateralen Aufldsung von 27 pm.
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2.2 Gewebeproben und Histologien

2.2.1 Orthotopes allogenes Gliommodell in Maushirn

Abb. 11 Histologie von invasiven G112- und nicht invasiven U87 Gliomen.

Es wurden zwei aus menschlichen Glioblastomen etablierte Gliomzelllinien, G-112 und
u87, verwendet (Abb. 11). Im Mausmodell zeigt G-112 ein diffus in das angrenzende Hirn
infiltrierendes Wachstum, wahrend U87 ein dem Wachstum von Hirnmetastasen ahnliches
Muster mit guter Abgrenzung und minimaler Infiltration zeigt (Abb. 11). Um orthotope
Gliome im Mausmodel zu erzeugen, wurden Zellen in aktiver Wachstumsphase aus
Monolayerkultur durch Trypsinierung gewonnen und intrakraniell implantiert. Eine
Zellsuspension in einer Konzentration von 3 x10 */ul wurde stereotaktisch im Bereich der
Capsula interna implantiert. Typischerweise werden Tumorgrof3en von etwa 1 mm
Durchmesser 3-4 Wochen nach Implantation erreicht. Alle Versuche wurden entsprechend
den Bestimmungen der Tierschutzverordnung und des durch die Tierschutzkommission
des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein unter Protokoll Nr. 30/0/03 genehmigten
Vorgehens ausgefuhrt.

Die Mause wurden mittels einer intraperitonealen Narkose betaubt (200 mg Ketamin und
20 mg Xylazin in 17 ml NaCl- Lésung mit je 0,15 mg/10 g Korpergewicht). Unter
Verwendung eines stereotaktischen Rahmens (TSE Systeme Homburg, Deutschland)
wurde ein 2-3 mm Mittellinieneinschnitt ausgefiihrt und eine 1 mm durchmessende
Trepanation mit einem Diamantbohrer 3 mm paramedian auf Hohe des Bregmas angelegt
und eine stereotaktische Implantation 0.5 mm tief im Bereich der Capsula interna in einem
Volumen von 3 pul der Zellsuspension Uber 3 Minuten eingebracht. Der Implantation

folgend wurde anschlieBend 50 mg/kg Novaminsulfon s.c. verwendet und 1 mg/ml
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Novaminsulfon dem Trinkwasser fiur drei Tage beigefigt. Vier Wochen nach der
Implantation der Tumorzellen wurde den Mausen eine letale intraperitoneale Injektion von
50 mg/kg Xylazin und 350 mg/kg Ketamin verabreicht. Die tumortragenden Hirne von neun
Mausen wurden entnommen und koronare Schnitte fir die OCT-Untersuchungen

verwendet.

2.2.2 Ex vivo Messungen

Abb. 12 TD-OCT Applikator mit Pilotlaser zur Untersuchung von Tumorproben ex vivo.

Die Untersuchung der Gewebeproben ex vivo erfolge mit einem an einem Stativ
angebrachten OCT-Applikator, der circa 2,5 cm Uber der Probe positioniert wurde und mit
einer Noniusschraube in der z Achse im pm-Bereich fokussiert werden konnte. Der
Probentisch konnte in gleicher Weise in der x und y Achse bewegt werden, was eine
genaue Untersuchung serieller optischer Schnitte und deren 3D Rekonstruktion
ermoglichte. Der Messlaser traf im Winkel von 90° auf das Gewebe und konnte anhand
eines Pilotlasers auf einen gewinschten Bereich gerichtet werden (Abb. 12). Die Lange
der Scanzeile betrug 8 mm. Zur histologischen Aufarbeitung wurden die Gewebeproben in
Formalin fixiert, dann parallel zur optischen Achse geschnitten, in Paraffinblocke
eingebettet, 5 ym histologische Schnitte angefertigt und H&E gefarbt.
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2.2.3 In vivo OCT-Analysen

Entsprechend eines durch die Ethikkommission der Universitat zu Libeck genehmigten
Protokolls # 05-004 wurden im Rahmen einer Pilotstudie intraoperative OCT-Analysen von
Hirn, Tumor und Resektionsflachen durchgefiihrt. Eine Patientenversicherung wurde
abgeschlossen und getrennte Einwilligungserklarungen der Patienten zu Operation und
klinisch-experimentellem Protokoll lagen 24 Stunden vor dem Eingriff vor. Intraoperativ
wurde unter mikrochirurgischem Standard eine Entfernung des malignen Glioms
vorgenommen. Dabei sind vor, wahrend und nach der Resektion diverse OCT-Analysen
von normalem Hirn, makroskopisch solidem Tumor, Tumornekrosezone sowie von den
Flachen der Resektionsrander durchgefihrt worden. Die Analyseorte wurden durch
Akquisition der Raumkoordinaten mit Hilfe der Neuronavigation dokumentiert und
Gewebeproben genommen. Die Proben wurden histologisch aufgearbeitet und eine
Korrelation mit den OCT-Befunden und dem bildmorphologischen MRT Befund
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 OCT-Analyse experimenteller Gliome im Mausmodel |

3.1.1 OCT-Darstellung von nativem Maushirn

Scanebene

SD-OCT

Abb. 13 OCT-Analyse eines nativen Maushirns, transcortikal (oben), coronarer Hirnschnitt
(unten) entsprechend der Scanlinien a-d.

Ein normales Mausgehirn wurde nach Entnahme auf Eis gekihlt und sofort mittels OCT
analysiert (Abb. 13 oben, grine Scanebene). Die transkortikale OCT-Analyse zeigte die
Oberflachenkontur des Maushirns. Bei einer Eindringtiefe von 1.5 mm subcortikal zeigte
sich das Hirnparenchym homogen ohne darstellbare Binnenstruktur. Die OCT-Analyse
eines coronaren Schnittes durch normales Maushirn zeigte entsprechend der
makroskopischen Befunde die Grenzen der grauen- (Abb. 13 b und d roter Pfeil) und
weissen Substanz (Abb. 13 b und d blauer Pfeil) und die Struktur der Basalganglien (Abb.

13 c roter Kreis) als Anderungen der OCT-Signalintensitéat.
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3.1.2 TD-OCT- und SD-OCT Analyse experimenteller GI iome

Abb. 14 Vergleichende Darstellung eines G-112 Glioms im Maushirn durch TD-OCT und
SD-OCT.

Vier Wochen nach Implantation der hoch invasiven G-112 Gliomzellinie erreichen diese
Tumore typischerweise einen Durchmesser von 1 — 1,5 mm. Die Tiere wurden nach dem
in 2.2.1 beschriebenen Verfahren getdtet und das ganze Hirn entnommen, in koronarer
Ebene im Bereich der Implantationsstelle geschnitten, auf Eis gekihlt und umgehend einer
TD-OCT- bzw. SD-OCT-Analyse unterzogen. Abbildung 14 zeigt Messungen an einem
Maushirn mit implantiertem Tumor. Die Position des Tumors ist griin umrandet im linken
oberen Foto der Hirnprobe gekennzeichnet. Unten sind schematisch die Positionen der
jeweiligen B-scans markiert. Die jeweiligen TD-OCT-Messungen zu den jeweiligen
Positionen und die entsprechenden SD-OCT-Messungen sind dargestellt. In der SD-OCT
treten kleine Strukturen deutlicher hervor als bei der TD-OCT. Wahrend tumorfreies
Hirngewebe keine Strukturen in der OCT-Darstellung zeigt (Abb. 14 weil3e Pfeile), werden
in der von Tumor infiltrierten Zone Kkleinere Strukturen und UnregelmaRigkeiten im
Streuverhalten sichtbar (Abb. 14 gelbe Pfeile). Diese UnregelmaRigkeiten sind im soliden
Tumor am deutlichsten (Abb.14 rote Pfeile). Sowohl Messtiefe, Auflosung als auch die

Messdynamik sind in den SD-OCT-Messungen besser als bei der TD-OCT.
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Abb. 15 Darstellung von Tumor (B), Infiltrationszone (A) und normalem Hirngewebe durch
TD-OCT und SD-OCT.

Um die histologischen Korrelate der TD-OCT- bzw. SD-OCT-Darstellung invasiver
Hirntumore zu untersuchen, wurden eine vergleichende Analyse coronarer Hirnschnitte mit
implantiertem invasiven G-112 Gliom durchgefiihrt. Dafir wurden die analysierten
Gehirnabschnitte parallel zur Scanlinie markiert in Formalin fixiert, in Paraffin gebettet und
parallel zur Achse der optischen Gewebeanalyse 4 um Schnitte angefertigt und H & E
gefarbt. Diese Untersuchungen zeigten, dass TD-OCT und SD-OCT nicht nur die soliden
Tumoranteile zur Darstellung bringen, sondern auch die Invasionszone als vom normalen
Hirn abweichendes Signal darstellen. Der entsprechende histologische Schnitt zeigte,
dass die OCT-Signalabnormitaten von einer kleinen Zahl invasiver Tumorzellen verursacht
wird, also bereits ein geringer Infiltrationsgrad dargestellt und von normalem Hirn
unterschieden werden kann. Auch hier zeigte sich die SD-OCT durch eine bessere
Detaildarstellung und deutlichere Kontrastgebung der TD-OCT Uberlegen und mit einem
héheren diagnostischen Wert.
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3.1.3 SD-OCT Darstellung und 3D Rekonstruktion expe rimenteller Tumore

Mausmodel SD-OCT

Abb. 16 3D Rekonstruktion und multiplanare Analyse der Hirn-Tumorgrenze.

Ein teilweise exophytisch gewachsener invasiver G-112 Tumor wurde transtumoral—
transcortical einer SD-OCT-Analyse durch 300 konsekutive B-Scans Uber das Tumorareal
und den angrenzenden Cortex unterzogen und mit Hilfe einer eigens hierfir entwickelten
Software (lbanez L: The ITK Software Guide) eine 3D Rekonstruktion des Datensatzes
angefertigt. Unter Verwendung dieser Software kann die Bildmatrix einer multiplanaren
Analyse unterzogen werden und so die Hirn-Tumorgrenze in verschiedenen Schnittebenen
dargestellt werden (Abb. 16 weilRe Pfeile). Diese Analyse zeigte verschiedene Eigenheiten
der optischen Gewebeanalyse auf. Im Tumor kamen in sagittalen Analyseebenen lakunére
Strukturen niedriger Signalintensitat zur Darstellung, die in coronarer Rekonstruktion als

Ausléschungsphanomene  hoch-signalintenser,  optisch  dichter  Strukturen  der
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Gewebeoberflache, z. B. als Knochenstiick, identifiziert werden konnten (Abb. 16).
Vorraussetzung fur die 3D Gewebeanalyse sind hohe B- Scan Zahlen kleiner Schrittweite.
Wahrend der Sirius 713 TD-OCT Tomograph circa 8 Sekunden fir einen Scanbereich von
4 mm bendtigt, bendtigt die neue Generation der hier verwendeten SD-OCT Tomographen
(Derma SR Tomograph) mit einer Bildrate von 3 Abbildungen pro Sekunde bei einem

Scanbereich von 8 mm 90 Sekunden fiir einen 3D Datensatz.
3.2 Analyse humanen Hirn- und Hirntumorgewebes durc ~ h TD-OCT

3.2.1 Ex vivo Analyse von humanen Hirn- und Gliombi  opsien

Humaner Cortex

Glioblastom WHO 1V

TD-OCT

Abb. 17 Normale Hirn- und Glioblastombiopsie in der ex vivo TD-OCT Darstellung.

Zunachst wurde unter Verwendung der TD-OCT eine ex vivo Analyse von Hirn- und
Hirntumorgewebe unter laborexperimentellen Bedingungen durchgefiihrt. Die TD-OCT
Sonde wurde an einem Stativ 10 cm oberhalb des Probentisches befestigt und mit Hilfe
eines Pilotlasers eine Scanlinie von 6-8 mm in den Bereich des zu analysierenden
Gewebes platziert. Fir einen B-Scan von 4 mm Lange wurden 9 Sekunden bendtigt.
Abbildung 17 zeigt die Analyse eines 12 mm langen Abschnittes normalen Hirngewebes.
Normaler Cortex zeigt ein Bild homogener Signalstruktur mit einem charakteristischen
Abfall der Signalintensitat des TD-OCT Signals mit zunehmender Gewebetiefe (Abb. 17
Humaner Cortex). Wie fiur normales Maushirn konnte in humanem Cortex keine
wesentliche Binnenstruktur identifiziert werden (Abb. 13). Dagegen zeigt die Biopsie eines
Glioblastoms ein Bild heterogener Signalstruktur des Tumorparenchyms mit signalintensen
Strukturen und lakunaren Arealen niedriger Signalintensitat (Abb. 17 Glioblastom WHO
IV). Im linken Randbereich der in Abbildung 17 dargestellten Biopsie kann man

homogenere Gewebeabschnitte erkennen, die makroskopisch angrenzendem infiltriertem
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Hirn entsprechen. Die Gewebeabschnitte in der Mitte der Probe entsprechen
makroskopisch der Nekrosezone des Tumors. Tumorgewebe zeigte nicht die fir normales
Hirn charakteristische Schwachung des OCT-Signals mit zunehmender Gewebetiefe (Abb.
17). Damit lie? sich zeigen, dass prinzipiell mittels OCT das homogen erscheinende
mikrostrukturarme Hirngewebe von Tumorgewebe anhand der Signalbinnenstruktur, aber
auch anhand des Verlustes des charakteristischen kontinuierlichen Signalabfalls mit zu

nehmender Gewebetiefe unterschieden werden kann.

Abb. 18 Korrelation der TD-OCT Analyseorte mit der MRT-Darstellung.

Um zu untersuchen, ob die OCT Methode normales Hirn, Infiltrationszone, soliden Tumor
und Nekrosezone maligner Gliome differenzieren kann, wurden wahrend der Resektion
eines links temporalen Glioblastoms (Abb. 18) Biopsien aus dem Bereich des operativen
Zugangsweges gewonnen. Diese entsprachen Bereich des dem Tumor angrenzenden
Hirns, aus der Invasionszone, dem soliden, im MRT Kontrastmittel aufnehmenden
entsprechenden Tumor und der Nekrosezone. Die Biopsieorte wurden mit Hilfe der
Neuronavigation registriert, dokumentiert und die Gewebeproben unmittelbar der TD-OCT
Analyse unterzogen. Abbildung 18a zeigt den in der OCT-Darstellung charakteristischen
Befund normalen Hirngewebes ohne wesentliche Binnenstruktur, mit charakteristischem
kontinuierlichen Signalabfall bei zunehmender Gewebetiefe. Makroskopisch entsprach
dieser Bereich 6dematésem Cortex im Bereich des operativen Zugangsweges. Aufgrund
des ausgepragten Invasionsverhaltens maligner Gliome muss aber auch in diesem
Bereich von einer Durchsetzung des Gewebes mit einer niedrigen Dichte einzelner
invasiver Tumorzellen ausgegangen werden. Abbildung 18b zeigt den OCT-Befund einer

Biopsie unmittelbar angrenzend an den im MRT Kontrastmittel aufnehmenden Tumor.
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Makroskopisch erschien diese Biopsie unauffllig. Die OCT-Analyse zeigte jedoch eine
angehobene Signalintensitat, den Verlust der charakteristischen Lichtschwachung und das
Auftreten von inhomogener Mikrostruktur. Auflagerungen von Wasser auf Teilen der Probe
fuhren zu starken Oberflachenreflektionen, die sich als signalintense Artefakte darstellen
und als Beispiel mit einem Stern gekennzeichnet sind. Abbildung 18c zeigt den OCT-
Befund einer Biopsie aus dem Bereich des Kontrastmittel aufnehmenden soliden Tumors
mit heterogener signalintenser Binnenstruktur und lakunaren Arealen niedriger
Signalintensitat. Abbildung 18d entspricht der OCT-Analyse der Tumornekrosezone mit

groRen zusammenflieBenden lakunaren Arealen.
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Abb. 19 TD-OCT Lichtschwachungskurven unterschiedlicher Areale einer

Glioblastombiopsie ex-vivo.

TD-OCT B-Scans bestehen aus parallel angeordneten A-Scans, die Information der

Signalintensitat aus einer bestimmten Gewebetiefe enthalten. In B-Scan Bereichen
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homogener Signalverteilung kénnen die A-Scans gemittelt werden und die
Lichtschwdchung in  Abhangigkeit der Probentiefe dargestellt werden. In
Analyseabschnitten kontinuierlichen Signalabfalls kann ein Lichtschwachungskoeffizient
berechnet werden. Abbildung 19 zeigt die TD-OCT Analyse einer Glioblastombiopsie mit
angrenzend peritumoralem Hirngewebe (links), solider Tumor (Mitte) und Nekrosezone
(rechts). Die Mittlung von A-Scans im Bereich des angrenzenden Hirns links zeigt eine
homogene Lichtschwéachung, die Regressionsanalyse der Lichtschwachungskurve zeigte
einen Lichtschwachungskoeffizienten von 22 cm™, Mittelung der A-Scans im Bereich der
Bildmitte, entsprechend soliden Tumorgewebes, zeigte eine starkere Lichtschwéachung mit
einem berechneten Lichtschwachungskoeffizienten von 32 cm™, entsprechend der
héheren Lichtschwéachung kann in diesen Arealen verglichen mit dem Areal links in der
Gewebetiefe keine verwertbare Bildinformation erhalten werden. Im Bereich der
Nekrosezone resultiert aufgrund der heterogenen Binnenstruktur eine
Lichtschwachungskurve mit diskontinuierlichem Abfall der Signalintensitat. Eine
Berechnung des Lichtschwachungskoeffizienten ist hier nicht sinnvoll mdglich. Diese
Experimente zeigen, dass das OCT-Signal tUber die morphologische Information des B-
Scans hinaus Information zu den Lichtschwéachungseigenschaften des Gewebes

beinhaltet, die moglicherweise diagnostischen Wert haben kdnnte.
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3.2.2 Intraoperative OCT-Darstellung von Hirn- und Hirntumorgewebe

Teil der kortikalen Oberflache Tumor

i el g
" I e T
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Abb. 20 Intraoperative TD-OCT Darstellung von Glianarbe und Tumorgewebe im Bereich

der Resektionsflachen wéahrend der Resektion eines Gliobalstomrezidivs.

Zunachst stand nur das TD-OCT Gerat der Fa. 40ptics aufgrund seiner CE-Zulassung fur
eine Klinische Erprobung zur Verfigung. Intraoperative OCT-Messungen wurden an 10
Patienten in Rahmen einer klinischen Prifung, entsprechend dem Medizinproduktegesetz
(MPG) angemeldet, dokumentiert und durchgefiihrt. Abbildung 20 zeigt wahrend der
Resektion eines Rezidiv- Glioblastoms aufgezeichnete TD-OCT Analysen der
Resektionsflachen. Links ist gliotisches Hirngewebe nach vorangegangener Resektion im
Bereich des Zugangsweges gezeigt, rechts ein Anteil soliden Rezidivtumorgewebes

umgeben von angrenzendem Hirn wahrend der Tumorentfernung. Wegen der geringen
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Messgeschwindigkeit von lediglich 20 A-Scans/sec, sind in den Priméarbildern die
Eigenbewegungen des Gehirns, das einer puls- und atemsynchronen Bewegung mit einer
Amplitude von mehreren Millimetern folgt, deutlich erkennbar. Vor allem die Pulsfrequenz
(etwa 60 Hz) ist als Distorsion der Gewebeoberflache zu erkennen. Durch eine
automatische Erkennung der Gewebeoberflache und Ausrichtung der A-Scans konnte eine
Begradigung der Gewebeoberflache rechnerisch erreicht werden, wodurch die Strukturen
im Gewebe deutlich erkennbar werden. Nun kommt in der Probe rechts ein Areal zur
Darstellung, dass einen Verlust der charakteristischen Lichtschwachung des normalen
Hirngewebes zeigt. In der untersten Reihe der Abbildung sind Uber selektierte Bereiche
der OCT- Messungen gemittelte A-Scans dargestellt sowie die dazugehdrigen
Lichtschwachungskurven. Auch hier zeigte sich, dass ein Tumor andere
Lichtschwachungskurven und Lichtschwachungskoeffizienten als normales Hirn aufzeigt.
Allerdings zeigt das gliotisch (narbig) veranderte Hirn nach vorangegangener Resektion

deutlich héhere Lichtschwéachung als hormales Hirn in der Analyse in Abschnitt 3.2.1.

=
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Abb. 21 Intraoperative OCT-Analyse wahrend der Resektion eines Rezidiv- Glioblastoms.

Um zu untersuchen, ob intraoperativ OCT zur Analyse der Resektionsflachen wahrend der
Entfernung von Hirntumoren genutzt werden kann, wurden OCT-Untersuchungen wahrend

verschiedener Phasen der Entfernung eines Gliobalstomrezidivs durchgefiihrt.
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Mit Hilfe des Neuronavigationssystems konnten gezielt OCT-Messungen an definierten
Positionen, die anhand der vorab praoperativ aufgenommenen MRT-Bilder bestimmt
werden, durchgefiihrt werden und Proben fir die histologische Aufarbeitung der
entsprechenden Areale gewonnen werden. Die entsprechenden MRT-Bilder sind in der
oberen Reihe von Abbildung 21 dargestellt. Die Lokalisation des OCT-Lasers entspricht
dem grinen Kreuz, das der mit Hilfe der Neuronavigation registrierten Focusebene
entspricht. In der zweiten Reihe ist die korrespondierende Histologie der Analyseorte
gezeigt. Die dritte Reihe zeigt die B-Scandarstellung der TD-OCT-Messungen. Wegen der
geringen Messgeschwindigkeit dieser Konfiguration sind Eigenbewegungen des Gehirns
deutlich erkennbar. Vor allem die Pulsfrequenz (etwa 60 Hz) ist als Schwankung der
Oberflache zu erkennen, Uberlagert von einer langsameren Bewegung, die atemsynchron
erfolgt. Die ausgerichteten A-Scan Bilder sind in der vierten Reihe dargestellt, was die
Strukturen der Gewebeabschnitte deutlich hervorhebt. In der untersten Reihe sind tber
bestimmte Bereiche der OCT-Messungen (rote Kastchen) gemittelte A-Scans dargestellt.
Es fallt auf, dass der Abfall des OCT-Messsignals mit der Tiefe in den gemittelten A-Scans
unterschiedlich ist. Dieser Abfall ist mit der Lichtabschwéchung des Gewebes korreliert
und wurde als Schwachungskoeffizient (siehe oben) quantifiziert. Messung A zeigt einen
Bereich eines gliotisch veradnderten aber histologisch tumorfreien Resektionsrandes der
vorangegangenen Erstoperation. Der Schwachungskoeffizient ist mit 53 cm™ in diesem
dichten Narbengewebe relativ hoch und die Messtiefe gering. Messung B zeigt
mikrozystische Verdnderungen gering gradig tumorinfiltrierten Hirngewebes, Messung C
makrozystische Areale soliden Tumorgewebes mit Neovaskulisationen und pleomorphen
Tumorzellen. Messung D zeigt einen soliden Tumor mit pleomorphen Tumorzellen der an
ein Areal von Tumornekrose angrenzt. Die Neuronavigationsdaten zeigen, dass es sich
hier um das nekrotische Zentrum des Tumors handelt. Der Schwachungskoeffizient in
Arealen soliden Tumors zeigte sich gegenlber gliotischem Gewebe und Arealen geringer

Tumorinfiltration erniedrigt.
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3.3 Vergleichende ex vivo Analyse von humanen
Hirntumorbiopsien durch TD-OCT und SD-OCT

Abb. 22 Vergleich von TD-OCT, SD-OCT und Histologie.

Tumorfreies Hirngewebe zeigt in der OCT-Darstellung keine erkennbaren Strukturen, aber
ein homogenes Erscheinungsbild mit einem typischen Signalabfall in die Gewebetiefe
(Abb. 22 A). Dies bestatigte sich unabhéngig vom eingesetzten OCT-Gerat. Die
Homogenitat des nativen Gewebes spiegelt sich auch in der Histologie wieder.
Glioblastomgewebe (Abb. 22 B) ist histologisch durch Unregelmafigkeiten wie variierende
Zelldichte, Nekrose oder Einblutungen gekennzeichnet. Diese Inhomogenitdt und die
daraus resultierende Mikrostruktur findet sich in der OCT-Darstellung wieder. Die OCT-
Messtiefe ist bei Tumorgewebe deutlich gréRer als in tumorfreiem Hirngewebe. Wie in der
Untersuchung experimenteller Gliome im Mausmodel zeigt der Vergleich der beiden OCT-
Gerate fur das SD-OCT einen erheblich grol3eren Detailreichtum. Dieses bestétigte sich
auch in einer Untersuchung einer Probe des Nervus suralis (Abb. 22 C). Hier zeigen sich
epi- und perineurale Zonen, ferner kann man die durch die chirurgische Bearbeitung

entstandenen Lufteinschliisse in den Bindegewebsschichten gut erkennen.
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3.3.1 Einfluss von Formalinfixierung auf das OCT-Si  gnal

Formalinfixiert Formalinfixiert

Abb. 23 Native und fixierte Glioblastomprobe.

Um den Einfluss von Formalinfixierung auf das OCT-Signal zu untersuchen, wurde eine
TD-OCT- und SD-OCT Analyse einer Glioblastom-Biopsie vor und nach 48 Stunden der
Formalinfixierung  durchgefihrt. Die  Fixierung  fohrt zu  Volumen-  und
Gewebekonsistenzé&nderungen der Probe, was eine identische Ausrichtung der optischen
Ebenen vor- und nach Fixierung verhindert. Deshalb entsprechen die optischen
Analyseorte der Untersuchungen einander nur ungefahr. Es wurde deutlich, dass
Formalinfixierung eine Anderung des Gewebesignals und der Analysetiefe hervorruft.
Fixiertes Gewebe zeigte einen partiellen Verlust der Mikrostruktur. Auch war die
Gewebetiefe, die noch ein interpretierbares Signal lieferte, vermindert. Erneut zeigte sich,
dass SD-OCT in nativen, aber auch in fixierten Proben eine detailliertere Darstellung
lieferte als TD-OCT.

3.4 Analyse humanen Hirn- und Hirntumorgewebes durc  h SD-OCT
3.4.1 Ex vivo Analyse von humanen Hirn- und Gliombi  opsien durch SD-OCT

Die vorangegangenen Untersuchungen machten deutlich, dass zur Analyse von Hirn- und
Hirntumorgewebe SD-OCT einen hoéheren diagnostischen Wert erkennen lasst als TD-
OCT und daruber hinaus in der hier verwendeten Konfiguration eine deutlich héhere
Messgeschwindigkeit erlaubte. Aus diesen Grinden wurde die Weiterentwicklung des

Verfahrens mit dieser Technologie vorangetrieben.
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Normaler Cortex Mikrozytares Astrozytorm WHO Il Glioblastom WHO IV

Abb. 24 SD-OCT Darstellung von humanen Cortex und Gliomgewebe ex vivo, den

Lichtschwachungskurven und zugehdrigen Histologien.

Es wurden erneut Hirnproben und Biopsien von Gliomen unterschiedlicher
Malignitatsgrade untersucht. Abbildung 24 zeigt die ex vivo Analyse von intraoperativ
entnommenen Biopsien, die analog zu den Voruntersuchungen der TD-OCT Analyse
sofort einer SD-OCT Untersuchung unterzogen und unmittelbar fur die histologische
Aufarbeitung fixiert und bearbeitet wurden. Der normale menschliche Kortex zeigt analog
zu den bisherigen Untersuchungen und in Ubereinstimmung mit den histologischen
Befunden ein homogenes Gewebe ohne Mikrostrukturen, jedoch den charakteristischen
Signalverlust mit zunehmender Gewebetiefe. Die Lichtschwachungskurve zeigt die
kontinuierliche Schwachung des Signals in Abhangigkeit der Gewebetiefe. Die Analyse
eines mikrozystischen Astrozytoms WHO 1l zeigte analog zu dem histologischen Bild
zahlreiche scharf umschriebene signalhypointense intraparenchymatische Strukturen,
entsprechend den intratumoralen Mikrozysten. Das zwischen den Zysten zur Darstellung
kommende hochzellulare Tumorgewebe zeigte sich in der SD-OCT Darstellung
hypointens. Der berechnete Lichtschwéachungskoeffiziet (f sd-oct = p (Tumorgewebe /
Cortex) dieser Areale betrug 0.3 m™. Die Untersuchung eines Gliobalstomresektats mit
angrenzendem infiltriertem Hirngewebe erlaubte die Untersuchung verschiedener Areale
eines solchen Tumors. Entsprechend der histologischen Aufarbeitung fanden sich Areale

hochzellularen Tumors mit hoher Dichte pathologischer Blutgefal3e, aber auch Areale mit
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geringerer Tumorzelldichte, sowie infiltrierten angrenzenden Hirngewebes. Die SD-OCT B-
Scan Darstellung dieser Areale korrelierte mit den morphologischen Korrelaten der
Gewebearchitektur. Der berechnete Lichtschwachungskoeffiziet (f sd-oct = n
(Tumorgewebe / Cortex)) des hochzellularen Tumors betrug in diesem Fall 0.7 m™, der
des infiltrierten Hirngewebes 0.4 m™. Tumoranteile mit Mikronekrosen und geographischen
Nekrosen zeigten die inhomogene durch Gewebezerfall gekennzeichnete Mikrostruktur.
Wegen des inhomogenen  Signalabfalls war  eine Berechnung  eines
Lichtschwachungskoeffizienten in diesen Arealen analog zu unseren Voruntersuchungen
nicht sinnvoll.
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3.4.2 Ex vivo Analyse des Resektionsausmaldes durch SD-OCT

Abb. 25 Im Verlauf einer Resektion eines anaplastischen Astrozytoms WHO Il wurden
OCT-Analysen der Resektionsflachen zu verschiedenen Phasen der Tumorentfernung
durchgefuhrt. A: Registrierung der Analysepunkte in der Neuronavigation, B: schematische

Darstellung der Analyseregion, C: OCT-Befund, D: histologisches Korrelat.

Um zu untersuchen, ob die OCT-Technologie geeignet ist, Reste soliden Tumors oder
hochinfiltrierter Areale der Invasionszone zu identifizieren, wurde wahrend der operativen
Entfernungen eines malignen Glioms nach Abschluss der Resektion in konventioneller
Technik ex vivo eine OCT-Analyse von Biopsien der nun operationsmikroskopisch
tumorfrei erscheinenden Resektionswande vorgenommen und mit H&E geféarbten
konventionellen histologischen Tumorrandschnitten verglichen. Dabei zeigte sich, dass in
Proben aus dem makroskopischen Tumorzentrum der Tumor anhand seiner Mikrostruktur
eindeutig identifiziert werden konnte (Abb. 25 Proben #1 und #2). Untersuchungen des
operationsmikroskopisch tumorfreien Resektionsrandes zeigten fur die Proben #3 und #5
das typische OCT-Signal normalen Hirngewebes (Abb. 25). Histologisch konnte hier kein

Tumor nachgewiesen werden. In den Proben #4 und #6 zeigten sich Signalcharakteristika
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ahnlich dem soliden Tumor (Abb. 25). Histologisch konnte hier, obwohl es sich um
operationsmikroskopisch unauffalliges Gewebe gehandelt hatte, Anteile soliden
Tumorgewebes nachgewiesen werden. Somit konnten durch die hochauflosende SD-OCT
Analyse intraoperativ verbliebene Tumoranteile nachgewiesen werden, was eine
umgehende Erweiterung der Resektion ermdglicht. Diese Pilotuntersuchung zeigte, dass
die SD-OCT Analyse in operationsmikroskopisch tumorfrei erscheinendem Hirngewebe
hoch-zellulare Tumorinfiltration, aber auch soliden Tumor nachweisen konnte (Abb.25).
Damit konnten wir als erste Arbeitsgruppe experimentelle Daten vorlegen, die zeigen, dass
prinzipiell die optische Koharenztomographie geeignet ist, mikroskopische Tumorreste im

Bereich der Resektionswande darzustellen.

Im Rahmen einer Pilotstudie wurden bei Resektionen von 10 malignen Gliomen insgesamt
40 optische Gewebeanalyse von Biopsien ex vivo durchgefihrt und durch einen
geblindeten Untersucher beziglich der Befunde (hochzellulares solides Tumorgewebe,
Tumorinfiltration, oder tumorfreies Hirngewebe) bewertet, dann histologisch aufgearbeitet.
Diese Untersuchung zeigte, dass ein hohes MaR an Ubereinstimmung der OCT-Befunde
mit der histologischen Bewertung erzielt werden konnte (Abb. 26). In dieser vorlaufigen
Untersuchung wurde keine Probe soliden Tumors in der OCT-Beurteilung als tumorfrei
eingestuft. Allerdings wurden drei Proben, die sich histologisch tumorfrei zeigten, als
tumorinfiltriert eingestuft. Es bleibt aber zu bedenken, dass diese Analysen ex vivo
durchgefuhrt wurden und das eine Entnahme der Proben der Randbereiche erst nach
Abschluss der Resektion durchgefihrt werden konnten, zu einem Zeitpunkt, zu dem
sekundare Gewebsveranderungen regelhaft auftreten (siehe 3.4.3). Die gro3te Unschérfe
der Methode zeichnet sich fur tumorinfiltrierte Areale ab. Naturgemalf? ist aber der Grad der
Tumorinfiltration sehr variabel und damit sind die Ubergange zwischen den

Bewertungsgruppen solider Tumor und Tumorinfiltration flieRend.
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Abb. 26 Vergleich von 40 Biopsien maligner Gliome zwischen SD-OCT und Histologie.

3.4.3 Einfluss von Resektionstechniken und chirurgi schen Hilfsmitteln auf
das SD-OCT Signal

Wahrend der Resektion von Hirntumoren kommen verschiedene Resektionstechniken,
scharfe und stumpfe Praparation, Koagulation oder Ultraschallaspiration, zum Einsatz. Es
ist denkbar, dass die Art der Entstehung von Resektionsflachen Einfluss auf das OCT-
Signal hat. Weiterhin werden verschiedene Materialien zur Blutstillung eingesetzt, die
aufgrund ihrer Struktur und ihres Lichtstreuungsverhalten, das OCT-Signal artifiziell
alterieren. Auch koénnten Auflagerungen der zu analysierenden Gewebeoberflache die
Bildgebung verandern ebenso wie physiologische oder physikalische Gewebezustande
(Temperatur oder Dehydratation). Aufgrund dessen wurde eine vorlaufige Analyse fur
einige dieser Einflussfaktoren durchgefihrt, indem eine native Glioblastombiopsie zur
Simulation dieser beeinflussenden Faktoren ex vivo verwendet wurde. Diese

Untersuchung bleibt aber bis zu einem breiteren intraoperativen Einsatz des Verfahrens
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vorlaufig, da Einflussfaktoren wie Resektionstechniken und die damit verbundenen
Gewebeveranderungen durch Kontusion zum Beispiel nur in vivo untersucht werden

kdénnen.

Knochenfragment

Blutkoagel Chirurgische Watte

Abb. 27 Einfluss von Auflagerungen der Gewebeoberflache auf die SD-OCT Darstellung

einer Glioblastombiopsie.

Die Untersuchung frisch entnommener Gewebeproben zeigte in umschriebenen Arealen
der Gewebeoberflache sich in der Gewebetiefe fortsetzende signalintense Artefakte (Abb.
27A, Pfeile). Diese Artefakte konnten als geometrische Reflexe von Flussigkeiten auf der
Gewebeoberflache identifiziert werden, die entstehen, wenn der Messlaser 90 Grad zum
Flussigkeitsspiegel auftrifft. Flutung der Gewebeoberfliche mit isotoner Kochsalzldsung
zeigte, dass sich durch das Aufflllen praparationsbedingter Gewebeinhomogenitaten das
Erscheinungsbild der Probe und das der intraparenchymatischen Mikrostruktur verandert
(Abb. 27B). Blutkoagel oder Knochenspéane, wie sie bei der Trepanation entstehen, fihren

auf der Gewebeoberflache aufgrund der starken Lichtschwachung im Koagel zu einer



42

Ausléschung des Signals darunter und erlauben somit keine Interpretation der
Gewebsstruktur (gelbe Klammer Abb. 27 C und D). Ahnliche Phanomene wurden fiir auf
die Gewebeoberflache aufgebrachte chirurgische Hilfsmittel beobachtet (Abb. 27 E bis G).

Nach Entfernung

ﬁ;-._.iia@%é;

Vor Koagulation Bipolare Koagulation

Abb. 28 Artefaktdarstellung im SD-OCT auf Glioblastomprobe.

Um die Auswirkungen bestimmter Arbeitsstoffe beim Aufbringen bzw. Entfernen bildlich
darzustellen, wurde Gewebe mit den Ublichen Arbeitsstoffen in der neurochirurgischen
OP-Technik behandelt (Abb. 28). Auf die Gewebeoberflaiche aufgebrachter Fibrinkleber
fuhrte zu einer Signalanhebung der darunter gelegenen Gewebestruktur. Nach Entfernung
des Fibrins stellte sich das behandelte Gewebeareal in verdnderter Signalcharakteristik
dar (Abb. 28 oben). Auch die Aufbringung blutstillender Praparate, wie Tabotamp® erlaubt
keine Interpretation der darunter gelegenen Gewebestruktur aufgrund der dem Material
inharenten Mikrostruktur und Lichtschwachungseigenschaften. Nach Entfernung des
Materials von der Gewebeoberflache verbleibt makroskopisch eine Verfarbung der
Gewebeoberflache. Auch in der OCT-Darstellung bleibt eine Anderung des

Signalverhaltens bestehen (Abb. 28 Mitte). Die zur Blutstillung verwendete bipolare
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Gewebekoagulation fihrt einerseits zu einer permanenten Alteration der Form der
Gewebeoberflache, andererseits zZu einer permanenten Alteration des
intraparenchymatischen Signalverhaltens (Abb. 28 unten).

Diese Untersuchungen zeigen, dass eine optische Gewebeanalyse zum Abschluss einer
Resektion nicht praktikabel ist. Zu diesem Zeitpunkt werden Mikrounterblutungen der
Resektionsflachen, Kontusionsphanomene und eingebrachte Fremdmaterialien zu einer
permanenten Veranderung der Signalcharakteristik des angrenzenden Hirns geflhrt
haben. Da Verdnderungen der Resektionsflachen als Folge der Gewebekontusion,
unabhangig ob in normalem Hirn oder in Tumorgewebe, innerhalb von Minuten eintreten,
solite eine Analyse des Gewebes unmittelbar erfolgen. Deshalb ist es erforderlich, die
intraoperative optische Gewebeanalyse zeitnah zum Zeitpunkt des Entstehens der
Resektionsflachen durchzufilhren, bevor artifizielle Anderungen des OCT-Signals
auftreten. Dieses erfordert die Integration dieser Technologie in neurochirurgisches

Instrumentarium und die neurochirurgischen Arbeitsablaufe.

3.4.4 SD-OCT integriertes Operationsmikroskop

Die optische Gewebeanalyse zur intraoperativen Detektion von Tumorgewebe eignet sich
aufgrund ihrer technischen Vorraussetzungen fir eine Integration in neurochirurgisches
Instrumentarium, speziell in neurochirurgische Operationsmikroskope. Anhand der
gesammelten Daten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass uber einen Messabstand
von 20-40 Zentimeter eine berihrungslose und nicht-invasive Gewebeanalyse
durchgefuhrt werden kann und somit theoretisch die Messungen durch den Strahlengang
eines Mikroskops erfolgen konnten.

In Zusammenarbeit mit der Firma Moller-Wedel wurde daraufhin konzeptionell gezeigt,
dass eine Integration eines Spektraldomain OCT-Tomographen in den optischen
Strahlengang eines neurochirurgischen Operationsmikroskops madglich ist (Abb.29).
Operationsmikroskope dieser Bauart sind fir kommerzielle Anwendungen bereits flir eine
Integration in ein Neuronavigationssystem vorgerustet. Die Einbindung des Mikroskops in
ein Navigationsystem ermdglicht die Darstellung der Blickachse und des Blickfelds in
Relation zu vor der Operation gewonnenen MRT-Bildern, was eine ,globale” Orientierung
in Bezug auf die Tumorlokalisation und die angrenzenden Hirnregionen erlaubt. Die
Einbindung der SD-OCT in das Mikroskop ermdglicht nun eine Analyse der
Gewebeflachen im Gesichtsfeld des Mikroskops, ohne das ein Unterbrechen des
chirurgischen Vorgehens fir die Analyse erforderlich wird. Damit stinde die optische

Gewebeanalyse praktisch kontinuierlich wahrend des Entstehens der Resektionsflachen
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zur Verfugung. Uber die Einbindung des Mikroskops in die Navigation wird gleichzeitig
eine Referenzierung des OCT-Analyseortes und seine Darstellung in Bezug zu den vor der

Operation gewonnenen MRT-Bildern erreicht.

Neuronavigation

3x1,5mm

SD-OCT integriertes OP-Mikroskop

Abb. 29 SD-OCT integriertes Operationsmikroskop.

Die Integration des Mikroskops in die Neuronavigation ermdéglicht die Orientierung des
Blickfelds und des Trajekts an den praoperativ erstellen MRT-Bildern, was eine ,globale”
Orientierung an der Tumorform und benachbarten Landmarken ermdglicht. Die Integration
der optischen Gewebeanalyse wiederum erlaubt tiber den Blick auf die Resektionsflachen
hinaus einen nicht-invasiven tomographischen Blick in die Resektionswand hinein und
stellt Information Uber die Mikrostruktur und die Lichtschwachungseigenschaften des
Gewebes bereit, eine Informationsqualitat, die konventionelle Operationsmikroskope

bisher nicht erreichen.

Es wurde ein modifiziertes SD-OCT Gerat mit einer Zentralwellenlange von 830 nm
realisiert. Aufgrund der erwarteten Verschlechterung der lateralen OCT-Messauflésung
durch das OCT-OP-Mikroskop wurde auf eine hohe axiale Messauflésung zugunsten einer
grolReren Tiefemessbereiches verzichtet. Zur Einstellung des Arbeitsabstandes und
Kompensation der Eigenbewegungen des Gehirns wahrend der Operation ist eine groRere
Messfenstertiefe von Vorteil. Das Messfenster des 830nm SD-OCT Gerates konnte auf 3,6
mm vergrofert werden. Die axiale Messauflésung verschlechterte sich dabei von 8 um auf
16 um. Um die insgesamt geringe IR-Transmission des fir sichtbares Licht
konzeptionierten OP-Mikroskopes zu kompensieren, wurde eine externe Lichtquelle mit
einer Leistung von 20 mW angeschlossen. Das SD-OCT Gerat wurde in das
Operationsmikroskops Hi-R1000 der Firma Moller Wedel integriert, das als

neurochirurgisches Operationsmikroskop ausgelegt ist. Das Gerét besteht aus den drei
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Komponenten OCT-Spektrometer, Referenzarm und Scanner im Probenarm, der am
Kameraport angebracht ist (Klinger, 2007; Malik, 2006).

Dieser Prototyp war mit diversen Einschrankungen behaftet. Der Arbeitsabstand war noch
nicht variabel und die Qualitat der OCT-Messungen (Messtiefe und Kontrast) war aufgrund
einer geringen IR-Transmission des OCT-Probenlichtes durch die Mikroskopoptik
schlechter als in unseren vorangegangenen OCT-Messungen mit externen Geraten. Trotz
dieser Einschrdnkungen waren so weltweit die ersten interoperativen OCT-Messungen
wahrend einer neurochirurgischen Operation mdglich. Abbildung 29 zeigt die Einbindung
des Mikroskops in die Neuronavigation und den OP-Situs, sowie die zugehérige OCT-
Analyse. In Abbildung 30 sind intraoperative OCT-Messungen gezeigt, die blauen Linien
kennzeichnen das Analyseareal. Zur Darstellung kommt die tumorfreie Hirnoberflache
(links) ohne prominente Strukturen, wahrend im soliden Tumor (Mitte), und im Bereich der
Resektionswand (rechts) Mikrostrukturen in den OCT-Messungen differenziert werden

kdnnen

Abb. 30 In vivo Messungen am menschlichen Gehirn mit dem OCT-OP Mikroskop.
Oben: Auflichtbilder durch das OP-Mikroskop. Unten: OCT B-Scans durch das OP-

Mikroskop. Links: tumorfreie Gehirnoberflache. Mitte: solider Hirntumor. Rechts:

Resektionswand.

3.4.5 Technische Entwicklung seit Abschluss der hie r prasentierten Arbeit

Inzwischen konnte der Mikroskop Prototyp erheblich verbessert werden. Es wurde eine
Optimierung des optischen Systems des Mikroskops flr den sichtbaren Bereich und fur
den Infrarotbereich des OCT-Gerats durchgefuhrt. Dies ermdglichte eine erhebliche
Verbesserung der OCT-Abbildungsqualitat und eine hohere Lichtstarke. Es wurde eine

Kopplung des OCT-Lasers mit dem Fokussystem des Mikroskops flur variable



46

Messabstande realisiert sowie eine Kopplung mit dem Zoom des Mikroskops verwirklicht,
wodurch OCT-Messungen in variabler VergréRerung durchgefihrt werden kénnen. Die
Messgeschwindigkeit konnte auf 5000 A-Scans / Sekunde gesteigert werden, was die
Messungen gegen Bewegungsartefakte unempfindlicher macht. Der Prototyp ist nun fir
eine klinische Studie unter Bedingungen bereit, die keine Kompromisse im Vergleich zu
kommerziellen  Operationsmikroskopen  verlangen. Ein  positives Votum  der
Ethikkommission Goéttingen fir eine Folgestudie liegt vor, deren Beginn fur Mai /2007

geplant ist.
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4. Diskussion

Hirneigene Tumore, deren gréRte Gruppe die Gliome darstellen, haben aufgrund eines
ausgepragten Invasionsverhaltens keine Grenzen gegenitber dem normalen Gehirn.
Vielmehr sind diese Tumore von einer Invasionszone umgeben, die invasive Tumorzellen
in einem Gradienten abfallend vom hochzellularen Tumor in die Peripherie darstellen
(Giese et al., 1994; Giese und Westphal, 1996; Giese et al., 2003). Dieses trifft sowohl fur
die niedrig-malignen besser differenzierten so genannten ,low grade” Gliome als auch fir
die malignen Tumore zu, deren entdifferenziertester und gleichzeitig am haufigsten
vorkommender Tumor das Glioblastom darstellt. Niedrig-maligne hirneigene Tumore
zeigen nach vollstdandigeren Resektionen eine verminderte Progressionsrate zu
entdifferenzierteren Formen, was mdglicherweise als Folge eine verlangerte
Uberlebenszeit beinhaltet. Fiir hoch maligne hirneigene Tumore konnte kiirzlich definitiv
gezeigt werden, dass eine mdglichst vollstindige Entfernung des Tumors einen
Uberlebensvorteil fir den Patienten bedeutet (Lacroix et al., 2001).

Die intraoperative Darstellung von Resttumor oder hochgradig tumor-infiltrierter Hirnareale
ist dennoch mit Hilfe der vergroRernden Darstellung der Operationsmikroskope schwierig
und im Falle der niedrig-malignen Gliome haufig unmoglich. So kommen verbliebene
Resttumoranteile erst auf postoperativ angefertigten Kernspintomographien zur
Darstellung. Die histologische Aufarbeitung von intraoperativen Randschnitten stellt zwar
eine zuverlassige Moglichkeit dar, Resttumor oder hochgradig infiltrierte Zonen zu
identifizieren, sie ist allerdings sehr zeit- und personalaufwendig, so dass diese Methode
kaum im Sinne eines wahrend der Resektion kontinuierlichen Verfahrens steht. Zudem ist
problematisch, dass die Untersuchung die Entnahme des Gewebes erfordert, was in
funktionellem Hirngewebe nur sehr eingeschrankt durchgefuhrt werden kann.

Die intraoperative Neurosonographie, die auf Darstellung akustischer Ubergange des
Gewebes basiert, ist fir die Lokalisation und Darstellung von Tumorgewebe und
umgebender anatomischer Strukturen, Identifizierung von an die Resektionshéhle
angrenzenden Resttumorgewebes und Darstellung der perifokalen Infiltrations- und/oder
Odemzone ein etabliertes und validiertes Verfahren, das in der Neurochirurgie
intrakranieller Tumore seit Jahren routinemafig verwendet wird (Chandler und Knake,
1983; Bernays, 2003). Allerdings ist die Auflosung dieser Methode begrenzt und erreicht
keinen “histologie-aquivalenten” Informationsgehalt. Weiterhin erscheint problematisch,
dass in Abhangigkeit einer zeitlichen Dynamik operationsbedingte Gewebeldsionen
dieselbe Signaldarstellungen annehmen kdnnen wie solides Tumorgewebe, wodurch eine

Histospezifitat nicht gegeben ist.
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Die intraoperative Darstellung von Hirn, Tumor und Resektionshohle ist auch durch
intraoperative  MRT-Untersuchungen mdoglich  (Albayrak et al, 2003). Hohe
Investitionskosten fir das Geréat, bauliche Vorraussetzungen, die Notwendigkeit
spezialisierten Personals anderer Fachdisziplinen, der hohe zeitliche Aufwand und die
Beschrankung auf spezielles, nicht ferromagnetisches Instrumentarium sowie
elektronisches Gerét, schranken eine breite Anwendung dieser Methode stark ein. Ahnlich
wie in der sonographischen Darstellung wird trotz des enormen Aufwands klar, dass auch
die im MRT zur Darstellung kommenden Signalabnormitaten operationsbedingter
Gewebeldsionen (Kontusionen, Hyperamien, Blutungen, Ischamien) in gewissen Phasen
schon wahrend der Operation keine Differenzierung von kontrastmittelaufnehmendem
Tumor erlauben und somit ebenfalls keine Histospezifitat besitzen.

Optische Technologien der Gewebeanalyse, wie die optische Koharenztomographie sind
Verfahren, die Reflektionseigenschaften von Gewebe unter Einstrahlung eines nah-infrarot
Lasers nutzen, um eine B-Scan tomographische Darstellung des Gewebes zu erreichen.
Konzeptionell lassen sich durch eine Adaptation dieser Methoden fir neurochirurgische
Applikationen die Nachteile der Sonographie oder des intraoperativen MRT Uberwinden.
Wahrend die Sonographie (und auch das MRT) einen wahrend der Operation
Jintermittierenden Uberblick" des an das Resektionsareal angrenzenden Gewebes und
damit die Analyse groRerer Gewebezusammenhénge erlaubt, ist ein optisches
koh&renztomographisches Verfahren geeignet, eine kontinuierlich Analyse der optischen
Gewebeeigenschaften des im Gesichtsfeld gelegenen Areals durchzufuhren, ohne die
Notwendigkeit Gewebe fur die Untersuchung zu entnehmen oder funktionell zu schadigen.
Die klassische TD-OCT wurde bereits in verschieden Disziplinen getestet und befindet
sich in verschiedenen Stadien der klinischen Anwendung. Umfangreiche Vorarbeiten
existieren fur die Ophthalomolgie (Hee et al., 1995a; Hee et al.,, 1995b; Puliafito et al.,
2004; Thomas und Duguid, 2004) und Dermatologie (Schmitt et al., 1995; Welzel et al.,
1997; Welzel et al., 2004), wahrend fur die Urologie (Tearney et al., 1997; Zagnhavnova et
al., 2002), Gynékologie (Drezek et al., 2003), oder Gastroenterologie (Fockens, 2002)
bislang experimentelle Arbeiten prasentiert wurden. Im Bereich der Neurochirurgie wurden

bislang verschiedene Arbeiten mit der klassischen TD-OCT verdffentlicht.

Dazu gehdren experimentelle Untersuchungen und Gewebedarstellungen im Tiermodell
(Bizheva et al., 2004; Maheswari et al., 2003; Satomura et al., 2004), Darstellungen von
morphologisch veranderten Hirngewebe (Boppart, 2003; Bizheva et al., 2005; Fujimoto et
al., 2000; Jafri et al., 2005; Jeon et al., 2006) und Untersuchungen der Hirngefal3e und
hirnfremder Tumore (Boppart et al., 1998; Thorell et al., 2005).
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Ein Vergleich der Gewebedarstellungen zwischen der TD-OCT und der SD-OCT existierte
jedoch nicht (Béhringer et al., 2005c; Bohringer et al., 2006a).

Ein SD-OCT steht seit 2004 zur Verfigung. Zundchst wurden Hirntumorbiopsien ex vivo
untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass normales Hirngewebe und verschiedene
hirneigene Tumore ein charakteristisches Erscheinungsbild in der OCT-Analyse zeigen
und das fir andere Gewebe z.B. fur menschliche Haut, eine strukturelle Auflésung von
unter 10 um erreicht werden kann. Damit werden strukturelle Details wie
Gewebeschichtungen, Mikrogewebestruktur und mikrovaskuldre Elemente darstellbar.
Unsere umfangreichen Untersuchungen im Hirntumormodel der Maus zeigten, dass SD-
OCT eine erheblich hohere Auflésung erreicht als die konventionelle TD-OCT (Bohringer
et al., 2005c; Bohringer et al., 2006a). Die Untersuchung der histologischen Korrelate des
OCT-Signals zeigte, dass Uber die soliden Tumoranteile hinaus die Invasionszone, die nur
eine diffuse Infiltration von Hirngewebe durch einzelne Tumorzellen darstellt, ein in der
OCT-Darstellung abgrenzbares Signal erkennen lasst. Dabei wurde deutlich, dass
Tumorareale im Submillimeterbereich erkannt werden kénnen. Damit ist die Auflosung der
Methode geeignet, klinisch relevante Resttumorareale im Bereich der Resektionsflachen
zu erkennen.

Um den potentiellen Wert der optischen Koharenztomographie fur die intraoperative
Detektion von Resttumor oder tumorzelldichter Areale der Infiltrationszone hirneigener
Tumore zu untersuchen, wurden wahrend einer Glioblastomoperation die Enthnahmepunkte
von Gewebe mit Hilfe der Neuronavigation dokumentiert und zu den bildmorphologischen
Verédnderungen in der kernspintomographischen Darstellung in Beziehung gesetzt. Die
Gewebeproben wurden einer OCT-Analyse ex vivo unterzogen und begleitend histologisch
untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass OCT eine Differenzierung von
Infiltrationszone, solidem Tumor und Nekrosezone in der B-Scan-Darstellung erlaubt und
damit die wesentliche klinisch relevante Information zur Verfigung stellen kann.

Nach Modifikation eines kommerziell erhéltlichen Sirius 713 OCT-Tomographen und
positiver Bewertung eines klinischen Studienprotokolls durch die Ethikkommission der
Universitat Ldbeck wurde 2005 im Rahmen dieser Arbeit erstmals die OCT-
Gewebeanalyse wahrend neurochirurgischer Operationen mdglich. Wahrend der
operativen Entfernung von malignen Gliomen wurde parallel zur optischen Achse des
Operationsmikroskops der OCT-Messlaser eingespiegelt und eine berldhrungslose
Analyse von Hirnparenchym, Tumor und der Resektionsflachen durchgefiihrt. Diese
Arbeiten zeigten, dass die in vivo OCT-Analyse von Hirngewebe mit verschiedenen
Problemen verbunden ist. Einerseits fuhrt die puls- und atemsynchrone Bewegung der
Hirnsubstanz zu einer Distorsion der B-Scans, was die Interpretation der Befunde

erschwert. Andererseits fuhrt die wahrend der Operation unvermeidliche Kontusion der
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Gewebeflachen durch die Resektionstechniken zu einer schon innerhalb von Minuten
makroskopisch zu erkennenden dynamischen Veranderung der Resektionsflachen. Diese
Verédnderungen fihrten erwartungsgemal zu einer Alteration des OCT-Signals. Diese
Probleme konnten dberwunden werden. Die wahrend der Analyse unvermeidlichen
Bewegungen der Hirnoberflache oder der Resektionsflachen konnten durch eine
Ausrichtung der A-Scans nach automatischer Oberflachenerkennung kompensiert werden.
Dieses ,Realignment® erleichterte die Interpretation der B-Scanbefunde und erlaubte
weiterhin die Selektion von Arealen fir eine Analyse der Lichtschwachungskurven des zur
Darstellung kommenden Gewebes. Durch eine frihe Analyse der entstehenden
Resektionsflachen innerhalb von wenigen Minuten wurde der Einfluss kontusioneller
Veranderungen umgangen. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass im Gegensatz
zur intraoperativen Neurosonographie oder dem intraoperativen MRT die optische
Gewebeanalyse als kontinuierliches Verfahren wahrend des Forschreitens der Resektion
zur Verfigung stehen kann und damit der Einfluss sekundéarer Veréanderungen durch
chirurgische Manipulation der Gewebe auf die Bildgebung mit dieser Methode umgangen

werden kann.

Um zu untersuchen, ob diese Technologie geeignet ist, Reste soliden Tumors oder
hochinfiltrierte Areale der Invasionszone zu identifizieren, wurde wahrend operativer
Entfernungen von malignen Gliomen nach Abschluss der Resektion in konventioneller
mikrochirurgischer Technik eine OCT-Analyse der nun operationsmikroskopisch tumorfrei
erscheinenden Resektionswande vorgenommen und mit H&E gefarbten konventionellen
histologischen Tumorrandschnitten verglichen. Diese Pilotuntersuchung zeigte, dass die
OCT-Analyse in operationsmikroskopisch tumorfrei erscheinendem Hirngewebe
hochzellulare Tumorinfiltration, aber auch soliden Tumor nachweisen konnte (Bthringer et
al.,, 2005b). Diese Pilotstudie bewies exemplarisch, dass der Informationsgehalt der
optischen Gewebeanalyse ausreicht, intraoperativ Tumorareale zu identifizieren, die der
konventionellen Resektionstechnik entgangen waren. Ob diese Tumorreste durch
intraoperative Neurosonographie oder das intraoperative MRT in ahnlicher Weise héatten
erkannt werden kénnen, muss zu diesem Zeitpunkt der Untersuchungen offen bleiben,
wird aber der Gegenstand zukinftiger Untersuchungen einer bereits genehmigten
Folgeuntersuchung sein (Studienprotokoll # 30/2/06, Georg-August-Universitat Gottingen).
Die optische Gewebeanalyse zur intraoperativen Detektion von Tumorgewebe eignet sich
aufgrund ihrer technischen Vorraussetzungen fir eine Integration in neurochirurgisches
Instrumentarium und neurochirurgische Arbeitsabldufe wahrend der Resektion. Anhand
dieser Arbeit wird deutlich, dass Uber einen Messabstand von 20-40 Zentimetern eine

bertihrungslose und nicht-invasive Gewebeanalyse durchgefiihrt werden kann (Bohringer
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et al., 2005b; Giese et al., 2006). Da Veranderungen der Resektionsflachen in Folge der
Gewebekontusion, unabhéangig ob normales Hirn oder Tumor, innerhalb von Minuten
eintreten, sollte eine Analyse des Gewebes unmittelbar im Entstehen der
Resektionsrander durchgefihrt werden. In Zusammenarbeit mit der Firma Moller-Wedel
konnte eine Integration eines SD-OCT-Tomographen in den optischen Strahlengang eines
neurochirurgischen Operationsmikroskops verwirklicht werden. Dieses
Operationsmikroskop ist kommerziell mit einer Integration in ein Neuronavigationssystem
vorgerlUstet. Dadurch wird eine unmittelbare SD-OCT Analyse der Gewebeflachen
mdglich, die im Gesichtsfeld des Mikroskops liegen, ohne das ein Unterbrechen des
chirurgischen Vorgehens fur die Analyse erforderlich ist. Damit steht die optische
Gewebeanalyse praktisch kontinuierlich wahrend des Entstehens der Resektionsflachen
bei voller Integration in ein ohnehin wahrend der Operation verwendetes Instrumentarium

zur Verflgung.

4.1 Ausblick

Die Daten dieser Arbeit konnten zeigen, dass bereits mit einem Prototyp des
vergleichsweise niedrig-auflésenden TD-OCT verschiedene Tumorregionen und
insbesondere nach operationsmikroskopisch vollstandiger Tumorresektion verbliebene
Resttumoranteile dargestellt werden koénnen. Die nun geplanten und genehmigten
Untersuchungen an der Georg-August-Universitat, Gottingen, sollen die hochauflésende
mikroskopintegrierte SD-OCT in einem optisch optimierten Operationsmikroskop
verwenden, um eine erste Analyse zur klinischen Anwendbarkeit und zur Sensitivitat und
Spezifitét dieser Folgetechnologie durchzufiihren.

Die Untersuchungen werden in drei Abschnitten erfolgen, die jeweils einer

Abschnittsanalyse unterzogen werden.
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4.1.1 Klinischer Prifplan 1. Abschnitt

Im ersten Abschnitt soll die SD-OCT Darstellung von Tumorgewebe und der
Resektionswande systematisch untersucht werden.

Abbildung 31 zeigt die schematische Darstellung der Analyse- und Biopsieorte. Vor Beginn
der Tumorentfernung wird die nicht eréffnete Tumoroberflache analysiert (A). Im Verlauf
der Tumorresektion werden im Bereich des sicher pathologischen Areals Analysen im
Sinne einer positiven Kontrolle durchgefuhrt (B). Nach Abschluss der Tumorentfernung
werden bis zu 10 Areale der Resektionswand analysiert, biopsiert und die OCT-Befunde
mit den histologischen Korrelaten durch einen geblindeten Untersucher verglichen (C).
Zunachst soll analog zu unseren Vorarbeiten im Verlauf von 10 Resektionen hirneigener
Tumore eine Gewebeanalyse der Resektionsflachen durch die navigations- und
mikroskopintegrierte SD-OCT durchgefuhrt werden. Die Analyseorte werden mit Hilfe der
Neuronavigation registriert und mit den praoperativ angefertigten MRT-Befunden korreliert,
was eine Zuordnung der OCT-Befunde zur makroskopischen Tumoranatomie ermdglichen

soll.

B Schema zur Analyse und
Probenentnahme wéahrend
der OP

Abb. 31 Schema der Analyseorte im Rahmen der klinischen Priifung.
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4.1.2 Klinischer Prifplan 2. Abschnitt

Uber die in Abschnitt 1 untersuchten Parameter soll im zweiten Abschnitt der Einfluss von
Resektionsverfahren und der Gewebereaktion in Folge von Resektionstechniken auf die
SD-OCT Darstellung untersucht werden.

In einer Gruppe von 5 Patienten mit MRT morphologischem Verdacht auf ein malignes
Gliom soll der Einfluss verschiedener Tumorresektionsverfahren auf die Darstellung in der
OCT-Analyse untersucht werden. Die Gewebeanalyse folgt dem im Abschnitt 1
beschriebenen Vorgehen, schlie3t jedoch weitere Analysen ein. Nach Bestatigung der
Verdachtsdiagnose durch einen zum frihst moglichen Zeitpunkt abgegebenen
Schnellschnitt werden bis zu 5 Areale soliden Tumorgewebes wahrend der Resektion
mittels OCT analysiert. Dabei sollen Grenzflachen untersucht werden, die in Abhangigkeit
der individuellen chirurgischen Notwendigkeiten durch Ultraschallaspiration, Koagulation
oder stumpfe Préparation entstehen. Diese wéhrend der Tumorresektion entfernten Areale
werden in der Neuronavigation dokumentiert und histologisch aufgearbeitet. Nach
Abschluss der Tumorresektion wird unmittelbar nach Entstehen der Resektionsrénder der
Rand der Resektionshohle in bis zu 6 OCT Analysen untersucht und die untersuchten
Areale in der Neuronavigation dokumentiert. Die Analyseorte werden mit Hilfe navigations-
registrierter Raumpunkte in jeweils 5 Minuten Intervallen dreimal aufgesucht und
reanalysiert, um den Einfluss dynamischer Gewebeverdnderungen in Folge von

Gewebskontusion auf die SD-OCT Darstellung zu untersuchen.

4.1.3 Klinischer Prifplan 3. Abschnitt

Die in den Abschnitten 1 und 2 durchgefiihrten Untersuchungen werden Aufschluss Uber
die in vivo Darstellung von Hirntumorgewebe durch SD-OCT und den Einfluss von
Resektionstechniken geben, sowie weiterhin in gewissem Malie eine Korrelation mit der
zugrunde liegenden Histoarchitektur des Gewebes erlauben. Im dritten Abschnitt soll
analog zu unserer vorangegangenen TD-OCT Studie nun wéahrend der Operation diese
Erfahrung genutzt werden. Ein fir den Analyseort geblindeter Analyseassitent soll ohne
Einfluss auf den Operationshergang eine Bewertung der OCT-Befunde vornehmen, die mit
den endgdltigen histologischen Befunden und dem postoperativ angefertigten MRT

korreliert werden.
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5. Zusammenfassung

In vielen mikrochirurgischen Disziplinen (z. B. der Neurochirurgie, HNO, Gyné&kologie)
erfolgt die intraoperative Gewebsdarstellung und Diagnostik durch eine 10 bis 50 fach
vergroRerte  operationsmikroskopische Darstellung der Gewebeoberflache. Der
Tiefenaufbau des Gewebes sowie die funktionellen Informationen, die Uber die
Morphologie hinausgehen, bleiben dem Chirurgen dabei verborgen. Sichere Aussagen
Uber die Beschaffenheit der Resektionsrander ermdglichen erst intraoperative Histologie
oder aufwendige bildgebende Verfahren wie z. B. intraoperatives MRT oder intraoperative
Sonographie.

Deshalb wird intensiv an neuen Ansatzen zur Verbesserung der intraoperativen Diagnostik
gearbeitet. Fir eine intraoperative Anwendung im Operationssitus sind echte
mikroskopische Methoden mit hdchsten Vergréf3erungen und dementsprechend kleinem
Analyseausschnitt kaum praktikabel. Hier sind vielmehr Verfahren gefragt, die
Gewebeverbande identifizieren und Uber ein Gesichtsfeld von mehreren Millimetern
darstellen kénnen. Ein derartiges Verfahren ist die optische Koharenztomographie (OCT),
die die Reflektionseigenschaften von Gewebe unter Einstrahlung von nahinfrarotem Licht
nutzt, um in einem B-Scan eine tomographische Darstellung des Gewebes zu erreichen.
Integriert in ein OP-Mikroskop erweitert die OCT die intraoperative Darstellung des OP-
Situs um die dritte Dimension. Die optische Gewebeanalyse ermdglicht eine
kontinuierliche Darstellung der Gewebearchitektur mit Dichteanalyse des im Gesichtsfeld

gelegenen Gewebes und kann dem Operateur in Echtzeit zur Verfligung gestellt werden.

Diese Arbeit konnte in einem Tiermodell, aber auch an menschlichem Biopsiematerial
zeigen, dass eine differenzierte OCT-Darstellung von Tumorarchitektur und eine
Abgrenzung von Invasionszone und normalem Hirngewebe mdglich ist. Dariiber hinaus
konnte bestatigt werden, dass mit Hilfe der optischen Koharenztomographie eine
intraoperative Gewebeanalyse mdglich ist und dass dieses Verfahren in der Lage ist,
operationsmikroskopisch nicht darstellbare Tumorreste im Bereich der Resektionsflachen
zu identifizieren. Diese Arbeit prasentiert Losungsansatze fir verschiedenen Probleme der
intraoperativen Gewebeanalyse, wie beispielsweise die puls- und atemsynchrone
Bewegung der zu analysierenden Zielvolumina, den Einfluss von kontusionellen
Gewebeveranderungen auf das OCT-Signal oder aber die zu (berbrickenden
Untersuchungsabstande. Es gelang weiterhin erstmals, die OCT-Technologie mit
ausreichender Signalqualitat in ein Operationsmikroskop zu integrieren und in einem

Pilotprojekt erstmals klinisch zu testen.
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